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RESUMEN

La reproduccion humana asistida esta teniendo un gran impacto en la sociedad a
nivel mundial, ofreciendo opciones de concebir un recién nacido vivo (RNV) y formar
una familia a personas que se enfrentan a diferentes tipos de obstaculos, entre ellos la
infertilidad femenina. Un tratamiento de reproduccion asistida (TRA) tiene como objetivo
buscar de la manera mas natural posible ayudar a los pacientes que acuden a la clinica a
conseguir una gestacion positiva, es decir, la posibilidad de formar una familia. Las
razones de acudir a una clinica de fertilidad pueden ser por un problema de la mujer o del
hombre, por lo que amos se someten a diferentes pruebas para descubrir cual es la razon
por la que no pueden concebir descendencia de manera natural. En base a los resultados
obtenidos, el medico decide que tratamiento es mejor para la pareja y se comienza el
ciclo. Puede ser gue estos tratamientos tengan exito y permitan a la pareja concebir, pero
no siempre se logran resultados positivos y por factores como puede ser la calidad de los
ovocitos de la mujer, receptividad endometrial, calidad del esperma, el tratamiento no
tiene éxito. Un tratamiento de reproduccion asistida es muy complejo y dificil para el
cuerpo de la mujer ya que se somete a una estimulacion ovarica mediante el uso de
hormonas gonadotropinas, resultando en el crecimiento y desarrollo de los foliculos de
los ovarios de donde se obtienen los ovocitos que después seran inseminados mediante la
técnica fecundacion in vitro (FIV) o inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides
(ICSI). Tras este proceso los embridlogos se encargan de valorar y clasificar los
embriones obtenidos con ayuda de unos parametros fijados. La valoracion y clasificacion
de los embriones puede hacerse mediante el microscopio convencional o mediante los
incubadores time-lapse, como pueden ser el Embryoscope. Existen casos que no pueden
Ilegar a blastocisto debido a la calidad de ovocitos, ya sea porque el dia de la puncién no
se obtuvo ninguno o porque los que se recolectaron no eran de buena calidad y tras la
inseminacién no fecundaron o no se desarrollaron. En estos casos una de las opciones que
se les suele ofrecer a los pacientes es recurrir a los ovocitos de donante, los cuales son
donados por mujeres jovenes cuyas reservas ovaricas son mayores y su calidad ovocitaria
es mejor. Para que estas mujeres estén cualificadas para ser donantes deben cumplir unos
requerimientos, entre los cuales es de gran importancia conocer los habitos de vida como

el consumo de alcohol y de tabaco, siendo este el principal foco nuestro estudio.

Palabras clave: Reproduccion asistida, RNV, infertilidad femenina, estimulacion,

gonadotropinas, clasificacion de embriones, time-lapse, FIV, ICSI, donacion, tabaco.
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LISTA DE ABREVIATURAS
Tratamiento de Reproduccion Asistida (TRA)
Recién Nacido Vivo (RNV)
Fecundacion In Vitro (FIV)
Inyeccion Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSI)
Hormona Antimiilleriana (AMH)
Recuento de Foliculos Antrales (RFA)
Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP)
Radioterapia (RT)
Quimioterapia (QT)
Pronucleos (PN)
Diagnostico Preimplantacional Genético (DPI)
Corpusculos Polares (CP)
Dia 3 (D3)
Dia 5 (DS5)

Dia 6 (D6)
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INTRODUCCION
Antecedentes

El tabaquismo es conocido por ser dafiino para el ser humano. El habito de fumar
suele estar asociado a enfermedades que puede llegar a ser mortales, como por ejemplo
el cancer. Las enfermedades causadas por las toxinas del tabaco suelen afectar a los
diferentes organos y sistemas del cuerpo humano, entre los cuales se incluyen, el sistema
respiratorio y cardiovascular. Estos suelen ser los mas comunes y mencionados entre la
sociedad, pero existen otros aspectos del cuerpo humano que tambien se ven afectados,
como puede ser el sistema reproductivo. Estos no se suelen mencionar con tanta
frecuencia, pero son igual de importantes que el resto. El tabaquismo ha demostrado tener

un efecto perjudicial en la salud reproductiva, tanto femenina como masculina.

