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No debo tener miedo.

El miedo mata la mente.

El miedo es la pequefia muerte que
conduce a la destruccion total.
Afrontaré mi miedo.

Permitiré que pase sobre mi'y

a través de mi.

Y cuando haya pasado, giraré mi
ojo interior para escrutar su camino.
Allg donde haya pasado el miedo
ya no habrd nada.

Sélo estaré yo.

Letania contra el miedo,
Hermandad Bene Gesserit

Del Universo Dune, creado por Frank Herbert
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I, INTRODUCCION

Desde la segunda mitad del siglo XX se ha observado un acusado descenso de las tasas de
fertilidad, fundamentalmente en las regiones industrializadas (Aitken, 2022; Skakkebak et al.,
2022). Como se muestra en la figura 1, la tasa global de fecundidad (definida como el nimero
medio de nacidos vivos por mujer en edad reproductiva) ha disminuido considerablemente
en la Unién Europea, Estados Unidos y Japon (Figura 1). En esta misma linea, Hong Kong y
Singapur han tenido durante décadas una tasa de fecundidad total significativamente inferior
al nivel de reemplazo (actualmente se encuentran entre 1,0 y 1,5, cuando la tasa necesaria
para mantener el tamano poblacional es de 2,1) (Skakkebak et al., 2022). Por este motivo, la

fertilidad se ha convertido en un tema de importancia politica (Frejka et al., 2010).
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Figura 1. Tasas globales de fecundidad, Unién Europea, Japon y Estados Unidos, 1960-2013. La linea
de puntos representa una tasa de fertilidad de 2,1, por debajo de la cual no se puede mantener la
poblacién. Fuente “the World Bank”, adaptada de Skakkebaek et al. 2022.

Entre los factores responsables de este descenso de la fertilidad humana se han incluido
factores socioecondmicos, junto con la aparicién de métodos anticonceptivos eficaces y un
mayor acceso a los abortos inducidos. Sin embargo, este descenso de las tasas de fertilidad
también se ha visto acompafiado de un descenso paralelo de las tasas de abortos inducidos
legales, lo que sostiene la idea del deterioro de las tasas totales de concepcion (Skakkebaek et

al., 2022).
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Aparte de estos factores, el foco sobre las causas que explican descensos en la fertilidad
humana se ha dirigido hacia factores ambientales y de estilo de vida. Es paradigmatico el caso
de la fertilidad masculina, para el que se ha observado una marcada disminucién de la calidad
seminal y los niveles de testosterona acompanados con un incremento significativo de la
incidencia de cancer testicular (Skakkebaek et al., 2015). Las alteraciones de la fertilidad
masculina han ocurrido de forma tan universal y rdpida, que no pueden explicarse mediante

una base genética, y deben tener su origen en el medio ambiente (Skakkebaek et al., 2015).

Entre los aspectos de la sociedad moderna considerados perjudiciales para la fertilidad
humana se incluyen una serie de factores ambientales y de estilo de vida (p. ej. dieta,
tabaquismo, consumo excesivo de alcohol, exposicidon a contaminantes industriales, radiacion
electromagnética, estrés, comportamiento sedentario, etc.), muchos de los cuales se asocian
a la induccion de estrés oxidativo en el tracto reproductivo (Aitken, 2020) y alteraciones en la

sefializacion endocrina (Green et al., 2021; Kim et al., 2019).

Ante este incremento generalizado de los problemas de fertilidad humana, se ha
incrementado la necesidad de recurrir a técnicas de reproduccion asistida para compensar el
empeoramiento de la calidad seminal y los problemas relacionados con la funcién ovarica y
endometrial (Skakkebak et al., 2022). Aunque en los ultimos afios hemos experimentado un
incremento exponencial en este tipo de técnicas, aun no tienen una efectividad del 100% y es
necesario continuar con su refinamiento (Farquhar et al., 2019). En este sentido, se hace
necesaria la comprension del impacto de los diversos compuestos ambientales y procedentes
de la dieta que afectan a la reproduccién humana y el éxito de las técnicas de reproduccion
asistida para identificar los factores deletéreos y poder desarrollar estrategias para controlar
su exposicidén a través de la imposicion de marcos normativos adecuados, la adopcion de
comportamientos de proteccion pertinentes y el desarrollo de estrategias para mitigar los

efectos de estos compuestos sobre el sistema reproductivo.
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1. La subfertilidad femenina

Segun la OMS, la subfertilidad, cominmente denominada esterilidad o infertilidad, se
define como “un trastorno del aparato reproductor (masculino o femenino) consistente en la
incapacidad para lograr el embarazo después de 12 meses o mas de relaciones sexuales
regulares sin proteccion o debido a una alteracién de la capacidad de reproduccién de una
persona, ya sea como individuo o con su pareja" (WHO, 2018). La definicidn de infertilidad ha
sido refinada a lo largo del tiempo mediante un proceso de consenso de la OMS, para
posteriormente ser respaldadas por las sociedades regionales de fertilidad y las sociedades
internacionales ocupadas de la atencién a la salud reproductiva y la infertilidad (Chambers et

al., 2021; Zegers-Hochschild et al., 2017).

La subfertilidad femenina primaria hace referencia a las mujeres que nunca han logrado
un embarazo clinico, mientras que la subfertilidad femenina secundaria hace referencia a las
mujeres que han logrado previamente un embarazo clinico y que no pueden establecer un

embarazo clinico posterior (Chambers et al., 2021; Zegers-Hochschild et al., 2017).

1.1. Generalidades de la fisiologia reproductiva femenina

Para lograr un embarazo sin asistencia existen distintos pasos clave relacionados con la
fisiologia reproductiva femenina. En primer lugar, es clave la liberacidon del gameto femenino,
el oocito, para lo que es esencial un correcto desarrollo folicular orquestado por una compleja
interaccidon de hormonas derivadas de la hip&fisis, el hipotalamo, asi como del propio foliculo.
Tras la liberacién del oocito, en un proceso denominado ovulacion, este entra en la trompa de
Falopio, donde puede ser fecundado por los espermatozoides que hayan podido atravesar el
tracto genital femenino. Una vez fecundado, el embrién se desarrolla hasta la fase de
blastocisto a medida que avanza por la trompa de Falopio hacia la cavidad uterina, donde

implanta en el endometrio (Figura 2).
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Figura 2. Fecundacion, desarrollo pre-implantacional e implantacién embrionaria. Para que tenga
lugar la gestacién son necesarios varios pasos, entre los que destacan un correcto desarrollo y
liberacidon de un oocito maduro de los ovarios, su fecundacién por un espermatozoide, un correcto
desarrollo pre-implantacional a lo largo de su paso por las trompas de Falopio y la implantacion en el
endometrio uterino. Figura generada con Biorender.com.

1.1.1. Control hormonal de la reproduccidon femenina

La vida reproductiva femenina se caracteriza por la presencia de cambios ritmicos
mensuales en las tasas de secrecion de las hormonas sexuales, controlado por el eje
hipotalamo-hip&fisis-ovario. Este control comienza en el hipotdlamo, donde se libera la
hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) de forma pulsatil y viaja hasta la hipdfisis. La
liberacion pulsatil de GnRH es fundamental para la funcion reproductiva. Esto significa que un
aumento o una disminucion de la GnRH inhibe todo el sistema. A nivel hipofisario, la GnRH
estimula la biosintesis y la liberacidon de dos gonadotropinas que controlan los ovarios: la
hormona luteinizante (LH) y la hormona estimulante del foliculo (FSH) (Mihm et al., 2011;
Richards, 2018). El ciclo menstrual incluye el ciclo ovérico y el ciclo endometrial, dos procesos
que ocurren de forma simultanea y se encuentran altamente coordinados a través de una

interaccion mutua (Figura 3).
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El ciclo ovarico presenta dos fases, la folicular y la lUtea, separadas por la ovulacion. La
FSH es la gonadotropina predominante durante la fase folicular, y estimula el crecimiento del
foliculo ovarico a la vez que controla la produccién de estrégenos en el ovario (Hawkins and
Matzuk, 2008; Richards, 2018) (Figura 3). La LH desempeiia el papel dominante durante la
segunda mitad del ciclo ovarico, que comienza con una oleada inicial que conduce a la
ovulacién. Tras la liberacidn de los oocitos, se forma el cuerpo Iuteo y la LH estimula y
mantiene la produccién de progesterona (Figura 3). Ambas hormonas esteroideas, el
estrégeno y la progesterona, proporcionan una retroalimentacidn negativa al hipotalamo vy a
la hipofisis, lo que provoca una represion de las hormonas estimulantes. Ademas, estas
hormonas también afectan a multiples tejidos corporales, como las mamas, los huesos, los
foliculos pilosos, los musculos y, por supuesto, el utero (Hawkins and Matzuk, 2008; Richards,

2018).

El ciclo endometrial consta de dos partes: la fase proliferativa, que corresponde a la fase
folicular en el ovario, y la fase secretora, que corresponde a la fase lutea. La fase proliferativa
comprende los procesos que trascurren desde la menstruacién hasta la ovulacién. Durante
esta fase, el revestimiento endometrial se engrosa, transformandose en un patrén
proliferativo debido a la accion de los estrogenos (Figura 3). La fase secretora comprende los
procesos que transcurren desde la ovulacidn hasta la menstruacion. En esta fase, la
progesterona producida tras la ovulacion por el cuerpo luteo hace que el endometrio segregue
glucégeno y moco durante la fase secretora temprana. En la fase secretoria media, el
endometrio sufre un proceso de diferenciacion denominado decidualizacién y se vuelve
receptivo a la implantacion embrionaria. Por ultimo, en la fase secretora tardia, si no se
produce la implantacién embrionaria, los niveles de estrogeno y progesterona descienden, lo
gue conduce a una reduccion del flujo sanguineo del endometrio que provoca su involucidn
(Hawkins and Matzuk, 2008; Mihm et al., 2011). Ademas de su efecto sobre el endometrio, la
progesterona disminuye la frecuencia e intensidad de las contracciones uterinas, lo que ayuda

a evitar la expulsidon del embrién implantado (Hawkins and Matzuk, 2008; Mihm et al., 2011).
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Figura 3. Fases del ciclo ovarico y endometrial y su regulacién hormonal. La LH y la FSH controlan el
ciclo ovarico, que consta de dos fases, folicular y litea, separadas por la ovulacidn. Las hormonas
esteroideas (estrégenos y progesterona) producidas por los ovarios controlan el ciclo uterino o
endometrial, que consta de tres partes: la menstruacidn y las fases proliferativa y secretora, que se
corresponden con las fases folicular y lUtea, respectivamente. Figura generada con Biorender.com.
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1.1.2. Formacién del gameto femenino, foliculogénesis

El desarrollo folicular se inicia durante el desarrollo fetal en el segundo trimestre de
gestacion. Se considera que el primer acontecimiento de este proceso es la migraciéon de las
células germinales primordiales (PGC, del inglés Primordial Germ Cells) a la cresta genital
embrionaria (Ginsburg et al., 1990). Una vez las PGC alcanzan la cresta genital, se origina la
goénada bipotencial que, dependiendo de sefiales hormonales, se transformara en un ovario o
en un testiculo. Simultaneamente, se produce el desarrollo de células somaticas, que serviran
de soporte en la génada y desempefian un papel crucial en la diferenciaciéon de las PGC

(Jameson et al., 2012) (Figura 4).

Tras la diferenciacidon de las PGC en oogonias, se inicia un periodo de mitosis acelerada
hasta generarse un maximo de 6 millones de oogonias a las 20 semanas de gestacion. En este
periodo de proliferacion la citocinesis es incompleta, por lo que las células forman sincitios
(también denominados nidos de células germinales) conectados y sincronizados mediante
puentes intracelulares. En esta fase de desarrollo toda la poblaciéon de oogonias atraviesa el
primer ciclo de meiosis y queda detenido en el diploteno de la profase del segundo ciclo de
meiosis. Posteriormente, los nidos de células germinales comienzan a descomponerse para
formar los foliculos primordiales. Cada foliculo primordial estd formado por un oocito rodeado
por una capa epitelial aplanada que posteriormente se diferenciara para formar las células de
la granulosa (Figura 4). La formacidn de los foliculos primordiales se ve acompainada por una
pérdida masiva de células (Pepling and Spradling, 2001). La mayor parte de los foliculos
primordiales permanecerdn quiescentes y degeneraran en estado latente. Los que sobrevivan,
servirdn como reserva de foliculos ovaricos y seran reclutados para desarrollar y establecer el
conjunto de foliculos en crecimiento. De los foliculos en crecimiento, una gran parte esta
destinada a pasar por otra ola de muerte masiva, denominada degeneracion oocitaria, y solo
una pequefia parte se activara para transformarse en foliculos primarios (Cox and Takov,
2022). En el momento del nacimiento sobreviviran aproximadamente un millén de células
germinales, que se agotaran continuamente a lo largo de la vida de la mujer. El ritmo de
pérdida puede verse acelerado por factores genéticos (p. ej. el sindrome de Turner o ser
portador de la mutacién del cromosoma X fragil), factores bioldgicos (p. €j. la infeccién por el

virus de las paperas), factores ambientales (p. ej. el tratamiento con quimioterapia o
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radioterapia, factores negativos de estilo de vida como el tabaquismo o la exposicion a

contaminantes ambientales), la cirugia ovarica o la presencia de enfermedades autoinmunes.

El paso de foliculos primordiales a foliculos primarios se caracteriza por el engrosamiento
de las células de la granulosa (Cox and Takov, 2022). Los foliculos primarios se transforman en
foliculos secundarios, conformados por un oocito en crecimiento rodeado por dos o mas capas
de células de la granulosa en proliferacién. Estos foliculos contintdan creciendo hasta alcanzar
el estadio preantral (Figura 4). En este momento se forma una membrana basal fuera de las
células de la granulosa y una nueva capa de células somaticas, denominada teca, encapsula
los foliculos. A su vez, la teca se subdivide en dos compartimentos, el interno y el externo. Las
células de la teca sirven como fuente de andrégenos, que son sustratos para la produccion de
estréogenos por parte de las células de la granulosa (Richards et al., 2018). Dado que los vasos
sanguineos no penetran mas alld de la membrana basal, la vascularizacidon del foliculo
secundario se limita a las células de la teca mientras que el foliculo interno permanece

avascularizado (Knight et al., 2012).

Desde el estadio primordial hasta el preantral, el crecimiento folicular es independiente
de la estimulacidon de las gonadotropinas. El desarrollo y reclutamiento de estos foliculos
primordiales esta regulado por sefales paracrinas y autocrinas, originadas tanto por el oocito
como por las células somaticas (Figura 4). Las células somaticas de los foliculos apoyan el
crecimiento y el desarrollo del oocito, mientras que el oocito desempena un papel
fundamental en la regulacidn de la proliferacion y la diferenciacion tanto de las células de la
granulosa como de las células de la teca (Edson et al., 2009; Liu et al., 2015; Rimon-Dahari et

al., 2016).

Posteriormente, en los foliculos preantrales comienzan a aparecer cavidades llenas de
liquido que finalmente se unen para formar el antro en un proceso que tarda varios meses en
completarse (Cox and Takov, 2022; Oktem and Urman, 2010; Rimon-Dahari et al., 2016). Con
el desarrollo del antro, el foliculo se vuelve receptivo a las gonadotropinas (Cox and Takov,
2022; Oktem and Urman, 2010; Rimon-Dahari et al., 2016) (Figura 4). En el foliculo antral, las
capas mas internas de la granulosa se diferencian como células del cumulo. La mayor parte de
los foliculos antrales sufrirdn una degeneracion atrésica (Matsuda et al., 2012), y sélo un

pequefio porcentaje responderd a las gonadotropinas hipofisarias FSH y LH (Cox and Takov,
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2022; Rimon-Dahari et al., 2016; Zeleznik, 2001). La primera gonadotropina que afecta al
foliculo antral, la FSH, es responsable de la supervivencia de las células de la granulosa y de su
proliferaciéon, de la produccidn de estradiol y de la expresidn de los receptores de LH (Edson

et al., 2009; Richards, 2018).

Los foliculos antrales que expresan una alta concentracién de receptores de LH
responderan a esta gonadotropina para transformarse en foliculos preovulatorios/graafianos
(Rimon-Dahari et al., 2016). La oleada de LH preovulatoria activa los foliculos de Graaf,
generando una secuencia de eventos, incluyendo la maduracién del oocito, la reanudacion de
la mitosis hasta el anafase de la mitosis Il, la mucificacién de las células del cimulo, la ruptura
del foliculo y la posterior extrusion del oocito. Esta serie de acontecimientos se denomina
colectivamente ovulacién. Tras la ovulacion, el resto de células de la granulosa y de la teca

sufre su diferenciacion terminal para formar el cuerpo luteo (Figura 4).

Crecimiento del foliculo pre-antral Crecimiento del foliculo antral
Independiente de gonadotropinas Dependiente de gonadotropinas
Nido de
células Primordial Primario Secundario Antral Preovulatorio Ovulacién Cuerpo lateo
germinales

. 0—0‘0—@

’ {:/

Figura 4. Clasificacion de las principales fases de la foliculogénesis humana. Los foliculos
primordiales se forman durante el desarrollo fetal independientemente de las gonadotropinas de la
pituitaria. En la fase secundaria, se forma una capa adicional de células somdticas, denominada teca,
alrededor de la membrana basal del foliculo. Durante la pubertad, la FSH secretada por la pituitaria
promueve la proliferacidn de las células de la granulosa y su supervivencia. La ovulacién del foliculo
dominante ocurre en respuesta a un pico de secrecidn de la otra gonadotropina secretada por la

pituitaria, la LH. Tras la ovulacion, el resto de las células de la granulosa y de la teca sufre su
diferenciacidn terminal para formar el cuerpo liteo. Figura generada con Biorender.com.
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1.1.3. Fecundacién y desarrollo embrionario

Tras el proceso de ovulacion, en el que se produce la liberaciéon del oocito maduro
rodeado por las células del cimulo desde el ovario a las fimbrias de la trompa de Falopio, el
oocito es fecundado en la ampolla del extremo distal de la trompa de Falopio (Figura 2). El
proceso de unién de la membrana de un espermatozoide, tras haber sufrido la reaccién
acrosOmica, inicia las oscilaciones de calcio intracelular que completa el segundo ciclo de
meiosis del oocito con la extrusion del segundo corpusculo polar. Ademas, el acrosoma del
espermatozoide contiene varias enzimas liticas y proteinas de unién a la zona pelucida (Okabe,
2013; Siu et al., 2021). El aumento de calcio dentro del oocito es un factor desencadenante
del desarrollo del prontcleo femenino y el dacido desoxirribonucleico (ADN) del
espermatozoide, que se encuentra densamente empaquetado con protaminas, pasa a
descondensarse y envolverse alrededor de los nucleosomas para formar el pronucleo
masculino (Clift and Schuh, 2013). Ademas, durante el desempaquetamiento se produce una
demetilacion global del ADN del pronucleo masculino, de forma rapida y activa. Por el
contrario, la demetilacién del ADN del pronucleo femenino es pasiva y mas lenta. Se han
descrito aproximadamente 150 genes con impronta, en los que su patrén de metilacidn se
encuentra determinado por el progenitor de origen del gen y este patrdon se conserva en el
embridén (Plasschaert and Bartolomei, 2014; Zeng and Chen, 2019). Durante este periodo, las
mitocondrias espermaticas son destruidas, para evitar la heteroplasmia mitocondrial
(Cummins, 2000). El momento en el que se produce la fusidn de los pronucleos se denomina
singamia, y es el evento que completa la fecundacién. Posteriormente, los centriolos se
duplican y migran alrededor del nucleo del cigoto para formar los polos opuestos del primer
huso mitético y comenzar la primera division celular (Schatten and Sun, 2009). Las primeras
divisiones embrionarias se encuentran regulados por los transcriptos de ARNm y las proteinas
presentes dentro del ooplasma. Posteriormente se produce la denominada transicién
materno-cigdtica, en la que el genoma embrionario se activa y el embrién comienza a ser
transcripcionalmente activo, hasta alcanzar la fase de blastocisto y poder iniciar la

implantacion embrionaria (Lechniak et al., 2008) (Figura 2).
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1.1.4. Implantacion embrionaria

La implantacién embrionaria es un proceso finamente coordinado en el que un embrién
competente en fase de blastocisto se adhiere e invade un endometrio receptivo para permitir
la placentacion y el inicio del embarazo. Este proceso solo puede ocurrir durante un periodo
limitado de tiempo en el que el endometrio es receptivo, denominado ventana de
implantacion. Por tanto, es esencial que exista una sincronia entre que el blastocisto adquiera
la competencia para laimplantacién y que el endometrio se encuentre en un estado receptivo.
Ambos eventos se encuentran finamente orquestados por las hormonas maternas,
particularmente las hormonas esteroideas estrégenos y progesterona (Hirota, 2019; Zhang et

al., 2013).

La implantacion embrionaria ocurre en tres fases: aposicion, adhesion e invasién del
blastocisto (Figura 5). Durante la aposicién, el blastocisto es guiado a una localizacion
especifica del endometrio para su implantacién, y este orienta su polo embrionario con la
masa celular interna dirigida hacia la superficie epitelial (Zhang et al., 2013). Una vez
posicionado, el blastocisto eclosiona de la zona pellcida y, durante la fase de adhesién, se
posiciona en contacto estrecho con el epitelio luminal del endometrio. La adhesién ocurre a
través del establecimiento de interacciones ligando-receptor entre el trofoectodermo vy las
células epiteliales endometriales. Finalmente, las células del trofoblasto endometrial se
vuelven invasivas y atraviesan la capa epitelial hacia el estroma endometrial para alcanzar la

vasculatura endometrial (Zhang et al., 2013).

Simultdneamente, las células del estroma endometrial comienzan un proceso de
diferenciaciéon, denominado decidualizaciéon, en respuesta a la presencia continua de
progesterona. La decidualizacién consiste en la reprogramacion morfolégica y bioquimica de
las células del estroma endometrial para transformarse en células secretoras de morfologia
epitelioide, conocidas como células deciduales. Al mismo tiempo, las glandulas uterinas sufren
una transformacién secretora, se produce la regulacién del sistema inmune, y la matriz
extracelular y la vasculatura endometrial son remodeladas. La decidua completamente
desarrollada proporciona dos funciones clave para el embrion. En primer lugar, la decidua
aporta la sangre materna necesaria para la nutricion fetal. Adicionalmente, la decidua
proporciona una envoltura que limita la capacidad invasiva del feto mientras que lo protege

del rechazo inmunolégico materno hasta la formacién de una placenta funcional (Ashary et
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al., 2018; Zhang et al., 2013). Dada su relevancia en el establecimiento y mantenimiento del
embarazo, cualquier error en la implantacién contribuird a un aborto temprano o a

complicaciones en el embarazo (Zhang et al., 2013).

Aposicion Adhesion Invasion

Decidualizacion

Figura 5. Esquema de la implantacion embrionaria. La implantacidon del embrién es un proceso
complejo en el que se distinguen tres fases: la aproximacion inicial del blastocisto a un lugar concreto
de la luz endometrial (aposicion), la adhesion estable entre el trofectodermo del blastocisto y el
epitelio uterino (adhesidn) y la invasién final del trofectodermo para asentarse en el estroma
endometrial (invasién). Para que tenga lugar una correcta implantacién, el estroma endometrial debe
sufrir una transformacion funcional denominada decidualizacidn. Figura generada con Biorender.com.

1.2.  Etiologia de la subfertilidad femenina

En la mujer, la subfertilidad puede estar relacionada con cualquiera de los procesos
previamente descritos. En el hombre, la subfertilidad se centra en la producciéon inadecuada

o ausencia de produccién de espermatozoides (Figura 6).

Las causas mas comunes de subfertilidad femenina son la disfuncién ovulatoria (p. ej. la
insuficiencia ovarica o el sindrome de ovario poliquistico), el bloqueo o dafio de las trompas

de Falopio, la endometriosis o la presencia de fiboromas uterinos (Figura 6).

La insuficiencia ovarica es una pérdida de funcion de los ovarios que reduce la posibilidad
de embarazo en todas las mujeres a partir de los 35 afios, pero que se produce de forma
prematura en algunas mujeres. Las trompas de Falopio obstruidas o dafiadas pueden causar
subfertilidad o un mayor riesgo de embarazo ectépico (Shaw et al., 2010; van der Steeg et al.,
2007). La endometriosis puede crear un entorno pélvico desfavorable, mientras que los

fibromas uterinos pueden impedir el transporte tubarico, causar una obstruccién tubarica o

14



| ' INTRODUCCION

afectar a la implantacion del embridn, y todo ello puede provocar subfertilidad en la mujer

(Figura 6).

Hasta en un 30% de las parejas que acuden a tratamientos de reproduccion asistida no se
encuentra ninguna causa identificable como origen de la subfertilidad tras un protocolo de
diagndstico estandar y las pruebas de ovulacion, permeabilidad tubdrica y analisis de semen,
entre otras, son normales (Ray et al., 2012). Estos casos se denominan comunmente
subfertilidad inexplicada, aunque es necesario remarcar que el término inexplicada no

significa que la subfertilidad no tenga una causa subyacente, sino que la causa no ha sido

identificada.
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Figura 6. Factores que afectan a la fertilidad. Alteraciones en el desarrollo de los espermatozoides

(incluido un bajo recuento de espermatozoides, una baja movilidad o un bajo numero de

espermatozoides con morfologia normal) o de los ovocitos (p. ej. el causado por la anovulacién) o el
hecho de que los espermatozoides no alcancen y fecunden el ovocito (p. ej. debido a una obstruccion,

malformacion o infeccidn de los tractos genitales femeninos o masculinos) impide la generacién de

un embrién. El embrién puede no desarrollarse durante las fases pre-implantacionales, implantar

fuera del Utero (embarazo ectdpico) o no implantarse en el Utero. Para que la implantacion vy el

desarrollo del embridn sean correctos, se requiere un entorno uterino receptivo, que incluya unas
condiciones biofisicas adecuadas (como la temperatura y el pH) y una sincronia de desarrollo entre
un embrién sano y un endometrio funcionalmente competente, asi como un didlogo molecular

satisfactorio entre ambos. Por consiguiente, las anomalias uterinas, como las anomalias congénitas,
los miomas u otras adherencias, pueden impedir que el embrion implantado siga desarrollandose.

Ademas, el cuello uterino debe ser accesible, estar abierto y tener el entorno adecuado para permitir

el paso, la activacion y la capacitacion de los espermatozoides. Figura generada con Biorender.com,
adaptada de Farquhar et al., 2019.
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1.3. Manejo de la subfertilidad. Técnicas de reproduccion asistida

En estas cuatro décadas desde el nacimiento de los primeros bebés humanos gracias a las
técnicas de reproduccidn asistida, ha tenido lugar un crecimiento exponencial en el desarrollo
y uso de estos procedimientos, lo que ha dado lugar a mayores tasas de implantacion y de
recién nacidos vivos (Kamel, 2013; Wale and Gardner, 2016). Hasta el momento se han
registrado mds de 6 millones de nacimientos en todo el mundo relacionados con
procedimientos de reproduccién asistida, gracias a los que personas con problemas de
fertilidad han podido cumplir sus deseos genésicos. El descenso de los costes y el aumento de
la accesibilidad a este tipo de técnicas han servido para aliviar el estrés y los problemas

sociales derivados de la subfertilidad (Sallam, 2011).

Existen multiples tratamientos de reproduccion asistida. A continuacion, realizaremos
una somera revision sobre aquellos aspectos relacionados con estas técnicas necesarios para

la correcta interpretacién de la presente tesis, resumidos en la figura 7.

Estimulacion Puncion oviérica Fecundacién in vitro Cultivo embrionario Transferencia
ovarica controlada  transvaginal eco-guiada (1csl) (2-6 dias) embrionaria
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SN o3
X \ 3 "

v
Biopsia embrionaria . »
y DGP-A Crlopreservacmn
embrionaria (vitrificacion)

v

1
1
;
1
v ;
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Figura 7. Resumen del procedimiento de FIV. Se administran gonadotropinas para estimular el
crecimiento de los foliculos ovaricos y antagonistas de la GnRH para suprimir el ciclo menstrual natural
y reducir la regulacion de la hipdfisis (paso 1). Durante la fase de estimulacidn de la ovulacidn, se lleva
a cabo un seguimiento regular mediante ecografia (con o sin analisis de sangre) para evaluar el
crecimiento de los foliculos ovaricos y evitar la hiperestimulacién ovarica. Cuando los foliculos han

alcanzado un tamafio adecuado, se induce la maduracidn final de los ovocitos (desencadenamiento
de la ovulacion). Los ovocitos se recogen, normalmente con una sonda de ecografia transvaginal como
guia, bajo anestesia general o local con sedacion (paso 2). Los ovocitos y los espermatozoides se ponen
en contacto, bien en una placa Petri (FIV tradicional) o directamente mediante el ICSI (paso 3). El
ovocito fecundado, ahora denominado embrién de preimplantacién, se cultiva durante 2-6 dias in
vitro (paso 4). Estos embriones pueden ser biopsiados, para seleccionar los embriones euploides
mediante técnicas de DGP-A, y/o criopreservados mediante vitrificacion, para posteriormente ser
desvitrificados en el momento en que se desee realizar la transferencia embrionaria (paso 4). Del
conjunto de embriones disponibles, se seleccionara uno (en ocasiones, dos) para su transferencia a la
cavidad uterina (paso 5). Figura generada con Biorender.com, adaptada de Farquhar et al., 2019.
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1.3.1. Evaluacion de la reserva ovarica

Antes de realizar cualquier tratamiento de reproduccion asistida, es necesario evaluar la
reserva ovarica para poder pronosticar el éxito de la estimulacion ovarica y poder aconsejar
las técnicas mas apropiadas (Fauser, 2010; Mcllveen et al., 2007). Entre las técnicas
habitualmente empleadas para evaluar la reserva ovdrica destacan el recuento de foliculos
antrales (AFC, del inglés Antral Follicle Count) y la evaluacidn de la concentracidon de hormona

antimulleriana (AMH, del inglés Anti-Mullerian Hormone) (Fauser, 2010).

La AMH es sintetizada por las células de la granulosa presentes en los foliculos ovaricos
preantrales y atrales tempranos y juega un papel esencial en la foliculogénesis humana
(Bedenk et al., 2020). Las concentraciones de AMH son mas altas en la pubertad y disminuyen
a lo largo de la vida reproductiva, hasta ser indetectables en el momento de la menopausia
(Bedenk et al., 2020). La concentracién de AMH tiene poca variabilidad intra-ciclo, lo que
permite su evaluacién en cualquier momento del ciclo menstrual (Lambert-Messerlian et al.,
2016). Factores como el tabaquismo, la ingesta de alcohol o la obesidad pueden disminuir sus

valores (lliodromiti et al., 2015; Lambert-Messerlian et al., 2016).

1.3.2. Estimulacién ovarica controlada y puncién ovarica transvaginal eco-
guiada

La estimulacién ovdérica controlada (COS, del inglés Controled Ovarian Stimulation) con
gonadotropinas es un procedimiento esencial de los tratamientos de FIV. Su objetivo es
generar el mayor numero de oocitos maduros para maximizar las posibilidades de éxito del

tratamiento de la manera mds segura posible (Bosch et al., 2020; Howie and Kay, 2018).

De forma fisiolégica lo habitual es que dentro del grupo de foliculos ovéricos reclutados
cada ciclo ovarico solo el foliculo dominante es el destinado a desarrollarse completamente y
ovular. Este proceso de seleccién serd debido a una interaccién entre sefiales inhibidoras
producidas por el foliculo dominante, que disminuyen la secrecién de FSH, y la capacidad del
foliculo dominante de ser el que mejor responde a la FSH. Este proceso de retro-inhibicion
conduce a la dominancia del foliculo seleccionado, ya que al disminuir la secrecién de FSH y
ser el que mejor responde a esta hormona impide el desarrollo de los foliculos restantes, que
necesitarian mayores concentraciones de FSH para desarrollarse. La COS consiste en la

administracion secuencial de distintos farmacos (fundamentalmente FSH), a dosis
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suprafisiolégicas durante un periodo de tiempo conveniente para rescatar la cohorte de

foliculos reclutados en ese ciclo ovarico (Bosch et al., 2020; Howie and Kay, 2018).

Después de 36-37 horas tras el desencadenamiento de la ovulacién, se realiza la puncion
ovdrica transvaginal guiada por ultrasonidos (D’Angelo et al., 2019; Gardner et al., 2017). Esta
técnica quirurgica es empleada por profesionales médicos para extraer los oocitos maduros
directamente de los ovarios, guiados con imagen por ultrasonidos (D’Angelo et al., 2019).
Mediante el empleo de ultrasonidos como guia, el profesional inserta una aguja fina, a través
de la pared vaginal, en el ovario para acceder a los foliculos maduros. Una vez dentro del
ovario, la aguja, adherida a un sistema de succion, es guiada por el profesional dentro de los
foliculos, de los que cuidadosamente succiona el liquido folicular en el que teéricamente se
encuentran los oocitos maduros. Los tubos con la mezcla de liquido folicular y oocitos son
mantenidos a 372C y rapidamente transferidos al laboratorio de FIV para que los embridlogos
puedan proceder al aislamiento de los complejos corona-oocito (D’Angelo et al., 2019;

Gardner et al., 2017).

1.3.3. Fecundacion in vitro

Gracias a la estimulacion ovarica y la posterior puncién ovarica, se obtendran multiples
oocitos maduros que podrdn ser fecundados y los embriones obtenidos cultivados in vitro por

los embriélogos en el laboratorio de FIV.

Tras la puncién ovarica, los tubos con la mezcla de liquido folicular y complejos cumulo
oocito son transferidos al laboratorio de FIV, donde los embridlogos proceden a aislar estos
complejos. El liquido folicular, que constituye el microambiente en el que se encuentran los
oocitos, es habitualmente descartado, aunque puede ser de gran utilidad para la identificacidon
de biomarcadores de calidad oocitaria o respuesta del tratamiento de FIV (Adamczak et al.,
2021; Bracewell-Milnes et al., 2017; Dumesic et al., 2015). Posteriormente, en el caso de que
vaya a realizarse inseminacién mediante ICSI, los oocitos serdn decumulados de las células de
la granulosa empleando una soluciéon de hialuronidasa. Una vez decumulados, los embridlogos
proceden a evaluar la calidad del oocito por la morfologia del citoplasma, los organulos y en
el aspecto de las estructuras extracitoplasmdticas como la zona pellcida, el espacio
perivitelino, y la presencia del primer corpusculo polar para la evaluacién de la maduracion

oocitaria, entre otros factores (Anagnostopoulou et al., 2022; Gardner et al., 2017).

18



| ' INTRODUCCION

A continuacion, se procede a la fecundacién de los oocitos maduros mediante métodos
disefiados para facilitar el encuentro entre el esperma y el oocito fuera del sistema
reproductivo femenino, como la fecundacién in vitro (FIV) tradicional o la inyecciéon
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI, del inglés Intracytoplasmic Sperm Injection). La
FIV tradicional permite este encuentro en microgotas de medio de cultivo en una placa,
mientras que en el ICSI se procede a la inyeccidn de un espermatozoide directamente en el

citoplasma del oocito (Esteves et al., 2018; Gardner et al., 2017).

1.3.4. Cultivo embrionario

En la actualidad, los embriones se cultivan en pequefias gotas de medio de cultivo
colocadas en placas de cultivo que luego se recubren con aceite. Estas placas de cultivo se

almacenan en incubadores gue mantienen una temperatura y un entorno gaseoso constantes.

Este método de cultivo se ha mantenido en los laboratorios de FIV durante mucho tiempo,
gracias a las distintas ventajas que aporta. Por ejemplo, el hecho de que puedan colocarse
muchas gotas pequefias en placas de cultivo estandar facilita el cultivo simultaneo de
multiples embriones en una sola placa, lo que facilita la evaluacién y accesibilidad a los
embriones y la trazabilidad de los mismos. Los volimenes relativamente grandes de medio de
cultivo utilizados proporcionan tanto un vasto suministro de nutrientes a concentraciones
relativamente estables, asi como como una gran reserva para diluir los productos de desecho.
La capa de aceite que recubre a las gotas protege contra las pérdidas por evaporacion y
también sirve de sumidero térmico y gaseoso, lo que permite resguardar temporalmente a los

embriones de este tipo de fluctuaciones (Johnson and Gardner, 2011).

1.3.5. Diagndstico genético preimplantacional

El diagndstico genético pre-implantacional (DGP) comenzd a principios de los afios
noventa como una alternativa al diagndstico prenatal, con el objetivo de evitar una posible
interrupcion del embarazo en parejas con alto riesgo de descendencia afectada por
enfermedades genéticas. La idea inicial consistia en establecer un diagndéstico genético de
enfermedades monogénicas de embriones obtenidos mediante FIV y exclusivamente
transferir aquellos libres de la mutacién relacionada con la enfermedad, con la esperanza de
conseguir un embarazo sano. Sin embargo, gracias al desarrollo de las técnicas de DGP, se

observé que los embriones de las parejas sometidas a tratamientos de fertilidad presentaban
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una gran cantidad de anomalias cromosdmicas numéricas y estructurales adquiridas que

también estaban relacionadas con una baja tasa de éxito tras las técnicas de FIV.

Gracias a la generacidon de multiples embriones durante la FIV, el diagndstico genético
preimplantacional para aneuploidias (DGP-A) posee una clara ventaja numérica respecto a las
pruebas durante el embarazo, ya que se incrementan las probabilidades de identificar y
transferir embriones genéticamente euploides (Carvalho et al., 2020; Stern, 2014), ademas
del ahorro de tiempo y desgaste psicoldgico de la pareja sometida a una transferencia

embrionaria que en ningun caso daria lugar a un recién nacido vivo.

El DGP puede mejorar las tasas de éxito de la FIV mediante el incremento de las tasas de
implantacion y la reduccién de las pérdidas de embarazos. Para distintos grupos de pacientes
el DGP es esencial: pacientes con historial de aborto o interrupciones del embarazo por causa
genética, pacientes con objeciones morales o religiosas a la interrupcién del embarazo,
pacientes portadores de una translocacién u otra anomalia cromosémica y han
experimentado repetidos abortos espontaneos o infertilidad, y los que estan en riesgo de
transmitir una enfermedad genética y también son infértiles. Ademas, los pacientes que
pueden presentar una enfermedad de aparicién tardia, como la predisposicién al cancer
hereditario o el sindrome de Huntington, y desean un hijo sano también pueden acudir a las
técnicas de DGP, o para la seleccion de embriones con un HLA determinado para que el recién
nacido pueda ayudar en el tratamiento de un nifio ya enfermo (Harper, 2018; Stern, 2014).
Sin embargo, el DGP también esta siendo muy utilizado en la practica de la FIV sin razones
clinicas porque se ha descrito de que la realizacion de DGP-A puede aumentar la implantacién
mediante la seleccion de los embriones con mejor morfologia y con un perfil cromosémico

euploide (Bhatt et al., 2021; Pirtea et al., 2021).

El DGP-A se emplea especificamente para seleccionar embriones euploides en pacientes
con “mal pronéstico”, lo que permite incrementar la eficacia del procedimiento de FIV tras el
cribado de aneuploidias embrionarias. La biopsia puede realizarse en tres etapas diferentes:

corpusculo polar, en fases previas a la compactacion embrionaria o en estadio de blastocito.

En los ultimos afios la biopsia embrionaria en estadio de blastocisto estd destacando
respecto al resto, ya que la biopsia se realiza sobre el trofoectodermo, sin afectar a la masa

celular interna, por lo que parece producir menos dafio a la competencia embrionaria.
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Ademas, al poderse biopsiar un mayor niumero de células (entre cinco y diez células, respecto
a la unica blastomera de la biopsia en estadios pre-compactacion) disminuye el riesgo de
mosaicismo cromosdmico y, dado que aproximadamente el 50% de los embriones fecundados
progresan hasta la base de blastocisto, solo se biopsian aquellos con mayor capacidad de
desarrollo, lo que abarata la técnica para los pacientes (Chen et al., 2020; Harper, 2018;

Sermon, 2017; Stern, 2014).

