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Resumen

El contenido de acido desoxirribonucleico (ADN) mitocondrial (ADNmt) por célula como
marcador de viabilidad embrionaria se propuso como una estrategia muy innovadora
para la priorizacion en la seleccion de embriones humanos en los tratamientos
reproduccion asistida, siendo los embriones con menor contenido mitocondrial por
célula los candidatos a ser transferidos. La hipdtesis de partida se basaba en que dichos
embriones presentarian un estado metabdlico mas apropiado y un menor estrés celular,
los cuales se traducirian en una mayor probabilidad de implantacidn.

La elevada expectacion inicialmente generada alrededor de este marcador, vino
acompafiada de publicaciones con resultados contradictorios en cuanto a su relacion
con distintos parametros de éxito clinico, lo que ha desembocado en una falta de
consenso sobre la relevancia clinica de su uso. Una hipétesis posible, que explique esta
falta de consenso, podria 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 asociacidon entre el
contenido de ADNmt y el contenido y estado de actividad mitocondrial.

El presente trabajo de tesis doctoral trata de profundizar, mediante el analisis del
contenido y del estado mitocondrial en el blastocisto, sobre los aspectos moleculares en
los que se sustenta esta hipdtesis. Este estudio se realizard para determinar si existen
factores que expliquen la disparidad de resultados difundidos sobre este tema.

Para ello, se establecieron tres objetivos especificos con el fin de abordar el analisis

mitocondrial mediante distintas aproximaciones:

Objetivo especifico 1. Caracterizar el contenido y el patron de distribucion del ADN

mitocondrial durante el desarrollo embrionario humano preimplantacional.

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

mitocondrial en embriones humanos bajo condiciones de estrés.

Objetivo especifico 3. Identificar la relacién existente entre el contenido de ADN

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

Vii



Gracias a la consecucidn de estos objetivos se ha llegado a la conclusién de que el
contenido de ADNmt por célula es capaz de verse modulado en cuestion 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 seria
cercano a la transferencia embrionaria. No obstante, se ha demostrado una importante
relacion 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 Utiles para establecer la base molecular necesaria que respalde, en un
futuro, su uso como un indicador adicional para la priorizacién de la transferencia

embrionaria.
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Prélogo

El trabajo de esta tesis doctoral estd dividido en tres partes principales: el prélogo, que
cuenta con la justificacidon y los objetivos del estudio ademds de una introduccion
general sobre la mitocondria y la descripcidn de las técnicas experimentales usadas; una
exposicion de los estudios realizados para alcanzar los objetivos, dividida en tres
objetivos especificos; y un epilogo, en el cual se describen la consecucién de los
diferentes objetivos y la relevancia de los resultados, los nuevos horizontes de
investigacion y las conclusiones finales. Finalmente se incluye al final del documento, un
apartado de contribuciones cientificas, figuras y tablas suplementarias y la lista de

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

Dentro del apartado de estudios, el objetivo especifico 1 se basa en la descripcion del
contenido de ADNmt durante todo el desarrollo embrionario humano in-vitro, desde el
ovocito maduro metafase Il (MIl) hasta la etapa de blastocisto. En este apartado se
profundizara también en la descripcién de la variabilidad en el contenido de ADNmt de
los ovocitos maduros Mll y ovocitos que han tenido fallo de fecundacion (FF), analizando
la influencia de la edad materna y del cultivo in-vitro. Ademas, se analizardn de forma
independiente los blastocistos para evaluar la influencia de la calidad embrionaria o el
dia de desarrollo en el contenido de ADNmt.

En el objetivo especifico 2 se realizara 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 vitrificacion/desvitrificacion, sobre el contenido de ADNmt
y el estado mitocondrial. Para ello, en los dos supuestos, se realizard un estudio con la
técnica de reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) para establecer
la carga de ADNmt, un subandlisis del estado redox con microscopia confocal y del
contenido mitocondrial mediante microscopia electrénica de transmision en
blastocistos en recuperacion tras la desvitrificacion, y un analisis de expresidon génica
mediante secuenciacion de ARN (RNA-Seq) para determinar perfiles de expresién en

general y relacionados con rutas mitocondriales y de estrés celular.



El tercer y ultimo objetivo especifico 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 realizaran aproximaciones con microscopia confocal y RNA-seq
para determinar si el valor de contenido de ADNmt por célula puede estar
correlacionado o no con el nimero de mitocondrias totales y activas, y para analizar las
diferencias a nivel de expresion génica entre embriones de alto y bajo contenido de

ADNmt por célula.

Introduccion: la mitocondria

Descripcion y estructura mitocondrial

La mitocondria es un organulo celular con genoma propio que tuvo su origen, segun
la teoria endosimbidtica, hace mds de 1,5-2 billones de afios debido a la integracién
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 mas exterior a su zona mas 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 vy las diferentes enzimas que
actuan en las reacciones metabdlicas mitocondriales (figura 1) (Van Der Bliek et al.,
2017).

Su membrana externa tiene un papel protector y permite la difusién de pequefas
moléculas e iones, sin embargo, su membrana interna es impermeable a los iones,
son las proteinas 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 organuloimovil que se traslada a regiones especificas dentro
de la célula elinteracciona con distintos organulos celulares como son el reticulo

endoplasmatico (RE) y los ribosomas, ademas de con el nucleo, los microtubulos y
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_e intervienen en procesos como la segregacién cromosdmica, la
citocinesis, la especificacion del linaje o la epigenética (Van Blerkom et al., 2000;
Detmer and Chan, 2007; Lewis et al., 2016; Pernas and Scorrano, 2016; Harvey,
2019).

Espacio intermembrana

Matriz

Crestas

ADN mitocondrial

Membrana interna

Membrana externa

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

Por otro lado, la mitocondria es un orgdnulo muy dindmico, en cuestién 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 especializacién
subcelular. Asimismo, la morfologia de las mitocondrias individuales puede variar segun
el estado metabdlico de la célula gracias a la remodelacidn 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).

Ademads de la fusidn, la fisién y la remodelacidn de crestas, encontramos dentro de la
dindamica mitocondrial la biogénesis y la degradacidon de componentes mitocondriales.

Todos en conjunto regulan procesos como la homeostasis o la remodelacién de volumen
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y forma, ademas de formar parte de la respuesta celular al estrés (Ashrafi and Schwarz,
2013; Pernas and Scorrano, 2016; Meyer et al., 2017).

A continuacidn, se detallan los aspectos mds importantes de la dindmica mitocondrial:

_ es la union de membranas (internas y externas) entre

mitocondrias sanas o mitocondrias sanas con mitocondrias especificas danadas,
ordenada por el citoplasma segun las necesidades celulares (figura 2). En humanos
este proceso se produce gracias a la accidn de guanosina trifosfatasas (GTPasas) en

la membrana mitocondrial interna-proteina de atrofia dptica 1) y externa

(MFN1y MFN2 fmitofusinas 1y 2). La fusion de la membrana interna es dependiente

—(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), [4flsién mitocondrial organiza una red que promueve el metabolismo

_(Meyer et al., 2017; Zhang et al., 2020). Ademas, la fusién mitocondrial
permite el — gracias a la transferencia de -
_(Chappel, 2013; Pernas and Scorrano, 2016).

- _ es una divisién mitocondrial que se impone mediante sefales

citosdlicas y da como resultado mitocondrias hijas asimétricas que adquieren
diferente nimero de copias de ADNmt (figura 2) (Twig et al., 2008; Gottlieb and
Bernstein, 2016; Pernas and Scorrano, 2016). La fisidn mitocondrial no requiere
potencial de membrana y estd mediada por varias proteinas, pero la GTPasa
dinamina relacionada con proteina 1 - parece ser la mas 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 Ios_
(Friedman and Nunnari, 2014; Meyer et al., 2017; Yan et al., 2019; Liu et al., 2020;
Kleele et al., 2021). No obstante, {19 5 Fequiere hecesariamente Ia replicacion del
(ADNmt para la fisién)(Kleele et al., 2021).
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‘eliminacién de mitocondrias disfuncionales por mitofagia, tal y como se explicars
mis adelante. Este destino parece depender de a zona donde se produzca l fisdn.
— Esta disminucion en el potencial de membrana

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

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

‘mitocondrias disfuncionales o con ADNmt mutado y la apoptosis. Ademas, la fision
facilta otros procesos como la distribucién de mitocondrias o argo de I3 clula
la distribucién—(MoIina et al., 2009; Arciuch et al., 2012;

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

2017).

Fusion

Fision

Figura 2. Procesos de fusion y fision esquematizados (elaboracidn propia).
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- Remodelacion de crestas: |las crestas mitocondriales pueden

y—o la apertura de su base. Parece ser que-es la

principal proteina encargada de la remodelacién de esta estructura (Pernas and

Scorrano, 2016). El aumento del nimero de crestas estd asociado con el incremento

de la capacidad metabdlica.

ntermeibranay cestas aligadasy plegadas fpura ). Ademss,
¥ 1a spertura de Ias bases e s crestas regulan  lberacion de moléculas

_Hackenbrock, 1968; Archer, 2013; Chappel, 2013; Kaneko, 2016; Pernas
and Scorrano, 2016).

LOW ENERGY STATE HIGH ENERGY STATE
CONDENSED CONFORMATION ORTHODOX CONFORMATION

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

- Biogénesis mitocondrial: 1a biogénesis mitocondrial se define como el_

(la divisién de las mitocondrias preexistentes) (Jornayvaz and Shulman, 2010). Es un
proceso de control de la masa mitocondrial_

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

a la demanda de energia celular, a la disponibilidad de nutrientes, a las sefiales de

desarrollo, a—(Arciuch et al., 2012; Zhang and Xu, 2016), al
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((ABNn) y/al nivel de expresién génica mitocondrial (Popov, 2020). Por ejemplo, est

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

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

Shulman, 2010).

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

lado, se produce la/feplicacién y/Ia transcripcion del ADNmfgracias auna familia de

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

gamma activado por proliferador de peroxisoma - Estos activadores

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

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

con la ayuda de

factores de traduccion especificos codificados por el nucleo. Finalmente,_

(ensamblan para la generacion de las Auevas mitocondrias) (Gohil and Greenber,

2009; Popov, 2020).

Degradacion de componentes mitocondriales: |la calidad de las mitocondrias se
mantiene mediante los procesos comentados anteriormente y la eliminacién de
componentes o mitocondrias dafiadas.

Dentro de este mecanismo se encuentran tres vias principales: la degradacion de las

mitocondrial mediante_
en la membrana interna; la degradacion de_
(mediante transferenciaalisosomas v por Gtimo(mitofagia) aue implica el marcaje

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

mitocondria completa (dafiada y/ despolarizada) o de (mitocondrias espermaticas

durante la fecundacién dentro de una vesicula de doble membrana denominada
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_ Posteriormente, este autofagosoma se_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 auln desconocida coordinacidon de estos procesos promueve la longevidad y la
resistencia al estrés, mientras que la interrupcidn 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
-(figura 4). Este ADN estd altamente empaquetado en estructuras denominadas
- (de aproximadamente 100 nm de diametro), las cuales estan compuestas por
_ La cadena pesada (hebra H) es rica en el nucledtido guanina y la
cadena ligera (hebra L) es rica en el nucleétido citosina. La hebra H codifica 28 genes y

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

(proteinas de!la cadena  respiratoria mitocondrial (una pequeria parte del total de
proteinas que la componen),—(ARN) ribosomales (12S y 16S), y
(@2ARNS transferentes)(NASS and NASS, 1963; Seli, 2016; Lee and Han, 2017).

El ADNmt contiene una alta densidad génica y—
estrés oxidativo porque no estd asociado con histonas protectoras (Chappel, 2013; Lee

and Han, 2017).

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

tienen un papel protector ademds de un rol en el control del metabolismo mitocondrial
TSRS alaS AeTaRABSICIUIaTe (Alén et al., 2016; Lee and Han, 2017).

El nimero de copias de ADNmt es especifico segln el tipo de tejido. Puede variar desde

(2:10'copias por mitocondria)(xia et al, 2017) y de(100-10.0001copias por célula) (zhane
et al., 2017b). Su vida media documentada varia desde_y parece ser

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

Se replica independientemente del ciclo celular y la replicacién del ADNn, aunque las
proteinas involucradas en la replicacién del ADNmt estan codificadas por ADNn, por lo

que tiene una estrecha comunicacidn con el nucleo. La replicacién y la transcripcion del
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ADNmt se producen a través de la actividad de la polimerasa y mitocondrial - la

((POLRMIT) (Lee and Han, 2017).

O Non-coding region
@ Complex |
@ Complex Il

O Complex IV

O Complex V

@ Ribosomal RNA
B Transfer RNA

ATPase 6
ATPase 8

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

Funciones mitocondriales

La funcién principal de la mitocondria es la produccién de la mayor parte de energia 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 energia en la célula:

La produccidn mitocondrial de energia propiamente dicha se realiza a través del ciclo de

Krebs (figura 5) y la fosforilacién oxidativa, procesos que ocurren en la matrizy en la

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

el citoplasma de la célula (figura 6). Es alli donde se lleva a cabo Ia- en la que

una molécula de

_ (Lunt and Vander Heiden, 2011; Gray et al., 2014).

Acetil-CoA

Oxalacetato Citrato sintetasa
NADH, H*
NAD Malato
Deshidrogenasa
Malato
H.0
Fumarasa Ciclo de Krebs
Fumarato
Succinito
Deshidrogenasa
FADH,
FAD i
Succinato Succinil-CoA a-cetoglutarato
Sintetasa Deshidrogenasa
Succinil-CoA
CoASH + GTP
GDP + Pi

CoASH

Citrato

Aconitasa

Cis-aconitato

Aconitasa

/\

H.,0

Isocitrato

Isocitrato NAD”

Deshidrogenasa
NADH

CO.
a-cetoglutarato

NAD'+ CoASH

NADH, H* + CO:

-iclo de Krebs esquematizado (Robinson and Srere, 1985; Raimundo et al., 2011;

Korla and Mitra, 2014).
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Del ciclo de Krebs por un lado se obtiene dioxido de carbono-, que sale fuera de la

mitocondria; y

_, que_ a la cadena transportadora de electrones

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

2019; Karp, 2019).

Glucosa

Membrana
plasmatica

Dioxido de carbong
y agua

Lactato 4

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

La cadena transportadora de electrones en la membrana mitocondrial interna esta

formada por cliatre complejos mas fa ATP sintetasal (tabla 1) (Werner, 2008).

Complejos Nomenclatura alternativa

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

(Kennaway et al., 1990).
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Ademds de los complejos, existen dos componentes méviles que actian como co-

sustratos para la transferencia de electrones: I—
_(Lobo-Jarne and Ugalde, 2018).
Los principales complejos en este proceso son el complejo |, Il y V. Aunque os 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, lll y IV mads los portadores mdviles de
electrones, constituyendo la entidad mas simple con capacidad de producir la
respiracion. Se cree que esta asociacidén ocurre para conferir ventajas funcionales sobre

el sistema respiratorio (Hirst, 2018).

Side view Top view

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

interna (Enriquez, 2016).

(respectivamente)(Lobo-Jame and Ugalde, 201). Elicoenzima Q absorbe los electrones

(finalmente pasan al complejo iV (Chen and Zweier, 2014) (Eliaceptor final es el oxigeno
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(moléculas de aguia por cada cuatro  electrones recibidos (Chen and Zweier, 2014;

Enriquez, 2016).

Este flujo de electrones esta acoplado a una bomba de protones que hace que se genere
un gradiente electroquimico desde la matriz al espacio intermembrana, proporcionando
la energia libre necesaria para que_ forme las moléculas de ATP a través
de un proceso de _ Durante este proceso, los protones
intermembrana salen por la ATP sintetasa hacia la matriz mitocondrial y hacen que el
adenosin difosfato y el fosfato inorganico (ADP+Pi) se conviertan en ATP, el cual sale de
la mitocondria (Alberts, 2014; Enriquez, 2016), obteniéndose asi un balance final de
aproximadamente_(Tarasov etal., 2012).
Toda esta energia producida es usada en vitales procesos bioldgicos como la contraccién
de los musculos, 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).

(reponiendo asf el NAD+ necesario para la glucdlisis)(figura 6). Por tanto, el piruvato nol

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

b) Otras funciones mitocondriales:

Las mitocondrias estdn involucradas en otros eventos bioldgicos de equiparable

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

de sefializacion clave como las ROS y otras moléculas, _
— Dentro de estos procesos se encuentran el envejecimiento y

el cdncer pero también la especificacion del linaje o la epigenética (Tait and Green, 2012;

Harvey, 2019).
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Entre sus funciones mas importantes destacan la generaciéon de ROS, la regulacién
térmica, el transporte de calcio, la respuesta inmune, la biosintesis de moléculas y
hormonas, la respuesta al estrés y la muerte celular. A continuacién, se describen

brevemente cada una de ellas:

- Produccién de ROS: la mayoria de Ias.celulares son_
1a fuga de electrones en la cadena trasportadora de electrones. Estas ROS son
‘esenciales para una amplia variedad de procesos biologicos dependientes de

hay una producion EHEENAIGEIROS unTalo GENEqUiBHEdENes SemasIae

de procesos patolégicos 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).

Ademas, las mitocondrias dafiadas por ROS tienden a producir mas ROS (Handy and

Loscalzo, 2012).

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

entre otros mecanismos a la proteina transmembrana mitocondrial desacoplante-1

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

(Hofmann et al., 2001; Dard et al., 2020).
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- _Ia sefializacion de calcio regula varios procesos fisiolégicos,
como la contraccién muscular o la secrecién y la migracion celular, y es esencial para

El RE y las mitocondrias son las principales reservas de calcio. Las mitocondrias
En condiciones patoldgicas de sobrecarga de calcio, las mitocondrias pueden
absorber grandes cantidades de calcio, lo que conduce a la produccion de ROS y ala
— (Romero-Garcia and Prado-Garcia, 2019; Dard

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

(Respuesta inmunes |2 mitocondrias pueden regular lalactivacion, a diferenciacion)
(metabolismo o de dinamica mitocondriali) Ademas, actiian como mediadores clave

de procesos inmunes innatos y adaptativos.

por utimo S BSaECEMEG o RBUSERAIGHARIEURINOIHHR en o1 metabolismo

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

- Participacion en biosintesis de grupos hemo, hormonas esteroideas y aminodcidos:
los grupos hemo son tetrapirroles que desempefian papeles esenciales, ya que
- (Dard et al., 2020).
‘mediante vias biosintéticas en las que participan enzimas mitocondriales (Dard et

al., 2020).
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Ademas, las mitocondrias desempefian un papel central en Ia_
_(Johnson etal., 2014).

— en las células se produce un equilibrio de pardmetros

intracelulares que se ve constantemente alterado por factores internos y externos
(factores estresantes). Estos estresores son, por ejemplo, alteraciones en genes

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

homeostasis del calcio, aumento de ROS o toxinas, etc.—

Estos sistemas delrespuesta 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 dindmica mitocondrial y el contenido de ADNmt, entre otros,
—(Dorn et al., 2015; Picard and McEwen, 2018;

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

también estan involucradas en el estrés dirigido a otros componentes celulares, lo
que refleja su papel clave en la supervivencia y adaptacién celular (Lee and Wei,
2005; Eisner et al., 2018; Picard and McEwen, 2018; Picard et al., 2018).