El tabaco y sus toxinas afectan a una gran cantidad de individuos en nuestra
sociedad desde hace mucho tiempo, en la cual se incluyen mujeres jovenes que tiene
deseo de convertirse en madres o que tienen intencion de donar sus ovocitos para llevar
a cabo tratamiento de reproduccion asistida en mujeres que tienen dificultades para
concebir. Esto puede ser debido a factores como la edad materna avanzada o por presentar

una peor calidad ovocitaria y embrionaria.
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Figura 1. Efectos del tabaquismo en la edad reproductiva materna y en el recién

nacido vivo.
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Esta demostrado que en las mujeres en edad reproductiva el habito de fumar ha
ido creciendo poco a poco Se ha demostrado que el consumo de tabaco disminuye la
reserva ovarica y altera la produccion de hormonas sexuales, siendo estas de gran
importancia para la monitorizacion del ciclo reproductivo. Las toxinas del tabaco también
resultan tener un efecto nocivo en cuanto a los parametros foliculares, afectando al
tamano de los foliculos y asi a la obtencion de ovocitos maduros y de calidad. Ademas
de tener un efecto nocivo a nivel ovocitario, tambien lo tiene a nivel ovérico, debido a
que la toxicidad acumulada en ambos ovarios resulta ser dafiino para los ovocitos y
perjudiciales para su desarrollo (Freour, Masson, Mirallie, Jean, Bach, Dejoie & Barriere,
2008). El tabaco puede afectar tanto a la calidad ovocitaria como a la calidad embrionaria,
a la vez que, a los resultados clinicos, aumentando asi las tasas de alteraciones
cromosOmicas y cancelacion de los ciclos reproductivos. Alguna de las complicaciones
que se pueden dar debido al tabaquismo incluyen, complicaciones obstétricas, abortos

espontaneos, bajo peso del recién nacido o incluso anomalias en el bebé.
Reproduccion Humana Asistida

Hoy en dia el estilo de vida no nos permite tener un alto niamero de hijos/as y las
prioridades de las parejas han cambiado. Esto afecta de gran manera a la fertilidad de
ambos, ya que hoy en dia se tarda mas en tener hijos ya sea por las responsabilidades de
cada uno, las condiciones salariales, el tiempo libre y la manera en la que las personas
deciden utilizarlo en base a sus preferencias y necesidades. La responsabilidad de tener

un hijo es de las mayores que existen, ya que cambia la vida de las parejas para siempre.

La reproduccién humana asistida, desde hace unos afios esta teniendo un mayor
impacto en la sociedad y sobre todo en las parejas a las cuales se le presentan obstaculos
para poder concebir, entre los factores que determinan tener que recurrir a tratamientos
de reproduccién asistida (TRA) destacan, infertilidad tanto femenina como masculina de
mas de un afio, madres solteras con deseo de tener un hijo y parejas homosexuales con
deseo de gestacién. Existen muchas clinicas alrededor del mundo que ofrecen TRA con
el fin de ayudar a aquellas parejas que deseen formar una familia mediante la realizacion
de estudios, tanto de la mujer como del hombre, para detectar la razon por la que no llegan
a gestar de manera convencional. Tras determinar la causa de la infertilidad, el médico

les ofrece un tipo de tratamiento en base a cada caso que se le presente.
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Infertilidad femenina

La infertilidad puede ser tanto masculina como femenina, ya que dependiendo del
caso van a variar los factores negativos para cada uno. En el caso del hombre, por lo
general, suelen ser varios los factores que pueden afectar a la calidad del esperma, es por
ello por lo que cuando el vardn va a la clinica se le realiza un analisis hormonal y de su
semen. Entre los factores que afectan a la fertilidad del hombre, se encuentran: la edad,
el estilo de vida y sus habitos, las temperaturas elevadas testicular, enfermedades,
tratamientos y exposicion a sustancias toxicas (Balawender & Orkisz, 2020). La calidad
de los espermatozoides se clasifica en base a la cantidad, movilidad y morfologia. En el
caso de la edad avanzada del hombre, resulta en un efecto negativo sobre la cantidad y la
movilidad de los espermatozoides. En cuanto al estilo de vida y sus habitos se incluyen
el consumo de alcohol, tabaco y otras sustancias, la alimentacion y la falta de ejercicio.
La presencia de enfermedades de gravedad tambien van a ser factor de importancia en la
fertilidad del hombre, ya que requieren tratamientos agresivos que pueden afectar de
manera nociva a la calidad del esperma y su morfologia. Por ultimo, la temperatura de la
zona testicular y la exposicion a sustancias toxicas puede dar lugar a alteraciones
genéticas tanto del espermatozoide como de las células hijas obtenidas tras la

fecundacion.

