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RESUMEN Y PALABRAS CLAVE:

Uno de los factores que mas condiciona las tasas de éxito en los tratamientos de
reproduccion asistida es la calidad ovocitaria. El incremento de los casos de infertilidad
en los ultimos afios, y la gran variabilidad de pacientes que acuden a consulta a someterse
a un tratamiento hace que las tasas de éxito sean también muy variables. La seleccion de
ovocitos de alta calidad, es decir, con un alto potencial de desarrollarse y generar un recién
nacido vivo mediante técnicas de diagnostico no invasivas que no comprometan este
potencial, es cada vez méas necesaria. En esta revision analizaremos las ultimas
investigaciones realizadas en el desarrollo de técnicas no invasivas de analisis de calidad

ovocitaria.

Palabras clave: Infertilidad, ovocito, calidad ovocitaria, técnicas de reproduccion

asistida, no invasivo.

ABSTRACT AND KEY WORDS:

One of the factors that conditions the success rates in assisted reproduction treatments is
oocyte quality. The increase in cases of infertility in recent years, and the great variability
of patients who come to the clinic to undergo treatment means that the success rates are
also highly variable. The selection of high quality oocytes (with a high potential to
develop and generate a live newborn) by non-invasive diagnostic techniques that do not
compromise this potential is increasingly necessary. In this review we will analyze the
latest research carried out in the development of non-invasive techniques for the analysis

of oocyte quality.

Key words: Infertility, oocyte, oocyte quality, assisted Reproduction techniques, non-

invasive.



INTRODUCCION

La infertilidad es un problema cada vez mas comudn en nuestra sociedad debido a
fendmenos sociales que han cambiado el estilo de vida de la poblacion, particularmente
la edad para tener descendencia. Esto ha causado un aumento considerable en la
aplicacion y desarrollo de tratamientos de reproduccion asistida (TRA) (1). A pesar de
ello, las tasas de exito son muy variables en funcion del perfil de los pacientes, asi como

del centro en el que se realicen los tratamientos.

Las tasas de éxito de este tipo de tratamientos se ven muy afectadas, entre otros factores,
por la calidad de los ovocitos, que determina en gran parte el desarrollo embrionario
posterior a la fecundacion (2). Por este motivo, un aspecto muy importante en la
aplicacion de estos tratamientos es la seleccion de los mejores ovocitos (es decir, los
ovocitos de mejor calidad), lo que nos permitira obtener embriones de alta calidad y tratar
asi de obtener mayores tasas de recien nacido vivo (1).

Cuando hablamos de calidad ovocitaria, hablamos de la capacidad del ovocito de llevar a
cabo correctamente la meiosis y la capacidad de llevar a cabo un correcto desarrollo
embrionario, que en conjunto se denomina competencia ovocitaria. La posibilidad de
distinguir ovocitos con una mayor competencia del resto de ovocitos de la cohorte a la
hora de realizar un TRA tiene muchos beneficios. Entre ellos, los mas relevantes son:
incrementar las tasas de recién nacido vivo, disminuir las tasas de aborto, la posibilidad
de realizar tratamientos menos agresivos en los que se priorice la calidad a la cantidad de
ovocitos recuperados tras una estimulacion, generar una menor cantidad de embriones
(que puedan generar un excedente que no se llega a utilizar) y reducir los costes de los
tratamientos (ya que se reducirian los gastos de criopreservacion y estimulacion entre
otros) (3).

En los tratamientos de reproduccion asistida, los ovocitos se obtienen mediante puncion
ovarica y se encuentran detenidos en metafase Il. En ellos se pueden distinguir diferentes
estructuras: nucleo, citoplasma, membrana plasmatica, corpusculo polar, zona peltcida y

corona radiata (Figura 1).
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Figura 1. Representacion grdfica de las diferentes etapas de desarrollo del foliculo en el ovario y las distintas partes
de las que se compone el ovocito (elaboracion propia con BioRender.com).

Un problema a solventar de la estimulacion ovérica es que en comparacion con el proceso
in vivo, donde la maduracion ovocitaria y seleccion del foliculo dominante se producen
por accién de las hormonas enddgenas, al suministrar gonadotropinas de forma exdgena
se suprime este proceso de seleccion intrinseca. Los ovocitos que de forma natural no
llegarian a madurar por no tener las caracteristicas 0ptimas, durante la estimulacion si lo
hacen, lo que podria provocar que al usarlos en el tratamiento no obtengamos los
resultados esperados y se produzcan desde fallos de fecundacién, hasta fallos en el
desarrollo embrionario, llegando incluso a poder afectar a la salud de la descendencia en

caso de producirse recién nacido vivo (3).

Para poder determinar cuales de los ovocitos de una paciente son los que tienen una mayor

competencia el embriélogo necesita contar con herramientas que le permitan hacer esa



valoracion. Dentro de esas herramientas hay técnicas invasivas y no invasivas. Las
primeras son las que implican la modificacion o extraccion parcial de la materia bioldgica
a analizar, como puede ser la biopsia de los corpusculos polares (en la que podemos
analizar las posibles anomalias producidas en la primera y segunda division meiotica del
ovocito); las segundas, 0 no invasivas, son las que implican la observacion de parametros
morfologicos o cinéticos, o bien analizan el entorno del ovocito, pero sin alterar su
integridad. A continuacion, comenzaremos hablando de las técnicas no invasivas mas

clasicas, basadas en la evaluacion de diferentes pardmetros morfologicos del ovocito.

Técnicas no invasivas de seleccién de ovocitos:

Las técnicas no invasivas de evaluacion de ovocitos permiten realizar un cribaje que, a
diferencia de otras técnicas como la biopsia de los corplsculos polares, no afectan al
ovocito ni a su capacidad de desarrollo. La mayoria se basan en el analisis de las
propiedades morfologicas del ovocito y analizan tanto su forma, como las diferentes
estructuras que lo componen (Figura 2) (2).

1. Valoracion convencional de parametros morfoldgicos

La valoracién convencional de la calidad ovocitaria se suele hacer a dos niveles: durante
la obtencidén de los ovocitos en la puncién y aspiracion folicular y tras la decumulacion

de las células de la granulosa.

e En primer lugar, tras la obtencion de los ovocitos valoramos el complejo cimulo
ovocito; los parametros morfoldgicos que muestran una mayor relacion con la
calidad ovocitaria son la presencia de coagulos de sangre y el n°® de células
apoptéticas, ambos asociados a ovocitos de peor calidad y peores resultados en
TRA. También se puede valorar el grado de expansion de las células del cimulo
(en diferentes estudios se ha asociado la expansion de las células del cimulo y de
la granulosa a mejores resultados).

e A continuacion, siempre que no se vaya a realizar una FIV (Fecundacion in vitro)
convencional, se decumulan los ovocitos. Este paso es crucial ya que durante la
microinyeccion de espermatozoides podemos verificar visualmente que se ha

realizado correctamente la técnica. La decumulacién se lleva a cabo mediante



procesos quimicos y mecanicos: primero se expone el COC a la enzima
hialuronidasa y después se separa el ovocito del cimulo haciéndolo pasar por una
pipeta en diametros de menor calibre cada vez (3).