Por otro lado, la interaccidn de las mitocondrias con otros organulos (como el RE) y
el nucleo también juegan un papel importante.

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

proteinas y el procesamiento de proteinas, producen un_
‘del RE, que hace que las proteinas mal plegadas se acumulen en el RE. Ante esto, las

‘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 (fespliesta mitocondrialla proteina desplegada (UPRT). Esta
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respuesta se produce

-Sin embargo, una

(pieden contribui al deteioro organico asociado ala edad (shpilka and Haynes,

2018).

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

mitocondria y el nucleo es

Estos procesos crean

(Cagnone and Sirard, 2016).

Muerte celular: las mitocondrias tienen un papel central en la muerte celular por
apoptosis, aunque también estan involucradas en otros mecanismos de muerte

celular como la necrosis.

Existen dos principales vias de sefalizacion apoptéticas:

ock and Tait, 2020; Dard et al., 2020).

El evento desencadenante en la apoptosis mediada por mitocondrias es la

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

incluso en ausencia de actividad caspasa por lo que

19


manuelugidos
Resaltado

manuelugidos
Resaltado

manuelugidos
Resaltado

manuelugidos
Resaltado

manuelugidos
Resaltado

manuelugidos
Resaltado

manuelugidos
Resaltado

manuelugidos
Resaltado

manuelugidos
Resaltado


se considera un_en la ejecucion de la apoptosis (Bock and Tait,

2020; Dard et al., 2020).

La mitocondria en el embrion humano

La mitocondria tiene una herencia_via materna. Las mitocondrias paternas

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

esto ocurre para proteger al embrion de mutaciones causadas por la alta exposicion a
[ROS durante la espermatogénesis) (sutovsky et al., 2000) dpara evitar altos niveles de

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

La mayoria de los estudios en embriones de mamiferos concluyen que_

_(considerando el ADNmt como representacion del nimero
de mitocondrias) hasta la etapa de blastocisto o que—

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

Blastocyst

>200,000 Mature

mtDNA copy number/cell

Preimplantation Postimplantation

Primordial i
Oogenesis Fertilisation P o Bousl ot

germ cells

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 implantacién, 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 tendrd el embridn para desarrollarse
correctamente tras la fecundacion (Piké 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 nimero de mitocondrias (Bayram
et al., 2017). Las oogonias contienen aproximadamente 200 mitocondrias (Seli, 2016).
Este numero aumenta a 10.000 en los ovocitos primordiales (Harvey, 2019),
alcanzandose unas 100.000 mitocondrias en el ovocito maduro Mll (un nimero alto para
los bajos requisitos de ATP al inicio del desarrollo embrionario). Ademads, el nUmero de

copias de ADNmt por ovocito varia 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).

(Barritt et al., 2002).

varia entre especies

y aun no estd del todo descifrado, pero parece que ocurre

(descendencial (Taylor and Turnbull, 2005; May-Panloup et al., 2007; Chappel, 2013;
Zhang et al., 2018).

Es importante destacar que la mayoria 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 especimenes no envejecidos in-vitro y de buena calidad morfolégica
(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 c- con buena calidad, que contienen un nimero
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_(Chappel, 2013). Por tanto, es l6gico pensar que se requiera un nimero

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

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

—(Van Blerkom, 2004; Takeuchi et al., 2005; Chappel,

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

La maduracion del ovocito se produce por una maduracién nuclear (extrusién del primer

corpusculo) y citoplasmatica. Se cree que Ia_
(tasa de embarazo(Wang et al., 2009; Chappel, 2013).

Por otro lado, las mitocondrias en el ovocito estan involucradas en la regulacion de las

oscilaciones de calcio durante la fecundacién (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 fecundaciéon (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 disminucién generalizada de la expresion de genes
mitocondriales (ND2, COI, COIll, ATPasa 6, COIlll, ND3, ND6 y Cyt b) en ovocitos humanos

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

Durante Ias_ del desarrollo embrionario, los embriones de mamifero
expresan un nivel (IR D or lo que se
ha sugerido, como se comentd 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 aproximacion 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 disminucidn 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. Segin los

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

estadio a blastocisto (figura 9).
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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 mamiferos en general no existe replicacién de

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

(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
gue su contenido no varie, la dindmica mitocondrial permite que las mitocondrias se
adapten a los requerimientos energéticos de cada etapa de desarrollo.

Los requerimientos energéticos del (oucito durante suestancia en el foliculo) son

minimos, alli se encuentra en un

ravés de uniones tipo

gap (Van Blerkom, 2004).
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En los ovocitos las mitocondrias estan subdesarrolladas estructuralmente y, por lo
general, tienen una apariencia esférica pequeiia (< 0,5 um de didmetro), con una matriz
densa de electrones y crestas con escasa penetracién en la matriz (figura 10). A pesar de
tener esta configuracidn, tienen capacidad de produccion de ATP a través de la
fosforilacién oxidativa (Van Blerkom, 2004, 2011; Sugimura et al., 2012; Folmes and
Terzic, 2015), pero esta actividad energética se considera relativamente débil con una
baja produccién de ATP. Ademas, las mitocondrias presentan un nivel de transcripcién
silenciado para mantener un niumero bajo de mutaciones en el ADNmt (Babayev and
Seli, 2015).

— en las primeras etapas de desarrollo, predomina el consumo
de piruvato, lactato y aminoacidos como sustratos para la obtenciéon de energia
(glucdlisis). En este periodo embrionario predomina u_
con niveles de ARN mensajeros (ARNm) mitocondriales constantes,_
8 células. En este estadio se produce una aceleracién de la activacion del genoma
cigdtico, que se asocia con la transicion materno-embrionaria en la que el embrién toma
—(May-PanIoup 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 _ las
mitocondrias cambian progresivamente su forma de esférica a eliptica con un aumento
del nimero de crestas y una menor densidad de la matriz, alcanzdndose en la etapa de
blastocisto una configuracion mitocondrial ortodoxa (figuras 3 y 10) (Sturmey et al.,

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

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

Prather, 2012; Harvey, 2019).

-(AI-Azzam, 2020) y se basa en utilizacién de I_a

pesar de que exista una presencia suficiente de oxigeno en el uUtero (Gardner et al.,

2000). Este tipo de metabolismo de glucdlisis aerobia—
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(@nabolismo y limita la produccién de ROS en el embrién. No obstante, a pesar de que
tras la activacion del genoma embrionario este tipo de glucdlisis aerdbica es necesaria,
(comprometer la respuesta al estrés del embrién)(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 activacion metabdlica, el blastocisto se

vuelve mds dependiente de la actividad mitocondrial. De hecho, segin los estudios

derivacos de raton, el 85% del todo el ATP producido en el blastocisto es generado por
_(Van Blerkom, 2004).

Esta diferencia morfolégica y de actividad mitocondrial, probablemente refleja

variaciones en la demanda de energia para el_

_ (Van Blerkom, 2004; Harvey, 2019).

Figura 10. Morfologia de mitocondrias con A) baja actividad metabdlica (caracteristica de
ovocitos) y B) alta actividad metabdlica (en mayor proporcion en blastocistos). Microscopia

electrénica de transmisidon: aumentos = x50.000; barra escala = 0,5 um (Hashimoto et al., 2017).

Es importante destacar que dentro del estadio de blastocisto la importancia de la
funcién energética mitocondrial (respiracion aerdbica) reside en las células del
trofoectodermo. La masa celular interna (MCI) utiliza en menor medida el metabolismo

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

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

etal., 2017). Ademas, se observa que existe_
(se reciben sefiales para la diferenciacion a célllas especificas)(spikings et al., 2007; St.

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

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

desarrollo embrionario. Esta(movilidad depende de la actividad mitocondrial, asf como)
_ La movilidad mitocondrial sirve para cubrir los

puntos de demanda de energia, facilitar la interaccidon con orgdnulos y, debido al papel
de los intermediarios metabdlicos mitocondriales en la regulacién del epigenoma, para
mantener gradientes de sefalizacion con el nucleo (Harvey, 2019).
En los ovocitos humanos, las mitocondrias se agrupan homogéneamente en la etapa de
vesicula germinal y heterogéneamente alrededor del huso meidtico en la corteza
durante las meiosis. Finalmente, adquieren una distribucién homogénea en la etapa de
ovocito MII, la cual mantiene una regulacion del calcio (dependiente de la actividad
metabdlica mitocondrial) y un aporte de ATP correctos durante la fecundacion (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 fecundacidén, las mitocondrias se concentran alrededor de los pronucleos
para favorecer la singamia, garantizar una distribucién uniforme de organulos entre las
nuevas blastdmeras y para sustentar energéticamente las divisiones celulares. Es en este
punto donde las mitocondrias parecen intervenir, mediante comunicacién nuclear y
basandose en la disponibilidad de piruvato, en la regulacidn epigenética (Santos et al.,
2006; Harvey, 2019).

Tras cada divisién las mitocondrias se dispersan por el citoplasma, hasta que vuelven a
reunirse alrededor del nucleo para la siguiente division (Santos et al., 2006). La

redistribucion inadecuada de las mitocondrias puede afectar la correcta organizacion de
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microtubulos y el desarrollo del embrién por la ausencia de distribucion de ATP

alrededor del nucleo. De hecho, se ha demostrado qu_
un ndmero reducido de mitocondrias alrededor de los pronticleos (May-Panloup et a,

2007; Wang et al., 2009).

Debido a la relevancia de la mitocondria en todos estos aspectos, las disfunciones
mitocondriales pueden contribuir a la activacién de apoptosis en el desarrollo temprano
(Van Blerkom, 2004). Por ejemplo, la ausencia de defectos en la mitocondria y su
correcta funcion es crucial para el mantenimiento de la reserva ovdrica y la calidad de
los ovocitos. Varios estudios han demostrado que Io_por
lo tanto, en el suministro de ATP pueden estar -omo se ha apuntado
trastornos de segregacién cromosdmica, detencion de la division celular, citocinesis
_(May-PanIoup et al., 2007; Van Blerkom, 2011; Zhang et al.,

20193, 2019b).

Adems, la disfuncién mitocondrial relacionada con el envejecimiento) resulta en una
—(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{disminucién del potencial de la membrana

_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 ultimos afios (Bentov et al., 2011; Cimadomo et al., 2018; Woods et al.,

2018).
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tipo de respiracion v la inhibicién 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 estan: a) la

Suplementacion ‘en la' dietacon’ coenzima Q10! (portador de electrones), b) (&

{tejidolovarico de la propia paciente (tecnologia Aligment) (Labarta et al., 2019)..

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

embridn esta condicionado por la masa mitocondrial inicial del ovocito y por su sintesis
y degradacidn durante el desarrollo preimplantacional. Tampoco se conoce cémo estos

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

A pesar de todas las dificultades de andlisis y los hallazgos a veces desconcertantes
respecto al papel de las mitocondrias en el desarrollo embrionario, se confia en que la
importancia de este orgdnulo en el embrién proporcionard respuestas a muchos
procesos aln desconocidos y generara dianas terapéuticas o parametros de uso clinico

para mejorar los resultados relacionados con las técnicas de reproduccién 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
fecundacion in-vitro (FIV) sigue siendo baja, aproximadamente entre el 20% y el 30%
(Zhang et al., 2019c). Por lo tanto, en los ultimos afios, se han investigado varios
marcadores que permiten la seleccion de embriones con un mayor potencial de
implantacion 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 pardmetro (también

denominado en algunos casos como Mitoscore®) puede ser cuantificado mediante RT-
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PCRy otras técnicas como la hibridacién de fluorescencia in situ (FISH) o la secuenciacion
de nueva generacion (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 razén fundamental para centrarse en este organulo. 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 busqueda de marcadores de seleccion
embrionaria.

Con esta aproximacién, numeros grupos de investigacién comenzaron a hacer estudios
clinicos que correlacionaban el contenido de ADNmt con diferentes parametros
embrionarios y de éxito clinico (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 observé que la tasa de implantacién era mayor en embriones con contenido de
ADNmt por célula mas bajo, existiendo unlumbral maximo de contenido de ADNmt por
célula a partir del cual no se producia implantacion embrionaria (embriones de dia 3 de
desarrollo con Mitoscore® > 160 y blastocistos de dia 5 de desarrollo con Mitoscore® >
60) (Diez-Juan et al., 2015).

En base a estos hallazgos se comenzd a tener en cuenta el contenido de ADNmt por
célula para la priorizacion de embriones euploides en la transferencia embrionaria,
seleccionandose asi 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.
Habia aproximaciones en las que los investigadores coincidian en mayor medida como
la relacion 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 implantacion evolutiva (tabla suplementaria 1).

La falta de estandarizacion en la cuantificacion del contenido de ADNmt entre

laboratorios y la escasez de nociones respecto al significado biolégico de su contenido y
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su representacion del estado mitocondrial en el embrién humano, se postulan como

posibles causas de las discrepancias encontradas entre estudios.
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Justificacion

La tecnologia de FIV se ha convertido en una opcidon muy valiosa para muchas parejas
infértiles.

Se estima que hay mas de 8 millones de bebes nacidos con TRA (Adamson, 2018), con
aproximadamente 400.000 nacimientos al afio (Faddy et al., 2018), aunque este nUmero
va en aumento.

A pesar de las muchas mejoras en las tecnologias 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
ovarica, el estilo de vida de los pacientes, etc.(O’Flynn, 2014), y su mejora se ha
convertido en el objetivo de la comunidad cientifica especializada en este campo.

Por lo tanto, en los ultimos afos, se han investigado varios marcadores que permiten la
seleccion de embriones con un mayor potencial de implantacién 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 nimero 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 informacion acerca del patron del contenido de ADNmt
durante el desarrollo embrionario, y sobre si este pardmetro puede ser un indicador del
contenido y del estado de actividad mitocondrial en los blastocistos humanos. Tampoco
hay estudios que analicen especificamente si el contenido de ADNmt puede variar en el
periodo previo a la implantacién debido a factores externos. Estas cuestiones son
basicas 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 embrién. 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 (Espaia) entre 2017 y
2019.

Este estudio fue aprobado por la Comisién Nacional de Reproduccién Humana Asistida
(CNRHA); la subdireccién general de investigacidn, innovacion, tecnologia y calidad; y
por el comité de revision institucional, el comité de ética de investigacidon de la Clinica
IVIRMA Valencia (cédigo de estudio: 1606-VLC-047-MD/ IVIRMA Valencia, S.L), que

cumple con la ley espafiola 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 embrién 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 abordaran los siguientes objetivos especificos:

Objetivo especifico 1. Caracterizar el contenido y el patrén de distribucién del ADN

mitocondrial durante el desarrollo embrionario humano preimplantacional.

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

mitocondrial en embriones humanos bajo condiciones de estrés.

Objetivo especifico 3. Identificar la relacién 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 analisis

Las caracteristicas demograficas y clinicas de las pacientes se recogen en la tabla

suplementaria 2.
Estimulacion ovdrica

Las donantes y las pacientes de FIV fueron tratadas en su mayoria con un protocolo de
antagonistas de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) utilizando hormona
foliculoestimulante recombinante (FSH;, Gonal-F, Serono o Puregon, Merck Sharp and
Dohme, EEUU) combinada con gonadotropina menopausica humana (hMG, Menopur,
Ferring, Suiza). El antagonista de la GnRH (ganirelix, Orgalutran; Organon, Paises bajos)
se administré diariamente a partir del dia 5 o 6 después de la administracion de
gonadotropina o cuando los foliculos alcanzaron un didmetro de 14 mm. Cuando al
menos tres foliculos alcanzaron un tamafio medio de 18 mm, la ovulacién se
desencadend mediante la administracion de una dosis Unica de triptorelina (Decapeptyl,
Ipsen Pharma, EEUU) o mediante el uso de gonadotropina coridnica humana (hCG,

Ovitrelle, Serono Laboratories, Merck, Alemania).

Recuperacion de ovocitos, inyeccion intracitoplasmdtica de

espermatozoides (ICSI) y condiciones de cultivo embrionario

La recuperacién de ovocitos se realizd bajo guia ecogréfica 36 horas después de la
inyeccion desencadenante. A continuacidn, se realizé el ICSI en los ovocitos metafase I,
salvo en los que fueron analizados sin fecundar.

Los embriones se cultivaron individualmente con 6% de CO;, 5% de O, y 89% de N, a 37
°C en gotas de 50 ul de Sydney IVF Cleavage Medium (Cook, EEUU) y Sydney IVF
Blastocyst Medium (Cook, EEUU). El control de calidad se realizé diariamente con sondas
externas verificadas para mediciones de CO;, O, y temperatura siguiendo las normas de

la International Organization for Standardization, 9001 (ISO 9001).
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Vitrificacion y desvitrificacion embrionaria

Los procedimientos de vitrificacion y desvitrificacion se realizaron mediante el método
de Kitazato (Japdn) tal y como estd descrito en la bibliografia (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 dimetilsulféxido (DMSO) en medio de
cultivo de tejidos M 199 (TCM199) + 20% de sustituto de suero sintético. Después de su
reexpansion, los ovocitos y embriones se transfirieron a la solucién de vitrificacién que
consiste en una solucién igual a la anterior, pero con otras concentraciones: 15% de
etilenglicol + 15% de DMSO + sacarosa 0,5 M. Después de 1 minuto en esta solucién, se
colocaron en el dispositivo Cryotop usando un volumen minimo y se sumergieron
directamente en nitrégeno liquido.

Para la desvitrificacidn, el Cryotop se retird del nitrégeno liquido y se colocé en una
solucion 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 solucién
gue contenia 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.

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

Para determinar el nimero de copias de ADNmt, las muestras se recogieron y se
enviaron a lIgenomix, S.L para su cuantificaciéon por RT-PCR con el sistema de

amplificacién de ADN SurePlex (lllumina, San Diego, California, EEUU).

Un producto de PCR estandar externo (ATP8) de 120 pares de bases (pb) que comprende
fragmentos de ADNmt (8441-8532 pb) se clond en un vector PCr2.1-TOPO. El plasmido
se purificd luego y se empled una curva estdndar usando un nimero de copias de
pldsmido definido para normalizar el nimero de copias de ADNmt. Para estandarizar la

cuantificacion de ADNmt después de la amplificacién de ADN, se utilizd un control
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gendmico interno para la normalizacion. Se usaron diluciones en serie de ADN gendmico
humano (SureRef DNA, 415203; BlueGnome), calculando 6.6 pg por genoma humano
diploide, y se utilizé la amplificacidon de B-actina para generar una curva estandar. Esta
secuencia de B-actina no es Unica, 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 realizé por triplicado usando LightCycler FastStart DNA Master SYBR green
| (Roche, Suiza) en un LightCycler 480 (tabla 2) (Diez-Juan et al., 2015).

Gen Secuencia del primer
Forward CTAAAAATATTAAACACAAACTACCACCTACCTC
ATP8
Reverse GTTCATTTTGGTTCTCAGGGTTTGTTATAA
Forward AGCGGGAAATCGTGCGTGAC
B-actina
Reverse AGGCAGCTCGTAGCTCTTCTC

Tabla 2. Descripcion de los primers utilizados para la cuantificacion de ADNmt por RT-PCR.