En cuanto a la mujer, entran en juego un gran nimero de aspectos que afectan a
fertilidad. Son varias las pruebas de fertilidad a las que se somete la mujer con el fin de
examinar la salud reproductiva y la capacidad de gestar, consiguiendo finalmente un
recién nacido vivo. Es muy importante comprobar que los ciclos de las pacientes esten
regulados, es decir, asegurarse de que la ovulacion se da de manera regular y
adecuadamente. Ademas de la deteccidon de la ovulacion se deben de comprobar los
niveles hormonales, tanto los de la hormona foliculo estimulante (FSH) como los de la
luteinizante (LH), la progesterona (P4) y el estradiol (E2) (Holesh, Bass & Lord, 2023).
Todas estas hormonas desempefian un papel fundamental durante el ciclo ya que son la
base del éxito de los tratamientos que se lleven a cabo y aportan informacion crucial para
entender problemas o situaciones que se dan durante un tratamiento. En un TRA es
fundamental la estimulacion del crecimiento y desarrollo de los foliculos de los ovarios
mediante el monitoreo de las hormonas, mediante un analisis de sangre o de orina, y asi
detectar el momento Optimo para la obtencion de ovocitos, incrementando asi el éxito del

tratamiento elegido para cada ciclo. Otra prueba de gran importancia son las serologias,
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las cuales son necesarias para descartar cualquier tipo de enfermedad infecciosas.
Ademas, se realizan controles del crecimiento folicular y endometrial mediante ecografia,
ya que hay estructuras del cuerpo de la mujer que son fundamentales de evaluar para
detectar posibles problemas estructurales que puedan perjudicar al éxito del tratamiento.
El tracto reproductor femenino esta formado por diferentes estructuras, entre las cuales
se encuentran las trompas de Falopio, el cuello uterino y el Utero. En primer lugar, las
trompas de Falopio son las responsables de que los ovocitos lleguen al utero desde los
ovarios. Para comprobar que no hay ningun tipo de obstruccion o anomalia que puede
perjudicar al transporte de los ovocitos, se pude realizar un a histerosalpinogografia
(Grigovich, Kacharia, Bharwani, Hemingway, Mijatovic & Rodgers, 2021). En el caso
del cuello uterino, es la estructura por la que tienen que pasar los espermatozoides. En el
caso de que se encuentre, mediante un examen ginecolégico, algun tipo de anormalidad
en el moco cervical esto puede dificultar al trayecto que tienen que realizar los
espermatozoides para llegar hasta fecundar al ovocito (Jokiniemi, Magris, Ritari,
Kuusipalo, Lundgren, Partanen & Kekaélainen, 2020). Por ultimo, el utero es el érgano
donde se va a implantar el ovocito fecundado y donde se desarrollara él bebe. Por ello, es
de gran importancia evaluar el Gtero mediante ecografia o histeroscopia para descartar
cualquier tipo de anomalias o alteraciones morfoldgicas como pueden ser los miomas,
septos, los pdlipos o la hiperplasia. Esta ultimas, puede dificultar la implantacion por el
desajuste de los niveles de estrgenos y progesterona, los cuales son de gran relevancia
en el momento de la implantacion y la gestacion (Jayaprakasan & Ojha, 2022).

Existen dos tipos de infertilidad, la infertilidad primar y la secundaria. La
infertilidad primaria se da cuando la fecundacién tiene lugar, pero no hay gestacion
positiva por lo que no se llega a término. La infertilidad secundaria es aquella que se da
cuando no se logre un recién nacido vivo tras haber concebido un hijo/a previamente. La
causa mas frecuente en los casos de parejas que van a la clinica es por edad materna
avanzada, es decir, mujeres que presenta una edad en la cual la reserva ovérica, la calidad
ovocitaria y receptividad endometrial disminuye, resultando asi en una disminuciéon en
las tasas de fecundacion, implantacion y gestacion positiva (Deatsman, Vasilopoulos &
Rhoton-Vlasak, 2016). La reserva ovarica se mide en base al valor de la hormona
antimiilleriana (AMH) y el recuento de foliculos antrales (RFA), dos factores que
disminuyen a medida que aumenta la edad de la mujer. Existen numerosos factores que

