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Resumen 

El contenido de ácido desoxirribonucleico (ADN) mitocondrial (ADNmt) por célula como 

marcador de viabilidad embrionaria se propuso como una estrategia muy innovadora 

para la priorización en la selección de embriones humanos en los tratamientos 

reproducción asistida, siendo los embriones con menor contenido mitocondrial por 

célula los candidatos a ser transferidos. La hipótesis de partida se basaba en que dichos 

embriones presentarían un estado metabólico más apropiado y un menor estrés celular, 

los cuales se traducirían en una mayor probabilidad de implantación.  

La elevada expectación inicialmente generada alrededor de este marcador, vino 

acompañada de publicaciones con resultados contradictorios en cuanto a su relación 

con distintos parámetros de éxito clínico, lo que ha desembocado en una falta de 

consenso sobre la relevancia clínica de su uso. Una hipótesis posible, que explique esta 

falta de consenso, podría ser que el abordaje del uso del contenido de ADNmt se ha 

realizado sin conocimientos suficientes sobre aspectos clave como son el significado del 

contenido del ADNmt durante el desarrollo embrionario o la asociación entre el 

contenido de ADNmt y el contenido y estado de actividad mitocondrial.  

El presente trabajo de tesis doctoral trata de profundizar, mediante el análisis del 

contenido y del estado mitocondrial en el blastocisto, sobre los aspectos moleculares en 

los que se sustenta esta hipótesis. Este estudio se realizará para determinar si existen 

factores que expliquen la disparidad de resultados difundidos sobre este tema. 

Para ello, se establecieron tres objetivos específicos con el fin de abordar el análisis 

mitocondrial mediante distintas aproximaciones: 

 

Objetivo específico 1. Caracterizar el contenido y el patrón de distribución del ADN 

mitocondrial durante el desarrollo embrionario humano preimplantacional.  

 

Objetivo específico 2. Describir el contenido de ADN mitocondrial y el estado 

mitocondrial en embriones humanos bajo condiciones de estrés.  

 

Objetivo específico 3. Identificar la relación existente entre el contenido de ADN 

mitocondrial por célula y la masa y la actividad mitocondrial en el blastocisto humano. 



 

VIII 

 

Gracias a la consecución de estos objetivos se ha llegado a la conclusión de que el 

contenido de ADNmt por célula es capaz de verse modulado en cuestión de pocas horas 

en situaciones de estrés respecto al cultivo in-vitro normal, y no es representativo del 

contenido de mitocondrias y de la actividad mitocondrial en un momento que sería 

cercano a la transferencia embrionaria. No obstante, se ha demostrado una importante 

relación entre los valores altos de contenido de ADNmt y el estrés celular.  

Estos hallazgos pueden explicar, en parte, la falta de consenso que existe en cuanto al 

uso del contenido de ADNmt por célula como marcador de competencia embrionaria, y 

pueden ser útiles para establecer la base molecular necesaria que respalde, en un 

futuro, su uso como un indicador adicional para la priorización de la transferencia 

embrionaria. 
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Prólogo 

I 

 

El trabajo de esta tesis doctoral está dividido en tres partes principales: el prólogo, que 

cuenta con la justificación y los objetivos del estudio además de una introducción 

general sobre la mitocondria y la descripción de las técnicas experimentales usadas; una 

exposición de los estudios realizados para alcanzar los objetivos, dividida en tres 

objetivos específicos; y un epílogo, en el cual se describen la consecución de los 

diferentes objetivos y la relevancia de los resultados, los nuevos horizontes de 

investigación y las conclusiones finales. Finalmente se incluye al final del documento, un 

apartado de contribuciones científicas, figuras y tablas suplementarias y la lista de 

referencias bibliográficas en la que se ha apoyado la presente tesis doctoral. 

 

Dentro del apartado de estudios, el objetivo específico 1 se basa en la descripción del 

contenido de ADNmt durante todo el desarrollo embrionario humano in-vitro, desde el 

ovocito maduro metafase II (MII) hasta la etapa de blastocisto. En este apartado se 

profundizará también en la descripción de la variabilidad en el contenido de ADNmt de 

los ovocitos maduros MII y ovocitos que han tenido fallo de fecundación (FF), analizando 

la influencia de la edad materna y del cultivo in-vitro. Además, se analizarán de forma 

independiente los blastocistos para evaluar la influencia de la calidad embrionaria o el 

día de desarrollo en el contenido de ADNmt. 

En el objetivo específico 2 se realizará un extenso estudio para evaluar la influencia de 

condiciones externas y situaciones asociadas al cultivo in-vitro, tales como el bloqueo 

embrionario o el proceso de vitrificación/desvitrificación, sobre el contenido de ADNmt 

y el estado mitocondrial. Para ello, en los dos supuestos, se realizará un estudio con la 

técnica de reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) para establecer 

la carga de ADNmt, un subanálisis del estado redox con microscopía confocal y del 

contenido mitocondrial mediante microscopía electrónica de transmisión en 

blastocistos en recuperación tras la desvitrificación, y un análisis de expresión génica 

mediante secuenciación de ARN (RNA-Seq) para determinar perfiles de expresión en 

general y relacionados con rutas mitocondriales y de estrés celular. 
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El tercer y último objetivo específico se centra en el estudio de la representatividad del 

contenido de ADNmt respecto al contenido de mitocondrias totales y activas en el 

blastocisto. Para ello, se realizarán aproximaciones con microscopía confocal y RNA-seq 

para determinar si el valor de contenido de ADNmt por célula puede estar 

correlacionado o no con el número de mitocondrias totales y activas, y para analizar las 

diferencias a nivel de expresión génica entre embriones de alto y bajo contenido de 

ADNmt por célula.  

 

Introducción: la mitocondria 

 
Descripción y estructura mitocondrial 

 
 

La mitocondria es un orgánulo celular con genoma propio que tuvo su origen, según 

la teoría endosimbiótica, hace más de 1,5-2 billones de años debido a la integración 

de una alfa-proteobacteria en una célula hospedadora (Kurland and Andersson, 

2000; Zimorski et al., 2014; Roger et al., 2017). Forma parte de casi todas las células 

eucariotas, exceptuando los arqueozoos (Brinkmann and Philippe, 2007). 

Su estructura, desde su zona más exterior a su zona más interior, consiste en una 

membrana externa, un espacio intermembrana y una membrana interna. En 

conjunto, estas estructuras se organizan en forma de crestas rodeando una matriz 

en la que se encuentran varias copias de su genoma y las diferentes enzimas que 

actúan en las reacciones metabólicas mitocondriales (figura 1) (Van Der Bliek et al., 

2017). 

Su membrana externa tiene un papel protector y permite la difusión de pequeñas 

moléculas e iones, sin embargo, su membrana interna es impermeable a los iones, 

son las proteínas transportadoras selectivas las que se encargan de este tipo de 

transporte facilitando que se cree un potencial de membrana esencial para el 

metabolismo mitocondrial (Pernas and Scorrano, 2016; Van Der Bliek et al., 2017). 

La mitocondria es un orgánulo móvil que se traslada a regiones específicas dentro 

de la célula e interacciona con distintos orgánulos celulares como son el retículo 

endoplasmático (RE) y los ribosomas, además de con el núcleo, los microtúbulos y 

manuelugidos
Resaltado

manuelugidos
Resaltado

manuelugidos
Resaltado
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los filamentos citoesqueléticos. Estas interacciones facilitan las cascadas de 

señalización e intervienen en procesos como la segregación cromosómica, la 

citocinesis, la especificación del linaje o la epigenética (Van Blerkom et al., 2000; 

Detmer and Chan, 2007; Lewis et al., 2016; Pernas and Scorrano, 2016; Harvey, 

2019). 

 

 

 
Figura 1. Estructura general de la mitocondria (elaboración propia). 

 

Por otro lado, la mitocondria es un orgánulo muy dinámico, en cuestión de pocos 

minutos es capaz de fusionarse formando redes mitocondriales y fisionarse con el 

objetivo de adaptarse a los requisitos celulares y llevar a cabo su especialización 

subcelular. Asimismo, la morfología de las mitocondrias individuales puede variar según 

el estado metabólico de la célula gracias a la remodelación de sus crestas (Twig et al., 

2008; Archer, 2013; Chappel, 2013; Kaneko, 2016; Pernas and Scorrano, 2016; Herst et 

al., 2017; Meyer et al., 2017). 

 

Además de la fusión, la fisión y la remodelación de crestas, encontramos dentro de la 

dinámica mitocondrial la biogénesis y la degradación de componentes mitocondriales. 

Todos en conjunto regulan procesos como la homeostasis o la remodelación de volumen 
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y  forma, además de formar parte de la respuesta celular al estrés (Ashrafi and Schwarz, 

2013; Pernas and Scorrano, 2016; Meyer et al., 2017). 

A continuación, se detallan los aspectos más importantes de la dinámica mitocondrial: 

 

- Fusión mitocondrial:  es la unión de membranas (internas y externas) entre 

mitocondrias sanas o mitocondrias sanas con mitocondrias específicas dañadas, 

ordenada por el citoplasma según las necesidades celulares (figura 2). En humanos 

este proceso se produce gracias a la acción de guanosina trifosfatasas (GTPasas) en 

la membrana mitocondrial interna (OPA1, proteína de atrofia óptica 1) y externa 

(MFN1 y MFN2, mitofusinas 1 y 2). La fusión de la membrana interna es dependiente 

del potencial de membrana (Osellame et al., 2012; Lee and Yoon, 2016; Pernas and 

Scorrano, 2016; Meyer et al., 2017). 

En condiciones de baja disponibilidad de nutrientes (estrés a bajo nivel, respuesta 

adaptativa), la fusión mitocondrial organiza una red que promueve el metabolismo 

mitocondrial (Meyer et al., 2017; Zhang et al., 2020). Además, la fusión mitocondrial 

permite el intercambio de información gracias a la transferencia de ADNmt, 

proteínas, lípidos y metabolitos y la dilución de especies tóxicas de superóxido y 

ADNmt mutante (Chappel, 2013; Pernas and Scorrano, 2016).   

 

- Fisión mitocondrial: es una división mitocondrial que se impone mediante señales 

citosólicas y da como resultado mitocondrias hijas asimétricas que adquieren 

diferente número de copias de ADNmt (figura 2) (Twig et al., 2008; Gottlieb and 

Bernstein, 2016; Pernas and Scorrano, 2016). La fisión mitocondrial no requiere 

potencial de membrana y está mediada por varias proteínas, pero la GTPasa 

dinamina relacionada con proteína 1 (DRP1) parece ser la más central en el proceso 

(Twig et al., 2008; Lee and Yoon, 2016; Meyer et al., 2017; Yan et al., 2019; Liu et al., 

2020). En las primeras etapas de este proceso intervienen los túbulos del RE, que se 

envuelven alrededor de las mitocondrias en zonas de la matriz en las que 

desencadena la replicación del ADNmt y marca los sitios de división mitocondrial 

(Friedman and Nunnari, 2014; Meyer et al., 2017; Yan et al., 2019; Liu et al., 2020; 

Kleele et al., 2021). No obstante, no se requiere necesariamente la replicación del 

ADNmt para la fisión (Kleele et al., 2021).  
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La fisión mitocondrial permite tanto la biogénesis de nuevas mitocondrias como la 

eliminación de mitocondrias disfuncionales por mitofagia, tal y como se explicará 

más adelante. Este destino parece depender de la zona donde se produzca la fisión. 

La fisión periférica, sin contacto con el RE, parece estar relacionada con la formación 

de mitocondrias esféricas pequeñas con bajo potencial de membrana que 

“secuestran” componentes dañados. Esta disminución en el potencial de membrana 

en la zona que formará parte de la nueva mitocondria ocurre en forma de gradiente 

antes de la constricción que produce DRP1 (Kleele et al., 2021). 

En condiciones de exceso de nutrientes o alto estrés, la fisión produce mitocondrias 

esféricas de menor tamaño y con baja actividad metabólica que podrían proteger de 

la generación de especies reactivas de oxígeno (ROS) y conducir a la liberación del 

citocromo C de la membrana interna, procesos que facilitan la mitofagia de 

mitocondrias disfuncionales o con ADNmt mutado y la apoptosis. Además, la fisión 

facilita otros procesos como la distribución de mitocondrias a lo largo de la célula y 

la distribución del ADNmt recién replicado (Molina et al., 2009; Arciuch et al., 2012; 

Frank et al., 2012; Dominy and Puigserver, 2013; Lewis et al., 2016; Meyer et al., 

2017).   

 

 
 

Figura 2. Procesos de fusión y fisión esquematizados (elaboración propia). 
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- Remodelación de crestas: las crestas mitocondriales pueden aumentar en número 

y modificar su estrechamiento o la apertura de su base. Parece ser que OPA1 es la 

principal proteína encargada de la remodelación de esta estructura (Pernas and 

Scorrano, 2016). El aumento del número de crestas está asociado con el incremento 

de la capacidad metabólica. Una menor capacidad metabólica se asocia con una 

configuración mitocondrial condensada, con poca formación de crestas, un mayor 

espacio intermembrana, y una matriz condensada; mientras que una capacidad 

metabólica mitocondrial eficiente se asocia con una configuración mitocondrial 

ortodoxa, que se caracteriza por una matriz menos condensada, un menor espacio 

intermembrana y crestas alargadas y plegadas (figura 3). Además, el estrechamiento 

y la apertura de las bases de las crestas regulan la liberación de moléculas 

apoptóticas (Hackenbrock, 1968; Archer, 2013; Chappel, 2013; Kaneko, 2016; Pernas 

and Scorrano, 2016). 

 

 

 
 

 

 

Figura 3. Configuración mitocondrial condensada y ortodoxa (Hackenbrock, 1968). 

  

- Biogénesis mitocondrial: la biogénesis mitocondrial se define como el crecimiento y 

la división de las mitocondrias preexistentes (Jornayvaz and Shulman, 2010). Es un 

proceso de control de la masa mitocondrial dependiente del potencial de membrana 

(Dominy and Puigserver, 2013; Popov, 2020) que además es modelado en respuesta 

a la demanda de energía celular, a la disponibilidad de nutrientes, a las señales de 

desarrollo, a los estímulos ambientales (Arciuch et al., 2012; Zhang and Xu, 2016), al 
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contenido de copias de ADNmt y su ratio de contenido respecto al ADN nuclear 

(ADNn) y al nivel de expresión génica mitocondrial (Popov, 2020). Por ejemplo, está 

influenciada por el estrés ambiental, en el que se incluye el ejercicio, la restricción 

calórica, la baja temperatura o el estrés oxidativo, entre otros (Jornayvaz and 

Shulman, 2010).  

Parece que el objetivo de este proceso es el aumento de la capacidad metabólica 

mitocondrial, la disminución del estrés oxidativo patológico y la reparación de 

disfunciones mitocondriales.  

El proceso implica la coordinación entre los genomas mitocondrial y nuclear. Por un 

lado, se produce la replicación y la transcripción del ADNmt gracias a una familia de 

proteínas reguladoras cuyo principal regulador es el coactivador 1-alfa del receptor 

gamma activado por proliferador de peroxisoma (PGC-1α). Estos activadores 

integran la expresión de genes en el núcleo y las mitocondrias a través de una 

cascada reguladora, que implica la activación secuencial de factores de transcripción 

(ERR alpha, NRF1, NRF2, factor de transcripción A (TFAM), etc.) (Ryan and 

Hoogenraad, 2007; Li et al., 2017; Popov, 2020). Posteriormente, tiene lugar la 

traducción de los genes codificados por el ADNmt en proteínas, con la ayuda de 

factores de traducción específicos codificados por el núcleo. Finalmente, fosfolípidos 

y preproteínas sintetizadas en el citosol se dirigen hacia la mitocondria y se 

ensamblan para la generación de las nuevas mitocondrias (Gohil and Greenberg, 

2009; Popov, 2020). 

 

- Degradación de componentes mitocondriales: la calidad de las mitocondrias se 

mantiene mediante los procesos comentados anteriormente y la eliminación de 

componentes o mitocondrias dañadas.   

Dentro de este mecanismo se encuentran tres vías principales: la degradación de las 

proteínas mal plegadas de la membrana mitocondrial mediante dos complejos de 

proteasas AAA en la membrana interna; la degradación de proteínas mitocondriales 

mediante transferencia a lisosomas; y por último la mitofagia, que implica el marcaje 

y la inclusión, a través de adaptadores y receptores de cadena liviana 3 (LC3), de una 

mitocondria completa dañada y despolarizada o de mitocondrias espermáticas 

durante la fecundación dentro de una vesícula de doble membrana denominada 
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autofagosoma. Posteriormente, este autofagosoma se fusiona con un lisosoma (Ding 

and Yin, 2012; Ashrafi and Schwarz, 2013; Yoo and Jung, 2018).  

Tanto la biogénesis como la mitofagia son procesos altamente regulados. La precisa 

y aún desconocida coordinación de estos procesos promueve la longevidad y la 

resistencia al estrés, mientras que la interrupción de su equilibrio acelera el 

envejecimiento conduciendo a la muerte celular (Ploumi et al., 2017). 

 

Genoma mitocondrial 
 

El ADNmt humano consiste en un ADN circular de doble cadena de aproximadamente 

16,5 Kb (figura 4). Este ADN está altamente empaquetado en estructuras denominadas 

nucleoides (de aproximadamente 100 nm de diámetro), las cuales están compuestas por 

ADNmt y proteínas. La cadena pesada (hebra H) es rica en el nucleótido guanina y la 

cadena ligera (hebra L) es rica en el nucleótido citosina. La hebra H codifica 28 genes y 

la hebra L codifica 9 genes, sumando un total de 37 genes. Estos 37 genes codifican 13 

proteínas de la cadena respiratoria mitocondrial (una pequeña parte del total de 

proteínas que la componen), dos ácidos ribonucleicos (ARN) ribosomales (12S y 16S), y 

22 ARNs transferentes (NASS and NASS, 1963; Seli, 2016; Lee and Han, 2017). 

El ADNmt contiene una alta densidad génica y no posee intrones, exceptuando un 

fragmento regulador no codificante de ~ 1 kb (D-loop). Además, es más vulnerable al 

estrés oxidativo porque no está asociado con histonas protectoras (Chappel, 2013; Lee 

and Han, 2017). 

Los nucleoides son esféricos y contienen más de una copia de ADNmt. Estas estructuras 

tienen un papel protector además de un rol en el control del metabolismo mitocondrial 

en respuesta a las demandas celulares (Alán et al., 2016; Lee and Han, 2017). 

El número de copias de ADNmt es específico según el tipo de tejido. Puede variar desde 

2-10 copias por mitocondria (Xia et al., 2017) y de 100-10.000 copias por célula (Zhang 

et al., 2017b). Su vida media documentada varía desde días hasta meses y parece ser 

influenciada por los requerimientos específicos del tejido (Li et al., 2019).  

Se replica independientemente del ciclo celular y la replicación del ADNn, aunque las 

proteínas involucradas en la replicación del ADNmt están codificadas por ADNn, por lo 

que tiene una estrecha comunicación con el núcleo. La replicación y la transcripción del 
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ADNmt se producen a través de la actividad de la polimerasa γ mitocondrial (POLG), la 

helicasa Twinkle, la proteína de unión al ADN monocatenario mitocondrial (mtSSB), el 

factor de transcripción mitocondrial A (TFAM) y la ARN polimerasa mitocondrial 

(POLRMT) (Lee and Han, 2017).  

 

 

 
 

Figura 4. Genoma mitocondrial (Van Der Wijst et al., 2017). 

 
 

Funciones mitocondriales 
 

La función principal de la mitocondria es la producción de la mayor parte de energía que 

consume la célula (Korla and Mitra, 2014; Van Der Bliek et al., 2017). No obstante, es 

responsable de otros numerosos procesos vitales. 

 

a)  La mitocondria: principal generador de energía en la célula: 

 

La producción mitocondrial de energía propiamente dicha se realiza a través del ciclo de 

Krebs (figura 5) y la fosforilación oxidativa, procesos que ocurren en la matriz y en la 

membrana interna mitocondrial (figura 6) (Korla and Mitra, 2014). 
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No obstante, el proceso de producción de energía comienza fuera de la mitocondria, en 

el citoplasma de la célula (figura 6). Es allí donde se lleva a cabo la glucólisis, en la que 

una molécula de glucosa pasa a formar 2 moléculas de piruvato, produciéndose además 

moléculas de dinucleótido de nicotinamida y adenina reducido (NADH) y 2 moléculas de 

adenosín trifosfato (ATP)  (Lunt and Vander Heiden, 2011; Gray et al., 2014).  

 

 
 

Figura 5. Ciclo de Krebs esquematizado (Robinson and Srere, 1985; Raimundo et al., 2011; 

Korla and Mitra, 2014). 

 
 

Este piruvato ingresa a la matriz mitocondrial gracias a una proteína transportadora 

(portador de piruvato mitocondrial, MPC) en la membrana interna mitocondrial (Bader 

et al., 2019) y se transforma en acetil-CoA gracias a la enzima coenzima-A.  

Además del piruvato, los ácidos grasos se transforman en la membrana interna 

mitocondrial en acil coenzima A gracias a la acil-CoA sintetasa y también son 

transportados hacia la matriz, en este caso gracias al transportador carnitina. Este acil 

coA es oxidado a acetil-CoA en un proceso denominado beta-oxidación.  

El acetil-CoA procedente de ambas fuentes se incorpora al ciclo de Krebs. 
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Del ciclo de Krebs por un lado se obtiene dióxido de carbono (CO2), que sale fuera de la 

mitocondria; y 3 moléculas de NADH y 1 molécula de dinucleótido de flavina y adenina 

reducido (FADH2), que cederán sus electrones a la cadena transportadora de electrones 

en la membrana interna (Akram, 2014; Korla and Mitra, 2014; Adeva-Andany et al., 

2019; Karp, 2019). 	 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6. Respiración aerobia y anaerobia esquematizadas (Karp, 2019). 

 
 

La cadena transportadora de electrones en la membrana mitocondrial interna está 

formada por cuatro complejos más la ATP sintetasa (tabla 1) (Werner, 2008). 

 

Complejos Nomenclatura alternativa 

I NADH-ubiquinona oxidoreductasa 

II Succinato-ubiquinona oxidoreductasa 

III Ubiquinol-citocromo C oxidoreductasa 

IV Citocromo C oxidasa 
 

 
Tabla 1. Nomenclatura de los complejos de la cadena transportadora de electrones 

(Kennaway et al., 1990). 
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Además de los complejos, existen dos componentes móviles que actúan como co-

sustratos para la transferencia de electrones: la ubiquinona, también denominada 

coenzima Q (dentro de la bicapa mitocondrial) y el citocromo C (en la superficie externa 

de la membrana interna) (Lobo-Jarne and Ugalde, 2018). 

Los principales complejos en este proceso son el complejo I, III y IV. Aunque los tres 

funcionan bien de forma aislada, se organizan en conjuntos supramoleculares asociados 

de forma débil conocidos como supercomplejos (figura 7). El respirasoma es un 

supercomplejo que contiene los complejos I, III y IV más los portadores móviles de 

electrones, constituyendo la entidad más simple con capacidad de producir la 

respiración. Se cree que esta asociación ocurre para conferir ventajas funcionales sobre 

el sistema respiratorio  (Hirst, 2018).  

 

 

 
 

Figura 7. Complejos de la cadena transportadora de electrones en la membrana mitocondrial 

interna  (Enríquez, 2016). 

 

El NADH y el FADH2, transfieren sus electrones al complejo I y II (oxidación), 

respectivamente (Lobo-Jarne and Ugalde, 2018). El coenzima Q absorbe los electrones 

de ambas fuentes y los transfiere al complejo III, después pasan al citocromo C y 

finalmente pasan al complejo IV  (Chen and Zweier, 2014). El aceptor final es el oxígeno 

manuelugidos
Resaltado

manuelugidos
Resaltado

manuelugidos
Resaltado

manuelugidos
Resaltado

manuelugidos
Resaltado



 

15 

(O2) que entra dentro de la mitocondria, recibe los electrones (reducción)  y forma dos 

moléculas de agua por cada cuatro electrones recibidos (Chen and Zweier, 2014; 

Enríquez, 2016). 

Este flujo de electrones está acoplado a una bomba de protones que hace que se genere 

un gradiente electroquímico desde la matriz al espacio intermembrana, proporcionando 

la energía libre necesaria para que la ATP sintetasa forme las moléculas de ATP a través 

de un proceso de fosforilación oxidativa. Durante este proceso, los protones 

intermembrana salen por la ATP sintetasa hacia la matriz mitocondrial y hacen que el 

adenosín difosfato y el fosfato inorgánico (ADP+Pi) se conviertan en ATP, el cual sale de 

la mitocondria (Alberts, 2014; Enríquez, 2016), obteniéndose así un balance final de 

aproximadamente 36 moléculas de ATP por molécula de glucosa (Tarasov et al., 2012).  

Toda esta energía producida es usada en vitales procesos biológicos como la contracción 

de los músculos, el impulso nervioso, la muerte celular programada, la inmunidad 

innata, la respuesta al estrés celular, entre muchos otros (Manoli et al., 2007; Dard et 

al., 2020).  

En condiciones anaerobias (falta de oxígeno), no se produce fosforilación oxidativa y el 

NADH que se produce a partir del dinucleótido de nicotinamida y adenina (NAD+) en la 

glucólisis se acumula disminuyendo así el NAD+ disponible. Por ello, la célula oxida este 

NADH acumulado fuera de la mitocondria transformando el piruvato en lactato, 

reponiendo así el NAD+ necesario para la glucólisis (figura 6). Por tanto, el piruvato no 

pasa al ciclo de Krebs, pero se consigue de esta forma que se continúe la glucólisis y se 

produzca algo de ATP gracias a ella (Granchi et al., 2010; Karp, 2019). 

 

b) Otras funciones mitocondriales: 

 

Las mitocondrias están involucradas en otros eventos biológicos de equiparable 

relevancia a la producción energética. A través de su capacidad para regular mediadores 

de señalización clave como las ROS y otras moléculas, y a través de su interacción con el 

RE y otras estructuras celulares, las mitocondrias son capaces de controlar muchos 

procesos de señalización. Dentro de estos procesos se encuentran el envejecimiento y 

el cáncer pero también la especificación del linaje o la epigenética (Tait and Green, 2012; 

Harvey, 2019). 
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Entre sus funciones más importantes destacan la generación de ROS, la regulación 

térmica, el transporte de calcio, la respuesta inmune, la biosíntesis de moléculas y 

hormonas, la respuesta al estrés y la muerte celular. A continuación, se describen 

brevemente cada una de ellas: 

 

- Producción de ROS: la mayoría de las ROS celulares son formas parcialmente 

reducidas de O2 molecular y sus derivados, que se originan por reducción enzimática 

de O2 molecular o como consecuencia de un proceso de reducción incompleto por 

la fuga de electrones en la cadena trasportadora de electrones. Estas ROS son 

esenciales para una amplia variedad de procesos biológicos dependientes de 

señalización redox como la regulación de la biogénesis mitocondrial, la adaptación a 

la hipoxia, la autofagia, la inmunidad y la diferenciación celular. Sin embargo, cuando 

hay una producción excesiva de ROS y un fallo del equilibrio de los sistemas de 

enzimas antioxidantes (como la enzima superóxido dismutasa, que transforma estas 

ROS a peróxido de hidrógeno + 02) se produce estrés oxidativo (desequilibrio del 

estado redox) contribuyéndose a la destrucción de estructuras celulares y a una serie 

de procesos patológicos que incluyen, el envejecimiento o la apoptosis (Handy and 

Loscalzo, 2012; Injury et al., 2012; Papa et al., 2012; Islam, 2017; Dard et al., 2020). 