El contenido de ADNmt se calculé de dos maneras: el contenido total de ADNmt por
espécimen se refiere a un valor del nimero de copias de ADNmt relativizado a la
eficiencia de la RT-PCR después de la estandarizacidn, 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 B-actina.

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

utilizando valores absolutos.

37



Secuenciacion de dcido ribonucleico (RNA-seq)

El primer paso para la realizacién del experimento fue la recogida de las muestras (figura
12). Tras la desvitrificacion se realizo la inclusidn de las muestras en 2 pul 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 degradacion del ARN durante el
proceso (radiacion UV del material, mascarilla, guantes, etc.). Las muestras se
almacenaron a -80 2 C por un breve periodo de tiempo.

El paso de conversion de ARNm a ADN complementario (ADNc) se realizé siguiendo el
protocolo de SMART-Seq® v4 Ultra® Low Input RNA Kit for Sequencing que utiliza
cebadores Oligo (dT). El ADNCc se sintetizé con el 3’'SMART-Seq CDS primer Il (Clontech,
EEUU) y se amplificé por PCR (17 ciclos) a partir de 10 pg de ARN, siguiendo las
instrucciones del fabricante. El ADNc amplificado se purifico usando esferas magnéticas
AMPure XP (lllumina, EEUU) y se cuantificd con Qubit Fluorometric Quantification
(ThermoFisher, EEUU). La integridad del ADNc se verificé con un bioanalizador 2100
(Agilent Technologies, EEUU, figura 11). A continuacién, se fragmentoé 1 ng de ADNc por
muestra y, por ultimo, se construyeron las librerias utilizando la preparacién de
muestras de ADN NexteraXT (lllumina, 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 creacion de

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

suficiente integridad en todas las muestras.

Se incluyeron cédigos de barras y adaptadores en las librerias para secuenciar e

identificar todas las muestras. Las muestras se cuantificaron

con Qubit y se volvié a

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

con la misma concentraciéon de ARN por muestra (5 nM) y se analizé la integridad de

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

servicio de secuenciacién (Imegen, S.L).
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Pool

Cuantificacion ADNc (Qubit)

Tamafio medio

1,87 ng/ul

534 pb

1,72 ng/ul

547 pb

Tabla 3. Cuantificacion y andlisis de integridad del ADNc en los dos pools creados para la

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

La secuenciacion se realizé por duplicado, con un total de cuatro ejecuciones utilizando
un equipo lllumina NextSeq 500 (lllumina, EEUU) con una longitud de lectura de 300 nt
en un disefio paired-end (fragmentos de 150 pb). Se utilizé FastQC para comprobar la

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

requisitos de calidad se filtraron con Trimmomatic.

La alineacidn y la cuantificacion se realizaron con el algoritmo de Salmon (genoma de

referencia GRCh38).

Recogida de muestras

Paso de ARNm a ADNc
Purificacion del ADNc

Cuantificacion y analisis de integridad

Creacion de librerias con indices y adaptadores

Figura 12. Diagrama de flujo del proceso de RNA-seq.




Todos los datos de secuenciacidn sin procesar se enviaron al repositorio Gene

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

calidad cientifica del analisis transcriptomico.

Microscopia confocal

a) Andlisis del contenido de mitocondrias totales y activas mediante tincién en

blastocistos:

Para determinar los marcadores fluorescentes mas adecuados para la tincion del nucleo

celular y las mitocondrias totales y activas, se realizd un andlisis bibliografico. Se

probaron distintos tintes y algunos se descartaron por la dificultad de tincién 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). Sélo se usé para facilitar la identificacién de las células.

Nonil-naranja de acridina (Invitrogen™, EEUU): marcador para la tincién de las
mitocondrias totales ya que se une a las cardiolipinas en la membrana interna de
todas las mitocondrias independientemente de su estado de activacion energética

(Maftah et al., 1989).

MitoTracker Deep Red (Invitrogen™, EEUU): marcador albase de carbocianina que
se une a los grupos tioles en la mitocondria y(fluorece en su ambiente activo. Solo
representa el nUmero 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; Pefia et al., 2018; Chandramouleeswaran et

al., 2020).

Una vez seleccionados los tintes, se realizd una busqueda bibliografica de las

concentraciones y tiempos de incubacién mas adecuados para las pruebas de puesta a
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punto del protocolo de tincidn. Estas pruebas se llevaron a cabo usando un microscopio
de epifluorescencia olympus AX70 y consistieron en realizar una aproximacion de las
concentraciones y tiempos de incubacién necesarios para una correcta tincion, un
control de la citotoxicidad, ademas de una comprobacion de los tiempos de fading antes
de la realizacién de pruebas con microscopia confocal.

Una vez ajustadas todas las aproximaciones gracias a la microscopia de epifluorescencia,
se realizé una optimizacion de las condiciones experimentales durante el proceso de
formacién en microscopia confocal. Tras todas estas etapas de pruebas, se concretaron
las condiciones de tincion que se usaron durante todo el experimento.

Se determind usar las siguientes concentraciones de los distintos marcadores

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

Concentraciones

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

Tiempo incubacion

15 minutos

* Dapi

En primer lugar, se diluyd el contenido del vial (1Img, peso molecular (PM)= 350,25
g/mol) en 1 ml de agua desionizada tal y como indicaba el fabricante.

Se calculé la concentracién nM de Dapi de stock:

lmg, 1g 4 1mol ,1000ml, 1Xx 10°nmoles
ml 1000 mg 350,25g 1L 1 mol

=2,85x 105 nM

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

volumenes para realizar la dilucion correspondiente.

Volumen * 2,85 x 106 nM = 1000 pl * 150.000 nM
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Volumen = 52 ul de Dapi (solucién stock)

Por tanto, la dilucién de trabajo se consiguid diluyendo 52 pl de solucién de stock de
Dapi junto al volumen calculado para el resto de los tintes hasta un volumen final de

1000 pl con medio Blast.

* Nonil-naranja de acridina

Se partié de un vial con(100 pg liofilizados (PM= 472,51 g/mol) y se diluyeron 10 mg de
este en 2,5 ml de medio de cultivo Blast. Se calculd la concentracién de la disolucién tal

y como se indica a continuacion:

10mg , 1g 4 1mol , 1.000 mmol , 1.000 ml
2,5ml 1.000mg 472,51g 1 mol 1L

=8,46 mM

Se realiz6 una dilucion intermedia suponiendo un volumen inicial de 5 pul:

5 ul * 8,46 x10°nM = 1.000 pl * X
X = 42.300 nM

Por tanto, para realizar la dilucidén intermedia se diluyeron 5 ul de solucion stock de
Nonil-naranja de acridina en 995 ul de medio Blast.

Como se necesitaba una dilucidn de trabajo a 200 nM se hicieron los cdlculos como se

indica a continuacion:

Volumen * 42.300 nM = 1.000 pl * 200 nM

X =4,72 pl de dilucién intermedia Nonil-naranja de acridina

Por tanto, la dilucion de trabajo se consiguié diluyendo 4,72 ul de dilucién intermedia
junto al volumen calculado para el resto de los tintes hasta un volumen final de 1000 pl

con medio Blast.
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 MitoTracker Deep Red

El fabricante indicaba que la dilucién de stock debia ser de 1 mM en DMSO.
Se partié de un vial con 50 pg liofilizados (PM= 543,58 g/mol) y se usé DMSO para la
dilucidn inicial (Sigma-aldrich, EEUU).

El volumen necesario de DMSO se calculé como se indica a continuacion:

«_ 1g 4 1mol ,1.000mmol, 1L ,1x10°%ul
1x10%ug 543,58¢g 1 mol 1 mmol 1L

50 ug =91,98 ul de DMSO

Una vez obtenida la dilucion de stock, se realizé una dilucién intermedia suponiendo un

volumen inicial de 5 pl:

5 pl *10°nM = 1.000 pl * X
X=5.000 nM

Por tanto, para realizar la dilucion intermedia de concentracidon 5.000 nM, se diluyeron
5 ul de solucién stock de MitoTracker Deep Red en 995 ul de medio Blast.
Para conseguir una dilucién de trabajo a 500 nM, se calculé el volumen necesario de

dilucién intermedia como se indica a continuacion:

Volumen* 5.000 nM= 1.000 pl* 500 nM

Volumen= 100 pl de dilucién intermedia MitoTracker Deep Red

Por tanto, la dilucion de trabajo final se consiguié diluyendo 100 pl de dilucién
intermedia de MitoTracker Deep Red junto al volumen calculado para el resto de los

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

Finalmente, la composicion de la dilucién de trabajo quedd compuesta por los siguientes

volumenes:

Dilucion de trabajo

52 pl Dapi + 4,7 pl Nonil-naranja de acridina + 100 pl MitoTracker Deep Red + 843,3 pl medio Blast
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Tras las pruebas realizadas en microscopia confocal, se disefid una estrategia de analisis
de las muestras y se redactd un protocolo de trabajo. A continuacion, se describen los
pasos seguidos para el andlisis del contenido de mitocondrias totales y activas en

blastocistos mediante microscopia confocal:

1. Los blastocistos se desvitrificaron siguiendo el protocolo descrito anteriormente

en el apartado “Vitrificacion y desvitrificacion”.

2. Tras mantenerlos aproximadamente 2 horas en cultivo in-vitro para su
recuperacion, fueron cultivados 15 minutos a 37 2 C, con 6% O, y 6% CO; en 40
ul de la dilucidon de trabajo con los marcadores fluorescentes (previamente
calentada a 37 2 C durante 20 minutos) cubiertos con aceite mineral FertiCult
Mineral oil (Fertipro, Bélgica). Por ultimo, los blastocistos se lavaron en 40 ul de

medio Blast.

3. Seguidamente fueron transportados al servicio de microscopia confocal de la
Universidad de Valencia en un incubador portatil y cultivados a 37 2 Cy 5-6% CO;
en 400 pl de medio Blast cubiertos con 400 pl de aceite mineral (gaseado durante
toda la noche). El tiempo total en cultivo desde la desvitrificacidon hasta el analisis

por microscopia confocal fue de aproximadamente 6 horas.

4. En el servicio de microscopia confocal, los embriones se afiadieron en gotas de
20 pl de medio tamponado Sydney IVF Gamete Buffer cubiertas con aceite
mineral en placas especiales para analisis de fluorescencia GWST-5040 (Willco

Wells, Amsterdam).

5. Se adapté la temperatura del microscopio a 37 2 C sin ajuste de CO2 ya que los

embriones estaban incluidos en medio tamponado.

6. Se uso el objetivo 40X de inmersion en aceite para el andlisis de las muestras.

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

referencia inicial la primera sefial de emisiéon de fluorescencia del embridn

(figura 13). La raz6n de que se analizaran solo tres planos focales es que los mas

Plano 1: 10 um
Plano 2: 15 pm
Plano 3: 20 um

Laser

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

mediante microscopia confocal.

Se utilizaron tres laseres diferentes: laser de longitud de onda de 'm para la
excitacidon de Dapi, laser de longitud de onda de-para la excitacion de Nonil-
naranja de acridina y laser de longitud de onda de-para la excitacién de
MitoTracker Deep Red (figura 14 y tabla 4).
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Mitocondrias totales

Mitocondrias activas

Unidn e interseccion
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Figura 14. Andlisis de cuantificacion de fluorescencia mitocondrial mediante microscopia
confocal. Blastocisto con tincion del nucleo 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 pum.

Excitacion Emision Excitacion Filtro
Marcador Laser
(nm) (nm) laser (nm) deteccion(nm)
Dapi Dapi 358 461 405 425 - 475
Nonil-naranja Alexa
495 522 488 500 - 600
de acridina Fluor 488
MitoTracker Alexa
644 665 556 655-755
Deep Red Fluor 556

Tabla 4. Longitudes de onda de excitaciéon y emisién vy filtros de deteccidén de los distintos

marcadores fluorescentes y de los respectivos laseres utilizados.

Cada dia de analisis, las posibles variaciones de intensidad de los laseres se controlaron
utilizando esferas de fluorescencia constante (FocalCheck Fluorencent Test Slides,
Molecular Probes, EEUU), ajustando diariamente el laser para las longitudes de onda de
Dapi, Alexa Fluor 488 y Alexa Fluor 556 (figura 15).

Para ello, usando el objetivo 40X de inmersion en aceite, se ajustd cada laser en los tres
canales de imagen de forma que la fluorescencia de las esferas quedara justo por debajo
de su maximo de saturacién 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 realizé durante todo el experimento, de manera quelcada
dia, antes de analizar los blastocistos, se visualizaron las esferas y se corrigieron los tres

Iaseres sin manipular las ganancias hasta que la saturacion quedara ajustada.
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Figura 15. Esferas de fluorescencia constante usadas para el control de las variaciones de

intensidad de los laseres de microscopia 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 obtencion de datos, la falta de sefal de autofluorescencia se
verific6 previamente en blastocistos no tefiidos con las mismas condiciones
experimentales.

Para la cuantificacion de la fluorescencia se disefiaron dos metodologias de anlisis: I)
metodologia de fluorescencia fija y Il) metodologia de valores de ganancia de
fotomultiplicador fijos. El objetivo de esta estrategia fue comprobar la consistencia de

los resultados con dos metodologias distintas.

) Con el método de fluorescencia fija, se establecid visualmente la misma

intensidad de fluorescencia para cada embrién (y para cada tinte) a través

del ajuste y correccidon manual de la saturacion de fluorescencia (figura 16).
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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 maximo de saturacién. 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.

Figura 16. Ejemplo de correccién de la saturacion de fluorescencia en microscopia confocal. A)

Blastocisto con saturacién de fluorescencia para uno de los marcadores fluorescentes y B)

blastocisto con ajuste de la saturacion de fluorescencia para uno de los marcadores

fluorescentes.

1)

Con el método de valores de ganancia de fotomultiplicador fijos, se
establecié en todos los blastocistos para cada tinte un valor de ganancia de
fotomultiplicador especifico (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 fijé en funcion 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 saturacion ni baja intensidad.

Las imagenes obtenidas se analizaron mediante el software Image J. Se analizd, para
cada embridn, 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 pixel) dentro de la seleccién. Es decir, es la suma de los
valores de gris de todos los pixeles de la seleccidn dividida por el nimero de pixeles

(figura 17).

File Edt Image P s Analyze Plugins Window Help
mlfel =[S ELP AL Q| @) oefsw|un| | 4 &

(Fiji Is Just) ImageJ va 172 [64-bit]

15 (1024x1024) 16-bit. 2ME

File Edt Font Resulis
[area [mean  [StaDev  min [Max
187972 2368625 1509610 124 4035

187 972 2526 48( 1558 428 108 4095

Figura 17. Ejemplo de cuantificacion 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 metodologia de fluorescencia fija, el software se usé para comprobar

gue la correccion manual de la saturacion 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 metodologia de valores de ganancia de fotomultiplicador fijos, el
software se usd para cuantificar, en cada marcador fluorescente, las diferencias de

intensidad de fluorescencia entre los blastocistos.

b) Andlisis del estado redox en blastocistos:

El andlisis por microscopia confocal también sirvié para determinar la ratio redox en
blastocistos. Para ello, las muestras se sometieron a andlisis de la autofluorescencia de
NADH y de dinucledtido de flavina y adenina (FAD) con un objetivo 40X de inmersion en

aceite (figura 18).

A continuacion, se describen los pasos seguidos para el andlisis del estado redox en

blastocistos mediante microscopia confocal:

1. Los blastocistos se desvitrificaron siguiendo el protocolo descrito anteriormente

en el apartado “Vitrificacion y desvitrificacion”.

2. Tras la desvitrificacidon fueron cultivados segun los tiempos requeridos para el
experimento a 372 C, con 6% 02y 6% CO; en 50 ul de medio Blast cubiertos con

aceite mineral.

3. Seguidamente fueron transportados al servicio de microscopia confocal de la
Universidad de Valencia en un incubador portatil y cultivados a 37 2 Cy 5-6% CO;
en 400 pl de medio Blast cubiertos con 400 pl de aceite mineral (gaseado durante

toda la noche).
4. En el servicio de microscopia confocal, los embriones se afiadieron en gotas de

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

mineral en placas especiales para analisis de fluorescencia GWST-5040.
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Se adaptd la temperatura del microscopio a 37 2 C sin ajuste de CO; ya que los

embriones estaban incluidos en medio tamponado.

Se us6 el objetivo 40X de inmersidn en aceite para el analisis de las muestras.

Se ajustaron las condiciones del microscopio para el andlisis de fluorescencia.

Se realizaron fotos de tres planos focales para cada embrién, tomando como
referencia inicial la primera sefial de emisiéon de fluorescencia del embridn
(figura 13). La razén de que se analizaran solo tres planos focales es que los mas
alejados de la fuente de luz no recibian el total de la sefial de laser. Al analizar
solo los primeros planos del embridn, los mas cercanos a la fuente de luz, se

obtiene un dato mas preciso, pero menos representativo del resto del embrién.
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Autofluorescencia de NADH

Autofluorescencia de FAD

Unidn e interseccion

Figura 18. Autofluorescencia de NADH y FAD en un blastocisto humano. Barra escala= 3.000 um.
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La autofluorescenci.emitida por—y la autofluorescencia
verde de FAD se excité a 488 nm (tabla 5). Dado que tal fluorescencia endégena era

Excitacion Emision Excitacion Filtro deteccion
Molécula Laser
(nm) (nm) laser (nm) (nm)
NADH Dapi 335-350 440-470 405 425 - 475
Alexa Fluor
FAD
488 450 535 488 500 - 600

Tabla 5. Longitudes de onda de excitacion y emision vy filtros de deteccion de las distintas
moléculas autofluorescentes analizadas y de los respectivos laseres utilizados (Ramanujam,

2014; Rehman et al., 2017).

Para la cuantificacién de la fluorescencia de los tres planos focales capturados por

blastocisto, se utilizé la metodologia de valores de ganancia de fotomultiplicador fijos

tal y como se describe en el apartado o). Seleligid esta forma de analisis jpor ser ina)
(metodologfa que' requiiere ‘menor intervencion manuall se establecio para cada

molécula un valor de ganancia de fotomultiplicador especifico (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 fijo6 en funcidon 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.

55


manuelugidos
Resaltado

manuelugidos
Resaltado

manuelugidos
Resaltado

manuelugidos
Resaltado

manuelugidos
Resaltado

manuelugidos
Resaltado


Las imagenes obtenidas se analizaron mediante el software Image J (figura 17). Se
cuantificd, para cada embrion, 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 relacién NADH/FAD, descrita como "ratio redox" (Wu et al., 2018),
se calculd dividiendo la intensidad de fluorescencia de NADH por la intensidad de

fluorescencia de FAD.