afectan a la fertilidad femenina ademas de la edad, entre ellos anomalias uterinas,
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endometriosis, sindrome de ovario poliquistico (SOP), y anovulaciones (Bedenk,
Vrtacnik-Bokal & Virant-Klun, 2020). Por ultimo, en el caso de que una mujer tenga
algun tipo de enfermedad que la obligue a estar sometidas a radioterapia (RT) o
quimioterapia (QT), también afectard a la reserva ovarica ya que ademas de afectar a las
células cancerigenas atacan a las células sanas incluidas las del ovario, resultando en
alteracion del DNA de los ovocitos e inclusos la apoptosis de estos (Bedoschi, Navarro
& Oktay, 2016). En estos casos, el equipo médico ofrece la posibilidad de preservar los
ovocitos mediante técnicas de vitrificacion antes de empezar con el tratamiento, para asi
asegurase de que los ovoctios recolectados sean de buena calidad y no hayan sido

afectados por el tratamiento.
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Figura 2. Esterilidad e infertilidad femenina

Ademas de los factores que afectan a la fertilidad mencionados previamente,
deben de incluirse los habitos de vida, como pueden ser el consumo de alcohol y el
consumo de tabaco. Es cierto que alguno de los efectos del alcohol y del tabaco son
reversible, por lo que lo indicado seria dejar de fumar y beber, ya que estos habitos pueden
tener efectos negativos tanto en la calidad ovocitaria y embrionaria, como en las tasas de
implantacion, gestacion y las tasas de complicaciones durante el embarazo, como por

ejemplo que ¢l bebe nazca prematuro o incluso que se produzcan abortos.

El tabaco ha sido demostrado ser toxico para la funcidon reproductiva femenina, ya
que puede afectar tanto a nivel ovocitario y ambiente folicular, como a nivel ovarico.
Algunas de las observaciones que se han dado a lo largo del tiempo mediante la

realizacion de estudios, incluyen: adelanto de la menopausia, diminucion de la reserva
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ovarica y alteracion en la produccion de hormonas sexuales (Freour et al., 2008). Es
importante mencionar que el tabaco consta de un gran nimero de sustancias toxicas para
la funcién reproductiva de la mujer, las cuales van a afectar a diferentes niveles. Entre
estas se encuentran sustancias como la nicotina, el cadmio, la cotinina y el Benzo(a)pireno

(BaP).

En cuanto al efecto del tabaco a nivel folicular y ovocitario, se ha demostrado que
la presencia de compuestos como el cadmio, la cotinina y la nicotina afectan
negativamente al crecimiento folicular, por lo que sugiere un posible fallo a nivel
complejo cumulo ovocitario. La nicotina es uno de los componentes principales de
tabaco, la cual no afecta tanto a la vascularizacion, pero si al incremento de apoptosis
celular, en este caso de los ovocitos (Bordel, Laschke, Menger, Vollmar, 2006). Tambien
ha sido demostrado a nivel ovocitario en estudios con animales un efecto negativo de la
nicotina en las células del cumulo y en el desarrollo y crecimiento ovocitario (Liu, Li,
Rickords, White, Sessions, Aston, Bunch, 2008). El tabaco ha demostrado tener efectos
perjudiciales a nivel ovocitario, lo cual podria afectar tanto a las tasas de implantacion y
gestacion e incluso al desarrollo de anomalias genéticas en las células hijas. Esto puede
sugerir una peor calidad y competencia tanto ovocitaria como embrionaria, lo cual se
traduce en efectos negativos en el desarrollo de la zona pelucida, trofoectodermo, masa

celular interna.

El consumo de tabaco puede afectar a nivel ovarico, ya que las toxinas de este se
acumulan en los compartimos provocando un ambiente toxico para los ovocitos. Una de
las sustancias toxicas del tabaco que destaca por su efecto negativo es las cotinina, la cual
es un componente que interactiia directamente con los ovocitos debido a su presencia en
los ovarios. La cotinina ha sido detectada en el nucleo y citoplasma de las células de la
granulosa en mujeres fumadoras (Zenzes, Puy, Bielecki, 1997). Otra de las sustancias
que han sido destacadas por su efecto a nivel ovarico es el cadmio, compuesto que inhibe
la produccion y liberacion de progesterona y estradiol sugiriendo un fallo en el sistema
endocrino (Zhang, Pang, Huang, Yan, Lin, 2008). Por ultimo, mediante estudios con
roedores se obtuvieron resultados en relacion con la exposicion al BaP, compuesto
detectado en el tabaco, cuya exposicion resultd en una reduccion de los niveles de
estrogeno y una menopausia adelanta de al menos 2 afios causada posiblemente por un
declive acelerado de la produccion de ovocitos (Hughes & Brennan, 1996). Un fallo o