Además, las mitocondrias dañadas por ROS tienden a producir más ROS (Handy and 

Loscalzo, 2012).   

 

- Regulación térmica: la capacidad de las mitocondrias de generar calor se atribuye 

entre otros mecanismos a la proteína transmembrana mitocondrial desacoplante-1 

(UCP1). Se trata de un portador de iones que, usando ácidos grasos libres como 

sustrato, desacopla la respiración de la síntesis de ATP. En este proceso una pequeña 

cantidad de protones no pasan por la ATP sintetasa y se produce una fuga de 

protones hacia la matriz mitocondrial sin la generación de ATP. Esto hace que parte 

de la energía liberada por la fosforilación oxidativa se libere en forma de calor 

(Hofmann et al., 2001; Dard et al., 2020).  
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- Transporte de calcio: la señalización de calcio regula varios procesos fisiológicos, 

como la contracción muscular o la secreción y la migración celular, y es esencial para 

mantener la función y supervivencia celular y el metabolismo mitocondrial.  

El RE y las mitocondrias son las principales reservas de calcio. Las mitocondrias 

absorben y liberan calcio dependiendo de sus necesidades metabólicas, siendo el 

gradiente electroquímico en la membrana interna la fuerza impulsora del transporte 

del calcio a través de esta.    

En condiciones patológicas de sobrecarga de calcio, las mitocondrias pueden 

absorber grandes cantidades de calcio, lo que conduce a la producción de ROS y a la 

muerte celular a través de la necrosis (Romero-Garcia and Prado-Garcia, 2019; Dard 

et al., 2020; Gibhardt et al., 2020).  

 

- Respuesta inmune: las mitocondrias pueden regular la activación, la diferenciación 

y la supervivencia de las células inmunes a través de señales de ADNmt, de ROS, de 

metabolismo o de dinámica mitocondrial. Además, actúan como mediadores clave 

de procesos inmunes innatos y adaptativos.  

Las alteraciones en la actividad mitocondrial y los cambios transcripcionales 

adjudican diferentes roles a las células inmunes. Además, las mitocondrias son 

capaces de activar la respuesta inflamatoria y, a través de la fisión y la fusión, pueden 

influir en las funciones inmunitarias.  

Por último, su asociación con el RE puede influir de igual forma en el metabolismo 

de las células inmunes  (Koch et al., 2017; Angajala et al., 2018; Dard et al., 2020).  

 

- Participación en biosíntesis de grupos hemo, hormonas esteroideas y aminoácidos: 

los grupos hemo son tetrapirroles que desempeñan papeles esenciales, ya que 

sirven como grupos prostéticos de proteínas involucradas en procesos biológicos 

redox  (Dard et al., 2020). 

Por otro lado, las hormonas esteroides (como glucocorticoides, mineralocorticoides, 

estrógenos y andrógenos, entre otros), están formadas a partir de colesterol 

mediante vías biosintéticas en las que participan enzimas mitocondriales (Dard et 

al., 2020).  
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Además, las mitocondrias desempeñan un papel central en la homeostasis de los 

aminoácidos (Johnson et al., 2014). 

 

- Respuesta celular al estrés: en las células se produce un equilibrio de parámetros 

intracelulares que se ve constantemente alterado por factores internos y externos 

(factores estresantes). Estos estresores son, por ejemplo, alteraciones en genes 

mitocondriales y nucleares, privación o exceso de nutrientes, alteraciones en la 

homeostasis del calcio, aumento de ROS o toxinas, etc. La respuesta al estrés es el 

proceso, desencadenado por estresores, que se produce para restaurar la 

homeostasis.  

Estos sistemas de respuesta requieren de un alto aporte energético, en gran parte 

proporcionado por las mitocondrias (Eisner et al., 2018; Picard and McEwen, 2018; 

Picard et al., 2018). La dinámica mitocondrial y el contenido de ADNmt, entre otros, 

están involucrados en estos procesos (Dorn et al., 2015; Picard and McEwen, 2018; 

Picard et al., 2018; Valera-Alberni and Canto, 2018). Además, las mitocondrias 

también están involucradas en el estrés dirigido a otros componentes celulares, lo 

que refleja su papel clave en la supervivencia y adaptación celular (Lee and Wei, 

2005; Eisner et al., 2018; Picard and McEwen, 2018; Picard et al., 2018). 

Por otro lado, la interacción de las mitocondrias con otros orgánulos (como el RE) y 

el núcleo también juegan un papel importante.  

Los factores externos e internos que afectan negativamente al RE, la síntesis de 

proteínas y el procesamiento de proteínas, producen un estrés denominado estrés 

del RE, que hace que las proteínas mal plegadas se acumulen en el RE. Ante esto, las 

células tienen un sistema de restauración de la función normal del RE que 

comprende mecanismos como la respuesta a proteína desplegada (UPR) y la 

autofagia y la biogénesis mitocondrial, entre otros.  La actividad concertada de todos 

estos procesos determina el grado de estrés y decreta si las células restablecerán la 

homeostasis o activarán los programas de muerte celular. En ovocitos y embriones, 

esto puede conducir a un paro del desarrollo y cambios epigenéticos (Stack et al., 

2008; Latham, 2017).   

Asimismo, las mitocondrias también tienen un sistema de respuesta transcripcional 

propio denominado respuesta mitocondrial a proteína desplegada (UPR mt). Esta 
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respuesta se produce por múltiples formas de disfunción mitocondrial y está 

regulada por la comunicación mitocondria-núcleo. La UPR mt promueve la 

supervivencia celular y la recuperación mitocondrial a través de adaptaciones 

metabólicas y de la biogénesis mitocondrial con el fin de asegurar una función celular 

óptima. Sin embargo, una activación prolongada de la UPR mt puede conducir a la 

propagación de genomas mitocondriales deletéreos y daño mitocondrial que 

pueden contribuir al deterioro orgánico asociado a la edad (Shpilka and Haynes, 

2018).  

Otro mecanismo de respuesta a estrés controlado por la comunicación entre la 

mitocondria y el núcleo es la epigenética. La producción de metabolitos 

mitocondriales regula la acetilación de histonas y la metilación del ADN nuclear. 

Estos procesos crean marcas epigenéticas que regulan la expresión de los genes con 

el objetivo de ajustar la homeostasis celular en respuesta a los requerimientos 

energéticos. Sin embargo, estos cambios epigenéticos pueden ser útiles a corto 

plazo para superar el estrés (asociado al cultivo in-vitro por ejemplo), pero pueden 

tener consecuencias a largo plazo (Cagnone and Sirard, 2016). 

 

- Muerte celular: las mitocondrias tienen un papel central en la muerte celular por 

apoptosis, aunque también están involucradas en otros mecanismos de muerte 

celular como la necrosis.  

Existen dos principales vías de señalización apoptóticas: la vía extrínseca, que 

funciona mediante receptores; y la vía intrínseca, o mitocondrial. Ambas 

señalizaciones se producen vía caspasas (Bock and Tait, 2020; Dard et al., 2020). 

El evento desencadenante en la apoptosis mediada por mitocondrias es la 

permeabilización de la membrana externa (Dard et al., 2020). Esta permeabilización 

es impulsada por miembros efectores proapoptóticos de la familia de proteínas BCL-

2 (BAX y BAK). Durante la permeabilización de la membrana externa se liberan 

proteínas solubles del espacio intermembrana mitocondrial. Una de ellas es el 

citocromo C que se une al factor activador de proteasa apoptótica 1 (APAF1), 

formando un complejo llamado apoptosoma. Este apoptosoma, activa la vía de 

caspasas lo que conduce a la muerte celular. Normalmente, la permeabilización de 

la membrana externa es efectiva incluso en ausencia de actividad caspasa por lo que 
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se considera un punto sin retorno en la ejecución de la apoptosis (Bock and Tait, 

2020; Dard et al., 2020). 

 

 

La mitocondria en el embrión humano 
 

La mitocondria tiene una herencia uniparental vía materna. Las mitocondrias paternas 

son ubiquitinizadas y degradadas después de su entrada en el ovocito. Se piensa que 

esto ocurre para proteger al embrión de mutaciones causadas por la alta exposición a 

ROS durante la espermatogénesis (Sutovsky et al., 2000) o para evitar altos niveles de 

heteroplasmia en el ovocito (Babayev and Seli, 2015).  

La mayoría de los estudios en embriones de mamíferos concluyen que no hay aumento 

del contenido mitocondrial (considerando el ADNmt como representación del número 

de mitocondrias) hasta la etapa de blastocisto o que al menos la relación entre síntesis 

y degradación se mantiene durante el desarrollo preimplantacional (figura 8).  

 

 

 

Figura 8. Contenido de ADNmt por célula durante el desarrollo embrionario preimplantacional 

y posimplantacional (St John, 2019). 

 

Por lo tanto, el ovocito parece ser la fuente principal de mitocondrias para todo el 

desarrollo embrionario previo a la implantación, dividiendo su contenido mitocondrial 
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de forma asimétrica entre las nuevas células a lo largo de las divisiones embrionarias y 

definiendo la capacidad bioenergética que tendrá el embrión para desarrollarse 

correctamente tras la fecundación (Pikó and Taylor, 1987; May-Panloup et al., 2005; 

Thundathil et al., 2005; El Shourbagy et al., 2006; Spikings et al., 2007; Van Blerkom, 

2009; Hashimoto et al., 2017).  

 

El ovocito humano es la célula que contiene un mayor número de mitocondrias (Bayram 

et al., 2017). Las oogonias contienen aproximadamente 200 mitocondrias (Seli, 2016). 

Este número aumenta a 10.000 en los ovocitos primordiales (Harvey, 2019),  

alcanzándose unas 100.000 mitocondrias en el ovocito maduro MII (un número alto para 

los bajos requisitos de ATP al inicio del desarrollo embrionario). Además, el número de 

copias de ADNmt por ovocito varía intra- e inter- paciente con intervalos reportados de  

20.000-1.550.000 (Gardner et al., 2000; Barritt et al., 2002; Chiaratti et al., 2010; Seli, 

2016; Harvey, 2019).  

Hay estudios que indican que la replicación del ADNmt de los ovocitos se completa en 

la etapa de vesícula germinal (Barritt et al., 2002). Durante la producción de ovocitos 

primarios el contenido de ADNmt se reduce drásticamente, mientras que la maduración 

del ovocito está asociada con una rápida replicación de esta población de ADNmt. Este 

evento de restricción-amplificación, denominado cuello de botella, varía entre especies 

y aun no está del todo descifrado, pero parece que ocurre para transmitir un contenido 

de ADNmt homoplásmico de mayor calidad y además produce una reducción o 

amplificación accidental de la tasa de mutaciones puntuales que se transmite a la 

descendencia (Taylor and Turnbull, 2005; May-Panloup et al., 2007; Chappel, 2013; 

Zhang et al., 2018).  

Es importante destacar que la mayoría de los estudios realizados hasta ahora sobre el 

contenido de ADNmt de ovocitos humanos se han realizado en ovocitos desechados y/o 

con un cultivo in-vitro extendido, por lo que solo se dispone de datos limitados con 

respecto a especímenes no envejecidos in-vitro y de buena calidad morfológica 

(Steuerwald et al., 2000; Reynier et al., 2001; Barritt et al., 2002; Santos et al., 2006; 

May-Panloup et al., 2007). 

Se ha comprobado que los ovocitos con buena calidad, que contienen un número 

óptimo de mitocondrias y niveles de ATP de al menos 2 pM, producen blastocistos de 
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mayor calidad (Chappel, 2013). Por tanto, es lógico pensar que se requiera un número 

mínimo y bastante alto de mitocondrias en el ovocito maduro para sustentar el aporte 

energético durante el desarrollo embrionario. No obstante, se ha propuesto que un 

número demasiado elevado de mitocondrias en el ovocito puede producir incapacidad 

de regular la oferta y la demanda energética y puede generar ROS a niveles tóxicos para 

el desarrollo tras la fecundación (Van Blerkom, 2004; Takeuchi et al., 2005; Chappel, 

2013; Babayev and Seli, 2015; Itami et al., 2018).  

La maduración del ovocito se produce por una maduración nuclear (extrusión del primer 

corpúsculo) y citoplasmática. Se cree que la actividad mitocondrial tiene un papel 

fundamental en el retraso de la maduración citoplasmática, el cual puede provocar una 

mayor tasa de aneuploidías y está directamente relacionado con una disminución en la 

tasa de embarazo (Wang et al., 2009; Chappel, 2013).  

Por otro lado, las mitocondrias en el ovocito están involucradas en la regulación de las 

oscilaciones de calcio durante la fecundación (Ajduk et al., 2011; Dalton and Carroll, 

2013). Se ha demostrado que el contenido de ADNmt es menor en los ovocitos que han 

sufrido un fallo de fecundación (Reynier et al., 2001; Santos et al., 2006) y 

extremadamente bajo en ovocitos degenerados (Babayev and Seli, 2015). De hecho, 

existen datos que indican una disminución generalizada de la expresión de genes 

mitocondriales (ND2, COI, COII, ATPasa 6, COIII, ND3, ND6 y Cyt b) en ovocitos humanos 

con fallo de fecundación (May-Panloup et al., 2007).  

Durante las primeras etapas del desarrollo embrionario, los embriones de mamífero 

expresan un nivel muy bajo o nulo de factores de replicación del ADNmt, por lo que se 

ha sugerido, como se comentó anteriormente, que el contenido de ADNmt se va 

repartiendo entre las células durante las divisiones (Thundathil et al., 2005; El Shourbagy 

et al., 2006; St. John et al., 2010). Hasta ahora la aproximación en humanos solo ha sido 

abordada por Hashimoto et al. (2017). Los investigadores analizaron el contenido de 

ADNmt por espécimen y por célula en embriones humanos cultivados in-vitro.  

Observaron una disminución transitoria del contenido total de ADNmt por espécimen a 

lo largo de las divisiones durante el desarrollo embrionario hasta la etapa de blastocisto, 

estadio en el que observaron un importante aumento del contenido. Según los 

investigadores, este contenido de ADNmt se iba repartiendo entre las células que 
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componen el embrión a lo largo del desarrollo embrionario, incluyendo el cambio de 

estadio a blastocisto (figura 9). 

 

A 

 

B 

 
 

 

Figura 9. Contenido de ADNmt A) por espécimen y B) por célula durante el desarrollo 

embrionario humano (Hashimoto et al., 2017).  

 

A pesar de que la literatura indica que en mamíferos en general no existe replicación de 

ADNmt durante el periodo preimplantacional, hay estudios que señalan la existencia de 

variación en el contenido de ADNmt entre blastocistos individuales, sugiriendo también 

un posible inicio de replicación del ADNmt previo a la implantación. La razón de esta 

variación no está aún clara, pero puede que se deba a que el inicio de la replicación de 

ADNmt comience antes en algunos blastocistos por diferencias en el contenido de 

factores codificados por el núcleo requeridos para la replicación del ADNmt (Thundathil 

et al., 2005). 

Lo que parece claro es que el contenido mitocondrial en el ovocito constituye la dote 

mitocondrial necesaria para las primeras etapas del desarrollo embrionario. A pesar de 

que su contenido no varíe, la dinámica mitocondrial permite que las mitocondrias se 

adapten a los requerimientos energéticos de cada etapa de desarrollo.  

Los requerimientos energéticos del ovocito durante su estancia en el folículo son 

mínimos, allí se encuentra en un ambiente anóxico y la energía que necesita es 

abastecida por glucólisis o importada de células de la granulosa a través de uniones tipo 

gap (Van Blerkom, 2004). 
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En los ovocitos las mitocondrias están subdesarrolladas estructuralmente y, por lo 

general, tienen una apariencia esférica pequeña (< 0,5 μm de diámetro), con una matriz 

densa de electrones y crestas con escasa penetración en la matriz (figura 10). A pesar de 

tener esta configuración, tienen capacidad de producción de ATP a través de la 

fosforilación oxidativa (Van Blerkom, 2004, 2011; Sugimura et al., 2012; Folmes and 

Terzic, 2015), pero esta actividad energética se considera relativamente débil con una 

baja producción de ATP. Además, las mitocondrias presentan un nivel de transcripción 

silenciado para mantener un número bajo de mutaciones en el ADNmt (Babayev and 

Seli, 2015).  

Después de la fecundación, en las primeras etapas de desarrollo, predomina el consumo 

de piruvato, lactato y aminoácidos como sustratos para la obtención de energía 

(glucólisis). En este periodo embrionario predomina un perfil transcriptómico silenciado, 

con niveles de ARN mensajeros (ARNm) mitocondriales constantes, hasta la etapa de 4-

8 células. En este estadio se produce una aceleración de la activación del genoma 

cigótico, que se asocia con la transición materno-embrionaria en la que el embrión toma 

el control de su propio desarrollo (May-Panloup et al., 2007; Cagnone and Sirard, 2016; 

Jukam et al., 2017).  

A lo largo de las divisiones embrionarias las mitocondrias sufren cambios de forma y 

estructura. En humanos, en el cambio de estadio de mórula a blastocisto, las 

mitocondrias cambian progresivamente su forma de esférica a elíptica con un aumento 

del número de crestas y una menor densidad de la matriz, alcanzándose en la etapa de 

blastocisto una configuración mitocondrial ortodoxa (figuras 3 y 10) (Sturmey et al., 

2008; Van Blerkom, 2011; Guerif et al., 2013; Hashimoto et al., 2017). Esta nueva 

configuración coincide con un aumento  de la fosforilación oxidativa pero también con 

un metabolismo de la glucosa por glucólisis aerobia como medida complementaria para 

la producción energética a baja tensión de oxígeno (Sathananthan and Trounson, 2000; 

May-Panloup et al., 2007, 2021; Wilding et al., 2009; Chiaratti et al., 2010; Krisher and 

Prather, 2012; Harvey, 2019). 

A este metabolismo de glucólisis aerobia (similar al del cáncer) se le denomina efecto 

Warburg (Al-Azzam, 2020) y se basa en utilización de la glucosa para producir lactato a 

pesar de que exista una presencia suficiente de oxígeno en el útero (Gardner et al., 

2000). Este tipo de metabolismo de glucólisis aerobia proporciona componentes para el 
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anabolismo y limita la producción de ROS en el embrión. No obstante, a pesar de que 

tras la activación del genoma embrionario este tipo de glucólisis aeróbica es necesaria, 

una sobreexpresión debido a una perturbación mitocondrial durante el cultivo podría 

comprometer la respuesta al estrés del embrión (Cagnone and Sirard, 2016). 

En la etapa de blastocisto expandido, las mitocondrias en el trofoectodermo tienen una 

estructura y una capacidad energética totalmente desarrollada (Sathananthan and 

Trounson, 2000). Por lo tanto, a partir de la activación metabólica, el blastocisto se 

vuelve más dependiente de la actividad mitocondrial. De hecho, según los estudios 

derivados de ratón, el 85% del todo el ATP producido en el blastocisto es generado por 

las mitocondrias (Van Blerkom, 2004).  

Esta diferencia morfológica y de actividad mitocondrial, probablemente refleja 

variaciones en la demanda de energía para el apoyo de actividades biosintéticas, la 

formación del blastocele, la eclosión de la zona pelúcida y la implantación, pero también 

puede desempeñar un papel en la regulación de la especificación celular a través de la 

regulación epigenética  (Van Blerkom, 2004; Harvey, 2019).  

 

 A 

 
 
 

B 

 

Figura 10. Morfología de mitocondrias con A) baja actividad metabólica (característica de 

ovocitos) y B) alta actividad metabólica (en mayor proporción en blastocistos). Microscopía 

electrónica de transmisión: aumentos = ×50.000; barra escala = 0,5 μm (Hashimoto et al., 2017). 

 

Es importante destacar que dentro del estadio de blastocisto la importancia de la 

función energética mitocondrial (respiración aeróbica) reside en las células del 

trofoectodermo. La masa celular interna (MCI) utiliza en menor medida el metabolismo 

oxidativo, protegiendo así la viabilidad del feto del estrés oxidativo y, usando en mayor 
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medida un metabolismo glucolítico (Gardner et al., 2000; Van Blerkom et al., 2002; 

Houghton, 2006; Leese et al., 2008; Bause and Haigis, 2013; Zhao et al., 2016; Hashimoto 

et al., 2017).  Además, se observa que existe un menor contenido de mitocondrias en la 

MCI en comparación con el trofoectodermo (Houghton, 2006), y parece que el 

trofoectodermo es el que adquiere en primer lugar la capacidad de replicar el ADNmt 

(figura 8). El contenido de ADNmt en la MCI es diluido durante las divisiones hasta que 

se reciben señales para la diferenciación a células especificas (Spikings et al., 2007; St. 

John et al., 2010; Hendriks et al., 2019; St John, 2019).  

 

La localización de las mitocondrias también cambia significativamente a lo largo del 

desarrollo embrionario. Esta movilidad depende de la actividad mitocondrial, así como 

de la integridad de la red citoesquelética. La movilidad mitocondrial sirve para cubrir los 

puntos de demanda de energía, facilitar la interacción con orgánulos y, debido al papel 

de los intermediarios metabólicos mitocondriales en la regulación del epigenoma, para 

mantener gradientes de señalización con el núcleo (Harvey, 2019). 

En los ovocitos humanos, las mitocondrias se agrupan homogéneamente en la etapa de 

vesícula germinal y heterogéneamente alrededor del huso meiótico en la corteza 

durante las meiosis. Finalmente, adquieren una distribución homogénea en la etapa de 

ovocito MII, la cual mantiene  una regulación del calcio (dependiente de la actividad 

metabólica mitocondrial) y un aporte de ATP correctos durante la fecundación (Wang et 

al., 2009; Ajduk et al., 2011; Dalton and Carroll, 2013; Seli, 2016; Gibhardt et al., 2020; 

Kirillova et al., 2021).  

Después de la fecundación, las mitocondrias se concentran alrededor de los pronúcleos 

para favorecer la singamia, garantizar una distribución uniforme de orgánulos entre las 

nuevas blastómeras y para sustentar energéticamente las divisiones celulares. Es en este 

punto donde las mitocondrias parecen intervenir, mediante comunicación nuclear y 

basándose en la disponibilidad de piruvato, en la regulación epigenética (Santos et al., 

2006; Harvey, 2019).  

Tras cada división las mitocondrias se dispersan por el citoplasma, hasta que vuelven a 

reunirse alrededor del núcleo para la siguiente división (Santos et al., 2006). La 

redistribución inadecuada de las mitocondrias puede afectar la correcta organización de 
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microtúbulos y el desarrollo del embrión por la ausencia de distribución de ATP 

alrededor del núcleo. De hecho, se ha demostrado que los embriones bloqueados tienen 

un número reducido de mitocondrias alrededor de los pronúcleos (May-Panloup et al., 

2007; Wang et al., 2009). 

   

Debido a la relevancia de la mitocondria en todos estos aspectos, las disfunciones 

mitocondriales pueden contribuir a la activación de apoptosis en el desarrollo temprano 

(Van Blerkom, 2004). Por ejemplo, la ausencia de defectos en la mitocondria y su 

correcta función es crucial para el mantenimiento de la reserva ovárica y la calidad de 

los ovocitos. Varios estudios han demostrado que los defectos en las mitocondrias y, por 

lo tanto, en el suministro de ATP pueden estar asociados, como se ha apuntado 

anteriormente, con la maduración y el fracaso de la fecundación, así como con 

trastornos de segregación cromosómica, detención de la división celular, citocinesis 

anormal y fragmentación (May-Panloup et al., 2007; Van Blerkom, 2011; Zhang et al., 

2019a, 2019b). 

Además, la disfunción mitocondrial relacionada con el envejecimiento resulta en una 

energía celular ineficiente y puede afectar negativamente la viabilidad de los ovocitos y 

el desarrollo embrionario posterior (Igarashi et al., 2016; Wang et al., 2017). Se ha 

demostrado que los ovocitos de baja calidad tienen disfunciones mitocondriales propias 

de la edad materna avanzada, que incluyen la disminución del potencial de la membrana 

mitocondrial, el aumento de daño en el ADNmt, el aumento de aneuploidías 

cromosómicas, el aumento de la incidencia de apoptosis y cambios en la expresión 

génica mitocondrial. Esta afectación puede causar un alto nivel de retraso en el 

desarrollo y la detención de embriones (Wang et al., 2009). Es por ello por lo que el 

estudio de las mitocondrias en mujeres de edad reproductiva avanzada ha sido de gran 

relevancia en los últimos años (Bentov et al., 2011; Cimadomo et al., 2018; Woods et al., 

2018).  

Hay que señalar que, a pesar de que en el embrión coexisten la respiración anaerobia y 

aerobia, el embrión no puede depender de la respiración anaerobia en los casos en los 

que existe disfunción de la actividad mitocondrial, debido a la baja eficiencia de este 
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tipo de respiración y la inhibición que ejerce el producto final (Chappel, 2013). 

Por ello, se han estudiado y se encuentran en estudio distintas formas de mejorar la 

actividad mitocondrial sin resultados del todo concluyentes. Entre ellos están: a) la 

suplementación en la dieta con coenzima Q10 (portador de electrones), b) la 

transferencia de citoplasma de ovocitos sanos donados, c) la transferencia de huso 

meiótico, de pronúcleos o de corpúsculo polar a ovocitos sanos donados (Craven et al., 

2010; Chappel, 2013; Zhang et al., 2017a, 2017c) y d) la transferencia a ovocitos de 

concentrados de mitocondrias de las células precursoras ovocitarias presentes en el 

tejido ovárico de la propia paciente (tecnología Augment) (Labarta et al., 2019).. 

En definitiva, todavía no se sabe en qué medida el contenido final de ADNmt en el 

embrión está condicionado por la masa mitocondrial inicial del ovocito y por su síntesis 

y degradación durante el desarrollo preimplantacional. Tampoco se conoce cómo estos 

parámetros pueden verse afectados por las condiciones de cultivo in-vitro. 

A pesar de todas las dificultades de análisis y los hallazgos a veces desconcertantes 

respecto al papel de las mitocondrias en el desarrollo embrionario, se confía en que la 

importancia de este orgánulo en el embrión proporcionará respuestas a muchos 

procesos aún desconocidos y generará dianas terapéuticas o parámetros de uso clínico 

para mejorar los resultados relacionados con las técnicas de reproducción asistida (TRA). 

 

Uso del contenido mitocondrial como indicador de la competencia 

embrionaria 

A pesar de las muchas mejoras en las TRA, la tasa de embarazo después de los ciclos de 

fecundación in-vitro (FIV) sigue siendo baja, aproximadamente entre el 20% y el 30%  

(Zhang et al., 2019c). Por lo tanto, en los últimos años, se han investigado varios 

marcadores que permiten la selección de embriones con un mayor potencial de 

implantación y viabilidad, con el objetivo de aumentar las tasas de éxito (Thompson et 

al., 2016; Rosenwaks, 2017; May-Panloup et al., 2021; Siristatidis et al., 2021). 

Uno de estos marcadores es el contenido de ADNmt por célula. Este parámetro (también 

denominado en algunos casos como Mitoscore®) puede ser cuantificado mediante RT-
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PCR y otras técnicas como la hibridación de fluorescencia in situ (FISH) o la secuenciación 

de nueva generación (NGS) (Diez-Juan et al., 2015; Viotti et al., 2017).  

La relevancia de la mitocondria en la célula en general y en el desarrollo embrionario en 

particular, fue la razón fundamental para centrarse en este orgánulo. Esto, junto con la 

relativa facilidad de medir su genoma a partir de las biopsias de trofoectodermo, hizo 

que se volvieran un objetivo clave dentro de la búsqueda de marcadores de selección 

embrionaria. 