Microscopia electronica de transmision

Para el analisis por microscopia electrénica de transmisién, los embriones se
desvitrificaron y se cultivaron segln los tiempos requeridos para el experimento. Luego
se incubaron en 400 pl deffijador Karnovsky (glutaraldehido 2,5% y paraformaldehido
0,5%) a 42 C durante 2 horas. Pasado el tiempo de incubacidn, los embriones se lavaron
dos veces en 400 ul de tampdnifosfato (PB) 0,1 M (pH 7,3) a 4 2 C para eliminar los restos
de solucidn fijadora. Posteriormente los embriones se mantuvieron a 4 2 Cien solucion
PB fria durante un minimo de 10-15 minutos hasta el paso de lalencapsulacion del
embridn en solucion delagar 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 microscopia electrdnica de la
Universidad de Valencia donde pasaron por un proceso de'fijacion con glutaraldehido al
2,5% y un proceso de(post-fijacion con osmio al 2%. A continuacion, 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 -

Finalmente, las muestras se observaron utilizando un microscopio electrénico de
transmisién 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
gue se observo también la configuracidn mitocondrial. Las observaciones se hicieron por

triplicado.
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DESCRIPCION DE ESTUDIOS
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Descripcion de estudios
||

Objetivo especifico 1. Caracterizar el contenido y el patron de distribucion
del ADN mitocondrial durante el desarrollo embrionario humano
preimplantacional.

Proposito

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 |) evaluar la carga y la variacién de ADNmt en los
ovocitos MIl humanos y comparar y contrastar con la de los ovocitos que no fecundaron
correctamente; y Il) estudiar el cambio gradual en el contenido de ADNmt durante el
desarrollo humano previo a laimplantacién analizando su correlacién con factores como

la edad maternay el grado de desarrollo embrionario.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio prospectivo de cohortes con un total de 154 muestras donadas a
investigacion de 50 pacientes y 11 donantes de ovocitos que fueron tratadas en IVIRMA
Global (Valencia, Espafia).

Todas las participantes proporcionaron su consentimiento informado por escrito.
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Estimulacidn ovdrica y obtencion y cultivo de especimenes

La estimulacién ovarica y la obtencidn y el cultivo de especimenes se llevo a cabo segun

lo explicado en el apartado “Procedimientos y técnicas”.

Cuantificacion de ADNmt por RT-PCR

El conjunto de muestras constaba de: 36 ovocitos MIl de donantes recogidos el dia de la
aspiracion folicular, que consistieron en algunos de los ovocitos Mll de la cohorte de
donantes, cuyos ovocitos no cumplieron con los requisitos para la donacidn ya que se
obtuvo un bajo nimero después de la aspiracién 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 6 6 dias 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 division”) recogidos inmediatamente tras la
desvitrificacion; y 32 blastocitos aneuploides vitrificados y recogidos inmediatamente
tras la desvitrificacion.

Todas las muestras se incluyeron individualmente en tubos de PCR con 2,5 pl de tampén
fosfato salino (PBS) y se conservaron a -80 °C hasta el momento del analisis.

Para determinar el nimero de copias de ADNmt para cada muestra, las muestras se
sometieron a cuantificacion por RT-PCR con el sistema de amplificacion de ADN SurePlex

de lllumina segun lo explicado en el apartado “Procedimientos y técnicas”.

Andlisis estadistico

Se realizé una transformacion logaritmica de los datos para estabilizar la varianza (Huber
et al., 2002; Durbin and Rocke, 2004) y se aplicé la prueba de(Shapiro para evaluar si los
datos tenian una distribucion normal (Shapiro and Wilk, 1965; Royston, 1982).
Se utilizd la prueba de andlisis de varianza (ANOVA) con comparacion multiple por pares
(Tukey post-hoc) para contrastar el contenido de ADNmt en ovocitos Mll 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. Ademas, se utilizé
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la prueba ANOVA para analizar el contenido de ADNmt en los blastocistos con relacién
al dia de desarrollo embrionario, la calidad del embrién y el tipo de aneuploidia.
Finalmente, la relacidn del contenido de ADNmt con la edad materna se evaludé por
analisis de correlacion.

Los datos se consideraron estadisticamente significativos si el P-valor era inferior a 0,05.
La distribucidn de datos determinada por la prueba de Shapiro dio como resultado una

distribucién normal (P > 0,05).

Resultados

Contenido de ADNmt en ovocitos Ml de donantes

La distribucion del contenido de ADNmt medido en los ovocitos MIl de donantes
individuales se muestra en la figura 19A. La cantidad de ADNmt de los ovocitos varia

entre las diferentes donantes y entre los ovocitos de cada donante individual.

Estas variaciones en el contenido de ADNmt de los ovocitos Ml persisten después de

agruparlos por pertenecer a donantes con edad similar (P < 0,05) (figura 19B).
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Numero de ovocitos= 1" 12 13
Edad promedio= 18,27 27,58 32,38
*
(b) (b) (@)
10-4

Contenido de ADN mitocondrial por espécimen

T T T
(18-22] aiios (26-30] anos (31-34] aios

Edad donantes

Figura 19. Andlisis del contenido de ADNmt en ovocitos MIl de donantes donados a
investigacion. 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 multiples de Tukey, (P < 0,05).

** Edad en afos.
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Contenido de ADNmt durante el desarrollo embrionario in-vitro

Hay una disminucion significativa en términos de numero de copias de ADNmt por
espécimen y por célula durante el desarrollo embrionario previo a la implantacidn. Se
observa que los ovocitos MIl de donantes tienen un numero de copias de ADNmt por
espécimen significativamente mayor en comparacion con los embriones no bloqueados
en etapa de division (P < 0,05). De manera similar, los embriones no bloqueados en
etapa de division tienen un nimero de copias de ADNmt por espécimen y por célula mas

alto en comparacion con los blastocistos (P < 0,05) (figura 20).
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Figura 20. Andlisis del contenido de ADNmt durante el desarrollo embrionario humano in-vitro.

A) Contenido de ADNmt por espécimen en ovocitos MIl de donantes, embriones no bloqueados
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en etapa de divisién y blastocistos. B) Contenido de ADNmt por célula en ovocitos MIl de
donantes, embriones no bloqueados en etapa de divisidn y blastocistos.
* Prueba de comparaciones multiples de Tukey, (P < 0,05).

** Edad en anos.

Por otro lado, existe una correlacion positiva (P < 0,05) entre el contenido de ADNmt y
la edad materna en los ovocitos MIl de donantes (figura suplementaria 1A). También se
observa una correlacién 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 divisidon
(figuras suplementarias 1B y 1C). Sin embargo, no hay ningun tipo de correlacion
significativa (P > 0,05) entre el contenido de ADNmt por espécimen y por célulay 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 dia 5 y dia 6 de
desarrollo en términos de contenido de ADNmt por espécimen y por célula (figuras 21A

y 21B).

Ademads, 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 Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccién

(ASEBIR) para la clasificacién de embriones.
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Figura 21. Andlisis del contenido de ADNmt en blastocistos. A) Contenido de ADNmt por
espécimen en blastocistos agrupados por dia de desarrollo. B) Contenido de ADNmt por célula
en blastocistos agrupados por dia 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 clasificacion de la calidad embrionaria de ASEBIR.

** Edad en afos.

Ademds, 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

aneuploidia: embrién cadtico (mas de una aneuploidia), monosomias o trisomias (figura

22).
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Figura 22. Analisis del contenido de ADNmt segun los diferentes tipos de aneuploidias de los
blastocistos de estudio. A) Contenido de ADNmt por espécimen segun el tipo de aneuploidia
embrionaria. B) Contenido de ADNmt por célula segun el tipo de aneuploidia embrionaria.

* Edad en afos.

Contenido de ADNmt en ovocitos con FF

El contenido de ADNmt en todos los ovocitos con FF es significativamente menor (P <
0,05) en comparacion con los ovocitos Mll de donantes no inseminados (figura 23A). Los
ovocitos con FF que se mantuvieron in-vitro durante 5 o 6 dias (envejecidos in-vitro) no
experimentan ningun cambio en el contenido final de copias de ADNmt respecto a los

ovocitos con FF que se recogieron al dia siguiente del ICSI (P > 0,05, figura 23A).

Debido a que se observd en el apartado anterior que la edad materna tiene una
correlacién positiva con el contenido de ADNmt en los ovocitos, se analizé si el menor
contenido de ADNmt observado en los ovocitos con FF se debia en parte a la edad,
comparando solo los ovocitos MIl de donantes no inseminados y los ovocitos con FF de
<35 aios (de donantes). Al hacer esta comparacidn se obtienen resultados idénticos (P

< 0,05), (figura 23B).
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Figura 23. Analisis del contenido de ADNmt en ovocitos con FF. A) Contenido de ADNmt en
ovocitos donados MIl, ovocitos con FF y ovocitos con FF envejecidos in-vitro. B) Contenido de
ADNmt en ovocitos donados Ml y ovocitos con FF de <35 afos (donantes).

* Prueba de comparaciones multiples de Tukey; (P < 0,05).

** Edad en afos.

Discusion de resultados

Segln los estudios realizados en varios modelos de mamiferos, como el ratén y el cerdo,
no se produce replicacion del ADNmt entre la maduracion de los ovocitos y la formacién
de los blastocistos antes de la implantacién (Thundathil et al., 2005; El Shourbagy et al.,

2006).
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Asi como existen numerosos estudios acerca del contenido de ADNmt segun el estado
madurativo del ovocito, con relacion al FF o con relacion a la edad materna, los estudios
qgue hacen referencia a su evolucién a lo largo del desarrollo embrionario son mucho
mas limitados. Sin embargo, investigar la dinamica del ADNmt antes de la implantacién
en humanos es importante para la evaluacién del contenido de ADNmt como indicador

de viabilidad embrionaria.

En cuanto al contenido de ADNmt al inicio del desarrollo, en la etapa de ovocito M|
maduro no solo se ha observado graficamente que hay una distribucion variada del
contenido de ADNmt dentro de la cohorte de ovocitos de unaimisma donante, sino que
cuandoise agrupan los ovocitos por pertenecer aldonantes con edad similar, también
existen diferencias que son estadisticamente significativas. (Estos hallazgos son
consistentes con informes anteriores (Barritt et al., 2002) y parecen explicarse por la
existencia de diferentes niveles de maduracion citoplasmatica (May-Panloup et al.,
2007). Ademds, 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 dia de la aspiracion folicular.

También se encontré que el contenido de ADNmt de los ovocitos con FF es
significativamente menor en comparacion con los ovocitos MIl no inseminados, y que
esta diferencia es independiente de la edad materna. Ademas, se ha demostrado que es
poco probable que la disminucidn en el contenido de ADNmt observada en los ovocitos
con FF pueda deberse a una degradacion del ADNmt en cultivo, ya que se observé un
contenido de ADNmt similar al comparar los ovocitos con FF y los ovocitos con FF
envejecidos in-vitro. Como la mayoria de los estudios previos que abordan esta cuestion
se realizaron en ovocitos desechados que se cultivaron in-vitro durante varios dias, 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 fecundacion se asocia con un menor contenido de

ADNmt en los ovocitos.

Por otro lado, los resultados obtenidos indican que existe una disminucion 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 embrién humano in-vitro,
incluida la etapa de blastocisto.

Segln el presente estudio, una vez que tiene lugar la fecundacién, el contenido de
ADNmt por célula disminuye durante las divisiones embrionarias, alcanzando el nivel
minimo en la etapa de blastocisto. Ademas, lo mismo ocurre con el contenido total de
ADNmt por embridn. Esto, junto con el hecho de que no parece existir degradacién de
ADNmt debido al cultivo in-vitro, como se mencioné anteriormente en el caso de los
ovocitos con FF, sugiere que hay una degradacion activa del contenido de ADNmt a lo
largo del tiempo durante el desarrollo del embridn. Puede que esta dilucién del ADNmt
durante el desarrollo embrionario ofrezca proteccion contra el dafio 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 observé 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 expresién de muchos genes clave involucrados en la biogénesis
mitocondrial y la replicacion del ADNmt aumenta significativamente durante la
implantacion (Ren et al., 2017). No obstante, las diferencias entre los resultados de la
figura 20 y los de Hashimoto et. al podrian deberse al hecho de que los especimenes en
este ultimo se cultivaron durante varias horas tras la desvitrificacion, mientras que en el
presente estudio los ovocitos no fueron vitrificados y el resto de las muestras se
recogieron inmediatamente tras la desvitrificacidn. Esto indicaria quizas una limitacién
por la posible influencia del proceso de vitrificacidn/desvitrificacion en el contenido de

ADNmt. Esta cuestion se abordara en el Objetivo especifico 2.

Otra posible limitacién del estudio a destacar es el hecho de que los blastocistos
analizados son aneuploides, por lo tanto, no se sabe cuales serian los resultados con
blastocistos euploides. Sin embargo, resulta interesante destacar que, con respecto al
estado de la ploidia, la mayoria de los estudios coinciden en que existen niveles mas
altos de ADNmt en los embriones aneuploides en comparaciéon con los embriones

euploides (tabla suplementaria 1). En consecuencia, se podria estimar que el contenido
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de ADNmt en los blastocistos euploides probablemente sea incluso mas bajo que en los

blastocistos aneuploides del estudio.

En cuanto ala correlacion del contenido de ADNmt con Ia_ varios estudios

han llegado a conclusiones muy diferentes. Algunos de ellos observaron que no hay
correlacién con la edad materna y otros estudios demostraron correlaciones positivas y
negativas (tabla suplementaria 1). En este caso, se ha observado una correlacion positiva

con la edad materna en los ovocitos Mll y los embriones no bloqueados en etapa de

division, pero no en los blastocistos.

Particularmente en los blastocistos, varios estudios han alcanzado resultados opuestos
sobre el contenido de ADNmt segun el dia de desarrollo (tabla suplementaria 1). Algunos
de ellos concluyen que el contenido de ADNmt es menor en el dia 6 de desarrollo,
mientras que otros investigadores no observan diferencias significativas, como es el caso
de este estudio. Sin embargo, en la mayoria 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, e este estidio, se analizd el blastocisto completo. Por tanto,

El contenido de ADNmt en el blastocisto segun 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 analisis. Una vez mas,
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 calculos se realizaron
por célula, no por blastocisto. En este sentido, el trofoectodermo de baja calidad, que

equivale a un bajo nimero de células, puede contener mas ADNmt por célula que las
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células de un blastocisto de muy buena calidad, en las que el contenido de ADNmt esta
mas 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 asociacion entre el bajo contenido de ADNmt y el FF
independientemente de la edad materna y el tiempo de cultivo in-vitro.
Ademads, se ha demostrado una degradacién 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, asi como la falta de influencia de la calidad o del dia
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 modulacién del

contenido de ADNmt antes de la implantacion.
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Objetivo especifico 2. Describir el contenido de ADN mitocondrial y el

estado mitocondrial en embriones humanos bajo condiciones de estrés.

Proposito

Este estudio es la primera evaluacién directa de la influencia de la perturbacién durante

el cultivo in-vitro sobre el contenido de ADNmt vy el perfil de expresion génica en el
embrién humano. Este asunto se abordara mediante el analisis de embriones que han
sufrido algun tipo de estrés como son los blastocistos tras un proceso de

vitrificacion/desvitrificacion y los embriones bloqueados en etapa de division.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio de cohorte prospectivo con un total de 180 muestras donadas a
investigacion, procedentes de 81 pacientes y 5 donantes de ovocitos que fueron
tratadas en IVIRMA Global (Valencia, Espafia).

Todas las participantes proporcionaron su consentimiento informado por escrito.

Las muestras incluyeron 11 ovocitos Mll, que consistieron en algunos de los ovocitos Ml
de la cohorte de donantes cuyos ovocitos no cumplieron con los requisitos para la
donacidn, ya que se obtuvo un bajo nimero después de la aspiracién folicular; 31
embriones no bloqueados en etapa de divisidn; 32 embriones bloqueados en etapa de

divisién; y 106 blastocistos aneuploides (figura 24).
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Figura 24. Esquema de las condiciones experimentales.

Estimulacidn ovdrica y obtencion y cultivo de especimenes

La estimulacién ovarica y la obtencidn y el cultivo de especimenes se llevo a cabo seguin

lo explicado en el apartado “Procedimientos y técnicas”.

Cuantificacion de ADNmt por RT-PCR

Se desvitrificaron y se recogieron de inmediato 21 embriones no bloqueados en etapa
de divisién (dia 3 de desarrollo) y se recogieron 27 embriones bloqueados en etapa de
divisién tras 5 6 6 dias de cultivo después del ICSI. Ademas, se desvitrificaron un total de
73 blastocistos aneuploides y se recogieron para el andlisis en diferentes puntos de
tiempo entre 0 y 6 horas tras la desvitrificacion. Especificamente, se recogieron 32
blastocistos aneuploides inmediatamente después de la desvitrificacién (cultivados
durante 0 horas tras la desvitrificacion), 10 blastocistos aneuploides cultivados durante

1-2 horas tras la desvitrificacién, 13 blastocistos aneuploides cultivados durante 2-3
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horas tras la desvitrificacidn, 7 blastocistos aneuploides cultivados durante 4-5 horas
tras la desvitrificacion, y 9 blastocistos aneuploides cultivados durante 5-6 horas tras la
desvitrificacién. Todos los embriones se incluyeron completos en tubos de PCR con 2,5

ul de PBS y se conservaron a -80 ° C hasta el analisis por RT-PCR.

Para determinar el nimero de copias de ADNmt total y por célula, las muestras se
cuantificaron mediante RT-PCR utilizando el sistema de amplificacion de ADN SurePlex

de lllumina segun lo explicado en el apartado “Procedimientos y técnicas”.

También se contaba con la informacion del contenido de ADNmt por célula antes de la
vitrificacion de casi todos los grupos de blastocistos. Este dato se determind antes del
presente estudio mediante NGS a partir de la biopsia de trofoectodermo utilizada para
el andlisis por PGT-A (Igenomix, S.L)./A pesar de que los contenidos de ADNmt por célula
previtrificacion y posdesvitrificacion se midieron con técnicas diferentes, los datos son

comparables, tal y como se muestra en las graficas cedidas de la figura suplementaria 2.

Se aplicd la prueba de Shapiro (Shapiro and Wilk, 1965; Royston, 1982) para evaluar si
los datos siguieron una distribucién normal.
Los datos se consideraron estadisticamente significativos si el P-valor era inferior a 0,05.

La distribucién de datos dio como resultado una distribucion normal (P > 0,05).

Andlisis de la ratio redox por microscopia confocal en blastocistos en recuperacion tras

el proceso de vitrificacion/desvitrificacion

Se analizaron 10 blastocistos aneuploides: 5 blastocistos se cultivaron durante 0 horas
después de la desvitrificacidn y 5 blastocistos se cultivaron durante 4-5 horas después
de la desvitrificacion.

Para determinar la ratio redox, se cuantifico la autofluorescencia de NADH y la
autofluorescencia de FAD de las muestras mediante microscopia confocal, tal y como se

indica en el apartado “Procedimientos y técnicas”.
y
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Recuento de mitocondrias por microscopia electronica de transmision en blastocistos en

recuperacion tras el proceso de vitrificacion/desvitrificacion

Se incluyeron 7 blastocistos aneuploides: 4 blastocistos aneuploides cultivados durante
0 horas tras la desvitrificacidon y 3 blastocistos aneuploides cultivados durante 5 horas
tras la desvitrificacion.

Los embriones se procesaron y se analizaron segun lo explicado en el apartado

“Procedimientos y técnicas”.

Perfiles de expresion génica: construccion de librerias y RNA-seq

Se incluyeron 44 muestras vitrificadas para el analisis de RNA-seq: 11 ovocitos donados
Ml recogidos inmediatamente tras la desvitrificacién, 10 embriones no bloqueados en
etapa de division recogidos inmediatamente tras la desvitrificacién, 5 embriones
bloqueados en etapa de divisidn vitrificados tras 5 o 6 dias después del ICSI y recogidos
inmediatamente tras la desvitrificacidn, 8 blastocistos aneuploides cultivados durante 0
horas tras la desvitrificacion y 10 blastocistos aneuploides cultivados durante 4-5 horas

tras la desvitrificacion.

