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RESUMEN

Los nifios nacidos por tratamientos de reproduccion asistida han ido aumentando en los
ultimos afios debido a una sociedad que obliga a aquellos que quieren ser padres a
retrasar la maternidad cada vez mas. Este incremento en el nimero de pacientes
conlleva un aumento en el interés por reducir los riesgos para la salud de los nifios y
pacientes asociados a estos tratamientos. Entre estos riesgos se ha descrito una mayor
incidencia de las enfermedades epigenéticas. Se ha hipotetizado que los nifios nacidos
por técnicas de reproduccion asistida tienen un mayor riesgo de sufrir estas
enfermedades debido a que los procedimientos clinicos y de laboratorio tienen lugar en
momentos criticos para la reorganizacion del epigenoma de los embriones. Es por ello
por lo que en este trabajo nos hemos centrado en estudiar la literatura disponible sobre
la influencia de las técnicas de reproduccion asistida sobre la epigenética, en busca de
las alteraciones que los tratamientos podrian estar provocando sobre el epigenoma de
ovocitos y embriones en diferentes puntos del ciclo. Tras este estudio, hemos visto que
las técnicas analizadas (estimulacion ovérica controlada, fecundacion in vitro, inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides, cultivo embrionario y vitrificacion) modifican
de diversas formas el epigenoma de ovocitos y/o embriones, especialmente la
metilacion de zonas especificas del genoma. No obstante, también hemos concluido que
es necesario realizar estudios sobre los recién nacidos vivos por estas técnicas, asi como

los abortos, para determinar la trascendencia clinica de estas alteraciones.

Palabras clave: epigenética, impronta, tratamientos de reproduccion asistida,
estimulacion ovarica controlada, fecundacion in vitro (FIV), inyeccion

intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), cultivo embrionario, vitrificacion.



1. INTRODUCCION
A dia de hoy, més de 9 millones de nifios han nacido por técnicas de reproduccion asistida
(ART) a nivel mundial. En el afio 2019, el 9°5% de los nacimientos en Espafia fueron
mediante ART, aumentando un 1% en relacion al afio anterior, segun datos del Instituto
Nacional de Estadistica. Tanto los expertos como los datos concluyen que existe una clara

tendencia al aumento de los nacimientos por reproduccion asistida.

Debido al impacto que este campo tiene sobre la sociedad, es de gran importancia
optimizar las técnicas usadas y ampliar el estudio a todos los factores que pueden afectar

a los pacientes y a los recién nacidos durante los tratamientos.

En este sentido, la epigenética ha tomado gran relevancia en los ultimos afios en el campo
de la reproduccion asistida debido a su importancia durante el desarrollo embrionario y

las posibles consecuencias de su alteracion.

Cada vez existen mas evidencias de que la exposicion a diferentes factores durante la
concepcion, como pueden ser los ART, pueden tener multiples consecuencias en el
desarrollo de la descendencia. Por ello, se han llevado a cabo distintos estudios que
muestran como los embarazos por ART presentan un riesgo aumentado de parto
pretérmino, bajo peso al nacer y mortalidad prenatal, asi como que nifios nacidos por estas

técnicas presentan un mayor riesgo de enfermedades cardiovasculares y metabdlicas.?

A pesar de conocer estos hechos a nivel clinico, no existen suficientes estudios que hayan
relacionado estos sucesos con sus posibles causas a nivel celular y molecular. En este
sentido, se han comenzado a estudiar las causas subyacentes a estos riesgos analizando
los mecanismos epigenéticos que sufren alteraciones durante las ART.

La epigenética se define como el estudio de los cambios heredables en el fenotipo o la
expresion de los genes causados por diferentes mecanismos que no afectan a la secuencia
de ADN subyacente, y el epigenoma es el conjunto de compuestos quimicos en contacto

con el ADN que lo marcan y alteran para controlar su expresion.?

En la conformacion del epigenoma intervienen diferentes mecanismos que explicaremos
a continuacién: metilacién de ADN, modificacién de histonas, ARN no codificantes e

impronta genética.

Durante el desarrollo embrionario, tiene lugar una drastica reprogramacion del

epigenoma, esencial para que los gametos -células que ya tenian su destino definido-



puedan convertirse en células totipotentes tras su union y dar lugar asi a todos los linajes
celulares necesarios para formar el feto. La alteracion de esta reprogramacion puede
causar graves problemas durante el desarrollo embrionario y fetal, lo que desembocaria

en multiples enfermedades.®
A continuacion, explicaremos los principales mecanismos epigenéticos:
Metilacion de ADN

La metilacion del ADN es el principal mecanismo epigenético de modificacion de la
expresion del genoma. Consiste en la adicion de un grupo metilo al carbono en la posicién
5 del anillo de pirimidina de la base nitrogenada citosina (5-metilcitosina, 5mC) o al
nitrégeno en posicién 6 del anillo de purina de la base adenina (N6-metiladenina, 6mA),
aunque en células eucariotas destaca la metilacion de las citosinas. La adicion de este

grupo metilo supone la supresion de la expresion del gen.?

La metilacion de citosina suele ocurrir en las denominadas islas CpG, regiones del ADN
con una elevada concentracion de pares citosina y guanina enlazados por grupos fosfatos.
Estas suelen encontrarse en los promotores de los genes, de forma que la metilacién de
estas regiones controlaria la expresion de los genes bajo estos promotores. La metilacién
también puede ocurrir en otras zonas del genoma como regiones codificantes o enhancers
(regidn corta del ADN que puede potenciar la expresion de otros genes lejanos gracias a
Su union a proteinas). En las células madre embrionarias, la metilacién de citosinas fuera

de las islas CpG es preponderante.?

La metilacion de novo, aquella llevada a cabo en una célula donde ninguna de las cadenas
del ADN esta metilada, es catalizada por las enzimas ADN metiltransferasas DNMT3A/B
mientras que la metilacion de mantenimiento, aquella que toma como referencia la cadena
de ADN que proviene de la célula progenitora tras una division celular y que esta
hemimetilada, la realiza las ADN metiltransferasas DNMT1. Por otro lado, la familia de

enzimas TET se encargan de la desmetilacion.®

El establecimiento de un epigenoma correcto es fundamental para conseguir una
gametogénesis adecuada y un desarrollo embrionario normal. Durante el desarrollo
embrionario temprano tiene lugar una reprogramacion casi total de las marcas
epigenéticas, tanto en el genoma materno como en el paterno, para poder dar lugar a las

células totipotentes del embrion. En esta reprogramacion es de especial importancia la



eliminacidon de todas las citosinas metiladas, excepto en los genes improntados y en los
retrotransposones, estos ultimos son regiones del ADN moviles que deben estar
silenciados para no saltar a otras regiones del ADN provocando roturas y alteraciones de
la secuencia. Se ha visto que el genoma paterno presenta una velocidad de desmetilacion

mayor que el genoma materno durante la reprogramacion.®

Una vez eliminadas las marcas epigenéticas y las primeras divisiones del embridn han
tenido lugar, se establece el epigenoma que permitird que la morula dé paso a la
diferenciacion entre masa celular interna y trofoectodermo en el blastocisto y las

sucesivas diferenciaciones celulares que tendran lugar durante su desarrollo.*
Modificacidn de histonas

Las histonas son proteinas que junto al ADN forman la cromatina. La modificacion de
histonas es un mecanismo epigenético que tiene como objetivo modificar la estructura de
la cromatina para que sea mas laxa o compacta. Una cromatina mas laxa permite la
entrada de la maquinaria de transcripcion méas facilmente, con la consecuente expresion
de los genes que se encuentren en esta region. Para ello, una serie de enzimas y complejos
proteicos se encargan de afiadir o eliminar distintos residuos quimicos a las histonas como
modificaciones postraduccionales para conseguir una cromatina mas laxa (eucromatina)

o compacta (heterocromatina).®

Las modificaciones postraduccionales de las histonas que podemos encontrar son:
acetilacion y ubiquitinacién de lisina, fosforilacion de serina, metilacion de arginina,
isomerizacion de prolina, entre otras. La acetilacion de lisina es la modificacién mas
comun. Esta reaccion es catalizada por las enzimas histona acetil transferasas y promueve
la transcripcion génica, por lo que es caracteristica de la eucromatina. La accion contraria,
la desacetilacién de lisina, es catalizada por la familia de enzimas histona desacetilasas y
se encuentra abundantemente en la heterocromatina. Estas modificaciones
activan/desactivan la transcripcion porque funcionan como sefiales para complejos
proteicos remodeladores de la cromatina que recolocan los nucleosomas para abrir 0

cerrar la cromatina.’