Con esta aproximación, números grupos de investigación comenzaron a hacer estudios 

clínicos que correlacionaban el contenido de ADNmt con diferentes parámetros 

embrionarios y de éxito clínico (Tan et al., 2014; Diez-Juan et al., 2015; Fragouli, 2015; 

Fragouli et al., 2016; Clément et al., 2017; Treff et al., 2017; Victor et al., 2017; Viotti et 

al., 2017; Wells and Ph, 2017; Ravichandran et al., 2017; de los Santos et al., 2018; Ho 

et al., 2018; Klimczak et al., 2018; Lledo et al., 2018; Kim and Seli, 2019; Scott et al., 

2020). 

Se observó que la tasa de implantación era mayor en embriones con contenido de 

ADNmt por célula más bajo, existiendo un umbral máximo de contenido de ADNmt por 

célula a partir del cual no se producía implantación embrionaria (embriones de día 3 de 

desarrollo con Mitoscore® > 160 y blastocistos de día 5 de desarrollo con Mitoscore® > 

60) (Diez-Juan et al., 2015).  

En base a estos hallazgos se comenzó a tener en cuenta el contenido de ADNmt por 

célula para la priorización de embriones euploides en la transferencia embrionaria, 

seleccionándose así los de menor contenido de ADNmt por célula para transferir. 

No obstante, el incremento de estudios similares dio lugar a resultados muy 

contradictorios y esto hizo que se comenzara a perder la confianza en este marcador. 

Había aproximaciones en las que los investigadores coincidían en mayor medida como 

la relación de los niveles altos de contenido de ADNmt y el estado aneuploide o la baja 

calidad embrionaria, sin embargo, se encontraron resultados contradictorios en lo 

relativo al contenido de ADNmt y la implantación evolutiva (tabla suplementaria 1). 

 

La falta de estandarización en la cuantificación del contenido de ADNmt entre 

laboratorios y la escasez de nociones respecto al significado biológico de su contenido y 
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su representación del estado mitocondrial en el embrión humano, se postulan como 

posibles causas de las discrepancias encontradas entre estudios. 
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Justificación  
 

La tecnología de FIV se ha convertido en una opción muy valiosa para muchas parejas 

infértiles. 

Se estima que hay más de 8 millones de bebes nacidos con TRA (Adamson, 2018), con 

aproximadamente 400.000 nacimientos al año  (Faddy et al., 2018), aunque este número 

va en aumento. 

A pesar de las muchas mejoras en las tecnologías de RA, la tasa de embarazo después 

de los ciclos de FIV sigue siendo baja, aproximadamente entre el 20% y el 30% (Zhang et 

al., 2019c). Esta tasa depende de muchos factores, como la edad del ovocito, la reserva 

ovárica, el estilo de vida de los pacientes, etc.(O’Flynn, 2014), y su mejora se ha 

convertido en el objetivo de la comunidad científica especializada en este campo. 

Por lo tanto, en los últimos años, se han investigado varios marcadores que permiten la 

selección de embriones con un mayor potencial de implantación y viabilidad, con el 

objetivo de aumentar las tasas de éxito (Thompson et al., 2016; Rosenwaks, 2017; May-

Panloup et al., 2021; Siristatidis et al., 2021). 

Entre los marcadores estudiados, se encuentra el número de copias de ADNmt por 

célula, que se puede cuantificar mediante técnicas como la FISH, la RT-PCR o el NGS 

(Diez-Juan et al., 2015; Viotti et al., 2017).  

 

Sin embargo, existe escasa información acerca del patrón del contenido de ADNmt 

durante el desarrollo embrionario, y sobre si este parámetro puede ser un indicador del 

contenido y del estado de actividad mitocondrial en los blastocistos humanos. Tampoco 

hay estudios que analicen específicamente si el contenido de ADNmt puede variar en el 

periodo previo a la implantación debido a factores externos. Estas cuestiones son 

básicas para mejorar el conocimiento sobre los requisitos embrionarios in-vitro y para 

poder establecer el alcance de la representatividad del ADNmt respecto al estado 

mitocondrial real en el embrión. Estos estudios son necesarios de cara a poder 

demostrar la fiabilidad del ADNmt como marcador de competencia embrionaria 

(Sanchez et al., 2018).  
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El presente estudio es de tipo prospectivo observacional realizado con muestras 

obtenidas de pacientes que se realizaron un TRA con PGT-A y de pacientes donantes de 

ovocitos que se hicieron un tratamiento en el Instituto valenciano de infertilidad-

Reproductive Medicine Associates (IVIRMA) Global de Valencia (España) entre 2017 y 

2019. 

Este estudio fue aprobado por la Comisión Nacional de Reproducción Humana Asistida 

(CNRHA); la subdirección general de investigación, innovación, tecnología y calidad; y 

por el comité de revisión institucional, el comité de ética de investigación de la Clínica 

IVIRMA Valencia (código de estudio: 1606-VLC-047-MD/ IVIRMA Valencia, S.L), que 

cumple con la ley española sobre TRA (14/2006).  
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Objetivos 

El objetivo principal de la presente tesis doctoral es analizar el contenido y el estado 

mitocondrial en el embrión humano para esclarecer las causas que expliquen la falta de 

consenso sobre el uso del contenido de ADNmt del blastocisto humano como marcador 

de competencia embrionaria. 

Para ello, se abordarán los siguientes objetivos específicos: 

Objetivo específico 1. Caracterizar el contenido y el patrón de distribución del ADN 

mitocondrial durante el desarrollo embrionario humano preimplantacional. 

  

Objetivo específico 2. Describir el contenido de ADN mitocondrial y el estado 

mitocondrial en embriones humanos bajo condiciones de estrés.  

 

Objetivo específico 3. Identificar la relación existente entre el contenido de ADN 

mitocondrial por célula y la masa y la actividad mitocondrial en el blastocisto humano. 
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Procedimientos y técnicas de análisis  
 
Las características demográficas y clínicas de las pacientes se recogen en la tabla 

suplementaria 2. 

 
Estimulación ovárica 

Las donantes y las pacientes de FIV fueron tratadas en su mayoría con un protocolo de 

antagonistas de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) utilizando hormona 

foliculoestimulante recombinante (FSHr, Gonal-F, Serono o Puregon, Merck Sharp and 

Dohme, EEUU) combinada con gonadotropina menopáusica humana (hMG, Menopur, 

Ferring, Suiza). El antagonista de la GnRH (ganirelix, Orgalutran; Organon, Países bajos) 

se administró diariamente a partir del día 5 o 6 después de la administración de 

gonadotropina o cuando los folículos alcanzaron un diámetro de 14 mm. Cuando al 

menos tres folículos alcanzaron un tamaño medio de 18 mm, la ovulación se 

desencadenó mediante la administración de una dosis única de triptorelina (Decapeptyl, 

Ipsen Pharma, EEUU) o mediante el uso de gonadotropina coriónica humana (hCG, 

Ovitrelle, Serono Laboratories, Merck, Alemania). 

 

 

Recuperación de ovocitos, inyección intracitoplasmática de 

espermatozoides (ICSI) y condiciones de cultivo embrionario   

 

La recuperación de ovocitos se realizó bajo guía ecográfica 36 horas después de la 

inyección desencadenante. A continuación, se realizó el ICSI en los ovocitos metafase II, 

salvo en los que fueron analizados sin fecundar. 

Los embriones se cultivaron individualmente con 6% de CO2, 5% de O2 y 89% de N2 a 37 

°C en gotas de 50 µl de Sydney IVF Cleavage Medium (Cook, EEUU) y Sydney IVF 

Blastocyst Medium (Cook, EEUU). El control de calidad se realizó diariamente con sondas 

externas verificadas para mediciones de CO2, O2 y temperatura siguiendo las normas de 

la International Organization for Standardization, 9001 (ISO 9001). 
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Vitrificación y desvitrificación embrionaria 
 
Los procedimientos de vitrificación y desvitrificación se realizaron mediante el método 

de Kitazato (Japón) tal y como está descrito en la bibliografía (Cobo et al., 2010).  En 

resumen, los ovocitos y embriones se equilibraron a temperatura ambiente en 7,5% 

(volumen/volumen) de etilenglicol + 7,5% de dimetilsulfóxido (DMSO) en medio de 

cultivo de tejidos M 199 (TCM199) + 20% de sustituto de suero sintético. Después de su 

reexpansión, los ovocitos y embriones se transfirieron a la solución de vitrificación que 

consiste en una solución igual a la anterior, pero con otras concentraciones: 15% de 

etilenglicol + 15% de DMSO + sacarosa 0,5 M. Después de 1 minuto en esta solución, se 

colocaron en el dispositivo Cryotop usando un volumen mínimo y se sumergieron 

directamente en nitrógeno líquido.   

Para la desvitrificación, el Cryotop se retiró del nitrógeno líquido y se colocó en una 

solución compuesta por sacarosa 1,0 M en medio TCM199 + 20% de sustituto de suero 

sintético, a 37 °C. Después de 1 minuto, los embriones se transfirieron a otra solución 

que contenía sacarosa 0,5 M en medio TCM199 + 20% de sustituto de suero sintético, a 

temperatura ambiente durante 3 minutos.  

Finalmente, después de dos lavados de 5 y 1 minuto cada uno en medio TCM199 + 20% 

de sustituto de suero sintético, los embriones se cultivaron en las condiciones 

requeridas para cada experimento.  

 

 

Reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) 
 

Para determinar el número de copias de ADNmt, las muestras se recogieron y se 

enviaron a Igenomix, S.L para su cuantificación por RT-PCR con el sistema de 

amplificación de ADN SurePlex (Illumina, San Diego, California, EEUU). 

Un producto de PCR estándar externo (ATP8) de 120 pares de bases (pb) que comprende 

fragmentos de ADNmt (8441-8532 pb) se clonó en un vector PCr2.1-TOPO. El plásmido 

se purificó luego y se empleó una curva estándar usando un número de copias de 

plásmido definido para normalizar el número de copias de ADNmt. Para estandarizar la 

cuantificación de ADNmt después de la amplificación de ADN, se utilizó un control 
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genómico interno para la normalización. Se usaron diluciones en serie de ADN genómico 

humano (SureRef DNA, 415203; BlueGnome), calculando 6.6 pg por genoma humano 

diploide, y se utilizó la amplificación de β-actina para generar una curva estándar. Esta 

secuencia de β-actina no es única, aparece 22 veces en el genoma humano con una 

longitud del producto de 116 pb en todos los amplicones y en diferentes cromosomas. 

La RT-PCR se realizó por triplicado usando LightCycler FastStart DNA Master SYBR green 

I (Roche, Suiza) en un LightCycler 480 (tabla 2) (Diez-Juan et al., 2015). 

 

Gen  Secuencia del primer 

ATP8 

Forward CTAAAAATATTAAACACAAACTACCACCTACCTC 

Reverse GTTCATTTTGGTTCTCAGGGTTTGTTATAA 

β-actina 

Forward AGCGGGAAATCGTGCGTGAC 

Reverse AGGCAGCTCGTAGCTCTTCTC 
 

 
Tabla 2. Descripción de los primers utilizados para la cuantificación de ADNmt por RT-PCR. 

 
 

El contenido de ADNmt se calculó de dos maneras: el contenido total de ADNmt por 

espécimen se refiere a un valor del número de copias de ADNmt relativizado a la 

eficiencia de la RT-PCR después de la estandarización, y el contenido de ADNmt por 

célula se refiere a un valor de contenido de ADNmt normalizado utilizando la eficiencia 

de la RT-PCR en ADNmt y β-actina. 

Por lo tanto, el contenido de ADNmt por espécimen y por célula no se puede comparar 

utilizando valores absolutos. 
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Secuenciación de ácido ribonucleico (RNA-seq) 
 
El primer paso para la realización del experimento fue la recogida de las muestras (figura 

12). Tras la desvitrificación se realizó la inclusión de las muestras en 2 µl de 10X Reaction 

Buffer del kit SMART-Seq® v4 Ultra® Low Input RNA Kit for Sequencing (Takara Bio, 

EEUU) con las condiciones necesarias para evitar la degradación del ARN durante el 

proceso (radiación UV del material, mascarilla, guantes, etc.). Las muestras se 

almacenaron a -80 º C por un breve periodo de tiempo. 

El paso de conversión de ARNm a ADN complementario (ADNc) se realizó siguiendo el 

protocolo de SMART-Seq® v4 Ultra® Low Input RNA Kit for Sequencing que utiliza 

cebadores Oligo (dT). El ADNc se sintetizó con el 3’SMART-Seq CDS primer II (Clontech, 

EEUU) y se amplificó por PCR (17 ciclos) a partir de 10 pg de ARN, siguiendo las 

instrucciones del fabricante. El ADNc amplificado se purificó usando esferas magnéticas 

AMPure XP (Illumina, EEUU) y se cuantificó con Qubit Fluorometric Quantification 

(ThermoFisher, EEUU). La integridad del ADNc se verificó con un bioanalizador 2100 

(Agilent Technologies, EEUU, figura 11). A continuación, se fragmentó 1 ng de ADNc por 

muestra y, por último, se construyeron las librerías utilizando la preparación de 

muestras de ADN NexteraXT (Illumina, EEUU) de acuerdo con las instrucciones del 

fabricante.  
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Figura 11. Ejemplos del perfil de integridad del ADNc en varias muestras antes de la creación de 

las librerías (bioanalizador 2100). Se observan fragmentos de aproximadamente 1000 pb con 

suficiente integridad en todas las muestras. 

 

Se incluyeron códigos de barras y adaptadores en las librerías para secuenciar e 

identificar todas las muestras. Las muestras se cuantificaron con Qubit y se volvió a 

analizar la integridad utilizando un bioanalizador 2100. Se generaron dos pools de ARN 

con la misma concentración de ARN por muestra (5 nM) y se analizó la integridad de 

ambos con un bioanalizador 2100 (tabla 3). Posteriormente fueron enviados a un 

servicio de secuenciación (Imegen, S.L).  
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Pool Cuantificación ADNc (Qubit) Tamaño medio 

1 1,87 ng/µl 534 pb 

2 1,72 ng/µl 547 pb 
 

Tabla 3. Cuantificación y análisis de integridad del ADNc en los dos pools creados para la 

secuenciación de ARN de todas las muestras (Qubit y bioanalizador 2100). 

 

La secuenciación se realizó por duplicado, con un total de cuatro ejecuciones utilizando 

un equipo Illumina NextSeq 500 (Illumina, EEUU) con una longitud de lectura de 300 nt 

en un diseño paired-end (fragmentos de 150 pb). Se utilizó FastQC para comprobar la 

calidad de los datos de secuencia sin procesar. Los fragmentos que no cumplían con los 

requisitos de calidad se filtraron con Trimmomatic. 

La alineación y la cuantificación se realizaron con el algoritmo de Salmon (genoma de 

referencia GRCh38). 

 

 
 

Figura 12. Diagrama de flujo del proceso de RNA-seq. 
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Todos los datos de secuenciación sin procesar se enviaron al repositorio Gene 

Expression Omnibus (GEO) con el número de acceso GSE185322, como prueba de la 

calidad científica del análisis transcriptómico. 

 

Microscopía confocal 
 

a) Análisis del contenido de mitocondrias totales y activas mediante tinción en 

blastocistos: 

Para determinar los marcadores fluorescentes más adecuados para la tinción del núcleo 

celular y las mitocondrias totales y activas, se realizó un análisis bibliográfico. Se 

probaron distintos tintes y algunos se descartaron por la dificultad de tinción del tipo 

celular de estudio. Finalmente se seleccionaron los siguientes marcadores: 

 

• 4',6-diamidino-2-fenilindol (Dapi) (Sigma-Aldrich, EEUU): marcador fluorescente que 

se une a regiones enriquecidas en adenina y timina en secuencias de ADN 

(Kapuscinski, 1979). Sólo se usó para facilitar la identificación de las células.  

 

• Nonil-naranja de acridina (Invitrogen™, EEUU): marcador para la tinción de las 

mitocondrias totales ya que se une a las cardiolipinas en la membrana interna de 

todas las mitocondrias independientemente de su estado de activación energética 

(Maftah et al., 1989).  

 

• MitoTracker Deep Red (Invitrogen™, EEUU):  marcador a base de carbocianina que 

se une a los grupos tioles en la mitocondria y fluorece en su ambiente activo. Solo 

representa el número de mitocondrias activas, su intensidad de fluorescencia no 

representa el nivel de actividad de cada mitocondria (Thermo Fisher Scientific, 2010; 

Greene et al., 2012; Xiao et al., 2016; Peña et al., 2018; Chandramouleeswaran et 

al., 2020). 

Una vez seleccionados los tintes, se realizó una búsqueda bibliográfica de las 

concentraciones y tiempos de incubación más adecuados para las pruebas de puesta a 
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punto del protocolo de tinción. Estas pruebas se llevaron a cabo usando un microscopio 

de epifluorescencia olympus AX70 y consistieron en realizar una aproximación de las 

concentraciones y tiempos de incubación necesarios para una correcta tinción, un 

control de la citotoxicidad, además de una comprobación de los tiempos de fading antes 

de la realización de pruebas con microscopía confocal.  

Una vez ajustadas todas las aproximaciones gracias a la microscopía de epifluorescencia, 

se realizó una optimización de las condiciones experimentales durante el proceso de 

formación en microscopía confocal. Tras todas estas etapas de pruebas, se concretaron 

las condiciones de tinción que se usaron durante todo el experimento. 

Se determinó usar las siguientes concentraciones de los distintos marcadores 

fluorescentes disolviéndolos en medio de cultivo Blast (Origio, Dinamarca): 

 

 

 

 

 

Para la preparación de los reactivos se realizaron los siguientes cálculos: 

 

 

 

• Dapi 

En primer lugar, se diluyó el contenido del vial (1mg, peso molecular (PM)= 350,25 

g/mol) en 1 ml de agua desionizada tal y como indicaba el fabricante. 

Se calculó la concentración nM de Dapi de stock: 

 

!	#$
#%

 * !	$
!&&&	#$

 * !	#'%
()&,+)	$

 * !&&&	#%
!	,

 * !	-	!&
!.#'%/0

!	#'%
 = 2,85 x 106 nM 

 

Como se necesitaba una concentración de trabajo de 150.000 nM, se calcularon los 

volúmenes para realizar la dilución correspondiente. 

 

Volumen * 2,85 x 106 nM = 1000 µl * 150.000 nM 

Concentraciones 

150 µM Dapi + 200 nM Nonil-naranja de acridina + 500 nM MitoTracker Deep Red 

 

Tiempo incubación 

15 minutos 
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Volumen = 52 µl de Dapi (solución stock) 

 

Por tanto, la dilución de trabajo se consiguió diluyendo 52 µl de solución de stock de 

Dapi junto al volumen calculado para el resto de los tintes hasta un volumen final de 

1000 µl con medio Blast. 

 

• Nonil-naranja de acridina  

 

Se partió de un vial con 100 µg liofilizados (PM= 472,51 g/mol) y se diluyeron 10 mg de 

este en 2,5 ml de medio de cultivo Blast. Se calculó la concentración de la disolución tal 

y como se indica a continuación: 

 
!&	#$
+,)	#%

 * !	$
!.&&&	#$

* !	#'%
23+,)!	$

* !.&&&	##'%	
!	#'%

*	!.&&&	#%
!	,

 = 8,46 mM      

 

 

Se realizó una dilución intermedia suponiendo un volumen inicial de 5 µl: 

 

5 µl * 8,46 x106 nM = 1.000 µl * X 

X = 42.300 nM 

 

Por tanto, para realizar la dilución intermedia se diluyeron 5 µl de solución stock de 

Nonil-naranja de acridina en 995 µl de medio Blast. 

Como se necesitaba una dilución de trabajo a 200 nM se hicieron los cálculos como se 

indica a continuación: 

 

Volumen * 42.300 nM = 1.000 µl * 200 nM 

X = 4,72 µl de dilución intermedia Nonil-naranja de acridina  

 

Por tanto, la dilución de trabajo se consiguió diluyendo 4,72 µl de dilución intermedia 

junto al volumen calculado para el resto de los tintes hasta un volumen final de 1000 µl 

con medio Blast. 
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• MitoTracker Deep Red 

El fabricante indicaba que la dilución de stock debía ser de 1 mM en DMSO. 

Se partió de un vial con 50 µg liofilizados (PM= 543,58 g/mol) y se usó DMSO para la 

dilución inicial (Sigma-aldrich, EEUU). 

El volumen necesario de DMSO se calculó como se indica a continuación: 

 

50 µg * !	$
!	-	!&"4$

* !	#'%
)2(,)5	$

*!.&&&	##'%
!	#'%

* !	,
!	##'%

*!	-	!&
"4%

!,
 = 91,98 µl de DMSO 

 

Una vez obtenida la dilución de stock, se realizó una dilución intermedia suponiendo un 

volumen inicial de 5 µl: 

 

5 µl * 106 nM = 1.000 µl * X 

X = 5.000 nM 

 

Por tanto, para realizar la dilución intermedia de concentración 5.000 nM, se diluyeron 

5 µl de solución stock de MitoTracker Deep Red en 995 µl de medio Blast. 

Para conseguir una dilución de trabajo a 500 nM, se calculó el volumen necesario de 

dilución intermedia como se indica a continuación: 

 

Volumen* 5.000 nM= 1.000 µl* 500 nM 

Volumen= 100 µl de dilución intermedia MitoTracker Deep Red 

 

Por tanto, la dilución de trabajo final se consiguió diluyendo 100 µl de dilución 

intermedia de MitoTracker Deep Red junto al volumen calculado para el resto de los 

tintes hasta un volumen final de 1000 µl con medio Blast. 

 

Finalmente, la composición de la dilución de trabajo quedó compuesta por los siguientes 

volúmenes: 

 

 Dilución de trabajo 

52 µl Dapi + 4,7 µl Nonil-naranja de acridina + 100 µl MitoTracker Deep Red + 843,3 µl medio Blast 
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Tras las pruebas realizadas en microscopía confocal, se diseñó una estrategia de análisis 

de las muestras y se redactó un protocolo de trabajo. A continuación, se describen los 

pasos seguidos para el análisis del contenido de mitocondrias totales y activas en 

blastocistos mediante microscopía confocal: 

 

1. Los blastocistos se desvitrificaron siguiendo el protocolo descrito anteriormente 

en el apartado “Vitrificación y desvitrificación”.  

 

2. Tras mantenerlos aproximadamente 2 horas en cultivo in-vitro para su 

recuperación, fueron cultivados 15 minutos a 37 º C, con 6% O2 y 6% CO2 en 40 

µl de la dilución de trabajo con los marcadores fluorescentes (previamente 

calentada a 37 º C durante 20 minutos) cubiertos con aceite mineral FertiCult 

Mineral oil (Fertipro, Bélgica). Por último, los blastocistos se lavaron en 40 µl de 

medio Blast. 

 

3. Seguidamente fueron transportados al servicio de microscopía confocal de la 

Universidad de Valencia en un incubador portátil y cultivados a 37 º C y 5-6% CO2 

en 400 µl de medio Blast cubiertos con 400 µl de aceite mineral (gaseado durante 

toda la noche). El tiempo total en cultivo desde la desvitrificación hasta el análisis 

por microscopía confocal fue de aproximadamente 6 horas. 

 

4. En el servicio de microscopía confocal, los embriones se añadieron en gotas de 

20 µl de medio tamponado Sydney IVF Gamete Buffer cubiertas con aceite 

mineral en placas especiales para análisis de fluorescencia GWST-5040 (Willco 

Wells, Ámsterdam). 

 

5. Se adaptó la temperatura del microscopio a 37 º C sin ajuste de CO2 ya que los 

embriones estaban incluidos en medio tamponado. 

 

6. Se usó el objetivo 40X de inmersión en aceite para el análisis de las muestras. 

 

7. Se ajustaron las condiciones del microscopio para el análisis de fluorescencia. 
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8. Se realizaron fotos de tres planos focales para cada embrión, tomando como 

referencia inicial la primera señal de emisión de fluorescencia del embrión 

(figura 13). La razón de que se analizaran solo tres planos focales es que los más 

alejados de la fuente de luz no recibían el total de la señal de láser. Al analizar 

solo los primeros planos del embrión, los más cercanos a la fuente de luz, se 

obtiene un dato más preciso, pero menos representativo del resto del embrión. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Esquema de los planos focales capturados por imagen para el análisis de blastocistos 

mediante microscopía confocal. 

 

Se utilizaron tres láseres diferentes: láser de longitud de onda de 405 nm para la 

excitación de Dapi, láser de longitud de onda de 488 nm para la excitación de Nonil-

naranja de acridina y láser de longitud de onda de 556 nm para la excitación de 

MitoTracker Deep Red (figura 14 y tabla 4). 

 

 

 

 

 

3 
2 
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Plano 1: 10 μm 

Plano 2: 15 μm 

Plano 3: 20 μm 
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Figura 14. Análisis de cuantificación de fluorescencia mitocondrial mediante microscopía 

confocal. Blastocisto con tinción del núcleo celular (azul), del contenido mitocondrial total 

(verde) y del contenido mitocondrial activo (rojo). Se puede observar un menor contenido 

mitocondrial activo en la masa celular interna. Barra escala= 3.000 µm.   

 

 

Marcador Láser 
Excitación 

(nm) 

Emisión 

(nm) 

Excitación 

láser (nm) 

Filtro 

detección(nm) 

Dapi Dapi 358 461 405 425 - 475 

Nonil-naranja 

de acridina 

Alexa 

Fluor 488 
495 522 488 500 - 600 

 

MitoTracker 

Deep Red 

Alexa 

Fluor 556 
644 665 556 655-755 

 
 

Tabla 4. Longitudes de onda de excitación y emisión y filtros de detección de los distintos 

marcadores fluorescentes y de los respectivos láseres utilizados. 

 

Cada día de análisis, las posibles variaciones de intensidad de los láseres se controlaron 

utilizando esferas de fluorescencia constante (FocalCheck Fluorencent Test Slides, 

Molecular Probes, EEUU), ajustando diariamente el láser para las longitudes de onda de 

Dapi, Alexa Fluor 488 y Alexa Fluor 556 (figura 15).  

Para ello, usando el objetivo 40X de inmersión en aceite, se ajustó cada láser en los tres 

canales de imagen de forma que la fluorescencia de las esferas quedara justo por debajo 

de su máximo de saturación sin manipular las ganancias del fotomultiplicador (ganancia 

canal Dapi= 565; ganancia canal Alexa Fluor 488= 510; ganancia canal Alexa fluor 647= 

410). Este procedimiento se realizó durante todo el experimento, de manera que cada 

día, antes de analizar los blastocistos, se visualizaron las esferas y se corrigieron los tres 

láseres sin manipular las ganancias hasta que la saturación quedara ajustada.  
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Figura 15. Esferas de fluorescencia constante usadas para el control de las variaciones de 

intensidad de los láseres de microscopía confocal. A) Canal de Dapi, B) canal de Alexa Fluor 488, 

C) canal de Alexa Fluor 556 y D) canal de luz natural.  

 

Antes de comenzar con la obtención de datos, la falta de señal de autofluorescencia se 

verificó previamente en blastocistos no teñidos con las mismas condiciones 

experimentales. 

Para la cuantificación de la fluorescencia se diseñaron dos metodologías de análisis: I) 

metodología de fluorescencia fija y II) metodología de valores de ganancia de 

fotomultiplicador fijos. El objetivo de esta estrategia fue comprobar la consistencia de 

los resultados con dos metodologías distintas. 

 

I) Con el método de fluorescencia fija, se estableció visualmente la misma 

intensidad de fluorescencia para cada embrión (y para cada tinte) a través 

del ajuste y corrección manual de la saturación de fluorescencia (figura 16). 