Tras la decumulacion, podemos estudiar otras estructuras como la zona pelucida,
en cuyo caso se suele estudiar la birrefringencia de su capa interna, que es el
pardmetro mas informativo; se ha descrito que ovocitos con mayores indices de
birrefringencia presentan mayor calidad embrionaria y mayores tasas de embarazo
y RNV (Recién nacido vivo). También podemos estudiar las caracteristicas del
corpusculo polar, de la membrana plasmatica o del ooplasma: factores como la
presencia de vacuolas, granulacion, agregados SER (del inglés Smooth
Endoplasmic Reticulum) y mdltiples dimorfismos se asocian a ovocitos con

peores resultados en TRA (1).

Actualmente, los pardmetros morfol6gicos son los mas utilizados para evaluar la calidad

de los ovocitos. Por ejemplo, la guia de “Criterios ASEBIR de valoracion morfoldgica de

ovocitos, embriones tempranos y blastocistos humanos” (4), creada por la Asociacion

para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion, es una de las mas usadas en las clinicas

para la evaluacion de pardmetros morfoldgicos. En el caso del ovocito, los parametros

presentes en la guia son:

a) Alteraciones morfoldgicas citoplasmaticas:

Agrupacién de organulos/granulosidad localizada en el centro del oocito.
Agregacion de reticulo endoplasmatico liso (AREL).
Vacuolas.

Inclusiones citoplasmaticas.

b) Alteraciones morfoldgicas extracitoplasmaticas:

Restos celulares en el espacio perivitelino.
Anomalias de la zona pelucida.
Espacio perivitelino aumentado.

Alteraciones del primer corpusculo polar: fragmentacion y tamario.

¢) Complejo cimulo-corona radiata-oocito (Anexo A)

Sin embargo, el estudio de estos parametros es subjetivo y puede dar lugar a sesgos intra-

e inter-observador (2). Por este motivo, desde hace ya afios se investiga en la basqueda



de nuevas técnicas no invasivas que permitan obtener la informacion necesaria para

determinar la competencia ovocitaria sin afectar a su potencial de desarrollo (4).

2. Estudio del huso meiotico:

El desarrollo de la microscopia con luz polarizada ha permitido observar estructuras
bioldgicas cuyas moléculas se encuentran ordenadas de un modo particular, como pueden
ser la membrana o microtdbulos. Estas estructuras presentan propiedades birrefringentes
que permiten estudiarlas bajo este tipo de microscopia, y dependiendo de sus propiedades

fisicas, medir su grado de ordenamiento.

Corpiisculo polar
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Huso meiético : ?tegrgdad
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e Cuerpos refringentes * Apoptosis
e Expansion

Figura 2. Parametros morfologicos usados para analizar la calidad ovocitaria en TRA, elaboracion propia con BioRender.com

inspirada en (1).

Una de las estructuras que se pueden estudiar bajo este tipo de microscopia es el
huso meiotico: mediante el uso de luz polarizada se analiza la presencia, tamafio,
forma y retardancia, entre otros parametros. En diferentes estudios se ha
observado que ovocitos con husos mayores de 12 pm, con mayor retardancia y
una forma ordenada presentaban mejores resultados en el TRA (1).



Desarrollo de nuevas técnicas no invasivas para predecir la calidad ovocitaria:

El desarrollo de estas nuevas técnicas viene de la mano del desarrollo de las tecnologias

-Omicas. Estas tecnologias se caracterizan por manejar grandes cantidades de datos:

e Gendmica: estudio del genoma de una célula. EI genoma se definiria como el
conjunto del material genético presente en una célula.

e Transcriptdmica: estudio de los perfiles de expresion génica, al conjunto de
moléculas de ARN (Acido ribonucleico) presentes en una etapa determinada se
denomina transcriptoma.

e Metabolomica: estudio de los metabolitos presentes en células o fluidos. El
metaboloma seria el conjunto de los metabolitos presentes en una etapa
determinada.

e Protedmica: estudio de todas las proteinas expresadas o presentes en una célula o

fluido. Por lo tanto, al conjunto de proteinas presentes se le considera proteoma.

En la basqueda de biomarcadores para conocer la calidad ovocitaria podemos trabajar
sobre diferentes elementos en torno al ovocito. Los que vamos a desarrollar en este
apartado son tres: el estudio del liquido folicular, el estudio de las células del cimulo y el

estudio del medio de cultivo (figura 4).

1. Estudio del liquido folicular:

El liquido folicular rodea al 6vulo y a las células de la granulosa, proporcionando un
ambiente 6ptimo para que se produzca correctamente el desarrollo y maduracion del
ovocito. Estad formado por las secreciones de distintos tipos celulares, entre los que se
encuentran el propio ovocito, células de la granulosa y células de la teca, y por

componentes del plasma sanguineo (5).

La composicion del liquido folicular es muy variada, principalmente proteinas, hormonas
esteroideas y lipidos, entre otras moléculas. Esta composicion es reflejo directo del
metabolismo se las células a las que bafia el liquido folicular, por lo que su estudio podria

aportar informacion relevante acerca de la calidad del ovocito.

El desarrollo de tecnologias como la espectrofotometria de masas ha permitido realizar

analisis cuantitativos de moléculas de bajo peso molecular de muestras de distinta
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naturaleza (tejidos celulares, fluidos...), lo que nos permite realizar perfiles
metabolémicos y, potencialmente, descubrir nuevos biomarcadores de calidad ovocitaria

mediante el uso de métodos no invasivos como en este caso el analisis del liquido folicular

).

Ademaés de estas moléculas, recientemente se ha descubierto la presencia de fragmentos
de ADN (Acido desoxirribonucleico) libre en diferentes fluidos corporales como la
sangre, orina, saliva y, también, liquido folicular. A pesar de no conocerse exactamente
las razones por la que este ADN es liberado por las células, se sabe que puede ser de
forma activa (como es el caso de algunas patologias como el cancer) o de forma pasiva
mediante procesos de apoptosis o necrosis. El analisis de estos fragmentos de ADN en el
liquido folicular, al proceder del ovocito, células de la granulosa y células de la teca,

podria servir como marcador para analizar el estado y calidad del ovocito (6).

2. Estudio de células del camulo:

Los ovocitos y las células del cimulo se encuentran estrechamente ligadas a lo largo de
todo el proceso de desarrollo y maduracién del ovocito, estando en constante intercambio
de sefiales paracrinas y metabolitos a través de uniones gap comunicantes. La formacion
y correcto desarrollo del complejo cimulo-ovocito es esencial, tanto es asi que la correcta
expansion de las células del cimulo durante el periodo preovulatorio es fundamental para

la ovulacion (7).

En diferentes estudios se ha observado que los principales factores secretados por el
ovocito que regulan las funciones de las células del cimulo son factores pertenecientes a
la superfamilia TGF-B (Factor de crecimiento transformante ) y BMP15 (Polimorfismos
de la proteina 15 morfogénica dsea), que inducen o regulan una gran cantidad de genes
en las células del caimulo, como por ejemplo PTGER2 (receptor de prostaglandina E2),
HAS?2 (hialuronano-sintasa 2) o CYP19A1 (gen que codifica la enzima aromatasa) entre
otros genes. Estos dos factores son los reguladores clave en la diferenciacion de las células
del cimulo. La comunicacion entre ambos tipos celulares es muy compleja y dindmica, y

parece tener una gran importancia en el desarrollo de la competencia ovocitaria (Figura

3) (7).
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Figura 2. Regulacion de factores secretados por el ovocito en diferentes genes de las células del cimulo,
elaboracion propia con BioRender.com inspirada en (7).