Las modificaciones postraduccionales no son los Unicos mecanismos epigenéticos que
involucran a las histonas, sino que también existen variantes de histonas que promueven
la expresion génica en las zonas en las que estan presentes. Por ejemplo, las histonas H3

y H2A presentan multiples variantes que participan en la remodelacion de la cromatina.®
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ARN no codificante

Los ARN no codificantes (ncRNA) son moléculas de ARN funcionales que no se traducen
a proteinas. Existen diferentes tipos de ncRNA, como el ARN ribosomico o el ARN
transferente, pero los ncRNA que participan en la epigenética son los ncRNA largos
(IncRNA) y los ncRNA pequefios (SncRNA). Dentro de los sncRNA encontramos los
microARN (miRNA), los ARN pequefios de interferencia (SIRNA) y los ARN asociados
a Piwi (piRNA).

En primer lugar, los sncRNA modifican la expresion génica mediante ribointerferencia.
Este mecanismo de silenciamiento génico postranscripcional consiste en que un SncRNA

se une a un ARN mensajero (MRNA) complementario, conduciéndolo a su degradacion.®

A modo ilustrativo, vamos a explicar el mecanismo de accion de los siRNA. En primer
lugar, una proteina llamada Dicer corta una molécula ARN de doble cadena (exdgena o
enddgena), dando lugar a las moléculas de siRNA. A continuacion, el siRNA se une a
una serie de proteinas con las que forma el complejo RISC (RNA-induced silencing
complex) y éste se une al MRNA complementario. Una vez unido, la proteina Argonauta
del complejo RISC corta el mMRNA, lo que conllevara a su degradacién. Ademas de
degradar el mRNA transcrito, los siRNA permiten metilar el mRNA durante su
transcripcion mediante el complejo RITS (RNA-induced transcriptional silencing) para

inhibir su transcripcion.®

Por otro lado, los IncRNA son moléculas de ARN de mas de 200 nucleétidos de longitud,
entre los que diferenciamos: INcCRNA intergénicos, INCRNA intrdnicos, sense InCRNA y
IncRNA antisentido, segun su ubicacion en el genoma. Podemos destacar los InCRNA
XIST y HOTAIR. Multiples moléculas de XIST se colocan sobre uno de los cromosomas
X en aquellas personas con un cariotipo XX para compensar la dosis genética de este
cromosoma. Sin XIST se produce letalidad embrionaria. Por otro lado, HOTAIR regula
la actividad de los complejos remodeladores de la cromatina llamados Polycomb,

dirigiéndolos al locus del ADN en el que deben modificar la expresion.®
Impronta genomica

La impronta gendmica es un fendmeno genético por el cual para ciertos genes los

mamiferos somos funcionalmente haploides, es decir, la existencia de impronta determina



que solo se expresa el alelo materno o el alelo paterno. Se trata de una herencia no

mendeliana.?

La impronta supone un marcado de los genes para diferenciar su origen parental. Este
proceso involucra la metilacién y remodelacion de la cromatina del alelo que no se va a
expresar para conseguir una expresion monoalélica del gen sin alterar la secuencia del
ADN.?

La impronta gendmica se establece en la linea germinal durante la formacion de los
gametos segun el sexo del individuo, de forma prenatal en el caso de los hombres y
postnatal en el caso de las mujeres (Figura 1). Esta impronta esquiva la reprogramacion
epigenética, que tiene lugar durante los primeros estadios de desarrollo embrionario, para
mas tarde eliminarse en las células germinales primordiales mientras se mantiene en el

resto de células somaticas del organismo.?

Maternal imprints
established de novo
in the female
Paternal imprints germline (postnatal)
established de novo

in the male

germline (prenatal)

Imprints erased
in primordial
germ cells Sperm

Oocyte

2
/ZEEA\\ o o .
!7 “ Imprints maintained during
demethylation of paternal
\ "@ and maternal genom
\é‘ %/ n rnal genomes
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Figura 1. Establecimiento, mantenimiento y borrado de la impronta gendomica durante el desarrollo del raton.
Elaborado por: Plasschaert RN, Bartolomei MS. Genomic imprinting in development, growth, behavior and stem cells.
Development. 2014 May; 141 (9): 1805-1813. DOI: 10.1242/dev.101428.

Alrededor del 80% de los genes improntados se encuentran agrupados en los llamados
centros reguladores de impronta (ICRs) y hasta ahora se conocen alrededor de 230 loci

con impronta parental en humanos.?

Fallos en la impronta gendmica suponen graves alteraciones durante el desarrollo
embrionario que pueden desembocar en diferentes enfermedades como el sindrome de
Beckwith-Wiedemann, el sindrome de Silver-Russell, el sindrome de Angelman o el
sindrome de Prader-Willi.2



Como hemos visto, la epigenética juega un papel clave en el desarrollo embrionario y
cualquier alteracion puede suponer un grave problema para la salud del recién nacido. En
reproduccion asistida, el objetivo es conseguir un nifio sano en casa, todos los esfuerzos
y estudios enfocados a conseguir este objetivo son necesarios, permitiendo la mejora de

los resultados y la satisfaccion de los pacientes.

Es por ello, que creemos necesario el estudio de las posibles consecuencias a nivel
epigenético de los diferentes procesos a los que se someten los gametos y embriones

durante los tratamientos de reproduccion asistida.

2. OBJETIVOS
El presente trabajo pretende analizar la literatura disponible sobre el impacto de los
tratamientos de reproduccién asistida sobre el epigenoma de ovocitos y embriones, por lo

que los objetivos que se plantearon fueron:

1. Describir los cambios epigenéticos que los tratamientos de reproduccion asistida
podrian provocar en los ovocitos y embriones, especificamente durante la
estimulacion ovérica controlada, la fecundacion in vitro, la inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides, el cultivo embrionario y la vitrificacion.

2. Comparar los resultados de los diferentes estudios publicados sobre las
alteraciones que producen los tratamientos de reproduccion asistida sobre el

epigenoma de ovocitos y embriones.

3. METODOLOGIA
Con el objetivo de obtener la informacion necesaria sobre las alteraciones que los
tratamientos de reproduccion asistida producen sobre el epigenoma de ovocitos y
embriones, se realizé una busqueda de articulos y revisiones en la base de datos Pubmed
mediante palabras clave sobre epigenética, estimulacion ovarica controlada, fecundacion
in vitro, inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides, cultivo embrionario y
vitrificacién/desvitrificacion. La busqueda se centrd principalmente sobre los ultimos 5
afios, aunque en ocasiones se han incluido articulos anteriores a estas fechas por falta de
literatura posterior. También se hizo uso de la base de datos de la biblioteca virtual de la

Universidad Europea para consultar libros sobre las bases de la epigenética. Los articulos



Level of methylation (median% 5kb)

y revisiones fueron seleccionados por su relevancia en el tema que tratamos y con la
intencion de exponer los diferentes puntos de vista disponibles sobre el impacto que

tienen los tratamientos de reproduccion asistida sobre el epigenoma.

4. RESULTADOS
Los tratamientos de reproduccion asistida se han desarrollado intentando asemejarse o
maximo posible a lo que ocurre de forma natural (Figura 2). Sin embargo, la manipulacion
de los gametos y embriones, asi como la exposicion a diferentes factores exdgenos es

inevitable en multiples puntos del proceso.
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Figura 2. Niveles de metilacion de los gametos, embrion y células germinales primordiales durante el desarrollo
embrionario y fetal y momentos en los que se realiza cada técnica de reproduccion asistida. PGCs: células germinales
primordiales, ICRs: centro de impronta, IVM: maduracion in vitro, EOC: estimulacion ovdrica controlada, FIV:
fecundacion in vitro, ICSI: inyeccion intracitoplasmdtica de espermatozoides. Figura obtenida de Barberet et al. con
modificaciones.

A continuacion, vamos a ver qué se conoce hasta ahora sobre el impacto de los diferentes

ART sobre el epigenoma de los ovocitos y embriones.

4.1. Estimulacion ovarica controlada
La estimulacion ovérica controlada es un tratamiento hormonal que pretende conseguir

un desarrollo folicular multiple para tener una cohorte de ovocitos adecuada para su uso

embryo
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en ciclos de fecundacion in vitro (FIV) y/o inyeccidon intracitoplasmatica de

espermatozoides (ICSI).

Como hemos visto en la introduccion, el establecimiento de las marcas epigenéticas en
los ovocitos es dependiente del tiempo y el estadio de maduracion de estos (Figura 2). En
base a esto, se ha hipotetizado que la estimulacion ovérica controlada podria tener una
influencia negativa sobre el epigenoma de los ovocitos al reclutar ovocitos de baja calidad

y alterar sus tiempos de maduracion.