1.3.6. Transferencia embrionaria

Uno de los pasos mas criticos del tratamiento de FIV es la transferencia embrionaria. Esta
transferencia suele realizarse cuando los embriones se encuentran en fase de division, en los
dias 2-3 tras la fecundacion, o en la fase de blastocisto, en los dias 5-6 tras la fecundacion.
Como hemos visto anteriormente, el aplazamiento de la transferencia embrionaria
tedricamente presenta algunas ventajas biolégicas (Martins et al., 2017). En un embarazo
natural, se cree que el embridn atraviesa la union utero-tubarica al final del dia 3 o al principio
del dia 4, por lo que transferir un embridon mds tarde puede dar lugar a la exposicion del
embrion a un entorno uterino mas andlogo al de un ciclo natural (Brown et al., 2016). En
segundo lugar, la prolongacién de la duraciéon del cultivo durante 2-3 dias mas, teéricamente
se producird una autoseleccion de los embriones tras la activacién del genoma embrionario el
dia 3. Esto, a su vez, permite la identificacion de aquellos embriones capaces de formar
blastocistos in vitro y, por tanto, tedricamente deberia permitir la seleccién de aquellos
embriones con mayor potencial de implantaciéon (Machtinger and Racowsky, 2013; De Placido
et al., 2002; Racowsky et al., 2003). De esta forma, la transferencia de blastocistos puede
incrementar la tasa de recién nacido vivo por embrién transferido. Esto es especialmente
relevante en el contexto de politicas de transferencia de un solo embrién (SET, del inglés Single
Embryo Transfer), destinadas a reducir las gestaciones multiples (Glujovsky et al., 2022; Wang

and Sun, 2014).

Ademads, aunque el primer tratamiento de FIV realizado con éxito se logrd en una
transferencia de embriones en fresco, con la implementacion de la vitrificacion como técnica
de crio-preservacion en el laboratorio de FIV, la supervivencia de los oocitos y de los
embriones en fase de division y blastocisto (Rienzi et al, 2017) ha mejorado
significativamente, lo que ha facilitado el avance hacia un aumento de la criopreservacién de

embriones en todo el mundo (Rienzi et al., 2017; Veleva et al., 2009) y del incremento en el
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numero de transferencias de embriones congelados (FET del inglés Frozen Embryo Transfer),
con resultados clinicos exitosos (Doody, 2014; Pereira and Rosenwaks, 2016), hasta
representar aproximadamente el 30% de los tratamientos de FIV en todo el mundo (Lawrenz

et al., 2020).

Aunque la criopreservacion electiva de embriones se desarrollé principalmente para las
pacientes con un mayor riesgo de desarrollar el sindrome de hiperestimulacién ovarica
(Devroey et al., 2011), su uso se ha extendido ahora también a los ciclos con DGP-A, elevacion
folicular tardia de la progesterona (Bosch et al., 2010; Healy et al., 2016; Roque et al., 2015),
asincronia embrio-endometrial (Shapiro et al., 2008) y almacenamiento y posterior utilizacion
de embriones supernumerarios que no fueron elegidos para una transferencia en fresco o en

diferido.

Actualmente existe un debate sobre si los embriones congelados, transferidos en un
endometrio no estimulado "mas fisioldgico", pueden no solo dar lugar a mayores tasas de
embarazo (Roque et al., 2013; Shapiro et al., 2011), sino también disminuir potencialmente la
morbilidad materna y neonatal (Evans et al., 2014; Ishihara et al., 2014). El razonamiento
fisioldgico detras de esta estrategia se basa en que de esta forma se proporciona un mejor
entorno de implantacién para el embridén. En concreto, se cree que el entorno hormonal
resultante de la estimulacidn ovarica durante la FIV en fresco genera asincronia endometrial,
lo que daria lugar a una mala implantacion del embrién y, posteriormente, podria afectar al

desarrollo fetal.

Otros estudios también han sugerido que los efectos perjudiciales del aumento de los
niveles de estradiol en la FIV pueden influir en la placentacion y en el posterior crecimiento
fetal (Ertzeid and Storeng, 2001; Pereira and Rosenwaks, 2016; Weinerman and Mainigi,
2014). Por lo tanto, es evidente que el entorno hiperestrogénico generado durante la FIV en
fresco puede perjudicar la implantacién temprana, la placentacién y el posterior crecimiento
fetal y que las estrategias de transferencia de embriones congelados pueden ayudar a mejorar

la sincronia entre el embrién y el endometrio.

Ademads, no todos los embriones transferidos terminan implantando correctamente en el
endometrio para dar lugar a un recién nacido vivo. Como hemos visto anteriormente, el

proceso de implantacién embrionaria requiere que un embrién competente implante en un
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endometrio receptivo. Numerosas mujeres son recalcitrantes a conseguir un embarazo,
condicién que bajo determinadas circunstancias se denomina aborto recurrente, que puede
tener un origen tanto embrionario como endometrial o mixto (Bellver and Simén, 2018;
Franasiak et al., 2021). Dado que mas de la mitad de las pérdidas de embarazo temprana son
resultado de aneuploidias, se ha sugerido que el uso de FIV con DGP-A puede reducir los fallos
de implantacién y las pérdidas de embarazo temprana por causa embrionaria (Bhatt et al.,
2021; Pirtea et al., 2021), y a nivel metodoldgico permitir evaluar de forma mas fiable la

funcidon endometrial.
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2. Compuestos ambientales y procedentes de la dieta

El incremento de las actividades antropogénicas derivadas de la industrializaciéon ha
conducido al incremento de la contaminacidon atmosférica, la contaminacion acudtica y la
contaminacién del suelo. Los mayores incrementos se han producido en paises con ingresos
bajos y medios, que se encuentran en un rapido desarrollo de la industrializacion (Landrigan
et al., 2018). De hecho, desde 1950 han sido sintetizados mds de 140 000 nuevos productos
quimicos y plaguicidas de los que, generalmente, su impacto sobre la salud es en gran medida
desconocido (Landrigan et al., 2018). Por este motivo, se ha sugerido que las exposiciones a
compuestos ambientales pertenecen a los factores de riesgo de infertilidad modificables,
junto a los factores relacionados con el estilo de vida (p. ej. la dieta poco saludable, el

sedentarismo, el tabaquismo o el consumo de alcohol) (Hart, 2016; Sharma et al., 2013).

Las exposiciones ambientales afectan al cuerpo humano durante toda su vida, desde la
concepcidn hasta la vejez. Estas exposiciones influencian la expresién de los genes, entrenan
y modulan el sistema inmunitario, desencadenan multiples respuestas fisioldgicas y, en

definitiva, determinan la aparicion de enfermedades crénicas (Peters et al., 2021).

Los drganos barrera, como el pulmdn, la piel o el intestino, sufren el impacto directo de
las exposiciones ambientales y han evolucionado a lo largo del tiempo para hacer frente a
posibles agresiones. La funcidn inmunitaria en estos érganos de barrera es, en muchos casos,
la primera linea de defensa. El microbioma de los 6rganos de barrera se considera una parte
integral de la funciéon de barrera, pero también puede verse afectado por influencias

exogenas.

Sin embargo, los impactos ambientales no se limitan a las respuestas inmediatas y locales.
Las sustancias quimicas y las nanoparticulas pueden penetrar en el organismo y tener un
impacto potencial en érganos sin funcién de barrera directa. La mayoria de estas respuestas
estan orientadas a mantener la homeostasis de las funciones celulares y organicas. La mayoria
de las exposiciones ambientales son tdxicas a niveles bajos y altos. Sin embargo, algunas
sustancias quimicas ambientales (por ejemplo, los elementos traza esenciales) sélo son téxicas

en dosis altas (Peters et al., 2021).
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Ademas, las reacciones locales pueden inducir respuestas secundarias y sistémicas,
activar el sistema inmunitario mas alla del lugar inmediato de la agresion, activar las funciones
metabdlicas y alterar la sefializacion de érgano a érgano y el control del sistema nervioso
autéonomo. Multiples estudios han sugerido que el sistema reproductivo es una de las dianas
mas importantes de los compuestos ambientales y procedentes de la dieta, ya que la
reproduccidn es un proceso muy sensible a distintos estresores (Green et al., 2021; Hart, 2016;

Sharma et al., 2013).

2.1. Mecanismos generales de lesion por exposicion a compuestos
ambientales y procedentes de la dieta

Un comité de experto ha propuesto los siguientes procesos celulares y moleculares como
rasgos como distintivamente afectados por la exposicion a compuestos ambientales y
procedentes de la dieta: (1) disrupcion endocrina, (2) estrés oxidativo e induccion de
inflamacién, (3) disfuncién mitocondrial, (4) alteraciones gendmicas e induccion de
mutaciones, (5) alteraciones epigenéticas, (6) alteraciones en la comunicacién intercelular, (7)
alteraciones del microbioma y (8) deterioro de la funcién del sistema nervioso (Peters et al.,

2021) (Figura 8).

Figura 8. Rasgos comunes de las lesiones por contaminacién ambiental. Resumen de los ocho
procesos celulares y moleculares descritos como fundamentalmente afectados por la exposicidn a
contaminantes ambientales. Adaptado de Peters et al. 2021.

En la actualidad, los rasgos mas comunmente relacionados con la afectacién de la

fertilidad son la disrupcién endocrina y la induccién de estrés oxidativo.
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2.2. Evidencias del impacto de la exposicion a compuestos ambientales y
procedentes de la dieta sobre los resultados reproductivos de las
pacientes de FIV

Existe un gran cuerpo cientifico que relaciona las exposiciones ambientales humanas a
distintos contaminantes ambientales con los resultados clinicos de los parametros de FIV en
Norteamérica, Europa y Asia. A continuacién, nos centraremos en aquellos estudios
relacionados con la exposicidon femenina, con una descripcion de sus principales hallazgos. Las
caracteristicas y los hallazgos especificos de las familias de compuestos evaluados en la
presente tesis (fitoestrogenos, parabenos, ftalatos y elementos traza tanto esenciales como

no esenciales) seran revisados con mas detenimiento en sus secciones especificas.

De forma general han sido evaluados tanto contaminantes organicos persistentes (POPs,
del inglés Persistent Organic Pollutant), como contaminantes organicos no persistentes y
elementos traza, tanto esenciales como no esenciales, en diversas matrices bioldgicas como
liquido folicular, sangre y derivados (plasmay suero), orina y pelo en el caso de los elementos

traza, obtenidos en distintos momentos del tratamiento de reproduccién asistida.

Entre los POPs se han estudiado las exposiciones a distintas familias de pesticidas, como
los pesticidas organoclorados (OCPs, del inglés Organochlorine Pesticides), los pesticidas
organo fosfatados (OPs, del inglés Organophosphates) y piretroides, entre otros; los
retardantes de llama, como los retardantes de llama dérganofosforados (PFRs, del inglés
Phosphorus Flame Retardants) y los éteres de polibromodifenilos (PBDEs, del inglés
Polybrominated Diphenyl Ethers); los bifenilos policlorados (PCBs, del inglés Polychlorinated
Biphenyls), los perfluoroalcéxidos (PFASs, del inglés Perfluoroalkoxy Alkanes), los acidos
perfluorooctanosulfénicos (PFOs, del inglés Perfluorooctanesulfonic Acids) y los

perfluorocarburos (PFCs, del inglés Perfluorinated Compounds).

Como contaminantes no persistentes se han evaluado los efectos de la exposicidén a

triclosan, bisfenol A (BPA, del inglés Bisphenol A), y otros plastificantes.

También se ha estudiado la relacion entre estos xenobidticos y la presencia de patologias
ginecoldgicas relacionadas con la subfertilidad, como el sindrome de ovario poliquistico, la

endometriosis o los miomas uterinos (Rumph et al., 2022).
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2.2.1. Impacto de la exposicion a compuestos ambientales y procedentes
de la dieta sobre la reserva ovarica

El ovario es un drgano extremadamente sensible a los efectos de compuestos
ambientales. Por ejemplo, en una revisidon reciente se ha establecido que la exposicidn a este
tipo de compuestos es una causa probable de insuficiencia ovarica prematura (Vabre et al.,
2017). Esta es una condicién médica prevalente en aproximadamente el 1% de las mujeres,
caracterizada por oligo/amenorrea durante al menos 4 meses y niveles elevados de FSH (> 25
Ul/L en dos ocasiones con al menos 4 semanas de separacion) (Webber et al., 2016), en la que

la capacidad de generar oocitos competentes se ve profundamente comprometida.

Como hemos visto anteriormente, la reserva ovarica es un factor limitante a la hora de
realizar un tratamiento de reproduccién asistida con gametos propios, ya que a medida que
disminuye la reserva ovdrica disminuye el nimero de oocitos recuperados y la calidad de los
mismos (Fauser, 2010). Pese a que el principal causante del descenso de la reserva ovdrica es
la edad, también se ha especulado que otros factores médicos y de estilo de vida como
patologias (p. ej. endometriosis o infecciones pélvicas), tratamientos médicos (p. ej. cirugia,
radioterapia, quimioterapia), el estrés, la obesidad, una nutriciéon inadecuada o la exposicion

a contaminantes ambientales pueden contribuir a su disminucién (Hart, 2016).

En este sentido, recientemente el grupo de Bjorvang et al. ha sugerido que la exposicion
a distintos POPs puede reducir el tamafio de la reserva ovarica en mujeres pertenecientes a la
poblacién general (Bjérvang et al., 2021). Centrdandonos en trabajos realizados sobre la
poblacién sometida a tratamientos de FIV, como hemos visto anteriormente, los parametros
mas comunmente empleados en la préctica clinica para su evaluacién son el AFC y la medicién

de la concentraciéon de AMH (Fauser, 2010).

Diversos autores han relacionado la exposicién a pesticidas piretroides (Jurewicz,
Radwan, Wielgomas, Radwan, et al., 2020), triclosan (Jurewicz et al., 2019), y BPA (Czubacka
et al., 2021; Souter et al., 2013) con menor AFC. Por lo que respecta al impacto de los PCBs,
no existe consenso sobre su impacto sobre los AFC (Bjorvang et al., 2022; Bloom et al., 2017).
Por el contrario, Bjorvang et al. han observado una asociacion positiva entre la exposicion a

PFOs y PFASs y el AFC (Tabla S1).
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Por lo que respecta a la concentracién de AMH, se han observado disminuciones de este
pardmetro en asociados con una mayor exposicién a BPA (Czubacka et al., 2021; Park et al.,
2021). También se ha observado disminucién de la concentracién de AMH en mujeres mas
expuestas a pesticidas piretroides (Jurewicz, Radwan, Wielgomas, Radwan, et al., 2020) y
hexaclorobenceno, pero no otros OCPs (Bjorvang et al., 2022). No se observaron asociaciones
entre la exposicion a PCBs, PBDEs, PFASs (Bjorvang et al., 2022), triclosan (Jurewicz et al.,

2019) y las concentraciones de AMH (Tabla S1).

Estos datos sugieren el impacto de distintos contaminantes ambientales sobre el
potencial del ovario de generar oocitos en la cantidad y calidad éptima para permitir la
realizacion de técnicas de fecundacién in vitro con oocitos propios, aunque las discrepancias
entre los dos parametros evaluados subrayan la necesidad de evaluar los mecanismos

subyacentes tras estas disparidades.

2.2.2. Impacto de la exposicion a compuestos ambientales y procedentes
de la dieta sobre la respuesta a la estimulacion ovarica

Como hemos visto anteriormente, la estimulacién ovdarica controlada es un paso vital para
el éxito de los tratamientos de FIV, ya que han permitido incrementar el nimero de oocitos
recuperados y finalmente incrementar sustancialmente las tasas de embarazo (Bosch et al.,
2020; Howie and Kay, 2018). Sin embargo, los dos principales retos con la COS en FIV son los
extremos en la respuesta ovarica, una respuesta pobre o excesiva, con sus propias razones

para poder comprometer las tasas de éxito (Fauser, 2010).

La respuesta ovarica puede definirse como la reaccion endocrina y folicular de los ovarios
ante un estimulo. Como marcadores de la respuesta ovarica a la estimulacion hormonal en los
ciclos de FIV puede evaluarse tanto la concentracién de estradiol el dia de la administracién
del desencadenante de la maduracién oocitaria (Malathi et al., 2021), como el nimero total
de oocitos recuperados y el numero de oocitos maduros recuperados (oocitos en metafase Il

u oocitos M), que son los que finalmente podran ser fecundados (Fauser, 2010).

Respecto a la concentracion de estradiol el dia de la administraciéon del desencadenante,
se ha observado una asociacién positiva con la exposicién a DDT, un pesticida organoclorado
(Bloom et al., 2017). Por el contrario, se ha observado una asociaciéon negativa entre la

exposicién a PCBs (Bloom et al., 2017) y el plastificante DINCH (Minguez-Alarcén, Souter, et
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al., 2016) con este parametro. En el caso del BPA se ha descrito una asociacidon negativa con
la concentracion de estradiol (Bloom et al., 2011; Ehrlich, Williams, Missmer, Flaws, Ye, et al.,
2012; Mok-Lin et al., 2010), sin embargo, en trabajos mds recientes no se observa esta
asociacion (Kim et al., 2021; Minguez-Alarcon et al., 2015; Shen et al., 2020). Atendiendo a las
concentraciones informadas en los articulos, podemos especular que la disminucién de la
concentracion media de BPA en las poblaciones en las que no se observa el efecto puede ser
la responsable de estas disparidades. Por ultimo, no se han observado asociaciones entre la
exposicién a OPs (Carignan et al., 2017; Hu et al., 2020) y a mercurio (Wright et al., 2015) con

la concentracion de estradiol el dia de la administracion del desencadenante (Tabla S2).

En lo relativo al nimero de oocitos recuperados en la puncidn ovdrica, se observd una
disminucion en mujeres expuestas a pesticidas piretroides, cloroacetanitrilos y OPs (diazinon)
(Al-Hussaini et al., 2018), pero no OCPs u otros OPs (Al-Hussaini et al., 2018; Bjérvang et al.,
2022; Bloom et al., 2017; Hu et al., 2020; Jirsova et al., 2010; Lefebvre et al., 2022). Por lo que
respecta a los PCBs, en tres estudios se observa que mayores niveles de algunos PCBs (no los
mismos congéneres entre estudios) se asocian con menor nimero de oocitos recuperados (Al-
Hussaini et al., 2018; Bloom et al., 2017; Jirsova et al., 2010). Sin embargo, Bjorvang et al. han
observado una asociacién positiva entre los niveles de PBCs y el indice de sensibilidad ovarica,
medido como el nimero de oocitos recuperados por cada unidad de FSH administrada
(Bjorvang et al., 2022). Lefebvre et al. no ha observado ninguna asociacion entre las
concentraciones de PCBs en suero y el nUmero de oocitos recuperados (Lefebvre et al., 2022).
En el caso de los PFASs, solo Ma et al. ha observado asociacién negativa con el nUmero de
oocitos recuperados (Ma et al., 2021), no observandose ninguna asociacién en los otros dos
trabajos en los que son evaluados (Bjorvang et al., 2022; Lefebvre et al., 2022). Por lo que
respecta a los compuestos no persistentes, se ha observado una asociacidon negativa entre la
exposicion a plastificantes DINCH y el nimero de oocitos recuperados (Minguez-Alarcén,
Souter, et al., 2016). Por el contrario, existen discrepancias en las observaciones de BPA con
respecto al numero de oocitos recuperados ya que, de los trabajos en los que se evallua esta
relacion en tres se observa una asociacion negativa (Ehrlich, Williams, Missmer, Flaws, Ye, et
al., 2012; Mok-Lin et al., 2010; Shen et al., 2020) y en los restantes se informa de una ausencia
de asociacion (Bloom et al., 2011; Kim et al., 2021; Minguez-Alarcén et al., 2015; Poormoosavi

etal., 2019; Radwan et al., 2020). Recientemente, Minguez-Alarcén et al. realizaron un analisis
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multivariable explorando como mezcla las concentraciones de BPA, ftalatos y parabenos en
su poblacién de estudio, tras lo que observaron una ausencia de relacién entre estos
compuestos y el nUmero de oocitos totales recuperados (Minguez-Alarcén et al., 2019) (Tabla

s2).

Finalmente, solamente los oocitos que han logrado madurar hasta la segunda meiosis son
aptos para ser fecundados. Por lo tanto, este es el factor mds relevante a la hora de evaluar el
potencial éxito de la COS en los tratamientos de FIV. Comenzando por los POPs, en un articulo
se han relacionado mayores concentraciones del pesticida DDE con menor nimero de oocitos
maduros recuperados (Bloom et al., 2017), pero generalmente no con OCPs (Lefebvre et al.,
2022). Si que se ha informado de una asociacidon negativa entre las concentraciones de
piretroides y el nUmero de oocitos maduros recuperados (Radwan et al., 2022). En lo relativo
a los PFASs, solo Ma et al. ha observado una disminucién en los oocitos maduros recuperados
con mayor concentraciéon de estos compuestos (Ma et al., 2021), no observandose esta
asociacién en los otros dos trabajos en los que se ha evaluado (Hong et al., 2022; Lefebvre et
al., 2022). No se ha observado asociacion entre las concentraciones de PCBs (Lefebvre et al.,
2022) y PFCs (Governini et al., 2011) con la cantidad de oocitos maduros recuperados. En lo
relativo a los compuestos no persistentes, también existen resultados dispares para la
exposicidn BPA, ya que entre todos los trabajos en los que ha sido evaluado se han observado
asociaciones en cuatro (Bloom et al., 2011; Ehrlich, Williams, Missmer, Flaws, Ye, et al., 2012;
Fujimoto et al., 2011; Kim et al., 2021; Minguez-Alarcén et al., 2015; Poormoosavi et al., 2019;
Radwan et al., 2020; Shen et al., 2020), con independencia de la matriz biolégica analizada.
No se ha observado ninguna asociacidn entre la exposicion a triclosan (Radwan et al., 2021),
y plastificantes tipo DINCH (Minguez-Alarcén, Souter, et al., 2016) y el nimero de oocitos
maduros recuperados. En el analisis que exploraba la mezcla de BPA, ftalatos y parabenos,
también se observd una ausencia de relacidén ente estos compuestos y la cantidad de oocitos

maduros recuperados (Minguez-Alarcén et al., 2019) (Tabla S2).

A la luz de esta informacién, queda patente el potencial impacto de las exposiciones
ambientales sobre el éxito de los ciclos de estimulacién ovarica. Sin embargo, la existencia de
resultados inconsistentes entre estudios hace necesario ahondar en posibles efectos de
mezcla e identificar sustancias que se asocien con un mayor rendimiento y la obtencién de

oocitos de calidad para maximizar las oportunidades de cada ciclo de FIV.
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2.2.3. Impacto de la exposicion a compuestos ambientales y procedentes
de la dieta sobre la fecundacion y el desarrollo embrionario pre-
implantacional

La generacidon de embriones competentes es uno de los pasos clave para el éxito de los
tratamientos de FIV. Para ello, en primer lugar, es necesario que la union de ambos gametos
de lugar a un embridén que sea capaz de desarrollarse in vitro, tenga buena calidad y sea
competente a la hora de implantar en el endometrio una vez sea transferido y finalmente dar

lugar a un recién nacido vivo.

Comenzando con la influencia de algunos contaminantes ambientales sobre la
fecundacion embrionaria, dentro de los POPs se han observado asociaciones negativas entre
la exposicion a PFRs (Carignan et al., 2017) y PFCs (Governini et al., 2011) con el nUmero de
embriones fecundados. Por lo que respecta a los PCBs, los hallazgos son controvertidos, ya
que se han descrito tanto asociaciones negativas (Al-Hussaini et al., 2018; Bloom et al., 2017)
como ausencia de asociacion (Jirsova et al., 2010; Lefebvre et al., 2022; Younglai et al., 2002)
entre la exposicidon a estos compuestos y el nimero de embriones fecundados. De forma
similar, en el caso de los PFASs, para los que generalmente se ha informado de ausencia de
asociacién con el nimero de embriones fecundados (Hong et al., 2022; Kim et al., 2020;
Lefebvre et al., 2022), aunque en una investigacién se observé una asociacion negativa (Ma et
al., 2021). Generalmente no se han observado asociaciones entre la exposicién a distintos
pesticidas y este parametro (Al-Hussaini et al., 2018; Al-Saleh et al., 2009; Bloom et al., 2017;
Hu et al., 2020; Jirsova et al., 2010; Lefebvre et al., 2022; Radwan et al., 2022; Younglai et al.,
2002). En algunos trabajos se han sugerido asociaciones negativas de algunos pesticidas como
el pesticida organoclorado DDE (Younglai et al., 2002), el piretroide b-cyfluthrin (Al-Hussaini
et al., 2018) o el Pretilachlor (Al-Hussaini et al., 2018), pero estos hallazgos son limitados. Al
evaluar distintos PCBs, PBDEs y OPs como mezcla, Petro et al. observaron un descenso en el
numero de embriones fecundados en las mujeres mas expuestas (Petro et al., 2012). Sin
embargo, este efecto de mezcla no ha sido observado por Lefebvre et al. al evaluar distintos

PCBs, OCPs y PFASs (Lefebvre et al., 2022) (Tabla S3).

Respecto a los compuestos no persistentes, la mayor parte de los trabajos en los que se
investigd el BPA, solo en los primeros trabajos se observd una asociacidén negativa entre las

concentraciones de BPA y el nUmero de embriones fecundados (Ehrlich, Williams, Missmer,
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Flaws, Ye, et al., 2012; Fujimoto et al., 2011), no observandose ninguna asociacién entre
ambas variables en los trabajos mas recientes (Kim et al., 2021; Minguez-Alarcén et al., 2015;
Radwan et al., 2020; Shen et al., 2020). No se ha observado ninguna asociacion entre las
concentraciones de triclosan (Hua et al., 2017; Radwan et al., 2021) y el nUmero de embriones
fecundados. Al evaluar el efecto de la mezcla de ftalatos, BPA y parabenos, tampoco se
observé una asociacién con el nimero de embriones fecundados (Minguez-Alarcén et al.,

2019) (Tabla S3).

En los estudios que evaltan las primeras divisiones del desarrollo embrionario pre-
implantacional, se ha observado que pesticidas como el piretroide b-cyfluthrin (Al-Hussaini et
al., 2018) o el pretilachlor (Al-Hussaini et al., 2018) afectan negativamente el desarrollo
embrionario. En las mujeres mas expuestas a PFC se observa una disminucion en el nimero
de embriones transferidos (Governini et al., 2011). Respecto a la calidad de los embriones, en
gran parte de los estudios que la evalian generalmente se han observado asociaciones
negativas para PCBs y PFASs (Al-Hussaini et al., 2018; Bjorvang et al., 2022; Bloom et al., 2017;
Ma et al., 2021; Petro et al., 2012) con parametros de calidad embrionaria, aunque no en
todos los casos (Hong et al., 2022; Jirsova et al., 2010). Esta relacidon no ha sido descrita para
distintos tipos de pesticidas (Al-Hussaini et al., 2018; Bjorvang et al., 2022; Bloom et al., 2017,
Hu et al., 2020; Jirsova et al., 2010; Radwan et al., 2022). En lo relativo a compuestos no
persistentes, de forma general no se han observado asociaciones para la exposicién a triclosan
(Radwan et al., 2021), o BPA (Kim et al., 2021; Minguez-Alarcén et al., 2015; Radwan et al.,
2020; Shen et al., 2020) con parametros de calidad embrionaria, aunque en algunos trabajos
si que se han descrito asociaciones negativas entre la exposicion a triclosan (Hua et al., 2017),
o BPA (Ehrlich, Williams, Missmer, Flaws, Ye, et al., 2012) y la presencia de embriones de

buena calidad (Tabla S3).

Pocos estudios han evaluado la llegada a blastocisto, probablemente porque Ia
transferencia se hiciera en estado de células. De forma general, no se ha descrito ninguna
asociacion para POPs como OCPs, PCBs y PFASs con la tasa de llegada a blastocisto (Lefebvre
et al., 2022). En lo relativo a compuestos no persistentes, para el BPA se han descrito tanto
asociaciones negativas como ausencia de asociaciones con el numero de blastocistos

obtenidos (Ehrlich, Williams, Missmer, Flaws, Ye, et al., 2012; Shen et al., 2020) (Tabla S3).
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Hasta nuestro conocimiento, en ninguna investigacion se ha evaluado el impacto de la
exposicion ambiental a contaminantes ambientales sobre la ploidia de los embriones
generados en tratamientos de FIV. Dado que en modelos animales se ha descrito que distintos
contaminantes ambientales pueden afectar negativamente la carga cromosdmica de gametos
y embriones y que, excepto para algunas aneuploidias, las alteraciones cromosdmicas son
incompatibles con el desarrollo embrionario, nos parece esencial la evaluacion de este

pardmetro a la hora de evaluar el rendimiento de los ciclos de FIV.

2.2.4. Impacto de la exposicion a contaminantes ambientales sobre los
resultados clinicos de FIV

El verdadero éxito de un tratamiento de FIV no es solamente conseguir que el embrion
implante o un embarazo clinico, sino que el resultado realmente relevante es lograr el

nacimiento de un bebé sano en casa.

A la hora de interpretar los resultados clinicos del tratamiento de FIV, hay que tener en
cuenta que existen factores biolégicos derivados de los tratamientos de reproduccidn asistida
gue pueden estar interfiriendo la evaluacion del impacto de compuestos ambientales sobre
la implantacién embrionaria y el desarrollo del embarazo. Entre ellos, destacamos la
transferencia en fresco respecto a la transferencia en diferido, ya que se ha descrito que los
protocolos de estimulacién ovarica controlada pueden estar interfiriendo con una correcta
adquisicion de la receptividad endometrial. Por ejemplo, se ha observado que la
administracion exdgena de fitoestrogenos podria contrarrestar los efectos hiper-estrogénicos
del citrato de clomifeno en el endometrio (Shahin et al., 2009; Unfer et al., 2004). Ademas, al
no evaluar la ploidia de los embriones pueden estar dandose casos de transferencias de
embriones aneuploides que, en el caso de lograr implantar, excepto para algunas
aneuploidias, conducirian a abortos, generalmente tempranos. Por ultimo, la transferencia de
un numero variable de embriones y en distintos estadios de desarrollo, puede estar alterando

artificialmente las probabilidades de embarazo y dificultando la comparacién entre estudios.

En algunos trabajos se ha evaluado el desarrollo endometrial atendiendo al grosor
endometrial y se han observado disminuciones de este pardmetro generalmente ante la
exposicién a PCBs (Al-Hussaini et al., 2018; Bloom et al., 2017) y distintos tipos de pesticidas

(Al-Hussaini et al., 2018), aunque no en todos los trabajos (Bloom et al., 2017; Hu et al., 2020).
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Por el contrario, el grosor endometrial no parece verse afectado por la exposicién a
retardantes de llama fosfatados (Carignan et al., 2017), plastificantes (Minguez-Alarcon,
Souter, et al., 2016), BPA (Minguez-Alarcén et al., 2015; Shen et al., 2020) o la mezcla de
parabenos, ftalatos y BPA (Minguez-Alarcén et al., 2019) (Tabla S4).

Centrandonos en aquellos trabajos en los que se ha estudiado el impacto de distintos
componentes ambientales sobre la implantacidén tras tratamientos de FIV, en algunos trabajos
se ha descrito una menor probabilidad de implantacidn en aquellas mujeres con mayores
concentraciones de algunos OCPs y OPs (Al-Hussaini et al., 2018; Hu et al., 2020; Mahalingaiah
et al., 2012). Sin embargo, en otros trabajos no se ha informado de estas asociaciones para
estos tipos de pesticidas u otros como los piretroides (Al-Hussaini et al., 2018; Bloom et al.,
2017; Lefebvre et al., 2022; Mahalingaiah et al., 2012; Radwan et al., 2022), ni existe un
consenso entre trabajos con el tipo de pesticida que esta afectando mas a la implantacion.
Posiblemente diferencias en el empleo y la regulaciéon de estos compuestos pueden estar
detrds de estas discrepancias. En el caso de los retardantes de llama, se ha descrito que la
exposicién tanto a PRFs como PBDEs se asocia con menores probabilidades de implantacion
(Carignan et al., 2017; Johnson et al., 2012), excepto el reciente trabajo de Ingle et al., que
informa de un incremento en la probabilidad de implantacién en mujeres mas expuestas a
distintos PBDEs (Ingle et al., 2020). Los autores observaron estas asociaciones solo en mujeres
caucasicas, informandose de efectos negativos en mujeres de otras etnias expuestas a estos
compuestos (Ingle et al., 2020), por lo que pueden existir otras variables de confusion
subyacentes a estas disparidades raciales. También se ha descrito una disminucién en las
probabilidades de implantacién para aquellas mujeres mas expuestas a distintos PCBs (Al-
Hussaini et al., 2018; Bloom et al., 2017; Meeker et al., 2011), aunque en un trabajo reciente
Lefebvre et al. no observaron asociaciones entre PCBs y esta variable (Lefebvre et al., 2022).
No se han observado asociaciones entre la exposicidon a PFASs y la probabilidad de
implantacion (Lefebvre et al.,, 2022; Ma et al.,, 2021). Respecto a los compuestos no
persistentes, la exposicién materna a triclosan se asocid con una menor probabilidad de
implantacion (Hua et al., 2017; Radwan et al., 2021). En este mismo sentido, la exposicion
materna a BPA también se asocié con una menor probabilidad de implantacién en la mayoria
de los estudios en los que fue evaluada (Ehrlich, Williams, Missmer, Flaws, Berry, et al., 2012;

Radwan et al., 2020; Tan et al., 2020). Al ser evaluados como mezcla, la exposicién a BPA,
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ftalatos y parabenos, Minguez-Alarcén et al. observaron que el factor de exposicidn al ftalato

DEHP disminuia la probabilidad de implantacidon (Minguez-Alarcén et al., 2019) (Tabla S4).

Por lo que respecta a la evaluacién de la probabilidad de alcanzar un embarazo clinico, de
forma general no se ha observado un impacto negativo por exposicién a pesticidas (Al-Saleh
et al., 2009; Bjorvang et al., 2022; Jirsova et al., 2010; Lefebvre et al., 2022; Mahalingaiah et
al., 2012), excepto para el organofosfato DAP (Hu et al., 2020) y recientemente para el OCP
hexaclorobenceno (Bjorvang et al., 2022). En el caso de los retardantes de llama, se observd
una disminucién del 41% en la probabilidad de embarazo clinico en mujeres mas expuestas a
PRFs. En el caso de la exposicidn a los retardantes de Ilama PBDEs, como en el caso de la
implantacion embrionaria, se ha observado un incremento en la probabilidad de embarazo
clinico en mujeres caucasicas mds expuestas a distintos PBDEs, informdndose de efectos
negativos en mujeres de otras etnias expuestas a estos compuestos (Ingle et al., 2020),
mientras que en otro estudio no se observé ningun tipo de asociacién (Bjorvang et al., 2022).
No se han descrito asociaciones entre la exposicion femenina a PCBs (Bjorvang et al., 2022;
Jirsova et al., 2010; Lefebvre et al., 2022; Meeker et al., 2011), PFASs (Bjorvang et al., 2022;
Hong et al., 2022; Lefebvre et al., 2022; Ma et al., 2021), PFCs (Governini et al., 2011),
parabenos (Minguez-Alarcén, Chiu, et al., 2016) o triclosan (Radwan et al., 2021) con la
probabilidad de tener un embarazo clinico. Tampoco se observaron asociaciones entre las
concentraciones de BPA en diversos biofluidos femeninos y la probabilidad de embarazo
clinico (Kim et al., 2021; Minguez-Alarcén et al., 2015; Radwan et al., 2020), excepto en un
estudio en el que se asocid con una disminucion de esta probabilidad (Shen et al., 2020). Al
evaluarse como mezcla la exposicion a ftalatos, BPA y parabenos, como en el caso de la
implantacion embrionaria, también se asocié el factor de exposicidn a metabolitos del ftalato

DEHP con menor probabilidad de embarazo clinico (Minguez-Alarcén et al., 2019) (Tabla S4).

También se han evaluado las posibles asociaciones entre la presencia de estos
compuestos en distintas matrices bioldgicas femenina y la probabilidad de que el embarazo
llegue a término con un recién nacido vivo. Entre los POPs, se ha observado una disminucion
de la probabilidad de tener un recién nacido vivo en las mujeres mas expuestas a distintos
OCPs, como DDE (Bloom et al., 2017) y hexaclorobenceno (Bjorvang et al., 2022); y OPs, como
el DAP (Hu et al., 2020). Sin embargo, no se han observado asociaciones con otros pesticidas

(Bjorvang et al., 2022; Lefebvre et al., 2022). También se han observado asociaciones
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negativas entre la exposicion a retardantes de llama organofosfatados y la probabilidad de
recién nacido (Carignan et al., 2017). En el caso de los retardantes de llama PBDEs, también
se ha observado un incremento de la probabilidad de recién nacido vivo, restringido como en
los casos anteriores a las mujeres de etnia caucdsica, con un descenso de esta probabilidad en
las mujeres con otras etnicidades (Ingle et al., 2020), y la ausencia de asociacidon entre ambas
variables (Bjorvang et al., 2022). No se han descrito asociaciones entre la presencia de PFASs
y PCBs en matrices bioldgicas femeninas y la probabilidad de embarazo clinico (Bjorvang et
al., 2022; Hong et al., 2022; Lefebvre et al., 2022; Ma et al., 2021), excepto el descenso en esta
probabilidad descrito por Bloom et al. para los PCBs estrogénicos (Bloom et al., 2017). Al
centrarnos en los compuestos no persistentes, se ha sugerido que la presencia en matrices
biolégicas femeninas de distintos metabolitos BPA se asocian con menor probabilidad de
recién nacido vivo (Shen et al., 2020), aunque en otro trabajo no se observa esta asociacién
(Minguez-Alarcon et al., 2015). Al evaluarse como mezcla la exposicidn a parabenos, ftalatos
y BPA, se observd que el factor de los metabolitos de DEHP se asocia con un descenso en la

probabilidad de recién nacido vivo (Minguez-Alarcén et al., 2019) (Tabla S4).

Por ultimo, también ha sido descrita una asociacion entre la exposicion al OCP
hexaclorobenceno (Mahalingaiah et al., 2012) con un incremento del riesgo de aborto

espontaneo.

Por tanto, la exposicion a distintos compuestos ambientales también parece afectar la
comunicacion embridén-endometrio y la capacidad de iniciar y mantener el embarazo a
término, aunque en menor medida que la calidad de los gametos y el potencial de desarrollo
pre-implantacional de los embriones. Sin embargo, entre otros factores, las diferentes
metodologias de transferencia embrionaria y las posibles aneuploidias del embrion
transferido pueden estar enmascarando estos impactos. Por tanto, es necesario continuar
evaluando estas relaciones acotando el disefio a un modelo que permita evaluar el efecto de
estos factores sobre el potencial receptivo del endometrio, eliminando otros factores
conocidos que puedan interferir con el procedimiento. Por este motivo, en la presente tesis
solo se han seleccionado mujeres a las que se les transfiera un Unico embrién euploide en

diferido, para asegurar al maximo la evaluacion del potencial del factor endometrial.
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Ademas, generalmente estas tasas se calculan teniendo en cuenta las mujeres que tienen
al menos una transferencia embrionaria. Sin embargo, Messerlian y Gaskins argumentan que
la exclusion de los ciclos en los que no se ha llegado a una transferencia embrionaria, que
representan entre el 10 y 20% de los mismos, puede conducir a un sesgo si la exposicion de
interés se asocia con un fracaso temprano de las técnicas de reproduccidn asistida (por
ejemplo, no obtener oocitos maduros, fallos de fecundacién o ausencia de embriones
euploides) (Messerlian and Gaskins, 2017). Por este motivo, también es esencial incorporar
en estos estudios variables clinicas en las que se tenga en cuenta el total de participantes que

iniciaron un tratamiento de FIV.

2.3. Familias de compuestos ambientales y procedentes de la dieta
evaluados en esta tesis en relacion con los resultados del tratamiento
de FIV

Como hemos observado anteriormente, hasta el momento han sido evaluados un gran
numero de compuestos ambientales y procedentes de la dieta en relacion con los resultados
del tratamiento de FIV, con resultados en muchos casos inconsistentes entre estudios. En la
presente tesis doctoral hemos evaluado tres tipos de compuestos orgdnicos (fitoestrégenos,
parabenos y ftalatos) y un amplio panel de elementos traza, tanto esenciales como no
esenciales, cuyas concentraciones en matrices bioldgicas femeninas generalmente han sido
poco estudiadas en relacion con los resultados del tratamiento de FIV. Somos conscientes que
el nimero vy tipo de compuestos que hemos seleccionado para su evaluacién suponen una
pequefia parte del total de compuestos a los que la humanidad se encuentra potencialmente
expuesta y que pueden interferir con los resultados de reproduccion asistida, pero suponen

una punta de lanza para continuar aportando informacién sobre esta problematica mundial.