Los recientes avances en las tecnologias -0micas han permitido comenzar a estudiar las
células del cumulo y descubrir el importante papel que este tipo celular ejerce sobre el
correcto desarrollo del ovocito. Gracias a esto se estan descubriendo nuevos

biomarcadores que potencialmente podrian relacionarse con la calidad ovocitaria (3).

Los avances mas relevantes se han producido en el estudio del transcriptoma y del

proteoma de las células del cumulo:

e En recientes estudios se ha descubierto la posible relacion entre la expresion de
genes individuales y la maduracion ovocitaria, viabilidad embrionaria y tasa de
recién nacido vivo. Actualmente, los estudios se centran en crear modelos basados
en un pool de genes que permita clasificar los ovocitos en funcion de su potencial.

e Aligual que con el transcriptoma, al estudiar el proteoma de las células del cimulo
se han descubierto diversas proteinas diferencialmente expresadas en complejos
cumulo ovocito, y podria ser de gran utilidad desarrollar modelos predictores de

calidad ovocitaria (3).
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3. Estudio del medio de cultivo:

El ovocito se encuentra en un estrecho contacto con el medio que lo rodea, con un
constante intercambio de moléculas entre ambos. Por lo tanto, los metabolitos producidos

en el interior del ovocito se pueden encontrar en el medio en el que se encuentra. (3).

Tras el protocolo de estimulacion de la paciente y la puncion ovarica, y hasta que los
ovocitos sean fecundados, se deben mantener en las condiciones Optimas para que su
calidad no se vea mermada, por eso se mantienen en incubadoras de cultivo. En este
periodo, suelen estar depositados en placas o en gotas en medio de cultivo especifico, y
en el seguiria ocurriendo ese intercambio de metabolitos que ocurria en el liquido
folicular. En algunos casos, normalmente en el contexto de trabajos de investigacion o en
paises donde su regulacién lo permite, aquellos que no son MII en el momento de la
decumulacion se someten a un protocolo de IVM (de las siglas en inglés in vitro

maturation).

En diferentes estudios se ha postulado que la funcion celular podria estudiarse a partir de
la concentracion de los metabolitos presentes en el medio de cultivo, y el hecho de que el
metaboloma sea en comparacién al genoma y al transcriptoma, mucho mas pequefio,
muestra un gran potencial como método no invasivo de analisis. Esto es posible gracias
al desarrollo de plataformas de andlisis de metabolitos, como pueden ser las técnicas de
resonancia magnética nuclear y la espectrofotometria de masas. Con estas técnicas
podriamos llegar a desarrollar perfiles metabolomicos del ovocito que nos permitan
distinguir entre aquellos de alta y de baja calidad (3). Podriamos decir que el desarrollo
de perfiles metaboldmicos del medio de cultivo podria ser un método no invasivo para

seleccionar aquellos ovocitos de mejor calidad en tratamientos de reproduccion asistida.

Aparte del estudio directo de los metabolitos producidos por el ovocito, también se puede
estudiar su metabolismo con otras técnicas. Una de las técnicas que podian parecer
prometedoras y se desarrollaron en la historia reciente fue el estudio del consumo de
oxigeno como marcador de calidad ovocitaria (8). Lo veremos también mas adelante en

el trabajo.

13
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Figura 3. Esquema de los tipos de técnicas no invasivas de analisis de calidad ovocitaria que se abordaran en la
revision. Elaboracion propia, creada con BioRender.com

OBJETIVOS

El objetivo de esta revision es conocer el estado actual de las diferentes técnicas no
invasivas de analisis de la calidad ovocitaria y los ultimos avances que se han logrado en
el desarrollo de estas técnicas. Ademas, se pretende comparar las distintas opciones y
discutir cuales de ellas parecen mas prometedoras para su futuro uso en el dia a dia de los

laboratorios de reproduccion asistida.

METODOS

Para llevar a cabo esta revision bibliografica, se realiz6 una blsqueda de articulos
cientificos entre el 1 de febrero y el 30 de abril del 2023. La blsqueda se realiz6 en las
bases de datos Pubmed y Medline, priorizando aquellos articulos publicados después del
2018, siempre realizando la busqueda en inglés e incluyendo en la revision solo aquellos

articulos que estuvieran publicados en este idioma.

En las bases de datos se realiz6 una busqueda avanzada en la que se utilizaron palabras
clave utilizando los términos “oocyte quality”, “non-invasive”, “biomarkers” junto al uso

de operadores booleanos, en este caso AND, para obtener una vision general para abordar
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el tema, y después se concretd mas la busqueda afiadiendo a los términos utilizados
anteriormente los términos “cumulus cells”, “folicular fluid” y “culture media”. Ademas,
tras la lectura y analisis de determinados articulos se reviso la bibliografia de estos como

busqueda adicional.

Los criterios de inclusion y exclusion fueron los siguientes:

Criterios de inclusién Criterios de exclusion
e Articulos en inglés e Articulos en idiomas diferentes al
e Articulos relacionados con el inglés.
estudio de técnicas no invasivas e Articulos publicados con
para estudiar la calidad ovocitaria. anterioridad al 2010.

e Estudios no realizados en seres
humanos.

e Atrticulos no disponibles.

Se extrajeron los datos relevantes de cada estudio, se organizo y sintetizo la informacion

utilizando tablas para una mejor comprension y presentacion de los datos.

En resumen, se llevd a cabo una revision de la literatura cientifica utilizando criterios de
inclusion y exclusion predefinidos. Se extrajeron los datos relevantes de cada estudio
seleccionado y se realiz una evaluacion critica de la calidad metodoldgica de los mismos.
Los resultados obtenidos se sintetizaron y se presentaron de manera clara y concisa para

responder a los objetivos planteados en esta revision.

RESULTADOS Y DISCUSION

En este apartado organizaremos los articulos estudiados en funcion de la muestra
bioldgica en la que se estudien los potenciales biomarcadores para predecir la calidad
ovocitaria: liquido folicular, medio de cultivo donde se cultivan los ovocitos y células del

cuamulo.
1. Liquido folicular:

El liquido folicular se encuentra en intimo contacto con el ovocito a lo largo del proceso

de desarrollo y maduracion de este, y ademas se puede obtener de una manera muy
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sencilla cuando se realiza la puncion ovarica en un tratamiento de reproduccion asistida.
Este medio presenta un gran potencial como marcador de calidad del ovocito, debido

tanto a su estrecha relacion con el mismo como su facil obtencion.
A) Analisis del ADN libre en el liquido folicular:

ElI ADN libre en el liquido folicular liberado por las células del complejo cimulo-ovocito
ha sido uno de los componentes mas estudiados en los Gltimos afios por su gran potencial
como marcador del estado de desarrollo del complejo. Las investigaciones se han
centrado principalmente en la medicién de los niveles globales de ADN libre, el origen
de los fragmentos de ADN presentes en el liquido folicular y en la ratio ADN
mitocondrial/ADN nuclear para descubrir la posible relacién que pudiera existir entre el

ADN libre presente en el liquido folicular y el éxito del TRA.