Varios estudios han centrado su trabajo en analizar la influencia de la estimulacion
ovarica controlada sobre la metilacion de los genes. Por ejemplo, el estudio llevado a cabo
por Sato et al. encontro diferencias en la metilacion de los genes improntados MEST y
H19 en los ovocitos de pacientes sometidas a estimulacion ovéarica en comparacion con
un grupo de 300 ovocitos obtenidos de examenes laparoscopicos sin estimulacion ovérica
previa. Las pacientes estudiadas presentaban como indicaciones para el ART factor
masculino, obstruccion tubérica e infertilidad de origen desconocido. Para llevar a cabo
este estudio, analizaron el perfil de metilacion de MEST y H19 mediante secuenciacion
por bisulfito de célula Unica, tras lo cual describieron que el patrén de metilacion normal
del gen MEST se mantenia en 10 de los 16 casos estudiados, mientras que el patron de

no metilacién de H19 se mantenia en 4 de los 6 ovocitos analizados.

La influencia de la estimulacién ovarica sobre el epigenoma también se ha estudiado a
nivel de la metilacion del genoma completo, pero no se han encontrado alteraciones. Un
ejemplo es el estudio de Saenz De Juano et al. Este grupo analiz6 los ovocitos de dos
grupos de ratones: obtenidos por ovulaciéon natural (32 ratones) y por estimulacion
ovarica (24 ratones, 5 Ul eCG + 5 Ul hCG) y, tras realizar un analisis de la metilacion del

genoma completo por bisulfito, no encontraron diferencias entre los grupos.®

Otros estudios, como el realizado por Fauque et al., han analizado la influencia de la
estimulacion ovérica controlada sobre la expresion de genes improntados. En el caso que
exponemos, Fauque et al. analizaron la expresion del gen H19 mediante PCR cuantitativa
a tiempo real en 113 blastocistos de ratdn. En el disefio experimental diferenciaron cuatro
grupos de estudio: embriones procedentes de ratones no estimulados con fecundacion y
desarrollo in vivo, embriones procedentes de ratones estimulados con fecundacion y
desarrollo in vivo, embriones procedentes de ratones estimulados con fecundacion in vivo

y desarrollo in vitro y embriones procedentes de ratones estimulados con fecundacion y



desarrollo in vitro. Tras el analisis, observaron que los grupos que se habian sometido a
estimulacion ovarica presentaban una proporcion de transcritos de H19

significativamente menor que el grupo que no habia sido estimulado.®

También se ha estudiado la influencia de la estimulacion ovérica sobre la expresion de
las enzimas metiltransferasas DNMT1, DNMT3A y DNMT3B. Liang et al. analizaron el
ARNmM de 50 ovocitos MII de ratdn distribuidos en tres grupos de estudio: un grupo
control, un grupo con dosis hormonal baja (6 Ul eCG y hCG) y un grupo con dosis
hormonal alta (10 Ul eCG y hCG). Tras el analisis de PCR cuantitativa en tiempo real,
observaron que ninguna de las tres enzimas presentd alteraciones en sus niveles de
expresion en ninguno de los grupos de estudio. El grupo repitio este analisis en los cigotos
y de nuevo no encontraron diferencias significativas. En conclusion, la estimulacién
ovarica no alteraba los niveles de transcripcion de las enzimas DNMT1, DNMT3A y
DNMT3B.®

Por otro lado, también se ha analizado la influencia que podria tener la dosis de la
estimulacion ovérica sobre la metilacion en los ovocitos. Para ello, Huo et al. realizaron
en 2020 dos experimentos en ovocitos de ratones con dosis de FSH o hMG de 5, 50 y 200
Ul en combinacion con 5 Ul de hCG. Los grupos estaban formados por una media de 6
ratones cada uno. Primero analizaron la metilacion del ADN del genoma completo y no
encontraron diferencias significativas entre los grupos estimulados y el grupo control no
estimulado. En segundo lugar, analizaron regiones diferencialmente metiladas (DMRs) y
describieron diferencias en la distribucion de la metilacion en las DMRs del grupo control
y de los grupos estimulados. Estos patrones se conservaban en las diferentes dosis de FSH
y hMG. Varios de los genes con patrones de metilacion diferentes en las DMRs estaban
implicados en procesos biol6gicos como el metabolismo de la glucosa, en el desarrollo
del sistema nervioso, el ciclo celular, el procesamiento del ARNm vy la proliferacion

celular.t

Por altimo, también se ha descrito que el numero de estimulaciones modifica la expresion
de genes de pluripotencia y conduce a alteraciones en la modificacion de histonas. Para
ello, Tang et al. estudiaron cuatro grupos de ratones: un grupo control con ciclo natural
(n = 1956 ovocitos) y tres grupos bajo estimulacién hormonal con eCG y hCG. Estos tres
grupos se diferenciaban en el nimero de inyecciones hormonales: el primer grupo con
una inyeccion de 8 Ul hCG y 8 Ul eCG (n = 4195 ovocitos), el segundo grupo con tres
inyecciones con un intervalo de 7 dias (n = 4973 ovocitos) y el tercer grupo con cinco
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inyecciones con el mismo intervalo (n = 2025 ovocitos). Estos ovocitos fueron
fecundados por apareamiento, extraidos en estadio de cigoto y cultivados hasta estadio de
blastocisto, siendo analizados finalmente entre 50 y 150 blastocistos de cada grupo. En
sus resultados encontraron una tendencia a la disminucion de la expresion de los genes
de pluripotencia Oct4, Sox2 y Nanog conforme mayor era el nimero de estimulaciones,
mediante un andlisis de PCR cuantitativa a tiempo real. En cuanto al efecto sobre la
modificacion de histonas, analizaron la expresion de los genes de dos histonas
deacetilasas (HDAC1/2), dos histonas acetilasas (GCN5 y HAT1), una histona
metiltransferasa (G9a) y dos histonas demetilasas (KDM6a/b). Observaron que los grupos
estimulados presentaban una expresién mayor de las histonas deacetilasas HDACL1 y
HDAC?2, las histonas acetilasas GCN5 y HAT1 y la histona metiltransferasa G9a con
respecto al grupo control, mientras que la expresion de las histonas demetilasas KDM6A

y KDM6B era menor en los grupos estimulados.®

4.2. Fecundacién in vitro e Inyeccion Intracitoplasmatica de Espermatozoides
El punto clave de un ciclo de reproduccion asistida es la union del ovocito y el
espermatozoide en el laboratorio, favoreciendo la fecundacion. Existen dos técnicas: la
fecundacién in vitro convencional (FIV) y la inyeccidn intracitoplasmatica de

espermatozoides (ICSI).

La FIV convencional consiste en poner el ovocito en contacto con una muestra de
espermatozoides capacitada en una placa de cultivo, permitiendo una fecundacion mas

natural basada en que el espermatozoide méas apto sera el que fecunde.

La ICSI consiste en seleccionar un espermatozoide de la muestra de semen capacitada e
introducirlo mediante inyeccion en el citoplasma del ovocito. Aunque la fecundacion sea
mas alejada de lo que ocurre en el tracto reproductor femenino de forma natural, esta
técnica permite el uso de muestras seminales de baja calidad. El uso de este tipo de
muestras ha supuesto el estudio de ICSI como posible causa de enfermedades
epigenéticas en recién nacidos vivos (RNV) por ART.

En este sentido, el trabajo de Marques et al. se centra en los defectos en la metilacion de
los genes improntados en espermatozoides procedentes de biopsia testicular. Para ello
analizaron los patrones de metilacion mediante clonacion y secuenciacion por bisulfito
de los genes improntados H19 y MEST en las muestras de 24 pacientes azoospérmicos

con diferentes etiologias (5 pacientes con aneyaculacién, 5 pacientes con azoospermia
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primaria obstructiva, 5 pacientes con azoospermia secundaria obstructiva y 9 con
azoospermia secretora). Los resultados fueron comparados con casos con
espermatogénesis normal, con y sin obstruccion del epididimo, y muestras eyaculadas
normozoospérmicas. Tras los analisis, observaron una disminucion de la metilacion de
H19 en 4 de los pacientes, todos ellos pertenecientes al grupo con azoospermia secretora.
Ademas, uno de ellos present6 9 de los 10 clones analizados no metilados por completo.
Este paciente habia realizado un ciclo de ICSI con todos los embriones bloqueados
durante el desarrollo. Por otro lado, todos los grupos de pacientes presentaron niveles de
metilacion normales para el gen MEST. Sin embargo, los grupos de aneyaculacion y
azoospermia secundaria obstructiva presentaban un porcentaje de clones normales para

MEST menor que el resto de grupos de pacientes.