A B 
 
 

C D 
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Para ello, se aumentaron o se disminuyeron los valores de ganancia del 

fotomultiplicador para cada tinte hasta que la fluorescencia quedara justo 

por debajo de su máximo de saturación. Por lo tanto, las diferencias 

observadas entre blastocistos se midieron en términos de valores de 

ganancia de fotomultiplicador requeridos para obtener el valor de 

fluorescencia ajustado.  

 

A 

 

 

 

 

 

 

 

 

 B 

 

Figura 16. Ejemplo de corrección de la saturación de fluorescencia en microscopía confocal. A) 

Blastocisto con saturación de fluorescencia para uno de los marcadores fluorescentes y B) 

blastocisto con ajuste de la saturación de fluorescencia para uno de los marcadores 

fluorescentes. 

 

 

II) Con el método de valores de ganancia de fotomultiplicador fijos, se 

estableció en todos los blastocistos para cada tinte un valor de ganancia de 

fotomultiplicador específico (valor de ganancia de Nonil-naranja de acridina 

= 630 y valor de ganancia de MitoTracker Deep Red = 565). Por lo tanto, las 

diferencias observadas entre los blastocistos para cada marcador 

fluorescente se midieron en términos de fluorescencia emitida (cuantificada 

con el software Image J).  

El valor de estas ganancias se fijó en función de las ganancias de los 

blastocistos analizados durante las pruebas de puesta a punto de la técnica, 
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eligiéndose valores de ganancias que aseguraban un rango de operatividad 

con niveles de fluorescencia sin saturación ni baja intensidad. 

 

Las imágenes obtenidas se analizaron mediante el software Image J. Se analizó, para 

cada embrión, el promedio de intensidad de fluorescencia de tres células diferentes del 

trofoectodermo en cada imagen de plano focal capturada.  

La intensidad de fluorescencia o media de fluorescencia (mean) se corresponde con el 

valor medio de gris (brillo de píxel) dentro de la selección. Es decir, es la suma de los 

valores de gris de todos los píxeles de la selección dividida por el número de píxeles 

(figura 17). 

 

 
Figura 17. Ejemplo de cuantificación de fluorescencia en uno de los planos focales de un 

blastocisto mediante el software Image J. Nonil-naranja de acridina= verde; MitoTracker Deep 

Red= rojo. 

 

En el caso de la metodología de fluorescencia fija, el software se usó para comprobar 

que la corrección manual de la saturación de fluorescencia se hizo correctamente, es 
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decir, que la intensidad de fluorescencia para ambos marcadores fluorescentes fuera 

similar en todos los blastocistos (tabla suplementaria 3).  

En el caso de la metodología de valores de ganancia de fotomultiplicador fijos, el 

software se usó para cuantificar, en cada marcador fluorescente, las diferencias de 

intensidad de fluorescencia entre los blastocistos. 

 

b) Análisis del estado redox en blastocistos: 

 

El análisis por microscopía confocal también sirvió para determinar la ratio redox en 

blastocistos. Para ello, las muestras se sometieron a análisis de la autofluorescencia de 

NADH y de dinucleótido de flavina y adenina (FAD) con un objetivo 40X de inmersión en 

aceite (figura 18). 

 

A continuación, se describen los pasos seguidos para el análisis del estado redox en 

blastocistos mediante microscopía confocal: 

 

1. Los blastocistos se desvitrificaron siguiendo el protocolo descrito anteriormente 

en el apartado “Vitrificación y desvitrificación”.  

 

2. Tras la desvitrificación fueron cultivados según los tiempos requeridos para el 

experimento a 37 º C, con 6% O2 y 6% CO2 en 50 µl de medio Blast cubiertos con 

aceite mineral.  

 

3. Seguidamente fueron transportados al servicio de microscopía confocal de la 

Universidad de Valencia en un incubador portátil y cultivados a 37 º C y 5-6% CO2 

en 400 µl de medio Blast cubiertos con 400 µl de aceite mineral (gaseado durante 

toda la noche). 
 

4. En el servicio de microscopía confocal, los embriones se añadieron en gotas de 

20 µl de medio tamponado Sydney IVF Gamete Buffer cubiertas con aceite 

mineral en placas especiales para análisis de fluorescencia GWST-5040. 
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5. Se adaptó la temperatura del microscopio a 37 º C sin ajuste de CO2 ya que los 

embriones estaban incluidos en medio tamponado.  

 

6. Se usó el objetivo 40X de inmersión en aceite para el análisis de las muestras. 

 

7. Se ajustaron las condiciones del microscopio para el análisis de fluorescencia. 

 

9. Se realizaron fotos de tres planos focales para cada embrión, tomando como 

referencia inicial la primera señal de emisión de fluorescencia del embrión 

(figura 13). La razón de que se analizaran solo tres planos focales es que los más 

alejados de la fuente de luz no recibían el total de la señal de láser. Al analizar 

solo los primeros planos del embrión, los más cercanos a la fuente de luz, se 

obtiene un dato más preciso, pero menos representativo del resto del embrión. 
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Figura 18. Autofluorescencia de NADH y FAD en un blastocisto humano. Barra escala= 3.000 µm.  

Autofluorescencia de NADH 
 

Autofluorescencia de FAD 
 

Unión e intersección 
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La autofluorescencia azul emitida por NADH se excitó a 405 nm y la autofluorescencia 

verde de FAD se excitó a 488 nm (tabla 5). Dado que tal fluorescencia endógena era 

bastante débil, se aumentó la apertura del pinhole del microscopio (pinhole = 350). 

 

Molécula Láser 
Excitación 

(nm) 

Emisión 

(nm) 

Excitación 

láser (nm) 

Filtro detección 

(nm) 

NADH Dapi 335-350 440-470 405 425 - 475 

FAD 
Alexa Fluor 

488 450 535 488 500 - 600 

 

Tabla 5. Longitudes de onda de excitación y emisión y filtros de detección de las distintas 

moléculas autofluorescentes analizadas y de los respectivos láseres utilizados (Ramanujam, 

2014; Rehman et al., 2017). 

 

Para la cuantificación de la fluorescencia de los tres planos focales capturados por 

blastocisto, se utilizó la metodología de valores de ganancia de fotomultiplicador fijos 

tal y como se describe en el apartado a). Se eligió esta forma de análisis por ser una 

metodología que requiere menor intervención manual. Se estableció para cada 

molécula un valor de ganancia de fotomultiplicador específico (NADH= 900 y FAD= 800). 

Por tanto, las diferencias observadas entre los blastocistos para ambas moléculas se 

midieron en términos de fluorescencia emitida. 

El valor de estas ganancias se fijó en función de las ganancias de los blastocistos 

analizados durante las pruebas de puesta a punto de la técnica, eligiéndose valores de 

ganancias que aseguraban un rango de operatividad con niveles de fluorescencia sin 

baja intensidad. 
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Las imágenes obtenidas se analizaron mediante el software Image J (figura 17). Se 

cuantificó, para cada embrión, el promedio de intensidad de fluorescencia de tres 

células de trofoectodermo por imagen de plano focal capturada tal y como se describe 

en el apartado a). La relación NADH/FAD, descrita como "ratio redox" (Wu et al., 2018), 

se calculó dividiendo la intensidad de fluorescencia de NADH por la intensidad de 

fluorescencia de FAD.  

 
 

Microscopía electrónica de transmisión 
 

Para el análisis por microscopía electrónica de transmisión, los embriones se 

desvitrificaron y se cultivaron según los tiempos requeridos para el experimento. Luego 

se incubaron en 400 µl de fijador Karnovsky (glutaraldehído 2,5% y paraformaldehído 

0,5%) a 4º C durante 2 horas. Pasado el tiempo de incubación, los embriones se lavaron 

dos veces en 400 µl de tampón fosfato (PB) 0,1 M (pH 7,3) a 4 º C para eliminar los restos 

de solución fijadora. Posteriormente los embriones se mantuvieron a 4 º C en solución 

PB fría durante un mínimo de 10-15 minutos hasta el paso de la encapsulación del 

embrión en solución de agar al 2%. Una vez encapsulados en agar, las gotas solidificadas 

se cubrieron con PB acidificado 0,1 M (pH 7,3).  

Posteriormente, las muestras se enviaron al servicio de microscopía electrónica de la 

Universidad de Valencia donde pasaron por un proceso de fijación con glutaraldehído al 

2,5% y un proceso de post-fijación con osmio al 2%. A continuación, las muestras se 

incrustaron en resina LR-White y se cortaron con un grosor aproximado de 60 nm en un 

ultramicrotomo Leica UC7 con una hoja de diamante Diatome. Las rejillas se 

contrastaron con acetato de uranilo al 2% y plomo. 

Finalmente, las muestras se observaron utilizando un microscopio electrónico de 

transmisión JEOL JEM-1010 operado entre 40 y 100Kv. Para cada blastocisto, se obtuvo 

un recuento mitocondrial promedio del corte de tres células de trofoectodermo en las 

que se observó también la configuración mitocondrial. Las observaciones se hicieron por 

triplicado. 
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Descripción de estudios 
II 
 
 

Objetivo específico 1. Caracterizar el contenido y el patrón de distribución 
del ADN mitocondrial durante el desarrollo embrionario humano 
preimplantacional. 
 
  

Propósito 
 

El contenido de ADNmt se ha investigado como un marcador de viabilidad embrionaria 

sin profundizar sobre su variabilidad en ovocitos no descartados y sin envejecimiento in-

vitro, y con pocos datos sobre su contenido a lo largo de los diferentes estadios 

preimplantacionales humanos.  

 

El objetivo de este estudio ha sido I) evaluar la carga y la variación de ADNmt en los 

ovocitos MII humanos y comparar y contrastar con la de los ovocitos que no fecundaron 

correctamente; y II) estudiar el cambio gradual en el contenido de ADNmt durante el 

desarrollo humano previo a la implantación analizando su correlación con factores como 

la edad materna y el grado de desarrollo embrionario. 

 

 

Materiales y métodos 
 

Se realizó un estudio prospectivo de cohortes con un total de 154 muestras donadas a 

investigación de 50 pacientes y 11 donantes de ovocitos que fueron tratadas en IVIRMA 

Global (Valencia, España).  

Todas las participantes proporcionaron su consentimiento informado por escrito. 
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Estimulación ovárica y obtención y cultivo de especímenes 

 

La estimulación ovárica y la obtención y el cultivo de especímenes se llevo a cabo según 

lo explicado en el apartado “Procedimientos y técnicas”. 

 

Cuantificación de ADNmt por RT-PCR 

El conjunto de muestras constaba de: 36 ovocitos MII de donantes recogidos el día de la 

aspiración folicular, que consistieron en algunos de los ovocitos MII de la cohorte de 

donantes, cuyos ovocitos no cumplieron con los requisitos para la donación ya que se 

obtuvo un bajo número después de la aspiración folicular; 34 ovocitos con FF que se 

recogieron tras 19-22 horas post-ICSI (ovocitos con FF); 31 ovocitos con FF que se 

recogieron tras 5 ó 6 días post-ICSI (ovocitos con FF envejecidos); 21 embriones 

vitrificados no bloqueados en estadio temprano de desarrollo (denominados de ahora 

en adelante como “en etapa de división”) recogidos inmediatamente tras la 

desvitrificación; y 32 blastocitos aneuploides vitrificados y recogidos inmediatamente 

tras la desvitrificación. 

Todas las muestras se incluyeron individualmente en tubos de PCR con 2,5 μl de tampón 

fosfato salino (PBS) y se conservaron a -80 °C hasta el momento del análisis. 

Para determinar el número de copias de ADNmt para cada muestra, las muestras se 

sometieron a cuantificación por RT-PCR con el sistema de amplificación de ADN SurePlex 

de Illumina según lo explicado en el apartado “Procedimientos y técnicas”. 

 

Análisis estadístico 

 

Se realizó una transformación logarítmica de los datos para estabilizar la varianza (Huber 

et al., 2002; Durbin and Rocke, 2004) y se aplicó la prueba de Shapiro  para evaluar si los 

datos tenían una distribución normal (Shapiro and Wilk, 1965; Royston, 1982). 

Se utilizó la prueba de análisis de varianza (ANOVA) con comparación múltiple por pares 

(Tukey post-hoc) para contrastar el contenido de ADNmt en ovocitos MII entre donantes 

con edades similares, el contenido de ADNmt entre las diferentes etapas embrionarias 

y el contenido de ADNmt entre los distintos tipos de ovocitos con FF. Además, se utilizó 
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la prueba ANOVA para analizar el contenido de ADNmt en los blastocistos con relación 

al día de desarrollo embrionario, la calidad del embrión y el tipo de aneuploidía. 

Finalmente, la relación del contenido de ADNmt con la edad materna se evaluó por 

análisis de correlación.  

Los datos se consideraron estadísticamente significativos si el P-valor era inferior a 0,05. 

La distribución de datos determinada por la prueba de Shapiro dio como resultado una 

distribución normal (P > 0,05). 

Resultados 

 

Contenido de ADNmt en ovocitos MII de donantes 

 

La distribución del contenido de ADNmt medido en los ovocitos MII de donantes 

individuales se muestra en la figura 19A. La cantidad de ADNmt de los ovocitos varía 

entre las diferentes donantes y entre los ovocitos de cada donante individual.  

Estas variaciones en el contenido de ADNmt de los ovocitos MII persisten después de 

agruparlos por pertenecer a donantes con edad similar (P < 0,05) (figura 19B). 
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Figura 19. Análisis del contenido de ADNmt en ovocitos MII de donantes donados a 

investigación. A) Contenido de ADNmt observado en las cohortes de ovocitos de 11 donantes 

de ovocitos. B) Contenido de ADNmt en ovocitos donados agrupados por pertenecer a donantes 

con edad similar. 

* Prueba de comparaciones múltiples de Tukey, (P < 0,05).  

** Edad en años. 
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Contenido de ADNmt durante el desarrollo embrionario in-vitro 

 

Hay una disminución significativa en términos de número de copias de ADNmt por 

espécimen y por célula durante el desarrollo embrionario previo a la implantación. Se 

observa que los ovocitos MII de donantes tienen un número de copias de ADNmt por 

espécimen significativamente mayor en comparación con los embriones no bloqueados 

en etapa de división (P < 0,05). De manera similar, los embriones no bloqueados en 

etapa de división tienen un número de copias de ADNmt por espécimen y por célula más 

alto en comparación con los blastocistos (P < 0,05) (figura 20). 
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Figura 20. Análisis del contenido de ADNmt durante el desarrollo embrionario humano in-vitro. 

A) Contenido de ADNmt por espécimen en ovocitos MII de donantes, embriones no bloqueados 
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en etapa de división y blastocistos. B) Contenido de ADNmt por célula en ovocitos MII de 

donantes, embriones no bloqueados en etapa de división y blastocistos. 

* Prueba de comparaciones múltiples de Tukey, (P < 0,05). 

** Edad en años. 

 

 

 

Por otro lado, existe una correlación positiva (P < 0,05) entre el contenido de ADNmt y 

la edad materna en los ovocitos MII de donantes (figura suplementaria 1A). También se 

observa una correlación positiva (P < 0,05) entre el contenido por espécimen y por célula 

de ADNmt y la edad materna en los embriones no bloqueados en etapa de división 

(figuras suplementarias 1B y 1C).  Sin embargo, no hay ningún tipo de correlación 

significativa (P > 0,05) entre el contenido de ADNmt por espécimen y por célula y la edad 

materna en los blastocistos (figuras suplementarias 1D y 1E). 

 

Contenido de ADNmt en embriones en estadio de blastocisto 

 

No hay diferencias significativas (P > 0,05) entre los blastocistos de día 5 y día 6 de 

desarrollo en términos de contenido de ADNmt por espécimen y por célula (figuras 21A 

y 21B).  

Además, no existen diferencias significativas (P > 0,05) en el contenido de ADNmt por 

espécimen y por célula al agrupar a los blastocistos por calidad (figuras 21C y 21D), 

utilizando los criterios de la Asociación para el Estudio de la Biología de la Reproducción 

(ASEBIR) para la clasificación de embriones. 
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Figura 21. Análisis del contenido de ADNmt en blastocistos. A) Contenido de ADNmt por 

espécimen en blastocistos agrupados por día de desarrollo. B) Contenido de ADNmt por célula 

en blastocistos agrupados por día de desarrollo. C) Contenido de ADNmt por espécimen en 

blastocistos agrupados por calidad embrionaria*. D) Contenido de ADNmt por célula en 

blastocistos agrupados por calidad embrionaria *. 

* Criterios de clasificación de la calidad embrionaria de ASEBIR. 

** Edad en años. 

 

Además, no se encuentran diferencias significativas en cuanto al contenido de ADNmt 

por espécimen y por célula (P > 0,05) al agrupar a los blastocistos por el tipo de 

aneuploidía: embrión caótico (más de una aneuploidía), monosomías o trisomías (figura 

22). 
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Figura 22. Análisis del contenido de ADNmt según los diferentes tipos de aneuploidías de los 

blastocistos de estudio. A) Contenido de ADNmt por espécimen según el tipo de aneuploidía 

embrionaria. B) Contenido de ADNmt por célula según el tipo de aneuploidía embrionaria.  

* Edad en años. 

 

Contenido de ADNmt en ovocitos con FF  

 

El contenido de ADNmt en todos los ovocitos con FF es significativamente menor (P < 

0,05) en comparación con los ovocitos MII de donantes no inseminados (figura 23A). Los 

ovocitos con FF que se mantuvieron in-vitro durante 5 o 6 días (envejecidos in-vitro) no 

experimentan ningún cambio en el contenido final de copias de ADNmt respecto a los 

ovocitos con FF que se recogieron al día siguiente del ICSI (P > 0,05, figura 23A). 

Debido a que se observó en el apartado anterior que la edad materna tiene una 

correlación positiva con el contenido de ADNmt en los ovocitos, se analizó si el menor 

contenido de ADNmt observado en los ovocitos con FF se debía en parte a la edad, 

comparando solo los ovocitos MII de donantes no inseminados y los ovocitos con FF de 

≤35 años (de donantes). Al hacer esta comparación se obtienen resultados idénticos (P 

< 0,05), (figura 23B). 
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Figura 23. Análisis del contenido de ADNmt en ovocitos con FF. A) Contenido de ADNmt en 

ovocitos donados MII, ovocitos con FF y ovocitos con FF envejecidos in-vitro. B) Contenido de 

ADNmt en ovocitos donados MII y ovocitos con FF de ≤35 años (donantes). 

* Prueba de comparaciones múltiples de Tukey; (P < 0,05).  

** Edad en años. 
 

 

Discusión de resultados 

 

Según los estudios realizados en varios modelos de mamíferos, como el ratón y el cerdo, 

no se produce replicación del ADNmt entre la maduración de los ovocitos y la formación 

de los blastocistos antes de la implantación (Thundathil et al., 2005; El Shourbagy et al., 

2006). 
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Así como existen numerosos estudios acerca del contenido de ADNmt según el estado 

madurativo del ovocito, con relación al FF o con relación a la edad materna, los estudios 

que hacen referencia a su evolución a lo largo del desarrollo embrionario son mucho 

más limitados. Sin embargo, investigar la dinámica del ADNmt antes de la implantación 

en humanos es importante para la evaluación del contenido de ADNmt como indicador 

de viabilidad embrionaria.  

En cuanto al contenido de ADNmt al inicio del desarrollo, en la etapa de ovocito MII 

maduro no solo se ha observado gráficamente que hay una distribución variada del 

contenido de ADNmt dentro de la cohorte de ovocitos de una misma donante, sino que 

cuando se agrupan los ovocitos por pertenecer a donantes con edad similar, también 

existen diferencias que son estadísticamente significativas. Estos hallazgos son 

consistentes con informes anteriores (Barritt et al., 2002) y parecen explicarse por la 

existencia de diferentes niveles de maduración citoplasmática (May-Panloup et al., 

2007). Además, el presente estudio ha demostrado que esta alta variabilidad ocurre 

independientemente del tiempo en cultivo in-vitro del ovocito, ya que los ovocitos se 

recogieron el día de la aspiración folicular.  

También se encontró que el contenido de ADNmt de los ovocitos con FF es 

significativamente menor en comparación con los ovocitos MII no inseminados, y que 

esta diferencia es independiente de la edad materna. Además, se ha demostrado que es 

poco probable que la disminución en el contenido de ADNmt observada en los ovocitos 

con FF pueda deberse a una degradación del ADNmt en cultivo, ya que se observó un 

contenido de ADNmt similar al comparar los ovocitos con FF y los ovocitos con FF 

envejecidos in-vitro. Como la mayoría de los estudios previos que abordan esta cuestión 

se realizaron en ovocitos desechados que se cultivaron in-vitro durante varios días, fue 

fundamental establecer la falta de impacto del cultivo in-vitro en general sobre el 

contenido de ADNmt (Reynier et al., 2001; Santos et al., 2006). Estos hallazgos sugieren 

firmemente que el fracaso de la fecundación se asocia con un menor contenido de 

ADNmt en los ovocitos. 

Por otro lado, los resultados obtenidos indican que existe una disminución significativa, 

no solo en términos de contenido de ADNmt por célula, sino también en términos de 
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contenido de ADNmt por espécimen durante el desarrollo del embrión humano in-vitro, 

incluida la etapa de blastocisto.  

Según el presente estudio, una vez que tiene lugar la fecundación, el contenido de 

ADNmt por célula disminuye durante las divisiones embrionarias, alcanzando el nivel 

mínimo en la etapa de blastocisto. Además, lo mismo ocurre con el contenido total de 

ADNmt por embrión. Esto, junto con el hecho de que no parece existir degradación de 

ADNmt debido al cultivo in-vitro, como se mencionó anteriormente en el caso de los 

ovocitos con FF, sugiere que hay una degradación activa del contenido de ADNmt a lo 

largo del tiempo durante el desarrollo del embrión. Puede que esta dilución del ADNmt 

durante el desarrollo embrionario ofrezca protección contra el daño que producen los 

niveles altos de ROS en el ADNmt (Aiken et al., 2008).  

Estos resultados son consistentes con los obtenidos por Hashimoto et al. en un estudio 

previo realizado también en humanos (Hashimoto et al., 2017). Sin embargo, al 

contrario de lo que se observó en ese estudio, no se aprecia un aumento en el contenido 

de ADNmt por espécimen en la etapa de blastocisto preimplantacional. De hecho, es 

conocido que la expresión de muchos genes clave involucrados en la biogénesis 

mitocondrial y la replicación del ADNmt aumenta significativamente durante la 

implantación (Ren et al., 2017). No obstante, las diferencias entre los resultados de la 

figura 20 y los de Hashimoto et. al podrían deberse al hecho de que los especímenes en 

este último se cultivaron durante varias horas tras la desvitrificación, mientras que en el 

presente estudio los ovocitos no fueron vitrificados y el resto de las muestras se 

recogieron inmediatamente tras la desvitrificación. Esto indicaría quizás una limitación 

por la posible influencia del proceso de vitrificación/desvitrificación en el contenido de 

ADNmt. Esta cuestión se abordará en el Objetivo específico 2. 

Otra posible limitación del estudio a destacar es el hecho de que los blastocistos 

analizados son aneuploides, por lo tanto, no se sabe cuáles serían los resultados con 

blastocistos euploides. Sin embargo, resulta interesante destacar que, con respecto al 

estado de la ploidía, la mayoría de los estudios coinciden en que existen niveles más 

altos de ADNmt en los embriones aneuploides en comparación con los embriones 

euploides (tabla suplementaria 1). En consecuencia, se podría estimar que el contenido 
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de ADNmt en los blastocistos euploides probablemente sea incluso más bajo que en los 

blastocistos aneuploides del estudio.  

Por otro lado, la alta variabilidad en términos de contenido de ADNmt en los ovocitos 

en comparación con la distribución menos variable en el desarrollo embrionario lleva a 

reflexionar sobre el pequeño impacto que la masa mitocondrial inicial encontrada en los 

ovocitos puede tener sobre las cantidades finales de ADNmt en los blastocistos.  

En cuanto a la correlación del contenido de ADNmt con la edad materna, varios estudios 

han llegado a conclusiones muy diferentes. Algunos de ellos observaron que no hay 

correlación con la edad materna y otros estudios demostraron correlaciones positivas y 

negativas (tabla suplementaria 1). En este caso, se ha observado una correlación positiva 

con la edad materna en los ovocitos MII y los embriones no bloqueados en etapa de 

división, pero no en los blastocistos. La falta de consenso podría deberse al rango de 

edad incluido en cada estudio. 

Particularmente en los blastocistos, varios estudios han alcanzado resultados opuestos 

sobre el contenido de ADNmt según el día de desarrollo (tabla suplementaria 1). Algunos 

de ellos concluyen que el contenido de ADNmt es menor en el día 6 de desarrollo, 

mientras que otros investigadores no observan diferencias significativas, como es el caso 

de este estudio. Sin embargo, en la mayoría de estas publicaciones, la carga de ADNmt 

por célula se dedujo a partir de las células del trofoectodermo después de la biopsia del 

blastocisto, mientras que, en este estudio, se analizó el blastocisto completo. Por tanto, 

se debe esperar una mayor precisión ya que los datos son la verdadera representación 

del contenido de ADNmt por embrión. 

El contenido de ADNmt en el blastocisto según la calidad del blastocisto también arroja 

resultados dispares (tabla suplementaria 1). Algunos estudios mostraron que el 

contenido de ADNmt fue mayor en embriones de baja calidad, mientras que otros no 

observan diferencias significativas, al igual que en el presente análisis. Una vez más, 

estas discrepancias pueden deberse al hecho de que algunas de las mediciones de 

ADNmt se hicieron a partir de las células del trofoectodermo y los cálculos se realizaron 

por célula, no por blastocisto. En este sentido, el trofoectodermo de baja calidad, que 

equivale a un bajo número de células, puede contener más ADNmt por célula que las 
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células de un blastocisto de muy buena calidad, en las que el contenido de ADNmt está 

más diluido. 	

En resumen, se han aportado nuevos resultados que apoyan la existencia de una alta 

variabilidad en el contenido de ADNmt en ovocitos intra- e inter- paciente, y se ha 

demostrado una asociación entre el bajo contenido de ADNmt y el FF 

independientemente de la edad materna y el tiempo de cultivo in-vitro. 

Además, se ha demostrado una degradación del contenido de ADNmt y un reparto del 

mismo entre las células durante las divisiones embrionarias a lo largo del desarrollo, 

incluyendo la etapa de blastocisto, así como la falta de influencia de la calidad o del día 

de desarrollo del blastocisto sobre su contenido de ADNmt.   

Finalmente, el contraste con resultados previos sobre el contenido de ADNmt durante 

el desarrollo embrionario humano crea nuevos interrogantes acerca de la posible 

influencia de factores externos al cultivo in-vitro normal sobre la modulación del 

contenido de ADNmt antes de la implantación.  
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Objetivo específico 2. Describir el contenido de ADN mitocondrial y el 

estado mitocondrial en embriones humanos bajo condiciones de estrés.  

 

Propósito 

Parece claro que el estrés celular en general tiene influencia sobre el contenido de 

ADNmt (Sage and Knight, 2013; Vishnyakova et al., 2016; Wang et al., 2018a). Sin 

embargo, aún no se ha demostrado si este fenómeno ocurre en embriones estresados 

ni tampoco se ha indagado sobre las causas que determinan que un embrión sobreviva 

o no tras sufrir una situación de estrés. 

Este estudio es la primera evaluación directa de la influencia de la perturbación durante 

el cultivo in-vitro sobre el contenido de ADNmt y el perfil de expresión génica en el 

embrión humano. Este asunto se abordará mediante el análisis de embriones que han 

sufrido algún tipo de estrés como son los blastocistos tras un proceso de 

vitrificación/desvitrificación y los embriones bloqueados en etapa de división.  