2.3.1. Fitoestrégenos

Los fitoestrogenos pertenecen a la familia de los polifenoles no esteroideos de los
metabolitos vegetales secundarios y son componentes regulares de las dietas humanas (Kim,
2022). Estas sustancias reciben su nombre por su similitud estructural con los estrégenos
enddgenos, ya que presentan un anillo fendlico con un Unico radical hidroxilo unido a una
base de carbono. Esta similitud estructural permite a los fitoestrogenos ser agonistas
periféricos parciales de los receptores de estradiol, y tienen una afinidad variable por cada

Vv

tipo de receptor (Carbonel et al., 2018; Kfizova et al., 2019; Rizzo et al., 2022). Dado que en
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cada drgano pueden encontrarse diferentes tipos de receptores de estréogeno, los
fitoestrogenos pueden provocar efectos antiestrogénicos y/o estrogénicos, generalmente
débiles, en funcidn de su concentracién, de la presencia de esteroides sexuales endégenos u
otros agonistas y del érgano diana (Carbonel et al., 2018; Ktizova et al., 2019; Rizzo et al.,
2022). Ademads de su papel en la sefializacidon endocrina, los fitoestrégenos también estan
implicados en los efectos antioxidantes, la regulacidon del ciclo celular, la inhibicion de la

sefializacion de la tirosina quinasa y los efectos antiangiogénicos (Rizzo et al., 2022).

Hasta ahora se han descrito hasta veinte tipos diferentes de fitoestrégenos, entre los que
se encuentran las isoflavonas (las mds abundantes), los lignanos, los cumestanos y los
prenilflavonoides (Kim, 2022; Kfizovd et al., 2019). Los fitoestrogenos se consumen
principalmente a través de las legumbres y, en menor medida, de las verduras, las frutas y los
cereales. En concreto, las isoflavonas se encuentran principalmente en la soja y sus
subproductos, las lentejas, la cebada, las semillas de girasol, la coliflor y el brécoli (Kfizova et
al., 2019). Las isoflavonas mds abundantes, tanto en las fuentes dietéticas como en el plasma
y la orina humanos, son la genisteina y la daidzeina (Kfizova et al., 2019), lo que las convierte

en potenciales biomarcadores de exposicion a fitoestréogenos.

El impacto y la seguridad de los fitoestrogenos sobre la salud reproductiva femeninay los
resultados de la FIV es controvertido. Algunos estudios epidemioldgicos sugieren que el
consumo de fitoestrégenos proporciona beneficios para la salud al proteger contra ciertos
canceres hormono-dependientes (fundamentalmente el cancer de mama y de prdstata),
miomas, sintomas de la menopausia, enfermedades cardiovasculares, inflamacion, sindromes
metabdlicos y obesidad (Kim, 2022; Kfizova et al., 2019). En cambio, en los estudios in vitro e
in vivo han sido demostradas las propiedades como disruptores endocrinos de los
fitoestrégenos en los tejidos reproductivos masculinos y femeninos. Por ejemplo, las dietas
ricas en fitoestrégenos (p. ej., a base de trébol rojo o soja) redujeron la fertilidad en ovejas
(Pool et al., 2022) y guepardos en cautividad (Setchell et al., 1987), y aumentaron las
alteraciones meidticas en ratones (Muhlhauser et al., 2009). Ademas, la exposicién de
modelos animales a fitoestrogenos generd una alteracién del eje hipotdlamo-hipofisario-
gonadal (Awoniyi et al., 1998; Md Zin et al., 2013; Wu et al., 2005), que consecuentemente
afectd el desarrollo del sistema reproductor femenino (Md Zin et al., 2013; Wu et al., 2005).

Ademads, se han observado efectos anti-implantacionales tras la exposicion a fitoestrégenos
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en modelos animales e in vitro (Salsano et al., 2019; Toktay et al., 2020). Por ultimo, en unos
pocos ensayos clinicos se ha asociado la suplementacidn con fitoestréogenos con una mejora
de los resultados reproductivos, entre los que se incluyen mayores tasas de ovulacién en
mujeres con amenorrea secundaria (Kohama et al., 2005), o mayores tasas de implantacion y
embarazo en mujeres sometidas a distintos tratamientos de fertilidad (Shahin et al., 2009;
Unfer et al., 2004). Sin embargo, en estos casos, las dosis supra fisiolégicas administradas

superaban las dosis alcanzables a través de la dieta.

En otros estudios en los que se evalud la exposicidn dietética a los fitoestrégenos no se
observaron asociaciones significativas entre las concentraciones urinarias de isoflavonas y la
fertilidad entre tres cohortes de parejas sin antecedentes de infertilidad (Mumford et al.,
2014; Wesselink et al., 2020), pero estos resultados pueden estar sesgados debido a las
diferencias en el potencial de fertilidad entre las parejas participantes. En cambio, Vanegas et
al. han descrito que el consumo dietético de soja se asocia positivamente con la fecundacién
embrionaria, el embarazo clinico y los nacimientos vivos en pacientes infértiles sometidas
tratamientos de FIV (Vanegas et al., 2015). Sin embargo, en este estudio, el consumo de soja
se evalud cualitativamente mediante un cuestionario de exposicién, en lugar de detectar
cuantitativamente los fitoestrogenos en los biofluidos de las participantes, lo que permite
identificar posibles fuentes ocultas de consumo de fitoestrégenos a través de la dieta. Por
ultimo, se ha descrito que los fitoestrégenos pueden proteger la funcién reproductora
femenina. Un estudio observacional en humanos y experimentos preclinicos en roedores han
demostrado que las dietas ricas en soja son capaces de contrarrestar los efectos de
compuestos que alteran el sistema endocrino, como el BPA (Chavarro et al., 2016; Muhlhauser
et al.,, 2009). Ademas, se ha informado de que los fitoestréogenos protegen contra la

infertilidad iatrogénica causada por la irradiacidn pélvica (Haddad et al., 2020).
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2.3.2. Parabenos

Los parabenos son un grupo de compuestos fendlicos estructuralmente similares a los
bisfenoles, que comprenden muchas subclases entre las que se incluyen el metil-parabeno
(M-parabeno), propil-parabeno (P-parabeno) y butil-parabeno (B-parabeno) (Minguez-
Alarcoén, Chiu, et al., 2016; Nowak et al., 2018).

Estos compuestos a menudo se emplean como conservantes y agentes antimicrobianos,
por lo que comunmente se encuentran en alimentos, farmacos, cosméticos y productos de
cuidado personal (Guo and Kannan, 2013; Lim, 2020). La exposicidn humana a parabenos
puede ocurrir por ingestion, inhalacién o absorcién dérmica. Su presencia se ha detectado en
mas del 90% de las muestras de orina (Calafat et al., 2010) y se ha registrado que es mas de 5
veces mayor en mujeres que en hombres (Smith et al., 2012). Tras su absorcion los parabenos
no se acumulan en el organismo, sino que son metabolizados por las esterasas, conjugados y

excretados a través de la orina, la bilis y las heces (Nowak et al., 2018).

Se sospecha que los parabenos poseen una débil actividad estrogénica, que aumenta
segln se incrementa la longitud y derivacién de la cadena alquilica (Nowak et al., 2018). A
pesar de su uso generalizado, existen sorprendentemente pocos estudios epidemioldgicos o
en animales que evallen las concentraciones de parabenos y sus efectos sobre la fertilidad y

la fecundidad, tanto masculina como femenina.

Se ha sugerido que los parabenos pueden tener un efecto deletéreo sobre la reserva
ovarica. Hasta la fecha, en dos trabajos se ha relacionado la exposicién a P-parabeno con
menor AFC (Jurewicz, Radwan, Wielgomas, Karwacka, et al., 2020; Smith et al., 2013), aunque
no se observaron asociaciones entre la exposicién a parabenos con la concentracién de AMH
(Jurewicz, Radwan, Wielgomas, Karwacka, et al., 2020) (Tabla S1). Por lo que respecta a los
resultados del tratamiento de FIV, Minguez-Alarcén et al. no identificaron ninguna asociacién
entre las concentraciones de parabenos en la orina y el recuento de oocitos maduros, el
numero de embriones de alta calidad, las tasas de fertilizacidn, la implantacién o las tasas de
embarazo (Minguez-Alarcén, Chiu, et al., 2016) (Tablas S2 y S3). Tampoco se observaron
asociaciones entre las concentraciones urinarias de parabenos y los resultados del
tratamiento de FIV al ser evaluados como mezcla junto con las concentraciones de BPA y de

distintos metabolitos de ftalato (Minguez-Alarcén et al., 2019) (Tabla S4).
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2.3.3. Ftalatos

Los ftalatos son una familia de sustancias quimicas sintéticas entre las que se encuentran
los diésteres di(2-etilhexil)ftalato (DEHP), dibutilftalato (DBP) y dietilftalato (DEP). Estos
compuestos son afiadidos a los plasticos para aumentar su flexibilidad y durabilidad o para
proporcionar una matriz a los cosméticos (Wittassek et al., 2011). Entre los productos que
contienen ftalatos se encuentran compuestos de uso diario, desde azulejos de vinilo hasta
adhesivos, detergentes, lubricantes, dispositivos médicos, productos farmacéuticos (como el
recubrimiento de ciertos medicamentos orales), ropa, envases de alimentos, juguetes,
perfumes y productos de cuidado personal (Guo and Kannan, 2013; Lim, 2020). Los ftalatos se
encuentran unidos de forma no covalente al plastico, lo que permite su liberacién al ambiente.
Este hecho, junto con lo extensivo de su uso, convierte a los ftalatos en contaminantes ubicuos
(Wittassek et al., 2011). En diversos estudios se han detectado ftalatos en la sangre y en la
orina en mas del 95% de las personas examinadas, ademds de ser detectables en matrices

bioldgicas relacionadas con la reproduccién (Silva et al., 2004; Wittassek et al., 2007).

Las principales fuentes de exposicidn humana son los alimentos y los productos de
consumo, como los cosméticos. Una vez ingeridos, inhalados o absorbidos, los ftalatos tienen
una vida media baja en el organismo. Son rapidamente hidrolizados en sus mono-esteres
bioactivos, algunos de los cuales puede subsiguientemente ser metabolizados por oxidacién
0 conjugacién de fase Il. Los metabolitos son excretados como glucordnidos, principalmente
através de la orina y las heces (Wittassek et al., 2011). Es interesante que las mujeres jévenes
se encuentran mas expuestas que los hombres de la misma edad, posiblemente por su mayor
uso de cosméticos (Wittassek et al., 2011), lo que destaca la necesidad de identificar posibles

efectos adversos de estos compuestos sobre la salud reproductiva femenina.

Se ha descrito que los ftalatos tienen efectos tanto antiandrogénicos como estrogénicos,
gue son ejercidos fundamentalmente por sus metabolitos monoésteres (Martino-Andrade
and Chahoud, 2010). Los monoésteres comunes incluyen el ftalato de mono(2-etilhexilo)
(MEHP), el ftalato de monobutilo (MBP), los ftalatos de monoetilo (MEP) y el ftalato de
monobencil (MBzP) (Silva et al., 2004).

Aunque sus efectos sobre la fertilidad masculina han sido extensamente descritos

(Hlisnikova et al., 2020; Krzastek et al., 2020), su impacto sobre la fertilidad femenina es mas
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controvertido. Al centrarnos en los estudios realizados en mujeres sometidas a tratamientos
de fertilidad, se ha descrito que mayores concentraciones de monoésteres de ftalato,
especialmente metabolitos del DEHP, se han asociado con una disminucién de los parametros
de reserva ovarica (Du et al., 2019; Messerlian et al., 2016; Park et al., 2021; Sacha et al., 2021)
(Tabla S1). También se ha descrito que mayores concentraciones de monoésteres de ftalato
se asocian con peores resultados de respuesta ovarica, como menor concentracién de
estradiol el dia de la administracion del desencadenante de ovulacién y menor nimero de
oocitos totales y maduros recuperados (Hauser et al., 2016; Machtinger et al., 2018). Sin
embargo, en otros estudios no se replicaron estas observaciones (Deng et al., 2020; Du et al.,

2016) (Tabla S2).

Respecto a los resultados embriolégicos del tratamiento de FIV, también han sido
descritas asociaciones negativas entre la presencia de distintos metabolitos de ftalato en
matrices biolégicas femeninas con el nimero de embriones fecundados (Deng et al., 2020;
Hauser et al., 2016; Machtinger et al., 2018), la calidad de los embriones obtenidos
(Machtinger et al., 2018) y el nimero de embriones que llegan a fase de blastocisto (Deng et
al., 2020). Sin embargo, en otros estudios no se han observado estas asociaciones (Al-Saleh,

Coskun, Al-Doush, Al-Rajudi, et al., 2019; Du et al., 2016; Hauser et al., 2016) (Tabla S3).

En algunos estudios se han relacionado niveles elevados de monoésteres de ftalatos,
especialmente metabolitos especificos de DEHP como el MEHP, con menores tasas de
implantacion, embarazo clinico y recién nacido vivo en mujeres sometidas a tratamientos de
FIV (Al-Saleh, Coskun, Al-Doush, Abduljabbar, et al., 2019; Begum et al., 2021; Hauser et al.,
2016). Aunque en otros estudios no se han descrito estas asociaciones (Deng et al., 2020;

Machtinger et al., 2018) (Tabla S4).
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2.3.4. Elementos traza

Los metales son elementos quimicos caracterizados por ser buenos conductores del calor
y la electricidad, tienen la capacidad de formar cationes y de combinarse con compuestos no
metalicos a través de enlaces idnicos. Por otro lado, los metaloides son elementos quimicos
con propiedades intermedias entre los metales y los no metales. Aunque no existe una
definicidn precisa, los metaloides tienden a caracterizarse por ser semiconductores de la
electricidad y formar éxidos anfoteros. Partiendo de la base de que la pesadez y la toxicidad
estan interconectadas, el término metal pesado o metal téxico han sido tradicionalmente
empleados en toxicologia clinica para designar a algunos metales (fundamentalmente cadmio,
plomo y mercurio) y metaloides (fundamentalmente arsénico) para los que se ha demostrado
la capacidad de inducir efectos adversos para el ecosistema y los organismos vivos (Azeh
Engwa et al., 2019; Duffus, 2002). Esta definiciéon ha sido extensamente criticada, por lo que
basdndonos en su presencia a concentraciones traza (desde partes por billén hasta menos de
10 partes por millon) en distintas matrices ambientales (Tchounwou et al., 2012), en la

presente tesis nos referiremos a ellos como elementos traza.

Algunos de estos elementos traza son considerados esenciales, ya que son componentes
de diversas enzimas y empenan papeles importantes en diversas reacciones de oxidacién-
reduccion, lo que los convierte en elementos necesarios para multiples funciones bioquimicas
y fisioldgicas (Carvalho et al., 2015). Dentro de este grupo de elementos hemos incluido el
cobalto (Co), el cobre (Cu), el zinc (Zn), el manganeso (Mn), el hierro (Fe), el molibdeno (Mo),
el selenio (Se), el cromo (Cr) y el litio (Li). Estos elementos, conocidos como elementos traza
esenciales u oligoelementos, pueden provocar enfermedades o sindromes carenciales si no se
encuentran en cantidades adecuadas (Carvalho et al., 2015), pero si se encuentran en
concentraciones elevadas pueden tener un efecto toxico (Azeh Engwa et al., 2019; Carvalho

et al., 2015; Goutam Mukherjee et al., 2022; Rehman et al., 2018).

Otros elementos como el antimonio (Sb), el arsénico (As), el bario (Ba), el cadmio (Cd), el
plomo (Pb), el mercurio (Hg), el niquel (Ni), el estroncio (Sr) y el estafio (Sn) no tienen
funciones bioldgicas conocidas, por lo que se consideran elementos traza no esenciales
(Tchounwou et al., 2012). Muchos de estos elementos son, de hecho, perjudiciales para la

funcién normal del organismo al acumularse en el organismo (Rehman et al., 2018).
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Los elementos considerados elementos traza en los sistemas bioldgicos se encuentran de
forma natural en todo el medio ambiente, fundamentalmente la corteza terrestre (litosfera),
pero también las masas de agua (hidrosfera) y la atmdsfera, y también pueden acumularse en
los organismos bioldgicos, incluidas bacterias, plantas, hongos y animales (biosfera) (Azeh
Engwa et al., 2019). En la corteza terrestre, estos metales pesados estan presentes en las
menas que se recuperan durante las actividades mineras como minerales. Estos elementos se
distribuyen en el medio ambiente mediante distintos procesos ambientales como la erosion,
las aguas de manantial, las erupciones volcanicas y la actividad bacteriana (Azeh Engwa et al.,

2019) (Figura 9).

En los ultimos siglos distintas actividades antropogénicas, como la combustion de
combustibles fésiles, los procesos industriales, las actividades agricolas, efluentes domésticos
y fuentes atmosféricas, han provocado cambios drasticos en sus ciclos geoquimicos que han
incrementado la contaminacion ambiental a estos elementos (Azeh Engwa et al., 2019;
Rehman et al., 2018). La contaminacion ambiental también puede producirse a través de la
corrosion de los metales, la deposicion atmosférica, la erosién del suelo de los iones metalicos
y la lixiviacidn de los metales pesados, la resuspension de los sedimentos y la evaporacién de
los metales de los recursos hidricos al suelo y a las aguas subterrdneas (Tchounwou et al.,
2012). La contaminacion ambiental es muy destacada en las areas de fuentes puntuales, como
la mineria, las fundiciones y los hornos, y otras operaciones industriales basadas en metales

(Tchounwou et al., 2012) (Figura 9).

Los organismos pueden entrar en contacto con los elementos traza por inhalacién o
ingestién de alimentos y agua contaminados. Algunos también pueden ser absorbidos
cutdneamente. La exposicion puede ser por contacto con el elemento puro o con algun
compuesto, bien organico o inorganico, que lo contenga (Rehman et al., 2018). La exposicidon
continuada a elementos traza no esenciales conduce a su interaccidn con las biomoléculas del
organismo, lo que en ultima instancia desencadena su acumulacién y que comiencen a ser
empleados por el organismo como sustitutos de los elementos esenciales. Por ejemplo, se ha
descrito que el calcio es sustituido por el plomo, el zinc es sustituido por el cadmio y la mayoria

de los oligoelementos son sustituidos por el aluminio (Rehman et al., 2018) (Figura 9).
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Figura 9. Esquema de las fuentes de exposicion y vias de entrada en los seres humanos. En color
oscuro, las principales fuentes y dianas de los elementos traza. En blanco, los vectores de exposicion
a elementos traza y, en color claro, los mecanismos de exposicién a elementos traza. Adaptado de
Engwa et al. 20189.

Este proceso se produce porque, cuando los elementos traza son ingeridos, a través de
alimentos o agua, el medio acido del estdmago induce su oxidacién a sus diversos estados de
oxidacién. Esta oxidacién permite que puedan unirse mediante enlaces estables y fuertes a

biomoléculas como acidos nucleicos, proteinas y enzimas. Los elementos traza no esenciales
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comunmente tienden a unirse a los grupos tio (p. €j. el grupo SH de la cisteina y el grupo SCH3

de la metionina) (Azeh Engwa et al., 2019).

Las proteinas unidas a elementos traza no esenciales pueden ser sustrato para ciertas
enzimas. En este caso, la afinidad entre la proteina unida a elementos traza no esenciales se
ajusta con alta especificidad al sitio activo de la enzima, lo que bloquea la reaccidn enzimatica
y provoca tanto la acumulacion del elemento como la inactivacién de la enzima (Azeh Engwa
et al., 2019). Ademas, la toxicidad por elementos traza puede ser inducida por la sustitucién
en una metaloenzima por otro ion metdlico de tamafo similar. Por ejemplo, el cadmio
desplaza a los iones de zinc y calcio en las proteinas de dedos de zinc, las metaloproteinas y
ciertas enzimas deshidrogenizadoras (Faller et al., 2005; Hartwig, 2001). Los elementos traza
también pueden inhibir el correcto plegamiento de las proteinas e inducir su agregacién (Azeh

Engwa et al., 2019).

Los iones de elementos traza no esenciales también generan radicales libres, lo que
conduce a dafio oxidativo sobre las proteinas y el ADN. Ademas de sus efectos daiinos sobre
las biomoléculas, también se ha descrito que alteran distintas cascadas de sefalizacién, lo que
en Ultima instancia afecta tanto la expresion de genes como la modulacién epigenética (Azeh
Engwa et al., 2019; Rehman et al., 2018). Por el contrario, los elementos traza esenciales

suelen ser componentes esenciales de los sistemas antioxidantes (Carvalho et al., 2015).

También se han descrito relaciones antagdnicas entre elementos traza esenciales, como
el cobre con el zincy el molibdeno, que conducen a que cualquier variacién en alguno de estos
elementos pueda alterar el balance o la funciéon del otro. Por esta razdn, se estds comenzando
a considerar sus ratios como las variables con un impacto clinico mas relevante que las

concentraciones individualizadas de cada elemento (Osredkar, 2011; Vyskocil and Viau, 1999).

Diversos estudios han explorado el impacto de elementos traza, tanto esenciales como
no esenciales, presentes en distintas matrices bioldgicas de mujeres sometidas a tratamientos

de FIV sobre los resultados de los mismos.

Si comenzamos con los elementos traza esenciales, se ha sugerido que las mujeres
subfértiles sometidas a tratamientos de reproduccidén asistida se caracterizan por tener

menores concentraciones de este tipo de elementos (Grieger et al., 2019; Ozkaya et al., 2011;
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Skalny et al., 2018), mientras que su suplementacion puede incrementar la fertilidad femenina
(Ozkaya et al., 2011; Skalnaya et al., 2019). En los trabajos en los que ha sido evaluada su
relacién con los resultados de los tratamientos de FIV, generalmente se han descrito mejores

resultados en las mujeres con mayor concentracién en sus matrices bioldgicas.

En concreto, se ha descrito que las mujeres con mayores concentraciones de zinc y selenio
tienen un mayor AFC (Dickerson et al., 2011) (Tabla S1). Ademas, se han descrito asociaciones
positivas entre la exposicidon a distintos elementos traza esenciales (selenio, zinc, cobalto,
cromo, cobre y molibdeno) con mayor numero de oocitos recuperados (Dickerson et al., 2011;
Ingle et al., 2017), lo que subraya la importancia de estos oligoelementos en el proceso de
foliculogénesis. Ademads, se han observado asociaciones positivas entre elementos traza
esenciales, como cobre, cobalto y selenio, con el nUmero de oocitos maduros recuperados (Li
etal., 2022; Sun et al., 2017), aunque de forma inconsistente entre investigaciones (Ingle et
al., 2017; Wu et al., 2020; Zhou et al., 2021). Por el contrario, se han descrito asociaciones
negativas entre el nimero de oocitos maduros recuperados y la concentracién de elementos
traza esenciales como el cromo y el manganeso (Zhou et al., 2021), aunque en el caso del
cromo estas asociaciones no han sido descritas en otros estudios (Ingle et al., 2017; Wu et al.,
2020). No se han observado asociaciones entre las concentraciones de zinc ni molibdeno con
el nimero de oocitos maduros recuperados tras un ciclo de estimulacidn ovarica (Butts et al.,
2021; Garcia-Fortea et al., 2018; Ingle et al., 2017; Jiang et al., 2022; Sun et al., 2017; Tolunay
etal., 2016; Wu et al., 2020; Zhou et al., 2021) (Tabla S2).

Respecto a los pardmetros embrioldgicos, se ha observado una asociacidn positiva entre
la exposicidn a cobre y cobalto y el nimero de embriones fecundados (Li et al., 2022; Sun et
al., 2017), aunque no en todos los estudios en los que ha sido evaluado (Ingle et al., 2017). En
el caso del zinc, existen resultados controvertidos, ya que se ha asociado tanto positivamente
(Sun et al., 2017), como negativamente (Ingle et al., 2017) con el nimero de embriones
fecundados. Por lo tanto, es necesario confirmar estas observaciones ahondar en el papel de
los elementos traza sobre la fecundacion embrionaria. Ademas, la presencia de mayores
concentraciones de selenio se ha asociado negativamente con el nimero de embriones que
llegan a fase de blastocistos en un estudio (Wu et al., 2020), pero no en el otro en el que se
analiza (Li et al., 2022). No se han descrito asociaciones para cobre, zinc, molibdeno, cromo o

manganeso con variables de desarrollo embrionario pre-implantacional (Tabla S3).
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Adentrandonos en la relacién de los elementos traza esenciales con los resultados clinicos
del tratamiento de FIV, no se han descrito asociaciones entre la exposicion materna a otros
elementos, como arsénico, cobre, zinc, selenio, cobalto, molibdeno, cobre o hierro, y la
probabilidad de implantacion embrionaria (Butts et al., 2021; Garcia-Fortea et al., 2018; Ingle
et al., 2017; Li et al., 2022; Tolunay et al., 2016). Por lo que respecta al embarazo clinico, en
algunos trabajos se describe una asociacidn positiva entre la presencia de elementos traza
esenciales (selenio y zinc) con la probabilidad de embarazo clinico (Wang, Liang, et al., 2021;
Wdowiak et al., 2018). Por el contrario, el cobre se ha relacionado con menor probabilidad de
embarazo clinico, aunque con resultados no consistentes en todos los estudios en los que es
evaluado (Ingle et al., 2017; Sun et al., 2017; Tolunay et al., 2016; Wu et al., 2020; Zhou et al.,
2021). No se han descrito asociaciones entre la exposicién a cromo, molibdeno, hierro ni
manganeso y la probabilidad de embarazo clinico (Ingle et al., 2017; Sun et al., 2017; Tolunay

etal., 2016; Wu et al., 2020; Zhou et al., 2021) (Tabla S4).

Continuando con los elementos traza no esenciales, de forma general se han descrito
asociaciones negativas entre los elementos traza no esenciales evaluados y los resultados de
FIV evaluados. Los elementos mds cominmente evaluados son aquellos tradicionalmente

considerados metales y metaloides pesados téxicos (mercurio, plomo, cadmio y arsénico).

Respecto a su impacto sobre la reserva ovdrica, en algunos estudios se ha observado una
asociacién negativa entre una mayor concentracion de mercurio en distintas matrices
bioldgicas con el AFC, aunque no en todos los estudios en los que ha sido evaluado. Por lo que
respecta a la presencia de otros elementos, como el bario, el arsénico y el plomo, no se han

descrito asociaciones con el AFC (Jiang et al., 2022) (Tabla S1).

Tampoco se ha observado ninguna asociacién entre la presencia de mercurio y la
concentracion de estradiol el dia de la administracion del desencadenante de la ovulacién
(Wright et al., 2015) y solo en uno de los cuatro trabajos en los que se evalud la asociacién
entre la exposicidn a mercurio y el nimero de oocitos totales recuperados se observé
asociacion (Dickerson et al., 2011; Garcia-Fortea et al., 2018; Jiang et al., 2022; Wright et al.,
2015). Por lo que respecta al nimero de oocitos maduros recuperados, se han descrito
asociaciones negativas entre la exposicidon a elementos tradicionalmente considerados

metales pesados téxicos (plomo, mercurio y cadmio) con este pardmetro. En el caso del
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plomo, la evidencia parece ser moderada, ya que entre todos los trabajos en los que ha sido
evaluado, solo se ha observado una asociaciéon negativa en unos pocos (Bloom et al., 2010;
Butts et al., 2021; Garcia-Fortea et al., 2018; Li et al., 2022; Tolunay et al., 2016; Wu et al.,
2020; Zhou et al., 2021). En el caso del cadmio (Bloom et al., 2010; Butts et al., 2021; Garcia-
Fortea et al., 2018; Li et al., 2022; Tolunay et al., 2016; Wu et al., 2020; Zhou et al., 2021) y el
mercurio (Bloom et al., 2010; Butts et al., 2021; Garcia-Fortea et al., 2018; Jiang et al., 2022;
Tolunay et al., 2016; Zhou et al., 2021), la evidencia de esta asociacion puede considerarse
baja, ya que solo ha sido descrita en un estudio del total en el que han sido evaluados (Tabla

s2).

El caso del bario, un elemento traza no esencial poco estudiado, resulta controvertido, ya
que en una investigacion se informd de su asociacién negativa con el numero de oocitos
recuperados (Jiang et al., 2022), mientras que en otra investigacion se observd una asociacion
positiva con esta misma variable (Zhou et al., 2021). En el trabajo de Zhou et al. también
observaron asociaciones positivas entre el plomo y el cromo con el nimero de oocitos
maduros recuperados (Zhou et al., 2021), lo que contraviene el resto de evidencias

disponibles, por lo que es necesario ahondar en estas discrepancias (Tabla S2).

En los trabajos en los que han sido evaluados, no se han observado asociaciones entre las
concentraciones de arsénico y vanadio en distintas matrices biolégicas con el nimero de
oocitos maduros recuperados tras un tratamiento de COS (Butts et al., 2021; Garcia-Fortea et
al., 2018; Ingle et al., 2017; Jiang et al., 2022; Sun et al., 2017; Tolunay et al., 2016; Wu et al.,
2020; Zhou et al., 2021) (Tabla S2).

Ademas, recientemente se ha informado de una asociacién negativa entre la
concentracion de bario y el nimero de embriones correctamente fecundados (Jiang et al.,
2022), aunque no ha sido confirmado en el otro estudio en el que se ha evaluado este
elemento en relacién con los resultados de FIV (Zhou et al., 2021). Ademas, en este trabajo se
ha descrito que la exposicion al talio, mercurio y bario se asocia positivamente con el nimero
de embriones en fase de blastocisto obtenidos (Zhou et al., 2021). Por el contrario, la
exposicidn materna al bario se ha relacionado con un incremento del riesgo de detencién del

desarrollo embrionario (Jiang et al., 2022) y la exposicion materna a elementos traza como el
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cobre, el selenio o el zinc con un aceleramiento el desarrollo embrionario (Wdowiak et al.,

2018) (Tabla S3).

Para finalizar con los elementos traza no esenciales, existe una evidencia moderada entre
la exposicidn a metales tradicionalmente descritos como metales pesados téxicos (mercurio,
cadmio, plomo) con menor probabilidad de implantacién (Bloom et al., 2012; Butts et al.,
2021; Lietal., 2022; Tolunay et al., 2016), embarazo clinico (Al-Saleh et al., 2008; Bloom et al.,
2012; Tolunay et al., 2016; Wu et al., 2020) y recién nacido vivo (Butts et al., 2021; Wu et al.,
2020), aunque de forma inconsistente entre estudios (Al-Saleh et al., 2008; Bloom et al., 2012;
Butts et al., 2021; Garcia-Fortea et al., 2018; Li et al., 2022; Tolunay et al., 2016; Wright et al.,
2015; Wu et al., 2020; Zhou et al., 2021). Por ultimo, también ha sido descrita una asociacién
entre la exposicion al metal pesado plomo (Li et al., 2022) con un incremento del riesgo de
aborto espontaneo. No se han descrito asociaciones entre la exposicién a arsénico, niquel,
vanadio, bario y talio y la probabilidad de embarazo clinico (Garcia-Fortea et al., 2018; Ingle
et al., 2017; Tolunay et al., 2016; Wdowiak et al., 2018; Wu et al., 2020; Zhou et al., 2021)
(Tabla S4).
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1} HIPOTESIS

Nuestra hipotesis general es que las concentraciones de determinados compuestos
ambientales y procedentes de la dieta, como los fitoestrégenos, parabenos, ftalatos y
elementos traza tanto esenciales como no esenciales, a los que se encuentran expuestas las
mujeres sometidas a tratamientos de fecundacion in vitro pueden tener un papel modificador,

tanto deletéreo como protector, sobre sus resultados reproductivos.

Basandonos en esta hipdtesis general, en primer lugar suponemos que las
concentraciones de estos compuestos ambientales y procedentes de la dieta son
cuantificables en diversas matrices bioldgicas humanas. Como segunda conjetura,
hipotetizamos que las relaciones de cada compuesto entre las distintas matrices bioldgicas
evaluadas nos permitira identificar las matrices mas apropiadas para la cuantificacidn de estos
compuestos. Por ultimo, sospechamos que las concentraciones de estos compuestos en las
distintas matrices bioldgicas se asociaran, bien de forma deletérea o protectora, con los
resultados de reserva ovarica, respuesta a la estimulacion ovarica, resultados embriolégicos y

resultados clinicos del tratamiento de fecundacién in vitro.
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1. OBJETIVOS

El objetivo principal de este estudio es evaluar las asociaciones entre la presencia de
ciertos compuestos ambientales y procedentes de la dieta, como fitoestrégenos, parabenos,
ftalatos y elementos traza tanto esenciales como no esenciales, en matrices bioldgicas
procedentes de mujeres sometidas a tratamientos de fecundacién in vitro y los resultados de

este.

Objetivos especificos:

1. Analizar las concentraciones en liquido folicular, plasma y orina de fitoestrégenos,
parabenos, ftalatos y elementos traza esenciales y no esenciales en mujeres sometidas a

tratamientos de fecundacidn in vitro.

2. Evaluar las relaciones de cada compuesto entre las distintas matrices bioldgicas evaluadas

y del conjunto de compuestos en cada matriz bioldgica.

3. Evaluar las asociaciones de los compuestos ambientales y procedentes de la dieta en cada
una de las matrices bioldgicas con resultados de reserva ovarica, respuesta a la
estimulacion ovarica, resultados embrioldgicos y resultados clinicos del tratamiento de

fecundacion in vitro.
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1. Diseio del estudio

IV MATERIAL Y METODOS

En este estudio exploratorio prospectivo observacional unicéntrico se reclutaron sesenta

mujeres que acudian a realizarse un tratamiento de FIV con analisis genético pre-

implantacional para aneuploidias (DGP-A) y transferencia en diferido de un embrién unico

congelado (SET/FET) entre 2018 y 2019 en la clinica de reproduccidon asistida IVI-RMA NJ —

Basking Ridge (Nueva Jersey, EEUU). Se recogieron muestras de orina, sangre y liquido

folicular el dia de la puncién folicular, que fueron empleadas para evaluar su contenido de

fitoestrogenos, parabenos, el metabolito de ftalato MEHP y distintos elementos traza, tanto

esenciales como no esenciales. Los resultados clinicos del tratamiento de FIV se extrajeron de

las historias clinicas electrdnicas de las participantes. Posteriormente, se evaluaron las

asociaciones entre los distintos compuestos y las variables del ciclo de FIV (Figura 10).

Caracteristicas de las
participantes

Tratamiento de FIV con
SET/FET tras DGP-A
IVI-RMA NJ

* Edad 18-42 aios
* |IMC 18.5-29.9 kg/m?

N = 60 mujeres

Dia de la puncién
ovarica

Concentracion AMH
Concentracién E2
N° oocitos totales
N° oocitos Ml

* e 0w

) )

Biofluidos

Liquido
Folicular

@
. Plasma
LT

Orina

Fecundacién in vitro, cultivo
embrionario y DGP-A

« N°fecundados
« N blastocistos
* N° euploides

Transferencia embrionaria (SET/FET)
y monitorizacién

 Implantacion
¢ Embarazo clinico
* Recién nacido
« Exito reproductivo

Evaluacion de compuestos organicos

*
Liquido ,
Folicular Crirg
| . .
Fitoestrogenos
A (Daidceina, Genisteina)
—
—_ Parabenos
-'. (M-par, P-par)
— | Ftalato
(MEHP)
UPLC-MS/MS

Figura 10. Esquema del diseiio del estudio.

@
FoliculaF Pfasn‘ Orina
_

Evaluacion de elementos traza

* i
Liquide
8 elementos traza
esenciales
A (Cu, Zn, Mo, Se, Li,
Fe, Cr, Mn)

11 elementos traza
5 no esenciales
(Ba, Sr, Rb, Cs, Sn, As,
Ti, Cd, Pb, Hg, Sb)
ICP-MS
Tricell DMA-80 (Hg)

Este estudio fue aprobado por el comité de ética de 1Vl Valencia y el Western Institutional

Review Board (#1606-FIVI-050-FD). Se obtuvo el consentimiento informado de todas las

participantes antes de su inclusién en el estudio, después de que un equipo entrenado les

explicara los objetivos del estudio y respondieran todas sus posibles dudas.
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Este estudio ha sido financiado por el Instituto de Salud Carlos Ill, mediante un proyecto
FIS (Cddigo de Proyecto: P117/00931); la Fundacién IVI, mediante financiacion interna; y la
Generalitat Valenciana, mediante un contrato de técnico de apoyo a la investigacién

(APOTI/2018/010 y APOTI/2020/013).

2. Poblacidn de estudio

Mujeres que acudieran a realizarse un tratamiento de FIV con estimulacidén ovarica con
antagonista, andlisis genético pre-implantacional para aneuploidias (DGP-A) y transferencia
en diferido de un embridon Unico congelado (SET/FET) y cumplieran los siguientes criterios
fueron consultadas por facultativos especialistas en reproduccién asistida para su inclusién en
el estudio a través de las consultas de ginecologia de RMANJ — Basking Ridge entre 2018 y
2019.

- Criterios de inclusion

Se incluyd a mujeres de 18 a 42 aios, a las que se les realice un DGP-A con SET-FET,
excepto por factor masculino severo, con IMC de entre 18.5 y 30 kg/m?. Sin valor minimo de
reserva ovarica. El protocolo de estimulacidn fué siempre con antagonista de GnRH diario. La
funcion tiroidea debia ser normal o estar corregida. La transferencia embrionaria no debia ser

dificultosa.
- Criterios de exclusion

Se excluyé a aquellas mujeres con un embarazo previo, factor masculino severo,
hidrosalpinx no operado, una historia conocida de insuficiencia endometrial (por ejemplo, un
utero anormal o no reparado, un endometrio irregular o <7mm el dia de la transferencia
embrionaria); cariotipos alterados, sindrome antifosfolipido, trombofilias o patologias

endocrinas sistémicas no corregidas.

Las sesenta mujeres que finalmente consintieron su participacion en el estudio recibieron
los mismos tratamientos y cuidados clinicos y de laboratorio que si no hubieran participado
en este estudio de investigacidn. En ningun caso, la propuesta de inclusién en este estudio
modifico la estrategia terapéutica de las participantes, ni se indicaron pruebas médicas con

objeto de incluir a ninguna participante.
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3. Obtenciény procesamiento de las matrices biolégicas

El dia de la puncidn ovarica transvaginal eco guiada, las participantes proporcionaron una
muestra de orina y una muestra de sangre y se obtuvo su liquido folicular tras el aislamiento

de los complejos corona-oocito.

3.1. Muestras de orina

Para la determinacion de fitoestréogenos (daidzeina y genisteina), parabenos (p-parabeno
y m-parabeno), el metabolito de ftalato MEHP y distintos elementos traza no esenciales se
recogié una muestra de orina en ayunas, a primera hora de la mafana, el dia de la puncién
folicular.

Para la recogida de esta muestra, se emplearon frascos de propileno estériles (Maran
Medical, Madrid, Espafia) para la recoleccién de orina (libres de BPA). Las muestras fueron
mantenidas a 42C hasta su envi6 al laboratorio, donde fueron centrifugadas a 500g durante
15 minutos a 42C para precipitar el sedimento. El sobrenadante fue alicuotado en tubos
eppendorf Safe-Lock de 1,5 ml (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) e inmediatamente se
congelaron a -80°C en el biobanco de RMANJ — Basking Ridge hasta completar el

reclutamiento.

3.2. Muestras de plasma

Para la determinacién de elementos traza no esenciales se obtuvo una muestra de sangre

el dia de la puncién folicular.

La sangre fue obtenida en tubos con EDTA, centrifugada a 1 300g durante 15 minutos a
42C para separar las fases. El plasma fue alicuotado en tubos eppendorf Safe-Lock de 1,5 ml
(Eppendorf, Hamburgo, Alemania) e inmediatamente se congelaron a -802C en el biobanco de

RMANIJ — Basking Ridge hasta completar el reclutamiento.

3.3. Muestras de liquido folicular

Para la determinacion de fitoestréogenos (daidzeina y genisteina), parabenos (p-parabeno
y m-parabeno), el metabolito de ftalato MEHP y distintos elementos traza no esenciales se
recogié una muestra de liquido folicular el dia de la puncién folicular.

Tras el aislamiento de los complejos corona-oocito, se recogieron aproximadamente 10

mL de la mezcla de liquido folicular en tubos cénicos de propileno de 15 mL (Biologix, TX,
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Estados Unidos). Posteriormente fue centrifugado a 1 000g durante 3 minutos a 42C para
eliminar posibles restos celulares. El sobrenadante fue alicuotado en tubos eppendorf Safe-
Lock de 1,5 ml (Eppendorf, Hamburgo, Alemania) e inmediatamente se congelaron a -802C en
el biobanco de RMANJ — Basking Ridge hasta completar el reclutamiento.

Una vez obtenidas todas las muestras, fueron enviadas en hielo seco a los laboratorios de
la Fundacion IVI (Valencia, Espaiia) y transferidos a la Unidad Analitica del 1ISS-La Fe (Valencia,
Espafia) para el analisis de los compuestos organicos y a la Unidad de Espectroscopia del

CIEMAT (Madrid, Espafia) para el analisis de elementos traza.