El articulo publicado por Kobayashi et al. también apoya la posible influencia de ICSI
sobre el epigenoma de los embriones procedentes de los pacientes con mala calidad
seminal, en este caso aquellos con oligozoospermia. En su estudio analizaron, mediante
secuenciacion por bisulfito, los patrones de metilacion de 2 genes con impronta paterna
(H19y GTL2) y 5 genes con impronta materna (MEST, LIT1, ZAC, PEG3 y SNRPN) en
las muestras seminales de 97 hombres infértiles. Estas muestras fueron comparadas con
muestras de pacientes normozoospérmicos. Sus resultados describieron alteraciones en la
metilaciéon de ambos genes con impronta paterna. En el caso de H19 encontraron
alteraciones en 1 paciente con oligozoospermia moderada (5-20 millones de
espermatozoides/ml) y 3 pacientes con oligozoospermia severa (<5 millones de
espermatozoides/ml). Para el caso de GTL2, encontraron alteraciones en 2 pacientes con
oligozoospermia moderada y 4 pacientes con oligozoospermia severa. También
encontraron alteraciones en el patron de metilacion de los genes con impronta materna
analizados en varios individuos: 12 pacientes para MEST, 4 pacientes para LIT1, 3
pacientes para ZAC, 5 pacientes para PEG3 y 4 pacientes para SNRPN. Ademas, de los
6 casos con oligozoospermia severa, 5 presentaban patrones de metilacion alterados tanto
en los genes con impronta paterna como con impronta materna. Tras este analisis, hicieron
un seguimiento de los ART de 24 pacientes que presentaron alteraciones en la metilacion.
Seis pacientes tuvieron embarazos: 2 llegaron a término y 4 fueron abortos. Todos los
abortos tuvieron lugar tras ICSI, mientras que de los dos embarazos que llegaron a
término uno fue espontaneo y otro tuvo lugar tras ICSI. Pudieron analizar una muestra de

cordon umbilical del recien nacido por ICSI 'y comparar sus patrones de metilacion con
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los de su padre. Observaron que el recién nacido no habia heredado ninguno de los

patrones de metilacion alterados detectados en las muestras seminales del padre.®

Otro estudios se centraron en comparar los patrones de metilacion de diferentes genes en
nifios nacidos por FIV o ICSI con los de nifios nacidos por gestacion espontanea,

encontrando pequefias diferencias significativas entre los grupos analizados.

Por ejemplo, Whitelaw et al. realizaron un estudio retrospectivo en el que estudiaron
diferencias en la metilacion de nifios nacidos mediante FIV convencional, ICSI y
gestacion espontanea. Analizaron los patrones de metilacion de los genes improntados
IGF2, SNRPN, LINE-1 e INS mediante pirosecuenciacion en tres cohortes: una cohorte
de nifios nacidos por FIV (n = 49), una cohorte de nifios nacidos por ICSI (n = 20) y una
cohorte de nifios nacidos por gestacion espontanea (n = 86). Obtuvieron las muestras de
frotis bucal. En sus resultados describieron unos niveles de metilacién mayores del gen
improntado SNRPN en RNV concebidos mediante ICSI en comparacion con nifios
nacidos por gestacién espontanea y FIV. Estos resultados son estadisticamente

significativos en la comparacion de todas las cohortes (Tabla 1).

ICSI vs Gestacidn ICSI vs Gestacién
’ ICSI vs FIV ’
espontanea espontaneay FIV

% Metilacion
; ; 1,03% (p = 0,031) 1,13% (p = 0,043) 1,05% (p = 0,023)
diferencial

Tabla 1. Resultados del estudio de Whitelaw et al. Se muestran las comparaciones de los niveles de metilacion entre
las tres cohortes del estudio (ICSI, FIV y gestacion espontdnea) junto a su p valor.

Sin embargo, con respecto a los genes IGF2, LINE1 e INS no encontraron diferencias

significativas entre ninguna de las cohortes.’

Otro estudio, realizado por Rancuort et al., describi6é pequefias diferencias significativas
en los patrones de metilacion de varios genes improntados procedentes de muestras de
placenta y sangre de cordon umbilical de nifios nacidos por FIV, pero tras analizar la
expresion de estos genes no observaron diferencias en sus niveles de transcripcion. En su
trabajo estudiaron los patrones de metilacion de los genes GRB10, MEST, SNRPN,
KCNQ1, H19 y IGF2 en tres grupos: 61 pares madre-hijo con gestaciones espontaneas,
59 con embarazos tras FIV convencional y 27 embarazos mediante el uso de induccion
de la ovulacion (10). Tras el andlisis por pirosecuenciaciéon con bisulfito, encontraron

pequefias diferencias significativas en los niveles de metilacién de H19 en el grupo de
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FIV (43,4%) en comparacion con el grupo de la gestacion espontanea (44,7%) tanto en
las muestras de placenta como en las muestras de sangre del cordon umbilical. En el gen
SNRPN encontraron diferencias en las muestras de placenta (42,1% vs 40,4%) y en el
gen KCNQL1 encontraron diferencias en las muestras de sangre del cordon umbilical (48%
vs 51,4%). No encontraron mas diferencias en el resto de genes entre los dos grupos. En
cuanto, a los resultados del grupo de 10 en comparacion con el grupo de gestacion
espontanea, también encontraron pequefias alteraciones en los niveles de metilacion en
los mismos genes que en el grupo de FIV. Estas variaciones en la metilacion del grupo
de 10 eran muy parecidas a las obtenidas en el grupo de FIV: menor metilacion de H19
en la placenta de 10 (40,2% vs 44,6%), mayor metilacion de KCNQL1 en el cordén
umbilical de 10 (43,6% vs 42,3%) y, por Gltimo, mayor metilacién de SNRPN tanto en
el cordon umbilical (42,5% vs 40,4%) como en la placenta (43,2% vs 41,1%) de 10. Con
el objetivo de analizar si estas diferencias en la metilacion se traducian en diferencias en
la expresion de los genes, analizaron los niveles de transcripcion mediante PCR
cuantitativa sin encontrar diferencias para SNRPN y KCNQ1, pero si para H19. En este
caso, la expresion de H19 era algo mayor en los grupos de FIV e 10 que en el grupo de
gestacion espontanea ya que los dos grupos presentaban una pequefia pérdida del nivel de

metilacion normal.’

Un estudio reciente llevado a cabo por El Hajj et al. determing, mediante un analisis de
metilacion del genoma completo, pequefias diferencias significativas entre un grupo de
nifios nacidos por ICSI y nifios nacidos por gestacion espontanea. A partir de 48 muestras
de sangre del cordén umbilical de nifios nacidos por ICSI y 46 muestras de nifios nacidos
por gestacion espontanea, analizaron 428227 sitios CpG mediante pirosecuenciacion por
bisulfito. De ellos, un 0.11% mostraron diferencias significativas entre ambos grupos,

aunque con un tamafio del efecto pequeiio (f<10%).

Por ultimo, Choux et al. compard los patrones de metilacion de varios genes improntados
y transposones en un grupo de 15 nifios nacidos por FIV, 36 nifios nacidos por ICSIy 48
nifios nacidos por gestacion espontanea. Tras el analisis mediante pirosecuenciacion por
bisulfito de 3 DMRs de genes con impronta (H19/IGF2, KCNQ1 y SNRPN) y 4 familias
de genes transponibles (AluYa5, LINE-1, ERVFRD-1 y ERVW-1) procedentes de
muestras de placenta y cordon umbilical, observaron que la metilacién del ADN tanto en
las DMR de los genes H19, IGF2 y KCNQ1 como en los elementos transponibles LINE-
1y ERVFRD-1 era menor en los grupos FIV e ICSI en comparacion con el grupo control
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en las muestras placentarias, sin embargo no encontraron diferencias significativas entre

los grupos en las muestras de cordén umbilical en ninguno de los genes estudiados.®

4.3. Cultivo embrionario
Tras la fecundacion, los embriones deben ser cultivados durante varios dias en el
laboratorio antes de ser transferidos al Gtero materno, con el objetivo de seleccionar los

embriones de mejor calidad y descartar aquellos no viables.

Existen multiples articulos en la literatura que han demostrado que el cultivo embrionario

in vitro provoca alteraciones epigenéticas en los embriones.