 

Materiales y métodos 

Se realizó un estudio de cohorte prospectivo con un total de 180 muestras donadas a 

investigación, procedentes de 81 pacientes y 5 donantes de ovocitos que fueron 

tratadas en IVIRMA Global (Valencia, España). 

Todas las participantes proporcionaron su consentimiento informado por escrito. 

Las muestras incluyeron 11 ovocitos MII, que consistieron en algunos de los ovocitos MII 

de la cohorte de donantes cuyos ovocitos no cumplieron con los requisitos para la 

donación, ya que se obtuvo un bajo número después de la aspiración folicular; 31 

embriones no bloqueados en etapa de división; 32 embriones bloqueados en etapa de 

división; y 106 blastocistos aneuploides (figura 24).  
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Figura 24. Esquema de las condiciones experimentales. 

 

Estimulación ovárica y obtención y cultivo de especímenes 

 

La estimulación ovárica y la obtención y el cultivo de especímenes se llevo a cabo según 

lo explicado en el apartado “Procedimientos y técnicas”. 

 

 

Cuantificación de ADNmt por RT-PCR 

 

Se desvitrificaron y se recogieron de inmediato 21 embriones no bloqueados en etapa 

de división (día 3 de desarrollo) y se recogieron 27 embriones bloqueados en etapa de 

división tras 5 ó 6 días de cultivo después del ICSI. Además, se desvitrificaron un total de 

73 blastocistos aneuploides y se recogieron para el análisis en diferentes puntos de 

tiempo entre 0 y 6 horas tras la desvitrificación. Específicamente, se recogieron 32 

blastocistos aneuploides inmediatamente después de la desvitrificación (cultivados 

durante 0 horas tras la desvitrificación), 10 blastocistos aneuploides cultivados durante 

1-2 horas tras la desvitrificación, 13 blastocistos aneuploides cultivados durante 2-3 
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horas tras la desvitrificación, 7 blastocistos aneuploides cultivados durante 4-5 horas 

tras la desvitrificación, y 9 blastocistos aneuploides cultivados durante 5-6 horas tras la 

desvitrificación. Todos los embriones se incluyeron completos en tubos de PCR con 2,5 

μl de PBS y se conservaron a -80 ° C hasta el análisis por RT-PCR. 

Para determinar el número de copias de ADNmt total y por célula, las muestras se 

cuantificaron mediante RT-PCR utilizando el sistema de amplificación de ADN SurePlex 

de Illumina según lo explicado en el apartado “Procedimientos y técnicas”. 

También se contaba con la información del contenido de ADNmt por célula antes de la 

vitrificación de casi todos los grupos de blastocistos. Este dato se determinó antes del 

presente estudio mediante NGS a partir de la biopsia de trofoectodermo utilizada para 

el análisis por PGT-A (Igenomix, S.L). A pesar de que los contenidos de ADNmt por célula 

previtrificación y posdesvitrificación se midieron con técnicas diferentes, los datos son 

comparables, tal y como se muestra en las gráficas cedidas de la figura suplementaria 2. 

Se aplicó la prueba de Shapiro (Shapiro and Wilk, 1965; Royston, 1982) para evaluar si 

los datos siguieron una distribución normal.   

Los datos se consideraron estadísticamente significativos si el P-valor era inferior a 0,05. 

La distribución de datos dio como resultado una distribución normal (P > 0,05). 

 

Análisis de la ratio redox por microscopía confocal en blastocistos en recuperación tras 

el proceso de vitrificación/desvitrificación 

 

Se analizaron 10 blastocistos aneuploides: 5 blastocistos se cultivaron durante 0 horas 

después de la desvitrificación y 5 blastocistos se cultivaron durante 4-5 horas después 

de la desvitrificación.  

Para determinar la ratio redox, se cuantificó la autofluorescencia de NADH y la 

autofluorescencia de FAD de las muestras mediante microscopía confocal, tal y como se 

indica en el apartado “Procedimientos y técnicas”. 
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Recuento de mitocondrias por microscopía electrónica de transmisión en blastocistos en 

recuperación tras el proceso de vitrificación/desvitrificación 

 

Se incluyeron 7 blastocistos aneuploides: 4 blastocistos aneuploides cultivados durante 

0 horas tras la desvitrificación y 3 blastocistos aneuploides cultivados durante 5 horas 

tras la desvitrificación.  

Los embriones se procesaron y se analizaron según lo explicado en el apartado 

“Procedimientos y técnicas”. 

 

Perfiles de expresión génica: construcción de librerías y RNA-seq  

 

Se incluyeron 44 muestras vitrificadas para el análisis de RNA-seq: 11 ovocitos donados 

MII recogidos inmediatamente tras la desvitrificación, 10 embriones no bloqueados en 

etapa de división recogidos inmediatamente tras la desvitrificación, 5 embriones 

bloqueados en etapa de división vitrificados tras 5 o 6 días después del ICSI y recogidos 

inmediatamente tras la desvitrificación, 8 blastocistos aneuploides cultivados durante 0 

horas tras la desvitrificación y 10 blastocistos aneuploides cultivados durante 4-5 horas 

tras la desvitrificación. 

Todos los especímenes se incluyeron completos de forma individual en tubos de PCR 

con 2 μl de tampón de reacción 10X del kit SMART-Seq v4 Ultra Low Input RNA Kit for 

Sequencing y se conservaron a -80 ° C hasta la preparación para el análisis. 

El ARNm se transformó a ADNc y se crearon las librerías genómicas según lo explicado 

en el apartado “Procedimientos y técnicas”. 

Se secuenció un promedio de 37.030.006 lecturas por muestra, y alrededor del 81,64% 

se mapearon con éxito. Los recuentos brutos se utilizaron directamente para el análisis 

de la expresión génica diferencial. 

Para comprender mejor la identidad de los embriones durante el desarrollo embrionario 

in-vitro normal y de los embriones bajo situación de estrés durante el cultivo in-vitro, se 

realizó un análisis de expresión génica diferencial para cinco comparaciones diferentes: 
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1) Ovocitos MII (N=11) versus (vs) embriones no bloqueados en etapa de división 

(N=10). 

2) Embriones no bloqueados en etapa de división (N=10) vs blastocistos cultivados 

durante 0 horas después de la desvitrificación (N=8). 

3) Blastocistos cultivados durante 4-5 horas después de la desvitrificación (n= 10) vs 

blastocistos cultivados durante 0 horas después de la desvitrificación (n= 8). 

4) Embriones bloqueados en etapa de división (n= 5) vs embriones no bloqueados en 

etapa de división (n= 10). 

5) Embriones bloqueados en etapa de división (n = 5) vs blastocistos cultivados durante 

0 horas después de la desvitrificación (n= 8). Para esta comparación, se descartaron 

las vías expresadas diferencialmente de forma significativa que coincidían con las 

vías significativas asociadas al cambio de estadio embrionario (comparación de 

embriones no bloqueados en etapa de división vs blastocistos cultivados durante 0 

horas después de la desvitrificación). 

 

Validación de RNA-seq 

 

Para corroborar los resultados del análisis de RNA-seq, las muestras de ADNc de dos 

grupos de comparación se analizaron mediante RT-PCR en un sistema StepOnePlus 

(Applied Biosystems, EEUU) con Power-Up SYBR green (ThermoFisher, EEUU), para 

determinar los niveles de expresión génica de varios genes. Estos genes se seleccionaron 

entre los principales genes diferencialmente expresados en función de su importancia y 

su inclusión dentro de funciones significativamente enriquecidas (las descripciones de 

los primers se proporcionan en la tabla suplementaria 4). Estos genes se sobreexpresan 

o infraexpresan en el primer factor de comparación de los siguientes grupos de análisis: 

 

1) Blastocistos cultivados durante 4-5 horas después de la desvitrificación vs 

blastocistos cultivados durante 0 horas después de la desvitrificación: histona-

lisina N-metiltransferasa 2 (EHMT2; Fold change= 24,77; P < 0,05) y 
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sulfotransferasa 1A4 (SULT1A4; Fold change= -2,92; P < 0,05).  

 

2) Embriones bloqueados en etapa de división vs embriones no bloqueados en 

etapa de división: locus 1 de la subunidad C de membrana de la ATP sintasa 

(ATP5MC1; Fold change= 2,91; P < 0,05) y proteína 1 expresada en derivados de 

la cresta neural y cardíaca (HAND1; Fold change= −8,34; P < 0,05). 

 

Estos genes están relacionados con estrés celular (EHMT2), procesos metabólicos 

(SULT1A4), producción de ATP (ATP5MC1) y desarrollo de blastocistos (HAND1). 

Los niveles de expresión génica se normalizaron al gen housekeeping gliceraldehído-3-

fosfato deshidrogenasa (GAPDH) y se cuantificaron mediante el método ΔΔCT. El fold 

change se calculó como la expresión génica normalizada (2∧ (−ΔCT)) en cada muestra 

dividida por la expresión génica normalizada (2∧ (−ΔCT)) en una muestra de referencia 

aleatoria. 

 

 

Análisis estadístico 

 

Para estabilizar la varianza, se realizó una transformación logarítmica de los datos de RT-

PCR (Huber et al., 2002; Durbin and Rocke, 2004). 

El contenido de ADNmt se comparó entre los grupos mediante ANOVA con análisis de 

comparación múltiple de Tukey o t-test según correspondiera. El análisis del contenido 

de ADNmt con respecto al nivel de desarrollo en embriones bloqueados en etapa de 

división se llevó a cabo mediante estudio de correlación. Los valores de P < 0,05 se 

consideraron estadísticamente significativos. 

Las diferencias de ratio redox y recuento de mitocondrias según las horas de cultivo de 

los blastocistos tras la desvitrificación se analizaron mediante t-test. La configuración 

mitocondrial se observó por microscopia confocal de forma meramente descriptiva. 
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El análisis de RNA-seq, los estudios de correlación, el análisis de componentes 

principales y el análisis de expresión génica diferencial se realizaron con el paquete 

DESeq2. Los análisis de expresión génica diferencial se realizaron utilizando la prueba 

paramétrica de Wald con corrección de prueba múltiple de Benjamini-Hochberg (P-valor 

ajustado, padj). Los genes con un padj de < 0,01 y un fold change de log2 de ± 2 se 

consideraron expresados de forma significativa. El algoritmo fgsea se utilizó para el 

análisis de enriquecimiento funcional con las categorías de Kyoto Encyclopedia of Genes 

and Genomes (KEGG) y de Gene Ontology (GO) (procesos biológicos). Los datos de la 

validación se analizaron aplicando t-test. 

 

Resultados 

 

Contenido de ADNmt después de la desvitrificación en blastocistos  

 

Se observa un aumento significativo (P < 0,05) en el contenido de ADNmt total por 

blastocisto a partir de las 1-2 horas de cultivo tras la desvitrificación, alcanzándose una 

meseta tras 2-3 horas de cultivo que se mantiene hasta las 5-6 horas de cultivo tras la 

desvitrificación. Además, no hay indicios de que el incremento de ADNmt tienda a 

disminuir a partir de las 5-6 horas de cultivo (figura 25A). 

Respecto al contenido de ADNmt por célula, en este caso el incremento significativo (P 

< 0,05) de ADNmt se comienza a observar a partir de las 2 horas de cultivo tras la 

desvitrificación. Este contenido se mantiene estable hasta las 5-6 horas tras la 

desvitrificación y tampoco muestra indicios de que tienda a disminuir a partir de este 

momento (figura 25B).  
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B 

  

Figura 25. Análisis del contenido de ADNmt después de la desvitrificación en blastocistos. A) 

Contenido de ADNmt total por espécimen observado en blastocistos cultivados durante 

diferentes períodos de tiempo después de la desvitrificación (after warming, AW). B) Contenido 

de ADNmt por célula observado en blastocistos cultivados durante diferentes períodos de 

tiempo AW.  

* Prueba de comparaciones múltiples de Tukey, (P < 0,05).  

** Edad en años. 

 

Con respecto a las diferencias en el contenido de ADNmt por célula antes de la 

vitrificación, se observan varias cuestiones: 

Por un lado, no hay diferencias significativas en términos de contenido de ADNmt por 

célula (P > 0,05) entre los grupos de blastocistos que tenían datos conocidos antes de la 

vitrificación (figura 26A).  

Además, los valores de ADNmt por célula antes de la vitrificación se usaron para 

comparar, dentro de cada grupo de blastocistos, el contenido de ADNmt por célula antes 

y después de la vitrificación/desvitrificación.  Se observa que, poco después tras la 

desvitrificación (a las 1-2 horas de cultivo), existe una disminución significativa (P < 0,05) 
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del contenido de ADNmt por célula con respecto al contenido que tenían los blastocistos 

antes de la vitrificación y, a medida que pasan las horas de cultivo (a las 4-5 horas de 

cultivo), el contenido de ADNmt por célula aumenta y sobrepasa significativamente (P < 

0,05) el contenido que había antes de la vitrificación. Finalmente, estos valores de 

ADNmt acaban volviendo a su nivel inicial previo a la vitrificación a las 5-6 horas de 

cultivo (figura 26B). 
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Figura 26. Análisis del contenido de ADNmt por célula previtrificación y posdesvitrificación. 

A) Contenido de ADNmt por célula medido antes de la vitrificación en blastocistos cultivados 

durante diferentes períodos de tiempo después de la desvitrificación (after warming, AW). B) 

Promedio del contenido de ADNmt por célula antes de la vitrificación y después de la 

desvitrificación en blastocistos cultivados durante diferentes períodos de tiempo AW. 

* Diferencias significativas (P < 0,05) entre el contenido de ADNmt por célula previtrificación y 

posdesvitrificación. 

** Edad en años. 
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Ratio redox analizada por microscopía confocal en blastocistos en recuperación tras el 

proceso de vitrificación/desvitrificación 

 

El análisis de cuantificación de fluorescencia no arroja diferencias significativas en 

cuanto a la ratio redox entre los blastocistos recién desvitrificados (0 horas tras la 

desvitrificación, ratio redox medio= 1,37) y los blastocistos que se recuperan tras la 

desvitrificación (cultivados durante 4-5 horas tras la desvitrificación, ratio redox medio= 

1,38) (figura 27). 

 

 

 

 

Figura 27. Ratio redox (intensidad de fluorescencia de NADH/ intensidad de fluorescencia de 

FAD) medida con microscopía confocal en blastocistos cultivados durante 0 y 4-5 horas después 

de la desvitrificación (after warming, AW). 

* Edad en años. 
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Recuento de mitocondrias por microscopía electrónica de transmisión en blastocistos en 

recuperación tras el proceso de vitrificación/desvitrificación 

 

Con respecto al recuento mitocondrial, no se observan diferencias significativas en el 

número promedio de mitocondrias por célula entre los grupos. Los blastocistos recién 

desvitrificados (0 horas de cultivo tras la desvitrificación) tienen un valor promedio de 

mitocondrias por célula de 30,77, mientras que los blastocistos cultivados durante 5 

horas después de la desvitrificación tienen un valor promedio de mitocondrias por célula 

de 30,94 (figura 28A). Además, no se aprecian diferencias visuales en la configuración de 

la matriz mitocondrial que indiquen variaciones en el nivel de actividad mitocondrial 

entre los grupos (figura 28B). 
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Blastocistos cultivados durante 0 horas AW Blastocistos cultivados durante 5 horas AW 

  

 

Figura 28. Análisis mitocondrial por microscopía electrónica de transmisión en blastocistos en 

recuperación tras un proceso de vitrificación/desvitrificación. A) Recuento promedio de 

mitocondrias por célula entre blastocistos cultivados durante 0 y 5 horas después de la 

desvitrificación (after warming, AW). B) Observación de la configuración mitocondrial entre 

blastocistos cultivados durante 0 y 5 horas AW (x2500). Barra escala= 1 µm.   

* Las flechas rojas señalan ejemplos de mitocondrias. 

** Edad en años. 
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Contenido de ADNmt por célula en embriones bloqueados en etapa de división  

 

Los embriones bloqueados en etapa de división muestran un contenido de ADNmt total 

y por célula significativamente mayor que el de los embriones no bloqueados en etapa 

de división (P < 0,05; figuras 29A y 29B). Además, hay una correlación positiva (P < 0,05) 

entre el contenido de ADNmt total y por célula y el estado de desarrollo (número de 

células) alcanzado antes de la detención embrionaria (figuras 29C y 29D). 
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Figura 29. Contenido de ADN mitocondrial (ADNmt) en embriones bloqueados en etapa de 

división. A) Contenido de ADNmt total por embrión observado en embriones bloqueados y no 

bloqueados en etapa de división. B) Contenido de ADNmt por célula observado en embriones 

bloqueados y no bloqueados en etapa de división. C) Contenido de ADNmt total por embrión 

en embriones bloqueados en etapa de división según su nivel de desarrollo. D) Contenido de 

ADNmt por célula en embriones bloqueados en etapa de división según su nivel de desarrollo. 

* P < 0,05. 

** Edad en años. 

 

Análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para el estudio de la desvitrificación 

de blastocistos y el bloqueo de embriones en etapa de división  

 

Se realizó un análisis de enriquecimiento funcional para identificar las vías sobre- e infra-

expresadas significativamente entre los grupos de comparación (P < 0,05; tabla 

suplementaria 5). 

Se observa una separación total en el análisis bidimensional de componentes principales 

(PCA) para las comparaciones que abarcan el desarrollo embrionario natural in-vitro 

(ovocitos MII vs embriones no bloqueados en etapa de división y embriones no 

bloqueados en etapa de división vs blastocistos cultivados durante 0 horas tras la 

desvitrificación), indicando un alto grado de expresión génica diferencial entre los 

grupos (figuras 30A y 30B). 

manuelugidos
Resaltado



 

88 

Al analizar las situaciones de estrés, en términos generales, casi no hay diferencias en la 

expresión génica entre los blastocistos cultivados durante 4-5 y 0 horas después de la 

desvitrificación, aunque el PCA indica cierto grado de separación (figura 30C y tabla 

suplementaria 6). Sin embargo, se observan diferencias marcadas entre embriones 

bloqueados y no bloqueados en etapa de división (figura 30D).  
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Figura 30.  Análisis bidimensional de componentes principales (PCA), MA plot y volcano plot de 

cuatro comparaciones de estudio: A) Ovocitos MII vs embriones no bloqueados en etapa de 

división; B) embriones no bloqueados en etapa de división vs blastocistos cultivados durante 0 

horas tras la desvitrificación (after warming, AW); C) blastocistos cultivados durante 4-5 horas 

AW vs blastocistos cultivados durante 0 horas AW; D) embriones bloqueados en etapa de 

división vs embriones no bloqueados en etapa de división. 

*Las gráficas que corresponden a la comparación “Embriones bloqueados en etapa de división 

vs blastocistos cultivados durante 0 horas AW” no se adjuntan ya que incluyen las diferencias 

debidas al cambio de estadio, y por tanto no son datos representativos. 
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Analizando las primeras divisiones embrionarias, no se observan rutas asociadas a 

actividad mitocondrial sobre- o infra- expresadas significativamente (P > 0,05) entre 

ovocitos MII y embriones no bloqueados en etapa de división con las categorías de GO 

(figura 31) y KEGG (figura suplementaria 3). 

 
 

Figura 31. Análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparación de ovocitos 

MII vs embriones no bloqueados en etapa de división. Las barras representan la puntuación de 

enriquecimiento normalizada (NES) para las categorías de GO significativas (P < 0,05). 

* Las barras azules indican sobreexpresión en ovocitos MII; las barras naranjas indican 

infraexpresión en ovocitos MII. 
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Sin embargo, al comparar embriones no bloqueados en etapa de división y blastocistos 

cultivados durante 0 horas tras la desvitrificación, se observan numerosas rutas 

relacionadas con producción y consumo de ATP y formación de crestas mitocondriales 

sobreexpresadas significativamente (P < 0,05) en los blastocistos en comparación con 

los embriones en etapa de división (figura 32 y figura suplementaria 4). Este marcado 

cambio coincide con la activación metabólica documentada en el estadio de blastocisto. 

Además, también se observan rutas de regulación epigenética, de diferenciación de 

células madre y algunas rutas de estrés celular (liberación del citocromo C, respuesta al 

estrés del RE, respuesta al factor de necrosis tumoral, etc.) sobreexpresadas (P < 0,05) 

en este cambio de estadio (figura 32). 
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Figura 32. Análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparación de embriones 

no bloqueados en etapa de división vs blastocistos cultivados durante 0 horas tras la 

desvitrificación (after warming, AW). Las barras representan la puntuación de enriquecimiento 

normalizada (NES) para las categorías de GO significativas (P < 0,05) de interés. 

 * Las barras azules indican sobreexpresión en embriones no bloqueados en etapa de división; 

las barras naranjas indican infraexpresión en embriones no bloqueados en etapa de división. 
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Cuando se analizan las situaciones de perturbación en el cultivo in-vitro o del desarrollo 

embrionario normal se observan varias cuestiones: 

En los blastocistos cultivados durante 4-5 horas tras la desvitrificación, se observan 

varias vías sobreexpresadas significativamente (P < 0,05) como la apoptosis, vías 

relacionadas con cáncer y vías relacionadas con la detención celular, en comparación 

con los blastocistos cultivados durante 0 horas tras la desvitrificación. Estas vías 

metabólicas, entre otras, actúan como vías sensoras del estrés celular (Ljungman, 2000; 

Liebermann and Hoffman, 2008; Fimia and Piacentini, 2009; Simmons et al., 2009; Fulda 

et al., 2010; Muralidharan and Mandrekar, 2013; Chircop and Speidel, 2014). En 

concreto, se observa en blastocistos cultivados durante 4-5 horas, una sobreexpresión 

significativa (P < 0,05) de las vías de señalización de apoptosis intrínseca y extrínseca, de 

respuesta al daño del ADN con transducción de señales, de regulación de la transducción 

de señales por el regulador p53, de senescencia celular, de detención del ciclo celular, 

de control del ciclo celular y de control de la integridad celular durante la mitosis, entre 

otras (figura 33).  

Las rutas de desarrollo embrionario también se ven afectadas en blastocistos cultivados 

durante 4-5 horas después de la desvitrificación en comparación con los blastocistos 

recién desvitrificados. Concretamente, con las categorías de GO, rutas asociadas al 

establecimiento de la polaridad celular, a la regulación de la epigenética, al desarrollo 

de blastocistos y al crecimiento en útero se sobreexpresan significativamente (P < 0,05) 

en blastocistos cultivados durante 4-5 horas después de la desvitrificación.  Además, no 

se encuentran diferencias en cuanto a rutas de actividad mitocondrial entre ambos tipos 

de blastocistos (P > 0,05; figura 33).  

Con las categorías de KEGG, se identifican varias vías relacionadas con cáncer que se 

sobreexpresan significativamente (P < 0,05) en los blastocistos cultivados durante 4-5 

horas después de la desvitrificación en comparación con los blastocistos recién 

desvitrificados (P < 0,05; figura suplementaria 5). 
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Figura 33. Análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparación de 

blastocistos cultivados durante 4-5 horas después de la desvitrificación (after warming, AW) vs 

blastocistos cultivados durante 0 horas AW. Las barras representan la puntuación de 

enriquecimiento normalizada (NES) para las categorías de GO significativas (P < 0,05) de interés. 

* Las barras azules indican sobreexpresión en blastocistos cultivados durante 4-5 horas AW; las 

barras naranjas indican infraexpresión en blastocistos cultivados durante 4-5 horas AW. 

 

En cuanto al bloqueo embrionario, se observa con las categorías de GO una 

sobreexpresión significativa (P < 0,05) de varias vías de producción de ATP y estrés 

celular en embriones bloqueados en etapa de división en comparación con embriones 

no bloqueados en etapa de división. Específicamente, los embriones bloqueados 

sobreexpresan vías relacionadas con el estrés asociado al RE, con la apoptosis 

relacionada con mitocondrias y con la actividad mitocondrial (ej., formación de crestas, 
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traducción de la membrana mitocondrial, transporte, ensamblaje y organización 

transmembrana, síntesis de ATP, etc.). Además, los embriones bloqueados muestran 

una infraexpresión significativa (P < 0,05) de vías relacionadas con la segregación 

cromosómica, los procesos de especificación de patrones y la división mitótica (figura 

34). 

Con las categorías de KEGG, se observa una sobreexpresión significativa (P < 0,05) de la 

fosforilación oxidativa en los embriones bloqueados en etapa de división en 

comparación con el control no bloqueado (figura suplementaria 6).  

 

 
 

Figura 34. Análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparación de embriones 

bloqueados en etapa de división vs embriones no bloqueados en etapa de división. Las barras 

representan la puntuación de enriquecimiento normalizada (NES) para las categorías de GO 

significativas (P < 0,05) de interés. 

* Las barras azules indican sobreexpresión en embriones bloqueados en etapa de división; las 

barras naranjas indican infraexpresión en embriones bloqueados en etapa de división. 
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Al comparar los dos escenarios en los que se observaron incrementos de ADNmt 

significativos, es decir, el bloqueo embrionario y la recuperación del proceso de 

vitrificación/desvitrificación, se aprecian, con las categorías de GO, varias rutas 

relacionadas con la regulación de la respuesta al estrés (como respuesta al daño del 

ADN, regulación de la apoptosis y la respuesta inflamatoria, etc.) y rutas de capacidad 

de desarrollo embrionario (como el desarrollo embrionario en útero, el desarrollo de 

placenta, vías de señalización WNT, etc.) sobreexpresadas significativamente (P < 0,05) 

en blastocistos cultivados durante 0 horas después de la desvitrificación en comparación 

con embriones bloqueados en etapa de división (figura 35).   

Además, con las categorías de KEGG se observa que el metabolismo del piruvato y vías 

relacionadas con el cáncer también se sobreexpresan significativamente (P < 0,05) en 

blastocistos cultivados durante 0 horas después de la desvitrificación en comparación 

con los embriones bloqueados en etapa de división (figura suplementaria 7). 
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Figura 35. Análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparación de dos 

condiciones de estrés embrionario diferentes: embriones bloqueados en etapa de división vs 

blastocistos cultivados durante 0 horas después de la desvitrificación (AW). Las barras 

representan la puntuación de enriquecimiento normalizada (NES) para las categorías de GO 

significativas (P < 0,05) de interés. 

* Las barras azules indican sobreexpresión en embriones bloqueados en etapa de división; las 

barras naranjas indican infraexpresión en embriones bloqueados en etapa de división. 

 

 

Validación de RNA-seq 

 

Para validar los resultados de RNA-seq, todos los genes seleccionados (EHMT2, 

SULT1A4, ATP5MC1 y HAND1) se analizaron mediante RT-PCR a partir de las mismas 
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muestras de cDNA de dos de los grupos examinados por RNA-seq. Los resultados de RT-

PCR corroboran la expresión génica diferencial observada por RNA-seq en los grupos de 

comparación (figura 36), aunque esta expresión no es estadísticamente significativa 

debido a la alta variabilidad entre las muestras. 
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Figura 36. Validación de datos de secuenciación de RNA-seq en dos grupos de comparación. A) 

Niveles de expresión de genes relacionados con estrés celular (EHMT2) y procesos metabólicos 

(SULT1A4) en blastocistos cultivados durante 4-5 horas después de la desvitrificación (after 

warming, AW) vs blastocistos cultivados durante 0 horas AW y B) niveles de expresión de genes 

relacionados con producción de ATP (ATP5MC1) y desarrollo de blastocistos (HAND1) en 

embriones bloqueados en etapa de división vs embriones no bloqueados en etapa de división 

(eje Y para HAND1 en escala logarítmica).   