El grupo de Casteleiro y colaboradores realizd un estudio con muestras de liquido
folicular obtenidas en pacientes menores de 39 afios con infertilidad sometidas a TRA.
Obtuvieron un total de 178 muestras de pacientes. Se extrajo el ADN de las muestras y
se cuantifico el ADN libre mediante una rt-gPCR (del inglés real time polymerase chain
reaction) con el “primer” ALU115 para amplificar fragmentos cortos (de origen
apoptotico) y largos (de origen no apoptético o necrético), y el “primer” ALU247 para
amplificar solamente fragmentos largos. De esta manera se calculé la ratio q247/q114
para analizar la integridad del ADN. Observaron que las muestras de liquido folicular de
mujeres mayores de 35 afios tenian una concentracion de ADN libre mayor que muestras
de mujeres menores de 35 (9.7+ 1.1 vs 10.1+ 1.2 p<0.05) (ratio g247/g115). Ademas, se
encontraron niveles de q247 (niveles de fragmentos largos no apoptoticos de ADN) mas
altos en mujeres con un factor asociado a infertilidad que en mujeres con infertilidad no
especifica (p<0.05), y la misma situacion se observo al comparar mujeres que no
consiguieron embarazo con aquellas en las que si se confirmé el embarazo tras el TRA
(p<0.05). También observaron que en embriones con mayores tasas de fragmentacion
los niveles de ADN libre eran significativamente mayores que en embriones con
bajas tasas de fragmentacion (9.5+1 vs 10.2+1.2 p<0.05) (ratio q247/g115) (6).

En otro estudio en el que también se analizo el ADN libre en el liquido folicular, Latif
Khan y colaboradores obtuvieron 895 muestras de liquido folicular de 3.255 mujeres con
infertilidad sometidas a TRA. Al igual que en el anterior estudio obtuvieron las muestras

mediante puncion ovarica guiada y analizaron los niveles de melatonina y 17p-estradiol;
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extrajeron el ADN libre para cuantificarlo mediante rt-gPCR con los “primers” ALU115
y ALUZ247. Los niveles de ADN libre fueron mayores en muestras de mujeres que no
quedaron embarazadas en comparacion con muestras de mujeres que si lo consiguieron
(2.85+0.49 vs 1.93+0.87 p<0.05) (ng/ml). En cuanto al analisis de los niveles de
melatonina, se observé que los niveles intrafoliculares de melatonina eran
significativamente mas elevados en mujeres que habian conseguido embarazo que en las
que no (96,34+110,3 vs 73.61£70.36 p<0.05) (pg/ml). Ademas, observaron que embriones
de division lenta con menos de 6 células en dia 3 presentaban menores niveles de
melatonina (p<0.001 en grupo de embarazadas y no embarazadas) y estradiol
intrafolicular, y a su vez mayores niveles de ADN libre en el liquido folicular que
embriones con méas de 6 células en dia 3 (p<0.001 en grupo de embarazadas y no

embarazadas) (9).

Los diferentes estudios mostraron que los niveles de ADN libre mas bajos estaban
asociados a ovocitos de alta calidad (a menores niveles, mayor calidad del ovocito), ya
que la concentracion de ADN libre en el liquido folicular incrementaba con la edad y
también en pacientes que no quedaban embarazadas. En consonancia, igualmente se
evidencié que la proporcion de fragmentos no apoptdticos estaba correlacionada
positivamente con la infertilidad.

Por otra parte, el estudio de Latif Khan y colaboradores mostré que los niveles de
melatonina eran mas elevados en pacientes que quedaron embarazadas respecto a

las que no lo consiguieron.

Estos resultados muestran que la cuantificacion del ADN libre en el liquido folicular
podria ser un marcador no invasivo usado para la seleccion de ovocitos de alta calidad y

con mayor potencial para usar en los TRA.

Otro de los estudios incluidos se centr6 en el estudio del ADN mitocondrial (ADNm)
libre en el liquido folicular; dirigido por Liu y colaboradores, recogieron 225 muestras de
92 pacientes que estaban siendo sometidas a TRA, en las que se extrajo el ADNm libre y
se realizé una rt-qPCR donde se utilizaron “primers” para amplificar f-globina (gen del
genoma nuclear) y ND1 (gen del genoma mitocondrial). La ratio ADN libre
mitocondrial/ADN libre nuclear (ND1/p-globina) era significativamente menor en
embriones con mejor llegada a blastocisto que en aquellos que no habian llegado a
desarrollarse hasta esa etapa (2.84(1.53-6.99) vs 7.8(4.66-10.34) p<0.05) (ratio
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gND1/q B-globina). También se observo que esta ratio era significativamente menor en
el grupo de pacientes <38 afios respecto al >38 afios (0.22+0.0855 p<0.05) (Coeficiente de
regresion B) (10).

Huo y colaboradores realizaron un estudio con 30 pacientes control y 30 pacientes con
endometriosis sometidas a fecundacion in vitro, de las que se recolectaron muestras de
liquido folicular en el momento de la puncién ovarica. Realizaron rt-gPCR con “primers”
para la deteccion de B-actina y ND1 y también los niveles de ADN mitocondrial en las
células de la granulosa (granulosa mural y cumulo) de las mismas muestras, usando la
misma técnica que en el liquido folicular. Los resultados mostraron que las muestras de
liquido folicular de pacientes con endometriosis contenian niveles de ADN libre
mitocondrial mayores que las muestras control (0.53+0.22 vs 0.42+0.16 p<0.05). A su
vez, los niveles de ADN mitocondrial en las células de la granulosa resultaron ser menores
en las muestras de pacientes con endometriosis que en el grupo control (1.09£0.30 vs
1.55+0.34 p<0.05 en células de la granulosa mural) (1.95+0.62 vs 2.47+0.60 p<0.01 en
células del cimulo). Estos resultados muestran la relacién inversamente proporcional que
existe entre los niveles de ADN mitocondrial libre y los de las células de la granulosa
(112).

Por tanto, los niveles de ADN libre mitocondrial en el liquido folicular parecen estar
asociados a la calidad del ovocito, ya que los resultados de ambos estudios sugieren que
bajos niveles de ADN libre mitocondrial estaban asociados a embriones de mejor
calidad y a pacientes menores de 38 afios. Se vieron también niveles més elevados de
ADN mitocondrial en pacientes con endometriosis, mostrando el potencial que este

marcador podria tener para predecir la calidad ovocitaria.
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Tabla 4. Tabla resumen de los articulos seleccionados sobre el estudio de los niveles de ADN libre en el liquido folicular.

Elaboracion propia.

B) Estudio de metabolitos presentes en el liquido folicular:

De la misma manera que con el ADN libre, el estudio de los metabolitos presentes en el
liquido folicular ha sido un campo en auge en los ultimos afios bajo la idea de que ciertos
componentes presentes en el entorno en el que se desarrolla y madura el ovocito podrian
ser usados como biomarcadores para seleccionar los ovocitos con mayor potencial de

fecundacidn y desarrollo embrionario.