Uno de los primeros articulos publicados que analiza los efectos del medio de cultivo
sobre el epigenoma es el realizado por Doherty et al. en el afio 2000. En este estudio,
analizaron los niveles de expresion y el patron de metilacion del gen con impronta paterna
H19 tras el cultivo embrionario en dos medios de cultivo diferentes. Los embriones de
raton fueron cultivados hasta estadio de blastocisto en medio de Whitten o en medio
KSOM enriquecido con aminoacidos (KSOM AA). En cuanto a la expresion de H19,
observaron que todos los embriones presentaban expresion bialélica del gen, aunque los
embriones cultivados en el medio de Whitten presentaron una mayor expresion paterna
(40% media * 6% error estandar, n = 7) en comparacion con los embriones cultivados en
el medio KSOM AA (10% = 3%, n = 3). A continuacidn, analizaron mediante enzimas
de restriccion si la expresion bialélica de H19, contraria a la expresién materna
monoalélica que ocurre de forma natural, se debia a una alteracion en la impronta de los
genes. Sus resultados mostraron que los embriones cultivados en el medio de Whitten
sufrian una pérdida significativa de la metilacion en el ICR de H19, mientras que la
metilacion del alelo paterno en los embriones cultivados en KSOM AA se mantenia.®

Mas recientemente, y aunque los estudios con embriones humanos sean escasos, podemos
comentar el estudio de Kleijkers et al. en el que analizaron por microarrays las diferencias
en la expresion génica de embriones humanos cultivados en dos medios de cultivo
diferentes: G5 y HTF (fluido tubarico humano). Aunque este estudio no evalle las
alteraciones epigenéticas, cabe destacar que sus resultados mostraron una expresion
diferencial de 951 genes entre ambos grupos, con una poblacion de estudio de 10
blastocistos por grupo. Encontraron que 18 vias de sefializacion enriquecidas en estos
genes estaban involucradas en la apoptosis, el metabolismo, el procesamiento de las

proteinas y la regulacién del ciclo celular. Méas concretamente, los genes diferencialmente
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expresados implicados en la replicacion del ADN, en el punto de control de G1 a S en el
ciclo celular, en la fosforilacion oxidativa y en el procesamiento de las proteinas estaban
regulados al alza en G5 en comparacion con HTF. Los genes implicados en la apoptosis,
aunque diferencialmente expresados, no concluyen si la expresion era a la alza o a la baja
entre los dos grupos. Es importante destacar que los embriones analizados fueron elegidos

de aquellos que no fueron seleccionados para transferencia o crioconservacion.®

Fijandonos en estudios de los altimos afios, podemos evaluar coémo los medios de cultivo

mas nuevos pueden estar influyendo sobre el epigenoma de los embriones.

En 2020, Mulder et al. centraron su investigacion en las diferencias en la metilacion de
genes improntados en muestras placentarias. Establecieron tres grupos de estudio:
placentas procedentes de embriones cultivados en medio G5 (n = 54), placentas
procedentes de embriones cultivados en medio HTF (n = 43) y placentas procedentes de
gestaciones espontaneas (n = 69). Estudiaron 34 DMRs asociadas a genes improntados
mediante secuenciacion de nueva generacion tras conversion del ADN por bisulfito.
Analizando la media de metilaciéon por amplicon de cada DMR, no encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la media de los niveles de metilacién de 31
de los 34 DMRs entre G5 y HTF. En cuanto a los 3 DMRs no comentados,
correspondientes a GRB10, MEG3 y DIRAS3, no pudieron obtener datos sobre su
metilacién en ninguno de los dos grupos. Ademas, comprobaron que no existian
diferencias significativas entre las muestras placentarias procedentes de los medios de
cultivo y las muestras placentarias de las gestaciones espontaneas.®

En 2021, Barberet et al. tampoco encontraron diferencias significativas en la metilacion
del ADN al comparar los medios de cultivo no secuenciales/globales de Irvine Scientific
y de LifeGlobal. En su estudio, analizaron las DMRs de 4 genes improntados (H19/IGF2,
KCNQ1, SNRPN, MEST) y 2 genes transponibles (AluYa5 y LINE-1) mediante
pirosecuenciacion por bisulfito. Las muestras procedian de frotis bucal de nifios
concebidos tras el cultivo en cada uno de los medios: 23 muestras para el medio de la
LifeGlobal y 14 muestras para el medio de Irvine Scientific. En sus resultados no
describieron diferencias estadisticamente significativas en la metilacion del ADN de los
DMRs de los genes improntados estudiados ni de los elementos transponibles entre los

dos grupos.®®
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4.4 Vitrificacion

4.4.1. Vitrificacion de ovocitos
La vitrificacion permite la crioconservacion de ovocitos y embriones durante el tiempo
necesario para continuar con los ART en las condiciones Optimas, ya sea por una
necesidad de preservacion de la fertilidad en el caso de los ovocitos o por realizar la
transferencia embrionaria en el momento mas fisiolégicamente Optimo del Utero,

consiguiendo muy buenos resultados.

En la literatura solo podemos encontrar un nimero muy reducido de estudios centrados
en los efectos de la vitrificacion sobre la metilacion del ADN en ovocitos humanos. Estos
estudios, expuestos a continuacién, no encontraron diferencias estadisticamente
significativas en los niveles de metilacion entre los ovocitos en fresco y los ovocitos

vitrificados.

Liu et al. realizaron un estudio global de inmunofluorescencia para detectar las citosinas
metiladas (5mC) de 12 ovocitos metafase 11 (MII) en fresco, 20 MII tras maduracién in
vitro (IVM) y 19 MII procedentes de vesiculas germinales (VG) vitrificadas maduradas
in vitro. Los resultados del estudio de inmunofluorescencia no demostraron diferencias
significativas en los niveles de metilacion de los tres grupos (grupo Ml en fresco: 1.18 +
0.37, grupo MIl IVM: 1.16 = 0.34 y grupo MII vitrificado: 1.06 £ 0.23, media *

desviacion estandar).!

De Munk et al. también realizaron un estudio global de inmunofluorescencia, pero en este
caso analizaron 31 embriones en dia 3 procedentes de 17 MIl en fresco y 14 MII
vitrificados. Tras la cuantificacion de la intensidad de la fluorescencia de la metilacion
(5mC) y la hidroximetilacion (5-hidroximetilcitosina, 5hmC), determinaron que no
existian diferencias significativas entre los embriones procedentes de ovocitos en fresco

y ovocitos vitrificados (Tabla 2).1

_ Ovocitos
Ovocitos en fresco L P valor
vitrificados
Media 5mC 1.0£0.49 0.83+0.41 0.299
Media 5hmC 1.0+0.40 0.81+0.36 0.189

Tabla 2. Resultados del estudio de De Munk et al. Se muestran la media de los niveles de fluorescencia para 5mCy
5hmC de ambos grupos de estudio, ovocitos en fresco y ovocitos vitrificados, junto a su p valor.
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Por altimo, Al-Khtib et al. realizaron un estudio de pirosecuenciacion por bisulfito para
analizar las DMRs de H19 y KCNQ1 en 77 Ml tras IVM procedentes de VG vitrificadas
y 85 MII tras IVM procedentes de VG en fresco. En sus resultados observaron que los
ovocitos MII procedentes de VG vitrificados tenian los mismos niveles de metilacion en
laDMR de KNCQL1 que los ovocitos MII procedentes de VG en fresco (p>0.99). También
observaron que los ovocitos vitrificados que se habian bloqueado en metafase | (MI)
tenian unos niveles de metilacion inferiores a los de MlI (p<0.001), lo cual demuestra que
la vitrificacion no afecta a la metilacion de novo que tiene lugar durante la reanudacién
de la meiosis in vitro. En cuanto a H19, la mayor parte de los ovocitos vitrificados que
llegaron al estadio MII tras IVM presentaban la DMR de H19 no metilada, al igual que
los controles en fresco (p = 0.18), mientras que los ovocitos que se habian bloqueado en

MI tenian un nivel de metilacion superior (p<0.001).*

En contraposicion, existen multiples estudios sobre el efecto de la vitrificacion en el
epigenoma de modelos animales, principalmente murinos y bovinos. Debido al gran
numero de estudios y a la elevada heterogeneidad que existe entre ellos, tanto a nivel de
modelos animales como de técnicas empleadas y secuencias objeto de estudio, solo
comentaremos que existen tanto articulos que apoyan la existencia de un efecto negativo
de la vitrificacion sobre el epigenoma como articulos que no han encontrado ningin

efecto significativo.!

4.4.2. Vitrificacion de embriones
Los estudios del efecto de la vitrificacion sobre el epigenoma de los embriones son muy
escasos, especialmente en el caso de embriones humanos. Entre ellos podemos destacar

los comentados a continuacion.