Todos los especimenes se incluyeron completos de forma individual en tubos de PCR
con 2 ul de tampon de reaccion 10X del kit SMART-Seq v4 Ultra Low Input RNA Kit for

Sequencing y se conservaron a -80 ° C hasta la preparacion para el analisis.

El ARNm se transformd a ADNc y se crearon las librerias gendmicas segln lo explicado

en el apartado “Procedimientos y técnicas”.

Se secuencié 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 analisis

de la expresion génica diferencial.

Para comprender mejor la identidad de los embriones durante el desarrollo embrionario
in-vitro normal y de los embriones bajo situacidn de estrés durante el cultivo in-vitro, se

realizd un analisis de expresion génica diferencial para cinco comparaciones diferentes:
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1) Ovocitos MIlI (N=11) versus (vs) embriones no bloqueados en etapa de divisién

(N=10).

2) Embriones no bloqueados en etapa de division (N=10) vs blastocistos cultivados

durante 0 horas después de la desvitrificacion (N=8).

3) Blastocistos cultivados durante 4-5 horas después de la desvitrificacion (n= 10) vs

blastocistos cultivados durante 0 horas después de la desvitrificacion (n=8).

4) Embriones bloqueados en etapa de divisidon (n=5) vs embriones no bloqueados en

etapa de divisién (n=10).

5) Embriones bloqueados en etapa de divisién (n = 5) vs blastocistos cultivados durante
(©horas después de la desvitfificacion) (= 8). Para esta comparacion, se descartaron)

Validacion de RNA-seq

Para corroborar los resultados del analisis de RNA-seq, las muestras de ADNc de dos
grupos de comparacién se analizaron mediante RT-PCR en un sistema StepOnePlus
(Applied Biosystems, EEUU) con Power-Up SYBR green (ThermoFisher, EEUU), para
determinar los niveles de expresidn génica de varios genes. Estos genes se seleccionaron
entre los principales genes diferencialmente expresados en funcién de su importancia 'y
su inclusién 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 comparacion de los siguientes grupos de analisis:

1) Blastocistos cultivados durante. horas después de la desvitrificaciél'
blastocistos cultivados durante.woras después de la desvitrificacién: histona-

lisina N-metiltransferasa 2 - Fold change= 24,77; P < 0,05) y
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sulfotransferasa 1A4- Fold change=-2,92; P < 0,05).

2) Embriones t-n etapa de divisién.embriones_en

etapa de division: locus 1 de la subunidad C de membrana de la ATP sintasa
- Fold change=2,91; P < 0,05) y proteina 1 expresada en derivados de
la cresta neural y cardiaca - Fold change=-8,34; P < 0,05).

Estos genes estan relacionados con _,_
(SULT1A4), produccién de ATP (ATPSMC1) y desarrollo de blastocistos (HAND1).

Los niveles de expresidn génica se—gliceraldehido-3-
fosfato deshidrogenasa-y se cuantificaron mediante el método AACT.-
change se calcul como la expresion génica normalizada (2 (-ACT) en cada muestra
dividida por la expresion génica normalizada (2A (~ACT)) en una muestra de referencia
aleatoria.

Andlisis estadistico

Para estabilizar la varianza, se realizé una transformacién logaritmica de los datos de RT-

PCR (Huber et al., 2002; Durbin and Rocke, 2004).

El contenido de ADNmt se compard entre los grupos mediante ANOVA con andlisis de
—o t-test segun correspondiera. El andlisis del contenido
de ADNmt con respecto al nivel de desarrollo en embriones bloqueados en etapa de
divisidn se llevé a cabo mediante estudio de correlacion. Los valores de P < 0,05 se

consideraron estadisticamente significativos.

Las diferencias de ratio redox y recuento de mitocondrias segun las horas de cultivo de
los blastocistos tras la desvitrificacion se analizaron mediante t-test. La configuracién

mitocondrial se observd por microscopia confocal de forma meramente descriptiva.
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Resultados

Contenido de ADNmt después de la desvitrificacion 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 desvitrificacién, alcanzandose una

meseta tras 2-3 horas de cultivo que se mantiene hasta las 5-6 horas de cultivo tras la

desvitrificacion. Ademas,

(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
desvitrificacion. Este contenido se mantiene estable hasta las 5-6 horas tras la
desvitrificacién y tampoco muestra indicios de que tienda a disminuir a partir de este

momento (figura 25B).
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Figura 25. Anadlisis del contenido de ADNmt después de la desvitrificacion en blastocistos. A)
Contenido de ADNmt total por espécimen observado en blastocistos cultivados durante
diferentes periodos de tiempo después de la desvitrificacidn (after warming, AW). B) Contenido
de ADNmt por célula observado en blastocistos cultivados durante diferentes periodos de
tiempo AW.

* Prueba de comparaciones multiples de Tukey, (P < 0,05).

** Edad en afos.

Con respecto a las diferencias en el contenido de ADNmt por célula antes de la
vitrificacion, 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 tenian datos conocidos antes de la
vitrificacion (figura 26A).

Ademas, los valores de ADNmt por célula antes de la vitrificacion se usaron para
comparar, dentro de cada grupo de blastocistos, el contenido de ADNmt por célula antes
y después de la vitrificacion/desvitrificacion. Se observa que, poco después tras la

desvitrificacion (a las 1-2 horas de cultivo), existe una disminucién significativa (P < 0,05)
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del contenido de ADNmt por célula con respecto al contenido que tenian los blastocistos
antes de la vitrificacién 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 habia antes de la vitrificacidon. Finalmente, estos valores de
ADNmt acaban volviendo a su nivel inicial previo a la vitrificaciéon a las 5-6 horas de

cultivo (figura 26B).
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Antes de la vitrificacion

A Después de la desvitrificacion
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Figura 26. Andlisis del contenido de ADNmt por célula previtrificacion y posdesvitrificacion.
A) Contenido de ADNmt por célula medido antes de la vitrificacidon en blastocistos cultivados
durante diferentes periodos de tiempo después de la desvitrificacion (after warming, AW). B)
Promedio del contenido de ADNmt por célula antes de la vitrificacién y después de la
desvitrificacidn en blastocistos cultivados durante diferentes periodos de tiempo AW.

* Diferencias significativas (P < 0,05) entre el contenido de ADNmt por célula previtrificacion y
posdesvitrificacion.

** Edad en anos.
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Ratio redox analizada por microscopia confocal en blastocistos en recuperacion tras el

proceso de vitrificacion/desvitrificacion

El andlisis de cuantificacion de fluorescencia no arroja diferencias significativas en
cuanto a la ratio redox entre los blastocistos recién desvitrificados ((-tras la
desvitrificacion, ratio redox medio= 1,37) y los blastocistos que se recuperan tras la

desvitrificacion (cultivadosidurante 4-5 horas tras la desvitrificacion, ratio redox medio=

1,38) (figura 27).
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Figura 27. Ratio redox (intensidad de fluorescencia de NADH/ intensidad de fluorescencia de

FAD) medida con microscopia confocal en blastocistos cultivados durante 0 y 4-5 horas después
de la desvitrificacidon (after warming, AW).

* Edad en afos.
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Recuento de mitocondrias por microscopia electronica de transmision en blastocistos en

recuperacion tras el proceso de vitrificacion/desvitrificacion

Con respecto al recuento mitocondrial, no se observan diferencias significativas en el
numero promedio de mitocondrias por célula entre los grupos. Los blastocistos recién
desvitrificados (0 horas de cultivo tras la desvitrificacién) tienen un valor promedio de
mitocondrias por célula de(30,77, mientras que los blastocistos cultivados durante(5
horas después de la desvitrificacién tienen un valor promedio de mitocondrias por célula
del30,94 (figura 28A). Ademas, no se aprecian diferencias visuales en la configuracion 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. Andlisis mitocondrial por microscopia electrénica de transmisién en blastocistos en
recuperacion tras un proceso de vitrificacion/desvitrificacién. A) Recuento promedio de
mitocondrias por célula entre blastocistos cultivados durante 0 y 5 horas después de la
desvitrificacién (after warming, AW). B) Observacién de la configuracion mitocondrial entre
blastocistos cultivados durante 0 y 5 horas AW (x2500). Barra escala= 1 um.

* Las flechas rojas sefialan ejemplos de mitocondrias.

** Edad en afios.
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Contenido de ADNmt por célula en embriones bloqueados en etapa de division

Los embriones bloqueados en etapa de division muestran un contenido de ADNmt total
y por célula significativamente mayor que el de los embriones no bloqueados en etapa
de division (P < 0,05; figuras 29A y 29B). Ademas, hay una correlacidn positiva (P < 0,05)
entre el contenido de ADNmt total y por célula y el estado de desarrollo (nimero de

células) alcanzado antes de la detenciéon embrionaria (figuras 29Cy 29D).
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Figura 29. Contenido de ADN mitocondrial (ADNmt) en embriones bloqueados en etapa de
division. A) Contenido de ADNmt total por embridn observado en embriones bloqueados y no
bloqueados en etapa de divisidn. B) Contenido de ADNmt por célula observado en embriones
bloqueados y no bloqueados en etapa de divisidn. C) Contenido de ADNmt total por embridn
en embriones bloqueados en etapa de divisidén segun su nivel de desarrollo. D) Contenido de
ADNmt por célula en embriones bloqueados en etapa de divisién segun su nivel de desarrollo.
* P <0,05.

** Edad en afos.

Andlisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para el estudio de la desvitrificacion

de blastocistos y el bloqueo de embriones en etapa de division

Se realizé un andlisis de enriquecimiento funcional para identificar las vias sobre- e infra-
expresadas significativamente entre los grupos de comparaciéon (P < 0,05; tabla

suplementaria 5).

Se observa una separacion total en el analisis bidimensional de componentes principales
(PCA) para las comparaciones que abarcan el desarrollo embrionario natural in-vitro
(ovocitos MIl vs embriones no bloqueados en etapa de division y embriones no
blogueados en etapa de divisién vs blastocistos cultivados durante 0 horas tras la
desvitrificacion), indicando un alto grado de expresién génica diferencial entre los

grupos (figuras 30A y 30B).
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Al analizar las situaciones de estrés, en términos generales, casi no hay diferencias en la
expresion génica entre los blastocistos cultivados durante 4-5 y 0 horas después de la
desvitrificacion, aunque el PCA indica cierto grado de separacion (figura 30C y tabla
suplementaria 6). Sin embargo, se observan diferencias marcadas entre embriones

bloqueados y no bloqueados en etapa de division (figura 30D).

Ovocitos MIl vs embriones no bloqueados en etapa de division
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Blastocistos cultivados 4-5 horas AW vs blastocistos cultivados 0 horas AW
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Figura 30. Analisis bidimensional de componentes principales (PCA), MA plot y volcano plot de
cuatro comparaciones de estudio: A) Ovocitos MIl vs embriones no bloqueados en etapa de
divisién; B) embriones no bloqueados en etapa de division vs blastocistos cultivados durante 0
horas tras la desvitrificacion (after warming, AW); C) blastocistos cultivados durante 4-5 horas
AW vs blastocistos cultivados durante 0 horas AW; D) embriones bloqueados en etapa de
divisiéon vs embriones no bloqueados en etapa de division.

*Las graficas que corresponden a la comparacién “Embriones bloqueados en etapa de division
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,—
(Gvicitos il embriones Ao blogueados)n etapa de division con las categorias de GO

(figura 31) y KEGG (figura suplementaria 3).

Ovocitos MIl vs embriones no bloqueados en etapa de division (GO)
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GO_REGULATION_OF_NUCLEOBASE_CONTAINING_COMPOUND_METABOLIC_PROCESS
GO_REGULATION_OF_MRNA_SPLICING_VIA_SPLICEOSOME ;
GO_REGULATION_OF_MRNA_PROCESSING
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GO_NCRNA_TRANSCRIPTION

GO_NCRNA_PROCESSING

GO_NCRNA_METABOLIC_PROCESS

GO_MRNA_TRANSCRIPTION
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GO_CYTOPLASMIC_TRANSLATIONAL_INITIATION
‘GO_CYTOPLASMIC_TRANSLATION
GO_COTRANSLATIONAL_PROTEIN_TARGETING_TO_MEMBRANE
GO_CILIUM_ORGANIZATION

GO_CELL_RECOGNITION

GO_CELL_CYCLE_G2_M_PHASE_TRANSITION
GO_BARBED_END_ACTIN_FILAMENT_CAPPING
GO_ALTERNATIVE_MRNA_SPLICING_VIA_SPLICEOSOME
GO_ACTIN_POLYMERIZATION_OR_DEPOLYMERIZATION
GO_ACTIN_FILAMENT_POLYMERIZATION
GO_ACTIN_FILAMENT_DEPOLYMERIZATION

-3 2 1 1 2
Normalized enrichment score (NES)

o

Figura 31. Analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparacién de ovocitos
MiIl vs embriones no bloqueados en etapa de division. Las barras representan la puntuacién de
enriquecimiento normalizada (NES) para las categorias de GO significativas (P < 0,05).

* Las barras azules indican sobreexpresion en ovocitos MIl; las barras naranjas indican

infraexpresion en ovocitos Mil.
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Sin embargo, al comparar embriones/i6 blogiieados en etapal de division y blastocistos

los embriones en etapa de division (figura 32 y figura suplementaria 4). Este marcado

cambio coincide con la activacion metabdlica documentada en el estadio de blastocisto.

Ademés, también se observan rutas de (fegulacion epigenética, de diferenciacion de)

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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Embriones no bloqueados en etapa de divisién vs blastocistos cultivados 0 horas AW (GO)

GO_VITAMIN_METABOLIC_PROCESS
GO_TUMOR_NECROSIS_FACTOR_MEDIATED_SIGNALING_PATHWAY
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GO_RIBOSOME_BIOGENESIS
GO_RESPONSE_TO_TUMOR_NECROSIS_FACTOR
GO_RESPONSE_TO_TOXIC_SUBSTANCE
GO_RESPONSE_TO_REACTIVE_OXYGEN_SPECIES
GO_RESPONSE_TO_OXYGEN_LEVELS
GO_RESPONSE_TO_OXIDATIVE_STRESS
GO_RESPONSE_TO_ENDOPLASMIC_RETICULUM_STRESS
GO_RESPIRATORY_ELECTRON_TRANSPORT_CHAIN
GO_RESPIRATORY_CHAIN_COMPLEX_IV_ASSEMBLY
GO_RELEASE_OF_CYTOCHROME_C_FROM_MITOCHONDRIA
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GO_NEGATIVE_REGULATION_OF_GENE_EXPRESSION_EPIGENETIC ——
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GO_NEGATIVE_REGULATION_OF_CELL_CYCLE_G2_M_PHASE_TRANSITION
GO_NEGATIVE_REGULATION_OF_APOPTOTIC_SIGNALING_PATHWAY
GO_NADH_DEHYDROGENASE_COMPLEX_ASSEMBLY
GO_MITOCHONDRIAL_TRANSPORT
GO_MITOCHONDRIAL_TRANSMEMBRANE_TRANSPORT
GO_MITOCHONDRIAL_TRANSLATIONAL_TERMINATION
GO_MITOCHONDRIAL_TRANSLATION
GO_MITOCHONDRIAL_RNA_METABOLIC_PROCESS
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GO_MITOCHONDRIAL_ELECTRON_TRANSPORT_NADH_TO_UBIQUINONE
GO_MITOCHONDRIAL_CALCIUM_ION_TRANSMEMBRANE_TRANSPORT
GO_INNER_MITOCHONDRIAL_MEMBRANE_ORGANIZATION
GO_GLYCOLYTIC_PROCESS_THROUGH_FRUCTOSE_6_PHOSPHATE
GO_GENERATION_OF_PRECURSOR_METABOLITES_AND_ENERGY
GO_FATTY_ACID_BETA_OXIDATION
GO_ERAD_PATHWAY
GO_ENERGY_COUPLED_PROTON_TRANSPORT_DOWN_ELECTROCHEMICAL_GRADIENT
GO_ENERGY_COUPLED_PROTON_TRANSMEMBRANE_TRANSPORT_AGAINST_ELECTROCHEMICAL_GRADIENT
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GO_CELLULAR_RESPIRATION
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GO_ATP_HYDROLYSIS_COUPLED_TRANSMEMBRANE_TRANSPORT
GO_ATP_HYDROLYSIS_COUPLED_CATION_TRANSMEMBRANE_TRANSPORT
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Figura 32. Analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparacién de embriones
no bloqueados en etapa de division vs blastocistos cultivados durante O horas tras la
desvitrificacion (after warming, AW). Las barras representan la puntuacion de enriquecimiento
normalizada (NES) para las categorias de GO significativas (P < 0,05) de interés.

* Las barras azules indican sobreexpresion en embriones no bloqueados en etapa de division;

.« ez

las barras naranjas indican infraexpresion en embriones no bloqueados en etapa de divisién.
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Cuando se analizan las situaciones de perturbacion en el cultivo in-vitro o del desarrollo

embrionario normal se observan varias cuestiones:

En los blastocistos cultivados durante 4-5 horas tras la desvitrificacion, se observan
varias vias sobreexpresadas significativamente (P < 0,05) como la apoptosis, vias
relacionadas con cancer y vias relacionadas con la detencién celular, en comparacién
con los blastocistos cultivados durante O horas tras la desvitrificaciéon. Estas vias
metabdlicas, entre otras, actian como vias 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 sobreexpresién
significativa (P < 0,05) de las vias de sefializacion de apoptosis intrinseca y extrinseca, de
respuesta al dafio del ADN con transduccion de sefiales, de regulacidon de la transduccién
de senales por el regulador p53, de senescencia celular, de detencion 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 desvitrificacién en comparacion con los blastocistos
recién desvitrificados. Concretamente, con las categorias de GO, rutas asociadas al
establecimiento de la polaridad celular, a la regulacion de la epigenética, al desarrollo
de blastocistos y al crecimiento en Utero se sobreexpresan significativamente (P < 0,05)
en blastocistos cultivados durante 4-5 horas después de la desvitrificacion. Ademas, no
se encuentran diferencias en cuanto a rutas de actividad mitocondrial entre ambos tipos

de blastocistos (P > 0,05; figura 33).