Los cambios en la expresión génica se validaron mediante RT-PCR, se cuantificaron mediante el 

método ΔΔCT y se expresaron como fold change. 
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Discusión de resultados 

 

Los embriones humanos que sufren estrés inducido por factores internos o externos 

pueden desencadenar una respuesta al estrés para restaurar la homeostasis (Lee and 

Wei, 2005; Eisner et al., 2018; Picard and McEwen, 2018).  

La etapa preimplantacional es un período importante de sensibilidad ambiental debido 

a la reprogramación epigenética (Chason et al., 2011), y las condiciones subóptimas 

durante las TRA o los procesos relacionados (como la vitrificación), pueden tener efectos 

generalizados sobre el metabolismo, influir en la viabilidad del embrión y desencadenar 

la inducción de respuestas de estrés embrionario (McConnell and Petrie, 2004; Chason 

et al., 2011; Feuer and Rinaudo, 2012; Breton-Larrivée et al., 2019; Ramos-Ibeas et al., 

2019).   

Antes de la activación génica embrionaria existe una mayor sensibilidad al estrés 

producido por el cultivo in-vitro en comparación con las siguientes etapas 

preimplantacionales. Tras esta activación, y junto a la aparición de uniones tipo gap 

entre las células durante la compactación, se da una mejor transmisión de señales y las 

células adquieren cierta capacidad de respuesta a las condiciones externas. No obstante, 

hay embriones que no tienen una activación del todo eficiente y pueden verse 

comprometidos para la adaptación al entorno in-vitro (Cagnone and Sirard, 2016). 

 

A pesar de que durante el cultivo in-vitro las mitocondrias y el metabolismo están en 

relativo reposo, se encuentran más alterados en comparación con la situación in-vivo. 

Todos los factores asociados al cultivo in-vitro que perturban a las mitocondrias pueden 

hacer que se produzca una menor fosforilación oxidativa y que el embrión deba 

adaptarse para superar el déficit energético (Cagnone and Sirard, 2016).  

Dentro de este marco, es importante señalar el efecto Warburg en los blastocistos (Al-

Azzam, 2020). Este metabolismo necesario de glucólisis aerobia es complementario a la 

producción energética oxidativa, y se basa en utilización de la glucosa para producir 

lactato a pesar de que exista una presencia suficiente de oxígeno en el útero (Gardner 

et al., 2000; Cagnone and Sirard, 2016). No obstante, una sobreexpresión de este efecto, 

debida a una perturbación mitocondrial durante el cultivo, podría comprometer la 
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respuesta al estrés. En este contexto, la alteración mitocondrial que provoca el cultivo 

in-vitro en las primeras etapas de desarrollo se ve compensada por una intensificación 

de la glucólisis aeróbia (efecto Warburg), la cual crea un desequilibrio metabólico y 

reduce la calidad del embrión, pudiendo además producir modificaciones epigenéticas 

en el feto que podrían ser la causa de la aparición de algunos síndromes. Además, la 

sobreexpresión de un metabolismo similar al del cáncer puede afectar al 

reconocimiento materno-embrionario ya que el endometrio puede evitar la invasión de 

células descontroladas metabólicamente (Cagnone and Sirard, 2016). 

El contenido de ADNmt parece que puede verse afectado por las situaciones de estrés. 

De hecho, se ha informado sobre variaciones en el número de copias de ADNmt como 

mecanismo involucrado en la respuesta mitocondrial al estrés (Lee and Wei, 2005; Sage 

and Knight, 2013; Vishnyakova et al., 2016; Picard and McEwen, 2018; Wang et al., 

2018a).  

No obstante, la posibilidad de que factores externos o procesos como la detención del 

desarrollo embrionario produzcan algún tipo de modulación en el contenido de ADNmt 

como adaptación a los nuevos requerimientos energéticos, no ha había sido 

ampliamente explorada hasta ahora. Sin embargo, este fenómeno es de especial interés 

para el estudio del contenido de ADNmt por célula como marcador de competencia 

embrionaria. 

Uno de los factores externos que perturba el cultivo in-vitro normal es la 

criopreservación. La criopreservación está ganando un uso cada vez mayor en RA (Bosch 

et al., 2020). Según el último informe de seguimiento europeo (De Geyter et al., 2020), 

cerca de la mitad de los ciclos de FIV se basan en transferencias de embriones 

congelados. Este tipo de transferencias ayudan a gestionar muchas situaciones clínicas 

en las que no se recomiendan las transferencias de embriones frescos (Bosch et al., 

2020) y aumentan la incidencia acumulada de embarazo en un 10% (Yurchuk et al., 

2018). Sin embargo, el uso de transferencias de blastocistos vitrificados, ha dado lugar 

a algunos resultados neonatales adversos, como un mayor riesgo de bebés grandes para 

la edad gestacional (LGA) y macrosomía (Ernstad et al., 2019; Elias et al., 2020). 

Curiosamente, tanto la restricción del crecimiento intrauterino como la macrosomía 

están asociadas con la disfunción mitocondrial y el estrés oxidativo (Perez et al., 2019). 
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No obstante, aún se está investigando si este resultado está relacionado con el medio 

endometrial (la preparación endometrial artificial puede aumentar el riesgo en 

comparación con los ciclos naturales (Wang et al., 2020)) o si se debe a la vitrificación 

del blastocisto. 

De hecho, el estado redox de los ovocitos humanos puede verse afectado por el proceso 

de vitrificación, y la exposición a crioprotectores provoca un aumento del calcio 

intracelular, una pérdida de potencial de membrana, una disminución del contenido de 

ATP y la liberación del citocromo C, procesos que puede culminar en daño al ADN y 

apoptosis (Nohales-Córcoles et al., 2016; Gualtieri et al., 2021). Aunque la plasticidad 

del desarrollo puede permitir que los embriones humanos superen condiciones 

estresantes (Ramos-Ibeas et al., 2019; Garcia-Dominguez et al., 2020), el riesgo residual 

sigue ahí y merece ser explorado.  

Para investigar esta posibilidad en embriones humanos, en el presente objetivo 

específico se han medido diferentes parámetros mitocondriales, como el contenido de 

ADNmt, el estado redox, el recuento mitoncrial y los perfiles de expresión génica, en 

embriones durante su desarrollo embrionario in-vitro normal y en embriones bajo 

procesos de estrés como son la vitrificación/desvitrificación y el bloqueo embrionario 

en etapa de división. 

El presente estudio ha demostrado que existe una modulación del contenido de ADNmt 

total y por célula durante el período de recuperación después de la desvitrificación, el 

cual es representativo del tiempo de recuperación que suele concederse antes de la 

transferencia embrionaria. En concreto, se observa como el contenido de ADNmt por 

célula en el blastocisto tras la desvitrificación disminuye en comparación con su 

contenido antes de la vitrificación y va aumentando en cuestión de pocas horas durante 

el cultivo in-vitro, sobrepasando en primer lugar su nivel de contenido previo a la 

vitrificación, para después restablecerlo. La disminución del contenido de ADNmt tras el 

proceso de vitrificación y su capacidad de recuperación en respuesta a una depleción 

mitocondrial han sido reportadas previamente en otros modelos animales (Chiaratti et 

al., 2010; Amoushahi et al., 2017; Xu et al., 2021).  

Además, es importante señalar que no se observan diferencias significativas en el 

contenido de ADNmt por célula medido antes de la desvitrificación entre los blastocistos 
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analizados, lo que indica que las diferencias observadas tras los diferentes tiempos de 

cultivo después de la desvitrificación no se deben a diferencias en el contenido de 

ADNmt inicial por célula entre los grupos. Sin embargo, hay que tener en cuenta que los 

valores de ADNmt por célula pueden variar en las diferentes zonas del trofoectodermo 

embrionario, y su contenido antes de la vitrificación se evalúa mediante una sola biopsia 

del trofoectodermo, constituyendo una limitación.   

No obstante, el incremento en el número de copias de ADNmt debido al proceso de 

vitrificación/desvitrificación fue mucho menos abrupto que el incremento observado en 

los embriones bloqueados en etapa de división en comparación con su control no 

bloqueado. De hecho, se ha observado que cuanto más tarde ocurre la detención del 

embrión (es decir, cuanto más desarrollado está el embrión), mayor es el aumento en 

el contenido de ADNmt, lo que indica quizás, un esfuerzo final por parte del embrión 

para continuar su desarrollo aumentando la actividad mitocondrial y, por lo tanto, un 

desafío al metabolismo silencioso que se asocia a los embriones en etapa de división 

evolutivos (Leese et al., 2007).  

Por tanto, aunque se propuso que el ADNmt no se modulaba antes de la implantación 

del embrión (Thundathil et al., 2005; El Shourbagy et al., 2006), en el presente estudio 

se observa un aumento significativo en el contenido de ADNmt en dos escenarios 

diferentes de estrés embrionario. Además, en la literatura se encuentran otros 

escenarios clínicos de incremento del contenido de ADNmt preimplantacional, como en 

los estudios realizados en blastocistos según su ploidía (tabla suplementaria 1). Por otro 

lado, también se ha observado que los embriones de pacientes con acidosis láctica y 

episodios semejantes a apoplejías (MELAS), pueden replicar el ADNmt para mantener el 

desarrollo embrionario y compensar el defecto de la cadena respiratoria (Monnot et al., 

2013). Por lo tanto, el aumento en el número de copias de ADNmt que se observa 

durante el proceso de recuperación del blastocisto desvitrificado y en embriones 

bloqueados podría indicar que los embriones humanos modulan su contenido de 

ADNmt antes de la implantación como mecanismo de respuesta al estrés. 

En consecuencia, se realizó un estudio de RNA-seq para encontrar patrones de expresión 

génica que pudieran arrojar luz sobre estas cuestiones, tanto en embriones durante un 
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cultivo in-vitro normal como en embriones bajo situación de estrés, como son los 

blastocistos que se recuperan de la desvitrificación y los embriones bloqueados en etapa 

de división.  

En primer lugar, se ha observado durante el desarrollo embrionario in-vitro normal un 

aumento de la expresión rutas de actividad mitocondrial a partir del estadio de 

blastocisto, que coincide con la activación metabólica propia de esta etapa de desarrollo 

(Sathananthan and Trounson, 2000; Wilding et al., 2009; Chiaratti et al., 2010; Krisher 

and Prather, 2012; Harvey, 2019; May-Panloup et al., 2021).  

Al analizar las condiciones de estrés, se observan distintos resultados: 

Por un lado, se ha observado una sobreexpresión significativa en varios procesos clave 

relacionados con la respuesta al estrés celular y vías de desarrollo embrionario en 

blastocistos cultivados durante 4-5 horas después de la desvitrificación en comparación 

con blastocistos cultivados durante 0 horas después de la desvitrificación; sin embargo, 

no hubo diferencias en la expresión de rutas relacionadas con la actividad mitocondrial 

a pesar del aumento en el contenido de ADNmt observado entre ambas condiciones.  

De hecho, no se observa en blastocistos cultivados varias horas tras la desvitrificación 

un consecuente aumento o disminución ni del número de mitocondrias ni de la ratio 

redox en comparación con blastocistos recién desvitrificados. Analizando visualmente la 

configuración mitocondrial por microscopía electrónica de transmisión tampoco se 

observan diferencias a grandes rasgos entre blastocistos recién desvitrificados y 

cultivados 5 horas tras la desvitrificación, aunque el nivel de aumentos con el que se han 

hecho las observaciones para el recuento mitocondrial limita considerablemente este 

tipo de análisis. De hecho, se desconoce si las tres células elegidas por blastocisto para 

el recuento de mitocondrias son una representación aproximada del contenido total por 

célula del blastocisto.  

Específicamente, los blastocistos cultivados durante 4-5 horas después de la 

desvitrificación revelaron una sobreexpresión de rutas involucradas en el desarrollo del 

embrión, como la polaridad celular, el desarrollo del blastocisto y el crecimiento del 

embrión intrauterino en comparación con los blastocistos cultivados 0 horas tras la 

desvitrificación. La polaridad celular es de hecho clave para la asignación y especificación 

celular antes de la implantación (Shahbazi et al., 2016). Además, también 
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sobreexpresaron vías como la apoptosis (vías de señalización apoptótica extrínseca e 

intrínseca, vía de señalización apoptótica extrínseca a través de receptores de dominio 

de muerte y senescencia celular) y procesos relacionados con el cáncer (regulación 

positiva de la detención del ciclo celular, transducción de señales por regulador P53, 

transducción de señales en respuesta al daño del ADN, etc). De hecho, el aumento del 

número de copias de ADNmt se había reportado anteriormente como mecanismo de 

protección contra la apoptosis temprana (Mei et al., 2015, 2020), no obstante deben 

estudiarse más a fondo las posibles consecuencias a largo plazo de las alteraciones en la 

expresión de estas vías. 

Como se comentó anteriormente, estudios realizados con ovocitos frescos vs vitrificados 

de diferentes especies indican que el proceso de vitrificación/desvitrificación puede 

disminuir el contenido de ADNmt y afectar el metabolismo de la membrana mitocondrial 

y su capacidad metabólica (Zhao et al., 2011; Amoushahi et al., 2017; Xu et al., 2021). 

Uno de estos estudios (Zhao et al., 2011) analizó el nivel de actividad mitocondrial de 

ovocitos frescos vs ovocitos desvitrificados que se cultivaron durante diferentes 

periodos de tiempo tras la desvitrificación (0, 4 y 8 horas), y concluyó que la actividad 

mitocondrial aumentaba a lo largo de las horas de cultivo tras la desvitrificación pero no 

alcanzaba el nivel de actividad mitocondrial del control fresco.  Por tanto, parece 

demostrado que el proceso de vitrificación afecta la actividad mitocondrial, y que los 

ovocitos y embriones activan mecanismos para intentar alcanzar el estado mitocondrial 

que poseían antes de la vitrificación.  

Según los presentes resultados, en los blastocistos humanos desvitrificados también se 

observa una disminución del contenido de ADNmt por célula debido al proceso de 

vitrificación/desvitrificación. No obstante, el aumento en el contenido de ADNmt que se 

produce a lo largo de las horas de cultivo para restablecer su contenido inicial está 

relacionado con el estrés celular y el crecimiento embrionario, pero no con un aumento 

de la actividad metabólica mitocondrial. Para interpretar estos resultados, por un lado 

hay que tener en cuenta que el proceso de apoptosis (vinculado al estrés celular) está 

relacionado con la pérdida de potencial de membrana mitocondrial (Mei et al., 2015). 

No obstante, esto también podría significar que, en este escenario, el aumento en el 

contenido de ADNmt tenga otro propósito diferente al de simplemente proporcionar 
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energía. De hecho, a pesar de observarse en el objetivo específico 1 una disminución del 

contenido de ADNmt en el blastocisto en comparación con el embrión no bloqueado en 

etapa de división, se ha detectado mediante RNA-seq un aumento de la actividad 

mitocondrial en el blastocisto. Esto indica que la actividad mitocondrial puede ocurrir 

independientemente del nivel de ADNmt. Además, se ha sugerido que son los 

mecanismos transcripcionales y postranscripcionales, en lugar de la dosis del gen, los 

que determinan la expresión del genoma mitocondrial (Wiesner et al., 1992; Reznik et 

al., 2016).  También es posible que el tiempo en cultivo in-vitro hasta el análisis de RNA-

seq haya podido enmascarar la sobreexpresión de estas vías, y que estas hayan tenido 

lugar antes de la secuenciación.  

Finalmente, los blastocistos analizados en el presente estudio son aneuploides. Los 

blastocistos aneuploides, en comparación con los blastocistos euploides, demuestran 

una sobreexpresión génica vinculada a la función de la membrana mitocondrial, que 

afecta a proteínas como la ATP sintetasa, la subunidad 6C del citocromo o los complejos 

RAGULATOR. También demuestran una infraexpresión del gen MT-ND5, que 

proporciona instrucciones para producir NADH deshidrogenasa 5 (complejo I) (Groff et 

al., 2019), pudiendo inducir alteraciones en el perfil metabólico y quizás afectar las 

respuestas a la vitrificación. Por lo tanto, no está claro cómo se verían afectados los 

resultados con blastocistos euploides.  

 

Por otro lado, se observa que los embriones bloqueados en etapa de división 

demostraron una sobreexpresión de vías compatibles con la producción de ATP y con 

apoptosis relacionada con mitocondrias en comparación con los embriones no 

bloqueados en etapa de división.  

Por tanto, los embriones bloqueados en etapa de división exceden el nivel de actividad 

mitocondrial de su control no bloqueado, y se plantea que esto pueda ocurrir 

potencialmente como mecanismo para continuar su desarrollo. Puede que el aumento 

abrupto en el contenido de ADNmt por célula en embriones bloqueados esté 

relacionado con un estado de estrés celular irreversible (una respuesta de estrés menos 

controlada) en un intento fallido de continuar el desarrollo, mientras que los blastocistos 

desvitrificados, que son capaces de continuar el desarrollo, pueden tener una regulación 
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mitocondrial más eficiente. De hecho, tal y como se comentó al inicio de esta sección, 

los embriones antes de la activación génica tienen menos capacidad de respuesta al 

estrés ambiental. Además, analizando el PCA en ambos tipos de estrés, se observa que 

los embriones bloqueados tienen una entidad completamente diferente a la de su 

control no bloqueado, mientras que las diferencias de expresión entre blastocistos 

cultivados y no cultivados tras la desvitrificación son menores. Por otro lado, se sabe 

que la exposición aguda al estrés se asocia con un aumento de la actividad de la cadena 

respiratoria en respuesta a la demanda de energía celular. La producción controlada de 

ROS y el inicio de la apoptosis sirven como mecanismos protectores contra el daño 

celular. Sin embargo, la exposición aguda excesiva o prolongada al estrés puede 

provocar una disminución de la producción de ATP y necrosis celular, entre otras 

consecuencias (Manoli et al., 2007). 

Es importante tener en cuenta que en el estudio de RT-PCR los embriones en etapa de 

división no bloqueados estaban vitrificados y los bloqueados se recogieron en fresco. Es 

posible que el contenido de ADNmt en los embriones no bloqueados se viera en parte 

reducido por el proceso de vitrificación tal y como se comentó anteriormente y, por 

tanto, es posible que la diferencia real entre ambos grupos sea un poco menor, aunque 

siga siendo abrupta. No obstante, en el estudio de RNA-seq en el que se observa una 

clara sobreexpresión de la actividad mitocondrial en los embriones bloqueados, ambos 

tipos de especímenes fueron vitrificados y desvitrificados. 

Además, es importante señalar que es más probable que los embriones humanos 

bloqueados en etapa de división sean aneuploides (Márquez et al., 2000; Rubio et al., 

2007; Fragouli et al., 2013; Maurer et al., 2015). Las anomalías cromosómicas también 

pueden conducir a anomalías en el control de los genes nucleares que gobiernan la 

replicación del ADNmt (Wallace, 1999). La propia aneuploidía modula la expresión 

génica desencadenando no solo un efecto cis y trans, sino también respuestas de estrés 

terciario (Starosti et al., 2020). Un estudio de análisis funcional reveló que una variedad 

de vías, como las relacionadas con vacuolas y lisosomas y el metabolismo de la 

membrana también están sobreexpresadas en modelos aneuploides humanos (Stingele 

et al., 2012). De hecho, en comparación con los embriones no bloqueados, se ha 

comprobado que los embriones bloqueados muestran sobreexpresión de algunas de las 
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respuestas anteriores, por ejemplo, de las vías de permeabilización de la membrana 

externa mitocondrial, del transporte y la organización de la membrana mitocondrial o 

de la organización de vesículas. Por tanto, las diferencias en los perfiles de expresión 

génica que se observan pueden deberse, al menos en parte, a la condición de 

aneuploidía de los embriones. Además, el cultivo extendido de los embriones 

bloqueados hasta su recogida para análisis podría influir en la detección del perfil de 

expresión génica y constituiría otra limitación a considerar. De hecho, la ausencia de 

diferencias en la expresión génica relacionadas con la replicación del ADNmt en los 

grupos de comparación en los que se había observado un aumento en el contenido del 

ADNmt, podría deberse a que la sobreexpresión de estos genes ocurriera y dejara de 

detectarse durante el cultivo in-vitro antes de la recogida de las muestras para el análisis 

de RNA-seq. 

Todos estos resultados sugieren que quizás las situaciones que provoquen una alta 

variación del patrón normal de contenido de ADNmt durante el desarrollo embrionario 

in-vitro, pueden ser una condición inusual y estresante. Teniendo en cuenta el papel 

energético de las mitocondrias, este razonamiento estaría de acuerdo con la “hipótesis 

silenciosa” de Henry Leese. Esta hipótesis sostiene que el embrión viable es aquel que 

tiene un consumo energético moderado-bajo porque no necesita utilizar un extra de 

energía para adaptarse al medio ambiente (Leese, 2002). Por tanto, los embriones en 

determinadas condiciones estresantes demandarían más energía en un intento de 

compensar el daño molecular (Leese et al., 2008).   

 

En definitiva, se considera que este es el primer estudio que I) demuestra cómo los 

embriones responden al estrés modulando el contenido de ADNmt durante el período 

preimplantacional; y II) proporciona información sobre la expresión de las vías que 

coinciden con este fenómeno.   

Los resultados que se presentan sirven principalmente para demostrar que el contenido 

de ADNmt puede verse modulado en cuestión de pocas horas en respuesta a factores 

del cultivo in-vitro, pero además arrojan luz sobre otras cuestiones. Por ejemplo, 

podrían abrir una tímida ventana para debatir sobre si algunas de estas vías activadas, 

como el aumento del contenido de ADNmt, la apoptosis, el daño del ADN, el crecimiento 
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de embriones o el desarrollo embrionario intra-uterino, pueden afectar los resultados 

neonatales después de la transferencia de blastocistos vitrificados, generando un mayor 

riesgo de LGA y macrosomía (Ernstad et al., 2019; Elias et al., 2020), así como una 

hipotética predisposición a disfunciones del equilibrio energético y enfermedades 

crónicas en etapas posteriores de la vida (Garcia-Dominguez et al., 2018; Barberet et al., 

2020; Qin et al., 2021).  
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Objetivo específico 3. Identificar la relación existente entre el contenido 
de ADN mitocondrial por célula y la masa y la actividad mitocondrial en 
el blastocisto humano. 
 
 

Propósito 

 

Algunos estudios concuerdan en que un bajo contenido de ADNmt por célula está 

relacionado con una mayor calidad embrionaria y mejores resultados de éxito clínico 

(tabla suplementaria 1), mientras que se ha sugerido una asociación entre un alto 

contenido de ADNmt por célula y estrés metabólico (Diez-Juan et al., 2015). No 

obstante, se desconoce el significado biológico que tienen estos valores de ADNmt por 

célula en el embrión y si son representativos de su estado mitocondrial. 

El propósito de este estudio es describir si existe una relación entre el contenido de 

ADNmt por célula y el número de mitocondrias totales y activas en blastocistos 

humanos, para analizar su nivel de representatividad respecto a estos parámetros. 

Además, se analizarán a nivel de expresión génica las diferencias entre blastocistos con 

contenido de ADNmt por célula alto vs bajo para evaluar si se obtienen resultados que 

apoyen su correlación positiva con el estrés. 

 

Materiales y métodos 

 

Se realizó un estudio de cohorte prospectivo con un total de 47 blastocistos donados a 

investigación de 35 pacientes que fueron tratadas en IVIRMA Global (Valencia, España). 

Todas las participantes proporcionaron su consentimiento informado por escrito. 

 

Estimulación ovárica y obtención y cultivo de especímenes 

 

La estimulación ovárica y la obtención y el cultivo de especímenes se llevo a cabo según 

lo explicado en el apartado “Procedimientos y técnicas”. 
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Cuantificación del contenido de mitocondrias totales y activas por microscopía confocal 

 

Se incluyeron un total de 34 blastocistos aneuploides con datos conocidos de contenido 

de ADNmt por célula antes de la vitrificación. El contenido de ADNmt por célula en los 

blastocistos se determinó mediante NGS antes del estudio, a partir de la biopsia de 

trofoectodermo utilizada para la prueba PGT-A (Igenomix, S.L). 

Como el contenido de ADNmt por célula tiene una distribución no normal (de los Santos 

et al., 2018), se seleccionaron los blastocistos con valores de contenido de ADNmt por 

célula por encima (alto contenido) y por debajo (bajo contenido) de la mediana de los 

datos de toda la población de estudio de la presente tesis (mediana = 32,14).  

Aproximadamente la mitad de los datos de alto contenido de ADNmt por célula estaban 

por encima del tercer cuartil, mientras que aproximadamente la mitad de los datos de 

bajo contenido de ADNmt por célula estaban por debajo del percentil 25. 

  

Los blastocistos se desvitrificaron, se tiñeron y se analizaron tras un total aproximado 

de 6 horas de cultivo, tal y como se explica en el apartado “Procedimientos y técnicas”.  

Para cuantificar la masa y la actividad mitocondrial, las muestras se analizaron mediante 

microscopía confocal tal y como se explica en el apartado “Procedimientos y técnicas”. 

Se analizaron 12 blastocistos con la metodología de fluorescencia fija y 22 blastocistos 

con la metodología de valores de ganancia de fotomultiplicador fijos.  

  

Perfil de expresión génica: construcción de librerías y RNA-seq 

 

Para esta aproximación, se analizaron 6 blastocistos aneuploides con información 

conocida del contenido de ADNmt por célula antes de la vitrificación. De estos 

blastocistos, 3 tenían valores altos de contenido de ADNmt por célula y 3 tenían valores 

bajos de contenido de ADNmt por célula. Estos valores se seleccionaron por estar por 

encima y por debajo de los datos de la población de estudio de la presente tesis 

(mediana = 32,14). 

Estos 6 blastocistos forman parte de los blastocistos analizados por RNA-seq en el 

objetivo específico 2, por lo que están cultivados durante distinto número de horas tras 
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la desvitrificación. Fueron seleccionados por ser los de mayor y menor contenido de 

ADNmt por célula independientemente de su tiempo de cultivo tras la desvitrificación.  

Por tanto, el análisis comparativo se realizó teniendo en cuenta esta característica. Para 

ello, se realizó un subanálisis comparativo de la expresión génica en blastocistos del 

objetivo específico 2 con contenido de ADNmt por célula alto vs bajo, separándolos en 

grupos según sus tiempos de cultivo tras la desvitrificación (0 y 4-5 horas), con la 

intención de comprobar si esta característica influía en los resultados.  

Por lo tanto, el análisis de expresión génica diferencial se realizó para 3 comparaciones: 

 

1) Blastocistos con alto contenido de ADNmt por célula (N= 3, valores de contenido de 

ADNmt por célula= 51,51; 54,04 y 59,12) vs blastocistos con bajo contenido de ADNmt 

por célula (N=3, valores de contenido de ADNmt por célula= 25,00; 25,32 y 26,04), 

independientemente de las horas de cultivo in-vitro tras la desvitrificación. 

 

2) Blastocistos con alto contenido de ADNmt por célula (N=2, valores de contenido de 

ADNmt por célula= 34,7 y 54,04) vs blastocistos con bajo contenido de ADNmt por célula 

(N=4, valores de contenido de ADNmt por célula= 26,55; 26,04; 25,32 y 27,53), 

cultivados durante 0 horas tras la desvitrificación. 

 

3) Blastocistos con alto contenido de ADNmt por célula (N=3, valores de contenido de 

ADNmt por célula= 59,12; 39,68 y 51,51) vs blastocistos con bajo contenido de ADNmt 

por célula (N=4, valores de contenido de ADNmt por célula= 30,91; 27,2; 31,88 y 25), 

cultivados durante 4-5 horas tras la desvitrificación.  

 

Más de la mitad de los datos de alto contenido de ADNmt por célula estaban por encima 

del percentil 90, lo que constituiría unos valores extremos de contenido de ADNmt por 

célula. La mayoría de los datos de bajo contenido de ADNmt por célula estaban entre el 

primer y el segundo cuartil. 