En primer lugar, en el estudio de Derakhshan-Horeh et al. no observaron alteraciones en
el metiloma de embriones de D3 debidas a la vitrificacion. Para ello, analizaron mediante
pirosecuenciacion por bisulfito los niveles de metilacion del DMR de los genes H19 e
IGF2. Los grupos de estudio consistian en 13 embriones en fresco biopsiados en D3 y
cultivados hasta estadio de blastocisto y 17 embriones biopsiados y vitrificados en D3,
posteriormente desvitrificados y cultivados hasta estadio de blastocisto. En sus resultados
exponen gue el porcentaje de metilacion del DMR estudiado no presentaba diferencias
significativas entre ambos grupos (grupo en fresco: 38.27% + 4.1, grupo vitrificado:
35.5% £ 3.6, p>0.05), asi como que ambos grupos presentaban un porcentaje de
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metilacion inferior al control realizado con linfocitos procedentes de muestras de sangre
periférica de 6 voluntarios (49.52% + 1.86).12

Sin embargo, el estudio realizado por Ghosh et al. si muestra diferencias significativas en
la metilacion global del ADN y en el elemento transponible LINE-1 en muestras
placentarias procedentes de embriones humanos en fresco y embriones crioconservados.
Cabe destacar que este estudio se llevo a cabo con congelacion lenta y no vitrificacion.
El grupo realiz6 un ensayo de metilacion luminométrica (LUMA) para analizar los
niveles de metilacion globales en 128 embriones en fresco y 54 congelados, asi como un
ensayo de pirosecuenciacion para evaluar los niveles de metilacién de LINE-1 en 90
embriones en fresco y 36 embriones congelados. El analisis LUMA mostro diferencias
significativas en la metilacion global entre ambos grupos (grupo congelado: 0,54 + 0,06,
grupo en fresco: 0,51 +0,07, p < 0.0001). El ensayo de pirosecuenciacion mostrd
diferencias significativas entre los grupos en cuanto a la metilacién de LINE-1 (grupo
congelado: 0,48 + 0,04, grupo en fresco: 0,48 + 0,05, p = 0.0137).13

Por ultimo, también se ha analizado la influencia de la vitrificacion sobre el epigenoma
desde el punto de vista de los niveles de miRNAs. Este estudio realizado por Daneshvar
et al. se centrd en las alteraciones en los niveles de expresion de los miRNAs miR-let-7a
y miR-16, asi como de los genes ITGB3, BCL2 y BAX. ITGB3 es el gen de la integrina
B3, que participa en el proceso de implantacion del blastocisto, y aumenta su expresion
cuando los niveles de miR-let-7a se reducen. BCL2 es un gen anti-apoptético que se ve
influido por los niveles de miR-16 de forma que al disminuir este miRNA, los niveles de
expresion de BCL2 aumentan (Figura 3). EI gen BAX es un gen pro-apoptotico y junto

con BCL2 son dos genes de gran importancia para la supervivencia del embrion.

_
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Figura 3. Representacion de la relacion entre los miRNAs miR-16 y miR-let-7a y sus genes diana BCL2 e ITGB3,
respectivamente.

Analizaron 15 blastocistos de buena calidad, procedentes de parejas jovenes (25-35 afios)
y fértiles, divididos en tres grupos de estudio con 5 blastocistos en cada grupo: en fresco,
vitrificado y revitrificado. Tras un analisis por PCR cuantitativa de transcripcion inversa
observaron que tanto miR-let-7a como miR-16 disminuian su expresion en los grupos

vitrificado y revitrificado en comparacion con el grupo en fresco, lo cual provocaba un
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aumento de la expresion de sus genes diana ITGB3 y BCL2. Conviene sefialar que a pesar
de que se observd un aumento de la expresion de BCL2 en el grupo vitrificado con
respecto al fresco, no habia diferencias significativas en la expresion de miR-16 en este
grupo. Ademas, el gen BAX sufrid una disminucion de su expresion en el grupo

revitrificado.

Es importante destacar que, al igual que en el caso de los ovocitos, existen varios estudios
que analizan la influencia de la vitrificacion sobre el epigenoma de embriones en modelos
animales. Sin embargo, por limites de extension y capacidad de este trabajo no es posible
comentar todos los articulos disponibles, por ello nos hemos centrado en aquellos que
estudian embriones humanos principalmente. Algunos de estos trabajos en modelos
animales presentan resultados a favor de que la vitrificacion altera el epigenoma, mientras

que otros estudios no encuentran diferencias significativas entre los grupos.*

5. DISCUSION
El presente trabajo se ha centrado en una busqueda y analisis de la literatura disponible
en cuanto a las alteraciones epigenéticas que pueden causar los ART sobre el epigenoma
de ovocitos y embriones. Con el objetivo de tener una visién global de lo que un ciclo de
reproduccion asistida podria suponer sobre el epigenoma, hemos estudiado la literatura
disponible sobre la estimulacion ovéarica controlada, FIV/ICSI, cultivo embrionario y

vitrificacion/desvitrificacion.
5.1. Estimulacién ovérica controlada

Los estudios expuestos en este trabajo sobre la estimulacion ovarica tienen diferentes
aproximaciones sobre la implicacion de la estimulacion ovarica sobre el epigenoma. Los
estudios de Sato et al. y Saenz de Juano et al. analizaron los niveles de metilacion
obteniendo resultados diferentes, pero no excluyentes. Sato et al. concluyeron que la
estimulacion alteraba la metilacion de varios genes improntados, mientras que Saenz de
Juano et al. no encontraron diferencias al analizar los metilomas completos. El estudio de
Huo et al., que se centra en la influencia de la dosis de la estimulacion sobre la metilacion,
apoya por un lado el estudio de Saenz de Juano et al. al determinar que no existen
diferencias significativas a nivel de la metilacion del genoma completo, y por otro lado
también apoya el estudio de Sato et al. al encontrar diferencias a nivel de las DMRs,

observando ademas que los patrones de metilacion se mantenian en las diferentes dosis
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hormonales. Por lo tanto, parece que la estimulacion afecta a la metilacion de zonas
especificas del genoma, pero no a la metilacion global del ADN. No obstante, es
importante ser cautos a la hora de extrapolar los resultados de estos estudios ya que
presentan varias limitaciones: los tamafios poblacionales son pequefios, dos de los tres
estudios se realizaron en modelos murinos y el estudio de Sato et al., el Unico con ovocitos
humanos, obtuvo los gametos de parejas con infertilidad, por lo que no podemos descartar
por completo que estas alteraciones se deban a la infertilidad de la pareja y no a la

estimulacion.

Por otro lado, los estudios de Fauque et al. y Liang et al. analizan la influencia de la
estimulacion ovérica desde el punto de vista de la expresion génica. Fauque et al.
demuestran que la estimulacion ovarica disminuye los niveles de expresion del gen
improntado H19, mientras que Liang et al. no observa alteraciones en la expresion de las
enzimas metiltransferasas (encargadas de la metilacion de novo y su mantenimiento)
incluso con diferentes dosis hormonales. Por lo tanto, la modificacién de la expresion de
los genes improntados tendria que deberse a otro mecanismo que no implicara la
reduccion de las metiltransferasas. A pesar de que estos articulos son con modelos de
raton, los tamafios poblacionales son mayores que en los articulos comentados

previamente, lo cual refuerza sus conclusiones.

Por altimo, el estudio de Tang et al. nos muestra como la estimulacion ovarica también
afecta a la modificacion de histonas, alterando la expresion de varios tipos de enzimas
modificadoras de histonas como histonas acetilasas, deacetilasas, metiltransferasas y
demetilasas en los blastocistos procedentes de ratones estimulados. Este grupo también
muestra como la estimulacion disminuye la expresion de varios genes implicados en la
pluripotencialidad celular a medida que aumentan las dosis hormonales, lo cual podria
afectar al desarrollo del embrion.

Tras este analisis, hemos podido comprobar que la estimulacion ovarica controlada parece
alterar los patrones de metilacion y la expresion de varios genes improntados, asi como
la expresion de diferentes enzimas modificadoras de histonas y genes pluripotenciales,
siendo las modificaciones mayores a medida que se aumentan las dosis hormonales.
Conociendo esto, el siguiente paso seria realizar estudios sobre como estas alteraciones
pueden estar influyendo sobre la calidad de los ovocitos y su capacidad para dar lugar a
embriones normales y RNV sanos, por ejemplo, analizando muestras placentarias y de
cordon umbilical. Ademas, estudiar como la estimulacion ovérica puede estar afectando
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a la eficacia del ciclo dando lugar a ovocitos de peor calidad es de gran interés para

mejorar el trabajo en el laboratorio.
5.2.Fecundacion in vitro e Inyeccion citoplasmatica de espermatozoides

Se ha hipotetizado mucho sobre que los procedimientos de FIV e ICSI puede estar
alterando el epigenoma de los embriones, especialmente ICSI al tratarse de una técnica
invasiva y utilizarse en los casos de mala calidad seminal. En relacién a esto ultimo, los
trabajos de Marques et al. y Kobayashi et al. demuestran como pacientes con azoospermia
y oligozoospermia presentan alteraciones en los patrones de metilacion de varios genes
con impronta 'y elementos transponibles. Al hacer ICSI, no se pueden discriminar aquellos
espermatozoides con alteraciones epigenéticas por lo que éstas pueden ser heredadas por
la descendencia. Es maés, algunos estudios han documentado tasas de fecundacion y
embarazo menores con el uso de muestras de tejido testicular de pacientes con
azoospermia secretora en comparacion con pacientes con azoospermia obstructiva, lo
cual se correlaciona con los resultados que obtuvieron Marques et al.® Ademas, en un
estudio realizado por Kobayashi et al. posteriormente al que comentamos, encontraron
que 17 de los 78 abortos analizados tras embarazos por ART presentaban alteraciones
epigenéticas, y que en 7 de ellos las alteraciones eran las mismas que las encontradas en
el semen de los padres.’® Sin embargo, en el estudio inicial de Kobayashi et al., tras
analizar los patrones de metilacion de una serie de genes improntados en un RNV por
ICSI, observaron que éste no habia heredado ninguna de las alteraciones encontradas en
el semen del padre. Teniendo en cuenta estos tres articulos, el nacimiento de nifios con
patrones de metilacion normales de padres con alteraciones de la metilacién en el semen
podria deberse a varias explicaciones: que el semen presente un mosaicismo en los
patrones de metilacién donde los embriones con alteraciones se bloqueen en el desarrollo
y, por lo tanto, solo los embriones normales pueden llegar a término o, que el embrion

sea capaz de resolver estas alteraciones durante su desarrollo.