El grupo de Guan y colaboradores estudié los metabolitos en el liquido folicular y en el
medio de cultivo del embrion en busca de metabolitos que pudieran predecir el resultado

del TRA en mujeres con y sin SOP (sindrome del ovario poliquistico). Para realizar la
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investigacion, recogieron muestras de 60 pacientes sometidas a TRA, 30 como grupo
control y 30 con SOP. Las muestras se sometieron a cromatografia liquida de ultra alta
presion y espectrofotometria de masas para analizar los metabolitos presentes en ellas. Se
analizaron distintos pardmetros para evaluar el resultado del tratamiento: tasa de
embarazo, recién nacido vivo y aborto. Vieron que 11 metabolitos estaban expresados
diferencialmente en el liquido folicular comparando pacientes con y sin SOP. A partir de
estos metabolitos, realizaron una regresion logistica para analizar cuales estaban
relacionados con los resultados del tratamiento a partir de curvas ROC. Los metabolitos
en el liquido folicular que mostraron ser predictores del potencial del ovocito tanto en el
grupo control como en el grupo con SOP en el tratamiento fueron los siguientes: (12)

e LPE: marcador predictor de embarazo y recién nacido vivo para pacientes control
(AUC=0.733) y marcador predictor de aborto de pacientes con SOP
(AUC=0.824).

e Acido lisofosfatidico: marcador de embarazo (AUC=0.89) y de recién nacido
vivo (AUC=0.88) para pacientes con SOP.

e Linoleil carnitina: marcador de aborto en pacientes con SOP (AUC=0.706).

e Sulfato de Androsterona: marcador de aborto en pacientes con SOP
(AUC=0.941).

e DG (18:2(9Z,12Z)/15:0/0:0): marcador de embarazo (AUC=0.733) y de reciéen
nacido vivo (AUC=0.733) para pacientes control y de aborto (AUC=0.706) para
pacientes con SOP (12)

La volatolémica es una rama de la metabolémica centrada en el estudio de los VOCs (del
inglés volatile organic compounds) producidos por un fluido, como en este caso, el
liquido folicular. El estudio de estos VOCs ha mostrado gran relevancia en diferentes
patologias como el cancer o la esquizofrenia, asociados a determinados patrones
volatolémicos que podrian servir como biomarcadores de estas enfermedades. En la
busqueda de metabolitos que pudieran servir de biomarcadores de calidad ovocitaria, el
grupo de Brinca y colaboradores realiz6 un estudio en el que analizaron el perfil
volatolémico de mujeres control y de mujeres diagnosticadas con distintas causas de
infertilidad. Recolectaron muestras de liquido folicular de 52 pacientes que estaban
siendo sometidas a TRA; de ellas 17 fueron controles y 35 tenian alguna causa de

infertilidad: 15 pacientes con SOP, 8 con endometriosis y 12 con fallo ovarico precoz.
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Una vez obtuvieron las muestras, extrajeron los metabolitos volatiles con una aguja de
microextraccion en fase sélida (Figura 5) y realizaron una GC-MS (del inglés Gas
Chromatography—Mass Spectrometry) (13).

Figura 5. Representacion esquemdtica de la extraccion de metabolitos voldtiles del liquido folicular; (1) Aguja de micro
extraccion en fase sdlida; (2) Recipiente con la muestra de liquido folicular; (3) Base calefactable (13)

Se identificaron un total de 136 VOCs en las muestras, de los cuales 37 estaban presentes
en todas ellas. El andlisis estadistico multivariante que se realizd en estos 37 compuestos
mostré que estaban diferencialmente expresados en muestras de diferentes patologias,
creando perfiles metabolicos definidos y asociados a cada una de ellas. (13) Esta
investigacion concluy6 que se podian desarrollar perfiles metabolomicos asociados a las
distintas causas de infertilidad. A pesar de ser necesario realizar mas investigaciones en
este campo, los resultados de este estudio muestran que si seria posible identificar
biomarcadores de calidad ovocitaria a partir del estudio de los metabolitos volatiles del
liquido folicular.

Siguiendo la linea de estos trabajos, el grupo de ilhan y colaboradores estudiaron los
niveles de citoquinas pro- y antiinflamatorias, y el indice de estrés oxidativo (OSI, del
inglés Oxidative Stress Index) en el liquido folicular de mujeres con reserva ovarica

disminuida y su posible uso como biomarcadores de calidad, capacidad de fecundacion,
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desarrollo embrionario y de conseguir un embarazo de los ovocitos. Recogieron muestras
de un total de 23 mujeres infértiles con reserva ovérica disminuida, de las que se
analizaron un total de 79 muestras de liquido folicular. De las muestras de liquido
folicular se analizaron la capacidad antioxidante total (TAS, del inglés Total Antioxidative
Status), capacidad oxidante total (TOS, del inglés Total Oxidant Status), OSI (indice
calculado con TOS/TAS), niveles de tiol, IL-6, IL-8 (citoquinas proinflamatorias) e IL-
10 (citoquinas antiinflamatorias). Todos estos marcadores del estado del ambiente
folicular analizados en las muestras se compararon con distintos parametros de los
ovocitos: calidad ovocitaria, calidad embrionaria y tasa de embarazo. Observaron que
niveles bajos de TOS (50.98 + 12.69 vs 57.03 £ 8.51 p<0.05) y de IL6 (1.08 + 0.10 vs
1.43 + 0.55 p<0.05) estaban asociados a obtencion de ovocitos més maduros en la
puncién. Ademas, observaron que niveles bajos de IL8 estaban significativamente
asociados a embarazo (95.42 £ 10.21 vs 84.11 + 2.17 p-valor<0.05) (14).

El estudio del metabolismo de las células del COC (del inglés Cumulus oocyte complex)
a partir de las moléculas presentes en el liquido folicular parece tener un gran potencial
como biomarcador de calidad ovocitaria y como marcadores para diagnosticar posibles
causas de infertilidad. Al tratarse de una técnica no invasiva, el desarrollo de perfiles
metabolomicos para la seleccién de ovocitos con mayor potencial podria ser de gran

utilidad a la hora de mejorar los resultados de los tratamientos en mujeres infértiles.

C) Proteinas en el liquido folicular:

Como hemos visto anteriormente, el liquido folicular contiene una gran cantidad de
componentes que pueden afectar de forma positiva 0 negativa a la maduracion del
ovocito. Su composicion es dindmica, y la concentracion de muchos de sus componentes
podria ser utilizada para predecir la calidad de los ovocitos. Al igual que con otros
componentes como el ADN libre o los metabolitos, se ha sugerido que las proteinas
presentes en el liquido folicular podrian estar relacionadas con el proceso de maduracion

del ovocito y por tanto ser predictores de la calidad de este.