4. Evaluacion de compuestos organicos mediante UPLC-MS/MS

Se evaluaron las concentraciones de cinco compuestos organicos con un potencial efecto
deletéreo sobre la funcidn reproductiva, dos fitoestrégenos (daidzeina y genisteina), dos
parabenos (metil-parabeno y propil-parabeno) y un metabolito de ftalato (MEHP) en las
muestras de liquido folicular y orina, obtenidas el dia de la puncién folicular, mediante
espectrometria de masas con cromatografia liquida Ultra-Performance (UPLC-MS/MS, del
inglés Ultra-Performance Liquid Chromatography) en la Unidad Analitica del IIS La Fe

(Valencia, Espaiia).

4.1. Soluciones patron y calibracion

Para la generacién de las soluciones patrén se prepararon soluciones patréon estandar
para cada uno de los cinco metabolitos individuales y tres estandares internos deuterados a
una concentracion de 1mg/mL en un disolvente adecuado segun las recomendaciones del
fabricante. Puede encontrarse un resumen de estos compuestos en la tabla 1.

Tabla 1. Compuestos y patrones internos empleados en el analisis mediante UPLC/MS-MS

Compuesto Estandar interno empleado
Daidzeina Daidzeina —d4
Genisteina Genisteina — d4

Metil-parabeno Propil-parabeno — 13C
Propil-parabeno Propil-parabeno —13C

Mono-ethilhexil ftalato Propil-parabeno — 13C

A partir de estas soluciones individuales se preparé una solucién patrén mixta de los cinco
compuestos en metanol a una concentracion final de 30 pg/mL para cada compuesto.
Ademas, también se prepard una solucion mixta de los cuatro estandares internos a una

concentracion final de 4 ug/mL para la daidzeina-d4 y la genisteina-d4 y de 0,8 ug/mL para el
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propil-parabeno-13C. Estas soluciones se alicuotaron y se almacenaron a -802C hasta su uso,

evitando mas de un ciclo de congelacién y descongelacion.

Las soluciones de trabajo de los analitos se obtuvieron diluyendo la solucién patron mixta
alicuotada en agua:acetonitrilo (70:30, v/v). Las curvas de calibracion de los estandares, con
concentraciones en el rango de 0,24-2000 ng/mL, se prepararon mediante medias diluciones
seriadas de la solucidn patrén de la mezcla. Las concentraciones del estandar interno se
mantuvieron constantes en todos los puntos de calibraciéon en 1333 ng/mL para la daidzeina-

d4 y la genisteina-d4 y en 266 ng/mL para el propil-parabeno-13C.

4.2. Preparacion de las muestras

Tanto la orina como el liquido folicular fueron procesados de forma similar. Se comenzd
sometiendo a 600 uL de cada muestra una hidrdlisis enzimatica de los conjugados de
glucoronidasa empleando 6 pl B-Glucuronidasa E. coli K12 (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany). Para realizar esta hidrélisis, se ajusté el pH de la muestra a las
condiciones 6ptimas (pH 6) mediante el empleo de un tampdn de acetato de amonio.
Posteriormente, las muestras fueron incubadas con la enzima durante 2 horas a 372C. Tras
estas 2 horas, se anadio a las muestras 100 plL de agua con acido férmico al 0,1% para detener
la reaccion. En esta fase del tratamiento se afiadieron 20 uL de las soluciones de mezcla de
estdndares internos a cada muestra.

A continuacién, se realizé una extraccion liquido-liquido. Para ello, se afiadieron 600 pL
de acetato de etilo, se agitd en vértex durante 30 segundos y se agité durante 15 minutos con
un mezclador rotador de muestras. Este proceso de extraccion se repitié y las dos fracciones
de acetato de etilo resultantes se combinaron y se secaron en un concentrador speedvac.
Posteriormente, las muestras se almacenaron a -802C y se descongelaron el dia del andlisis
LC-MS/MS.

El dia del analisis, los residuos se reconstituyeron en 60 ul de agua:acetonitrilo (70:30,
v/v). La concentracion de la muestra de estas soluciones de muestra de medicidn es 10 veces
mas concentrada que las muestras originales y las concentraciones del patrén interno son
constantes en 1333 ng/mL para, la daidzeina-d4 y la genisteina-d4 y en 266 ng/mL para el

propil-parabeno-13C.
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4.3, Método UPLC-MS/MS

Todas las muestras fueron analizadas mediante un UPLC-MS/MS, Triple Quad 1290-6460
de Agilent. Las muestras fueron inyectadas dos veces, empleando dos métodos
instrumentales diferentes, uno para detectar los compuestos en ionizacién ESI+ (daidzeina y
genisteina) y otro para detectar los compuestos en ionizacidn ESI- (metil-parabeno, propil-
parabeno y mono-ethilhexil ftalato). La principal diferencia entre ambos métodos fue la fase

movil empleada y los parametros de la espectrometria de masas.

4.3.1. Método UPLC-MS/MS para la medicion de fitoestréogenos

Las condiciones cromatogréaficas del método empleado para la determinacion de la
daizeina y genisteina en una ionizacién ESI+ se encuentran resumidos en la tabla 2.

Tabla 2. Condiciones cromatograficas para la medicion de compuestos en ionizacion ESI+

Temperatura de la columna 55¢C
Volumen de inyeccidn 5u
Fase movil A Agua (0.1% v/v HCOOH)
Fase movil B Acetonitrilo (0.1% v/v HCOOH)
Flujo 0.4 mL min!
Columna ACQUITY BEH C18 1.7 um (2.1 x 100 mm)
Gradiente Tiempo % de fase mévil B
0 30
0.5 30
3 60
3.2 98
4.2 98
4.4 30
5.5 30

Los parametros de espectrometria de masas, entre los que se incluyen las transiciones del
monitoreo de multiples reacciones (MRM, del inglés Multiple Reaction Monitoring), el cono

optimizado, los voltajes de colisidn y el tiempo de retencidén se resumen en la tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de espectrometria de masas para la medicion de compuestos en

ionizacion ESI+

. Tiempo de
MRM MRM Fragmentador  Energia de . .
Compuesto e " L, retencion Polaridad
cuantitativo calificador (V) colision (e V) .
(min)
Daidceina 255>199 255>137 100 20 1.5 ESI +
Genisteina 271>153 271>215 100 30 2.2 ESI +
Daidzeina — d4 259>203 - 100 20 1.5 ESI +
Genisteina — d4 275>219 - 100 30 2.2 ESI +
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4.3.2. Método UPLC-MS/MS para la medicion de parabenos y MEHP
Las condiciones cromatograficas del método empleado para la determinacién de M-
parabeno, P-parabeno y MEHP en una ionizacién ESI- se encuentran resumidos en la tabla 4.

Tabla 4. Condiciones cromatograficas para la medicion de compuestos en ionizacién ESI-

Temperatura de la columna 55¢C
Volumen de inyeccién 5u
Fase movil A Agua (buffer pH 8.5, AcCONH 10 mM)
Fase movil B Acetonitrilo
Flujo 0.4 mL min!
Columna ACQUITY BEH C18 1.7 um (2.1 x 100 mm)
Gradiente Tiempo % de fase mévil B
0 30
0.5 30
3 60
3.2 98
4.2 98
4.4 30
5.5 30

Los parametros de espectrometria de masas, entre los que se incluyen las transiciones del
MRM, el cono optimizado, los voltajes de colisién y el tiempo de retencidén se resumen en la

tabla 5.

Tabla 5. Condiciones de espectrometria de masas para la medicion de compuestos en

ionizacion ESI-

., Tiempo de
MRM MRM Fragmentador Energia de . .
Compuesto e o o retencion Polaridad
cuantitativo calificador (V) colision (e V) .
(min)
M-parabeno 151>92 151>136 100 20 15 ESI -
P-parabeno 179>92 179>136 100 20 2.8 ESI -
MEHP 277>134 277>127 100 10 2.5 ESI -
P-parabeno — 3C 185>98 - 120 20 2.8 ESI -

4.4. Generacion de la curva de calibracion

Los estandares de calibracién fueron preparados en el rango de concentracién de 0,24-
2000 ng/mL de cada compuesto para cada lote de muestras. Las curvas de calibracion fueron
generadas trazando la relacion del area del pico del compuesto respectivo con el estandar
interno correspondiente frente a la concentracién nominal. La linea de mejor ajuste fue
determinada mediante una regresion lineal ponderada (1/x) por minimos cuadrados. El

criterio de aceptacion de la linealidad para el coeficiente de correlacion fue de 0,99 o superior.
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4.5, Estimacion de los limites de cuantificacion y limites superiores de
cuantificacion

Tanto los limites de cuantificacién (LOQ) como los limites superiores de cuantificacion
(ULOQ) obtenidos para cada compuesto en las concentraciones finales de la muestra (no las
concentraciones inyectadas) se encuentran descritos en la tabla 6. Los resultados por encima
del ULOQ se calcularon por extrapolacion de la curva de calibracién, por lo que pueden
esperarse mayores desviaciones del valor nominal.

Tabla 6. Limites de cuantificacion y limites superiores de cuantificacidn para fitoestrégenos,
parabenos y el metabolito de ftalato MEHP

Compuesto LOQ (ng/mL) uLoQ (ng/mL)
Daidzeina 0.5 200
Genisteina 0.5 200
M-parabeno 0.1 200
P-parabeno 0.1 200
MEHP 0.1 200

5. Evaluaciéon de elementos traza mediante IPC-MS

Se evaluaron las concentraciones de 8 elementos traza esenciales (cobre (Cu), zinc (Zn),
molibdeno (Mo), litio (Li), selenio (Se), hierro (Fe), cromo (Cr) y manganeso (Mn)) y 11
elementos traza no esenciales (bario (Ba), estroncio (Sr), rubidio (Rb), arsénico (As), estafio
(Sn), cesio (Cs), mercurio (Hg), titanio (Ti), plomo (Pb), antimonio (Sb) y cadmio (Cd)) en liquido
folicular, plasma y orina, obtenidas el dia de la puncién folicular, mediante Espectrometria de
Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS, del inglés Inductively Coupled Plasma
Mass Spectrometry). Las concentraciones de mercurio no fueron evaluadas empleando esta
tecnologia, sino mediante Tricell DMA-80. Todos estos analisis fueron llevados a cabo en la

Unidad de Espectroscopia del CIEMAT (Madrid, Espaia).

5.1. Soluciones patréon y calibracién

Los elementos traza fueron cuantificados mediante un método de calibracion externa en
el que se emplearon estandares de calibracién de 0,01 a 500 pg/L preparados diariamente
mediante dilucién en serie. Se emplearon galio (Ga), indio (In) y lutecio (Lu) como estandares
internos (SPEX CertiPrep e Inorganic Ventures), que fueron afiadidos a los blancos vy

estandares de calibracion a una concentracion final de 1 pg/L. Para las muestras de plasmay
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orina, los blancos y estandares de calibracion fueron preparados en acido nitrico (HNOs) al 2
% (v/v); mientras que, para las muestras de liquido folicular, los blancos y estdndares de
calibracién fueron preparados en HNOz al 0,5 % (v/v) y Triton® X-100 (Sigma-Aldrich) al 0,0005

% (v/v) como tensoactivo.

5.2. Preparacion de las muestras

Para la preparacion de las muestras de liquido folicular, se diluyeron 0.5 mL de muestra
en una proporcién 1:20 de HNOsz al 0,5% (v/v), Triton® X-100 al 0,0005% (v/v), y se incluyeron
como estandares internos 1 ug/L de Ga, Iny Lu.

Para la preparacidon de las muestras de plasma, se digirieron 0.5 mL de muestra en un
bloque DigiPrep con rampa de temperatura utilizando 2 mL de HNO3z al 65 % y 0,1 mL de acido
fluorhidrico de grado Suprapur® (Merck, 40 % p/v HF) (75 °C, 15 min) y luego 1 mL de H;0>
(115 °C, 60 min). La muestra digerida se completé hasta 10 mL con agua Milli-Q después de
afiadir 1 pg/L de Ga, In y Lu como estandares internos.

Para la preparacién de las muestras de orina, se diluyeron 0.5 mL de muestra en HNO3 al
2% (v/) a una proporcién 1:10. Ademas se incluyé 1 pg/L de Ga, In y Lu como estandares

internos.

5.3. Método IPC-MS.

La determinacién de elementos traza, excepto el mercurio, fue realizada mediante ICP-
MS con un espectrometro de masas i-CapRQ (Thermo Fisher Scientific) con analizador
cuadrupolar y multiplicador secundario de electrones de modo dual como sistema de
deteccidn. Este instrumento incorpora una célula de colisién con modo de discriminacion de
energias cinéticas (KED) para eliminar impurezas. Antes de los analisis se realizé una
comprobacién diaria del funcionamiento en condiciones dptimas. La determinacién de todos
los elementos traza, excepto el Be y el Li, se realizd en modo KED para atenuar las
interferencias poliatdmicas debidas a la matriz. Los parametros instrumentales y de

adquisicion se describen en la tabla 7.
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Tabla 7. Parametros instrumentales y de adquisicion para ICP-MS

Elemento

Introduccion
de la muestra

Parametro

Nebulizador

Valor

Nebulizador concéntrico
de vidrio Meinhard

Camara de pulverizacién Cyclonic
Potencia de avance 1550 W
Flujo de Ar 13 L/min
Plasma
Auxiliar de Ar 0.8 L/min
Nebulizacién de Ar 1L/min
Célula de gas Alphagaz™ 2 helio
Célula de Flujo de gas 4.5 mL/min
colision KED (todos los
Modo elementos, excepto Li y
Be)
Resolucion Media
Modo de escaneo Salto de picos
: Numeros de escaneo 20
Parametros
de adquisicion  Corridas por réplica 5
Canal por masa 1
Tiempo de permanencia 50 ms

6. Evaluacion de mercurio total mediante Tricell DMA-80

Se evaluaron las concentraciones de mercurio total en liquido folicular y orina, obtenidas
el dia de la puncién folicular, mediante Tricell DMA-80. Por un problema técnico con el
analizador, no pudieron evaluarse todas las muestras de plasma, por lo que esta informacién
se excluyd de la presente tesis doctoral. Este se trata de un analizador especifico para el
mercurio, capaz de determinar las concentraciones de mercurio tanto en muestras solidas

como liquidas. Estas determinaciones fueron llevadas a cabo en la Unidad de Espectroscopia

del CIEMAT (Madrid, Espafia).

6.1. Soluciones patrdn y calibracion

La calibracidon se realizé utilizando una solucion patréon trazable de 1000 mg/L de Hg

(Johnson Matthey GmbH Alpha, Karlsruhe, Alemania). Esta solucién se utilizé para preparar
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soluciones estandar y patrones de control mediante dilucién con HNO3 0,5 M. La calibracién
se confirmd diariamente al inicio de cada corrida utilizando una inyeccién de 20 pL de soluciéon
patrén que contenia 0,5 ng de mercurio. La evaluacién de la calidad se realizé mediante el
procesamiento y la determinacion de muestras en blanco y de control de laboratorio
siguiendo las directrices dadas en el método EPA 7473. Para validar las determinaciones de
mercurio total, se analizdé el SRM NIST 955c¢ / Nivel 2 (Metales téxicos en sangre caprina) con
un valor certificado de Hg de 5,15 + 0,63 ug/kg. El resultado obtenido fue de 5,23 + 0,37 ug/kg,
lo que coincide con el valor certificado. Ademas, se comprobd la viabilidad del método
mediante la determinacidon de muestras contaminadas con mercurio preparadas para cada

matriz bioldgica estudiada.

6.2. Preparacion de las muestras

Las muestras de liquido folicular, plasma y orina fueron procesadas directamente, sin

ningun tratamiento previo.

6.3. Método Tricell DMA-80

Las determinaciones de mercurio total de las muestras fueron realizadas empleando un
instrumento Tricell DMA-80 (Milestone, Sorisole, Italia) siguiendo las recomendaciones dadas

por el método EPA 7473.

Las muestras fueron pesadas en un bote de cuarzo y se colocaron en la bandeja del
automuestreador. Los pesos tipicos de las muestras oscilaron entre 10 y 20 mg. A
continuacion, el bote de muestras fue introducido en un horno de descomposicién para liberar
el mercurio en presencia de un flujo de oxigeno. Dentro del instrumento, las muestras se
secaron y descompusieron y los productos de la combustion se realizaron mediante un flujo
de oxigeno a través de un catalizador calentado para reducir las especies de mercurio a
mercurio elementar y atrapar los haldgenos, el nitrégeno y los oxidos de azufre.
Posteriormente, el vapor de mercurio se pre-concentré en un amalgamador de oro y se
desorbiod rapidamente, liberando los vapores de mercurio a las celdas de absorbancia, donde

se midio su absorbancia a 253,7 nm.

Los parametros instrumentales y de adquisicidn se describen en la tabla 8.
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Tabla 8. Parametros instrumentales y de adquisicion para el instrumento DMA-80

Parametro Valor

Ratio del flujo de oxigeno 120 mL/min
Temperatura/tiempo de secado 200 2C, 30s
Rampa de decomposicidn 90 s hasta 650 2C

Mantenimiento de decomposicién 90 sa650°C

Tiempo de purgado 30s
Tiempo de amalgamacién 12 sa 900 °C
Tiempo de grabado 30s

Las determinaciones de mercurio en las muestras estudiadas se realizaron por triplicado.

7. Cuantificacion de creatinina urinaria

Una vez llegaron las muestras a los laboratorios de FIVI, se cuantificd la concentracién de
creatinina para poder corregir las concentraciones de los analitos en orina. La concentracion
de creatinina se cuantific6 mediante la reaccidn de Jaffe, en la que la creatinina y el acido
picrico alcalino producen un complejo rojo/naranja, utilizando un kit comercial (R&D

Systems).

8. Gestion clinica y evaluacion de los resultados de FIV

La informacién de los resultados de FIV fue obtenida por el equipo de investigacion a
partir del registro medico electrénico de cada participante. En el momento del reclutamiento
se recogieron la fecha de nacimiento, el peso vy la altura. El indice de Masa Corporal (IMC) fue
calculado como la ratio entre el peso (kilogramos) y la altura (metros) al cuadrado. Otras
variables demograficas, como la raza/etnicidad, el nivel educativo o el tabaquismo fueron
auto informados mediante un cuestionario.

La concentracion de AMH fue la del andlisis mas reciente recogido en el registro medico
electrénico. La concentracion de estradiol fue medida en suero, recogido el dia del
desencadenante de maduracién oocitaria, empleando un inmunoensayo de
electroquimioluminiscencia automatizado en la clinica.

La estimulacion ovdrica controlada se realizd en todas las participantes empleando un
antagonista de GnRH. El ciclo de FIV de cada participante fue gestionado por el especialista
reproductivo de cada participante, siguiendo procedimientos de practica clinica

estandarizados. Las decisiones relativas a las dosis de gonadotropinas se basaron en la
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discrecion del clinico y la estimacion de la reserva ovarica de cada participante. Se realizo la
administracién de hCG y/o el agonista de GnRH para inducir la maduracion final del oocito
cuando el conjunto de la cohorte folicular alcanzé un didmetro de entre 15 y 20mm. El
procedimiento de puncién ovarica transvaginal fue realizado mediante aspiracién guiada por
ultrasonidos 36 horas tras la administracién del desencadenante.

Una vez recogidos los oocitos, se decumularon las células del cumulus y los embridlogos
determinaron tanto el niumero total de oocitos recuperados como el nimero de oocitos
maduros (metafase IlI). En todos los casos se realizéd ICSI, independientemente de los
parametros seminales, para reducir las posibilidades de contaminacidn con ADN paterno en
el momento del DGP-A. Ademas, esto ayudd a estandarizar el método de fecundacion.
Aproximadamente 18h tras el ICSI, los embridlogos determinaron el nimero de oocitos
fecundados, y se continud el desarrollo embrionario hasta la fase de blastocisto empleando
medio de cultivo secuencial. A continuacién, se realizd una biopsia de trofoectodermo para
DGP-Ay los embriones fueron vitrificados.

La transferencia de embriones congelados fue realizada en un ciclo posterior para
permitir la sincronia entre el embrién y el endometrio. Una vez se determind la ploidia de los
embriones, un uUnico embridén euploide fue transferido. Los protocolos de preparacion
endometrial consistieron en una primera fase de estrégenos orales, seguidos por
progesterona intramuscular. El dia de la transferencia embrionaria, los embriones fueron
desvitrificados y transferidos a la cavidad endometrial mediante un catéter guiado con
confirmacién por ultrasonidos, como se realiza de forma rutinaria.

Los resultados clinicos de FIV fueron evaluados de acuerdo a los protocolos clinicos. Se
definié la implantacion como una concentracion de B-hCG sérica superior a 5 miU/mL,
habitualmente evaluada 9 dias después de la transferencia embrionaria. La confirmacion de
un embarazo intrauterino mediante ecografia fue considerada un embarazo clinico. Un recién

nacido vivo fue definido como el nacimiento de un neonato tras 24 semanas de gestacion.
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9. Andlisis estadistico.

Ademas de las concentraciones de cada analito independientemente, se evalué la suma
de compuestos con un potencial efecto sinérgico (fitoestrégenos y parabenos) y la ratio entre
elementos para los que se ha descrito un comportamiento antagdnico (ratio cobre/zincy ratio
cobre/molibdeno). Las concentraciones urinarias fueron corregidas por la concentracién de
creatinina, cuantificada mediante la reaccién de Jaffé. Los valores por debajo del LOQ fueron
sustituidos por la mitad del LOQ.

Las caracteristicas demograficas y reproductivas basales de las participantes fueron
presentadas como medias +- rangos intercuartilicos (IQR) o porcentajes.

Las asociaciones entre las concentraciones de los metabolitos, modelados como terciles,
y las caracteristicas demograficas y reproductivas basales de las participantes fueron
evaluadas empleando la prueba de Kruskal-Wallis para las variables continuas y la prueba de
chi-cuadrado para las variables categoricas.

Se realizaron matrices de correlacidn de Spearman para examinar las relaciones entre las
matrices bioldgicas para cada metabolito y de las diferentes familias de metabolitos para cada
matriz bioldgica.

Se emplearon modelos Lineales Generalizados Mixtos multivariable con interceptos
aleatorios para evaluar la asociacion entre las concentraciones de compuestos en las distintas
matrices bioldgicas y los resultados de FIV.

Estimamos las diferencias entre medias para la concentracién de AMH y la concentracidn
de estradiol el dia del desencadenante especificando una distribuciéon gaussiana con una
funcién de enlace de identidad. Estimamos las diferencias medias empleando una distribucién
de Poisson con una funcidn de enlace logaritmica para las variables de conteo discretas, como
el numero total de oocitos recuperados; la frecuencia relativa de oocitos maduros, para la que
se aplicé como compensacién el nimero total de ovocitos recuperados; la frecuencia relativa
de embriones fecundados, para la que se aplic6 como compensacién el numero de oocitos
maduros; la frecuencia relativa de llegada a blastocisto, para la que se aplicd como
compensacion el nimero de embriones fecundados; y la frecuencia relativa de embriones
euploides, para la que se empled como compensacién el niumero de blastocistos. Las

concentraciones de analitos fueron modeladas como continuas, tras su transformacion
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logaritmica, y las asociaciones fueron obtenidas mediante la comparacion de los incrementos
entre los percentiles 20 y 80.

Por ultimo, se utilizé una distribucién binomial con funcién de enlace logit para calcular
la probabilidad de los resultados clinicos (implantacién, embarazo clinico y recién nacido vivo),
respecto al nimero de pacientes que tuvieron transferencia embrionaria. Ademas, se calculd
la probabilidad de nacido vivo respecto al total de tratamientos iniciados, como una variable
denominada el éxito reproductivo. Estas asociaciones se calcularon como Odds Ratio con
intervalos de confianza (Cl) del 95%.

Para permitir una mejor interpretaciéon de los resultados, se presentan las medias
marginales de la poblaciéon ajustadas para todas las covariables del modelo. Las variables
medidas como posibles factores de confusidn incluyeron factores previamente relacionados
con los resultados de la FIV. Los modelos finales se ajustaron para la edad (continua), el IMC
(continuo), la raza/etnicidad y el habito de fumar (nunca, alguna vez). Se establecié un nivel
de significacion estadistica de 0.05 para todas las pruebas.

De forma complementaria, las distintas variables del tratamiento de FIV fueron evaluadas
empleando las concentraciones de analitos modeladas como terciles. En este caso las
estimaciones fueron obtenidas tras la comparacion de los dos terciles superiores con el
inferior. Ademas, se calcularon modelos intermedios, tanto no ajustados como ajustados por
edad (continua), el IMC (continuo) y la raza/etnicidad, para las concentraciones de analitos,
modeladas tanto de forma continua como en forma de terciles.

Para facilitar la presentacion de los resultados, tanto las asociaciones entre las
concentraciones de analitos y las caracteristicas demograficas y reproductivas basales como
estos analisis complementarios se presentan en el Anexo 1.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron con el software R (versidn 3.6.2). Se utilizé el
paquete "tableone" para calcular las caracteristicas demograficas y reproductivas generales
de los participantes y sus diferencias entre los terciles de analitos (Yoshida and Bartel, 2021),
el paquete "corrplot" para generar las matrices de correlacidon (Wei and Simko, 2021) y el
paquete "questionr" para la estimacion de las odds ratio a partir de los resultados del modelo

binomial (Barnier et al., 2022).
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V. RESULTADOS

1. Caracteristicas demograficas y reproductivas basales de las
participantes
Las sesenta participantes tenian una edad media de 33.40 afios [IQR: 31.37, 36.50] y un
IMC de 23.87 kg/m? [IQR: 21.57, 26.30], eran predominantemente caucasicas (71.7%) vy el
81.7% nunca habia fumado (Tabla 9).

En cuanto a las caracteristicas reproductivas, las participantes tenian una concentracién
media de AMH de 3.60 ng/mL [IQR: 2.49, 5.17]. Las dosis totales de FSH y LH administradas
para la estimulacién ovdrica fueron, respectivamente, 2 100.00 Ul [IQR: 1 800.00, 2 700.00] y
1 125.00 Ul [IQR: 675.00, 1 443.75]. La mediana de estradiol en suero el dia de la
administracién del desencadenante de ovulacién fue de 3 750.65 pg/mL [IQR: 2 622.20, 5
204.62] (Tabla 9).

En conjunto, el nimero medio de oocitos recuperados fue de 17 [IQR: 11.00, 24.25], de
los cuales el 77.47 + 14.30% eran maduros. Las tasas de fecundacién, llegada a blastocisto y
euploidia fueron de 81.44 + 16.29%, 55.62 + 21.47% y 60.17 £ 23.72%, respectivamente. Para
las 55/60 (91.7%) mujeres que se sometieron a una SET/FET, las tasas de implantacion,
embarazo clinico y nacidos vivos fueron del 80.0%, 69.1% y 63.6%, respectivamente. De las 60

mujeres que iniciaron el tratamiento de FIV, el 58.3% lograron un nacimiento vivo (Tabla 9).
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Tabla 9. Caracteristicas demograficas y reproductivas basales de las sesenta participantes

Caracteristicas demograficas

Edad (afios), mediana [IQR] 33.40 [31.37 - 36.50]
indice de masa corporal (kg/m?), mediana [IQR] 23.87 [21.57 - 26.30]

Raza/Grupo étnico, n (%)

Caucdsica 43 (71.7%)
Afro-Americana 2 (3.3%)
Asidtica 6 (10.0%)
Hispana 6 (10.0%)
Otra 3 (5.0%)

Nivel educativo, n (%)
> Instituto 55 (94.8%)

Tabaquismo, n (%)

Nunca fumador 49 (81.7%)
Exfumador 10 (16.7%)
Fumador pasivo 1(1.7%)
AMH sérica (ng/mL), mediana [IQR] 3.60[2.49-5.17]
Protocolo de estimulacion con antagonista de GnRH, n (%) 60 (100.0%)
Dosis total de FSH durante la estimulacion (IU), mediana [IQR] 2 100.00 [1 800.00 — 2 700.00]
Dosis total de LH durante la estimulacién (IU), mediana [IQR] 1125.00 [675.00 — 1 443.75]

E2 sérico el dia del desencadenante (pg/mL), mediana [IQR] 3750.65 [2 622.20 -5 204.62]

Numero de oocitos recuperados, mediana [IQR] 17.00 [11.00 - 24.25]
Tasa de oocitos maduros, % media + SD 77.47 £14.30%
Tasa de fecundacion, % media + SD 81.44 +16.29%
Tasa de llegada a blastocisto, % mean + SD 55.62 +21.47%
Tasa de euploidia, % mean + SD 60.17 + 23.72%
Tasa de transferencia embrionaria, n (%) 55 (91.7%)
Tasa de implantacién (hCG positiva), n (%) 44 (80.0%)
Tasa de embarazo clinico, n (%) 38 (69.1%)
Tasa de recién nacido vivo, n (%) 35 (63.6%)
Tasa de éxito reproductivo, n (%) 35 (58.3%)
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2. Impacto de las concentraciones de fitoestrogenos en matrices
biologicas femeninas sobre los resultados de FIV

2.1. Distribucion de los fitoestrogenos en las matrices bioldgicas

En la tabla 10 se presentan las distribuciones y los porcentajes por encima del limite de

cuantificacién de los fitoestrégenos en el liquido folicular y la orina obtenida el dia de la

puncién ovarica. Se obtuvieron concentraciones cuantificables tanto de daidzeina como de

genisteina en el 100% de las orinas evaluadas. En el caso del liquido folicular, se obtuvieron

concentraciones cuantificables de daidzeina en el 53.6% de las muestras y de genisteina en el

78.6% de las mismas.

Tabla 10. Distribucion de las concentraciones de fitoestrogenos en las muestras de liquido

folicular y orina recogidos el dia de la puncidn ovarica

LOQ >LO0Q (%) GM (SD) Minimo
Liquido Folicular
Daidzeina (ng/mL) 0.25 53.60% 0.24 (2.96) 0.10 0.10 0.17 0.32 20.94
Genisteina (ng/mL) 0.25 78.60% 1.19(9.11) 0.20 0.47 0.81 2.78 44.74
S Fitoestrégenos (ng/mL) N/A N/A 1.51 (11.44) 0.30 0.60 1.10 3.44 57.88
Orina

Daidzeina (ng/mL) 0.25 100% 47.64 (685.16) 3.45 16.24 36.56 137.69 3725.67
Correccion por creatinina

54.69 (565.26) 3.74 7.84 23.64 47.32 124.80
(ug/g CR)
Genisteina (ng/mL) 0.25 100% 38.83 (348.60) 0.81 10.91 43.79 101.73 2010.60
Correccion por creatinina

44.57 (281.26) 2.76 7.04 16.10 35.45 114.57
(ug/g CR)
S Fitoestrégenos (ng/mL) N/A N/A 104.88 (916.19) 4.69 39.65 77.76 243.17 4395.50
Correccion por creatinina

120.41 (728.19) 9.71 42.37 100.90 253.55 3988.65
(ug/g CR)
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También se evalud la asociacion de cada fitoestrogeno y la suma de fitoestrégenos entre
liquido folicular y orina, las dos matrices bioldgicas en las que fue analizado mediante
coeficientes de correlacion de Spearman. En general observamos fuertes correlaciones
positivas entre ambas matrices bioldgicas para cada fitoestrégeno evaluado (r = 0.72 para la

suma de fitoestrégenos, r = 0.83 para la daidzeina, y r = 0.80 para la genisteina) (Figura 11).

Dentro de cada matriz bioldgica evaluada, se observaron correlaciones positivas
moderadas/altas entre las concentraciones de fitoestrogenos estudiadas y su suma (Figura

11).

A Daidzeina B Genisteina C Fitoestrogenos

LF LF LF

Q
D LiquidoFolicular E Orina
Dai
Dai Dai
Gen Gen
Fito Fito

-1 08 -06 -04 -02 0 0.2

Figura 11. Matrices de correlacion de Spearman que representan las relaciones entre los
fitoestrogenos y las matrices bioldgicas. [A] Daidzeina (Dai), [B] Genisteina (Gen), [C] la suma de
ambos fitoestrogenos (Fito), [D] liquido folicular (LF), [E] orina (O) obtenidos el dia de la puncidn
ovarica. El azul representa una correlacidn positiva, mientras que el rojo representa una correlacion
negativa. La intensidad del color es proporcional a la fuerza de la correlacién.
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No se observaron diferencias en las variables demograficas, como la edad, el IMC, la
raza/etnicidad, el nivel educativo o el tabaquismo, al comparar entre los terciles de daidzeina,
genisteina o la suma de ambos fitoestrégenos, tanto en liquido folicular como en orina (Tabla
S5). Asimismo, se observd una relacién positiva entre los terciles tanto de daidzeina,
genisteina y suma de ambos fitoestrogenos en liquido foluicular con la concentracién de
estradiol el dia del desencadenante y de genisteina y suma de ambos fitoestréogenos en liquido

folicular y la tasa de éxito reproductivo (Tabla S5).

2.2. Asociacion de las concentraciones de fitoestrogenos con variables de
reserva ovarica

Tras evaluar la relacion entre las concentraciones de fitoestrégenos en liquido folicular y
orina obtenidos el dia de la puncién oocitaria con la concentracién de AMH como marcador
de reserva ovdérica y observamos que, en los modelos ajustados por edad, IMC, raza/etnicidad
y tabaquismo, solamente una mayor concentracién de genisteina en orina se asociada
significativamente con mayor concentracion de AMH (p20 vs p80 (95% Cl): 3.28 (1.06, 10.20),
p de tendencia = 0.040) (Tabla 11 y S6).

Tabla 11. Diferencia de medias para la concentracion de AMH seguin las concentraciones de

Concentracion de AMH

p20vs p80(95% Cl) p

fitoestrogenos

Liquido Folicular

Daidzeina 1.43 (0.75-2.76) 0.273
Genisteina 3.00(0.84-10.74) 0.089
> Fitoestrogenos | 2.51(0.84-7.46) 0.097

Orina
Daidzeina 1.45 (0.61-3.44) 0.389
Genisteina 3.28 (1.06-10.20) 0.040

> Fitoestrogenos | 2.34(0.84-6.52) 0.103

Los datos fueron ajustados por edad (continua), IMC (continua), raza/etnicidad y tabaquismo (alguna vez, nunca).
Los datos se presentan como la diferencia entre los percentiles 20y 80, que fueron respectivamente: 0.10y 0.34
ng/mL para la daidzeina, 0.20 y 3.71 ng/mL para la genisteina, y 0.40 y 4.30 ng/mL para la suma de ambos
fitoestrégenos cuantificados en el liquido folicular; y 21 y 145 pg/g CR para la daidzeina; 10 y 149 pg/g CR para
la genisteina; 34 y 297 ug/g CR para la suma de ambos fitoestrogenos cuantificados en orina tras su correccién
por creatinina.
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2.3.  Asociacion de las concentraciones de fitoestrégenos con variables de
respuesta ovarica y embrioldgicas del tratamiento de FIV

A continuacidn trataremos los resultados de evaluar la relacién entre las concentraciones
de fitoestrégenos medidos en liquido folicular y orina obtenidos el dia de la puncién oocitaria
con las variables de respuesta ovarica, entre las que se encuentra la concentracion de estradiol
el dia de administracion del desencadenante, niumero de oocitos totales recuperados vy
frecuencia relativa de oocitos maduros recuperados, y variables embriolégicas del
tratamiento de FIV, entre las que se encuentra la frecuencia relativa de embriones
fecundados, frecuencia relativa de llegada a blastocisto y frecuencia relativa de embriones

euploides.

En el caso de la concentracidn de estradiol el dia de la administracidn del desencadenante
de maduracién oocitaria, en los modelos completamente ajustados por edad, IMC,
raza/etnicidad y tabaquismo la diferencia de medias entre los percentiles 80 respecto al 20
(p20 vs 80) de las concentraciones de los distintos fitoestrégenos evaluados muestra un
incremento estadisticamente significativo para la daidzeina, la genisteina y la suma de ambos
fitoestrégenos en liquido folicular (p20 vs p80 (95% Cl): 1.15 (1.00, 1.31), p de tendencia =
0.044; 1.41 (1.09, 1.82), p de tendencia = 0.010; 1.33 (1.07, 1.66), p de tendencia = 0.012,
respectivamente) y la genisteina en orina (p20 vs p80 (95% Cl): 1.29 (1.02, 1.63), p de
tendencia = 0.040) (Tabla 12 y S6).

Respecto a la frecuencia relativa de oocitos maduros recuperados, en los modelos
completamente ajustados se observa un incremento estadisticamente significativo asociado
con el incremento de la concentracidn de daidzeina en ambas matrices bioldgicas (p20 vs p80
(95% Cl): 1.16 (1.03, 1.31), p de tendencia = 0.017; 1.23 (1.06, 1.43), p de tendencia = 0.010,
para el liquido folicular y la orina, respectivamente), y para la concentracion de genisteina en

orina (p20 vs p80 (95% Cl): 1.31 (1.03, 1.66), p de tendencia = 0.030) (Tabla 12 y S6).
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Tabla 12. Diferencia de medias y frecuencias relativas para las variables de respuesta ovarica

segun las concentraciones de fitoestrogenos

Concentracion de E2 el dia

Numero de oocitos

Frecuencia relativa de

del desencadenante recuperados oocitos maduros
p20 vs p80 (95% Cl) p p20 vs p80 (95% Cl) p p20 vs p80 (95% Cl) p

Liquido Folicular

Daidzeina 1.15 (1.00-1.31) 0.044 1.10(0.95-1.27) 0.195 1.16 (1.03-1.31) 0.017
Genisteina 1.41 (1.09-1.82) 0.010 1.13 (0.82-1.56) 0.456 1.23 (0.92-1.65) 0.166
5 Fitoestrégenos | 1.33 (1.07-1.66) 0.012 1.13 (0.86-1.48) 0.382 1.22 (0.96-1.56)  0.105

Orina

Daidzeina 1.13 (0.95-1.35) 0.176 1.10(0.91-1.34) 0.300 1.23 (1.06-1.43) 0.007
Genisteina 1.29 (1.02-1.63) 0.036 1.21 (0.92-1.59) 0.175 1.31 (1.03-1.66) 0.030
> Fitoestrégenos | 1.23 (1.00-1.52) 0.054 1.17 (0.93-1.47) 0.188 1.30 (1.08-1.56) 0.007

Los datos fueron ajustados por edad (continua), IMC (continua), raza/etnicidad y tabaquismo (alguna vez, nunca).
Los datos se presentan como la diferencia entre los percentiles 20 y 80, que fueron respectivamente: 0.10y 0.34
ng/mL para la daidzeina, 0.20 y 3.71 ng/mL para la genisteina, y 0.40 y 4.30 ng/mL para la suma de ambos
fitoestrégenos cuantificados en el liquido folicular; y 21 y 145 pug/g CR para la daidzeina; 10 y 149 ug/g CR para
la genisteina; 34 y 297 pg/g CR para la suma de ambos fitoestrégenos cuantificados en orina tras su correccion
por creatinina.

Finalmente, en los modelos completamente ajustados se observa un incremento
estadisticamente significativo de la frecuencia relativa de embriones fecundados asociado con
la concentracién de daidzeina en ambas matrices biolédgicas (p20 vs p80 (95% Cl): 1.19 (1.05,
1.35), p de tendencia =0.009; 1.27 (1.09, 1.48), p de tendencia = 0.003, para el liquido folicular
y la orina, respectivamente), y la concentracién de genisteina y la suma de ambos
fitoestrégenos en la orina (p20 vs p80 (95% Cl): 1.34 (1.05, 1.72), p de tendencia = 0.02; 1.34
(1.10, 1.62), p de tendencia = 0.004, respectivamente) (Tabla 13 y S6).
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Tabla 13. Frecuencias relativas para las variables embrioldgicas del tratamiento de FIV segun
las concentraciones de fitoestrégenos

Frecuencia relativa de

embriones fecundados

Frecuencia relativa de
llegada a blastocisto

Frecuencia relativa de
embriones euploides

p20 vs p80 (95% Cl) p p20 vs p80 (95%Cl) p p20 vs p80 (95%Cl) p

Liquido Folicular

Daidzeina 1.19 (1.05-1.35) 0.009 1.11 (0.97-1.27) 0.134 1.04 (0.89-1.21) 0.604
Genisteina 1.28 (0.94-1.75) 0.112 1.12 (0.82-1.52) 0.481 1.00 (0.71-1.40) 0.997
S Fitoestrégenos | 1.27(0.98-1.64)  0.066 | 1.12(0.86-1.45)  0.388 | 1.02(0.77-1.35)  0.903

Orina

Daidzeina 1.27 (1.09-1.48) 0.003 1.12 (0.95-1.32) 0.171 1.07 (0.89-1.28) 0.450
Genisteina 1.34 (1.05-1.72) 0.020 1.21 (0.94-1.56) 0.133 1.14 (0.86-1.51) 0.352
> Fitoestrégenos 1.34 (1.10-1.62) 0.004 1.17 (0.95-1.43) 0.133 1.12 (0.89-1.40) 0.320

Los datos fueron ajustados por edad (continua), IMC (continua), raza/etnicidad y tabaquismo (alguna vez, nunca).
Los datos se presentan como la diferencia entre los percentiles 20 y 80, que fueron respectivamente: 0.10y 0.34
ng/mL para la daidzeina, 0.20 y 3.71 ng/mL para la genisteina, y 0.40 y 4.30 ng/mL para la suma de ambos
fitoestrégenos cuantificados en el liquido folicular; y 21 y 145 pg/g CR para la daidzeina; 10 y 149 pg/g CR para
la genisteina; 34 y 297 pg/g CR para la suma de ambos fitoestrégenos cuantificados en orina tras su correccidn
por creatinina.