Por otro lado, existen multiples articulos que demuestran alteraciones en la metilacion del
ADN en nifios nacidos por FIV e ICSI en comparacion con nifios nacidos por gestacién
espontanea. Estas diferencias se han encontrado tanto a nivel de zonas especificas del
genoma (genes improntados y elementos transponibles) como a nivel del genoma
completo. Entre los estudios que hemos analizado, los llevados a cabo por Whitelaw et
al., Rancourt et al. y Choux et al. encontraron diferencias en los patrones de metilacion
de genes improntados y elementos transponibles, mientras que en el estudio de EI Hajj et
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al. descubrieron alteraciones de la metilacion del ADN en el genoma completo. A pesar
de haber encontrado todas estas alteraciones, las diferencias en los niveles de metilacion
de los grupos son muy pequefias y cuando se ha estudiado la expresion de los genes con
impronta alterada, como en el estudio de Rancourt et al., solo uno de los tres genes
alterados presentaba diferencias en su expresion que se correlacionaba con sus niveles de
metilacion. Ademas, los grupos en estos estudios suelen ser de pequefio tamafio, por la
dificultad del acceso a este tipo de muestras, por lo que se suele referir la necesidad de

realizar estudios de mayor alcance.

Tras haber analizado los estudios aqui comentados, podemos concluir que a pesar de
haber demostrado la presencia de alteraciones en la metilacion del ADN de RNV tras
ART, las diferencias entre los grupos nacidos por ICSI, FIV y gestacion espontanea son
pequefias y parecen no tener una gran significancia sobre el desarrollo embrionario y fetal.
Ademas, parece que en este caso el principal causante de las alteraciones en los patrones
de metilacion es la herencia procedente de muestras seminales de baja calidad, y no tanto
las técnicas en si. Seria interesante estudiar como los embriones podrian estar resolviendo
las alteraciones en la metilacion demostradas en muestras seminales oligozoospérmicas
y azoospérmicas, 0 a qué se debe que los RNV procedentes de estas muestras no presenten

las mismas alteraciones.
5.3. Cultivo embrionario

El cultivo embrionario ha sido desde el primer momento el principal objetivo de los
estudios como causa en la alteracion del epigenoma de los embriones v,
consecuentemente, de la salud de los RNV. El estudio de Doherty et al. en el afio 2000
demostrd que el cultivo en los medios Whitten y KSOM AA provocaba una pérdida de la
metilacién del gen improntado H19 y su consecuente expresion bialélica en embriones de
raton. Ademas, en el afio 2015 un estudio realizado por Kleijkers et al. demostrd que
existia un elevado nimero de genes que se expresaban de forma diferencial en embriones
humanos cultivados en los medios G5 y HTF. Muchos de estos genes estaban implicados
en multiples procesos biolégicos clave, como la regulacién del ciclo celular o la
fosforilacion oxidativa, y se encontraban regulados al alza en los embriones cultivados en
G5. Sin embargo, los embriones analizados habian sido reclutados de aquellas cohortes
donde ya se habian seleccionado los embriones para la transferencia y la
crioconservacion, es decir, se trataba de los embriones de peor calidad. Esto nos lleva a
pensar que las alteraciones en la expresion génica podrian deberse a un problema
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intrinseco de los embriones y no al cultivo embrionario per se. Esta reflexion junto al
hecho de que solo fueron analizados 10 embriones por grupo dificulta la posibilidad de

extrapolar estos resultados.

Recientemente, los estudios de Mulder et al. y Barberet et al. no encontraron diferencias
significativas entre los distintos medios analizados (G5 y HTF y medios globales de Irvine
Scientific y LifeGlobal, respectivamente) a nivel de la metilacién de multiples genes
improntados y elementos transponibles. Si comparamos estos resultados con los
obtenidos por Doherty et al., donde habia una clara alteracion de la metilacion, podemos
hipotetizar que el hecho de que no se observen diferencias en estos estudios mas recientes
se deba a que los medios de cultivo han mejorado durante las Ultimas dos décadas,
evitando asi las modificaciones epigenéticas que estaban causando en un primer
momento. A su vez, esta diferencia en los resultados podria deberse a que las muestras
utilizadas son diferentes: en los estudios de Mulder et al. y Barberet et al. se analizan
muestras placentarias y de frotis bucal de los RNV, mientras que en el estudio de Doherty
et al. se analizaron embriones de ratdén. Es posible que, como comentdbamos en el
apartado de FIV e ICSI, estas alteraciones epigenéticas se estén resolviendo durante el

desarrollo embrionario y fetal y no sean detectables tras el nacimiento.

Podemos concluir por tanto que el cultivo embrionario altera el epigenoma de los
embriones, pero que la mejora de los medios de cultivo en las ultimas décadas ha

permitido reducir estas alteraciones.

5.4. Vitrificacién

5.4.1. Vitrificacion de ovocitos

En los comienzos del uso de la vitrificacion en la practica clinica, muchos expertos se
encontraban escépticos con esta técnica por los posibles problemas que los
crioprotectores y la crioconservacion podrian suponer sobre los gametos y embriones. A
pesar de ello, la vitrificacion ha demostrado ser una técnica segura, con un porcentaje de

supervivencia superior al 90% y miles de nifios nacidos gracias a su uso a dia de hoy.

En este trabajo hemos observado como los estudios disponibles llevados a cabo con
ovocitos humanos no observaron diferencias estadisticamente significativas en los niveles

de metilacion entre ovocitos en fresco y vitrificados.
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Los tres articulos analizados permiten obtener una vision general de los posibles efectos
de la vitrificacion sobre el epigenoma ya que se estudian las alteraciones que ésta podria
tener sobre la metilacion desde varios puntos de vista. Liu et al. analizaron la metilacion
del ADN directamente sobre los gametos, De Munk et al. observaron la metilacion global
en los embriones procedentes de ovocitos vitrificados y en fresco y Al Khtib et al.
mostraron el andlisis de zonas especificas del ADN como son las DMRs de dos genes
improntados. Estos resultados resultan tranquilizadores, ya que estamos observando que
no solo no existen alteraciones de la metilacion tras la vitrificacion en los propios
ovocitos, sino que ademas estos son funcionales porque dan lugar a embriones normales
y libres de alteraciones en la metilacion. Ademas, el analisis de Al Khtib et al. sobre dos
genes improntados complementa estos estudios, dando informacion necesaria sobre
posibles alteraciones a nivel de zonas especificas del genoma. Ademas, este ultimo
estudio también concluye que la vitrificacion parece no tener un impacto sobre la
reanudacion de la meiosis, ya que las VG consiguen madurar hasta Ml tras la

desvitrificacion.

No obstante, el hecho de que no se hayan encontrado diferencias estadisticamente
significativas en estos estudios no descarta por completo que la vitrificacion esté
afectando a la metilacion del ADN de los ovocitos. Debemos tener en cuenta que las
poblaciones de estudio de estas investigaciones no son muy grandes, especialmente en el
estudio de Liu et al., y que el uso de la maduracién in vitro de los ovocitos podria estar
alterando los resultados. Ademas, el hecho de que existan trabajos en animales que si han
encontrado alteraciones en el epigenoma de los ovocitos podria indicar que la falta de
resultados positivos en los estudios con ovocitos humanos se deba al escaso nimero de
investigaciones con estos gametos. Por lo tanto, aunque a priori podamos concluir que la
vitrificacién no altera el epigenoma de los ovocitos, seria adecuado aumentar el nimero
de estudios en este sentido con el objetivo de obtener unas conclusiones mas claras y

extrapolables.
5.4.2. Vitrificacion de embriones

La vitrificacion de embriones ha permitido diferir los ciclos con el objetivo de transferir
los embriones cuando el endometrio se encuentra mas receptivo, el cual se puede ver
alterado con el uso de la estimulacion ovérica controlada. Se trata, por tanto, de una

técnica de gran importancia para los ART, no solo por la necesidad de crioconservar el
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resto de embriones viables de la cohorte, sino también por la posibilidad de elegir el

momento més adecuado para la transferencia.

La gran relevancia de la vitrificacion a la hora de conseguir unos buenos resultados en los
tratamientos trae consigo la necesidad de conocer los posibles problemas que podria
acarrear sobre la calidad de los embriones sometidos a la técnica. Entre estos posibles

problemas, encontramos las alteraciones epigenéticas.