Con las categorias de KEGG, se identifican varias vias relacionadas con cancer que se
sobreexpresan significativamente (P < 0,05) en los blastocistos cultivados durante 4-5
horas después de la desvitrificacion en comparacién con los blastocistos recién

desvitrificados (P < 0,05; figura suplementaria 5).
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Blastocistos cultivados 4-5 horas AW vs blastocistos cultivados 0 horas AW (GO)
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GO_MITOTIC_DNA_INTEGRITY_CHECKPOINT
GO_MITOTIC_CELL_CYCLE_CHECKPOINT
GO_MAINTENANCE_OF_CELL_NUMBER
GO_IN_UTERO_EMBRYONIC_DEVELOPMENT
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GO_EXTRINSIC_APOPTOTIC_SIGNALING_PATHWAY_VIA_DEATH_DOMAIN_RECEPTORS
GO_EXTRINSIC_APOPTOTIC_SIGNALING_PATHWAY
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GO_ENDOPLASMIC_RETICULUM_CALCIUM_ION_HOMEOSTASIS
GO_DRUG_TRANSPORT
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GO_DNA_BIOSYNTHETIC_PROCESS
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Figura 33. Analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparacion de
blastocistos cultivados durante 4-5 horas después de la desvitrificacién (after warming, AW) vs
blastocistos cultivados durante 0 horas AW. Las barras representan la puntuacion de
enriquecimiento normalizada (NES) para las categorias de GO significativas (P < 0,05) de interés.
* Las barras azules indican sobreexpresién en blastocistos cultivados durante 4-5 horas AW; las

barras naranjas indican infraexpresidn en blastocistos cultivados durante 4-5 horas AW.

En cuanto al bloqueo embrionario, se observa con las categorias de GO una
sobreexpresion significativa (P < 0,05) de varias vias de producciéon de ATP y estrés
celular en embriones bloqueados en etapa de divisién en comparacidon con embriones
no bloqueados en etapa de division. Especificamente, los embriones bloqueados
sobreexpresan vias relacionadas con el estrés asociado al RE, con la apoptosis

relacionada con mitocondrias y con la actividad mitocondrial (ej., formacién de crestas,
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traduccién de la membrana mitocondrial, transporte, ensamblaje y organizacion
transmembrana, sintesis de ATP, etc.). Ademas, los embriones bloqueados muestran
una infraexpresién significativa (P < 0,05) de vias relacionadas con la segregacién
cromosomica, los procesos de especificacién de patrones y la divisién mitética (figura

34).

Con las categorias de KEGG, se observa una sobreexpresién significativa (P < 0,05) de la
fosforilacion oxidativa en los embriones bloqueados en etapa de divisién en

comparacion con el control no bloqueado (figura suplementaria 6).

Embriones bloqueados en etapa de division vs embriones no bloqueados en etapa de division (GO)
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GO_MITOCHONDRIAL_GENE_EXPRESSION
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‘GO_MEMBRANE_FUSION
GO_INNER_MITOCHONDRIAL_MEMBRANE_ORGANIZATION
GO_GENERATION_OF_PRECURSOR_METABOLITES_AND_ENERGY
GO_ENERGY_DERIVATION_BY_OXIDATION_OF_ORGANIC_COMPOUNDS

GO_ENERGY_COUPLED_PROTON_TRANSPORT_DOWN_ELECTROCHEMICAL_GRADIENT

GO_ENDOPLASMIC_RETICULUM_UNFOLDED_PROTEIN_RESPONSE
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Figura 34. Analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparacién de embriones
bloqueados en etapa de divisién vs embriones no bloqueados en etapa de division. Las barras
representan la puntuacion de enriquecimiento normalizada (NES) para las categorias de GO
significativas (P < 0,05) de interés.

* Las barras azules indican sobreexpresidon en embriones bloqueados en etapa de divisién; las

barras naranjas indican infraexpresidon en embriones bloqueados en etapa de divisién.
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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 recuperacién del proceso de

vitrificacion/desvitrificacion, se aprecian, con las categorias de GO, varias rutas

relacionadas con la

(figura 35).

Ademads, con las categorias de KEGG se observa que el metabolismo del piruvato y vias
relacionadas con el cancer también se sobreexpresan significativamente (P < 0,05) en
blastocistos cultivados durante 0 horas después de la desvitrificacion en comparacién

con los embriones bloqueados en etapa de divisién (figura suplementaria 7).
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Embriones bloqueados en etapa de divisién vs blastocistos cultivados 0 horas AW (GO)

GO_XENOBIOTIC_METABOLIC_PROCESS
GO_TOR_SIGNALING
GO_RESPONSE_TO_NUTRIENT
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GO_REGULATION_OF_WNT_SIGNALING_PATHWAY
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GO_PLACENTA_BLOOD_VESSEL_DEVELOPMENT
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Figura 35. Analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparacién de dos
condiciones de estrés embrionario diferentes: embriones bloqueados en etapa de division vs
blastocistos cultivados durante O horas después de la desvitrificacion (AW). Las barras
representan la puntuacién de enriquecimiento normalizada (NES) para las categorias de GO
significativas (P < 0,05) de interés.

* Las barras azules indican sobreexpresion en embriones bloqueados en etapa de division; las

barras naranjas indican infraexpresién en embriones bloqueados en etapa de division.

Validacion 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._
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Figura 36. Validacion de datos de secuenciacién de RNA-seq en dos grupos de comparacion. A)
Niveles de expresidn de genes relacionados con estrés celular (EHMT2) y procesos metabdlicos
(SULT1A4) en blastocistos cultivados durante 4-5 horas después de la desvitrificacion (after
warming, AW) vs blastocistos cultivados durante 0 horas AW y B) niveles de expresion de genes
relacionados con produccién de ATP (ATP5MC1) y desarrollo de blastocistos (HAND1) en
embriones bloqueados en etapa de divisién vs embriones no bloqueados en etapa de divisién
(eje Y para HAND1 en escala logaritmica).

Los cambios en la expresidn génica se validaron mediante RT-PCR, se cuantificaron mediante el

método AACT y se expresaron como fold change.
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Discusion 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).

a la reprogramacion epigenética (Chason et al., 2011), y las condiciones subdptimas
durante las TRA o los procesos relacionados (como la vitrificacién),_

(McConnell and Petrie, 2004; Chason
et al., 2011; Feuer and Rinaudo, 2012; Breton-Larrivée et al., 2019; Ramos-lbeas et al.,

2019).

agnone and Sirard, 2016).

(Cagnone and Sirard, 2016).

(Al-

Azzam, 2020).(Este metabolismo necesario de glicélisis aerobiales complementario a a

produccién energética oxidativa, y se basa en utilizacién de la glucosa para producir

lactato a pesar de que exista una presencia suficiente de oxigeno en el utero (Gardner

etal., 2000; Cagnone and Sirard, 2016).(Noobstante, Una sobreexpresion de este efecto,
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(Cagnone and Sirard, 2016).

El contenido de ADNmt parece que puede verse afectado por las situaciones de estrés.

De hecho, se ha informado sobr

(Lee and Wei, 2005; Sage
and Knight, 2013; Vishnyakova et al., 2016; Picard and McEwen, 2018; Wang et al.,
2018a).

Uno de los factores externos que perturba el cultivo in-vitro normal es la

criopreservacion. L-sté ganando un uso cada vez mayor en RA (Bosch

et al., 2020). Segun el ultimo 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 clinicas
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
aalguno

_(Ernstad et al., 2019; Elias et al., 2020).

Curiosamente,

‘estan asociadas con la disfuncién mitocondrial y el estrés oxidativo (Perez et al., 2019).
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- (Nohales-Corcoles et al., 2016; Gualtieri et al., 2021).

Para investigar esta posibilidad en embriones humanos, en el presente objetivo
especifico se han medido diferentes pardmetros mitocondriales, como el contenido de
ADNmt, el estado redox, el recuento mitoncrial y los perfiles de expresion génica, en
embriones durante su desarrollo embrionario in-vitro normal y en embriones bajo
procesos de estrés como son la vitrificacion/desvitrificacion y el bloqueo embrionario

en etapa de division.

El presente estudio ha demostrado que existe una modulacién del contenido de ADNmt
total y por célula durante el periodo de recuperacidon después de la desvitrificacion, el
cual es representativo del tiempo de recuperacidon que suele concederse antes de la
transferencia embrionaria. En concreto, se observa como el contenido de ADNmt por
célula en el blastocisto tras la desvitrificacion disminuye en comparacién con su
contenido antes de la vitrificacién y va aumentando en cuestién de pocas horas durante

el cultivo in-vitro, sobrepasando en primer lugar su nivel de contenido previo a la

vitrificacion, para después restablecerlo.

‘mitocondrial han sido reportadas previamente en otros modelos animales (Chiaratti et

al., 2010; Amoushahi et al., 2017; Xu et al., 2021).
Ademads, es importante sefialar que no se observan diferencias significativas en el

contenido de ADNmt por célula medido antes de la desvitrificacion entre los blastocistos
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analizados, lo que indica que las diferencias observadas tras los diferentes tiempos de
cultivo después de la desvitrificacion 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

del trofoectodermo, constituyendo una limitacién.

No obstante, el incremento en el nimero de copias de ADNmt debido al proceso de
vitrificacion/desvitrificacion fue mucho menos abrupto que el incremento observado en
los embriones_en etapa de divisién en comparacién con su control no
blogueado. De hecho, se ha observado que cuanto mas tarde ocurre la detencién del

embrion (es decir, cuanto mas desarrollado estd el embrién), mayor es el aumento en

el contenido de ADNmt, lo que indica quizés,_
-(Leese et al., 2007).

Por tanto, aunque se propuso que el ADNmt no se modulaba antes de la implantacién
del embrién (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. Ademas, en la -se encuentran otros

escenarios clinicos de fcFemento del contenido de ADNm preimplantacional, como en)
_(tabla suplementaria 1). Por otro
lado, también se ha observado que los embriones de-con acidosis lactica y
episodios semejantes a apoplejias _
desarrollo embrionario y compensar el defecto de la cadena respiratoria (Monnot et .

2013). Por lo tanto, el aumento en el numero de copias de ADNmt que se observa
durante el proceso de recuperacién del blastocisto desvitrificado y en embriones
bloqueados podria indicar que los embriones humanos modulan su contenido de

ADNmt antes de la implantacion como mecanismo de respuesta al estrés.

En consecuencia, se realizé un estudio de RNA-seq para encontrar patrones de expresién

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 situacién de estrés, como son los
blastocistos que se recuperan de la desvitrificacién y los embriones bloqueados en etapa
de division.

En primer lugar, se ha observado durante el desarrollo embrionario in-vitro normal un
aumento de la expresién rutas de actividad mitocondrial a partir del estadio de
blastocisto, que coincide con la activacion metabdlica 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 sobreexpresidn significativa en varios procesos clave
relacionados con la respuesta al estrés celular y vias de desarrollo embrionario en
blastocistos cultivados durante 4-5 horas después de la desvitrificacion en comparacién
con blastocistos cultivados durante 0 horas después de la desvitrificacion; sin embargo,
no hubo diferencias en la expresion de rutas relacionadas con la actividad mitocondrial

a pesar del aumento en el contenido de ADNmt observado entre ambas condiciones.
redo en comparacion con blastocistos recién desvitifcados. Analizando visualmente I

configuracion mitocondrial por microscopia electrénica de transmisién tampoco se

observan diferencias a grandes rasgos entre blastocistos recién desvitrificados y

cultivados 5 horas tras la desvitrificacion, aunqu_

Especificamente, los blastocistos cultivados durante 4-5 horas después de la
desvitrificacidn revelaron una sobreexpresiéon de rutas involucradas en el desarrollo del
embrién, como la polaridad celular, el desarrollo del blastocisto y el crecimiento del
embridn intrauterino en comparacion con los blastocistos cultivados 0 horas tras la
desvitrificacion. La polaridad celular es de hecho clave para la asignacion y especificacion

celular antes de la implantacion (Shahbazi et al., 2016). Ademads, también
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sobreexpresaron vias como la apoptosis (vias de sefalizacién apoptdtica extrinseca e
intrinseca, via de sefalizacidon apoptética extrinseca a través de receptores de dominio
de muerte y senescencia celular) y procesos relacionados con el cancer (regulacion

positiva de la detencidn del ciclo celular, transduccion de sefiales por regulador P53,

transduccion de sefiales en respuesta al dafio del ADN, etc).—

Como se comentd anteriormente, estudios realizados con ovocitos frescos vs vitrificados

de diferentes especies indican que el proceso de vitrificacion/desvitrificacion puede

(y su capacidad metabélica) (zhao et al., 2011; Amoushahi et al., 2017; Xu et al., 2021).
Uno de estos estudios (Zhao et al., 2011)_

Segln los presentes resultados, en los blastocistos humanos desvitrificados también se

observa una disminucidon del contenido de ADNmt por célula debido al proceso de

vitrificacion/desvitrificacion. 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 est3

relacionado con el estrés celular y el crecimiento embrionario, pero

(Mei et al., 2015).
No obstante, esto también podria significar que, en este escenario, el aumento en el

contenido de ADNmt tenga otro propdsito diferente al de simplemente proporcionar
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energia.

iesner et al., 1992; Reznik et

al, 2016). También es posible que el tiempo en cultivo in-vitro hasta el analisis de RNA-

Finalmente, los blastocistos analizados en el presente estudio son aneuploides..

Por otro lado, se observa que los embriones bloqueados en etapa de divisién
demostraron una sobreexpresion de vias compatibles con la produccién de ATP y con
apoptosis relacionada con mitocondrias en comparacidn con los embriones no

bloqueados en etapa de divisién.

Por tanto, los embriones bloqueados en etapa de divisién 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.
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Ademas, 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 expresién entre blastocistos

cultivados y no cultivados tras la desvitrificacion son menores.
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Todos estos resultados sugieren que quizas las situaciones que provoquen una alta
variacion del patrén normal de contenido de ADNmt durante el desarrollo embrionario
in-vitro, pueden ser una condiciéon inusual y estresante. Teniendo en cuenta el papel

energético de las mitocondrias, este razonamiento estaria de acuerdo con la “hipétesis

silenciosa” de Henry Leese.

En definitiva, se considera que este es el primer estudio que |) demuestra cémo los
embriones responden al estrés modulando el contenido de ADNmt durante el periodo
preimplantacional; y IlI) proporciona informacidn sobre la expresion de las vias que

coinciden con este fendmeno.
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Objetivo especifico 3. Identificar la relacion existente entre el contenido
de ADN mitocondrial por célula y la masa y la actividad mitocondrial en
el blastocisto humano.

Proposito

Algunos estudios concuerdan en que un bajo contenido de ADNmt por célula esta
relacionado con una mayor calidad embrionaria y mejores resultados de éxito clinico
(tabla suplementaria 1), mientras que se ha sugerido una asociacién entre un alto
contenido de ADNmt por célula y estrés metabdlico (Diez-Juan et al., 2015). No
obstante, se desconoce el significado bioldgico que tienen estos valores de ADNmt por
célula en el embridn y si son representativos de su estado mitocondrial.

El propdsito de este estudio es describir si existe una relacién entre el contenido de
ADNmt por célula y el nimero de mitocondrias totales y activas en blastocistos
humanos, para analizar su nivel de representatividad respecto a estos parametros.
Ademas, se analizaran a nivel de expresion génica las diferencias entre blastocistos con
contenido de ADNmt por célula alto vs bajo para evaluar si se obtienen resultados que

apoyen su correlacion positiva con el estrés.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio de cohorte prospectivo con un total de 47 blastocistos donados a
investigacion de 35 pacientes que fueron tratadas en IVIRMA Global (Valencia, Espafia).
Todas las participantes proporcionaron su consentimiento informado por escrito.

Estimulacion ovdrica y obtencion y cultivo de especimenes

La estimulacién ovarica y la obtencidon y el cultivo de especimenes se llevo a cabo segun

lo explicado en el apartado “Procedimientos y técnicas”.
y
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Cuantificacidn del contenido de mitocondrias totales y activas por microscopia confocal

Se incluyeron un total de 34 blastocistos aneuploides con datos conocidos de contenido
de ADNmt por célula antes de la vitrificacidn. El contenido de ADNmt por célula en los

blastocistos se determind mediante NGS antes del estudio, a partir de la biopsia de

trofoectodermo utilizada para la prueba PGT-A (Igenomix, S.L).

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 tifieron 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 masay la actividad mitocondrial, las muestras se analizaron mediante

microscopia confocal tal y como se explica en el apartado “Procedimientos y técnicas”.

Perfil de expresion génica: construccion de librerias y RNA-seq

Para esta aproximacién, se analizaron 6 blastocistos aneuploides con informacién
conocida del contenido de ADNmt por célula antes de la vitrificacion. De estos
blastocistos, 3 tenian valores altos de contenido de ADNmt por célulay 3 tenian valores
bajos de contenido de ADNmt por célula. Estos valores se seleccionaron por estar por
encima y por debajo de los datos de la poblacidn de estudio de la presente tesis
(mediana = 32,14).

Estos 6 blastocistos forman parte de los blastocistos analizados por RNA-seq en el

objetivo especifico 2, por lo que estdn cultivados durante distinto nimero de horas tras
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la desvitrificacidn. Fueron seleccionados por ser los de mayor y menor contenido de
ADNmt por célula independientemente de su tiempo de cultivo tras la desvitrificacidn.
Por tanto, el andlisis comparativo se realizé teniendo en cuenta esta caracteristica. Para
ello, se realizd un subanalisis comparativo de la expresidn génica en blastocistos del
objetivo especifico 2 con contenido de ADNmt por célula alto vs bajo, separandolos en
grupos segun sus tiempos de cultivo tras la desvitrificacién (0 y 4-5 horas), con la
intencién de comprobar si esta caracteristica influia en los resultados.

Por lo tanto, el andlisis de expresidn génica diferencial se realizé 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 desvitrificacion.

Mas de la mitad de los datos de alto contenido de ADNmt por célula estaban por encima
del percentil 90, lo que constituiria unos valores extremos de contenido de ADNmt por
célula. La mayoria 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 pl de tampdn de reaccion 10X del kit SMART-Seq v4 Ultra Low Input

RNA Kit for Sequencing y se conservaron a -80 ° C hasta su preparacion para el analisis.
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El paso de ARNm a ADNc y la creacion de librerias se realizaron segun lo explicado en el
apartado “Procedimientos y técnicas”.

Se secuencié 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 analisis

de la expresion diferencial de genes.

Validacion de RNA-seq

Para corroborar los resultados del analisis de RNA-seq, las muestras de cDNA del primer
grupo de comparacion se analizaron mediante RT-PCR en un sistema StepOnePlus con
Power-Up SYBR green para determinar los niveles de expresién 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 funcién de su importancia y su inclusién 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
desvitrificacion: Proteina 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 estdn relacionados con la respuesta inmune (PRDM1) y el metabolismo
energético (IDH2).

Los niveles de expresion génica se normalizaron para el gen housekeeping GAPDH y se
cuantificaron mediante el método AACt. Posteriormente, el fold change se calculé como
la expresion génica normalizada (2A (—ACt)) en cada muestra dividida por la expresién

génica normalizada (2A (—ACt)) en una muestra de referencia aleatoria.

Andlisis estadistico

Se aplico la prueba de Shapiro (Shapiro and Wilk, 1965; Royston, 1982) para evaluar si
los datos de microscopia confocal tenian una distribucién normal.

Se utilizaron estudios de correlacion y t-test para analizar los datos.
Los resultados se consideraron estadisticamente significativos cuando el P-valor era

menor de 0,05.
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La distribucidn de datos determinada por la prueba de Shapiro dio como resultado una

distribucién normal (P > 0,05).

Para el andlisis de RNA-seq, se realizaron estudios de correlacidn, analisis de PCA y
analisis de expresidon génica diferencial utilizando el paquete DESeqg2. Los analisis de
expresion génica diferencial se realizaron utilizando la prueba paramétrica de Wald con
correccién de prueba multiple de Benjamini-Hochberg (padj). Los genes con un padj de
< 0,01 y un fold change de log, de * 2 se consideraron diferencialmente expresados de
forma significativa. El algoritmo fgsea se utilizé para el analisis de enriquecimiento
funcional con las categorias de KEGG y de GO (procesos bioldgicos). Los datos de la

validacion se analizaron mediante t-test.