2.4. Asociacion de las concentraciones de fitoestrégenos con los

resultados clinicos del tratamiento de FIV

Evaluamos la asociacion entre la daidzeina, la genisteina y la suma de concentraciones de
fitoestrégenos en liquido folicular y orina con las variables clinicas del tratamiento de FIV,
implantacidn, embarazo clinico y recién nacido vivo relativizados a los tratamientos en los que
hubo transferencia embrionaria, y éxito reproductivo, calculado como los recién nacidos vivos

relativizados al total de tratamientos iniciados (Figura 12, Tabla S7).

En los modelos completamente ajustados por edad, IMC, raza/etnicidad y tabaquismo,
mayor concentracion de fitoestrégenos en liquido folicular se asocid con un incremento
significativo de la probabilidad de implantacién (OR (95% Cl): 2.57 (1.19, 7.74), p valor: 0. 045),
embarazo clinico (OR (95% Cl): 2.05 (1.16, 4.38), p valor: 0.031), recién nacido vivo (OR (95%
Cl): 2.07 (1.21, 4.12), p valor: 0.018), y éxito reproductivo (OR (95% Cl): 1.88 (1.18, 3.29), p
valor: 0.015) (Figura 12, Tabla S7). Al evaluar cada fitoestréogeno individualmente en liquido
folicular, en los modelos completamente ajustados se observd una asociacién positiva

estadisticamente significativa para la concentracion de genisteina en el caso de la probabilidad
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de implantacién (OR (95% Cl): 2.27 (1.15, 5.8), p valor: 0.043), y embarazo clinico (OR (95%
Cl): 1.91 (1.13, 3.75), p valor: 0.030); y para ambos fitoestrégenos en el caso de la probabilidad
de recién nacido vivo (OR (95% Cl): 2.51 (1.24, 6.76), p valor: 0.031); 1.95 (1.18, 3.63), p valor:
0.018, para daidzeina y genisteina, respectivamente) y éxito reproductivo (OR (95% Cl): 2.33
(1.23, 5.44), p valor: 0.024); 1.78 (1.16, 2.97), p valor: 0.015, para daidzeina y genisteina,

respectivamente) (Figura 12, Tabla S7).

En el caso de la orina, se observd un incremento estadisticamente significativo para la
probabilidad de embarazo clinico (OR (95% Cl): 1.73 (1.06, 3.18), p valor: 0.047), recién nacido
vivo (OR (95% Cl): 1.73 (1.06, 3. 18), p valor: 0.047), y éxito reproductivo (OR (95% Cl): 1.65
(1.05, 2.8), p valor: 0.043); aunque la concentracion de ninguno de los fitoestrogenos
individualmente se asoci6 con este incremento de los resultados clinicos de FIV en los modelos

completamente ajustados (Figura 12, Tabla S7).

Resultado Clinico de FIV
Implantacidn

'+- Embarazo Clinico

+ Recién Nacido
Exito Reproductivo

Matriz Biologica

11
T

1 2 5 0 1 2 5 10 1 2 5 10
Qdds Ratio (95% Confidence Interval)

Figura 12. Diagrama de bosque para las asociaciones entre las concentraciones de fitoestrégenos y
los resultados clinicos de FIV. Las asociaciones se representan por sus Odds Ratio con intervalos de
confianza del 95% a partir de modelo ajustados por edad, ICM, raza/etnicidad y tabaquismo, para
cada uno de los compuestos en liquido folicular y orina obtenidos el dia de la puncion ovarica. Los
resultados incluyen probabilidad de implantacién, embarazo clinico y nacimiento de un recién nacido
vivo en aquellas participantes que tuvieron transferencia de un solo embrién congelado y la
probabilidad de nacimiento de un recién nacido vivo en todas las participantes (éxito reproductivo).
Las asociaciones estadisticamente significativas (p < 0.05) se representan con un asterisco rojo.
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3. Impacto de las concentraciones de parabenos en matrices
biologicas femeninas sobre los resultados de FIV

3.1. Distribucion de los parabenos en las matrices biolégicas

Las distribuciones y los porcentajes por encima del limite de cuantificacién de los
parabenos en liquido folicular y orina, obtenidos el dia de la puncidn ovdrica, se presentan en
la tabla 14. Se obtuvieron concentraciones cuantificables de M-parabeno en el 100% de las
orinas y en el 83.9% de los liquidos foliculares. Por el contrario, el P-parabeno pudo ser
detectable en el 98.3% de las orinas y solo en el 7.1% de los liquidos foliculares (Tabla 14). Por

este motivo, descartamos las concentraciones de P-parabeno del resto de los analisis.

Tabla 14. Distribucion de las concentraciones de parabenos en las muestras de liquido
folicular y orina recogidos el dia de la puncidn ovarica

LOQ >L0Q (%) GM (SD) Maximo

Liquido Folicular

P-Parabeno (ng/mL) 0.1 7.1% 0.055 (0.042) 0.05 0.05 0.05 0.05 0.26
M-Parabeno (ng/mL) 0.1 83.9% 0.517 (2.619) 0.05 0.21 0.50 1.14 13.31
S Parabenos (ng/mL) 0.636 (2.616) 0.10 0.26 0.57 1.35 13.36
Orina

P-Parabeno (ng/mL) 0.1 98.3% 2.05 (45.77) 0.05 0.34 1.14 14.04 289.63
Correccién por creatinina 2.35(33.52) 0.04 0.26 0.44 1.330 10.48
(1g/g CR)

M-Parabeno (ng/mL) 0.1 100%  16.29 (654.28)  0.90 4.21 12.79  59.86  4985.53

Correccidn por creatinina
(1g/g CR)
S Parabenos (ng/mL) 20.67 (658.55) 1.03 5.00 14.88 74.15  4988.24

18.7 (290.76) 1.77 3.10 5.41 15.49 48.520

Correccidn por creatinina

23.74 (295.6) 1.99 6.47 18.52  85.62 2213.85
(ug/g CR)

Al evaluar los coeficientes de correlacion de Spearman para cada parabeno estudiado y
la suma de parabenos entre las dos matrices bioldgicas en las que fueron analizados, liquido
folicular y orina; observamos correlaciones positivas moderadas entre ambas matrices
bioldgicas (r = 0.38 para la suma de parabenos, r = 0.37 para M-Parabeno y r= 0.45 para P-

Parabenos) (Figura 13).
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Tras analizar las correlaciones dentro de cada matriz, se observg, tanto en liquido folicular
como en orina, una correlacién muy alta entre el M-parabeno y la suma de parabenos (r =
0.99 en el liquido folicular y r = 0.98 en orina). Por el contrario, en liquido folicular no existia
correlacién entre el P-parabeno y el M-parabeno y la suma de parabenos. En orina la
correlacién fue moderada-alta (r = 0.68 de P-parabeno con M-parabeno y r= 0.75 de P-

parabeno con la suma de ambos parabenos) (Figura 13).

A M-Parabeno B P-Parabeno C Parabenos
LF LF LF
LF LF LF
Q
o 037 © 045 0
D LiquidoFolicular E Orina
P-Par P-Par

P-Par P-Par

M-Par

-

-1 08 <06 -04 -02 0 0.2 04 06 038

Figura 13. Matrices de correlacién de Spearman que representan las relaciones entre los parabenos
y las matrices bioldgicas. [A] P-parabeno (P-Par), [B] M-parabeno (M-Par), [C] la suma de ambos
parabenos (Par), [D] liquido folicular (LF), [E] orina (O) obtenidos el dia de la puncién ovarica. El azul
representa una correlacién positiva, mientras que el rojo representa una correlacién negativa. La
intensidad del color es proporcional a la fuerza de la correlacién. Los valores tachados representan
asociaciones no significativas (p>0,05).

No se observaron diferencias en las variables demograficas, como la edad, IMC, la
raza/etnicidad, el nivel educativo o el tabaquismo, al comparar entre los terciles de M-
parabeno, P-parabeno o suma de parabenos, tanto en liquido folicular como en orina (Tabla
S8). Asimismo, tampoco se observaron asociaciones entre los terciles crecientes de estos

compuestos y los resultados reproductivos de las participantes (Tabla S8).
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3.2. Asociacion de las concentraciones de parabenos con variables de
reserva ovarica

Evaluamos la relacion entre las concentraciones de parabenos en liquido folicular y orina
obtenidos el dia de la puncién oocitaria con la concentracién de AMH como marcador de
reserva ovarica y observamos que, en los modelos ajustados por edad, IMC, raza/etnicidad y
tabaquismo, no se observo ninguna asociacién para la suma de concentraciones de parabenos
ni de los compuestos por separado, tanto en liquido folicular como en orina, con la

concentracién de AMH (Tabla 15).

Tabla 15. Diferencia de medias para la concentracion de AMH segun las concentraciones de

Concentracion de AMH

parabenos

p20 vs p80 (95%Cl) p

Liquido Folicular

M-parabeno 1.35(0.47,3.87) 0.565
> Parabenos 1.31(0.44,3.93) 0.622

Orina

M-parabeno 0.89(0.25,3.14) 0.854
P-parabeno 0.59(0.18,1.96) 0.378
> Parabenos 0.79(0.23,2.75) 0.711

Los datos fueron ajustados por edad (continua), IMC (continua), raza/etnicidad y tabaquismo (alguna vez, nunca).
Los datos se presentan como la diferencia entre los percentiles 20 y 80, que fueron respectivamente: 0.20y 2.23
ng/mL para la M-parabeno, y 0.25 y 2.28 ng/mL para la suma de ambos parabenos cuantificados en el liquido
folicular; y 0.42 y 21.36 pg/g CR para la P-parabeno; 4.68 y 79.07 ug/g CR para la M-parabeno; 5.12 y 96.12 ug/g
CR para la suma de ambos parabenos cuantificados en orina tras su correccidn por creatinina.

3.3. Asociacion de las concentraciones de parabenos con variables de
respuesta ovarica y embriolégicas del tratamiento de FIV

En los modelos completamente ajustados por edad, IMC, raza/etnicidad y tabaquismo,
no se observaron asociaciones entre las concentraciones de M-parabeno, P-parabeno y la
suma de ambos parabenos, tanto en liquido folicular como en la orina obtenida el dia de la
puncidn folicular, con las variables de respuesta ovarica ni con las variables embriolégicas del
tratamiento de FIV en nuestra poblacién de estudio (Tablas 16 y 17). En concreto, no se
observaron asociaciones significativas dosis-respuesta entre las concentraciones de

parabenos con las concentraciones de estradiol el dia del desencadenante, nimero de oocitos
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recuperados, frecuencia relativa de oocitos maduros, frecuencia relativa de embriones
fecundados, frecuencia relativa de llegada a blastocisto, ni frecuencia relativa de embriones
euploides. Se observo la misma tendencia tanto en los modelos no ajustados como cuando se

ajustaron por edad, IMC y raza/etnicidad, solos o junto al estado de tabaquismo (Tabla S9).

Tabla 16. Diferencia de medias y frecuencias relativas para las variables de respuesta ovarica
segun las concentraciones de parabenos

Concentracion de E2 el dia Numero de oocitos Frecuencia relativa de
del desencadenante recuperados oocitos maduros

p20 vs p80 (95%Cl) p p20 vs p80 (95%Cl) p p20 vs p80 (95%Cl) p
Liquido Folicular
M-Parabeno 1.02 (0.82, 1.28) 0.828 1.03 (0.79, 1.35) 0.804 1.07 (0.84, 1.37) 0.570
> Parabenos 1.03 (0.82, 1.30) 0.774 1.05 (0.80, 1.38) 0.705 1.10 (0.85, 1.42) 0.457

Orina

M-Parabeno 1.07 (0.82, 1.39) 0.615 1.02 (0.75, 1.38) 0.909 1.01 (0.76, 1.35) 0.924
P-Parabeno 1.03 (0.80, 1.33) 0.791 0.89 (0.66, 1.21) 0.462 0.94 (0.70, 1.27) 0.689
S Parabenos 1.06 (0.82,1.37) 0.646 | 0.99(0.73,1.34) 0.950 | 1.00(0.75,1.33) 0.989

Los datos fueron ajustados por edad (continua), IMC (continua), raza/etnicidad y tabaquismo (alguna vez, nunca).
Los datos se presentan como la diferencia entre los percentiles 20 y 80, que fueron respectivamente: 0.20y 2.23
ng/mL para la M-parabeno, y 0.25 y 2.28 ng/mL para la suma de ambos parabenos cuantificados en el liquido
folicular; y 0.42 y 21.36 ug/g CR para la P-parabeno; 4.68 y 79.07 ug/g CR para la M-parabeno; 5.12 y 96.12 pg/g
CR para la suma de ambos parabenos cuantificados en orina tras su correccion por creatinina.

Tabla 17. Frecuencias relativas para las variables embrioldgicas del tratamiento de FIV segin
las concentraciones de parabenos

Frecuencia relativa de Frecuencia relativa de Frecuencia relativa de
embriones fecundados llegada a blastocisto embriones euploides
p20 vs p80 (95%Cl) p p20 vs p80 (95%Cl) p p20 vs p80 (95%Cl) p
Liquido Folicular
M-Parabeno 1.11(0.86,1.44) 0.417 | 1.00(0.78,1.30) 0.972 1.22(0.94,1.56) 0.126
> Parabenos 1.14 (0.88,1.48) 0.311 | 1.02(0.78,1.33) 0.896 1.23(0.95,1.58) 0.112
Orina
M-Parabeno 1.08 (0.81,1.45) 0.581 | 1.09(0.82,1.46) 0.548 1.07 (0.79, 1.46)  0.647
P-Parabeno 1.01(0.74,1.39) 0.940 | 1.08(0.79,1.48) 0.614 1.00(0.71,1.40) 0.993
Y Parabenos 1.08 (0.80,1.45) 0.615 | 1.11(0.83,1.49) 0.475 1.07 (0.79,1.46) 0.657

Los datos fueron ajustados por edad (continua), IMC (continua), raza/etnicidad y tabaquismo (alguna vez, nunca).
Los datos se presentan como la diferencia entre los percentiles 20 y 80, que fueron respectivamente: 0.20y 2.23
ng/mL para la M-parabeno, y 0.25 y 2.28 ng/mL para la suma de ambos parabenos cuantificados en el liquido
folicular; y 0.42 y 21.36 ug/g CR para la P-parabeno; 4.68 y 79.07 ug/g CR para la M-parabeno; 5.12 y 96.12 ug/g
CR para la suma de ambos parabenos cuantificados en orina tras su correccion por creatinina.
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3.4. Asociacion de las concentraciones de parabenos con los resultados
clinicos del tratamiento de FIV

Al evaluar la asociacién entre las concentraciones de parabenos y la suma de los mismos
en liquido folicular y orina obtenida el dia de la puncidn ovdrica con las variables clinicas del
tratamiento de FIV, en los modelos ajustados por edad, IMC, raza/etnicidad y tabaquismo, no
se observo ninguna asociacion con la probabilidad de implantacion, embarazo clinico, recién
nacido vivo ni éxito reproductivo (Figura 14, Tabla S10). La misma ausencia de asociacion fue
observada tanto en los modelos no ajustados como tras el ajuste por edad, IMC vy

raza/etnicidad (Tabla S10).

INER

Resultado Clinico de FIV
Implantacion

-+- Embarazo Clinico

+ Recién Nacido
Exito Reproductivo

Matriz Biologica
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_
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0Odds Ratio (95% Confidence Interval)

Figura 14. Diagrama de bosque para las asociaciones entre las concentraciones de parabenos y los
resultados clinicos de FIV. Las asociaciones se representan por sus Odds Ratio con intervalos de
confianza del 95% a partir de modelo ajustados por edad, ICM, raza/etnicidad y tabaquismo, para
cada uno de los compuestos en liquido folicular y orina obtenidos el dia de la puncion ovarica. Los
resultados incluyen probabilidad de implantacién, embarazo clinico y nacimiento de un recién nacido
vivo en aquellas participantes que tuvieron transferencia de un solo embrién congelado y la
probabilidad de nacimiento de un recién nacido vivo en todas las participantes (éxito reproductivo).
Las asociaciones estadisticamente significativas (p < 0.05) se representan con un asterisco rojo.
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4. Impacto de las concentraciones del metabolito de ftalato MEHP
en matrices bioldgicas femeninas sobre los resultados de FIV

4.1. Distribucion del metabolito de ftalato MEHP en las matrices bioldgicas

En la tabla 18 se presentan los porcentajes por encima del limite de cuantificacién y las
distribuciones del metabolito de ftalato MEHP en el liquido folicular y orina. Este compuesto
fue cuantificado en el 100% de las muestras de orina y solo en el 3.6% de las muestras de
liquido folicular, por lo que la concentracion de MEHP en liquido folicular fue excluida de los

subsiguientes analisis.

Tabla 18. Distribucion de las concentraciones del metabolito de ftalato MEHP en las
muestras de liquido folicular y orina recogidos el dia de la puncién ovarica

LOQ >L0Q (%) GM (SD) Minimo 25% Maximo

Liquido Folicular

Correccion por creatinina
(ng/g CR)

MEHP (ng/mL) 0.1 3.6% 0.051 (0.012) 0.05 0.05 0.05 0.05 0.14
Orina
MEHP (ng/mL) 0.1 96.5% 0.39 (0.65) 0.05 0.25 0.35 0.70 4.60

0.46 (1.03) 0.01 0.14 0.22 0.46 0.98

Cuando analizamos el coeficiente de correlaciéon de Spearman para la concentracion de
MEHP entre liquido folicular y orina obtenida el dia de la puncién ovarica, no observamos

ninguna asociacion.

Al evaluar las variables demograficas y reproductivas en relacion con la concentracién de
MEHP modelada como terciles, observamos que las mujeres en el tercil superior tenian menor

probabilidad de éxito reproductivo que las menos expuestas (Tabla S11).

4.2. Asociacidon de las concentraciones del metabolito de ftalato MEHP con
variables de reserva ovarica

Evaluamos la relacién entre las concentraciones del metabolito de ftalato MEHP en la
orina obtenida el dia de la puncién oocitaria con la concentracién de AMH como marcador de
reserva ovarica y observamos que, en los modelos ajustados por edad, IMC, raza/etnicidad y

tabaquismo, no se observaba ninguna asociacion con la concentracion de AMH (Tabla 19).
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Tabla 19. Diferencia de medias para la concentracion de AMH segtin las concentraciones del
metabolito de ftalato MEHP

Concentracion de AMH

p20 vs p80 (95%Cl) p

Orina

MEHP 0.79 (0.26, 2.38) 0.674

Los datos fueron ajustados por edad (continua), IMC (continua), raza/etnicidad y tabaquismo (alguna vez, nunca).
Los datos se presentan como la diferencia entre los percentiles 20 y 80, que fueron respectivamente: 0.18 y 1.11
ug/g CR para MEHP cuantificado en orina tras su correccion por creatinina.

4.3. Asociacién de las concentraciones del metabolito de ftalato MEHP con
variables de respuesta ovarica y embrioldgicas del tratamiento de FIV

Respecto a la relacion entre las concentraciones del metabolito de ftalato MEHP en la
orina obtenida el dia de la puncidn oocitaria con variables de respuesta ovarica, entre las que
se encuentra la concentracion de estradiol el dia de administracion del desencadenante,
numero de oocitos totales recuperados y frecuencia relativa de oocitos maduros recuperados,
y variables embrioldgicas del tratamiento de FIV, entre las que se encuentra la frecuencia
relativa de embriones fecundados, frecuencia relativa de llegada a blastocisto y frecuencia
relativa de embriones euploides, no se observaron asociaciones con las variables de respuesta
ovarica ni con las variables embrioldgicas del tratamiento de FIV (Tablas 20 y 21). Se observé
la misma tendencia tanto en los modelos no ajustados como cuando se ajustaron por edad,

IMC y raza/etnicidad, solos o junto al habito de tabaquismo (Tabla S12).

Tabla 20. Diferencia de medias y frecuencias relativas para las variables de respuesta ovdrica
segun las concentraciones del metabolito de ftalato MEHP

Concentracion de E2 el dia Numero de oocitos Frecuencia relativa de oocitos
del desencadenante recuperados maduros
p20 vs p80 (95%Cl) p p20 vs p80 (95%Cl) p p20 vs p80 (95%Cl) p
Orina
MEHP 0.88 (0.70, 1.10) 0.249 0.91(0.70, 1.19) 0.485 0.94 (0.73, 1.22) 0.638

Los datos fueron ajustados por edad (continua), IMC (continua), raza/etnicidad y tabaquismo (alguna vez, nunca).
Los datos se presentan como la diferencia entre los percentiles 20 y 80, que fueron respectivamente: 0.18y 1.11
ug/g CR para MEHP cuantificado en orina tras su correccidn por creatinina.
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Tabla 21. Frecuencias relativas para las variables embrioldgicas del tratamiento de FIV segun
las concentraciones del metabolito de ftalato MEHP

Frecuencia relativa de Frecuencia relativa de llegada Frecuencia relativa de
embriones fecundados a blastocisto embriones euploides
p20 vs p80 (95%Cl) p p20 vs p80 (95%Cl) p p20 vs p80 (95%Cl) p
Orina
MEHP 0.92 (0.70, 1.20) 0.519 0.95 (0.72, 1.26) 0.706 1.10(0.81,1.51) 0.528

Los datos fueron ajustados por edad (continua), IMC (continua), raza/etnicidad y tabaquismo (alguna vez, nunca).
Los datos se presentan como la diferencia entre los percentiles 20 y 80, que fueron respectivamente: 0.18 y 1.11
ug/g CR para MEHP cuantificado en orina tras su correccion por creatinina.

4.4. Asociacion de las concentraciones del metabolito de ftalato MEHP con
los resultados clinicos del tratamiento de FIV

Tras examinar la relacion entre las concentraciones del metabolito de ftalato MEHP en
orina obtenida el dia de la puncién ovarica con las variables clinicas del tratamiento de FIV,
tras el ajuste por edad, IMC, raza/etnicidad y tabaquismo, una mayor concentracion de MEHP
en orina se asocio significativamente con menor probabilidad de recién nacido vivo (OR (95%
Cl): 0.48 (0.22, 0.92), p valor: 0.040), y de éxito reproductivo (OR (95% Cl): 0.46 (0.23, 0.82), p
valor: 0.015) (Figura 15, Tabla S13).
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Figura 15. Diagrama de bosque para las asociaciones entre las concentraciones del metabolito de
ftalato MEHP y los resultados clinicos de FIV. Las asociaciones se representan por sus Odds Ratio con
intervalos de confianza del 95% a partir de modelo ajustados por edad, ICM, raza/etnicidad y
tabaquismo, para cada uno de los compuestos en orina obtenidas el dia de la puncién ovdrica. Los
resultados incluyen probabilidad de implantacién, embarazo clinico y nacimiento de un recién nacido
vivo en aquellas participantes que tuvieron transferencia de un solo embrién congelado y la
probabilidad de nacimiento de un recién nacido vivo en todas las participantes (éxito reproductivo).
Las asociaciones estadisticamente significativas (p < 0.05) se representan con un asterisco rojo.
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5. Impacto de las concentraciones de elementos traza esenciales en
matrices bioldgicas femeninas sobre los resultados de FIV

5.1. Distribucion de los elementos traza esenciales en las matrices
biologicas

En la tabla 22 se presentan los porcentajes por encima del limite de cuantificacién y las

distribuciones de elementos traza esenciales en el liquido folicular, el plasma y la orina,

obtenidos el dia de la puncién ovdrica. Elementos traza esenciales con un porcentaje de

deteccidn inferior al 50%, como el molibdeno en plasma y el cromo y manganeso en liquido

folicular y orina, fueron excluidos de los subsiguientes andlisis.

Tabla 22. Distribucion de las concentraciones de elementos traza esenciales en las muestras
de liquido folicular, plasma y orina recogidos el dia de la puncién ovarica

LoQ >L0Q(%)  GM(SD) Minimo  25%  50%  75% Maximo ‘
Liquido Folicular
Cobre (Cu) (ng/mL) N/A 100% 974.35(277.76) 535.00 825.00 966.50 1210.00 1970.00
Zinc (Zn) (ng/mL) N/A 100% 383.49 (109.60) 81.71 340.98 39243 454.23 690.00
Ratio Cu/Zn 2.54 (1.39) 1.17 2.14 2.54 2.94 11.60
Molibdeno (Mo) (ng/mL) 1 68% 1.06 (0.60) 0.50 0.50 1.22 1.71 2.50
Ratio Cu/Mo 935.95(745.88) 377.50 564.70 898.84 1525.00 3940.00
Litio (Li) (ng/mL) 1 82% 1.34(1.98) 0.50 1.10 1.35 1.78 13.00
Selenio (Se) (ng/mL) N/A 100% 66.30 (14.09) 31.00 60.50 69.00 73.50 111.00
Hierro (Fe) (ng/mL) N/A  100%  539.37(535.84) 278.00 429.46 487.60 598.32 3455.00
Cromo (Cr) (ng/mL) 1 50% 2.65 (11.56) 0.50 0.50 0.84 1250  62.36
Manganeso (Mn) (ng/mL) 1 40.4% 0.76 (0.51) 0.50 0.50 0.50 1.20 2.20
Plasma
Cobre (Cu) (ng/mL) N/A 100% 1241.62 (274.66) 801.41 1107.79 1279.68 1434.14 2030.92
Zinc (zn) (ng/mL) N/A  100%  960.58(150.10) 714.03 847.36 962.61 1062.44 1281.21
Ratio Cu/Zn 1.293 (0.346) 0.67 1.09 1.33 1.61 2.13
Molibdeno (Mo) (ng/mL) 5 28.1% 3.29 (2.20) 2.50 2.50 2.50 5.26 11.64
Ratio Cu/Mo 379.31(170.55) 112.45 277.92 45252 550.59 812.37
Litio (Li) (ng/mL) 5 91.5% 5.91(1.42) 2.50 5.72 6.27 6.71 10.08
Selenio (Se) (ng/mL) 100% 99.43 (18.20) 60.90 91.53 99.08 106.56  185.52
Cromo (Cr) (ng/mL) 5 52.5% 5.24 (8.14) 2.50 2.50 5.36 8.92 52.36
Manganeso (Mn) (ng/mL) 5 54.2% 4.3 (5.10) 2.50 2.50 4.12 7.05 38.86
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Tabla 22. Distribucion de las concentraciones de elementos traza esenciales en las muestras
de liquido folicular, plasma y orina recogidos el dia de la puncién ovarica (Continuacion)

LOQ >L0Q (%) GM (SD) Minimo 25% 75% Maximo
Orina
Cobre (Cu) (ng/mL) 5 94.8% 5.38 (5.65) 0.25 2.68 6.60 11.35 25.55
Correccion por creatinina
6.18 (6.52) 0.14 1.96 4.68 8.23 10.49
(ug/g CR)
Zinc (Zn) (ng/mL) 50 94.8% 270.87 (354.78)  25.00 158.63 303.77 494.93 1726.10

Correccion por creatinina
310.95(635.96) 26.84 138.93 204.58 323.81 473.12

(1g/g CR)
Ratio Cu/Zn 0.02 (0.053) 0.00 0.01 0.02 0.04 0.31
Molibdeno (Mo) (ng/mL) 5 98.3% 46.25 (51.62) 2.50 34.50 53.81 81.08 311.68

Correccion por creatinina
53.09 (43.55) 12.04 24.66 38.24 54.24 74.78

(1g/g CR)
Ratio Cu/Mo 0.116 (0.182) 0.01 0.08 0.13 0.18 1.02
Litio (Li) (ng/mL) 5 98.3% 23.32(28.16) 2.50 13.72 2326  36.81 173.50

Correccion por creatinina
(ug/g CR)
Selenio (Se) (ng/mL) N/A 100% 39.74 (30.55) 4.32 32.35 44.49 63.95 157.56

26.77 (26.89) 8.37 12.82 17.13 25.66 35.21

Correccion por creatinina
(ug/g CR)
Hierro (Fe) (ng/mL) 5 93.1% 19.22 (46.12) 2.50 19.00 27.00 27.50 365.24

45.62 (27.53) 17.30 27.04 35.89 40.92 58.08

Correccion por creatinina
22.07 (243.62) 1.44 5.15 12.69 20.83 37.08

(ug/g CR)
Cromo (Cr) (ng/mL) 0.5 43.1% 0.41 (0.58) 0.25 0.25 0.25 0.65 3.54
Correccion por creatinina

0.47 (0.8) 0.070 0.130 0.230 0.460 0.800
(ug/g CR)
Manganeso (Mn) (ng/mL) 0.5 8.6% 0.28 (0.16) 0.25 0.25 0.25 0.25 1.11
Correccion por creatinina

0.32 (0.65) 0.07 0.13 0.18 0.25 0.47

(ug/g CR)
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Al evaluar los coeficientes de correlaciéon de Spearman para los elementos traza
esenciales entre las diferentes matrices bioldgicas en las que fueron evaluados, liquido
folicular, plasma y orina obtenidos el dia de la puncidon ovarica, hemos identificado
correlaciones positivas moderadas/altas para algunos oligoelementos entre el liquido folicular
y el plasma (Figura 16). Concretamente, observamos estas asociaciones para el cobre (r=0.66),
la ratio Cu/Zn (r=0.73), el selenio (r=0.44), el cromo (r=0.41) y la ratio Cu/Mo (r=0.39). Por el
contrario, no se observaron asociaciones entre las concentraciones de elementos traza
esenciales en estos dos biofluidos y la orina, excepto en el caso del litio, para el que se observé
una concentracién moderada entre la concentracidn en liquido folicular y en orina (r=0.4)

(Figura 16).

También evaluamos los coeficientes de correlacion de Spearman entre los elementos
traza esenciales evaluados para cada una de las matrices bioldgicas. Para el liquido folicular y
el plasma, observamos principalmente correlaciones entre el cobre, el zinc y el molibdeno con
sus ratios derivados, siendo moderadamente positivas para el cobre con la ratio Cu/Mo
(r=0.36) y el cobre con el zinc (r=0.57) en el liquido folicular; y para el cobre con la ratio Cu/Zn
(r=0,8) y Cu/Mo (r=0.53) y de ambas ratios entre si (r=0.47) para el plasma. Por el contrario,
observamos asociaciones negativas altas/moderadas en estas matrices bioldgicas para el zinc
con la relacién Cu/Zn (r=-0.34, r=-0.57 para el liquido folicular y el plasma, respectivamente) y
para el molibdeno con la relacion Cu/Mo (r=-0.91, r=-0.79 para el liquido folicular y el plasma,

respectivamente) (Figura 17).

En cuanto a la orina obtenida el dia de puncidn ovdérica, de forma general observamos

correlaciones moderadas/altas entre los elementos traza esenciales evaluados (Figura 17).
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Figura 16. Matrices de correlacion de Spearman que representan las relaciones de los elementos traza esenciales entre las matrices bioldgicas.
Elementos traza esenciales en liquido folicular (LF), plasma (P) y orina (O) obtenidos el dia de la puncién ovarica. El azul representa una correlacion positiva,
mientras que el rojo representa una correlacion negativa. La intensidad del color es proporcional a la fuerza de la correlacién. Los valores tachados
representan asociaciones no significativas (p>0,05).
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Figura 17. Matrices de correlacion de Spearman que representan las relaciones de los elementos traza esenciales para cada matriz bioldgica. [A] Liquido
Folicular, [B] Plasma, y [C] Orina. El azul representa una correlacidn positiva, mientras que el rojo representa una correlacidon negativa. La intensidad del
color es proporcional a la fuerza de la correlacion. Los valores tachados representan asociaciones no significativas (p>0,05).
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Se observaron diferencias ligeras e inconsistentes para las variables demogréficas en la
comparacion entre terciles de metales traza esenciales para las diferentes matrices bioldgicas
evaluadas. En particular, se ha observado que las participantes en el tercil superior de
molibdeno en liquido folicular tenian mayores probabilidades de no tener estudios superiores
a educacién secundaria, mientras que las participantes en el tercil superior de zinc tenian mas
probabilidades de ser mds delgadas (Tabla S14). Ademas, en estos andlisis exploratorios
comienzan a ser identificables relaciones entre los elementos traza evaluados y los resultados
del tratamiento de FIV. En resumen, se observa un mayor nimero de oocitos recuperados a
medida que se incrementa la concentracién de cobre en el liquido folicular y en el plasmay la
concentracién de selenio y la ratio cobre/zinc en liquido folicular. Ademas, en los terciles
superiores de cobre y de ratio cobre/zinc en el liquido folicular se observa una mayor
concentraciéon de estradiol el dia del desencadenante, mientras que esta disminuye al
aumentar la concentracién de manganeso en plasma. También en plasma, mayores
concentraciones de zinc se asocian con una mayor proporcidon de ovocitos fecundados y
menor proporcion de embriones euploides. Por el contrario, una mayor ratio cobre/zinc en
plasma se relaciona con mayor proporcién de embriones euploides. Por ultimo, una mayor
concentracion de molibdeno en orina se asocia con una menor tasa de implantaciéon y menor

proporcion de recién nacidos vivos (Tabla S14).

5.2. Asociacion de las concentraciones de elementos traza esenciales con
variables de reserva ovarica

Evaluamos la relacién entre las concentraciones de elementos traza esenciales en liquido
folicular, plasma y orina obtenidos el dia de la puncién oocitarias con la concentracién de AMH

como marcador de reserva ovarica.

En los modelos multivariable ajustados por edad, IMC, raza/etnicidad y tabaquismo, el
incremento de la concentracion de cobre en liquido folicular y plasma se asocié
significativamente con un incremento de la concentracién de AMH (p20 vs p80 (95% Cl): 4.22
(1.34, 13.25), p de tendencia = 0.015 y p20 vs p80 (95% Cl): 4.04 (1.31, 12.50), p de tendencia
=0.016, para liquido folicular y plasma respectivamente). También se observé una asociacion
positiva estadisticamente significativa para la ratio entre las concentraciones de cobre y zinc
(Cu/Zn ratio) en liquido folicular y la concentracion de AMH (p20 vs p80 (95% Cl): 3.15 (1.36,
7.31), p de tendencia = 0.009) en estos modelos (Tabla 23 y S15).
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Ademas, en

los modelos completamente ajustados se observd una asociacion

estadisticamente positiva entre la concentracion plasmatica de manganeso y la concentracion

de AMH (p20 vs p80 (95% Cl): 5.37 (1.86, 15.53), p de tendencia = 0.003) (Tabla 23 y S15).

Tabla 23. Diferencia de medias para la concentracion de AMH segun las concentraciones de
elementos traza esenciales

Concentracion de AMH
p20 vs p80 (95%Cl) p

Concentracion de AMH

p20 vs p80 (95%Cl) p
Liquido Folicular Orina
Cobre (Cu) 4.22 (1.34,13.25) 0.015 Cobre (Cu) 0.87 (0.42,1.79) 0.695
Zinc (Zn) 0.79 (0.34, 1.81) 0.566 Zinc (Zn) 1.16 (0.49, 2.75) 0.729
Ratio Cu/Zn 3.15 (1.36, 7.31) 0.009 Ratio Cu/Zn 0.75(0.29, 1.92) 0.539
Molibdeno (Mo) 0.78 (0.18, 3.44) 0.741 Molibdeno (Mo) 1.97 (0.74, 5.27) 0.172
Ratio Cu/Mo 3.16 (0.87,11.47) 0.079 Ratio Cu/Mo 0.63 (0.28, 1.38) 0.238
Litio (Li) 0.56 (0.27, 1.18) 0.124 Litio (Li) 1.37(0.48, 3.93) 0.553
Selenio (Se) 0.93 (0.39, 2.20) 0.867 Selenio (Se) 1.45 (0.57, 3.69) 0.423
Hierro (Fe) 0.81(0.39, 1.67) 0.564 Hierro (Fe) 0.65 (0.26, 1.61) 0.346
Cromo (Cr) 0.84 (0.20, 3.54) 0.813 Cromo (Cr) 0.57 (0.16, 2.10) 0.395
Plasma
Cobre (Cu) 4.04 (1.31, 12.50) 0.016
Zinc (Zn) 1.68 (0.55, 5.13) 0.354
Ratio Cu/Zn 2.20(0.70, 6.93) 0.174
Litio (Li) 1.51 (1.00, 2.29) 0.052
Selenio (Se) 1.12 (0.55, 2.27) 0.756
Cromo (Cr) 2.19(0.70, 6.88) 0.174
Manganeso (Mn) | 5.37 (1.86, 15.53) 0.003

Los datos fueron ajustados por edad (continua), IMC (continua), raza/etnicidad y tabaquismo (alguna vez, nunca).
Los datos se presentan como la diferencia entre los percentiles 20 y 80, que fueron respectivamente: 785 y
1267.4 ng/mL para el cobre, 324.2 y 480.76 ng/mL para el zinc, 1.99 y 3.06 para la ratio Cu/Zn, 0.5 y 1.8 ng/mL
para el molibdeno, 485.29 y 1723.2 para la ratio Cu/Mo, 0.9 y 1.8 ng/mL para el litio, 58.2 y 77 ng/mL para el
selenio, 416.9 y 659.1 ng/mL para el hierro, y 0.5 y 16.88 ng/mL para el cromo, cuantificados en el liquido
folicular; 993.96 y 1519.19 ng/mL para el cobre, 829.34 y 1104.32 ng/mL para el zinc, 0.98 y 1.64 para la ratio
Cu/Zn, 2.5y 5.52 ng/mL para el molibdeno, 218.75 y 564.23 para la ratio Cu/Mo, 5.57 y 6.85 ng/mL para el litio,
90.79 y 109.83 ng/mL para el selenio, 2.5 y 11.66 ng/mL para el cromo, y 2.5 y 7.72 ng/mL para el manganeso,
cuantificados en plasma; 4.25y 11.22 ng/g CR para el cobre, 186.4 y 535.29 ng/g CR para el zinc, 0.96 y 4.15 para
la ratio Cu/Zn, 35.05 y 80.35 ng/g CR para el molibdeno, 6.98 y 21.53 para la ratio Cu/Mo, 16.05y 43.81 ng/g CR
para el litio, 33.86 y 63.42 ng/g CR para el selenio, 9.14 y 47.12 ng/g CR para el hierro, y 0.17 y 1.14 ng/g CR para
el cromo, cuantificados en orina tras la correccién por creatinina.
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5.3. Asociacion de las concentraciones de elementos traza esenciales con
variables de respuesta ovaricay embrioldgicas del tratamiento de FIV

Posteriormente evaluamos la relacién entre las concentraciones de elementos traza
esenciales medidos en liquido folicular, plasma y orina obtenidos el dia de la puncidn oocitaria
con las variables de respuesta ovarica, entre las que se encuentra la concentracion de estradiol
el dia de administracion del desencadenante, nimero de oocitos totales recuperados vy
frecuencia relativa de oocitos maduros recuperados, y variables embrioldgicas del
tratamiento de FIV, entre las que se encuentra la frecuencia relativa de embriones
fecundados, frecuencia relativa de llegada a blastocisto y frecuencia relativa de embriones

euploides.