Como habiamos comentado en los resultados, el nimero de estudios sobre la influencia
de la vitrificacién sobre el epigenoma de embriones humanos es bastante escaso, por lo

que debemos ser cautos a la hora de extrapolar los resultados obtenidos.

El estudio de Derakhshan-Horeh et al. no encontr6 diferencias significativas en la
metilacion de los genes improntados H19 e IGF2 en embriones de D3 vitrificados. Los
embriones de D3 suelen ser mucho mas sensibles a la manipulacion que los blastocistos,
por lo que el hecho de no hallar diferencias entre los embriones en fresco y los embriones
vitrificados es esperanzador en cuanto a que la vitrificacion puede no estar afectando a la
metilacion del ADN. Sin embargo, debemos tener en cuenta que este estudio tenia unos
grupos pequefios, con 13 embriones en fresco y 17 vitrificados, debido a la dificultad de
obtener embriones humanos. En contraposicion, el estudio de Daneshvar et al. ha
encontrado diferencias en la expresion de dos miRNAs y sus genes diana entre
blastocistos en fresco, blastocistos vitrificados y blastocistos revitrificados. La
disminucion de la expresion de miR-let-7a en los embriones vitrificados y revitrificados
se traducia en un aumento de la expresion de su gen diana ITGB3. Este gen codifica para
la integrina B3, implicada en el proceso de adherencia durante la implantacion del
blastocisto. Varios estudios han reportado mejores resultados en la implantacion de
blastocistos vitrificados frente a blastocistos en fresco.'* La mejor sincronizacion del
blastocisto con el Gtero tras la vitrificacion podria certificar los mejores resultados de la
implantacion, aunque no podemos descartar que el aumento de la integrina [3,
demostrado en este estudio, esté influyendo de cierta forma en una mejora de la
implantacion. Ademas, la disminucién de la expresién de miR-16 y el consecuente
aumento de la expresion de su gen diana BCL2 podria suponer una proteccion contra la
apoptosis en los embriones vitrificados, debido a la funcién antiapoptotica de este gen.
Ademas, el estudio llevado a cabo por Ghosh et al. también encontrd diferencias
significativas en la metilacion global del ADN y de LINE-1 en muestras placentarias, con
tamarios poblacionales grandes, 128 muestras procedentes de embriones en fresco y 54
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congelados. Sin embargo, es importante sefialar que este estudio se llevo a cabo con

congelacion lenta y no con vitrificacion.

Segun estos estudios, podriamos concluir que tanto la vitrificacion como la congelacion
lenta provocan alteraciones en los mecanismos epigenéticos de los embriones humanos.
Por sus tamafios poblacionales mayores, el estudio sobre la congelacion lenta permite
mayor confianza a la hora de extrapolar sus resultados que los estudios sobre la
vitrificacion. Sin embargo, seria de interés realizar mas estudios sobre la influencia de la
vitrificacion sobre los mecanismos epigenéticos del embridn, especialmente sobre la
alteracion de miRNAs y sus genes diana y como esto puede afectar a la implantacion y
viabilidad de los embriones.

6. CONCLUSIONES
La realizacion de este trabajo nos ha permitido comprobar como el epigenoma de ovocitos
y embriones parece verse alterado por las técnicas de reproduccion asistida utilizadas en

varios puntos del ciclo de tratamiento.

La estimulacion ovarica controlada parece afectar a la metilacion y expresion de genes
improntados, asi como a la expresion de enzimas modificadoras de histonas y genes
pluripotenciales. No parece afectar, sin embargo, a la metilacion global del genomay a
la expresion de las enzimas encargadas de la metilacion. Ademas, las modificaciones
parecen ser mas severas conforme la dosis hormonal es mayor. Estas alteraciones podrian
suponer un empeoramiento de la calidad de los ovocitos, por lo que seria interesante
realizar estudios que demuestren cdmo estas alteraciones podrian estar afectando a la
capacidad de los ovocitos de ser fecundados, a la calidad embrionaria y a la salud de los
RNV.

La FIV e ICSI también parecen alterar tanto los niveles de metilacion de genes
improntados y elementos transponibles como la metilacion global del genoma, pero estas
alteraciones son pequefias y no parecen suponer modificaciones en la expresion de estos
genes. Es la calidad seminal la que los estudios sugieren como principal causante de las
alteraciones en la metilacion de embriones obtenidos mediante ICSI. Hemos podido
observar como los ciclos con muestras de baja calidad seminal dan lugar a un mayor
namero de abortos y algunos de estos presentan los mismos patrones de metilacion

alterados que las muestras seminales utilizadas.
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El cultivo embrionario también se ha demostrado ser causante de alteraciones en los
patrones de metilacion de los embriones. La mejora de los medios de cultivo parece haber
reducido la incidencia de estas modificaciones, pero es importante estar al tanto de este
hecho a la hora de la eleccion de los medios para mejorar la eficiencia del trabajo en el

laboratorio.

Por ultimo, la vitrificacion no parece afectar a la metilacion del ADN de los ovocitos y
embriones, pero si a la expresion de miRNAs en los embriones. Es mas, los resultados
sugieren que la vitrificacion de los embriones y la transferencia en diferido podria mejorar
la eficacia de los ciclos, tanto por la mejor sincronizacién del embrién y el endometrio
como por el aumento de la expresion de genes relacionados con la implantacion y la

proteccién contra la apoptosis.
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8. ANEXOS

8.1. Abreviaturas

Abreviatura Descripcion Abreviatura Descripcion
5- Centro regulador
5hmC _ S ICR )
hidroximetilcitosina de impronta
Inyeccion
5mC 5-metilcitosina ICSI intracitoplasmatica

de espermatozoides

Maduracién in

6mA N6-metiladenina IVM )
vitro
Acido ARN no
ADN o ) InNcRNA -
desoxirribonucleico codificante largo
ARN Acido ribonucleico Ml Metafase |
Tratamientos de
ART reproduccion MIlI Metafase I1
asistida
Pares de citosina y
CpG guanina enlazados miRNA Micro ARN
por fosfatos
Region
) i ARN no
DMR diferencialmente NcRNA .
) codificante
metilada
Reaccion en

Gonadotropina
eCG o ) PCR cadena de la
coridnica equina

polimerasa
Estimulacion : ARN asociados a
EOC . PIRNA o
ovarica controlada Piwi
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Fecundacion in

FIV _ RNV Recién nacido vivo
vitro
Hormona : ARN pequerios de
FSH ) ) SIRNA ) )
foliculoestimulante interferencia
Gonadotropina 3
hCG o SsncRNA NcRNA pequeiios
corionica humana
Gonadotropina
hMG menopausica VG Vesicula germinal
humana
Fluido tubérico
HTF
humano
8.2. Lista de genes
Nombre gen Descripcion Nombre gen Descripcion
Subfamilia de los
AluYab elementos transponibles HDAC2 Histone Deacetylase 2
Alu
BCL2 Associated X, Insulin Like Growth
BAX ) IGF2
Apoptosis Regulator Factor 2
BCL2 Apoptosis )
BCL2 INS Insulin
Regulator
DIRAS3 DIRAS Family GTPase 3 ITGB3 Integrin Subunit Beta 3
Potassium Voltage-
DNMT1 DNA Methyltransferase 1 KCNQ1 Gated Channel
Subfamily Q Member 1
DNA Methyltransferase 3 )
DNMT3A KDM6A Lysine Demethylase 6A
Alpha
DNA Methyltransferase 3 )
DNMT3B KDM6B Lysine Demethylase 6B
Beta
Endogenous Retrovirus
Class | transposable
ERVFRD-1 Group FRD Member 1, LINE-1

Envelope

elements




Endogenous Retrovirus

KCNQL1 Opposite
Strand/Antisense

ERVW-1 Group W Member 1, LIT1 )
Transcript 1
Envelope
(KCNQ10T1)
Euchromatic Histone .
. Mesoderm Specific
G9A Lysine Methyltransferase MEST _
Transcript
2 (EHMT2)
Lysine Acetyltransferase
GCN5 NANOG Nanog Homeobox
2A (KAT2A)
Growth Factor Receptor POU Class 5
GRB10 _ OCT4
Bound Protein 10 Homeobox 1 (POU5F1)
GTL2/MEG3 | Maternally Expressed 3 PEG3 Paternally Expressed 3
_ Small Nuclear
H19 Imprinted Maternally ) )
H19 ) SNRPN Ribonucleoprotein
Expressed Transcript )
Polypeptide N
Histone Acetyltransferase SRY-Box Transcription
HAT1 SOX2
1 Factor 2
) PLAGL1 Like Zinc
HDAC1 Histone Deacetylase 1 ZAC

Finger 1 (PLAGL1)
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