Resultados

Andlisis de correlacion entre el contenido de ADNmt por célula y el contenido de

mitocondrias totales y activas por microscopia confocal

Con la metodologia de fluorescencia fija, no se observa una correlacion 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 segun 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. Metodologia de fluorescencia fija. A) Andlisis de correlacidn entre el contenido de
ADNmt por célula y el contenido de mitocondrias totales y activas. B) Analisis de diferencias en
el contenido de mitocondrias totales y activas entre blastocistos con contenido de ADNmt por
célula alto y bajo.

* Edad en afios.

**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 metodologia de valores de ganancia de
fotomultiplicador fijos. No se aprecia una correlacidn 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 segun si su contenido de ADNmt por

célula es alto o bajo (P > 0,05; figura 38B).
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Figura 38. Metodologia de valores de ganancia del fotomultiplicador fijos. A) Analisis de
correlacién entre el contenido de ADNmt por célula y el contenido de mitocondrias totales y
activas. B) Andlisis de diferencias en el contenido de mitocondrias totales y activas entre
blastocistos con contenido de ADNmt por célula alto y bajo.

* Edad en afios.

**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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Andlisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para blastocistos con contenido de

ADNmt alto vs bajo

Se realizé un andlisis de enriquecimiento funcional para identificar vias 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
desvitrificacion (tabla suplementaria 8). En términos generales, casi no se observan
diferencias en la expresidn génica entre los grupos, aunque el PCA indica cierto grado

de separacién (figura 39).
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Figura 39. PCA, MA plot y Volcano plot para la comparacién de blastocistos con contenido de
ADNmt por célula alto vs bajo independientemente de las horas de cultivo tras la

desvitrificacion.

Con las categorias de GO y de KEGG no se observan diferencias significativas (P > 0,05)
en términos de produccidn mitocondrial de energia entre ambos grupos, a pesar de
encontrarse sobreexpresion (P < 0,05) de la expresion génica mitocondrial en
blastocistos con valores altos de contenido de ADNmt por célula. No obstante, se
observan vias de estrés celular, como la detencién del ciclo celular, la transcripcién de
ADN en respuesta al estrés, la respuesta al estrés del RE, la regulacién de la apoptosis o

la transduccidn de sefales en respuesta al dafio del ADN y mediadas por el regulador
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p53, sobreexpresadas (P < 0,05) en blastocistos con valores de contenido de ADNmt por
célula mas altos.

Ademas, se observa una infraexpresion (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).

Blastocistos con contenido de ADNmt por célula alto vs bajo (GO)
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Figura 40. Analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparacién de
blastocistos con contenido de ADNmt por célula alto vs bajo independientemente de las horas
de cultivo tras la desvitrificacidn. Las barras representan la puntuacion de enriquecimiento
normalizada (NES) para las categorias de GO significativas (P < 0,05) de interés.

* Las barras azules indican sobreexpresién en blastocistos con contenido de ADNmt por célula
alto; las barras naranjas indican infraexpresién en blastocistos con contenido de ADNmt por

célula alto.
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Tras analizar las rutas metabdlicas 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 desvitrificacidn, se obtienen resultados similares.
No se observan diferencias en la expresion de rutas relacionadas con la produccién de
energia entre blastocistos con alto y bajo contenido de ADNmt por célula ni alas 0 horas
de cultivo tras la desvitrificacion ni a las 4-5 horas de cultivo tras la desvitrificacion. Por
otro lado, en ambas condiciones se observa que los blastocistos con alto contenido de
ADNmt antes de la vitrificacion sobreexpresan (P < 0,05) rutas de estrés celular en
comparacion con los de bajo contenido. No obstante, parece que el nivel de
sobreexpresidn de estas rutas relacionadas con estrés se da en menor medida a las 4-5
horas tras la desvitrificacion en comparacion con los blastocistos cultivados durante 0

horas tras la desvitrificacion (figuras suplementarias 9, 10y 11 y tabla suplementaria 9).

Validacion 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
comparacion de estudio de RNA-seq (blastocistos con contenido de ADNmt por célula
alto vs bajo independientemente de las horas de cultivo tras la desvitrificacién). Los
resultados de RT-PCR corroboran la expresidn génica diferencial observada por RNA-seq
(figura 41), aunque las diferencias en la expresién génica no son estadisticamente

significativas por RT-PCR debido a la alta variabilidad entre muestras.

121



PRDM1 (sobreexpresado) IDH2 (infraexpresado)

o N=3 N=3 N=3 N=3
1000000
100000+
4 10000
(]
o [
& 2 10004
< ©
© S
3 =
o 5 100
2-
104
1
0 T T 0.1 T T
3 >
& o N &
[ [ 0@ 00
& & & <
<Q <Q QQ QO
3 3 & &
o o o S
¥ ¥ & ®
(¢} bo (] (*]
& & & &
& & e @
& N & &
(o) 00 c'OQ (Ioo
XeJ o
e'o*” a.oe\ . 0\\9 00\0
'@\o &° 2 &
00 o oo\ é}b
& O X3 Y
4 & & @’
Q Q < Q

Figura 41. Validacidon de los datos de secuenciacion de RNA-seq. Niveles de expresion 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 desvitrificacidn. Los genes se validaron mediante RT-PCR, se cuantificaron
mediante el método AACt y se expresaron como fold change.

*Eje Y para IDH2 en escala logaritmica.

Discusion de resultados

El papel fundamental de las mitocondrias en el desarrollo embrionario ha provocado
gue muchos grupos de investigacion 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
estd relacionado con una mala calidad embrionaria, la aneuploidia y la ausencia de
implantacion evolutiva, otros observan resultados contrastantes o ningun efecto (tabla

suplementaria 1). Esto puede deberse a inconsistencias en la cuantificacién del ADNmt
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entre laboratorios, a la falta de evidencia sobre la relacidon entre el ADNmt y el estado
mitocondrial, y/o al significado fisiolégico desconocido del ADNmt en el embridn antes
de la implantacion.

De hecho, no esta claro si existe una correlacidn necesaria entre el nimero de copias de
ADNmt y el numero de mitocondrias totales y activas en una célula. Estudios anteriores
han revelado que existe una baja correlacion entre el contenido de ADNmt y la masa
mitocondrial, ademds de poca informacién sobre la relaciéon 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 pardmetros.

Los diferentes tipos de celulares tienen unos requisitos fisioldgicos especificos que
afectan la produccién de energia y el metabolismo (Herbers et al., 2019). Por tanto, el
nimero de copias de ADNmt por mitocondria puede variar segun el tipo de célula y
depende directamente de los eventos de fusion y fisidn que ocurren en las mitocondrias

(Twig et al., 2008; Westermann, 2012; Wallace and Chalkia, 2013; Fazzini et al., 2018).
‘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 funciéon mitocondrial en ciertos tipos de células, no estd 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 expresion del genoma mitocondrial puede equilibrar las proporciones

ateradas de ADNE por mitocondria mencionads anterormente [Ricchert, 2015) y,

(determinan hasta qué punto se expresa el genoma mitocondrial (Wiesner et al., 1992;

Reznik et al., 2016).
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‘baja polarizacién en lugar de en una condicién media de alta polarizacién (van Blerkom,

2004).

En el presente estudio se ha intentado identificar la relacién entre el contenido de
ADNmt por célula y el contenido de mitocondrias totales y activas en blastocistos,
ademas de analizar la expresion de las vias 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 estan

relacionados con el nimero de mitocondrias totales y activas, sino que estan

relacionados con vias de estrés celular.

Merece la pena destacar el hecho de que no se observen diferencias en rutas
mitocondriales de produccidn energética entre blastocistos con alto y bajo contenido de
ADNmt por célula a pesar de existir una sobreexpresion de la expresion génica
mitocondrial en blastocistos con valores altos de contenido. Estos resultados refuerzan
la hipotesis de que el incremento del contenido de ADNmt, observado en situaciones
como la recuperacion del proceso de vitrificacion/desvitrificacion, pueda tener a veces

un propdsito diferente al de simplemente proporcionar energia (Objetivo especifico 2).

No obstante, se observan vias sobreexpresadas, como las relacionadas con el estrés del
RE, la transcripcién de ADN en respuesta a estrés, la detencidn del ciclo celular, la
regulacién de la apoptosis o la transduccién de sefiales 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).

Ademds, las evidencias indican que los resultados no parecen estar afectados por el
tiempo en cultivo in-vitro tras la desvitrificacidn y ademds apuntan a que los blastocistos
gue parten con un mayor contenido de ADNmt por célula podrian ser mas susceptibles

al estrés causado por el proceso de vitrificacion/desvitrificacion.

embrionario (Hosseini et al., 2009; Salzano et al., 2014; Hara et al., 2018; Wang et al.,

cultivo

2018b; Truong and Gardner, 2020). A pesar de que el DMSO vy el etilenglicol se utilizan
en concentraciones mas bajas para optimizar la eficacia y disminuir los efectos téxicos
durante la vitrificacién (Kasai and Mukaida, 2004; Javed et al., 2011), ciertos embriones
pueden ser mas 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 sefialar que casi todos los datos de alto contenido de ADNmt por célula
de ambos experimentos (microscopia confocal y RNA-seq) estaban por encima del tercer
cuartil. Esto constituiria unos valores muy altos de contenido de ADNmt por célula, en
comparacion 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 podria estar en linea con el mal prondstico percibido por
algunos grupos de investigacion en cuanto a viabilidad e implantacion embrionaria

(tabla suplementaria 1). E
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Finalmente, puede que parte de Ia_que se observa entre las

cantidades del genoma mitocondrial y el nimero real de mitocondrias se deba a la
presencia de—mitocondrial que ocurren constantemente (en
cuestion 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 vias de replicacién del ADN, el andlisis de

expresion génica muestra una

blastocistos que contienen Valores altos de contenido de ADNME por célula. (Ademds,

En conclusidn, aunque los valores de contenido de ADNmt por célula no se correlacionan

con la masa mitocondrial ni con el estado metabdlico del trofoblasto, se ha demostrado
una relacién entre altos valores de contenido de ADNmt por célula y el estrés. Este
hallazgo puede ser util 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 priorizacién de la transferencia, al menos cuando se observan valores

de contenido muy altos del mismo.
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EPILOGO
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Epilogo
i

Consecucion de objetivos y relevancia cientifica

Gracias a la presente tesis doctoral se ha podido dar respuesta a numerosos aspectos
cuestionados por la comunidad cientifica con respecto al contenido mitocondrial en el
embrion humano.

El objetivo principal de la presente tesis doctoral era analizar el contenido y el estado
mitocondrial en el embrién 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 especificos con el fin de abordar el analisis
mitocondrial mediante distintas aproximaciones.

A continuacion, se enumera y se describe la consecucidn de los distintos objetivos del

estudio:

Objetivo especifico 1. Caracterizar el contenido y el patron de distribucion del ADN
mitocondrial durante el desarrollo embrionario humano preimplantacional: por un lado,
no existian 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 analisis
del contenido total y por célula de ADNmt en diferentes estadios embrionarios mediante
RT-PCR. Gracias a esta metodologia de cuantificacién de ADN se ha podido concluir que
el contenido de ADNmt en ovocitos MIl no descartados es dependiente de la edad
femenina y varia ampliamente entre donantes y dentro de la misma cohorte de una
donante. Ademas, 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 degradacién del contenido total de ADNmt
por espécimen y una distribucién del contenido de ADNmt entre las células del embrién
alolargo 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 condicién de vitrificacién o no
vitrificacion de las muestras puedan afectar los resultados.

Finalmente, con el hallazgo de la falta de influencia de la calidad y el dia 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 especifico 2. Describir el contenido de ADN mitocondrial y el estado
mitocondrial en embriones humanos bajo condiciones de estrés: no existian estudios
previos que analizaran concretamente el comportamiento del ADNmt durante el cultivo
in-vitro embrionario previo a la implantacion en respuesta a perturbaciones del cultivo
y situaciones de estrés como son el proceso de vitrificacién/desvitrificacion y el bloqueo
embrionario. Para el analisis de este fendmeno se ha realizado una aproximacion
mediante RT-PCR, microscopia confocal y microscopia electrénica. A través de estas
técnicas, se ha llevado a cabo la cuantificacion del contenido de ADNmt, del estado
redox y del contenido mitocondrial en blastocistos, respectivamente. Ademas, se ha
realizado una aproximacion de RNA-seq para el anadlisis de la expresidon génica en
embriones durante el desarrollo in-vitro normal y en embriones que se encontraban
bajo situacién de estrés, como son los blastocistos aneuploides tras el proceso de
vitrificacion/desvitrificacion y los embriones bloqueados. Gracias al conjunto de estos
analisis 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 Mll vs
embriones no bloqueados en etapa de divisidn). No es hasta la etapa de blastocisto,
coincidiendo con el momento de activacion metabdlica embrionaria, que se observa
una sobreexpresion de rutas de actividad mitocondrial en comparacion con el
estadio embrionario previo (embriones no bloqueados en etapa de division).

- Por otro lado, se ha evidenciado que los embriones humanos pueden modular el
contenido de ADNmt por célula antes de la implantacidon e incrementarlo en
cuestion de pocas horas para posiblemente sobrepasar una situacidon de estrés.
Especificamente, los blastocistos desvitrificados sufren una disminucién del

contenido de ADNmt con respecto a su contenido previo a la vitrificacién. 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 vitrificacidn, para finalmente volver a disminuir y restablecer el contenido
gue poseia inicialmente. Analizando este evento a través del analisis de la ratio
redox, el recuento mitocondrial y la expresion génica, se observan diferentes
cuestiones: por un lado, no se observd un consecuente aumento o disminucién del
metabolismo mitocondrial ni del recuento de mitocondrias en blastocistos
cultivados varias horas tras la desvitrificaciéon (con aumento del contenido de
ADNmt) en comparaciéon con blastocistos recién desvitrificados. Finalmente, se
determind que no existen diferencias significativas en cuanto a rutas de actividad
mitocondrial, pero si una sobreexpresion de vias de estrés celular y de desarrollo
embrionario en blastocistos cultivados varias horas tras la desvitrificaciéon en
comparacion con blastocistos recién desvitrificados. Por tanto, parece que este
incremento de ADNmt ocurre para que se de una recuperacion embrionaria, aunque
guiza a través de mecanismos distintos al de produccién de energia.

Contrariamente, en otro tipo de situacidon 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 mds abrupta y acompafiado de una sobreexpresién de la actividad
mitocondrial en comparaciéon con embriones no bloqueados en la misma etapa de

desarrollo.

Objetivo especifico 3. Identificar la relacion existente entre el contenido de ADN

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

por ultimo, hasta la fecha no se habia abordado la relacién que existe entre el contenido

de ADNmt y el estado mitocondrial general en el embrion humano. A través de

microscopia confocal y analisis de expresion génica en blastocistos aneuploides con

datos de contenido de ADNmt por célula conocido, ha sido posible analizar 1) si existia

algun tipo de correlacion entre el contenido de ADNmt por célula y el contenido de

mitocondrias totales y activas en un momento que seria cercano al de la transferencia

embrionaria y Il) si existian diferencias a nivel de expresion génica entre blastocistos de

alto y bajo contenido de ADNmt por célula. Tal y como se concluye en este objetivo
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especifico, no existe una correlacion significativa entre el contenido de ADNmt por
célula y el contenido de mitocondrias totales y activas en el trofoectodermo. De hecho,
la aproximacion con RNA-seq apoya estos resultados al no encontrarse diferencias
significativas a nivel de expresién de rutas de actividad mitocondrial entre blastocistos
de alto y bajo contenido de ADNmt por célula. No obstante, si que se observa una

sobreexpresidn de rutas de estrés celular en los blastocistos con un mayor contenido de

ADNmt por célula.

132


manuelugidos
Resaltado

manuelugidos
Resaltado


Perspectivas futuras

Por un lado, seria recomendable establecer un consenso entre laboratorios en cuanto a

la forma de cuantificacion del ADNmt, ya que la normalizacién de su forma de medicién
eliminaria muchos problemas a la hora de comparar resultados entre investigadores.
Pero, ademas, la capacidad de modulacion del ADNmt por parte del embridn en cuestién
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 ultimo, la falta de correlacion entre el contenido de ADNmt por célula y el contenido
de mitocondrias totales y activas podria deberse a los numerosos eventos de fusion y

fision que ocurren de forma constante y en cuestion de minutos en las células.

Es por ello por lo que seria muy interesante abordar nuevas formas de cuantificacion del
ADNmt no invasivas y rdpidas en un momento cercano a la transferencia embrionaria.
De esta forma se podria demostrar su eventual asociacién con la viabilidad o la
implantacion evolutiva de una manera mas fiable. Por tanto, este tipo de aproximacién

tendria sentido en ciclos en fresco, ya que es el tipo de ciclo en el que se podria hacer

una seleccién embrionaria en un momento cercano a la transferencia._

(podia permitir obtener resultados rapidos)(Hammond et al., 2016).

Por ultimo, y una vez optimizado el proceso de medicion del contenido de ADNmt, seria
de gran importancia profundizar en la relacién existente entre los altos valores de
ADNmt por célula y el estrés celular. El significado bioldgico del estrés y su relacion con

la mitocondria en el desarrollo embrionario no estan aun del todo descifrados..
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Conclusiones

1. El contenido de ADNmt en el ovocito humano es dependiente de la edad femenina
y varia ampliamente entre los ovocitos de la misma cohorte de una donante y entre

donantes distintas.

2. El bajo contenido de ADNmt en ovocitos estd 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 degradacién del
contenido de ADNmt total por embridn y una distribucidn de éste entre las células a

lo largo de las divisiones.

4. No existen diferencias en el contenido de ADNmt en blastocistos aneuploides
humanos segun su calidad embrionaria o su dia de desarrollo cuando la medicion se

hace en el embridn 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 vitrificacion/desvitrificacién y el bloqueo embrionario en etapa de
division. Esta modulacidn se puede dar en cuestion de pocas horas y puede ocurrir
como un intento de restablecer el estado previo al estrés embrionario. No obstante,
esta modulacion puede hacer que el momento en el que se mide el contenido de

ADNmt en el embrién tenga influencia sobre el valor que se obtiene.

6. Este aumento del contenido de ADNmt en situaciones de estrés esta acompanado
de una sobreexpresiéon de rutas de estrés celular y de un aumento de actividad
mitocondrial, aunque este ultimo solo se da en la situacién de bloqueo embrionario.
Por lo tanto, el aumento de ADNmt también podria tener implicaciones bioldgicas

distintas a la produccion de energia.
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El contenido de ADNmt por célula no es representativo del contenido de

mitocondrias totales ni activas en blastocistos humanos aneuploides.

A pesar de que el contenido de ADNmt no esta relacionado con la masa ni con la
actividad mitocondrial, los niveles altos del mismo estdn 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 mas alto son mas susceptibles de sufrir estrés tras
el proceso de vitrificacion/desvitrificacién en comparacion con blastocistos con un

contenido mas bajo.