En los modelos multivariable ajustados por edad, IMC, raza/etnicidad y tabaquismo, el
incremento de la concentracién de cobre en liquido folicular se asocid significativamente con
una mayor concentracion de estradiol el dia de la administracién del desencadenante (p20 vs
p80 (95% Cl): 1.59 (1.28, 1.97), p de tendencia < 0.001), mayor numero de oocitos totales
recuperados (p20 vs p80 (95% Cl): 1.64 (1.25, 2.16), p de tendencia < 0.001), mayor proporcién
de oocitos maduros recuperados (p20 vs p80 (95% Cl): 1.55 (1.16, 2.07), p de tendencia =
0.004) y mayor frecuencia relativa de embriones fecundados (p20 vs p80 (95% Cl): 1.52 (1.11,
2.07), p de tendencia = 0.009). En el caso de las concentraciones plasmaticas de cobre,
también observamos una asociacion positiva estadisticamente significativa con el nimero
total de oocitos recuperados (p20 vs p80 (95% Cl): 1.42 (1.08, 1.86), p de tendencia = 0.012),
frecuencia relativa de oocitos maduros (p20 vs p80 (95% Cl): 1.34 (1.03, 1.75), p de tendencia
=0.03) y frecuencia relativa de embriones euploides (p20 vs p80 (95% Cl): 1.50 (1.12, 2.01), p
de tendencia = 0.007) (Tablas 24, 25 y S15).
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Tabla 24. Diferencia de medias y frecuencias relativas para las variables de respuesta ovarica
segun las concentraciones de elementos traza esenciales

Concentracion de E2 el dia Numero de oocitos Frecuencia relativa de

del desencadenante recuperados oocitos maduros

p20 vs p80 (95%Cl) p p20 vs p80 (95%Cl) p p20 vs p80 (95%Cl) p
Liquido Folicular
Cobre (Cu) 1.59 (1.28,1.97) <0.001 | 1.64(1.25,2.16) <0.001| 1.55(1.16,2.07) 0.004
Zinc (Zn) 1.05 (0.88, 1.25) 0.569 1.06 (0.85, 1.33) 0.582 1.04 (0.84,1.28) 0.719
Ratio Cu/Zn 1.26 (1.05, 1.50) 0.012 1.24 (1.02, 1.50) 0.029 1.21(1.00,1.47) 0.055
Molibdeno (Mo) 1.10(0.78,1.56)  0.560 1.04 (0.68,1.58) 0.868 | 1.02(0.67,1.55) 0.938
Ratio Cu/Mo 1.17 (0.86, 1.59) 0.297 1.29(0.90, 1.85) 0.16 1.27(0.89,1.83) 0.183
Litio (Li) 1.02 (0.87,1.20)  0.808 | 0.82(0.68,0.98) 0.030 | 0.80(0.67,0.95) 0.015
Selenio (Se) 1.08 (0.90, 1.29) 0.408 1.08 (0.87, 1.35) 0.488 1.02(0.82,1.26) 0.879
Hierro (Fe) 1.01(0.87,1.17) 0.923 | 0.99(0.83,1.19) 0.909 | 0.96(0.81,1.14) 0.626
Cromo (Cr) 1.08 (0.80,1.44) 0.618 | 1.16(0.81,1.66) 0.42 | 1.01(0.70,1.46) 0.946
Plasma
Cobre (Cu) 1.22 (0.96, 1.56) 0.108 1.42 (1.08, 1.86) 0.012 | 1.34(1.03,1.75) 0.03
Zinc (zn) 0.92(0.73,1.16) 0.473 | 0.95(0.71,1.26) 0.711 | 0.96(0.72,1.27) 0.759
Ratio Cu/Zn 1.23(0.97, 1.56) 0.086 1.37 (1.04, 1.80) 0.027 1.29(0.99,1.68) 0.059
Litio (Li) 1.01(0.92,1.11) 0.834 | 0.97(0.88,1.08) 0.584 | 0.97(0.88,1.06) 0.469
Selenio (Se) 0.86 (0.74, 0.99) 0.038 0.96 (0.81, 1.15) 0.652 | 0.96(0.81,1.15) 0.669
Cromo (Cr) 1.13(0.89,1.44)  0.314 | 1.24(0.93,1.65) 0.148 | 1.24(0.94,1.63) 0.118
Manganeso (Mn) 1.16 (0.91,1.47)  0.227 | 1.28(0.98,1.66) 0.066 | 1.31(1.04,1.65) 0.023
Orina
Cobre (Cu) 0.94 (0.81,1.09) 0.397 | 0.90(0.77,1.06) 0.213 | 0.91(0.78,1.06) 0.225
Zinc (Zn) 1.03 (0.86, 1.23) 0.729 1.11 (0.90, 1.38) 0.32 1.12(0.92,1.38) 0.255
Ratio Cu/zn 0.91(0.75,1.10) 0.312 | 0.81(0.65,1.01) 0.057 | 0.81(0.65,0.99) 0.045
Molibdeno (Mo) 1.13(0.92, 1.39) 0.223 1.16 (0.93, 1.44) 0.195 1.20(0.97,1.48) 0.093
Ratio Cu/Mo 0.88(0.75,1.04) 0.125 | 0.83(0.70,0.99) 0.041 | 0.83(0.70,0.98) 0.027
Litio (Li) 1.10(0.89, 1.37) 0.376 0.92 (0.72,1.19) 0.53 0.96 (0.76,1.21)  0.717
Selenio (Se) 1.01(0.83,1.22) 0.946 | 1.00(0.80,1.24) 0.975 | 1.03(0.83,1.27) 0.772
Hierro (Fe) 0.82 (0.68, 0.98) 0.028 0.81(0.64, 1.02) 0.074 | 0.84(0.67,1.06) 0.137
Cromo (Cr) 0.93(0.71,1.21) 0579 | 0.83(0.61,1.14) 0.254 | 0.89(0.65,1.21)  0.45

Los datos fueron ajustados por edad (continua), IMC (continua), raza/etnicidad y tabaquismo (alguna vez, nunca).
Los datos se presentan como la diferencia entre los percentiles 20 y 80, que fueron respectivamente: 785 y
1267.4 ng/mL para el cobre, 324.2 y 480.76 ng/mL para el zinc, 1.99 y 3.06 para la ratio Cu/Zn, 0.5y 1.8 ng/mL
para el molibdeno, 485.29 y 1723.2 para la ratio Cu/Mo, 0.9 y 1.8 ng/mL para el litio, 58.2 y 77 ng/mL para el
selenio, 416.9 y 659.1 ng/mL para el hierro, y 0.5 y 16.88 ng/mL para el cromo, cuantificados en el liquido
folicular; 993.96 y 1519.19 ng/mL para el cobre, 829.34 y 1104.32 ng/mL para el zinc, 0.98 y 1.64 para la ratio
Cu/Zn, 2.5y 5.52 ng/mL para el molibdeno, 218.75 y 564.23 para la ratio Cu/Mo, 5.57 y 6.85 ng/mL para el litio,
90.79 y 109.83 ng/mL para el selenio, 2.5 y 11.66 ng/mL para el cromo, y 2.5y 7.72 ng/mL para el manganeso,
cuantificados en plasma; 4.25y 11.22 ng/g CR para el cobre, 186.4 y 535.29 ng/g CR para el zinc, 0.96 y 4.15 para
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la ratio Cu/Zn, 35.05 y 80.35 ng/g CR para el molibdeno, 6.98 y 21.53 para la ratio Cu/Mo, 16.05 y 43.81 ng/g CR
para el litio, 33.86 y 63.42 ng/g CR para el selenio, 9.14 y 47.12 ng/g CR para el hierro, y 0.17 y 1.14 ng/g CR para
el cromo, cuantificados en orina tras la correccién por creatinina.

Para la ratio de la concentracién de cobre y zinc (ratio Cu/Zn), en los modelos
completamente ajustados se observd una asociacién positiva estadisticamente significativa
con la concentracién de estradiol el dia de la administracién del desencadenante (p20 vs p80
(95% Cl): 1.26 (1.05, 1.50), p de tendencia = 0.012), el nUmero de oocitos recuperados (p20 vs
p80 (95% Cl): 1. 24 (1.02, 1.50), p de tendencia = 0.029), y la frecuencia relativa de embriones
euplodies (p20 vs p80 (95% Cl): 1.38 (1.09, 1.75), p de tendencia = 0.009) cuando se midié en
liquido folicular y una asociacién positiva estadisticamente significativa tanto para el nimero
total de oocitos recuperados (p20 vs p80 (95% Cl): 1. 37 (1.04, 1.80), p de tendencia = 0.027)
como para la frecuencia relativa de embriones euploides (p20 vs p80 (95% Cl): 1.38 (1.03,
1.85), p de tendencia = 0.031) cuando se evalud en plasma. Por el contrario, al ser evaluada
en la orina, los modelos completamente ajustados muestran una asociacidon negativa
estadisticamente significativa de la ratio Cu/Zn tanto para la frecuencia relativa de oocitos
maduros (p20 vs p80 (95% Cl): 1. 38 (1.03, 1.85), p de tendencia = 0.031), la frecuencia relativa
de embriones fecundados (p20 vs p80 (95% Cl): 1.38 (1.03, 1.85), p de tendencia =0.031) y la
frecuencia relativa de llegada a blastocisto (p20 vs p80 (95% Cl): 1.38 (1.03, 1.85), p de
tendencia = 0.031) (Tablas 24, 25 y S15).

En los modelos completamente ajustados, también se observan asociaciones positivas
estadisticamente significativas entre las concentraciones de manganeso en plasma vy la
frecuencia relativa de oocitos maduros p20 vs p80 (95% Cl): 1.31 (1.04, 1.65), p de tendencia
= 0.023), la frecuencia relativa de embriones fecundados (p20 vs p80 (95% ClI): 1.33 (1.04,
1.70), p de tendencia = 0.022), y la frecuencia relativa de embriones euploides (p20 vs p80
(95%Cl): 1.40(1.10, 1.79), p de tendencia =0.007) (Tablas 24, 25 y S15). Otros elementos traza
esenciales para los que se han observado asociaciones positivas estadisticamente
significativas es para la ratio de la concentraciéon de cobre y molibdeno medidas en liquido
folicular, asociada con una mayor proporcidon de embriones euploides (p20 vs p80 (95% Cl):

1.48 (1.01, 2.16), p de tendencia = 0.045) (Tablas 24, 25 y S15).
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Tabla 25. Frecuencias relativas para las variables embrioldgicas del tratamiento de FIV segun
las concentraciones de los elementos traza esenciales

Frecuencia relativa de Frecuencia relativa de Frecuencia relativa de

embriones fecundados llegada a blastocisto embriones euploides

p20 vs p80 (95%Cl) p p20 vs p80 (95%Cl) p p20 vs p80 (95%Cl) p

Liquido Folicular
Cobre (Cu) 1.52 (1.11,2.07) 0.009 | 1.35(0.97,1.88) 0.074 | 1.26(0.92,1.73) 0.152
Zinc (Zn) 1.03 (0.83, 1.28) 0.759 1.08 (0.87, 1.36) 0.469 0.89(0.71, 1.12) 0.324
Ratio Cu/Zn 1.19 (0.97, 1.46) 0.093 1.08 (0.86, 1.35) 0.513 1.38(1.09,1.75) 0.009
Molibdeno (Mo) 0.95 (0.61, 1.47) 0.809 1.01 (0.65, 1.58) 0.952 0.84 (0.54, 1.30) 0.414
Ratio Cu/Mo 1.33(0.91, 1.94) 0.138 1.24 (0.84, 1.83) 0.264 | 1.48(1.01,2.16) 0.045
Litio (Li) 0.78 (0.65,0.94) 0.011 | 0.89(0.73,1.08) 0.223 | 0.89(0.73,1.07) 0.216
Selenio (Se) 0.99 (0.79, 1.23) 0.895 0.96 (0.77, 1.19) 0.698 | 0.88(0.74,1.07) 0.190
Hierro (Fe) 0.96 (0.80,1.15)  0.630 | 0.90(0.75,1.09) 0.287 | 0.89(0.74,1.07) 0.218
Cromo (Cr) 0.92 (0.63, 1.35) 0.658 0.97 (0.66, 1.43) 0.882 0.89 (0.62, 1.30) 0.549
Plasma
Cobre (Cu) 1.32 (1.00, 1.75) 0.053 1.34(0.99, 1.81) 0.056 | 1.50(1.12,2.01) 0.007
Zinc (Zn) 1.03(0.76,1.39) 0.861 | 1.12(0.82,1.54) 0.465 | 0.99(0.71,1.37) 0.936
Ratio Cu/Zn 1.23(0.93, 1.63) 0.151 1.18 (0.88, 1.59) 0.271 1.38(1.03,1.85) 0.031
Litio (Li) 0.99(0.89,1.10) 0.860 | 1.04(0.93,1.17) 0.500 | 1.10(0.97,1.25) 0.131
Selenio (Se) 0.97(0.81, 1.17) 0.769 1.01 (0.84, 1.23) 0.882 1.05 (0.87, 1.26) 0.602
Cromo (Cr) 1.26 (0.94,1.68)  0.120 | 1.09(0.79,1.49) 0.595 | 1.10(0.81,1.51)  0.535
Manganeso (Mn) 1.33 (1.04, 1.70) 0.022 1.27 (0.97, 1.65) 0.082 1.40(1.10,1.79) 0.007
Orina

Cobre (Cu) 0.90(0.77,1.06) 0.204 | 0.91(0.78,1.08) 0.272 | 0.92(0.78,1.08) 0.305
Zinc (Zn) 1.14(0.92,1.41) 0.223 1.15(0.93, 1.43) 0.189 1.06 (0.84, 1.34) 0.595
Ratio Cu/Zn 0.78 (0.63, 0.98) 0.032 0.79 (0.63,0.99) 0.039 | 0.84(0.66, 1.08) 0.171
Molibdeno (Mo) 1.15(0.92, 1.44) 0.221 1.22 (0.97, 1.52) 0.083 1.11(0.88, 1.41) 0.371
Ratio Cu/Mo 0.84(0.70,1.00) 0.047 | 0.83(0.69,0.99) 0.035 | 0.86(0.71,1.04) 0.119
Litio (Li) 0.94 (0.73, 1.20) 0.597 1.09 (0.85, 1.38) 0.487 1.16 (0.91, 1.47) 0.225
Selenio (Se) 1.00 (0.80,1.24) 0.969 | 0.99(0.79,1.24) 0.934 | 1.05(0.83,1.32) 0.690
Hierro (Fe) 0.83 (0.65, 1.07) 0.147 0.84 (0.65, 1.09) 0.181 0.90 (0.68, 1.18) 0.423
Cromo (Cr) 0.88(0.63,1.21) 0.419 | 0.86(0.62,1.19) 0.351 | 0.98(0.70,1.37) 0.895

Los datos fueron ajustados por edad (continua), IMC (continua), raza/etnicidad y tabaquismo (alguna vez,
nunca). Los datos se presentan como la diferencia entre los percentiles 20 y 80, que fueron respectivamente:
785y 1267.4 ng/mL para el cobre, 324.2 y 480.76 ng/mL para el zinc, 1.99 y 3.06 para la ratio Cu/Zn, 0.5y 1.8
ng/mL para el molibdeno, 485.29 y 1723.2 para la ratio Cu/Mo, 0.9 y 1.8 ng/mL para el litio, 58.2 y 77 ng/mL
para el selenio, 416.9 y 659.1 ng/mL para el hierro, y 0.5 y 16.88 ng/mL para el cromo, cuantificados en el
liquido folicular; 993.96 y 1519.19 ng/mL para el cobre, 829.34 y 1104.32 ng/mL para el zinc, 0.98 y 1.64 para la
ratio Cu/Zn, 2.5y 5.52 ng/mL para el molibdeno, 218.75 y 564.23 para la ratio Cu/Mo, 5.57 y 6.85 ng/mL para
el litio, 90.79 y 109.83 ng/mL para el selenio, 2.5y 11.66 ng/mL para el cromo, y 2.5y 7.72 ng/mL para el
manganeso, cuantificados en plasma; 4.25y 11.22 ng/g CR para el cobre, 186.4 y 535.29 ng/g CR para el zinc,
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0.96 y 4.15 para la ratio Cu/Zn, 35.05 y 80.35 ng/g CR para el molibdeno, 6.98 y 21.53 para la ratio Cu/Mo,
16.05y 43.81 ng/g CR para el litio, 33.86 y 63.42 ng/g CR para el selenio, 9.14 y 47.12 ng/g CR para el hierro, y
0.17 y 1.14 ng/g CR para el cromo, cuantificados en orina tras la correccién por creatinina.

Por el contrario, en los modelos completamente ajustados se observa una asociacién
negativa estadisticamente significativa entre la concentracién de litio medido en liquido
folicular y el nimero de oocitos recuperados (p20 vs p80 (95% Cl): 0.82 (0.68, 0.98), p de
tendencia = 0.03), la frecuencia relativa de oocitos maduros (p20 vs p80 (95% Cl): 0.80 (0.67,
0.95), p de tendencia = 0.015), y la frecuencia relativa de embriones fecundados (p20 vs p80

(95% Cl): 0.78 (0.65, 0.94), p de tendencia = 0.011) (Tablas 24, 25 y S15).

En el caso de la ratio de las concentraciones de cobre y molibdeno (ratio Cu/Mo) medidos
en orina, en los modelos completamente ajustados se observa una asociaciéon negativa
estadisticamente significativa para el numero de oocitos recuperados (p20 vs p80 (95% Cl):
0.83 (0.70, 0.99), p de tendencia = 0.041), la frecuencia relativa de oocitos maduros (p20 vs
p80 (95% Cl): 0.83 (0.70, 0.98), p de tendencia = 0.027), la frecuencia relativa de embriones
fecundados (p20 vs p80 (95% Cl): 0.84 (0.70, 1.00), p de tendencia = 0.047),y la frecuencia
relativa de llegada a blastocisto (p20 vs p80 (95% Cl): 0.83 (0.69, 0.99), p de tendencia = 0.035)
(Tablas 24, 25 y S15). Finalmente, otros elementos traza esenciales para los que se han
observado asociaciones negativas estadisticamente significativas son para la concentracién
plasmatica de selenio y la concentracidn urinaria de hierro en relacién con la concentracién
de estradiol el dia de la administracidén del desencadenante (p20 vs p80 (95% Cl): 0.86 (0.74,
0.99), p de tendencia = 0.038; y 0.82 (0.68, 0.98), p de tendencia = 0.028, respectivamente)
(Tablas 24, 25 y S15).
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5.4. Asociacion de las concentraciones de elementos traza esenciales con
las variables clinicas del tratamiento de FIV

También examinamos la relacion entre las concentraciones de elementos traza esenciales
en liquido folicular, plasma y orina obtenidos el dia de la puncidn oocitaria con las variables
clinicas del tratamiento de FIV. Los datos de implantacién, embarazo clinico y recién nacido
vivo fueron relativizados a aquellas mujeres que tuvieron transferencia embrionaria, mientras
que la evaluacién del éxito reproductivo fue calculada como el nimero de recién nacidos vivos

respecto al total de mujeres que comenzaron el tratamiento de FIV (Figura 18, Tabla S16).

En los modelos ajustados por edad, IMC, raza/etnicidad y tabaquismo, una mayor
concentracion de molibdeno en orina se asocié significativamente con menor probabilidad de
implantacion (OR (95% Cl): 0.19 (0.03, 0.86), p valor: 0.043), embarazo clinico (OR (95% Cl):
0.2 (0.04, 0.76), p valor: 0.027) y recién nacido vivo (OR (95% Cl): 0.2 (0.04, 0.72), p valor:
0.024). Ademas, el incremento de las concentraciones de litio y cromo en esta matriz bioldgica
también se asociaron significativamente con menor probabilidad de recién nacido vivo (OR
(95% Cl): 0.33 (0.11, 0.89), p valor: 0.036); 0.5 (0.24, 0.97), p valor: 0.049, para el litio y el

cromo, respectivamente) (Figura 18, Tabla S16).

No observamos cambios significativos de las probabilidades de las variables clinicas de
FIV asociadas con las concentraciones de elementos traza esenciales medidos en liquido

folicular o plasma (Figura 18, Tabla S16).
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Figura 18. Diagrama de bosque para las asociaciones entre las concentraciones de elementos traza esenciales y los resultados clinicos de FIV. Las
asociaciones se representan por sus Odds Ratio con intervalos de confianza (Cl) del 95% a partir de modelo ajustados por edad, ICM, raza/etnicidad y
tabaquismo, para cada uno de los compuestos en liquido folicular, plasma y orina obtenidos el dia de la puncién ovdrica. Los resultados incluyen probabilidad
de implantacién, embarazo clinico y nacimiento de un recién nacido vivo en aquellas participantes que tuvieron transferencia de un solo embrién congelado
y la probabilidad de nacimiento de un recién nacido vivo en todas las participantes (éxito reproductivo). Las asociaciones estadisticamente significativas (p <
0.05) se representan con un asterisco rojo.
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6. Impacto de las concentraciones de elementos traza no esenciales
en matrices bioldgicas femeninas sobre los resultados de FIV

6.1. Distribucion de los elementos traza no esenciales en las matrices
biologicas

Las distribuciones y los porcentajes por encima del limite de cuantificacién de los
elementos traza no esenciales en liquido folicular, plasma y orina, obtenidos el dia de la
puncidn ovarica, se presentan en la tabla 26. Elementos traza no esenciales con un porcentaje
de deteccidn inferior al 50%, como el arsénico, estafio, cesio, antimonio y cadmio en liquido
folicular, cadmio en plasma y antimonio y cadmio en orina, fueron excluidos de los
subsiguientes analisis. Dado que por problemas técnicos el mercurio en plasma no pudo

analizarse en todas las muestras, también fue excluido del resto de analisis.

Tabla 26. Distribucion de las concentraciones de elementos traza no esenciales en las
muestras de liquido folicular, plasma y orina recogidos el dia de la puncion ovarica

LOQ >LO0Q (%) GM (SD) Minimo  25% 50% 75%  Maximo

Liquido Folicular
Bario (Ba) (ng/mL) 2 96.1% 2.082 (1.907) 0.50 1.50 2.00 2.70 11.10
Estroncio (Sr) (ng/mL) N/A  100% 27.38 (7.595) 9.00 2227 2879 3260  45.00
Rubidio (Rb) (ng/mL) N/A 100% 116.28 (22.915) 46.00 108.50 124.00 130.25 171.00
Arsénico (As) (ng/mL) 1 15.4% 0.638 (1.271) 0.50 0.50 0.50 0.50 7.08
Estafio (Sn) (ng/mL) 2 0% - - - - - -
Cesio (Cs) (ng/mL) 1 0% - - - - - -
Mercurio (Hg) (ng/mL) N/A  100% 1.841 (2.567) 0.10 1.22 1.76 2.81 14.90
Titanio (Ti) (ng/mL) N/A 100% 2.636 (0.759) 1.40 2.20 2.55 3.03 6.10
Plomo (Pb) (ng/mL) 1 6.2% 0.542 (0.361) 0.50 0.50 0.50 0.50 2.37
Antimonio (Sb) (ng/mL) 10 0% - - - - - -
Cadmio (Cd) (ng/mL) 1 0% - - - - - -
Plasma

Bario (Ba) (ng/mL) N/A  100% 26.24 (121.34) 1597 2070  22.86  26.65  953.79
Estroncio (Sr) (ng/mL) N/A 100% 37.99 (10.05) 22.90 32.03 38.30 44.41 73.36
Rubidio (Rb) (ng/mL) N/A  100% 361.6(182.19)  194.28 268.64 306.64 488.42  959.40
Arsénico (As) (ng/mL) 2 88.1% 4.16 (1.19) 2.50 3.61 411 5.20 8.22
Estafio (Sn) (ng/mL) N/A  100% 9.55 (5.96) 5.25 6.67 8.07 1422 33.21
Cesio (Cs) (ng/mL) N/A  100% 3.71(7.53) 1.97 2.47 3.03 3.62 53.16
Titanio (Ti) (ng/mL) N/A 100% 567.6 (386.27) 94.24 426.40 618.05 887.93 1697.53
Plomo (Pb) (ng/mL) N/A  100% 4.3(1.87) 2.58 3.24 4.20 5.22 11.14
Antimonio (Sb) (ng/mL) 5 94.9% 9.48 (6.09) 2.50 6.80 9.63 13.56 38.56
Cadmio (Cd) (ng/mL) 1 0% - - - - - -
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Tabla 26. Distribucion de las concentraciones de elementos traza no esenciales en las
muestras de liquido folicular, plasma y orina recogidos el dia de la puncidn ovarica

(Continuacion)

Orina

LOQ >LO0Q (%)

GM (SD)

Minimo

25%

50%

75%

Maximo

Bario (Ba) (ng/mL)
Correccion por creatinina
(ng/g CR)

Estroncio (Sr) (ng/mL)
Correccion por creatinina
(ng/g CR)

Rubidio (Rb) (ng/mL)
Correccion por creatinina
(ng/g CR)

Arsénico (As) (ng/mL)
Correccion por creatinina
(ng/g CR)

Estafio (Sn) (ng/mL)
Correccion por creatinina
(ug/g CR)

Cesio (Cs) (ng/mL)
Correccion por creatinina
(ug/g CR)

Mercurio (Hg) (ng/mL)
Correccion por creatinina
(ug/g CR)

Titanio (Ti) (ng/mL)
Correccion por creatinina
(ug/g CR)

Plomo (Pb) (ng/mL)

Correccion por creatinina
(ug/g CR)
Antimonio (Sb) (ng/mL)

Cadmio (Cd) (ng/mL)

1

N/A

N/A

0.5

0.5

N/A

N/A

N/A

0.5

94.8%

100%

100%

98.3%

84.5%

100%

100%

100%

65.5%

0%
0%

1.4 (2.69)
1.61 (2.07)
84.16 (84.6)
96.61 (89.54)
1125.99 (810.16)
1307.16 (1084.25)
13.36 (61.02)
15.33 (59.49)
0.92 (1.13)
1.05 (1.88)
5.54 (3.84)
6.36 (4.52)
1.15 (0.8)
1.32 (2.89)
10.23 (7.34)
12.12 (11.54)
0.46 (0.74)

0.53 (1.42)

0.25

0.15

9.56

10.26

110.84

500.16

0.25

0.91

0.25

0.13

0.58

1.78

0.27

0.26

2.25

3.59

0.25

0.07

0.81

0.38

49.28

33.31

807.99

683.38

5.94

4.70

0.50

0.36

4.04

3.45

0.78

0.46

6.80

6.25

0.25

0.18

131

0.98

88.56

58.98

2.47

1.85

150.43

109.17

19.99

3.05

477.11

151.86

1161.52 2039.44 3515.73

960.52

12.59

6.61

0.92

0.55

5.94

4.62

1.21

0.67

12.07

6.78

0.50

0.26

1202.80 1749.01

28.29

12.64

1.59

1.07

10.13

6.22

1.58

1.26

16.99

12.87

0.52

0.46

345.52

30.29

5.75

1.83

15.97

7.89

4.94

2.29

27.10

21.02

5.80

0.90
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Cuando evaluamos la asociacién de los elementos traza no esenciales en liquido folicular,
plasma y orina obtenidos el dia de la puncidn ovarica mediante coeficientes de correlacién de
Spearman, en general no observamos correlaciones de estos elementos entre fluidos.
Hallamos correlaciones positivas entre el liquido folicular y el plasma para el estroncio (r=0.71)
y el rubidio (r=0.4), y entre el liquido folicular y la orina en el caso del arsénico (r=0.37) (Figura

19).

Al evaluar las correlaciones entre los elementos traza no esenciales evaluados para cada
una de las matrices bioldgicas, de forma general no observamos correlaciones de estos
elementos en liquido folicular. En el caso del plasma, observamos correlaciones positivas
moderadas-altas entre el plomo, estroncio, estano, bario y cesio y correlaciones negativas
moderadas del titanio con el plomo, el estroncio y el estafio. Por uUltimo, en el caso de la orina,
de forma general observamos asociaciones positivas moderadas-altas de estos elementos

(Figura 20).

En un primer andlisis exploratorio, evaluamos las variables demograficas y reproductivas
para cada uno de los elementos traza no esenciales modelados como terciles. De forma
general no observamos diferencias para estas variables entre los terciles de elementos traza
no esenciales medidos en liquido folicular, plasma y orina; aunque si se observd que la
concentracion de bario en liquido folicular se asociaba con mayor edad y el estroncio en
liquido folicular con menor probabilidad de tener educacidn secundaria. Por lo que respecta
a las caracteristicas reproductivas, el tercil superior de concentracién de bario en plasma se
asocia con menor concentracion de estradiol el dia del desencadenante, mientras que mayor
concentracion de bario en orina se asocia con menor probabilidad de recién nacido vivo y éxito
reproductivo. Por ultimo, en el tercil superior de rubidio en liquido folicular se observa menor

tasa de ovocitos maduros que en el tercil inferior (Tabla S17).
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Figura 19. Matrices de correlacién de Spearman que representan las relaciones de los elementos traza no esenciales entre las matrices bioldgicas.
Elementos traza no esenciales en liquido folicular (LF), plasma (P) y orina (O) obtenidos el dia de la puncidn ovarica. El azul representa una correlacion
positiva, mientras que el rojo representa una correlacion negativa. La intensidad del color es proporcional a la fuerza de la correlacién. Los valores tachados
representan asociaciones no significativas (p>0,05).
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Figura 20. Matrices de correlacion de Spearman que representan las relaciones de los elementos traza esenciales para cada matriz biolégica. [A] Liquido
Folicular, [B] Plasma, y [C] Orina. El azul representa una correlacién positiva, mientras que el rojo representa una correlacion negativa. La intensidad del
color es proporcional a la fuerza de la correlacién. Los valores tachados representan asociaciones no significativas (p>0,05).
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6.2. Asociacién de las concentraciones de elementos traza no esenciales
con variables de reserva ovarica

También evaluamos la relacién entre las concentraciones de elementos traza no
esenciales en liquido folicular, plasma y orina obtenidos el dia de la puncién oocitaria con la

concentracion de AMH como marcador de reserva ovarica.

En los modelos multivariable ajustados por edad, IMC, raza/etnicidad y tabaquismo,
mayores concentraciones de estroncio y rubidio medidos en plasma se asociaron de forma
estadisticamente significativa con menor concentracién de AMH (p20 vs p80 (95% Cl): 0.37
(0.15,0.91), p de tendencia =0.032; y 0.25 (0.08, 0.81), p de tendencia = 0.022, para estroncio

y rubidio respectivamente) (Tabla 27 y S18).

Tabla 27. Diferencia de medias para la concentracion de AMH segtn las concentraciones de

elementos traza no esenciales

Concentracion de AMH
p20 vs p80 (95%Cl) p

Concentracion de AMH
p20 vs p80 (95%Cl) p

Liquido Folicular Orina

Bario (Ba) 0.59 (0.27, 1.30) 0.186 Bario (Ba) 0.84(0.30, 2.36) 0.735

Estroncio (Sr) 0.41(0.15, 1.14) 0.085 Estroncio (Sr) 1.11(0.38, 3.27) 0.844

Rubidio (Rb) 0.57 (0.27, 1.18) 0.127 Rubidio (Rb) 1.32(0.53, 3.30) 0.543

Mercury (Hg) 1.26 (0.58, 2.77) 0.553 Arsénico (As) 2.09 (0.73, 6.03) 0.168

Titanio (Ti) 0.97 (0.33, 2.84) 0.952 Estafio (Sn) 0.88 (0.35, 2.23) 0.792
Plasma Cesio (Cs) 1.06 (0.45, 2.47) 0.896

Bario (Ba) 1.01 (0.65, 1.57) 0.976 Mercury (Hg) 1.53(0.53, 4.42) 0.425

Estroncio (Sr) 0.37(0.15,0.91) 0.032 Plomo (Pb) 1.06 (0.36, 3.07) 0.917

Rubidio (Rb) 0.25 (0.08, 0.81) 0.022

Arsénico (As) 0.52(0.21, 1.33) 0.170

Estafio (Sn) 2.76 (0.96, 7.94) 0.059

Cesio (Cs) 1.21(0.79, 1.85) 0.370

Titanio (Ti) 0.52 (0.20, 1.35) 0.175

Plomo (Pb) 1.05 (0.38, 2.94) 0.923

Antimonio (Sb) 1.45 (0.59, 3.56) 0.416

Los datos fueron ajustados por edad (continua), IMC (continua), raza/etnicidad y tabaquismo (alguna vez, nunca).
Los datos se presentan como la diferencia entre los percentiles 20 y 80, que fueron respectivamente: 1.5y 2.8
ng/mL para el bario, 22.04 y 34.21 ng/mL para el estroncio, 103.20 y 134 ng/mL para el rubidio, 1.2 y 2.99 ng/mL
para el mercurio, y 2.12 y 3.10 ng/mL para el titanio, cuantificados en el liquido folicular; 19.99y 30.1 ng/mL para
el bario, 31.02 y 45.39 ng/mL para el estroncio, 264.72 y 578.41 ng/mL para el rubidio, 3.43 y 5.29 ng/mL para el
arsénico, 6.58 y 14.82 ng/mL para el estafio, 2.46 y 3.93 ng/mL para el cesio, 328.86 y 908.27 ng/mL para el
titanio, 3.06 y 5.65 ng/mL para el plomo, y 6.47 y 14.11 ng/mL para el antimonio, cuantificados en plasma; 0.72
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y 3.24 ng/g CR para el bario, 53.79 y 190.25 ng/g CR para el estroncio, 924.42 y 1885.94 ng/g CR para el rubidio,
6.22 y 38.89 ng/g CR para el arsénico, 0.54 y 2.01 ng/g CR para el estafio, 4.37 y 8.29 ng/g CR para el cesio, 6.73
y 21.76 ng/g CR para el titanio, 0.63 y 2.40 ng/g CR para el mercurio, y 0.26 y 1.13 ng/g CR para el plomo,
cuantificados en orina tras la correccidn por creatinina.

6.3. Asociacion de las concentraciones de elementos traza no esenciales
con variables de respuesta ovaricay embrioldgicas del tratamiento de
FIV

En los modelos multivariables completamente ajustados por edad, IMC, raza/etnicidad y
tabaquismo, se observaron multiples asociaciones negativas estadisticamente significativas
entre la concentracion de distintos elementos traza no esenciales medidos en distintas
matrices bioldgicas y diversas variables de respuesta ovarica y variables embrioldgicas del
tratamiento de FIV. En concreto, se observa que mayor concentracidon de bario medido en
liquido folicular se asocio significativamente con un descenso en la concentracion de estradiol
en el momento del desencadenante (p20 vs p80 (95% Cl): 0.83 (0.70, 0.97), p de tendencia =
0.019), el numero de oocitos recuperados (p20 vs p80 (95% Cl): 0.81 (0.66, 0.99), p de
tendencia = 0.042), la frecuencia relativa de oocitos maduros (p20 vs p80 (95% Cl): 0.81 (0.66,
0.99), p de tendencia = 0.041), la frecuencia relativa de embriones fecundados (p20 vs p80
(95% CI): 0.79 (0.64, 0.99), p de tendencia = 0.038), la frecuencia relativa de llegada a
blastocisto (p20 vs p80 (95% Cl): 0.78 (0.63, 0.97), p de tendencia = 0.027) y la frecuencia
relativa de embriones euploides (p20 vs p80 (95% Cl): 0.73 (0.60, 0.90), p de tendencia = 0.004)
(Tablas 28, 29 y S18).
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Tabla 28. Diferencia de medias y frecuencias relativas para las variables de respuesta ovarica

segun las concentraciones de elementos traza no esenciales

Concentracion de E2 el dia

del desencadenante

Numero de oocitos

recuperados

Frecuencia relativa de

oocitos maduros

p20 vs p80 (95%Cl) p p20 vs p80 (95%Cl) p p20 vs p80 (95%Cl) p
Liquido Folicular
Bario (Ba) 0.83 (0.70, 0.97) 0.019 0.81 (0.66, 0.99) 0.042 0.81 (0.66, 0.99) 0.041
Estroncio (Sr) 0.88 (0.71, 1.10) 0.251 0.83 (0.65, 1.05) 0.123 0.81(0.65, 1.01) 0.062
Rubidio (Rb) 1.06 (0.91, 1.24) 0.447 0.98 (0.82, 1.18) 0.866 0.99 (0.83, 1.17) 0.871
Mercury (Hg) 1.03 (0.86, 1.23) 0.743 1.04 (0.85, 1.28) 0.679 1.04 (0.86, 1.26) 0.675
Titanio (Ti) 1.05 (0.84, 1.31) 0.679 1.05 (0.80, 1.37) 0.733 1.00 (0.75, 1.33) 0.992
Plasma
Bario (Ba) 0.97 (0.88, 1.07) 0.527 1.01(0.91,1.12) 0.899 1.02 (0.92,1.12) 0.762
Estroncio (Sr) 0.85 (0.70, 1.04) 0.113 0.82 (0.64, 1.03) 0.088 0.77 (0.62, 0.96) 0.022
Rubidio (Rb) 0.88 (0.68, 1.13) 0.310 0.74 (0.55, 1.01) 0.055 0.78 (0.58, 1.03) 0.083
Arsénico (As) 0.93 (0.76, 1.13) 0.451 0.74 (0.59, 0.92) 0.009 0.75 (0.61, 0.92) 0.008
Estafio (Sn) 0.94 (0.75, 1.18) 0.596 0.87 (0.66, 1.14) 0.310 0.90 (0.69, 1.16) 0.400
Cesio (Cs) 1.00 (0.91, 1.09) 0.993 0.99 (0.89, 1.11) 0.910 0.99 (0.89, 1.10) 0.864
Titanio (Ti) 1.01(0.83, 1.24) 0.894 0.95 (0.74, 1.23) 0.702 0.98 (0.77, 1.24) 0.841
Plomo (Pb) 0.97 (0.78, 1.20) 0.750 0.79 (0.61, 1.04) 0.089 0.80 (0.62, 1.04) 0.096
Antimonio (Sb) 0.94 (0.78, 1.14) 0.536 0.85 (0.69, 1.06) 0.139 0.88 (0.72, 1.08) 0.205
Orina
Bario (Ba) 0.93 (0.75, 1.15) 0.500 0.88 (0.69, 1.11) 0.273 0.82 (0.66, 1.02) 0.069
Estroncio (Sr) 0.89(0.72,1.12) 0.315 0.85 (0.66, 1.09) 0.194 0.85 (0.67, 1.08) 0.185
Rubidio (Rb) 1.06 (0.89, 1.27) 0.508 0.99 (0.79, 1.23) 0.931 1.01(0.81, 1.26) 0.918
Arsénico (As) 1.18 (0.95, 1.47) 0.136 1.21 (0.95, 1.54) 0.116 1.19 (0.95, 1.49) 0.122
Estafio (Sn) 0.86 (0.72, 1.04) 0.126 0.88 (0.70, 1.11) 0.275 0.89(0.71, 1.12) 0.315
Cesio (Cs) 1.06 (0.89, 1.26) 0.536 0.98 (0.80, 1.20) 0.849 0.97 (0.80, 1.18) 0.778
Mercury (Hg) 0.95 (0.76, 1.18) 0.623 1.02 (0.78, 1.34) 0.860 1.09 (0.84, 1.41) 0.516
Plomo (Pb) 0.95 (0.76, 1.18) 0.610 0.97 (0.74, 1.28) 0.840 1.02 (0.78, 1.33) 0.885

Los datos fueron ajustados por edad (continua), IMC (continua), raza/etnicidad y tabaquismo (alguna vez, nunca).

Los datos se presentan como la diferencia entre los percentiles 20 y 80, que fueron respectivamente: 1.5y 2.8

ng/mL para el bario, 22.04 y 34.21 ng/mL para el estroncio, 103.20 y 134 ng/mL para el rubidio, 1.2 y 2.99 ng/mL

para el mercurio, y 2.12 y 3.10 ng/mL para el titanio, cuantificados en el liquido folicular; 19.99 y 30.1 ng/mL para
el bario, 31.02 y 45.39 ng/mL para el estroncio, 264.72 y 578.41 ng/mL para el rubidio, 3.43 y 5.29 ng/mL para el
arsénico, 6.58 y 14.82 ng/mL para el estafio, 2.46 y 3.93 ng/mL para el cesio, 328.86 y 908.27 ng/mL para el

titanio, 3.06 y 5.65 ng/mL para el plomo, y 6.47 y 14.11 ng/mL para el antimonio, cuantificados en plasma; 0.72
y 3.24 ng/g CR para el bario, 53.79 y 190.25 ng/g CR para el estroncio, 924.42 y 1885.94 ng/g CR para el rubidio,
6.22 y 38.89 ng/g CR para el arsénico, 0.54 y 2.01 ng/g CR para el estafio, 4.37 y 8.29 ng/g CR para el cesio, 6.73
y 21.76 ng/g CR para el titanio, 0.63 y 2.40 ng/g CR para el mercurio, y 0.26 y 1.13 ng/g CR para el plomo,

cuantificados en orina tras la correccidn por creatinina.
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En el caso del estroncio, las concentraciones halladas en plasma se asociaron
significativamente con menor frecuencia relativa de oocitos maduros (p20 vs p80 (95% Cl):
0.77 (0.62,0.96), p de tendencia =0.022), menor frecuencia relativa de embriones fecundados
(p20 vs p80 (95% Cl): 0.77 (0.61, 0.98), p de tendencia = 0.035) y menor frecuencia relativa de
blastocistos (p20 vs p80 (95% Cl): 0.77 (0.60, 0.98), p de tendencia = 0.036). Por otro lado, una
mayor concentracion de estroncio medido en liquido folicular se asocid6 de forma
estadisticamente significativa con menor frecuencia relativa de blastocistos (p20 vs p80 (95%
Cl): 0.76 (0.62, 0.94), p de tendencia = 0.014), y menor frecuencia relativa de embriones
euploides (p20 vs p80 (95% Cl): 0.77 (0.63, 0.93), p de tendencia = 0.008) (Tablas 28, 29 y S18).