 

Todos los blastocistos se desvitrificaron, se incluyeron completos de forma individual en 

tubos de PCR con 2 μl de tampón de reacción 10X del kit SMART-Seq v4 Ultra Low Input 

RNA Kit for Sequencing y se conservaron a -80 ° C hasta su preparación para el análisis. 
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El paso de ARNm a ADNc y la creación de librerías se realizaron según lo explicado en el 

apartado “Procedimientos y técnicas”. 

Se secuenció un promedio de 33.489.036 lecturas por muestra y alrededor del 87,12 % 

se mapearon con éxito. Los recuentos brutos se utilizaron directamente para el análisis 

de la expresión diferencial de genes. 

 

Validación de RNA-seq 

 

Para corroborar los resultados del análisis de RNA-seq, las muestras de cDNA del primer 

grupo de comparación se analizaron mediante RT-PCR en un sistema StepOnePlus con 

Power-Up SYBR green para determinar los niveles de expresión de dos genes (las 

descripciones de los primers se proporcionan en la tabla suplementaria 7). 

Estos genes se seleccionaron entre los principales genes diferencialmente expresados 

en función de su importancia y su inclusión dentro de funciones significativamente 

enriquecidas. Se sobreexpresaron o infraexpresaron en los blastocistos con alto 

contenido de ADNmt por célula independientemente de las horas de cultivo tras la 

desvitrificación: Proteína de dedo de zinc 1, dominio PR (PRDM1; fold change= 2,87; P < 

0,05) e Isocitrato deshidrogenasa mitocondrial (IDH2; fold change= -2,20; P < 0,05). 

Estos genes están relacionados con la respuesta inmune (PRDM1) y el metabolismo 

energético (IDH2). 

Los niveles de expresión génica se normalizaron para el gen housekeeping GAPDH y se 

cuantificaron mediante el método ΔΔCt. Posteriormente, el fold change se calculó como 

la expresión génica normalizada (2∧ (–ΔCt)) en cada muestra dividida por la expresión 

génica normalizada (2∧ (–ΔCt)) en una muestra de referencia aleatoria. 

 

Análisis estadístico 

 

Se aplicó la prueba de Shapiro (Shapiro and Wilk, 1965; Royston, 1982) para evaluar si 

los datos de microscopia confocal tenían una distribución normal.   

Se utilizaron estudios de correlación y t-test para analizar los datos.  

Los resultados se consideraron estadísticamente significativos cuando el P-valor era 

menor de 0,05.  
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La distribución de datos determinada por la prueba de Shapiro dio como resultado una 

distribución normal (P > 0,05).  

Para el análisis de RNA-seq, se realizaron estudios de correlación, análisis de PCA y 

análisis de expresión génica diferencial utilizando el paquete DESeq2. Los análisis de 

expresión génica diferencial se realizaron utilizando la prueba paramétrica de Wald con 

corrección de prueba múltiple de Benjamini-Hochberg (padj). Los genes con un padj de 

< 0,01 y un fold change de log2 de ± 2 se consideraron diferencialmente expresados de 

forma significativa. El algoritmo fgsea se utilizó para el análisis de enriquecimiento 

funcional con las categorías de KEGG y de GO (procesos biológicos). Los datos de la 

validación se analizaron mediante t-test. 

 

Resultados 

 

Análisis de correlación entre el contenido de ADNmt por célula y el contenido de 

mitocondrias totales y activas por microscopía confocal 

 

Con la metodología de fluorescencia fija, no se observa una correlación significativa (P > 

0,05) entre el contenido de ADNmt por célula y el contenido de mitocondrias totales y 

activas en los blastocistos (figura 37A). Al agrupar a los blastocistos según tengan un 

contenido de ADNmt por célula alto o bajo, tampoco se observan diferencias 

significativas (P > 0,05) con respecto al contenido mitocondrial total y activo (figura 37B).  
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Figura 37. Metodología de fluorescencia fija. A) Análisis de correlación entre el contenido de 

ADNmt por célula y el contenido de mitocondrias totales y activas. B) Análisis de diferencias en 

el contenido de mitocondrias totales y activas entre blastocistos con contenido de ADNmt por 

célula alto y bajo.  

* Edad en años. 

**Promedio del contenido alto de ADNmt por célula= 34,28; Promedio del contenido bajo de 

ADNmt por célula= 22,41. 

 

 

El mismo resultado se observa con la metodología de valores de ganancia de 

fotomultiplicador fijos. No se aprecia una correlación significativa entre el contenido de 

ADNmt por célula y el contenido de mitocondrias totales y activas (P > 0,05; figura 38A), 

ni tampoco diferencias al agrupar a los blastocistos según si su contenido de ADNmt por 

célula es alto o bajo (P > 0,05; figura 38B). 
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Figura 38. Metodología de valores de ganancia del fotomultiplicador fijos. A) Análisis de 

correlación entre el contenido de ADNmt por célula y el contenido de mitocondrias totales y 

activas. B) Análisis de diferencias en el contenido de mitocondrias totales y activas entre 

blastocistos con contenido de ADNmt por célula alto y bajo.  

* Edad en años. 

**Promedio del contenido alto de ADNmt por célula= 42,18; Promedio del contenido bajo de 

ADNmt por célula= 26,44. 

*** La intensidad de fluorescencia se mide en valores medios de gris. 
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Análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para blastocistos con contenido de 

ADNmt alto vs bajo 

 

Se realizó un análisis de enriquecimiento funcional para identificar vías sobre- o infra- 

expresadas significativamente (P < 0,05) entre los grupos de blastocistos con contenido 

de ADNmt por célula alto vs bajo independientemente de las horas de cultivo tras la 

desvitrificación (tabla suplementaria 8). En términos generales, casi no se observan 

diferencias en la expresión génica entre los grupos, aunque el PCA indica cierto grado 

de separación (figura 39).  

 

 

                      PCA                                               MA plot                                        Volcano plot 

 
 

 

 

Figura 39. PCA, MA plot y Volcano plot para la comparación de blastocistos con contenido de 

ADNmt por célula alto vs bajo independientemente de las horas de cultivo tras la 

desvitrificación. 

 

Con las categorías de GO y de KEGG no se observan diferencias significativas (P > 0,05) 

en términos de producción mitocondrial de energía entre ambos grupos, a pesar de 

encontrarse sobreexpresión (P < 0,05) de la expresión génica mitocondrial en 

blastocistos con valores altos de contenido de ADNmt por célula. No obstante, se 

observan vías de estrés celular, como la detención del ciclo celular, la transcripción de 

ADN en respuesta al estrés, la respuesta al estrés del RE, la regulación de la apoptosis o 

la transducción de señales en respuesta al daño del ADN y mediadas por el regulador 

Alto contenido de ADNmt por célula  
 
Bajo contenido de ADNmt por célula  
 



 

120 

p53, sobreexpresadas (P < 0,05) en blastocistos con valores de contenido de ADNmt por 

célula más altos. 

Además, se observa una infraexpresión (P < 0,05) de rutas relacionadas con el 

ensamblaje de uniones celulares en blastocistos con alto contenido de ADNmt por célula 

(figura 40 y figura suplementaria 8).  

 

 
Figura 40. Análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparación de 

blastocistos con contenido de ADNmt por célula alto vs bajo independientemente de las horas 

de cultivo tras la desvitrificación. Las barras representan la puntuación de enriquecimiento 

normalizada (NES) para las categorías de GO significativas (P < 0,05) de interés. 

* Las barras azules indican sobreexpresión en blastocistos con contenido de ADNmt por célula 

alto; las barras naranjas indican infraexpresión en blastocistos con contenido de ADNmt por 

célula alto. 
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Tras analizar las rutas metabólicas diferencialmente expresadas entre blastocistos con 

contenido de ADNmt por célula alto y con contenido de ADNmt por célula bajo teniendo 

en cuenta las horas de cultivo tras la desvitrificación, se obtienen resultados similares. 

No se observan diferencias en la expresión de rutas relacionadas con la producción de 

energía entre blastocistos con alto y bajo contenido de ADNmt por célula ni a las 0 horas 

de cultivo tras la desvitrificación ni a las 4-5 horas de cultivo tras la desvitrificación. Por 

otro lado, en ambas condiciones se observa que los blastocistos con alto contenido de 

ADNmt antes de la vitrificación sobreexpresan (P < 0,05) rutas de estrés celular en 

comparación con los de bajo contenido. No obstante, parece que el nivel de 

sobreexpresión de estas rutas relacionadas con estrés se da en menor medida a las 4-5 

horas tras la desvitrificación en comparación con los blastocistos cultivados durante 0 

horas tras la desvitrificación (figuras suplementarias 9, 10 y 11 y tabla suplementaria 9). 

 

Validación de RNA-seq 

 

Para validar los resultados de RNA-seq, los genes seleccionados (PRDM1 e IDH2) se 

analizaron mediante RT-PCR a partir de las mismas muestras de ADNc de la primera 

comparación de estudio de RNA-seq (blastocistos con contenido de ADNmt por célula 

alto vs bajo independientemente de las horas de cultivo tras la desvitrificación). Los 

resultados de RT-PCR corroboran la expresión génica diferencial observada por RNA-seq 

(figura 41), aunque las diferencias en la expresión génica no son estadísticamente 

significativas por RT-PCR debido a la alta variabilidad entre muestras. 
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Figura 41. Validación de los datos de secuenciación de RNA-seq. Niveles de expresión de genes 

relacionados con la respuesta inmune (PRDM1) y el metabolismo energético (IDH2) en 

blastocistos con contenido de ADNmt por célula alto vs bajo independientemente de las horas 

de cultivo tras la desvitrificación. Los genes se validaron mediante RT-PCR, se cuantificaron 

mediante el método ΔΔCt y se expresaron como fold change. 

*Eje Y para IDH2 en escala logarítmica. 
 

 

 

Discusión de resultados  

 

El papel fundamental de las mitocondrias en el desarrollo embrionario ha provocado 

que muchos grupos de investigación centren sus esfuerzos en el estudio del contenido 

de ADNmt por célula como marcador mitocondrial de la competencia embrionaria. 

Mientras que algunos grupos argumentan que un alto contenido de ADNmt por célula 

está relacionado con una mala calidad embrionaria, la aneuploidía y la ausencia de 

implantación evolutiva, otros observan resultados contrastantes o ningún efecto (tabla 

suplementaria 1). Esto puede deberse a inconsistencias en la cuantificación del ADNmt 



 

123 

entre laboratorios, a la falta de evidencia sobre la relación entre el ADNmt y el estado 

mitocondrial, y/o al significado fisiológico desconocido del ADNmt en el embrión antes 

de la implantación. 

De hecho, no está claro si existe una correlación necesaria entre el número de copias de 

ADNmt y el número de mitocondrias totales y activas en una célula. Estudios anteriores 

han revelado que existe una baja correlación entre el contenido de ADNmt y la masa 

mitocondrial, además de poca información sobre la relación entre el contenido de 

ADNmt y la actividad mitocondrial (Wiesner et al., 1992; Wang et al., 1999; Lee et al., 

2000; Jeng et al., 2008; Larsen et al., 2012; Reznik et al., 2016; Guo et al., 2017; Ricchetti, 

2018; Herbers et al., 2019; Mei et al., 2020). Esto sugiere que el contenido de ADNmt 

por célula no es necesariamente un marcador de estos parámetros.  

Los diferentes tipos de celulares tienen unos requisitos fisiológicos específicos que 

afectan la producción de energía y el metabolismo (Herbers et al., 2019). Por tanto, el 

número de copias de ADNmt por mitocondria puede variar según el tipo de célula y 

depende directamente de los eventos de fusión y fisión que ocurren en las mitocondrias 

(Twig et al., 2008; Westermann, 2012; Wallace and Chalkia, 2013; Fazzini et al., 2018). 

Un número menor de mitocondrias puede contener tantas copias de ADNmt como una 

masa mitocondrial más grande. Por ejemplo, se ha observado que la expresión de TFAM 

regula directamente el contenido de ADNmt sin afectar la masa mitocondrial (Larsen et 

al., 2012; Ricchetti, 2018). Lo mismo ocurre con la actividad mitocondrial; aunque hay 

estudios que afirman que el contenido de ADNmt por célula es un marcador prometedor 

de la función mitocondrial en ciertos tipos de células, no está del todo claro (Wang et 

al., 1999; Lee et al., 2000; Jeng et al., 2008; Reznik et al., 2016; Guo et al., 2017; Herbers 

et al., 2019). La expresión del genoma mitocondrial puede equilibrar las proporciones 

alteradas de ADNmt por mitocondria mencionadas anteriormente (Ricchetti, 2018) y, 

por lo tanto, el contenido de ADNmt por célula no se correlaciona necesariamente con 

la actividad mitocondrial en algunos tejidos. De hecho, algunos estudios sugieren que 

los mecanismos transcripcionales y postranscripcionales, en lugar de la dosis del gen, 

determinan hasta qué punto se expresa el genoma mitocondrial (Wiesner et al., 1992; 

Reznik et al., 2016). 

Por otro lado, las mitocondrias que producen ATP de forma activa pueden sufrir una 

disipación continua del potencial de membrana, dando lugar a una condición media de 
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baja polarización en lugar de en una condición media de alta polarización (Van Blerkom, 

2004).  

Todos estos factores hacen que sea difícil estudiar con precisión la correlación entre el 

contenido de ADNmt y la masa y la actividad mitocondrial. 

 

En el presente estudio se ha intentado identificar la relación entre el contenido de 

ADNmt por célula y el contenido de mitocondrias totales y activas en blastocistos, 

además de analizar la expresión de las vías relacionadas con valores altos de contenido 

de ADNmt por célula. Con ello, se ha pretendido ahondar en las causas que han 

provocado la pérdida de confianza en el uso del contenido de ADNmt por célula como 

indicador de competencia embrionaria. 

Se ha descubierto que los valores de contenido de ADNmt por célula no están 

relacionados con el número de mitocondrias totales y activas, sino que están 

relacionados con vías de estrés celular.  

Específicamente, no se observa ningún tipo de correlación entre el contenido de ADNmt 

por célula y el contenido de mitocondrias totales y activas con la aproximación de 

microscopia confocal. Estos resultados están reforzados por la ausencia de diferencias 

de expresión de rutas metabólicas mitocondriales entre blastocistos de alto y bajo 

contenido de ADNmt por célula. 

Merece la pena destacar el hecho de que no se observen diferencias en rutas 

mitocondriales de producción energética entre blastocistos con alto y bajo contenido de 

ADNmt por célula a pesar de existir una sobreexpresión de la expresión génica 

mitocondrial en blastocistos con valores altos de contenido. Estos resultados refuerzan 

la hipótesis de que el incremento del contenido de ADNmt, observado en situaciones 

como la recuperación del proceso de vitrificación/desvitrificación, pueda tener a veces 

un propósito diferente al de simplemente proporcionar energía (Objetivo específico 2). 

 

No obstante, se observan vías sobreexpresadas, como las relacionadas con el estrés del 

RE, la transcripción de ADN en respuesta a estrés, la detención del ciclo celular, la 

regulación de la apoptosis o la transducción de señales por el regulador P53, en 

blastocistos con un alto contenido de ADNmt por célula (Ljungman, 2000; Liebermann 
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and Hoffman, 2008; Fimia and Piacentini, 2009; Simmons et al., 2009; Fulda et al., 2010; 

Muralidharan and Mandrekar, 2013; Chircop and Speidel, 2014).  

 

Además, las evidencias indican que los resultados no parecen estar afectados por el 

tiempo en cultivo in-vitro tras la desvitrificación y además apuntan a que los blastocistos 

que parten con un mayor contenido de ADNmt por célula podrían ser más susceptibles 

al estrés causado por el proceso de vitrificación/desvitrificación. 

 

También se ha identificado una sobreexpresión de vías relacionadas con las respuestas 

a sustancias tóxicas y niveles de oxígeno y nutrientes, en blastocistos con altos valores 

de contenido de ADNmt por célula. Esto puede indicar que existe una respuesta 

alternativa del blastocisto a las moléculas tóxicas utilizadas como crioprotectores, y 

puede resaltar la importancia de mantener muy buenas condiciones de cultivo 

embrionario (Hosseini et al., 2009; Salzano et al., 2014; Hara et al., 2018; Wang et al., 

2018b; Truong and Gardner, 2020). A pesar de que el DMSO y el etilenglicol se utilizan 

en concentraciones más bajas para optimizar la eficacia y disminuir los efectos tóxicos 

durante la vitrificación (Kasai and Mukaida, 2004; Javed et al., 2011), ciertos embriones 

pueden ser más susceptibles a estos agentes (Kasai and Mukaida, 2004; Best, 2015; Kang 

et al., 2017, 2020; Yurchuk et al., 2018; Raju et al., 2021). 

 

También hay que señalar que casi todos los datos de alto contenido de ADNmt por célula 

de ambos experimentos (microscopía confocal y RNA-seq) estaban por encima del tercer 

cuartil. Esto constituiría unos valores muy altos de contenido de ADNmt por célula, en 

comparación con los datos de bajo contenido de ADNmt por célula que estaban 

alrededor del primer cuartil. El estrés celular asociado a valores de contenido de ADNmt 

por célula muy elevados podría estar en línea con el mal pronóstico percibido por 

algunos grupos de investigación en cuanto a viabilidad e implantación embrionaria 

(tabla suplementaria 1). El contenido de ADNmt en embriones humanos puede ser muy 

dinámico, y se ha comprobado que los embriones pueden modularlo durante el cultivo 

in-vitro en respuesta a una variedad de estímulos dentro de un cierto "rango fisiológico". 

Dentro de esta premisa, solo los blastocistos con valores extremos de contenido de 

ADNmt por célula probablemente tendrían poco éxito. No obstante, hay que tener en 
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cuenta que también existe un umbral mínimo de contenido de ADNmt para que se 

produzca un correcto desarrollo embrionario (Jing et al., 2019). 

Por otro lado, es importante tener en cuenta que los blastocistos analizados son 

aneuploides. Los blastocistos aneuploides, en comparación con los blastocistos 

euploides, demuestran una sobreexpresión de la expresión génica vinculada a la función 

de la membrana mitocondrial, que afecta proteínas como la ATP sintetasa y la subunidad 

del citocromo 6C (Groff et al., 2019) por lo tanto, el estado de aneuploidía podría influir 

en cierta parte en el análisis de RNA-seq. 

Finalmente, puede que parte de la falta de correlación que se observa entre las 

cantidades del genoma mitocondrial y el número real de mitocondrias se deba a la 

presencia de eventos de fusión y fisión mitocondrial que ocurren constantemente (en 

cuestión de minutos) en las células y en respuesta a procesos estresantes (Twig et al., 

2008; Meyer et al., 2017). De hecho, aunque no se observan diferencias entre los dos 

grupos en cuanto a biogénesis mitocondrial o vías de replicación del ADN, el análisis de 

expresión génica muestra una sobreexpresión de la vía de fisión de orgánulos en 

blastocistos que contienen valores altos de contenido de ADNmt por célula. Además, 

esta falta de correlación puede deberse también a una distribución aleatoria del 

contenido de ADNmt y/o del estado mitocondrial (unidades totales y activas) a lo largo 

de un mismo trofoectodermo. 

 

En conclusión, aunque los valores de contenido de ADNmt por célula no se correlacionan 

con la masa mitocondrial ni con el estado metabólico del trofoblasto, se ha demostrado 

una relación entre altos valores de contenido de ADNmt por célula y el estrés. Este 

hallazgo puede ser útil para comprender mejor el impacto del contenido de ADNmt en 

los blastocistos y para evaluar el uso potencial de estos valores como un indicador 

adicional para la priorización de la transferencia, al menos cuando se observan valores 

de contenido muy altos del mismo. 
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Epílogo 

III 

 
 
Consecución de objetivos y relevancia científica 
 
Gracias a la presente tesis doctoral se ha podido dar respuesta a numerosos aspectos 

cuestionados por la comunidad científica con respecto al contenido mitocondrial en el 

embrión humano. 

El objetivo principal de la presente tesis doctoral era analizar el contenido y el estado 

mitocondrial en el embrión humano para esclarecer las causas que explican la falta de 

consenso sobre el uso del contenido de ADNmt del blastocisto humano como marcador 

de competencia embrionaria. 

Para ello, se establecieron tres objetivos específicos con el fin de abordar el análisis 

mitocondrial mediante distintas aproximaciones. 

A continuación, se enumera y se describe la consecución de los distintos objetivos del 

estudio: 

 

Objetivo específico 1. Caracterizar el contenido y el patrón de distribución del ADN 

mitocondrial durante el desarrollo embrionario humano preimplantacional: por un lado, 

no existían suficientes datos acerca del contenido de ADNmt durante el desarrollo 

embrionario humano in-vitro. A lo largo de este primer objetivo se ha descrito el análisis 

del contenido total y por célula de ADNmt en diferentes estadios embrionarios mediante 

RT-PCR. Gracias a esta metodología de cuantificación de ADN se ha podido concluir que 

el contenido de ADNmt en ovocitos MII no descartados es dependiente de la edad 

femenina y varía ampliamente entre donantes y dentro de la misma cohorte de una 

donante. Además, un bajo contenido de ADNmt se relaciona con el FF 

independientemente de la edad materna y del tiempo de cultivo in-vitro.   

Por otro lado, se ha concluido que existe una degradación del contenido total de ADNmt 

por espécimen y una distribución del contenido de ADNmt entre las células del embrión 

a lo largo de las divisiones embrionarias durante el desarrollo embrionario in-vitro, hasta 

la etapa de blastocisto incluida. No obstante, a pesar de ser resultados consistentes con 
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estudios previos (Hashimoto et al., 2017), algunas diferencias encontradas llevan a 

considerar la posibilidad de que factores como la condición de vitrificación o no 

vitrificación de las muestras puedan afectar los resultados.  

Finalmente, con el hallazgo de la falta de influencia de la calidad y el día de desarrollo 

del blastocisto sobre el contenido de ADNmt, se han aportado nuevos resultados sobre 

un asunto que actualmente presenta mucha disparidad de opiniones. 

 

Objetivo específico 2. Describir el contenido de ADN mitocondrial y el estado 

mitocondrial en embriones humanos bajo condiciones de estrés: no existían estudios 

previos que analizaran concretamente el comportamiento del ADNmt durante el cultivo 

in-vitro embrionario previo a la implantación en respuesta a perturbaciones del cultivo 

y situaciones de estrés como son el proceso de vitrificación/desvitrificación y el bloqueo 

embrionario. Para el análisis de este fenómeno se ha realizado una aproximación 

mediante RT-PCR, microscopia confocal y microscopia electrónica. A través de estas 

técnicas, se ha llevado a cabo la cuantificación del contenido de ADNmt, del estado 

redox y del contenido mitocondrial en blastocistos, respectivamente. Además, se ha 

realizado una aproximación de RNA-seq para el análisis de la expresión génica en 

embriones durante el desarrollo in-vitro normal y en embriones que se encontraban 

bajo situación de estrés, como son los blastocistos aneuploides tras el proceso de 

vitrificación/desvitrificación y los embriones bloqueados. Gracias al conjunto de estos 

análisis se han observado varias cuestiones:  

- Por un lado, no existen diferencias significativas en cuanto a rutas de actividad 

mitocondrial entre las primeras etapas de desarrollo embrionario (ovocitos MII vs 

embriones no bloqueados en etapa de división). No es hasta la etapa de blastocisto, 

coincidiendo con el momento de activación metabólica embrionaria, que se observa 

una sobreexpresión de rutas de actividad mitocondrial en comparación con el 

estadio embrionario previo (embriones no bloqueados en etapa de división). 

- Por otro lado, se ha evidenciado que los embriones humanos pueden modular el 

contenido de ADNmt por célula antes de la implantación e incrementarlo en 

cuestión de pocas horas para posiblemente sobrepasar una situación de estrés. 

Específicamente, los blastocistos desvitrificados sufren una disminución del 

contenido de ADNmt con respecto a su contenido previo a la vitrificación. Este valor 
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va aumentando a lo largo de las horas de cultivo hasta llegar a sobrepasar el nivel 

previo a la vitrificación, para finalmente volver a disminuir y restablecer el contenido 

que poseía inicialmente. Analizando este evento a través del análisis de la ratio 

redox, el recuento mitocondrial y la expresión génica, se observan diferentes 

cuestiones: por un lado, no se observó un consecuente aumento o disminución del 

metabolismo mitocondrial ni del recuento de mitocondrias en blastocistos 

cultivados varias horas tras la desvitrificación (con aumento del contenido de 

ADNmt) en comparación con blastocistos recién desvitrificados. Finalmente, se 

determinó que no existen diferencias significativas en cuanto a rutas de actividad 

mitocondrial, pero sí una sobreexpresión de vías de estrés celular y de desarrollo 

embrionario en blastocistos cultivados varias horas tras la desvitrificación en 

comparación con blastocistos recién desvitrificados. Por tanto, parece que este 

incremento de ADNmt ocurre para que se de una recuperación embrionaria, aunque 

quizá a través de mecanismos distintos al de producción de energía. 

- Contrariamente, en otro tipo de situación de estrés embrionario como son los 

embriones bloqueados que intentan infructuosamente continuar su desarrollo, 

también se observa un incremento de ADNmt por célula, aunque en este caso de 

forma más abrupta y acompañado de una sobreexpresión de la actividad 

mitocondrial en comparación con embriones no bloqueados en la misma etapa de 

desarrollo.  

 

Objetivo específico 3. Identificar la relación existente entre el contenido de ADN 

mitocondrial por célula y la masa y la actividad mitocondrial en el blastocisto humano: 

por último, hasta la fecha no se había abordado la relación que existe entre el contenido 

de ADNmt y el estado mitocondrial general en el embrión humano. A través de 

microscopía confocal y análisis de expresión génica en blastocistos aneuploides con 

datos de contenido de ADNmt por célula conocido, ha sido posible analizar I) si existía 

algún tipo de correlación entre el contenido de ADNmt por célula y el contenido de 

mitocondrias totales y activas en un momento que sería cercano al de la transferencia 

embrionaria y II) si existían diferencias a nivel de expresión génica entre blastocistos de 

alto y bajo contenido de ADNmt por célula. Tal y como se concluye en este objetivo 
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específico, no existe una correlación significativa entre el contenido de ADNmt por 

célula y el contenido de mitocondrias totales y activas en el trofoectodermo. De hecho, 

la aproximación con RNA-seq apoya estos resultados al no encontrarse diferencias 

significativas a nivel de expresión de rutas de actividad mitocondrial entre blastocistos 

de alto y bajo contenido de ADNmt por célula. No obstante, si que se observa una 

sobreexpresión de rutas de estrés celular en los blastocistos con un mayor contenido de 

ADNmt por célula. 

 

Todos estos hallazgos llevan a la conclusión general de que I) el contenido de ADNmt 

puede verse modulado en cuestión de pocas horas en respuesta a factores externos e 

internos antes de la implantación, y que II) a pesar de no encontrarse una utilidad en el 

contenido de ADNmt por célula como marcador del recuento y del estado mitocondrial 

en el blastocisto, existe una importante relación entre los valores altos de contenido de 

ADNmt por célula y el estrés embrionario.  

Estos hallazgos pueden explicar, en parte, la disparidad de opiniones que existen 

respecto al uso del contenido de ADNmt por célula como marcador de competencia 

embrionaria, y pueden ser útiles para establecer la base molecular necesaria que 

respalde, en un futuro, su uso como un indicador adicional para la priorización de la 

transferencia embrionaria. 
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Perspectivas futuras 

El presente estudio, ha arrojado luz sobre diversos aspectos y limitaciones que pueden 

ser causantes de la falta de acuerdo entre investigadores con respecto al uso del ADNmt 

como marcador de competencia embrionaria. Todos estos hallazgos abren nuevos 

caminos hacia la búsqueda de la mejora o de alternativas en su forma de uso. 