Por tanto, estos hallazgos podrian 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 quiza su cuantificacién en un momento cercano a la
transferencia embrionaria constituiria un marcador mas realista del estado del
embridn, y podria permitir, en un futuro, la seleccidn de blastocistos en base a su

nivel de estrés embrionario.
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Material suplementario

Contribuciones cientificas

1. Publicaciones en revistas cientificas

“Mitochondrial DNA content decreases during in-vitro human embryo development,
insights of mtDNA variation in preimplantation embryos donated for research”. Pérez-
Sénchez M, Diez-Juan A, Beltran 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-Sanchez M, Diez-Juan A, Quifionero A, Dominguez F,
Martin A, Vidal C, Beltrdn D, Mifsud A, Mercader A, Pellicer A, Cobo A, de los Santos MJ.

Human Reproduction, bajo revisiéon, 2021.

“Does mitochondrial DNA content per cell in blastocysts correlate with mitochondrial
mass and activity?”. Pérez-Sdnchez M, Martin A, Mercader A, Beltran D, Tejera A, Pellicer

A, de los Santos MJ. Bajo revision, 2021.

2. Comunicaciones orales en congresos

“Are human embryos able to modulate mitochondrial DNA (mtDNA) content before
implantation?”. Pérez-Sdnchez M, Diez-Juan A, Vidal C, Castell6 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-Sanchez
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M, Mercader A, Mifsud A, Beltran 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 pdster en congresos

“Total mitochondrial DNA (mtDNA) content decreases along embryo development,
insights of mtDNA turnover in human preimplantation development”. Pérez-Sanchez M,
Insia MF, Diez-Juan A, Mercader A, Bellver J, Escrich L, Pellicer A, de los Santos MJ.

Congreso IVIRMA, Palma de Mallorca (Espafia). 4-6 abril, 2019.

“Is low mitochondrial DNA (mtDNA) content after fertilization failure due to oocyte
aging in culture?”. Pérez-Sanchez M, Mercader A, Beltran 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, Beltran D, Pérez-Sdnchez M, Diez-Juan A, Labarta E, Galdn A, de los Santos MJ.
Congreso Controversies in preconception, preimplantation and prenatal genetic

diagnosis (COGEN), Paris (Francia). 7-9 noviembre, 2019.

“The transcriptional profile of arrested cleavage stage human embryos”. Pérez-Sanchez
M, Dominguez F, Quinonero A, Beltran D, Delgado A, Mercader A, Martin 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-Sdnchez M, Martin A, Quifionero A, Dominguez F, Vidal
C, Pellicer A, Cobo A, de los Santos MJ. Congreso ASRM, Baltimore (EEUU). 17-20
octubre, 2021.
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“Transcriptional profile of stressed human embryos: study of early-stage arrested
embryos”. Pérez-Sdnchez M, Beltran D, Insua F, Quifionero A, Dominguez 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-Sanchez M, Martin A, de los Santos JM, Nohales M, Cobo

A, de los Santos MJ. Congreso ASRM, Baltimore (EEUU). 17-20 octubre, 2021.

“Estudio mediante microscopia confocal y electrénica de la representatividad del
contenido de ADN mitocondrial (ADNmt) respecto a la actividad y a la masa mitocondrial
en el blastocisto humano post-desvitrificacion”. de los Santos JM, Pérez-Sanchez M,
Martin A, Nohales M, Cobo A, de los Santos MJ. Congreso ASEBIR, Toledo (Espafia). 17-
19 noviembre, 2021.

“El perfil transcripcional de embriones humanos bloqueados en estadio tempranos”.

Beltrdn D, Pérez-Sanchez M, Insua F, Quifionero A, Dominguez F, Mercader A, de los

Santos MJ. Congreso ASEBIR, Toledo (Espafia). 17-19 noviembre, 2021.
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Figura suplementaria 1. Contenido de ADNmt durante el desarrollo embrionario humano segin
la edad materna. A) Correlacion entre el contenido de ADNmty la edad de la donante en ovocitos
MII donados. B) Correlaciéon entre el contenido de ADNmt por espécimen y la edad materna en
embriones no bloqueados en etapa de division. C) Correlacion entre el contenido de ADNmt por
célulay la edad materna en embriones no bloqueados en etapa de division. D) Correlacidn entre
el contenido de ADNmt por espécimen y la edad materna en blastocistos. E) Correlacion entre
el contenido de ADNmt por célula y la edad materna en blastocistos.
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Figura suplementaria 2. Correlacidn 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
gue el panel inferior solo contiene embriones euploides.
*R? en panel superior= 0,75 y R? en panel inferior= 0,93.

** Imagenes cedidas por el Dr. Antonio Diez-Juan.
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Ovocitos MIl vs embriones no bloqueados en etapa de division (KEGG)

KEGG_VALINE_LEUCINE_AND_ISOLEUCINE_DEGRADATION _

KEGG_SPLICEOSOME
KEGG_RNA_POLYMERASE

KEGG_RIBOSOME

3 2 1 0 1 2 3
Normalized enrichment score (NES)

Figura suplementaria 3. Analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparacion
de ovocitos MII vs embriones no bloqueados en etapa de divisidn. Las barras representan la
puntuaciéon de enriquecimiento normalizada (NES) para las categorias de KEGG significativas (P
< 0,05).

* Las barras azules indican sobreexpresion en ovocitos MIl; las barras naranjas indican

infraexpresion en ovocitos Mil.
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Embriones no bloqueados en etapa de divisidn vs blastocistos cultivados 0 horas AW (KEGG)

KEGG_OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION
KEGG_GLYCOLYSIS_GLUCONEOGENESIS
KEGG_FATTY_ACID_METABOLISM
KEGG_DRUG_METABOLISM_OTHER_ENZYMES

KEGG_CITRATE_CYCLE_TCA_CYCLE

KEGG_BASAL_TRANSCRIPTION_FACTORS _

3 2,5 2 1,5 1 -0,5 0 0,5 1 15 2
Normalized enrichment score (NES)

Figura suplementaria 4. Analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparacion
de embriones no bloqueados en etapa de divisidn vs blastocistos cultivados durante 0 horas tras
la desvitrificacion (after warming, AW). Las barras representan la puntuacién de
enriquecimiento normalizada (NES) para las categorias de KEGG significativas (P < 0,05) de
interés.

* Las barras azules indican sobreexpresion en embriones no bloqueados en etapa de division;

las barras naranjas indican infraexpresion en embriones no bloqueados en etapa de division.
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Blastocistos cultivados 4-5 horas AW vs blastocistos cultivados 0 horas AW (KEGG)

KEGG_SMALL_CELL_LUNG_CANCER

KEGG_NEUROACTIVE_LIGAND_RECEPTOR_INTERACTION

KEGG_LONG_TERM_POTENTIATION

KEGG_ENDOCYTOSIS

KEGG_ABC_TRANSPORTERS

-2,5 -2 -1,5 -1 -0,5 0 0,5 1 1,5 2 2,5
Normalized enrichment score (NES)

Figura suplementaria 5. Analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparacion
de blastocistos cultivados durante 4-5 horas tras la desvitrificacion (after warming, AW) vs
blastocistos cultivados durante 0 horas AW. Las barras representan la puntuacion de
enriquecimiento normalizada (NES) para las categorias de KEGG significativas (P < 0,05).

* Las barras azules indican sobreexpresién en blastocistos cultivados durante 4-5 horas AW; las

barras naranjas indican infraexpresidn en blastocistos cultivados durante 4-5 horas AW.
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Embriones bloqueados en etapa de divisién vs embriones no bloqueados en etapa de division (KEGG)

KEGG_PARKINSONS_DISEASE

KEGG_OXIDATIVE_PHOSPHORYLATION

KEGG_FOCAL_ADHESION

KEGG_DRUG_METABOLISM_OTHER_ENZYMES
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Figura suplementaria 6. Analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparacion
de embriones en etapa de division bloqueados vs embriones en etapa de division no bloqueados.
Las barras representan la puntuacidn de enriquecimiento normalizada (NES) para las categorias
de KEGG significativas (P < 0,05) de interés.

*Las barras azules indican sobreexpresion en embriones bloqueados en etapa de division; las

barras naranjas indican infraexpresién en embriones bloqueados en etapa de division.

148



Embriones bloqueados en etapa de divisidn vs blastocistos cultivados 0 horas AW (KEGG)

KEGG_TIGHT_JUNCTION

KEGG_STEROID_BIOSYNTHESIS

KEGG_PYRUVATE_METABOLISM
KEGG_METABOLISM_OF_XENOBIOTICS_BY_CYTOCHROME_P450
KEGG_DNA_REPLICATION

KEGG_BLADDER_CANCER
KEGG_ANTIGEN_PROCESSING_AND_PRESENTATION

2,5 2 -1,5 -1 0,5 0
Normalized enrichment score (NES)

Figura suplementaria 7. Analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparacion
de embriones blogueados en etapa de division vs blastocistos cultivados durante 0 horas tras la
desvitrificacidn (after warming, AW). Las barras representan la puntuacion de enriquecimiento
normalizada (NES) para las categorias de KEGG significativas (P < 0,05) de interés.

* Las barras naranjas indican infraexpresidon en embriones bloqueados en etapa de division.
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Blastocistos con contenido de ADNmt por célula alto vs bajo (KEGG)

KEGG_RIBOSOME

KEGG_PROTEASOME

KEGG_P53_SIGNALING_PATHWAY

o

0,5 1 15 2 25 3
Normalized enrichment score (NES)

Figura suplementaria 8. Analisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la comparacion
de blastocistos con contenido de ADNmt por célula alto vs bajo independientemente de las horas
de cultivo tras la desvitrificacidn. Las barras representan la puntuacién de enriquecimiento
normalizada (NES) para las categorias de KEGG significativas (P < 0,05).

* Las barras azules indican sobreexpresion en los blastocistos de alto contenido de ADNmt por

célula.
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Blastocistos cultivados durante 0 horas AW: contenido de ADNmt alto vs bajo
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Figura suplementaria 9. PCA, MA plot y Volcano plot para A) blastocistos cultivados durante
0 horas tras la desvitrificacion: contenido de ADNmt por célula alto vs bajo y B) blastocistos
cultivados durante 4-5 horas tras la desvitrificaciéon: contenido de ADNmt por célula alto vs

bajo.
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Blastocistos con contenido de ADNmt por célula alto vs bajo (GO)
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Figura suplementaria 10. Andlisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la
comparacion de blastocistos con contenido de ADNmt por célula alto vs bajo cultivados durante
0 horas tras la desvitrificacion (after warming, AW). Las barras representan la puntuacién de
enriquecimiento normalizada (NES) para A) las categorias de GO significativas (P < 0,05) de
interés y B) para las categorias de KEGG significativas (P < 0,05).

* Las barras azules indican sobreexpresion en blastocistos con alto contenido de ADNmt por
célula; las barras naranjas indican infraexpresion en blastocistos con alto contenido de ADNmt

por célula.

Blastocistos con contenido de ADNmt por célula alto vs bajo (GO)
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Figura suplementaria 11. Andlisis de enriquecimiento de conjuntos de genes para la
comparacion de blastocistos con contenido de ADNmt por célula alto vs bajo cultivados durante
4-5 horas tras la desvitrificacion (after warming, AW). Las barras representan la puntuacion de
enriquecimiento normalizada (NES) para las categorias de GO significativas (P < 0,05) de interés.
No existen categorias de KEGG significativas para esta comparacion.

* Las barras azules indican sobreexpresion en blastocistos con alto contenido de ADNmt por
célula; las barras naranjas indican infraexpresion en blastocistos con alto contenido de ADNmt

por célula.
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Tablas suplementarias

. Dia de Edad Calidad Estado Tasa de
Estudio . . . .
biopsia materna blastocisto ploidia Implantacion
Tanetal, Mavor en
Giga Science | No evaluado | No evaluado | No evaluado Y . No evaluado
aneuploides
2014
Diez-Juan A Mayor en Menor en
et al, Fertil No evaluado No efecto baja calidad No evaluado implantados
Steril 2015 (tendencia) P
F -
ragouli E et Depende
al, PloS . Mayor en Menor en
. No evaluado estadio No evaluado . .
Genetics embrionario aneuploides | implantados
2015
Fragouli E et Mayor en Menor en
al, Human No evaluado edad No evaluado | No evaluado implantados
Reprod 2017 avanzada P
Victor AR et
al, Fertil No evaluado No efecto No evaluado No efecto No efecto
Steril 2017
Ravichandran
K et al Mayor en Menor en
! No efecto edad No efecto No evaluado | .
Human avanzada implantados
Reprod 2017
Treff NRetal, | Menoren Menor en
. Mayor en
Human dia 6 que en edad baia calidad No evaluado No efecto
Reprod 2017 dia 5 avanzada J
De los Santos
MJ'et al,. No evaluado No efecto l\/'layor.en Mayor‘en No evaluado
Fertil Steril baja calidad | aneuploides
2018
Menor en
Klimczak et , Depende de Mayor en
dia 6 No efect No efect
al, JARG 2018 1 diguse en o etecto la ploidia aneuploides o etecto
Ho et al, Mayor en
JARG 2018 No evaluado No efecto No efecto aneuploides No evaluado
Lledo B et al, Menor en Menor en
. Menor en
Hum Reprod | dia 6 que en edad No efecto No evaluado implantados
Open 2018 dia 5 avanzada P
ScottR et al, Menor en
Reprod dia 6 que en No efecto No evaluado | No evaluado No efecto
Biomed 2020 dia 5

Tabla suplementaria 1. Comparacion de varios estudios sobre el potencial del contenido de

ADNmt por célula como marcador de diferentes parametros embrionarios y resultados clinicos.
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Donantes N= 16

Promedio de especimenes analizados por donante

2,43

Promedio de edad ovocito (afios)

25,06

indice de masa corporal (n2 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 estimulacion (n2 de donantes)

Antagonistas

13 (81,25%)

Sin andlogos

3(18,75%)

Indicacidn de tratamiento (n2 de donantes)

Donacion de ovocitos

16 (100%)

Pacientes N= 108

Promedio de especimenes analizados por paciente 2,93
Promedio de edad ovocito (afios) 37,45
indice masa corporal (n2 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 estimulacion (n2 de pacientes)

Antagonistas

83 (75,45%)

Agonistas

8(7,27%)

Sin andlogos

5 (4,54%)

Minima estimulacion

8(7,27%)

Indeterminado

6 (5,45%)

Ovodonacion

13 (11,81%)

Indicacidn de tratamiento (n2 de pacientes)

Edad materna

73 (63,36%)

Factor masculino

9 (8,18%)

Aborto repeticion

5 (4,54%)

Fallo implantacion

5 (4,54%)

Baja reserva/ baja respuesta

6 (5,45%)

Combinacién de anteriores

12 (10,90%)

Tabla suplementaria 2. Caracteristicas demograficas y clinicas de las pacientes.
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. Error

Marcador N | Minimo | Maximo | Rango | Media Desvllauon estandar

estandar .

de la media

Nonilnaranja |, | ;137 | 1839 | 7078 | 1433 | 2295 66.26
de acridina

MitoTracker |, | 467 | 1779 | 9321 | 1368 | 2743 79.19
Deep Red

Tabla suplementaria 3. Estadistica descriptiva de la intensidad de fluorescencia ajustada
manualmente para cada marcador fluorescente con la metodologia de fluorescencia fija. Los
valores mostrados son en términos de valores medios de gris (brillo de pixel). Se observa que el

error estandar es bajo con respecto a la media.

Secuencia . .
Gen . Referencia comercial
del primer
Forward TGGAGGCACCCAAGATTGAC
EHMT2 Invitrogen, EEUU
Reverse CAGTGGTGTTTGACCATGCG
Forward ACTCTGAAAGACACACCGCC .
SULT1A4 Invitrogen, EEUU
Reverse GTGCGCCTTTTCCATACGGT
Forward CCGCCGGGGCATTATTCATT .
ATPSMC1 Invitrogen, EEUU
Reverse GGGCAAAGCCAAGAATGGCA
Forward CTCAGGACCCAAGAAGGAGC .
HAND1 Invitrogen, EEUU
Reverse CCAGCACGTCCATCAGGTAG

Tabla suplementaria 4. Descripcidn de los primers utilizados para la validacidén del estudio RNA-

seq del objetivo secundario 2.
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Genes diferencialmente

Grupo de comparacion Transcritos diana Bxbresados|(Pad]l< 0105)

Ovocitos MIl vs embriones no

bloqueados en etapa de divisién 178.517 12.408

Embriones no bloqueados en etapa
de division vs blastocistos 178.517 12.286
cultivados durante 0 horas AW

Blastocistos cultivados durante 4-5
horas AW vs blastocistos cultivados 178.517 40
durante 0 horas AW

Embriones bloqueados en etapa de
division vs embriones no 178.517 3.279
bloqueados en etapa de division

Embriones bloqueados en etapa de
division vs blastocistos cultivados 178.517 1.188
durante 0 horas AW

Tabla suplementaria 5. NUmero de transcritos diana y genes diferencialmente expresados para
los grupos de comparacion de RNA-seq del objetivo especifico 2.

* Tras la desvitrificacién= after warming, AW.
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Blastocistos cultivados durante 4-5 horas AW vs blastocistos cultivados durante 0 horas AW

Genes
U e edares {00
< 0,05)

MPP5 ENSG00000072415 protein_coding 830 0,770133517
EPB41L3 ENSG00000082397 protein_coding 192 1,428626632
SH3BP2 ENSG00000087266 protein_coding 127 -2,141748531

EIFS 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 a7 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
C20rf15 ENSG00000273045 protein_coding 72 1,807989151

Tabla suplementaria 6. Lista de los genes diferencialmente expresados (Padj < 0,05) para la

comparacion de blastocistos cultivados durante 4-5 horas tras la desvitrificacion (after warming,

AW) vs blastocistos cultivados durante 0 horas AW.
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Gen Secuencia del primer Referencia comercial
Forward TGGAGGCACCCAAGATTGAC
EHMT2 Invitrogen, EEUU
Reverse CAGTGGTGTTTGACCATGCG
Forward ACTCTGAAAGACACACCGCC
SULT1A4 Invitrogen, EEUU
Reverse GTGCGCCTTTTCCATACGGT

Tabla suplementaria 7. Descripcidn de los primers utilizados para la validacion del estudio RNA-
seq del objetivo especifico 3 (blastocistos con contenido de ADNmt por célula alto vs bajo

independientemente de las horas de cultivo tras la desvitrificacion).

Grupo de comparacion

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. NUmero de transcritos diana y genes diferencialmente expresados para

la comparacién de blastocistos con contenido de ADNmt por célula alto vs bajo

independientemente de las horas de cultivo tras la desvitrificacion (after warming, AW).
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Genes diferencialmente

.. T . .
Grupo de comparacion ranscritos diana 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 178.517 19
por célula alto vs bajo

Tabla suplementaria 9. Numero de transcritos diana y genes diferencialmente expresados para
los grupos de comparacién de RNA-seq: “Blastocistos con contenido de ADNmt por célula alto
vs bajo cultivados durante 0 horas tras la desvitrificacion” y “Blastocistos con contenido de
ADNmt por célula alto vs bajo cultivados durante 4-5 horas tras la desvitrificacion”.

*Tras la desvitrificacion= after warming, AW.
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