Por ultimo, otro de los metales pesados para los que se observé una asociacidén negativa
estadisticamente significativa con variables de respuesta ovarica y variables embrioldgicas del
tratamiento de FIV es para la concentracién de arsénico en plasma. En este caso, en los
modelos completamente ajustados se observd que la concentracidn de arsénico en plasma se
asociaba inversamente con el nimero de oocitos recuperados (p20 vs p80 (95% Cl): 0.74 (0.59,
0.92), p de tendencia = 0.009), frecuencia relativa de oocitos maduros (p20 vs p80 (95% Cl):
0.75 (0.61, 0.92), p de tendencia = 0.008) y frecuencia relativa de embriones fecundados (p20
vs p80 (95% Cl): 0.77 (0.62, 0.97), p de tendencia = 0.028) (Tablas 28, 29 y S18).
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Tabla 29. Frecuencias relativas para las variables embrioldgicas del tratamiento de FIV segtin
las concentraciones de los elementos traza no esenciales

Frecuencia relativa de

embriones fecundados

Frecuencia relativa de
llegada a blastocisto

Frecuencia relativa de
embriones euploides

p20 vs p80 (95%Cl) p p20 vs p80 (95%Cl) p p20 vs p80 (95%Cl) p
Liquido Folicular
Bario (Ba) 0.79 (0.64, 0.99) 0.038 0.78 (0.63, 0.97) 0.027 0.73 (0.60, 0.90) 0.004
Estroncio (Sr) 0.81(0.65, 1.01) 0.060 0.76 (0.62, 0.94) 0.014 0.77 (0.63, 0.93) 0.008
Rubidio (Rb) 1.00 (0.84, 1.20) 0.991 0.95 (0.80, 1.12) 0.515 0.89 (0.78, 1.02) 0.102
Mercury (Hg) 1.02 (0.83, 1.26) 0.814 0.96 (0.79, 1.16) 0.649 0.98 (0.82, 1.18) 0.838
Titanio (Ti) 0.96 (0.71, 1.30) 0.799 0.96 (0.71, 1.31) 0.811 0.99 (0.72, 1.38) 0.972
Plasma
Bario (Ba) 1.02 (0.92, 1.14) 0.677 1.03 (0.92, 1.16) 0.572 1.07 (0.94, 1.21) 0.309
Estroncio (Sr) 0.77 (0.61, 0.98) 0.035 0.77 (0.60, 0.98) 0.036 0.80 (0.62, 1.03) 0.087
Rubidio (Rb) 0.83(0.61,1.12) 0.213 0.89 (0.65, 1.22) 0.453 0.94 (0.69, 1.28) 0.69
Arsénico (As) 0.77 (0.62, 0.97) 0.028 0.83 (0.65, 1.05) 0.116 0.80 (0.63, 1.01) 0.065
Estafio (Sn) 0.92 (0.70, 1.22) 0.563 0.97 (0.73, 1.30) 0.835 1.01 (0.76, 1.33) 0.948
Cesio (Cs) 0.99 (0.88, 1.11) 0.833 0.98 (0.86, 1.11) 0.698 0.94 (0.82, 1.07) 0.360
Titanio (Ti) 1.00 (0.77, 1.30) 0.992 0.98 (0.74, 1.29) 0.864 1.07 (0.82, 1.40) 0.617
Plomo (Pb) 0.85 (0.64, 1.11) 0.228 0.78 (0.58, 1.05) 0.096 0.90 (0.65, 1.23) 0.493
Antimonio (Sbh) 0.89(0.72, 1.11) 0.294 0.90(0.72, 1.13) 0.373 0.91(0.73, 1.14) 0.422
Orina
Bario (Ba) 0.80 (0.64, 1.00) 0.055 0.88 (0.69, 1.11) 0.276 0.90 (0.70, 1.16) 0.406
Estroncio (Sr) 0.86 (0.67, 1.11) 0.232 0.95(0.73, 1.23) 0.674 0.95 (0.71, 1.27) 0.717
Rubidio (Rb) 1.00 (0.80, 1.26) 0.974 0.98 (0.78, 1.24) 0.888 0.98 (0.76, 1.26) 0.856
Arsénico (As) 1.16 (0.92, 1.48) 0.204 1.15(0.91, 1.47) 0.233 1.16 (0.91, 1.50) 0.227
Estafio (Sn) 0.85 (0.67, 1.09) 0.192 0.90 (0.70, 1.16) 0.405 1.03 (0.80, 1.33) 0.802
Cesio (Cs) 0.95 (0.78, 1.16) 0.616 0.97 (0.80, 1.19) 0.798 0.95 (0.77, 1.18) 0.653
Mercury (Hg) 1.08 (0.81, 1.42) 0.601 1.02 (0.77, 1.35) 0.870 1.01 (0.75, 1.35) 0.961
Plomo (Pb) 1.03 (0.78, 1.37) 0.810 1.06 (0.80, 1.41) 0.672 1.04 (0.76, 1.42) 0.805

Los datos fueron ajustados por edad (continua), IMC (continua), raza/etnicidad y tabaquismo (alguna vez, nunca).
Los datos se presentan como la diferencia entre los percentiles 20 y 80, que fueron respectivamente: 1.5y 2.8
ng/mL para el bario, 22.04 y 34.21 ng/mL para el estroncio, 103.20 y 134 ng/mL para el rubidio, 1.2 y 2.99 ng/mL
para el mercurio, y 2.12 y 3.10 ng/mL para el titanio, cuantificados en el liquido folicular; 19.99 y 30.1 ng/mL para
el bario, 31.02 y 45.39 ng/mL para el estroncio, 264.72 y 578.41 ng/mL para el rubidio, 3.43 y 5.29 ng/mL para el
arsénico, 6.58 y 14.82 ng/mL para el estafio, 2.46 y 3.93 ng/mL para el cesio, 328.86 y 908.27 ng/mL para el
titanio, 3.06 y 5.65 ng/mL para el plomo, y 6.47 y 14.11 ng/mL para el antimonio, cuantificados en plasma; 0.72
y 3.24 ng/g CR para el bario, 53.79 y 190.25 ng/g CR para el estroncio, 924.42 y 1885.94 ng/g CR para el rubidio,
6.22 y 38.89 ng/g CR para el arsénico, 0.54 y 2.01 ng/g CR para el estafio, 4.37 y 8.29 ng/g CR para el cesio, 6.73
y 21.76 ng/g CR para el titanio, 0.63 y 2.40 ng/g CR para el mercurio, y 0.26 y 1.13 ng/g CR para el plomo,
cuantificados en orina tras la correccidn por creatinina.
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6.4. Asociacion de las concentraciones de elementos traza no esenciales
con los resultados clinicos del tratamiento de FIV

Al evaluar la relacién entre las concentraciones de elementos traza no esenciales en
liquido folicular, plasmay orina obtenidos el dia de la puncién ovarica con las variables clinicas
del tratamiento de FIV, se observaron asociaciones negativas para las concentraciones de

bario y estafio medidas en orina.

En concreto, en los modelos ajustados por edad, IMC, raza/etnicidad y tabaquismo, el
incremento en la concentracion de bario en orina se asocié significativamente con menor
probabilidad de recién nacido vivo (OR (95% Cl): 0.5 (0.24, 0.95), p valor: 0.049) y éxito
reproductivo (OR (95% Cl): 0.49 (0.23, 0.91), p valor: 0.036). En este sentido, tras el mismo
tipo de ajuste también se asocié una mayor concentracién de estaiio en orina con un descenso
en la probabilidad de éxito reproductivo (OR (95% Cl): 0.5 (0.25, 0.95), p valor: 0.042) (Figura
21, Tabla S19).

120



V | RESULTADOS

|_.i_| |—-:—| I—IH |—lH Bario (Ba)

| : | | : . I I_,_._|: |—v—!—|: Estroncio (Sr)

l_i"_| |_5_| |—u—| |—.—-—| Rubidio (Rb)

H_' |—¢—| |—l:—| Mercurio (Ha)
l—'_ﬁ |_'—'—|: |_'_|E |_'_|E Titania (Ti)
|+'—| — |—'—|: I—'—H Bario (Ba)

. I ¥ - i ——— ———d] Estrancio (Sr)
—e—i —a— —e— —— Rubidio (Rb)
|_+_| |—i-.—| |—il—| I—i"—| Arsénico (As)

—+— —=— —+— —+ Estafio (3n)
—e—j e o | =+ Cesio (Cs)
——i —— - e Titanio (Ti)
I'i—'—| |—‘—|I I—'—'—l: I—'—'—|: Ploma (Pb)
=+ | e | H+ e+ Antimaonio (Sh)
e e * e * Bario (Ba)
|_,:._| |_.,:_| I—l-H I—O-H Estroncio (Sr)
——i e e i Rubidio (Rb)
|_..:.| |..:.| |-:-| I-:i-l Arsénico (As)
I—"H I—'-Iﬂ I-'-i * I-'-tl Estafio (3n)
|_'_'_|. I_'_"I. |_'—t |—'—| Cesio (Cs)
-y = ] (| Mercurio (Ha)
= = - e Ploma (P}
0.01 010 1.00 10.00 100.00 0.01 010 1.00 10.00 100.00 0.01 010 1.00 10.00 100.00 0.01 010 1.00 10.00 100.00

Odds Ratio (95% Confidence Interval)

Figura 21. Diagrama de bosque para las asociaciones entre las concentraciones de elementos traza no esenciales y los resultados clinicos de FIV. Las
asociaciones se representan por sus Odds Ratio con intervalos de confianza (Cl) del 95% a partir de modelo ajustados por edad, ICM, raza/etnicidad y
tabaquismo, para cada uno de los compuestos en liquido folicular, plasma y orina obtenidos el dia de la puncién ovdrica. Los resultados incluyen probabilidad
de implantacién, embarazo clinico y nacimiento de un recién nacido vivo en aquellas participantes que tuvieron transferencia de un solo embrién congelado
y la probabilidad de nacimiento de un recién nacido vivo en todas las participantes (éxito reproductivo). Las asociaciones estadisticamente significativas (p <
0.05) se representan con un asterisco rojo.
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VI, DISCUSION

1. Diseio del estudio

En este estudio hemos evaluado una cohorte de sesenta mujeres que acudian a
someterse a un tratamiento de FIV con DGP-A y transferencia en diferido de un Unico embrién
euploide. La seleccién tan especifica de estas participantes, con una estimulacidn ovérica y
procedimientos embrioldgicos similares, nos ha permitido evaluar variables (como las tasas
de fecundacion, llegada a blastocisto, o ploidia embrionaria) que de forma normal no serian
monitorizables. De hecho, la transferencia en diferido de un Unico embrién euploide nos ha
permitido incrementar el peso de la funcion endometrial respecto a la funcion embrionaria a
la hora de evaluar el impacto de la exposicidn a compuestos ambientales y procedentes de la
dieta sobre la implantacidn embrionaria. Sin embargo, hay que tener en cuenta que los
resultados de este estudio pueden no ser facilmente generalizables para mujeres fértiles e
incluso para mujeres infértiles que no estén sometidas a un tratamiento de FIV con estas

caracteristicas.

Ademads, aunque hemos evaluado entre dos y tres matrices bioldgicas, todas fueron
tomadas el dia de la puncién ovdrica, lo que puede no ser reflejo de la situaciéon de las
participantes en todos los momentos del procedimiento. En el caso de los compuestos con
una vida media corta, esta limitacion puede haber conducido a un error de medida por el que

las asociaciones existentes se hayan visto atenuadas.

Pensando un poco mas a largo plazo, aunque hubiéramos podido monitorizar a las
participantes durante todo su tratamiento de reproduccion asistida, se ha descrito que los
contaminantes ambientales pueden afectar al organismo en miltiples ventanas de
susceptibilidad, entre los que destaca el desarrollo embrionario y peri-puberal como los mas
sensibles, y pudiendo llegar a transmitirse durante generaciones. Por ejemplo, los oocitos
guedan detenidos en el principio de la metafase Il en el periodo fetal y se mantienen asi hasta
qgue su foliculo es activado, siendo susceptibles a los efectos de diversos compuestos
ambientales durante toda la vida. Por este motivo, la evaluacién en la edad adulta puede tener

un efecto pronéstico limitado, aunque hemos observado asociaciones interesantes.
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A la hora de interpretar estos resultados también hay que tener en cuenta las diferencias
temporales y geograficas entre estudios. Asi, pueden ser reflejo del impacto de distintas
medidas regulatorias de estos compuestos (como en el caso del plomo o el cadmio, cuyos
niveles de exposicién han descendido dramaticamente en el ultimo siglo (Lee et al., 2020;
Tellez-Plaza et al., 2012)), de la presencia de fuentes especificas de algun tipo de compuesto
(como actividades econdmicas especificas, accidentes, residencia en zonas urbanas o rurales),
de la gran variabilidad de diferencias raciales y étnicas, habitos dietéticos y otros factores de
estilo de vida que afecten tanto la exposicion a contaminantes ambientales (James-Todd et
al., 2016) como las probabilidades de recién nacido vivo tras el tratamiento de FIV (Humphries

etal., 2016; McQueen et al., 2015).

El nimero de participantes incluido en nuestro estudio es limitado, situdndose por debajo
de muchos otros trabajos con un enfoque similar en el que se han evaluado unos cientos de
participantes. Sin embargo, gracias a este disefio hemos podido eliminar multiples variables
de confusién derivadas de la seleccién de las participantes (mujeres con infertilidad primaria,
iatrogénica) y los procedimientos del tratamiento de FIV (mismo tipo de estimulacion
hormonal, técnica de fecundacidén, desarrollo hasta blastocisto, DGP-A, transferencia en

diferido de un Unico embridn euploide), lo que aporta robustez a nuestros resultados.

Ademads de esta seleccidon tanto en las participantes como en los procedimientos del
tratamiento de FIV para homogeneizar al maximo nuestra poblacién de estudio, hemos tenido
en cuenta variables de confusidn como la edad, el IMC, la raza/etnicidad y el estatus de
tabaquismo como covariables en los modelos, ya que son factores bien establecidos que
pueden afectar tanto los niveles de exposicion a los contaminantes ambientales como los
resultados de la FIV (Luke et al., 2012; Sermondade et al., 2019). Sin embargo, no hemos
tenido en cuenta otros factores de confusion bioldgicos, como la modificacién del efecto
debido a causas genética (por ejemplo, polimorfismos de genes del sistema de detoxificacion)
(Syrkasheva et al., 2021), la dieta o a la presencia conjunta de micronutrientes protectores
(por ejemplo, la vitamina D o los acidos grasos poliinsaturados omega-3) (Lass and Belluzzi,
2019; Makieva et al., 2020) que pueden dar lugar a un sesgo de atenuacion o a la anulaciéon

de las asociaciones (Cano-Sancho and Casas, 2020).
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En este estudio hemos incluido la variable éxito reproductivo, en la que se incorporaron
los tratamientos en los que no se obtuvieron embriones euploides o estos no fueron viables.
Hemos agregado esta variable siguiendo la argumentacion de Messerlian y Gaskins
(Messerlian and Gaskins, 2017). Segun estos autores, la exclusién de estos tratamientos, que
pueden representar el 10-20% de los ciclos, puede conducir a un sesgo si la exposicidon de
interés se asocia con un fracaso temprano de las técnicas de reproduccion asistida (p. ej., no

obtener oocitos maduros, fallos de fecundacidn o ausencia de embriones euploides).

Por ultimo, en este estudio no hemos evaluado la aportacién del factor masculino, aunque
este juega un papel clave en las probabilidades de recién nacido vivo tras el tratamiento de
reproduccién asistida. Aunque en la actualidad esta mds que demostrado el impacto negativo
de multiples contaminantes ambientales sobre la calidad seminal (Krzastek et al., 2020),
habria sido muy interesante poder evaluar el efecto conjunto y el grado de impacto de cada

uno de los factores.

2. Metodologia del estudio

Entre el gran nimero de familias de compuestos ambientales y procedentes de la dieta
susceptibles de afectar la fertilidad humana y los resultados de los tratamientos de FIV, nos
centramos en un numero limitado de metabolitos de fitoestrégenos, parabenos, ftalatos, y un
amplio panel de elementos traza, tanto esenciales como no esenciales, por ser compuestos
escasamente evaluados con relacién a este tipo de variables en el momento de inicio de este

proyecto.

Sin embargo, seria interesante ampliar el andlisis en nuestra poblacién a un mayor
nimero de metabolitos para las familias evaluadas e incorporar otras familias de

contaminantes, como POPs (PCBs, pesticidas, etc), triclosan, micotoxinas, etc.

Con el gran desarrollo de tecnologias que se estd produciendo en los ultimos afios, la
generalizacion de los espectrémetros de masas de alta resolucién en los laboratorios de
investigacion y de los servicios analiticos (p. ej. Qg-TOF-MS, Orbitrap, FT-ICR-MS) estd
comenzando a facilitarse la identificacion de contaminantes ambientales en distintas matrices
bioldgicas (Metcalfe et al., 2022). Aun asi, para cubrir el amplio espectro de estos compuestos

es necesario llevar a cabo en paralelo separaciones cromatograficas, tanto liquida para los
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compuestos menos volatiles como gaseosa para los compuestos mas volatiles, antes de la
deteccion por espectrometria de masas (Metcalfe et al., 2022). Ademas, las técnicas de
ionizacion varian seguln los compuestos a evaluar y el tipo de instrumento de espectrometria
de masas y en la actualidad no hay casi estandares comerciales ni sustitutos marcados
isotopicamente para la cuantificacion de multiples compuestos diana (Metcalfe et al., 2022).
Por lo tanto, aunque se estan realizando esfuerzos en este sentido, la cuantificacién no dirigida
de posibles contaminantes ambientales en muestras bioldgicas continla resultando un reto
para los quimicos analiticos, por lo que en la actualidad existe una limitacién tecnoldgica a la

hora de obtener esta informacion.

Ademas, como en la mayoria de los estudios disponibles hasta el momento, generalmente
hemos considerado cada compuesto como variables de exposicidn independientes; aunque
en el caso de los fitoestrégenos y los parabenos hemos considerado también la suma de los
congéneres evaluados. Sin embargo, este enfoque es poco realista teniendo en cuenta que
diariamente y a lo largo de la vida nos encontramos expuestos a una mezcla multiple y
dindmica de compuestos ambientales, y que estos compuestos pueden actuar de forma tanto
sinérgica como antagoénica. Ademas, como hemos podido observar en las correlaciones
globales y se ha descrito en otros estudios, gran parte de los compuestos ambientales se
encuentran incluidos en mezclas complejas de sustancias altamente correlacionadas con
propiedades fisicoquimicas similares. Para afrontar estas limitaciones metodoldgicas
intrinsecas, en la ultima década se estan desarrollando distintos enfoques estadisticos para el
modelado de multiples contaminantes, mediante la adaptacion de técnicas de otros campos
o el desarrollo de nuevas metodologias. Parte de estas nuevas metodologias estan descritas
en el manual editado por la doctora Andrea Bellavia (Bellavia et al., 2019). Sin embargo,
aungue hemos aplicado esta metodologia hasta el punto de que nuestros datos nos lo han
permitido, el modesto tamafo de nuestra muestra no ha permitido que pudiéramos hacer
converger estos modelos, ya que requieren una vasta cantidad de datos. Por poner en
contexto, Chung et al. calcularon un tamafio muestral minimo de aproximadamente 2 700
participantes para poder establecer conexiones claras y significativas entre la exposicion a una
mezcla bastante detallada de DE y los pardmetros seminales mediante este tipo de

aproximaciones (Chung et al., 2019).
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Por lo tanto, a la hora de embarcarse en un proyecto de este calibre, con el desarrollo
técnico existente en la actualidad es necesario poder disponer de grandes recursos materiales,
instrumentales y estadisticos para poder evaluar en una poblacidn extensa el mayor nimero

de contaminantes ambientales y de esta forma generar informacién sdlida.

3. Resultados del estudio

Tras discutir y contextualizar las particularidades, tanto de disefio como metodolégicas,
del estudio en el que se enmarca la presente tesis doctoral, pasamos a discutir los resultados
del estudio, para cada uno de los tipos de compuestos ambientales y procedentes de la dieta

evaluados en mujeres sometidas a tratamientos de FIV, y a relacionarlos con otros estudios.

3.1. Impacto de las concentraciones de fitoestrogenos sobre los
resultados de FIV

Tras comparar los resultados del tratamiento de FIV de sesenta mujeres que tuvieron un
tratamiento de DGP-A con SET/FET con las concentraciones de fitoestrogenos en liquido
folicular y orina obtenidos el dia de la puncién ovdrica, observamos que mayores
concentraciones de fitoestrogenos mostraban asociaciones positivas estadisticamente
significativas con variables de reserva ovarica, respuesta ovarica a la estimulacién hormonal y
variables embrioldgicas del ciclo de FIV. Ademas, la suma de fitoestrégenos presentes en
ambas matrices biolégicas favorecieron significativamente los resultados clinicos del
tratamiento de FIV tras el SET/FET y la probabilidad de tener un recién nacido vivo por cada

ciclo iniciado.

Hasta donde llega nuestro conocimiento, este es el primer estudio en el que directamente
se relaciona la presencia de fitoestrogenos en matrices biolégicas femeninas con los
resultados del tratamiento de FIV. Las concentraciones urinarias de daidzeina y genisteina
halladas en nuestra poblacidn fueron similares a las descritas en la poblacién general de EEUU
(Sun et al., 2020). Nuestros resultados coinciden con un estudio observacional previo, con 315
mujeres subfértiles procedentes de EEUU que en conjunto se realizaron 530 ciclos de
reproduccién asistida, en el que se informd de una asociaciéon positiva estadisticamente
significativa entre el consumo de soja a través de la dieta y las ratios de fecundacién, embarazo
y recién nacido vivo (Vanegas et al., 2015). Ademads, en el estudio clinico aleatorizado realizado

por Shahin et al. se evalud el impacto de la suplementacidn con fitoestrégenos (120 mg/dia
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durante los primeros 12 dias del ciclo) en 147 mujeres con infertilidad de causa desconocida
en un tratamiento de coito programado. Las mujeres que recibieron la suplementacién con
fitoestrégenos, ademas de la estimulacidn ovdrica con citrato de clomifeno, mostraron tasas
de embarazo clinico significativamente superiores a aquellas que no recibieron la
suplementacion junto con la estimulacién ovarica (Shahin et al., 2009). De forma similar, en el
ensayo clinico aleatorizado realizado por Unfer et al. con 213 mujeres, que en conjunto
participaron en 284 ciclos de FIV, se informd de un incremento significativo de las tasas de
implantacion, embarazo clinico, y embarazo en marcha/recién nacido vivo en mujeres que
recibieron soporte en fase IGtea con una suplementacion diaria de isoflavonas (1 500 mg/dia),
comparado con aquellas a las que se les suministré placebo junto al soporte en fase lutea

(Unfer et al., 2004).

Los resultados de los dos ensayos clinicos, en los que se evaluaron los beneficios
potenciales de la suplementacién con fitoestrégenos, sugieren que estos compuestos pueden
actuar a través de mecanismos moduladores de la respuesta endometrial a estrégenos, ya que
en ambos estudios se observaron incrementos en el grosor endometrial tras la
suplementacion con fitoestréogenos (Shahin et al., 2009; Unfer et al., 2004). Esta observacion
puede tener sentido en el contexto de ambos estudios, ya que se las participantes se
sometieron a una estimulacién ovarica con citrato de clomifeno, que puede ejercer un efecto
deletéreo sobre la funcién endometrial (Montenegro et al., 2021). De hecho, en el estudio de
Vanegas et al. no se observd un mayor grosor endometrial en aquellas mujeres que
informaron de un mayor consumo de soja (Vanegas et al., 2015). Con nuestro disefo de
estudio, los potenciales efectos de confusién de la estimulacién hormonal sobre la
receptividad endometrial fueron prevenidos mediante la realizacién de una transferencia
embrionaria en diferido. Ademas, la transferencia de un Unico embridn euploide previno de
sesgos por posibles fallos de implantacidn de origen embrionario, lo que nos permite evaluar
de forma fiable la funcién endometrial. Los hallazgos de este estudio implican que el consumo
de fitoestrogenos puede mejorar la funcion endometrial durante la implantacién, ademas de

estar implicados en otros mecanismos que faciliten el mantenimiento del embarazo.

Basandonos en la premisa de que una mejor competencia oocitaria puede ser

parcialmente responsable de los resultados clinicos observados por Vanegas et al.,

130



VI  DISCUSION

postulamos que, en nuestra cohorte femenina, aquellas participantes con mayores
concentraciones de fitoestrogenos el dia de la puncidn ovarica presentan una mejor respuesta
ovdrica, con mayor maduracidn oocitaria y tasas de fecundacién. De hecho, la teoria de que
la administracidon de fitoestrogenos tiene efectos positivos sobre la funcidon ovarica queda
reforzada por un ensayo clinico en el que se observaron mejoras en la ovulacién y la
produccién de estradiol en mujeres anovuladoras con una suplementacién diaria de 6 g de

polvo de soja negra (Kohama et al., 2005).

Finalmente, los fitoestrogenos también pueden tener un efecto protector sobre la funcion
reproductiva femenina. Ademads de los beneficios de la suplementacion con fitoestrégenos
sobre la funcion endometrial de mujeres tratadas con citrato de clomifeno que previamente
discutidos, en un estudio observacional en humanos y en experimentos preclinicos con
roedores se ha descrito que dietas ricas en soja contrarrestan los efectos de sustancias con
efecto disruptor endocrino como el BPA (Chavarro et al., 2016; Muhlhauser et al., 2009).
También se ha descrito que los fitoestrégenos pueden tener un efecto protector contra la

infertilidad iatrogénica causada por la irradiacién pélvica (Haddad et al., 2020).

Por este motivo, es necesario continuar ahondando en los mecanismos subyacentes a los

efectos beneficiosos de los fitoestrégenos sobre los resultados del tratamiento de FIV.

3.2. Impacto de las concentraciones de parabenos sobre los resultados de
FIV

También hemos evaluado la asociacidn entre las concentraciones de dos parabenos,
Metil-parabeno y Propil-parabeno, en liquido folicular y orina obtenida el dia de la puncién
ovarica con los resultados del tratamiento de FIV de sesenta mujeres sometidas a un
tratamiento de DGP-A con SET/FET. No hemos observado ningun tipo de asociacion entre las
concentraciones de ambos parabenos, tanto en conjunto como cada uno de forma individual,
con variables de reserva ovarica, respuesta a la estimulacidon ovarica ni parametros

embriolégicos o clinicos del tratamiento de FIV.

Respecto a las variables de reserva ovarica, como hemos visto anteriormente,
habitualmente se evallia el AFC o la concentracion de AMH. En el caso de los parabenos, se ha
descrito una asociacién entre mayores niveles urinarios de P-parabeno con un AFC disminuido

(Jurewicz, Radwan, Wielgomas, Karwacka, et al., 2020; Smith et al., 2013), que en el caso del
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trabajo de Jurewicz et al. no se veia asociado con el valor de AMH (Jurewicz, Radwan,
Wielgomas, Karwacka, et al., 2020). Dado que en este trabajo exclusivamente hemos evaluado
el valor de AMH como marcador de reserva ovarica, no podemos descartar que en nuestra
poblacién también se observe el impacto negativo de los parabenos sobre el AFC, informado
en estos trabajos. Estos datos refuerzan la necesidad de incorporar distintas variables (p. ej.

AFC, AMH y FSH), a la hora de evaluar la reserva ovdrica.

La relacién entre la exposicidn a tres parabenos en orina con las variables embrioldgicas
y clinicas del tratamiento de FIV ha sido previamente explorada en un trabajo (Minguez-
Alarcén, Chiu, et al., 2016). Nuestros resultados coinciden con este estudio observacional
previo, con 245 mujeres subfértiles sometidas a tratamientos de FIV, en el que no encontraron
asociaciones de las concentraciones urinarias de M-parabeno, P-parabeno y B-parabeno con
variables de respuesta a la estimulacién ovarica, tasas de fecundacién, calidad embrionaria,
ni con las tasas de implantacién, embarazo clinico, ni recién nacido vivo (Minguez-Alarcén,
Chiu, et al., 2016). Por tanto, a la luz de la evidencia diponible, la exposicién a parabenos no

parece afectar los resultados del tratamiento de FIV.

3.3.  Impacto de las concentraciones del metabolito de ftalato MEHP sobre
los resultados de FIV

Respecto a la exposicién a ftalatos, hemos evaluado la asociacién entre las
concentraciones de MEHP, principal metabolito del ftalato mayoritario DEHP, en el liquido
folicular y la orina obtenidos el dia de la puncién ovarica con los resultados del tratamiento de
FIV de sesenta mujeres sometidas a un tratamiento de DGP-A con SET/FET. En este caso,
solamente hemos observado que una mayor concentracién de MEHP en orina se asocia con
menores probabilidades de tener un recién nacido vivo y éxito reproductivo, sin verse
afectadas otras variables de reserva ovarica, respuesta a la estimulacion ovarica ni pardametros

embrioldgicos u otras variables clinicas del tratamiento de FIV.

Como hemos visto anteriormente, la relacidn entre la presencia de distintos metabolitos
de ftalatos en distintas matrices bioldgicas ha sido previamente relacionadas con distintas
variables del tratamiento de FIV en otros trabajos (Al-Saleh, Coskun, Al-Doush, Abduljabbar,

et al., 2019; Begum et al., 2021; Deng et al., 2020; Du et al., 2016, 2019; Hauser et al., 2016;
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Machtinger et al., 2018; Messerlian et al., 2016; Sacha et al., 2021), aunque con discrepancias

tanto en los resultados como en los metabolitos implicados entre los distintos estudios.

Por lo que respecta a los resultados clinicos del tratamiento de FIV, de acuerdo con
nuestros resultados, también se han relacionado niveles elevados de metabolitos de DEHP
con menores tasas de embarazo clinico y recién nacido vivo (Al-Saleh, Coskun, Al-Doush,

Abduljabbar, et al., 2019; Hauser et al., 2016; Minguez-Alarcén et al., 2019).

Hemos de destacar que en este estudio hemos evaluado los niveles de un Unico
metabolito de ftalato, el MEHP, mientras que en el resto de trabajos han sido evaluados entre
8 y 17 metabolitos de ftalato (Al-Saleh, Coskun, Al-Doush, Abduljabbar, et al., 2019; Begum et
al., 2021; Deng et al., 2020; Hauser et al., 2016; Machtinger et al., 2018; Minguez-Alarcén et
al., 2019). En este estudio hemos seleccionado el MEHP por ser el metabolito primario del
DEHP, el ftalato mas comunmente empleado y ampliamente distribuido. Esta eleccidn deriva
de que, al ser el metabolito de ftalato mds abundante y preferentemente absorbido, es de los
mas frecuentemente detectados. Sin embargo, al igual que con otras clases de DEs, es
importante sefialar que la generalizacidn sobre las acciones de los ftalatos como un uUnico
grupo colectivo pueden no ser apropiadas. Las discrepancias observadas entre estudios
pueden tener su origen en los metabolitos de ftalato evaluados, ademas de en el contexto

étnico y de estilo de vida de las participantes.

3.4. Impacto de las concentraciones de elementos traza esenciales sobre
los resultados de FIV

Al evaluar la relacién entre las concentraciones de elementos traza esenciales en liquido
folicular, plasma y orina obtenidos el dia de la puncién ovarica con los resultados del
tratamiento de FIV de las sesenta participantes que tuvieron un tratamiento de DGP-A con
SET/FET, nuestros hallazgos sugieren que las concentraciones de elementos traza esenciales
en diferentes matrices bioldgicas son capaces de influir en los resultados del tratamiento de
FIV. En concreto, hemos observado asociaciones positivas estadisticamente significativas
entre mayores concentraciones de cobre, evaluadas en liquido folicular y plasma, vy
manganeso, medido en plasma, con variables de respuesta ovarica y variables embrioldgicas
del tratamiento de FIV. También hemos observado una mejora significativa de estas variables

asociado con una mayor ratio de cobre/zinc en liquido folicular y plasma, junto con
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asociaciones negativas estadisticamente significativas al medirse en la orina obtenida el dia
de la puncién ovarica. Para el litio, hemos observado asociaciones negativas estadisticamente
significativas de sus concentraciones, analizadas en liquido folicular, con las variables
embrioldgicas del tratamiento de FIV. Respecto a las variables clinicas del tratamiento de FIV,
hemos observado que las concentraciones urinarias de algunos elementos traza esenciales,
especialmente el molibdeno, se asocian significativamente con menor probabilidad de que

ocurran.

Ademas, gracias a la evaluacion de los elementos traza en diferentes matrices bioldgicas,
hemos sido capaces de evaluar la idoneidad de cada fluido para predecir distintos resultados
y evaluar los mas facilmente obtenibles. De forma general hemos identificado correlaciones
positivas entre algunos elementos traza (Cu, Cu/Zn, Se, Cr) en liquido folicular y plasma. Por
el contrario, no hemos observado ninguna asociacién entre las concentraciones de elementos
traza esenciales en liquido folicular o plasma con aquellos observados en orina. Estos
resultados parecen indicar que el plasma puede actuar como un sustituto mas accesible que
el liquido folicular para la deteccién de elementos traza esenciales, mientras que los
resultados observados en orina pueden representar otras realidades bioldgicas, como un

exceso de excrecion.

Para contextualizar nuestros resultados, hemos identificado otros estudios en los que se
ha evaluado el impacto de elementos traza esenciales en diferentes matrices bioldgicas
procedentes de mujeres sometidas a tratamientos de FIV sobre sus resultados reproductivos
(Abbood et al., 2017; Ingle et al., 2017; Sun et al., 2017; Tolunay et al., 2016; Wang, Liang, et
al., 2021; Wdowiak et al., 2018). Sin embargo, en ninguno de estos estudios se ha examinado
de forma simultdnea tantas matrices biolégicas para cada participante o tantos elementos
traza esenciales, por lo que la informacién disponible hasta el momento es limitada y los
hallazgos disponibles son inconsistentes entre estudios. Respecto a las concentraciones de
elementos traza esenciales en liquido folicular y orina obtenidos en nuestro estudio, las
concentraciones de las que informamos son similares a las descritas en estudios previos (Ingle
et al., 2017). Nos llamé la atencién el hecho de que en el caso del zinc, el elemento traza
esencial mas comunmente evaluado en relacion con los parametros de FIV, las

concentraciones que obtuvimos son sustancialmente mas bajas que las descritas en algunos
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trabajos (Sun et al., 2017; Tolunay et al.,, 2016), aunque nos encontramos en el rango
observado en otros estudios (Ingle et al., 2017; Wang, Liang, et al., 2021). En el caso del litio,
hasta donde sabemos, esta es la primera vez que se evalla su concentracién en alguna matriz
bioldgica en relacidn con los resultados reproductivos. En algunas matrices bioldgicas, como

el plasma, los elementos traza esenciales han sido escasamente investigados.

A continuacidn, nos centraremos en los elementos traza esenciales que han sido mas
relevantes en nuestra investigacion, como el cobre, la ratio de Cu/Zn, el molibdeno, el

manganeso y el litio.

El cobre es un elemento traza esencial que participa como cofactor estructural y/o
regulatorio de numerosas proteinas, entre las que se incluyen la ceruloplasmina; enzimas
relacionadas con reacciones de éxido-reduccién como la superdxido dismutasa, la oxidasa de
aminodcidos, la citocromo C oxidasa y la dopamina B-hidroxilasa; y neuropéptidos, entre ellos
algunos implicados en el eje hipotalamo-pituitaria-gonadal (Carvalho et al., 2015; Michaluk
and Kochman, 2007; Peacey et al., 2020). Ademas, se ha descrito que la deficiencia de cobre
altera el metabolismo del colesterol (Carvalho et al., 2015). La principal fuente de exposicion
al cobre es la dieta, ya que se encuentra ampliamente distribuidos en varios alimentos, entre
los que se incluye el higado, los mejillones, las ostras, los cereales integrales, las nueces y el

chocolate (Carvalho et al., 2015).

Disminuciones en los niveles plasmaticos de cobre han sido asociados con disminucién de
la fertilidad en animales (Khan et al., 2014). El impacto de las concentraciones de cobre en
diferentes matrices bioldgicas, como el liquido folicular, plasma u orina, sobre las variables
reproductivas de mujeres sometidas a tratamientos de reproduccion asistida ha sido evaluado
previamente (Ingle et al., 2017; Sun et al., 2017; Tolunay et al., 2016; Wdowiak et al., 2018).
Entre estos trabajos, Ingle et al. han descrito un incremento significativo del nimero total de
oocitos recuperados asociado con las concentraciones urinarias de cobre (Ingle et al., 2017) y
Sun et al. han observado una correlacion positiva estadisticamente significativa entre las
concentraciones de cobre en liquido folicular con el nimero de oocitos maduros y las tasas de
fecundacion (Sun et al., 2017). Estos resultados son consistentes con nuestras observaciones
de que las mujeres con mayor concentracion de cobre en liquido folicular y plasma muestran

mejores resultados de puncidn ovdrica y variables embrioldgicas del tratamiento de FIV. Estas

135



VI | DISCUSION

observaciones sugieren que una concentracion optima de cobre en el medio interno puede
promover el crecimiento oocitario y mejorar la fecundacion. Parte de los mecanismos
subyacentes a estas mejoras puede estar relacionado con la secrecion de hormonas
reproductivas (Michaluk and Kochman, 2007; Peacey et al., 2020) o por un efecto directo
sobre la maduracién oocitaria, ya que la suplementacién con cobre en el medio de maduracién
in vitro se ha visto que mejora la calidad oocitaria y el subsiguiente potencial embrionario

(Choi et al., 2021; Gao et al., 2007).

El zinc es el elemento traza esencial mas estudiado, por encima del cobre, en relacién con
los resultados de FIV, aunque los hallazgos son inconsistentes entre estudios (Abbood et al.,
2017; Ingle et al., 2017; Sun et al., 2017; Tolunay et al., 2016; Wang, Liang, et al., 2021;
Wdowiak et al., 2018). Como el cobre y el zinc tienen una relacién metabdlica muy cercana,
con interacciones principalmente antagodnicas, cualquier variacién en alguno de estos
elementos traza esenciales pueden alterar su balance (Osredkar, 2011; Thaker et al., 2019).
Por esta razdn se ha establecido que la ratio de Cu/Zn tiene un impacto clinico mas relevante

que la concentracion individualizada de cada elemento (Osredkar, 2011).

Nuestros hallazgos muestran que una mayor ratio de Cu/Zn en liquido folicular y plasma
se asocia con mejores resultados de la puncién ovarica, principalmente en el nimero de
oocitos recuperados, y mayor niumero de embriones euploides. Andlogamente, una mayor
ratio de Cu/Zn en la orina obtenida el dia de la puncidon ovarica se asocia con peores resultados
de puncién ovarica y variables embrioldgicas del tratamiento de FIV. Esta observacién tiene
sentido, ya que la orina al ser un fluido de excrecién puede estar reflejando un exceso de
eliminacidn urinaria que pueda estar desequilibrando la ratio Cu/Zn enddgena. Considerando
gue este es el primer trabajo en el que se evalla esta relacidn en relacidn con la respuesta
ovarica y variables embrioldgicas del tratamiento de FIV, no podemos contextualizar nuestros
hallazgos con los obtenidos en otros estudios. Ademds de estas asociaciones, en un estudio
previo se ha informado que una mayor ratio de Cu/Zn en mujeres embarazadas se asocian con
menor probabilidad de aborto (Thaker et al., 2019), aunque nuestros datos no muestran

ninguna asociacién entre este parametro y las variables clinicas del tratamiento de FIV.

Se necesitan investigaciones adicionales para contextualizar el significado biolégico de

estos hallazgos, ya que se ha descrito que durante el envejecimiento se inducen sefales
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metabdlicas dirigidas a disminuir los niveles de zinc en plasma y a aumentar los de cobre como
parte de un mecanismo para promover el mantenimiento y la reparacién celular mediante el
aumento de las defensas antioxidantes (Malavolta et al., 2015). Debemos tener en mente que
nuestra poblacion de estudio son mujeres subfértiles, cuyas necesidades reproductivas
pueden reflejar una senescencia prematura del sistema reproductivo. Alternativamente, esta
ratio puede ser también indicativa de una deficiencia nutricional de zinc (Osredkar, 2011). Las
concentraciones de zinc halladas en nuestra poblacién son similares a las descritas en otros
estudios realizados en poblacidon sometida a tratamientos de FIV (Ingle et al., 2017; Wang,
Liang, et al., 2021), aunque es destacable que las concentraciones observadas en liquido
folicular son inferiores a las descritas en otros estudios (Sun et al., 2017; Tolunay et al., 2016).
No obstante, se ha informado de que las concentraciones de cobre y zinc son mas bajas en las
mujeres que se someten a un tratamiento de FIV que en la poblacién general (Grieger et al.,
2019; Ozkaya et al., 2011; Skalny et al., 2018). Por tanto, se necesita mas investigacion para

discernir el papel de esta relacion sobre la fertilidad femenina.