Wang y colaboradores realizaron un estudio en el que trataron de encontrar proteinas
diferencialmente expresadas en muestras de liquido folicular que se pudieran relacionar

con el grado de madurez de los ovocitos. Para ello, recogieron muestras de 62 pacientes,
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30 control y 32 con reserva ovarica disminuida, que estaban siendo sometidas a TRA. De
las muestras se extrajeron las proteinas, se digirieron con tripsina y las mezclas de

péptidos fueron cuantificadas mediante analisis iTRAQ-2D LC-MS/MS. Observaron
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Figura 6. Andlisis bioinformdtico de las distintas proteinas que se encontraban diferencialmente expresados y que podrian ser
utilizados como biomarcadores de calidad ovocitaria. A) Andlisis de grupos para la expresion diferencial de proteinas entre ambos
grupos. B) Andlisis de la ontologia génica de las proteinas diferencialmente expresadas (15).

diferencias significativas en la expresion de 31 proteinas entre ambos grupos, incluyendo
un total de 10 proteinas sobre expresadas en el grupo control (p<0.05) y 21 infra
expresadas (p<0.05) (Figura 6) (15).

Un total de 41 proteinas se encontraron diferencialmente expresadas entre ambos
grupos, siendo las proteinas relacionadas con la proliferacion celular las mas dispares.
Estudios realizados con anterioridad mostraron que las proteinas ACPP (del inglés
Prostatic acid phosphatase) y CD5L (glicoproteina secretada por macréfagos) podrian
tener un gran potencial como proteinas marcadoras de calidad ovocitaria. En este estudio
mediante una prueba ELISA observaron que estaban diferencialmente expresadas entre
ovocitos inmaduros y maduros, estando ACPP sobre expresado en ovocitos maduros y
CD5L en ovocitos inmaduros (ACPP p valor<0.0001; CD5L p valor<0.0001). Ademas,

al comparar la expresion de estas 2 proteinas en el grupo control y el grupo de pacientes
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con reserva ovarica disminuida, observaron que ACPP tenia una expresion relativa mayor

en el grupo control (p valor<0.001) y CD5L se encontraba en mayor cantidad en el grupo

con reserva ovarica disminuida (p valor<0.0001), aunque este Gltimo resultado no era

estadisticamente significativo al estudiar la expresion relativa (15).
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Tabla 2. Tabla resumen de los articulos seleccionados sobre el estudio del metaboloma y proteoma del liquido folicular.
Elaboracion propia.

2. Células del camulo

Las células del cimulo juegan un papel crucial en el proceso de maduracion ovocitaria y

foliculogénesis. En los ultimos afios son muchos los estudios en los que se ha

correlacionado la expresion génica de las células del cumulo con variables como la

madurez ovocitaria o tasas de fecundacion, de desarrollo embrionario, de implantacion o

de embarazo (16).
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A) Estudio del transcriptoma de las células del cimulo:

El equipo de Kahraman y colaboradores estudid la relacion entre la expresion génica en
las células del cumulo, el tamafio folicular y el desarrollo embrionario. Para ello
analizaron la expresion de 5 genes que en estudios previos habian demostrado estar
regulados por sefiales ovocitarias relacionadas con el metabolismo de las celulas del

cumulo y del proceso de expansion:

e Hialuronano sintasa 2 (HAS2): juega un papel importante en la formacion y
expansion del camulo.

e Prostaglandina-endoperdxido sintasa 2 (PTGS2): relacionada con la competencia
ovocitaria y la expansion del camulo.

e Proteina relacionada con la pentraxina 3 (PTX3): interacciona con HAS2 en la
matriz del cimulo expandido.

e Factor de necrosis tumoral inducida por alfa 3 (TNFAIPS6): sintetizado por células
del cimulo y granulosa en foliculos preovulatorios.

e Factor de crecimiento 9 (GDF9): factor secretado por el ovocito que juega un

papel importante en el desarrollo folicular.

Recogieron muestras de 2.495 COCs de 184 pacientes que estaban siendo sometidas a
TRA. El tamafio de los foliculos se midié en el momento de la puncidn, y se clasificaron
como pequefios aquellos <17mm. Tras la puncion se decumularon los ovocitos, se midié
el desarrollo de los embriones hasta la implantacion y de las células del cimulo se extrajo
el ARN; generaron copias de ADNc con un kit de transcripcion de alta fidelidad.
Finalmente realizaron una RT-PCR para cuantificar los niveles de expresion de los
distintos genes en cada muestra. Los resultados del estudio mostraron que los ovocitos de
foliculos de mayor tamafio llegaban méas a blastocisto que los de foliculos de pequefio
tamafo (45% vs 32% p<0.05). Observaron que PTGS2 estaba méas expresado en
foliculos de mayor que de menor tamario (p<0.05). Ademas, los resultados mostraron
que HAS2 y PGTS2 estaban sobre expresados en foliculos de gran tamafio que

Ilegaron a blastocisto comparado con los que no lo hicieron (p<0.05) (16).

En un estudio similar, Tiegs y colaboradores estudiaron el perfil transcriptomico de
células del cumulo de embriones euploides, de embriones con monosomia 21 y de
embriones con trisomia 21, y de esta manera comparar estos perfiles para hallar que genes

se encuentran diferencialmente expresados en los distintos grupos. Para esta investigacion
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recogieron muestras de un total de 24 pacientes (8 para cada grupo), para lo que se realizé
un PGT-A a los embriones y una vez conocidos los resultados, se clasificd cada muestra
en su respectivo grupo. Después, se aislo el ARN y se usé un Kit de transcripcion para
obtener copias de ADNc del ARNm de las muestras, para asi cuantificar las muestras
mediante una RT-gPCR. Un total de 3.122 genes se encontraron diferencialmente
expresados en células del cimulo de embriones con monosomia 21 y 19 en el caso de
embriones con trisomia 21 (p<0.055). 13 de estos genes estaban diferencialmente
expresados respecto a los embriones euploides en ambos, en monosomia 21y trisomia 21
(p<0.05). Entre estos genes, encontramos 3 genes implicados en el desarrollo embrionario
sobre expresados en ambos casos, que podrian ser usados como técnica de diagnostico no

invasiva:

e DVL2 (del inglés dishevelled segment polarity protein 2) (p=0.04).
e CCN1/CYRG61 (del inglés cellular communication network factor 1) (p=0.04).
e SRF (del inglés serum response factor) (p=0.01) (16)

Yao y colaboradores estudiaron la relacion entre la expresion del gen PTEN (del inglés
phosphatase and tensin homolog) en las células del cimulo y la calidad embrionaria de
los ovocitos del mismo complejo. Este gen es un mediador apoptético que ha demostrado
ser crucial en la reproduccion, ya que en estudios previos se ha especulado que la
sobreexpresion de este gen promoveria la apoptosis de estas células y por tanto
comprometeria el desarrollo folicular, afectando de esta manera la calidad ovocitaria.
Recogieron muestras de un total de 52 ciclos de ICSI (del inglés Intracytoplasmic sperm
injection) (198 muestras en total) en las que se evaluaron distintos parametros como el
estado nuclear del ovocito en dia 0 o la calidad del embrion en dia 3. De las muestras de
células del cuimulo recolectadas en la puncién se realiz6 una extraccion de ARN y con un
kit de transcripcion se sintetizd el ADNc de los transcritos de ARN presentes en las
muestras. Finalmente se realizé una rt-qPCR para PTEN y B-Actina como marcador para
normalizar los resultados. Los resultados mostraron que la expresién de PTEN era
significativamente inferior en células del cimulo de ovocitos maduros que se encontraban
en metafase Il que en las de ovocitos inmaduros (0.084 + 0.1843 vs. 0.4582 £ 0.1967 p <
0.001). Los niveles de expresion de PTEN tambien fueron significativamente inferiores
en los casos en los que la fecundacién se produjo de forma normal comparada con los
casos en la que la fecundacion fue anormal (0.3122 + 0.1374 vs 0.1223 + 0.1422 p =