Por un lado, sería recomendable establecer un consenso entre laboratorios en cuanto a 

la forma de cuantificación del ADNmt, ya que la normalización de su forma de medición 

eliminaría muchos problemas a la hora de comparar resultados entre investigadores. 

Pero, además, la capacidad de modulación del ADNmt por parte del embrión en cuestión 

de pocas horas hace que el valor de contenido de ADNmt por célula pueda variar 

dependiendo del momento en el que se haga la biopsia embrionaria.   

Por último, la falta de correlación entre el contenido de ADNmt por célula y el contenido 

de mitocondrias totales y activas podría deberse a los numerosos eventos de fusión y 

fisión que ocurren de forma constante y en cuestión de minutos en las células. 

 

Es por ello por lo que sería muy interesante abordar nuevas formas de cuantificación del 

ADNmt no invasivas y rápidas en un momento cercano a la transferencia embrionaria. 

De esta forma se podría demostrar su eventual asociación con la viabilidad o la 

implantación evolutiva de una manera más fiable. Por tanto, este tipo de aproximación 

tendría sentido en ciclos en fresco, ya que es el tipo de ciclo en el que se podría hacer 

una selección embrionaria en un momento cercano a la transferencia. Por ejemplo, 

existen resultados prometedores en cuanto a la obtención de ADN nuclear y 

mitocondrial a partir de muestras de blastocele o de medio de cultivo. Esta técnica 

eliminaría muchos inconvenientes al ser prácticamente no invasiva y su optimización 

podría permitir obtener resultados rápidos (Hammond et al., 2016). 

 

Por último, y una vez optimizado el proceso de medición del contenido de ADNmt, sería 

de gran importancia profundizar en la relación existente entre los altos valores de 

ADNmt por célula y el estrés celular. El significado biológico del estrés y su relación con 

la mitocondria en el desarrollo embrionario no están aún del todo descifrados. Por 

ejemplo, sería muy interesante estudiar si el incremento de ADNmt por célula y las vías 
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de estrés celular pueden afectar los resultados neonatales después de la transferencia 

de blastocistos vitrificados, generando un mayor riesgo de LGA y macrosomía (Ernstad 

et al., 2019; Elias et al., 2020), así como una posible predisposición a la disfunción del 

balance energético y enfermedades crónicas en etapas posteriores de la vida (Garcia-

Dominguez et al., 2018; Barberet et al., 2020; Qin et al., 2021) 
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Conclusiones 
 
1. El contenido de ADNmt en el ovocito humano es dependiente de la edad femenina 

y varía ampliamente entre los ovocitos de la misma cohorte de una donante y entre 

donantes distintas. 

 

2. El bajo contenido de ADNmt en ovocitos está directamente relacionado con el FF 

humano independientemente de la edad materna y el tiempo de cultivo in-vitro. 

 

3. A lo largo del desarrollo embrionario humano in-vitro hay una degradación del 

contenido de ADNmt total por embrión y una distribución de éste entre las células a 

lo largo de las divisiones. 

 

4. No existen diferencias en el contenido de ADNmt en blastocistos aneuploides 

humanos según su calidad embrionaria o su día de desarrollo cuando la medición se 

hace en el embrión completo. 

 

5. El contenido de ADNmt en el blastocisto humano es capaz de verse modulado y 

sobrepasar sus niveles basales durante situaciones de estrés embrionario como el 

proceso de vitrificación/desvitrificación y el bloqueo embrionario en etapa de 

división. Esta modulación se puede dar en cuestión de pocas horas y puede ocurrir 

como un intento de restablecer el estado previo al estrés embrionario. No obstante, 

esta modulación puede hacer que el momento en el que se mide el contenido de 

ADNmt en el embrión tenga influencia sobre el valor que se obtiene. 

 

6. Este aumento del contenido de ADNmt en situaciones de estrés está acompañado 

de una sobreexpresión de rutas de estrés celular y de un aumento de actividad 

mitocondrial, aunque este último solo se da en la situación de bloqueo embrionario. 

Por lo tanto, el aumento de ADNmt también podría tener implicaciones biológicas 

distintas a la producción de energía.  
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7. El contenido de ADNmt por célula no es representativo del contenido de 

mitocondrias totales ni activas en blastocistos humanos aneuploides. 

 

8. A pesar de que el contenido de ADNmt no está relacionado con la masa ni con la 

actividad mitocondrial, los niveles altos del mismo están relacionados con rutas de 

estrés celular en blastocistos humanos, sugiriendo que pueden ser indicadores de 

estrés embrionario. Se observa que los blastocistos que parten de un nivel de 

contenido de ADNmt por célula más alto son más susceptibles de sufrir estrés tras 

el proceso de vitrificación/desvitrificación en comparación con blastocistos con un 

contenido más bajo.  

 

9. Por tanto, estos hallazgos podrían explicar la falta de consenso que existe en cuanto 

al uso del contenido de ADNmt por célula como marcador de competencia 

embrionaria, y sugieren que quizá su cuantificación en un momento cercano a la 

transferencia embrionaria constituiría un marcador más realista del estado del 

embrión, y podría permitir, en un futuro, la selección de blastocistos en base a su 

nivel de estrés embrionario. 
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Material suplementario 

 

Contribuciones científicas 

 

1. Publicaciones en revistas científicas 

 

“Mitochondrial DNA content decreases during in-vitro human embryo development, 

insights of mtDNA variation in preimplantation embryos donated for research”. Pérez-

Sánchez M, Díez-Juan A, Beltrán D, Mifsud A, Mercader A, Vidal C, Labarta E, Pellicer A, 

Prof, Seli E, de los Santos MJ. Fertility and Sterility Science, Mayo 2020.  

 

“Mitochondrial DNA replication after blastocyst vitrification: A heroic act of survival or 

an alert for the future?”. Pérez-Sánchez M, Díez-Juan A, Quiñonero A, Domínguez F, 

Martín A, Vidal C, Beltrán D, Mifsud A, Mercader A, Pellicer A, Cobo A, de los Santos MJ. 

Human Reproduction, bajo revisión, 2021. 

 

“Does mitochondrial DNA content per cell in blastocysts correlate with mitochondrial 

mass and activity?”. Pérez-Sánchez M, Martín A, Mercader A, Beltrán D, Tejera A, Pellicer 

A, de los Santos MJ. Bajo revisión, 2021. 

 

2. Comunicaciones orales en congresos 

 

“Are human embryos able to modulate mitochondrial DNA (mtDNA) content before 

implantation?”. Pérez-Sánchez M, Díez-Juan A, Vidal C, Castelló D, de los Santos MJ.  

Congreso European Society of Human Reproduction and Embryology (ESHRE), Viena 

(Austria). 23-26 junio, 2019.  

 

“Is mtDNA content assessment an indicator of the amount of mitochondria (total and 

active ones) in the human blastocyst?: A confocal microscopy approach”. Pérez-Sánchez 



 

140 

M, Mercader A, Mifsud A, Beltrán D, Vidal C, Labarta E, Pellicer A, de los Santos MJ. 

Congreso virtual American Society for Reproductive Medicine (ASRM). 17-21 octubre, 

2020. 

 

3. Comunicaciones con póster en congresos 

 

“Total mitochondrial DNA (mtDNA) content decreases along embryo development, 

insights of mtDNA turnover in human preimplantation development”. Pérez-Sánchez M, 

Insúa MF, Díez-Juan A, Mercader A, Bellver J, Escrich L, Pellicer A, de los Santos MJ. 

Congreso IVIRMA, Palma de Mallorca (España). 4-6 abril, 2019. 

 

“Is low mitochondrial DNA (mtDNA) content after fertilization failure due to oocyte 

aging in culture?”. Pérez-Sánchez M, Mercader A, Beltrán D,  

Delgado A, Escrich L, Pellicer A, Vidal C, de los Santos MJ. Congreso ASRM, Filadelfia 

(EEUU). 12-16 octubre, 2019. 

 

“Positive association between the mtDNA content of oocytes from donors and age”. 

Mifsud A, Beltrán D, Pérez-Sánchez M, Díez-Juan A, Labarta E, Galán A, de los Santos MJ. 

Congreso Controversies in preconception, preimplantation and prenatal genetic 

diagnosis (COGEN), París (Francia). 7-9 noviembre, 2019. 

 

“The transcriptional profile of arrested cleavage stage human embryos”. Pérez-Sánchez 

M, Domínguez F, Quiñonero A, Beltrán D, Delgado A, Mercader A, Martín A, Pellicer A, 

de los Santos MJ. Congreso virtual ESHRE. 26 junio- 1 julio, 2021. 

 

“Mitochondrial DNA replication after blastocyst vitrification: a heroic act of survival or 

an alert for the future?”. Pérez-Sánchez M, Martín A, Quiñonero A, Domínguez F, Vidal 

C, Pellicer A, Cobo A, de los Santos MJ. Congreso ASRM, Baltimore (EEUU). 17-20 

octubre, 2021. 

 



 

141 

“Transcriptional profile of stressed human embryos: study of early-stage arrested 

embryos”. Pérez-Sánchez M, Beltrán D, Insua F, Quiñonero A, Domínguez F, Mercader 

A, de los Santos, MJ. Congreso ASRM, Baltimore (EEUU). 17-20 octubre, 2021. 

 

“Mitochondrial DNA content before vitrification (Mitoscore ®) is not a reliable marker of 

mitochondrial mass and activity in the human blastocyst: a confocal and electron 

microscopy approach”. Pérez-Sánchez M, Martín A, de los Santos JM, Nohales M, Cobo 

A, de los Santos MJ. Congreso ASRM, Baltimore (EEUU). 17-20 octubre, 2021. 

 

“Estudio mediante microscopía confocal y electrónica de la representatividad del 

contenido de ADN mitocondrial (ADNmt) respecto a la actividad y a la masa mitocondrial 

en el blastocisto humano post-desvitrificación”. de los Santos JM, Pérez-Sánchez M, 

Martín A, Nohales M, Cobo A, de los Santos MJ. Congreso ASEBIR, Toledo (España). 17-

19 noviembre, 2021. 

 

“El perfil transcripcional de embriones humanos bloqueados en estadio tempranos”. 

Beltrán D, Pérez-Sánchez M, Insua F, Quiñonero A, Domínguez F, Mercader A, de los 

Santos MJ. Congreso ASEBIR, Toledo (España). 17-19 noviembre, 2021. 
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Figuras suplementarias 

 

A 

 

 

B 

 

 

C 

 

 

D 

 

 

E 
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Figura suplementaria 1. Contenido de ADNmt durante el desarrollo embrionario humano según 

la edad materna. A) Correlación entre el contenido de ADNmt y la edad de la donante en ovocitos 

MII donados. B) Correlación entre el contenido de ADNmt por espécimen y la edad materna en 

embriones no bloqueados en etapa de división. C) Correlación entre el contenido de ADNmt por 

célula y la edad materna en embriones no bloqueados en etapa de división. D) Correlación entre 

el contenido de ADNmt por espécimen y la edad materna en blastocistos. E) Correlación entre 

el contenido de ADNmt por célula y la edad materna en blastocistos. 

*Edad en años. 

 
 

 

 

Figura suplementaria 2. Correlación entre el contenido de ADNmt medido por NGS (eje Y en 

el panel superior y eje X en el panel inferior) y por RT-PCR (eje X en el panel superior y eje Y 

en el panel inferior). El panel superior contiene embriones euploides y aneuploides, mientras 

que el panel inferior solo contiene embriones euploides. 

*R2 en panel superior= 0,75 y R2 en panel inferior= 0,93. 

** Imágenes cedidas por el Dr. Antonio Díez-Juan. 
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Figura suplementaria 3. Análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparación 

de ovocitos MII vs embriones no bloqueados en etapa de división. Las barras representan la 

puntuación de enriquecimiento normalizada (NES) para las categorías de KEGG significativas (P 

< 0,05). 

* Las barras azules indican sobreexpresión en ovocitos MII; las barras naranjas indican 

infraexpresión en ovocitos MII. 
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Figura suplementaria 4. Análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparación 

de embriones no bloqueados en etapa de división vs blastocistos cultivados durante 0 horas tras 

la desvitrificación (after warming, AW). Las barras representan la puntuación de 

enriquecimiento normalizada (NES) para las categorías de KEGG significativas (P < 0,05) de 

interés. 

* Las barras azules indican sobreexpresión en embriones no bloqueados en etapa de división; 

las barras naranjas indican infraexpresión en embriones no bloqueados en etapa de división. 
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Figura suplementaria 5. Análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparación 

de blastocistos cultivados durante 4-5 horas tras la desvitrificación (after warming, AW) vs 

blastocistos cultivados durante 0 horas AW. Las barras representan la puntuación de 

enriquecimiento normalizada (NES) para las categorías de KEGG significativas (P < 0,05).  

* Las barras azules indican sobreexpresión en blastocistos cultivados durante 4-5 horas AW; las 

barras naranjas indican infraexpresión en blastocistos cultivados durante 4-5 horas AW. 
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Figura suplementaria 6. Análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparación 

de embriones en etapa de división bloqueados vs embriones en etapa de división no bloqueados. 

Las barras representan la puntuación de enriquecimiento normalizada (NES) para las categorías 

de KEGG significativas (P < 0,05) de interés.  

*Las barras azules indican sobreexpresión en embriones bloqueados en etapa de división; las 

barras naranjas indican infraexpresión en embriones bloqueados en etapa de división. 
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Figura suplementaria 7. Análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparación 

de embriones bloqueados en etapa de división vs blastocistos cultivados durante 0 horas tras la 

desvitrificación (after warming, AW). Las barras representan la puntuación de enriquecimiento 

normalizada (NES) para las categorías de KEGG significativas (P < 0,05) de interés.  

* Las barras naranjas indican infraexpresión en embriones bloqueados en etapa de división. 
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Figura suplementaria 8. Análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparación 

de blastocistos con contenido de ADNmt por célula alto vs bajo independientemente de las horas 

de cultivo tras la desvitrificación. Las barras representan la puntuación de enriquecimiento 

normalizada (NES) para las categorías de KEGG significativas (P < 0,05).  

* Las barras azules indican sobreexpresión en los blastocistos de alto contenido de ADNmt por 

célula. 
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B  
 
 

 

 

Figura suplementaria 9. PCA, MA plot y Volcano plot para A) blastocistos cultivados durante 

0 horas tras la desvitrificación: contenido de ADNmt por célula alto vs bajo y B) blastocistos 

cultivados durante 4-5 horas tras la desvitrificación: contenido de ADNmt por célula alto vs 

bajo. 
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Figura suplementaria 10. Análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la 

comparación de blastocistos con contenido de ADNmt por célula alto vs bajo cultivados durante 

0 horas tras la desvitrificación (after warming, AW). Las barras representan la puntuación de 

enriquecimiento normalizada (NES) para A) las categorías de GO significativas (P < 0,05) de 

interés y B) para las categorías de KEGG significativas (P < 0,05). 

* Las barras azules indican sobreexpresión en blastocistos con alto contenido de ADNmt por 

célula; las barras naranjas indican infraexpresión en blastocistos con alto contenido de ADNmt 

por célula. 

 
 
 

 

 
 

Figura suplementaria 11. Análisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la 

comparación de blastocistos con contenido de ADNmt por célula alto vs bajo cultivados durante 

4-5 horas tras la desvitrificación (after warming, AW). Las barras representan la puntuación de 

enriquecimiento normalizada (NES) para las categorías de GO significativas (P < 0,05) de interés. 

No existen categorías de KEGG significativas para esta comparación. 

* Las barras azules indican sobreexpresión en blastocistos con alto contenido de ADNmt por 

célula; las barras naranjas indican infraexpresión en blastocistos con alto contenido de ADNmt 

por célula. 
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Tablas suplementarias 

 

 

Estudio Día de 
biopsia 

Edad 
materna 

Calidad 
blastocisto 

Estado 
ploidía 

Tasa de 
Implantación 

Tan et al, 
Giga Science 

2014 
No evaluado No evaluado No evaluado Mayor en 

aneuploides No evaluado 

Diez-Juan A 
et al, Fertil 
Steril 2015 

No evaluado No efecto 
Mayor en 

baja calidad 
(tendencia) 

No evaluado Menor en 
implantados 

Fragouli E et 
al, PloS 

Genetics 
2015 

No evaluado 
Depende 
estadio 

embrionario 
No evaluado Mayor en 

aneuploides 
Menor en 

implantados 

Fragouli E et 
al, Human 

Reprod 2017 
No evaluado 

Mayor en 
edad 

avanzada 
No evaluado No evaluado Menor en 

implantados 

Victor AR et 
al, Fertil 

Steril 2017  
No evaluado No efecto No evaluado No efecto No efecto 

Ravichandran 
K et al, 
Human 

Reprod 2017 

No efecto 
Mayor en 

edad 
avanzada 

No efecto No evaluado Menor en 
implantados 

Treff NR et al, 
Human 

Reprod 2017 

Menor en 
día 6 que en 

día 5 

Menor en 
edad 

avanzada 

Mayor en 
baja calidad No evaluado No efecto 

De los Santos 
MJ et al, 

Fertil Steril 
2018 

No evaluado No efecto Mayor en 
baja calidad 

Mayor en 
aneuploides No evaluado 

Klimczak et 
al, JARG 2018 

Menor en 
día 6 que en 

día 5 
No efecto Depende de 

la ploidia 
Mayor en 

aneuploides No efecto 

Ho et al, 
JARG 2018 No evaluado No efecto No efecto Mayor en 

aneuploides No evaluado 

Lledo B et al, 
Hum Reprod 
Open 2018 

Menor en 
día 6 que en 

día 5 

Menor en 
edad 

avanzada 
No efecto No evaluado Menor en 

implantados 

Scott R et al, 
Reprod 

Biomed 2020 

Menor en 
día 6 que en 

día 5 
No efecto No evaluado No evaluado No efecto 

 

 

Tabla suplementaria 1. Comparación de varios estudios sobre el potencial del contenido de 

ADNmt por célula como marcador de diferentes parámetros embrionarios y resultados clínicos. 
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Donantes N= 16 

Promedio de especímenes analizados por donante 2,43 
Promedio de edad ovocito (años) 25,06 
Índice de masa corporal (nº de donantes)  

< 18,5 1 (6,25%) 
18,5-24,9 8 (50%) 
25-29,9 6 (37,5%) 
> 30 1 (6,25%) 
Protocolo de estimulación (nº de donantes)  

Antagonistas 13 (81,25%) 
Sin análogos 3 (18,75%) 
Indicación de tratamiento (nº de donantes)  

Donación de ovocitos 16 (100%) 
 

Pacientes N= 108 
Promedio de especímenes analizados por paciente 2,93 
Promedio de edad ovocito (años) 37,45 
Índice masa corporal (nº de pacientes)  

< 18,5 1 (1,1%) 
18,5-24,9 71 (78,1%) 
25-29,9 30 (33%) 
> 30 6 (6,6%) 
Indeterminado 2 (2,2%) 
Protocolo de estimulación (nº de pacientes)  

Antagonistas 83 (75,45%) 
Agonistas 8 (7,27%) 
Sin análogos 5 (4,54%) 
Mínima estimulación 8 (7,27%) 
Indeterminado 6 (5,45%) 
Ovodonación 13 (11,81%) 
Indicación de tratamiento (nº de pacientes)  

Edad materna 73 (63,36%) 
Factor masculino 9 (8,18%) 
Aborto repetición 5 (4,54%) 
Fallo implantación 5 (4,54%) 
Baja reserva/ baja respuesta 6 (5,45%) 
Combinación de anteriores 12 (10,90%) 

 

 

Tabla suplementaria 2. Características demográficas y clínicas de las pacientes. 
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Marcador N Mínimo Máximo Rango Media Desviación 
estándar 

Error 
estándar 

de la media 

Nonil-naranja 
de acridina 12 1131 1839 707.8 1433 229.5 66.26 

MitoTracker 
Deep Red 12 846.7 1779 932.1 1368 274.3 79.19 

 
 

Tabla suplementaria 3. Estadística descriptiva de la intensidad de fluorescencia ajustada 

manualmente para cada marcador fluorescente con la metodología de fluorescencia fija. Los 

valores mostrados son en términos de valores medios de gris (brillo de píxel). Se observa que el 

error estándar es bajo con respecto a la media. 

 

 

 

Gen  Secuencia 
del primer Referencia comercial 

EHMT2 
Forward TGGAGGCACCCAAGATTGAC 

Invitrogen, EEUU 
Reverse CAGTGGTGTTTGACCATGCG 

SULT1A4 
Forward ACTCTGAAAGACACACCGCC Invitrogen, EEUU 

 Reverse GTGCGCCTTTTCCATACGGT 

ATP5MC1 
Forward CCGCCGGGGCATTATTCATT Invitrogen, EEUU 

 Reverse GGGCAAAGCCAAGAATGGCA 

HAND1 
Forward CTCAGGACCCAAGAAGGAGC Invitrogen, EEUU 

 Reverse CCAGCACGTCCATCAGGTAG 
 

 
Tabla suplementaria 4. Descripción de los primers utilizados para la validación del estudio RNA-

seq del objetivo secundario 2. 
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Grupo de comparación Transcritos diana Genes diferencialmente 
expresados (Padj < 0,05) 

Ovocitos MII vs embriones no 
bloqueados en etapa de división 178.517 12.408 

Embriones no bloqueados en etapa 
de división vs blastocistos 

cultivados durante 0 horas AW 
178.517 12.286 

Blastocistos cultivados durante 4-5 
horas AW vs blastocistos cultivados 

durante 0 horas AW 
178.517 40 

Embriones bloqueados en etapa de 
división vs embriones no 

bloqueados en etapa de división 
178.517 3.279 

Embriones bloqueados en etapa de 
división vs blastocistos cultivados 

durante 0 horas AW 
178.517 1.188 

 
 
Tabla suplementaria 5. Número de transcritos diana y genes diferencialmente expresados para 

los grupos de comparación de RNA-seq del objetivo específico 2. 

* Tras la desvitrificación= after warming, AW. 
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Blastocistos cultivados durante 4-5 horas AW vs blastocistos cultivados durante 0 horas AW 

Genes 
diferencialmente 
expresados (Padj 

< 0,05) 

Identificación 
del gen Biotipo Media bases Log2 Fold 

Change 

MPP5 ENSG00000072415 protein_coding 830 0,770133517 

EPB41L3 ENSG00000082397 protein_coding 192 1,428626632 

SH3BP2 ENSG00000087266 protein_coding 127 -2,141748531 

EIF5 ENSG00000100664 protein_coding 23056 1,154574469 

KNG1 ENSG00000113889 protein_coding 66 -2,100035348 

SNAI1 ENSG00000124216 protein_coding 102 -1,423162088 

PPARG ENSG00000132170 protein_coding 366 1,2889436 

FST ENSG00000134363 protein_coding 71 2,71304941 

GLS2 ENSG00000135423 protein_coding 21 3,065798163 

ALDH1L2 ENSG00000136010 protein_coding 86 -2,44122443 

STXBP1 ENSG00000136854 protein_coding 47 1,721587506 

GOLGA1 ENSG00000136935 protein_coding 426 0,770621521 

FAHD2B ENSG00000144199 protein_coding 221 1,143830639 

MAGEA4 ENSG00000147381 protein_coding 978 -2,605374171 

KCTD14 ENSG00000151364 protein_coding 244 1,79168315 

DDAH1 ENSG00000153904 protein_coding 27 2,115577157 

ITGA2 ENSG00000164171 protein_coding 29 2,188886046 

ARHGAP42 ENSG00000165895 protein_coding 599 0,954977976 

PLIN1 ENSG00000166819 protein_coding 10 3,413539906 

AL159987.1 ENSG00000169164 transcribed_unprocessed_pseudogene 43 -1,651740212 

PYGO1 ENSG00000171016 protein_coding 176 1,185115205 
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NPTX1 ENSG00000171246 protein_coding 760 2,285372793 

KRT19 ENSG00000171345 protein_coding 763 1,516697261 

OR1N1 ENSG00000171505 protein_coding 65 2,533497428 

DYNAP ENSG00000178690 protein_coding 77 -1,262457234 

SIAH2 ENSG00000181788 protein_coding 23 2,221495736 

SERHL2 ENSG00000183569 protein_coding 62 -1,243546636 

MED12 ENSG00000184634 protein_coding 190 -1,274275212 

BLOC1S5 ENSG00000188428 protein_coding 848 0,538809246 

NRAP ENSG00000197893 protein_coding 13 -3,72525101 

EHMT2 ENSG00000204371 protein_coding 112 24,77148638 

TTC25 ENSG00000204815 protein_coding 80 -1,737506166 

NAP1L4 ENSG00000205531 protein_coding 2142 0,714762703 

SULT1A4 ENSG00000213648 protein_coding 186 -2,926756433 

RPL10P6 ENSG00000230076 processed_pseudogene 19 -4,713413776 

RPL10P9 ENSG00000233913 processed_pseudogene 148 -6,937564722 

RAMACL ENSG00000235272 protein_coding 443 -6,666676114 

TSPY10 ENSG00000236424 protein_coding 8 6,298060579 

AK4P1 ENSG00000263535 processed_pseudogene 686 6,123736855 

C2orf15 ENSG00000273045 protein_coding 72 1,807989151 

 

 
Tabla suplementaria 6. Lista de los genes diferencialmente expresados (Padj < 0,05) para la 

comparación de blastocistos cultivados durante 4-5 horas tras la desvitrificación (after warming, 

AW) vs blastocistos cultivados durante 0 horas AW. 
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Gen  Secuencia del primer Referencia comercial 

EHMT2 

Forward TGGAGGCACCCAAGATTGAC 

Invitrogen, EEUU 

Reverse CAGTGGTGTTTGACCATGCG 

SULT1A4 

Forward ACTCTGAAAGACACACCGCC 
Invitrogen, EEUU 

 
Reverse GTGCGCCTTTTCCATACGGT 

 

 

Tabla suplementaria 7. Descripción de los primers utilizados para la validación del estudio RNA-

seq del objetivo específico 3 (blastocistos con contenido de ADNmt por célula alto vs bajo 

independientemente de las horas de cultivo tras la desvitrificación). 

 
 

 

Grupo de comparación Transcritos diana Genes diferencialmente 
expresados (Padj < 0,05) 

Blastocistos con contenido de 
ADNmt por célula alto vs bajo 

independientemente de las horas 
de cultivo AW 

178.517 39 

 

Tabla suplementaria 8. Número de transcritos diana y genes diferencialmente expresados para 

la comparación de blastocistos con contenido de ADNmt por célula alto vs bajo 

independientemente de las horas de cultivo tras la desvitrificación (after warming, AW). 
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Grupo de comparación Transcritos diana Genes diferencialmente 
expresados (Padj < 0,05) 

Blastocistos cultivados durante 0 
horas AW: 

contenido de ADNmt por célula alto 
vs bajo 

178.517 24 

Blastocistos cultivados durante 4-5 
horas AW:  contenido de ADNmt 

por célula alto vs bajo 
178.517 19 

 
 

Tabla suplementaria 9. Número de transcritos diana y genes diferencialmente expresados para 

los grupos de comparación de RNA-seq: “Blastocistos con contenido de ADNmt por célula alto 

vs bajo cultivados durante 0 horas tras la desvitrificación” y “Blastocistos con contenido de 

ADNmt por célula alto vs bajo cultivados durante 4-5 horas tras la desvitrificación”. 

*Tras la desvitrificación= after warming, AW. 
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