El molibdeno es un elemento traza esencial ya que participa como cofactor de diversas
metaloenzimas con actividad oxidoreductasa (ATSDR, 2020; Carvalho et al., 2015). Se han
descrito cuatro grupos de estas enzimas en humanos: la xantina oxidasa, la aldehido oxidasa,
la sulfito oxidasa y el componente reductor de la amidoxima mitocondrial. Estas enzimas estan
implicadas en el catabolismo de compuestos heterociclicos, como las purinas y pirimidinas, y
de aminodcidos azufrados, asi como el metabolismo de aldehidos aromaticos, farmacos y
toxinas (ATSDR, 2020; Carvalho et al., 2015). La poblacidon general obtiene el molibdeno a
través de la dieta, siendo las principales fuentes de este elemento las legumbres, los cereales
(y por tanto el pany los productos horneados), las verduras de hoja verde, la leche, las visceras

(higado, rifién) y los frutos secos (Carvalho et al., 2015).

Como el zinc, el molibdeno presenta un efecto antagdnico con los niveles de cobre, con
la excepcion de que el consumo excesivo de molibdeno es capaz de inducir deficiencia de
cobre (ATSDR, 2020; Vyskocil and Viau, 1999) y que niveles elevados de cobre son capaces de
disminuir la toxicidad del molibdeno (Lyubimov et al., 2004; Meeker et al., 2008). Basandonos
en esta interaccién, al igual que para el zinc, ademas de evaluar las concentraciones absolutas,

hemos incorporado en nuestros analisis la ratio Cu/Mo.
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Aunque principalmente estudiado en relacion con la fertilidad masculina (ATSDR, 2020;
Lyubimov et al., 2004; Meeker et al., 2008), existen pocos estudios en los que se analice el
impacto del molibdeno sobre la reproduccién femenina. Ingle et al. también incorporé el
molibdeno como uno de los elementos traza que evalué en liquido folicular y orina
procedentes de mujeres sometidas a tratamientos de reproduccién asistida. En este trabajo,
los autores no observaron ninguna asociacidn entre las concentraciones de molibdeno con
otros parametros reproductivos mds alla que un incremento significativo del nimero total de
oocitos recuperados asociados con mayores concentraciones de molibdeno en orina (Ingle et
al., 2017). Sin embargo, datos basados en un modelo murino sugieren que la exposicién oral
a molibdeno afecta la actividad estral y empeora la embriogénesis, posiblemente por

afectacion de las enzimas en las que el cobre actia como cofactor (Fungwe et al., 1990).

En nuestro estudio, en el que evaluamos un modelo de transferencia embrionaria de un
Unico embrién euploide en diferido, hemos observado que mayores concentraciones de
molibdeno en orina obtenida el dia de la puncidn oocitaria se asociaron con un descenso
significativo de las probabilidades de implantacion, embarazo clinico y recién nacido vivo. El
hecho de que observemos tendencias similares para el molibdeno medido en liquido folicular
refuerza nuestra idea de que el exceso de molibdeno presenta un potencial efecto perjudicial

sobre la fertilidad femenina.

El manganeso es, junto con el cobre y el zinc, uno de los elementos traza esenciales mas
importantes en relacién con la reproduccién, ya que es un cofactor de numerosas enzimas,
entre las que se incluyen algunas relacionadas con la modulacién de la sintesis de hormonas
esteroideas y como un componente de enzimas antioxidantes como la superéxido dismutasa
de manganeso (Carvalho et al., 2015; Studer et al., 2022). El manganeso estd presente en la
comida, especialmente en vegetales verdes, frutos secos, cereales y té (Carvalho et al., 2015).
Se ha informado que el consumo de manganeso inferior a 1.8 mg al dia se asocia con un
incremento del riesgo de anovulacién (Kim et al., 2018). Estos hallazgos son consistentes con
nuestras observaciones, en las que hemos observado mejores resultados de la puncién ovarica
y variables embrionarias del tratamiento de FIV asociados con mayores concentraciones de
manganeso en plasma. Por el contrario, Ingle et al. han informado que una mayor

concentracion de manganeso en liquido folicular se asocia con menor numero de oocitos
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maduros, mientras que mayores concentraciones de manganeso en orina se asocian con un
mayor numero de oocitos maduros (Ingle et al., 2017). Lamentablemente, en nuestra
poblacion la concentracién de manganeso estaba por debajo del limite de deteccién en la
mayoria de las muestras de orina y liquido folicular, por lo que no podemos contextualizar

estas observaciones.

El litio es un elemento natural que, aunque ampliamente empleado en psicofarmacologia,
también se encuentra presente de forma natural en todos los érganos y tejidos humanos
(Enderle et al., 2020; Schrauzer, 2002; Szklarska and Rzymski, 2019). La principal fuente no
farmacoldgica de exposicidn al litio es la dieta, ya que se han descrito cantidades variables en
alimentos, principalmente cereales y verduras, y en el agua de diferentes zonas (Enderle et
al., 2020; Szklarska and Rzymski, 2019). El litio es absorbido en el tracto intestinal, distribuido
por los fluidos bioldgicos y excretado a través de los rinones (Szklarska and Rzymski, 2019).
Aunque la inclusion del litio como un elemento traza esencial es controvertida (Szklarska and
Rzymski, 2019), lo hemos introducido en esta seccion debido a la ausencia de investigaciones
gue evaluen su impacto en la reproduccion femenina, ya que se ha informado de resultados
que sugieren que el aumento de la exposicion al litio tiene efectos secundarios indeseables en
la reproduccion femenina (Acevedo et al., 2007; Bai et al., 2018; Li et al., 2014; Mirakhori et
al., 2013; Uzbekova et al., 2009). Concretamente, en modelos animales se ha descrito que el
cloruro de litio puede inhibir la foliculogénesis ovarica, promover la atresia folicular y
perjudicar el desarrollo embrionario (Acevedo et al., 2007; Mirakhori et al., 2013; Uzbekova
et al., 2009). Ademas, tanto en modelos animales como en modelos in vitro se ha demostrado
gue parte del mecanismo de dano deriva de su capacidad para interferir en la produccién de
hormonas esteroideas (Bai et al., 2018; Li et al., 2014; Uzbekova et al., 2009). En consonancia
con estos hallazgos anteriores, nuestros datos también sugieren un efecto deletéreo del
aumento de los niveles de litio sobre la foliculogénesis y la competencia embrionaria en
poblaciones humanas, a concentraciones alcanzables por la poblacién general. A la vista de
estos datos, consideramos la importancia de una gestién adecuada del litio (Neri et al., 2018),
tanto farmacoldgica como ambiental, para identificar posibles fuentes ocultas de exposicidon

y establecer limites minimos de seguridad reproductiva para su uso.
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3.5. Impacto de las concentraciones de elementos traza no esenciales
sobre los resultados de FIV

También evaluamos la relacién entre las concentraciones de elementos traza no
esenciales en liquido folicular, plasma y orina obtenidos el dia de la puncidn ovarica con los
resultados del tratamiento de FIV en las sesenta participantes. En este caso hemos
incorporado algunos elementos traza no esenciales que generalmente no han sido evaluados
en relacidon con resultados reproductivos, como estroncio, bario, rubidio, estafo, cesio o

antimonio.

De forma general, no hemos observado asociaciones para los elementos traza no
esenciales habitualmente relacionados con peores parametros reproductivos (cominmente
denominados metales pesados o metales tdxicos) (cadmio, plomo, mercurio) con los
resultados clinicos de nuestra poblacion. Respecto al cadmio, desafortunadamente los valores
en nuestra poblacidon se encontraban por debajo de nuestro limite de deteccién. Si hemos
hallado asociaciones significativamente negativas entre la concentracién de bario en liquido
foliculary la respuesta a la estimulacién ovarica y los resultados embriolégicos del tratamiento
de FIV y entre la concentracidén de bario en orina y menor probabilidad de recién nacido vivo
y éxito reproductivo. También destacamos las asociaciones negativas entre la concentracion
de estroncio en liquido folicular con la concentracion de AMH, la frecuencia relativa de oocitos
maduros, la frecuencia relativa de embriones fecundados y la frecuencia relativa de llegada a
blastocisto. Ademads, la concentracion de estroncio en plasma también se asocia
negativamente con la frecuencia relativa de llegada a blastocisto y la frecuencia relativa de
embriones euploides. También hemos observado que mayores concentraciones de arsénico
en plasma se asocian con menor numero de oocitos recuperados, menor frecuencia relativa
de oocitos maduros y menor frecuencia relativa de embriones fecundados. Por ultimo, hemos
observado que un incremento en la concentracion de estafio en orina se asocia

significativamente con menor probabilidad de éxito reproductivo.

El bario es un metal alcalino que por su gran reactividad quimica nunca se encuentra como
un elemento libre, sino que se encuentra en forma de sales como sulfatos y carbonatos
(Kravchenko et al., 2014; Peana et al., 2021). El bario se emplea en numerosas aplicaciones

industriales. Las sales de bario (nitratos y sulfatos), son empleados en la produccion de
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plasticos, ceramicas, adhesivos, en los fluidos de perforacidén de pozos de petréleo y gas, como
colorante verde en los fuegos artificiales mediante la combustion de nitrato y clorato de bario,
como pigmento blanco en las pinturas o para conservar frescos antiguos. Los tintes para el
cabello que contienen bario se utilizan en algunos paises, y el sulfato de bario (BaSO4) esta
permitido por la Directiva de Cosméticos de la Unidn Europea y puede utilizarse como
colorante en cosméticos y productos de cuidado personal (Kravchenko et al., 2014; Peana et
al., 2021). Ademas, el estudio de nuevos materiales para aplicaciones médicas, industriales y
tecnoldgicas ha conducido al desarrollo de nanoparticulas basadas en BaSO4 o compuestos
de bario, lo que aumenta la posibilidad de contaminacién ambiental (Kravchenko et al., 2014;
Peana et al., 2021). Sin embargo, deberia ser poco probable que la contribucién total de
fuentes no naturales de bario, como los cosméticos o la industria local, pueda ser lo
suficientemente significativa como para explicar las altas concentraciones de este elemento
encontradas en el cabello de la poblacién durante varios cribados poblacionales. Es mucho
mas probable que la mayor parte provenga de la dieta o del agua potable, o de una

combinacidn de ambas (Kravchenko et al., 2014; Peana et al., 2021).

La ingesta humana estd relacionada con la absorcién principalmente a través de los
alimentos, y del agua potable en menor medida. Se ha evaluado que los alimentos, en general,
contienen menos de 3 mg/100 g, excepto las nueces de Brasil (150-300 mg/100 g), mientras
gue el contenido en el agua potable es variable, dependiendo de la zona geografica, pero se
sitla principalmente en el orden de decenas de microgramos por litro. Solo el pan contribuye
a la ingesta diaria de bario en la dieta con un 20%. Los niveles medios de bario en los tejidos

corporales se estiman en unos 20 mg (Kravchenko et al., 2014; Peana et al., 2021).

La absorcién de los compuestos de bario en el torrente sanguineo depende de la
solubilidad del compuesto, ya que los compuestos altamente solubles (BaCl2 y BaNO3) son
mas facilmente solubles en sangre que los compuestos insolubles (BaCO3 y BaS04) (Al osman
et al., 2019). El impacto de la presencia de bario en matrices bioldgicas femeninas ha sido
evaluado en otros dos trabajos recientes (Jiang et al., 2022; Zhou et al., 2021). En concordancia
con nuestros resultados, Jiang et al. ha informado que una mayor concentracién de bario en
sangre total se asocia con menor numero de oocitos, tasa de fecundacién y mayor tasa de
arresto embrionario (Jiang et al., 2022). Por el contrario, en el estudio de Zhou et al. se informa

de mayor cantidad de oocitos maduros y mayor tasa de llegada a blastocisto en las mujeres
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mas expuestas a bario, aunque desde nuestro punto de vista estos resultados deberian ser
tomados con cautela, ya que también observan mejores resultados en las mujeres mas
expuestas a elementos téxicos conocidos como plomo y mercurio (Zhou et al., 2021). Por
ultimo, en consonancia con nuestros hallazgos, en modelos animales se ha observado que la
exposicion a altas concentraciones de bario puede inducir alteraciones en la morfologia
ovdrica, abortos espontdneos, restriccidon del crecimiento fetal, defectos neonatales y muerte

neonatal (Kravchenko et al., 2014; Wang, Pi, et al., 2021).

El estroncio también es un metal alcalino que se encuentra de forma natural en el
organismo a niveles traza. Aproximadamente el 99% del estroncio presente en el organismo
es secuestrado en los huesos, ya que al formar cationes divalentes compite con el calcio
(ATSDR, 2004). El estroncio puede exacerbar la enfermedad renal (Cohen-Solal, 2002), aunque
en modelos animales no se han descrito sintomas de toxicidad causados por el consumo de
estroncio a través de la dieta (ATSDR, 2004). Hay poca informacién disponible sobre la
seguridad del estroncio respecto a los efectos sobre la reproduccién y el desarrollo en
humanos. Dado que el cloruro de estroncio generalmente se emplea in vitro en protocolos de
activacion oocitaria artificial, tanto para generar partenogenotas o para facilitar la
fecundacion embrionaria en casos de fallo de fecundacion (Anifandis et al., 2019; Kaufman,
2018), ya que mimetiza los picos de calcio necesarios para la activacidn oocitaria, podemos
hipotetizar que una mayor exposicién a estroncio pueda competir con la sefializacion del
calcio y afectar la funcién ovdrica por una activacion prematura de los foliculos que conduzca

a un proceso de agotamiento ovarico similar al descrito para algunos téxicos ovaricos.

El arsénico es un metaloide ampliamente distribuido que se encuentra de forma natural
en la naturaleza y se encuentra en forma tanto orgdnica como inorganica (ATSDR, 2007). Las
formas inorganicas del arsénico con daiinas, mientras que la mayor parte de sus formas
organicas son esencialmente inocuas (ATSDR, 2007). Sin embargo, hay pocos estudios que
exploren los efectos del arsénico sobre la fertilidad humana, especialmente con los resultados
de FIV. En nuestra poblacién hemos observado que mayor concentracidon de arsénico en
plasma se asocia con menor cantidad de oocitos totales y menor frecuencia relativa de oocitos
maduros y de embriones fecundados. En los estudios previos en los que se ha explorado la

asociacién entre la exposiciéon femenina a arsénico y los resultados del tratamiento de FIV no
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se han observado asociaciones (Butts et al., 2021; Garcia-Fortea et al., 2018; Jiang et al., 2022;
Tolunay et al., 2016; Zhou et al., 2021), excepto en el estudio de Wu et al. en el que observaron
menor calidad embrionaria en las mujeres mas expuestas (Wu et al., 2020). Ademas, se ha
informado que las mujeres embarazas tienen una concentracion media de arsénico en sangre
significativamente menor que las pacientes no embarazadas (Tuli¢ et al., 2019). Es necesario
tener en cuenta que las concentraciones de arsénico medidas en nuestro estudio representan
el contenido total de arsénico (en el que se incluyen tanto las formas inorgdnicas, con mayor
toxicidad, como las formas orgdnicas, principalmente inocuas), lo que implica que podemos
estar infraestimando o sobreestimando el impacto del arsénico. Sin embargo, recientemente
se ha sugerido que la concentracidn de arsénico e sangre, el fluido en el que hemos observado
las asociaciones, reflejaria mejor la exposicidn al arsénico inorganico que su concentracién en
orina (Domingo-Relloso et al., 2022). Aun asi, deberian conducirse nuevos estudios evaluando

las distintas formas de arsénico.

El estafio es un metal blando que puede encontrarse en forma metalica, solo o en aleacidn
como en el latdn, el bronce o algunos materiales de soldadura, o formando compuestos con
otros elementos quimicos, tanto orgdnicos como inorganicos (ATSDR, 2005). El estafio
metalico se emplea en el revestimiento de latas de alimentos, bebidas y aerosoles (ATSDR,
2005). Los compuestos inorganicos del estafio se encuentran en pastas de dientes, perfumes,
jabones, aditivos alimentarios y tintes; mientras que sus compuestos organicos, denominados
organoestannicos, que se emplean para fabricar plasticos, envases de alimentos, tuberias de
plastico, pesticidas, pinturas y repelentes de plagas (ATSDR, 2005; Graceli et al., 2013). Dado
qgue exclusivamente hemos evaluado la presencia de iones de estafio, en este estudio no
podemos distinguir entre las distintas formas en las que puede encontrarse el estafio en las
distintas matrices bioldgicas. Nuestros hallazgos indican que mayores niveles de estano se
asocian con menores probabilidades de éxito reproductivo en las participantes, es decir
menores probabilidades de tener un recién nacido vivo respecto al total de mujeres que
comenzaron el tratamiento de FIV, sin afectar significativamente ninguna de las variables
intermedias. Por lo tanto, podemos suponer que la exposicién a estafio tiene pequefios
efectos en varios hitos a lo largo del proceso de reproduccion asistida que en su conjunto
afectan los resultados reproductivos. Hasta dénde llega nuestro conocimiento, el papel del

estafio no ha sido evaluado en ningunas de sus formas en relacién con los resultados de los
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tratamientos de FIV. Sin embargo, el papel de compuestos organoestdnnicos sobre la
implantacion embrionaria ha sido evaluada en modelos animales conducidos por la Division
de Evaluacion de Riesgos de Osaka (Japdn). Sus resultados sugieren que la exposicidon a
diferentes compuestos organoestannicos tiene efectos anti-fertilidad similares. Estos estudios
concluyeron que la exposicion a los compuestos organoestannicos durante las primeras
etapas del embarazo afecta negativamente a la iniciacion y el mantenimiento del mismo,
caracterizandose por el aumento de las pérdidas tanto antes como después de la implantacion

(Ema, 1997; Ema et al., 1999; Ema and Harazono, 2000; Harazono et al., 1998).

Segun este grupo, las anomalias reproductivas pueden deberse, al menos parcialmente,
a la disminucién de la capacidad de decidualizacién endometrial, inducida por una
disminucion de los niveles de progesterona circulante (Ema et al., 2003; Ema and Harazono,
2000; Ema and Miyawaki, 2002). La disminucién de la decidualizaciéon podria conducir a un
empeoramiento de la capacidad de iniciar y mantener un embarazo temprano, pero puede
ser parcialmente revertida con la coadministracion de progesterona exdgena (Ema et al.,

2003; Ema and Harazono, 2000; Ema and Miyawaki, 2002).

Estos resultados indican la necesidad de estudiar mas en profundidad el papel de los
distintos compuestos que contienen estafio sobre la fertilidad femenina, para intentar
dilucidar los distintos puntos criticos que puedan estar viéndose ligeramente afectados e
intentar eliminar el posible ruido de fondo derivado de otros compuestos de estaifio que

puedan no afectar la reproduccién.

4. Fortalezasy limitaciones del estudio

Aunque ya han sido desgranadas en los apartados anteriores; a continuacion,
sintetizaremos las que consideramos son las principales limitaciones y fortalezas de la

presente tesis doctoral.

Este trabajo presenta una serie de limitaciones que deben ser tenidas en cuenta a la hora
de interpretar los resultados presentados. En primer lugar, es un estudio piloto en el que se
ha reclutado un pequefio nimero de participantes, lo que limita el poder estadistico de las
asociaciones identificadas. Asimismo, al haberse realizado sobre una poblaciéon de mujeres

subfértiles, los resultados no son extrapolables a la poblacion general. Otra de las limitaciones
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del disefio es que no se ha tenido en cuenta el impacto de las exposiciones paternas. También
es necesario tener en cuenta que los resultados deben entenderse en el contexto del estilo de
vida y el entorno de la poblacidn estudiada, por lo que podrian observarse resultados distintos
en otras poblaciones. Finalmente, se ha tenido en cuenta de forma univariante un ndmero
limitado de compuestos en matrices bioldgicas obtenidas el dia de la puncién ovdrica, por lo
qgue la evaluacion de otros compuestos, su comportamiento como mezclas, y sus
concentraciones en otros periodos podria tener también relevancia a la hora de evaluar estas

asociaciones.

Entre las fortalezas de este trabajo se incluye su disefio prospectivo, que minimiza la
posibilidad de causacion inversa. La evaluacién de una poblacién altamente seleccionada
sujeta a procedimientos de laboratorio muy robustos, ha permitido reducir sesgos derivados
de la heterogeneidad de los procedimientos que habitualmente se llevan a cabo en el
laboratorio de reproduccion asistida y ha permitido evaluar pasos criticos de la reproduccién
humana. Ademas, la realizacién de DGP-A ha asegurado la transferencia de un embridn
euploide y la transferencia embrionaria en diferido ha suprimido el impacto de la estimulacién
ovdrica sobre la funcién endometrial. Esto convierte a nuestro modelo en uno de los mejores
disponibles para la evaluacién del impacto de factores ambientales sobre los resultados
clinicos del tratamiento de FIV. Otra de las fortalezas es la evaluacion de los compuestos en
distintas matrices bioldgicas, lo que nos ha permitido identificar el liquido folicular y plasma
como aquellas que mejor reflejan las asociaciones observadas. Las observaciones de este
estudio deben interpretarse con precaucién, ya que no puede asegurarse causalidad en las
relaciones observadas. Por este motivo, los resultados de este trabajo deberian confirmarse
en una poblacién mas amplia y mediante estudios que exploren el mecanismo bioldgico

subyacente.

5. Préximos pasos

Como hemos discutido anteriormente, en los ultimos afos se estd produciendo una
frenética evolucidon tanto en las metodologias, que comienzan a permitir la evaluacién
simultanea de una gran variedad de compuestos, como el aparato estadistico y computacional
necesario para el modelado de multiples contaminantes. Sin embargo, la cantidad de

compuestos para las que se sospecha o conoce un efecto toxico sobre la reproduccion es tan
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vasto y variable, tanto temporalmente como espacialmente, que la potencialidad de trasladar
esta evaluacién a la practica clinica parece complicada. Por lo tanto, los efectos observados
en este estudio y en el resto de los trabajos evaluados suponen la punta del iceberg en la
evaluacidn de la influencia de los compuestos ambientales y procedentes de la dieta sobre la
fertilidad humana y, en concreto, sobre los resultados del tratamiento de FIV en parejas

subfértiles.

Existe la percepcidn generalizada, incluso por algunos profesionales de la salud, de que la
exposicidn a contaminantes ambientales a dosis bajas tiene un efecto poco o nada relevante
para la salud humana. En numerosas ocasiones se emplean como justificacion las
incongruencias observadas entre estudios. Esta ausencia de asociaciones fuertes contribuye a
una actitud de permisividad gubernamental que dificulta el establecimiento de unos criterios
minimos en los que basar la regulacién y el cambio legislativo, tanto local como global.
Ademds, en ciertos casos en los que existe una respuesta gubernamental y social para prevenir
la exposicidon a algunos de estos compuestos, como en el caso del BPA y los ftalatos, los efectos
bioldgicos de sus sustitutos, BPS y BPF como sustitutos del BPA y DINCH como sustituto de los
ftalatos, suelen estar menos estudiados y es probable que posteriormente se descubran
efectos perjudiciales similares a los del compuesto prohibido (Eladak et al., 2015; Minguez-

Alarcon, Souter, et al., 2016; Wang et al., 2019).

Ademas, las diferencias gubernamentales a la hora de regular la exposiciéon a estos
compuestos y las dificultades en la implementacién de estrategias de remediacién (Aravind
kumar et al., 2022; Comber et al., 2020; Negrete-Bolagay et al., 2021), que han llevado a que
en la actualidad se den procesos de amplificacién de algunos contaminantes ambientales
(Casas et al., 2021), dificultan la solucidon de ese problema a corto plazo exclusivamente con

este tipo de medidas (Petriello et al., 2014).

Afortunadamente, aun con el gran nimero de compuestos exdgenos que pueden estar
afectando el correcto funcionamiento del organismo, han sido descritos ocho mecanismos
generales de dano (Peters et al., 2021), que pueden ser utiles a la hora de identificar
biomarcadores de dafo por causa ambiental y dianas terapéuticas que permitan revertir o
paliar estos efectos. En otros campos se ha postulado el analisis de la metilacion de ADN como

un método factible a la hora de evaluar el impacto de contaminantes ambientales sobre el
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organismo, en sustitucion del estudio convencional de su concentracién (Tapia-Orozco et al.,
2017). Ademas de esta marca epigenética, recientemente se han propuesto otros potenciales
biomarcadores de exposicidon a contaminantes ambientales. Por ejemplo, se ha relacionado la
exposicion a metabolitos de ftalato con biomarcadores de estrés oxidativo tanto en liquido
folicular como circulantes (Davalos et al., 2022; Yuan et al., 2020) y la exposicién a compuestos
fendlicos y metabolitos de ftalato con alteraciones en la expresion de micro-ARNs presentes
en las vesiculas extracelulares del liquido folicular y relacionados con rutas implicadas en el
desarrollo oocitario, su maduracién y fecundacion (Barnett-ltzhaki et al., 2021; Martinez et
al., 2019). De confirmarse estas relaciones con otros contaminantes ambientales, podria
establecerse un panel clinico de evaluacidon de marcas epigenéticas, marcadores de estrés
oxidativo y/o micro-ARNs que también podrian ayudar en la identificacidn de individuos con

riesgo reproductivo de causa ambiental y a desarrollar estrategias de reversion.

Por este motivo, consideramos que el futuro de la evaluacidn del impacto de compuestos
ambientales y procedentes de la dieta sobre los resultados del tratamiento de FIV debe ir
acompanado por la busqueda de biomarcadores y dianas terapéuticas que permitan
identificar mujeres o parejas con riesgo reproductivo por causa ambiental, para los que se

desarrolle alguna clase de tratamiento que permita paliar o revertir estos efectos.
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VII. CONCLUSIONES

De esta tesis doctoral pueden extraerse las siguientes conclusiones sobre la poblacién

evaluada de mujeres subfértiles sometidas a un tratamiento de fecundacidn in vitro:

1. La metodologia aplicada en general ha permitido determinar las concentraciones de
dos fitoestrégenos, dos parabenos y el metabolito de ftalato MEHP en liquido folicular
y orina; y de diecinueve elementos traza en liquido folicular, plasma y orina.

2. Cada fitoestrégeno y parabeno cuantificado muestra correlaciones positivas
estadisticamente significativas entre el liquido folicular y la orina. En el caso de los
elementos traza, en general se observan correlaciones positivas estadisticamente
significativas de sus concentraciones entre el liquido folicular y el plasma, pero no
entre estas matrices bioldgicas y la orina.

3. Mayores concentraciones de fitoestrégenos en liquido folicular y orina se asocian
significativamente con una mayor respuesta ovarica a la estimulacién hormonal,
mayor fecundaciéon embrionaria y mejores resultados clinicos tras el tratamiento de
fecundacion in vitro.

4. Mayores concentraciones de elementos traza esenciales, como el cobre y la ratio
cobre/zinc en liquido folicular y plasma, y el manganeso en plasma, se asocian
significativamente con una mayor respuesta ovdrica a la estimulacién hormonal y
mejores resultados embrioldgicos en el tratamiento de fecundacidn in vitro.

5. Mayores concentraciones de elementos traza, como el litio, el estroncio, el bario y el
arsénico, en liquido folicular y/o plasma, se asocian significativamente con menor
reserva ovarica, menor respuesta a la estimulacion ovarica y peores resultados
embriolégicos en el tratamiento de fecundacién in vitro.

6. Mayores concentraciones de molibdeno, bario y el metabolito de ftalato MEHP en
orina se asocian significativamente con peores resultados clinicos tras el tratamiento
de fecundacién in vitro.

7. No se observan asociaciones entre las concentraciones de parabenos en liquido
folicular u orina con las distintas variables del tratamiento de fecundacion in vitro

evaluadas.
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Anexo 1. Material suplementario

Tabla S1

Tabla S2

Tabla S3

Tabla S4

Tabla S5

Tabla S6

Tabla S7

Tabla S8

Tabla S9

Tabla S10

Tabla S11

Tabla S12

Tabla S13

Estudios que evaltan el impacto de compuestos ambientales y procedentes de
la dieta sobre variables de reserva ovarica en mujeres sometidas a tratamientos
de FIV

Estudios que evallan el impacto de compuestos ambientales y procedentes de
la dieta sobre variables de respuesta a la estimulacidn ovarica en mujeres
sometidas a tratamientos de FIV

Estudios que evaltan el impacto de compuestos ambientales y procedentes de
la dieta sobre variables de fecundacion y desarrollo embrionario pre-
implantacional en mujeres sometidas a tratamientos de FIV

Estudios que evalian el impacto de compuestos ambientales y procedentes de
la dieta sobre los resultados clinicos en mujeres sometidas a tratamientos de FIV

Caracteristicas demograficas y reproductivas basales de las participantes segun
la concentracidn de fitoestrégenos

Diferencias de medias y frecuencias relativas para las variables de reserva
ovdrica, respuesta ovarica y embrioldgicas del tratamiento de FIV segun las
concentraciones de fitoestrégenos

Probabilidades para las variables clinicas del tratamiento de FIV segun las
concentraciones de fitoestrégenos

Caracteristicas demograficas y reproductivas basales de las participantes segin
la concentracion de parabenos

Diferencias de medias y frecuencias relativas para las variables de reserva
ovdrica, respuesta ovarica y embrioldgicas del tratamiento de FIV segun las
concentraciones de parabenos

Probabilidades para las variables clinicas del tratamiento de FIV segun las
concentraciones de parabenos

Caracteristicas demograficas y reproductivas basales de las participantes segin
la concentracién del metabolito de ftalato MEHP

Diferencias de medias y frecuencias relativas para las variables de reserva
ovdrica, respuesta ovarica y embrioldgicas del tratamiento de FIV segun las
concentraciones del metabolito de ftalato MEHP

Probabilidades para las variables clinicas del tratamiento de FIV segun las
concentraciones del metabolito de ftalato MEHP

177



IX | ANEXOS

Tabla S14

Tabla S15

Tabla S16

Tabla S17

Tabla S18

Tabla S19

Caracteristicas demograficas y reproductivas basales de las participantes segin
la concentracion de elementos traza esenciales

Diferencias de medias y frecuencias relativas para las variables de reserva
ovdrica, respuesta ovarica y embrioldgicas del tratamiento de FIV segun las
concentraciones de elementos traza esenciales

Probabilidades para las variables clinicas del tratamiento de FIV segun las
concentraciones de elementos traza esenciales

Caracteristicas demograficas y reproductivas basales de las participantes segun
la concentracion de elementos traza no esenciales

Diferencias de medias y frecuencias relativas para las variables de reserva
ovdrica, respuesta ovarica y embrioldgicas del tratamiento de FIV segun las
concentraciones de elementos traza no esenciales

Probabilidades para las variables clinicas del tratamiento de FIV segun las
concentraciones de elementos traza no esenciales

El material suplementario puede encontrarse en el siguiente enlace:

Gonzalez-Martin, Roberto (2022), “Influencia de la exposicién femenina a compuestos ambientales y

procedentes de la dieta sobre los resultados del tratamiento de fecundacién in vitro - Anexo 1.”,
Mendeley Data, V1, doi: 10.17632/58pg9tp7mh.1
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Anexo 2. Produccion cientifica del doctorando

Produccion cientifica relacionada con la tematica de la tesis doctoral

- Publicaciones cientificas internacionales
Articulos cientificos

Endometrial Cells Acutely Exposed to Phthalates In Vitro Do Not Phenocopy Endometriosis. Gonzalez-
Martin R, Palomar A, Medina-Laver Y, Quifionero A, Dominguez F. Int J Mol Sci. 2022 Sep
20;23(19):11041. doi: 10.3390/ijms231911041. PMID: 36232341

Mercury impairs human primary endometrial stromal cell function. Palomar A, Gonzalez-Martin R,
Pérez-Debén S, Medina-Laver Y, Quifionero A, Dominguez F. Biol Reprod. 2022 May 17;106(5):1022-
1032. doi: 10.1093/biolre/ioac016. PMID: 35084015.

Copper and lead exposures disturb reproductive features of primary endometrial stromal and epithelial
cells. Pérez-Debén S, Gonzalez-Martin R, Palomar A, Quifionero A, Salsano S, Dominguez F. Reprod
Toxicol. 2020 Apr;93:106-117. doi: 10.1016/j.reprotox.2020.01.008. Epub 2020 Jan 28. PMID:
32004626

Phytoestrogen exposure alters endometrial stromal cells and interferes with decidualization signaling.
Salsano S, Pérez-Debén S, Quifionero A, Gonzalez-Martin R, Dominguez F. Fertil Steril. 2019
Nov;112(5):947-958.e3. doi: 10.1016/j.fertnstert.2019.06.014. Epub 2019 Jul 29. PMID: 31371049.

Capitulos de libro

Environmental pollutants, embryonic implantation and embryonic development. Gonzalez-Martin R,
Dominguez F. Reproductive and Developmental Toxicology, February 11, 2022, pp. 845-866

- Trabajos presentados en congresos internacionales

Phytoestrogen concentration in women’s urine and follicular fluid are associated with better IVF
outcomes in euploid single embryo transfer cycles. Gonzalez-Martin R, Palomar A, Zuckerman C,
Whitehead CV, Quifionero A, Scott RT, Dominguez F. Poster presentation. ESHRE 38th Annual Meeting.
Milan (Italy), 03-06 July 2012.

Urine MEHP Concentrations Affects Ovarian Response but No Clinical Outcomes in Women Undergoing
Euploid Single Embryo Transfer (SET). Gonzalez-Martin R, Palomar A, Perez-Deben S, Salsano S,
Quifionero A, Giles J, Vidal C, Bellver J, Garrido N, Dominguez F. Poster presentation. SRl 69th Annual
Scientific Meeting. Denver (Colorado, USA). 15-19 March 2022.

Impact of Endocrine Disruptor Levels Found in Urine and Follicular Fluid on Clinical Parameters of IVF
Patients in a Euploid SET/FET cycle. Palomar A, Gonzalez-Martin R, Zuckerman C, Whitehead CV, Scott
RT, Dominguez F. Poster presentation. ASRM 76" Annual Scientific Meeting. Poster Presentation.
Virtual congress. 17-21 October 2021.

Antioxidant Treatment Ameliorates Mercury-Induced Damage on Viability and Function of Human
Endometrial Epithelial Cells. Palomar A, Gonzdlez-Martin R, Quifionero A, Medina-Laver Y, Pérez-Debén
S, Dominguez F. Poster presentation. SRl 69th Annual Scientific Meeting. Denver (Colorado, USA). 15-
19 March 2022.

Mercury Disturb Reproductive Functions of Primary Endometrial Stromal Cells (ESC). Gonzalez-Martin
R, Palomar A, Pérez-Debén S, Quifionero A, Dominguez F. Poster presentation. SRl 68th Annual
Scientific Meeting. Boston (Massachusetts, USA). 6-9 July 2021.

179



IX | ANEXOS

Acute DEHP exposure in Endometrial Epithelial Cells Does Not Phenocopy the Alterations Described in
Endometriosis. Gonzalez-Martin R, Quifionero A, Pérez-Deben S, Salsano S, Dominguez F. Oral
presentation. SRl 66™ Annual Scientific Meeting. Paris (France), 12-16 March 2019.

Endometrial Stromal Cells Acutely Exposed to DEHP do not Recapitulate Alterations Observed in
Endometriosis. Gonzalez-Martin R, Quifionero A, Pérez-Deben S, Salsano S, Dominguez F. Poster
presentation. SRl 66™ Annual Scientific Meeting. Paris (France), 12-16 March 2019.

Copper and Lead, Two Inorganic Metalloestrogens, Disturb Reproductive Features of Primary
Endometrial Stromal (ESC) and Epithelial Cells (EEC). Pérez-Debén S, Gonzalez-Martin R, Quiifionero A,
Salsano S, Dominguez F. Poster presentation. SRI 66th Annual Scientific Meeting. Paris (France), 12-16
March 2019.

Broad Trace Metals Screening in Blood and Urine Reveals Different Associations in Patients with
Endometriosis. Gonzalez-Martin -Martin R, Palomar A, Quifionero A, Mufoz E, Gonzalez S, Quejido AJ,
Dominguez F. Poster presentation. SRI 69th Annual Scientific Meeting. Denver (Colorado, USA). 15-19
March 2022.

Association of Blood Cadmium and Lead Levels With Reproductive Lifespan Among Postmenopausal
Women: NHANES 2005-2014. Gonzalez-Martin R, Tellez-Plaza M, Dominguez F. Poster presentation.
SRI 66" Annual Scientific Meeting. Paris (France), 12-16 March 20109.
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Produccion cientifica no relacionada con la tematica de la tesis doctoral

- Publicaciones cientificas internacionales
Articulos cientificos

Deciphering the Role of PGRMC1 During Human Decidualization Using an In Vitro Approach. Salsano S,
Gonzdalez-Martin R, Quifionero A, Pérez-Debén S, Dominguez F. J Clin Endocrinol Metab. 2021 Jul
13;106(8):2313-2327. doi: 10.1210/clinem/dgab303. PMID: 33955452.

Novel nonclassic progesterone receptor PGRMC1 pulldown-precipitated proteins reveal a key role
during human decidualization. Salsano S, Gonzdlez-Martin R, Quifionero A, Lopez-Martin S, Gomez-
Escribano AP, Pérez-Debén S, Yafiez-Mo M, Dominguez F. Fertil Steril. 2020 May;113(5):1050-1066.e7.
doi: 10.1016/j.fertnstert.2020.01.008. PMID: 32386616.

Differential sperm proteomic profiles according to pregnancy achievement in intracytoplasmic sperm
injection cycles: a pilot study. Rivera-Egea R, Sota N, Gonzalez-Martin R, Meseguer M, Remohi J,
Garrido N, Dominguez F. J Assist Reprod Genet. 2021 Jun;38(6):1507-1521. doi: 10.1007/s10815-021-
02098-0. Epub 2021 Apr 9. PMID: 33835370; PMCID: PMC8266945.

- Trabajos presentados en congresos internacionales

Proteomic analysis of endometrial fluid before and after hydrosalpinx surgery reveals candidate non-
invasive markers. Gonzalez-Martin R, Fernandez C, Quintana F, Quifionero A, Ferrando M, Dominguez
F. Poster presentation. SRI 68th Annual Scientific Meeting. Boston (Massachusetts, USA). 6-9 July 2021.

Single cell transcriptome description of early development haploid androgenotes and parthenotes. de
Castro P, Escrich L, Grau N, Soler N, Quifionero A, Gonzalez-Martin R, Escribd MJ, Dominguez F. Oral
presentation. SRI 69th Annual Scientific Meeting. Denver (Colorado, USA). 15-19 March 2022.

Deciphering the Role of PGRMC2 in Decidualization and Trophoblast Invasion Using Primary In Vitro
Models. Medina-Laver Y, Palomar A, de Castro P, Gonzalez-Martin R, Quifionero A, Dominguez F. Oral
presentation. SRI 69th Annual Scientific Meeting. Denver (Colorado, USA). 15-19 March 2022.

Characterization of the non-classic progesterone receptor membrane component 2 (PGRMC2) during
the human menstrual cycle and in vitro decidualization. Medina-Laver Y, Diaz-Hernandez I, Alama P,
Gonzalez-Martin R, Palomar A, Quifionero A, Dominguez F. Oral presentation. SRl 68th Annual
Scientific Meeting. Boston (Massachusetts, USA). 6-9 July 2021.

Non-classical progesterone signaling may be sufficient to induce decidualization in Human Endmetrial
Stromal Cells (ESC). Salsano S, Quifionero A, Perez-Deben S, Gonzalez-Martin R, Dominguez F. Oral
presentation. ESHRE 34" Annual Meeting. Barcelona (Spain), 01-04 July 2018.

Entosis Act Through the Rho-ROCK Signalling Pathway During Human Embryo Implantation. Palomar
A, Quifionero A, Medina-Laver Y, Gonzalez-Martin R, Salsano S, Dominguez F. Oral presentation. SR
69th Annual Scientific Meeting. Denver (Colorado, USA). 15-19 March 2022.

Entosis Occurs in Human Embryo Implantation. Palomar A, Gonzalez-Martin R, Salsano S, Pérez-Debén
S, Quifionero A, Dominguez F. Poster presentation. SRI 68th Annual Scientific Meeting. Boston
(Massachusetts, USA). 6-9 July 2021.
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