0.015). Finalmente, los resultados mostraron que los niveles de expresion eran
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significativamente mayores en células del cimulo de ovocitos que se desarrollaron
en Dblastocistos de baja calidad respecto a aquellos que se desarrollaron en
blastocistos de alta calidad ((0.2886 + 0.1744 vs 0.0125 £ 0.0070 p < 0.001) (Figura 7)
(18).
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Figura 7. Expresion relativa de PTEN en células del cumulo de ovocitos. A) Células del cumulo de ovocitos
maduros vs inmaduros. B) Células del cumulo de ovocitos con fertilizacion normal vs ovocitos con fertilizacion
anémala. C) Células del cimulo de ovocitos que se desarrollaron en embriones de buena calidad vs mala calidad
en dia 3. D) Células del cimulo de ovocitos que se desarrollaron en blastocistos de alta calidad vs blastocistos
de baja calidad. Los resultados se expresan en forma de media * desviacion estdndar de la expresion de PTEN
normalizada con la expresion del gen 8-ACTIN (18)

Por otro lado, el equipo de Martinez-Alvaro y colaboradores estudiaron el transcriptoma
de las células del cimulo del del foliculo y su potencial como predictor de la competencia
ovocitaria. Para ello recolectaron células del cimulo de ovocitos de donante y se
analizaron un total de 15 muestras, que se agruparon en tres grupos en funcién de los
resultados del TRA del ovocito del que provenia la muestra: aquellos que no llegaron a
desarrollarse a blastocisto (Bl-), aquellos que si llegaron a blastocisto, pero no lograron

producir embarazo (P-) y finalmente aquellos que si llegaron a embarazo (P+).
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A las muestras se les realizd una extraccion de ARN, y el ARN purificado fue
cuantificado y después secuenciado. Un total de 17.469 genes se mostraron expresados
en las muestras, y aquellos que demostraron estar diferencialmente expresados entre los

3 grupos con un p valor <0.05 fueron:

e P-vsP+: 10 genes diferencialmente expresados.
e P+ vs BI-: 11 genes diferencialmente expresados.

e P-vs BI-: 5 genes diferencialmente expresados.

De estos genes, el Unico que mostro estar expresado diferencialmente de forma
consistente en el grupo P+ respecto a los otros dos fue EPN3. Este fue el Gnico gen
con potencial como marcador de embarazo. Otros genes como CHAC1, CENPE o CD93
mostraron estar diferencialmente expresados entre los grupos con llegada a blastocisto
del grupo sin llegada a blastocisto. Este estudio demostrd que a pesar de que el anlisis
transcriptdmico de las células del cimulo podria tener gran potencial como biomarcador
no invasivo asociado a la competencia ovocitaria, los resultados no fueron muy

esclarecedores y por tanto es necesario seguir investigando este campo (19).
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Tabla 3. Tabla resumen de los articulos seleccionados sobre el estudio del transcriptoma de las células del cumulo.
Elaboracion propia.

B) Dafio en el ADN de las células del cimulo:

Cuando avanza la edad, la capacidad reproductiva se ve disminuida en parte por el
incremento del dafio en el ADN que se produce con la edad en los ovocitos y en las células
de la granulosa. Este dafio se puede medir mediante moléculas como la histona H2AX
fosforilada en la posicion SER139, o mediante la expresidn de proteinas de reparacién
del ADN. Los niveles de estas proteinas en las células del cimulo podrian ser utiles como
biomarcadores de envejecimiento ovarico y por tanto predecir la calidad de los ovocitos

de esos foliculos de una forma no invasiva (20).

El grupo de Sun y colaboradores estudio cuales eran los efectos de la edad avanzada en
ceélulas del camulo, para ello estudiaron la activacion de los mecanismos de reparacion

de roturas de cadena doble (DSB del inglés Double Stand Break) y estudiar su valor como
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posible marcador de calidad ovocitaria. Para el estudio recogieron muestras de las células
del cimulo en el momento de la puncién de un total de 660 pacientes que estaban siendo
sometidas a TRA (338 pacientes de edad avanzada y 322 pacientes jovenes). Estudiaron

distintos parametros de las muestras:

e Apoptosis y y-H2AX: tifieron las células apoptoticas con un kit comercial (FITC
Annexin 'V Apoptosis Detection kit, BD PharmingenTM, USA) y usaron
anticuerpos anti-H2AX conjugados con un fluoréforo para detectar las células que
expresaban la histona H2AX fosforilada (y-H2AX), un marcador usado por las
células para reclutar la maquinaria de reparacion cuando se producen roturas en
el ADN. Después fueron contabilizadas mediante citometria de flujo.

e y-H2AXy proteinas de reparacion de DSB: mediante un analisis de Western Blot
se estudiaron los niveles de y-H2AX y de 4 proteinas de reparacion de DSB;
BRCAL, ATM, RAD51 y MRE11.

e Expresion de proteinas de reparacion de DSB: estudiaron los niveles de expresion
de las 4 proteinas de reparacion de DSB mencionadas en el apartado anterior
mediante una RT-gPCR

Los resultados mostraron que el grupo de las pacientes jovenes obtenia mejores resultados
en los tratamientos (menores tasas de aborto, mayores tasas de embarazo y de
implantacion...). Observaron que el grupo de pacientes de edad materna avanzada
presentaban mayor porcentaje de células y-H2AX positivas respecto al grupo de
pacientes jovenes (24.33+4.55 vs.12.40+2.31 p<0.05), al igual que el porcentaje de
células del cumulo apoptoéticas, que resultd ser superior en el grupo de edad materna
avanzada (21.95+3.83% vs. 13.85+2.34% p<0.05). De la misma forma, el grupo de
pacientes de edad avanzada presentdé mayores niveles de expresion de genes
reparacion de DSB, mayores niveles de y-H2AX y mayores niveles de proteinas de
reparacion de DSB en las células del cimulo (Figura 8) (20). Los resultados de este
estudio mostraron que el dafio en el ADN y la activacion de los mecanismos de reparacion
de estos estaban asociados al envejecimiento ovarico y a la reserva ovarica. A pesar de
no haber estudiado la relacion entre los resultados de los TRA y estos marcadores para
analizar su utilidad como biomarcadores no invasivos, este estudio demuestra el gran
potencial que puede tener el analisis del dafio en el ADN de las células del cimulo para

predecir la calidad ovocitaria (20).

30



% @8 Young
* Aging

o
[=]
B

y-H2AX positive cells rate(%)
S
_|
Relative levels
5 i
-
-
-
—
——

Young Aging

Figura 8. Representacion en grdficas de barras del porcentaje de células y-H2AX positivas en el grupo de pacientes
jovenesy en el de edad materna avanzada (*p valor<0.05) y de los niveles relativos de y-H2AX, BRCA1, ATM, RAD51
y MRE11 en ambos grupos (*p<0.05, **<0.01) (20).

C) EI ADN mitocondrial y su relacion con la calidad ovocitaria

Un aporte de energia adecuado es un factor muy importante que contribuye a la viabilidad
embrionaria. La mayoria de este aporte energético proviene de la mitocondria, por lo que
en los dltimos afios ha surgido el estudio del nimero de copias ADN mitocondrial como

marcador no invasivo para medir la funcion embrionaria (20)

El grupo de Yang y colaboradores estudié la ratio de ADN mitocondrial respecto al
nuclear en células del cimulo como biomarcador de calidad embrionaria en TRA. Para
este estudio se incluyeron 144 pacientes sometidas a TRA, de las que se extrajeron
muestras de las células del cimulo en la puncién. Las muestras fueron sometidas a una
extraccion de ADN mitocondrial y nuclear, y después a una rt-qPCR con primers para el
ADN mitocondrial (“primers” para el gen mtMIinARC localizado en el genoma
mitocondrial) y para el ADN nuclear (“primers” para el gen p2M localizado en el genoma
nuclear). De esta manera se calcul6 la ratio ADNmit/ADNnuc. Para evaluar si este Gltimo
podia ser usado como biomarcador para predecir la calidad embrionaria, se dividieron las
muestras en funcion de si habian sido o no fertilizadas, y de la calidad del embrion en dia
3. Los resultados mostraron que la ratio ADNmit/ADNnuc era significativamente
superior en embriones de buena calidad respecto a los de baja calidad (0.66+0.03 vs
0.61+0.03 p<0.05). Por lo tanto, la ratio ADNmit/ADNnuc podria ser usada como

marcador no invasivo para evaluar la calidad ovocitaria y potencial embrionario (21).
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3. Medio de cultivo:

A) El consumo de oxigeno como biomarcador de calidad ovocitaria

El estudio del consumo de oxigeno estd enfocado en la medicion de la funcion
mitocondrial como una manera de seleccionar ovocitos mayor calidad y viabilidad en los
TRA.

Tejera y colaboradores estudiaron el consumo de oxigeno de los ovocitos antes de la
fecundacién y su posible uso como marcador de calidad ovocitaria. Para realizar el
estudio utilizaron un total de 349 ovocitos obtenidos de 56 donantes cultivados en un
incubador time-lapse (EmbryoScope) con un sensor con un sensor de oxigeno
electroquimico embebido en él. Analizd el consumo de oxigeno 3 veces cada 20 minutos
a lo largo de una hora y calculando la media de las 3 medidas. Estas medidas se tomaron
hasta 3 horas después de la puncién e inmediatamente antes de la decumulacion de los
ovocitos. Estudiaron la relacion del consumo de oxigeno con la fecundacion, la calidad
embrionaria y la implantacion. Los resultados mostraron que existian diferencias
significativas entre el consumo de oxigeno entre los ovocitos que posteriormente
fecundaron de los que no lo hicieron, siendo superior el consumo en aquellos que llegaron
a ser fecundados (OR=1.34; 95% IC= 1.04-1.73 p=014). El consumo de oxigeno de los
ovocitos que se desarrollaron en embriones que llegaron a implantar fue
estadisticamente superior que el de los ovocitos que se desarrollaron en embriones

que no implantaron (p<0.05) (8).

En numerosos estudios se ha demostrado el papel crucial de las mitocondrias en el
proceso de maduracion ovocitaria, la fecundacion y en el desarrollo embrionario, y, por
tanto, el estudio del consumo de oxigeno para analizar la funcién mitocondrial podria ser
una herramienta muy 0til para seleccionar aquellos ovocitos de mayor calidad y con
mayor potencial de desarrollo embrionario (21). A pesar de este potencial, este campo de
estudio surgi6 a principios de la anterior década, pero actualmente se ha dejado en el
olvido (8).
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CONCLUSION

En los dltimos afios la investigacion de marcadores de calidad ovocitaria no invasivos ha
sido cada vez mayor, principalmente debido a la necesidad de mejorar el prondstico en
los resultados de los tratamientos realizados sobre pacientes infértiles. En esta revision
hemos centrado el estudio en aquellas investigaciones que han usado el liquido folicular,
las células del cumulo y el medio de cultivo para tratar de hallar marcadores
estadisticamente significativos que fueran capaces de predecir la calidad ovocitaria, sin
embargo, este campo de investigacion es muy amplio y no deberia solamente limitarse a

estos.

A pesar de mostrar un gran potencial, sigue siendo necesario realizar més estudios,
preferiblemente estudios multicéntricos y con tamafios muestrales mayores, ya que en la
actualidad la mayor parte de los estudios realizados una de sus mayores limitaciones es
el tamafio muestral, lo que resta validez y hace que los resultados no sean tan fiables. Esta
puede ser la causa de la disparidad entre los resultados de diferentes estudios, que no
permite sacar conclusiones fiables en este campo de estudio.

El estudio del liquido folicular y de las células del cimulo parecen ser los campos mas
prometedores, probablemente debido a que ambos se encuentran en estrecho contacto con
el ovocito en todas sus etapas de desarrollo y maduracion hasta que el ovocito abandona
el foliculo. En cuanto al estudio del medio de cultivo, a pesar de que podria ser de gran
utilidad debido a la facilidad con la que se puede analizar y su disponibilidad a lo largo

de todo el proceso de cultivo de los ovocitos, la bibliografia todavia es escasa.

Encontrar marcadores de calidad ovocitaria no invasivos fiables podria suponer un antes
y un después en los tratamientos de reproduccion asistida, pudiendo mejorar los
resultados de los tratamientos a los que se someten las pacientes. Sin embargo,
actualmente los pardmetros morfologicos siguen siendo los mas utilizados,
principalmente por su sencillez y bajo coste, por lo que para que la aplicacion de estas
nuevas tecnologias se imponga, el beneficio que aporten sobre los resultados en los

tratamientos deberia superar el coste afiadido que supondrian en los mismos.
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ANEXOS

Anexo A: Alteraciones morfoldgicas citoplasmaticas y extracitoplasmaticas utilizadas

para la evaluacion de la calidad ovocitaria (4).

Imagen 3. (A);(B) Presencia de vacuolas en el oocito.
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Imagen 5. (A);(B) Detritus en el espacio perivitelino.

Imagen 6. Zona peltcida no circular. Imagen 7. Zona pelucida oscura.
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°lmagen 8. Zona pelucida gruesa (>20 um).
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Imagen 9. Zona septada (flechas).

Scoret 419.08 (44)

Imagen 10. Zona peltcida al microscopio de luz polarizada. A la izquierda, la ZP se muestra regular. En la imagen de

la derecha se observa una ZP irregular.
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Imagen 11. Espacio perivitelino aumentado.

. A

Imagen 12. Diferentes tamarios de corpusculo polar. (A) Grande; (B) Normal; (C) Pequefio.

Imagen 13. Corpusculo polar doble (Flechas).
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Imagen 14. Corpusculo polar fragmentado.

Imagen 15. Huso meidtico. A la izquierda, el huso se encuentra en su posicion correcta, respecto del 1¢"CP. En la
imagen de la derecha, el huso se encuentra desplazado 90°.
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