alteracion del sistema endocrino a nivel hormonas reproductoras puede significar un
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descenso en la produccion de estas (Hughes & Brennan, 1996). Una alteracion en la
liberacion de hormonas puede resultar perjudicial para la produccion de ovocitos o en la
liberacion de estos durante la ovulacion. Un mal funcionamiento en la produccion de
hormonas puede traducirse en infertilidad de la mujer o una peor receptividad
endometrial, resultandos perjudiciales en el embarazo provocando asi abortos

espontaneos o recién nacidos prematuros.

La competencia ovocitaria es la capacidad que tienen los ovocitos para ser
fecundados por el espermatozoide y evolucionar hasta estadio embrionario 6ptimo para
implantar y desarrollarse en el ttero de la mujer, obteniendo asi un alto porcentaje de
éxito de los diferentes ciclos. Es por ello por lo que los médicos recomiendan acudir a
clinicas de fertilidad cuando se es mas joven, ya que la edad es un factor muy importante
debido a que a medida que aumenta la edad disminuye la calidad de los ovocitos. Ademas,
es de gran importancia mantener una vida saludable ya que existen muchos factores
perjudiciales como los mencionados anteriormente, que pueden afectar a la viabilidad y
por tanto a las tasas de fecundacion de los ovocitos y de llegada a blastocisto. En cuanto
a la calidad embrionaria, es de gran importancia monitorizar el desarrollo de los diferentes
estadios embrionarios, los cuales dependiendo de los pardmetros fijados seran
clasificados me mejor a peor calidad. Estos parametros incluyen: aparicion y desaparicion
de los pronucleos (PN), tiempos de division, nimero de células, simetria, fragmentacion,
aparicion y aspecto de la masa celular interna y aspecto del trofoectodermo (Bori, Paya,
Alegre, Viloria, Remohi, Naranjo & Meseguer, 2020). Es de gran relevancia realizar una
evaluacion de cada estadio embrionario, con el fin de obtener las mejores tasas posibles

en un ciclo reproductivo.

Los embridlogos son los encargados de realizar todas las técnicas de laboratorio
necesarias para que un laboratorio de reproduccion asistida tenga éxito, siendo una de sus
responsabilidades evaluar y comprobar la calidad ovocitaria y embrionaria mediante
microscopia e incluso mediante diagnostico genético preimplantacional (DGP). Estos dos
tipos de evaluacion permiten seleccionar los embriones con mejor calidad que

posteriormente seran transferidos al utero de la madre.

No siempre un tratamiento de reproduccion asistida se realiza con éxito, su fallo
puede ser tanto por factor femenino como masculino. Son muchas los pacientes que
acuden a una clinica queriendo utilizar sus gametos, pero hay veces que por ciertos

factores la calidad no es la dptima para conseguir un RNV, por lo que se da la opcion de
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llevar a cabo un ciclo con ovocitos de donante, en caso de que el factor femenino sea el
afectado. La asignacion de donantes se da cuando la mujer no produce ovocitos de calidad
o0 no puede producir ovoctios en general. Los ovocitos de donante provienen de una mujer
fértil, joven, que en su momento decididé donar con el fin de ser utilizados en los casos
que se presente una mujer con problemas de fertilidad. El tratamiento de reproduccién
asistida es un proceso muy delicado, por lo que si se da el caso de que los pacientes
necesiten recurrir a una donacion de gametos, las implicaciones emocionales aumentan
considerablemente, por lo que hay que ser pacientes con ellos y darles el tiempo necesario
para tomar una decision, ademas de afiadirle la carga extra de los aspectos éticos y legales
del proceso en cada pais. En el caso de que la pareja decida empezar un ciclo con ovocitos
de donante, se tiene que seguir un proceso de seleccion muy complejo, ya que no todo el
mundo es elegible para ser donante. Antes de asignar una donante a una receptora, las
primeras han tenido que pasar una criba que incluye: entrevista informativa, entrevista
psicoldgica, evaluacion médica, un analisis de portador de enfermedades genéticas,
serologias, y un tratamiento de estimulacion ovarica (Ministerio de Sanidad, 2021). Esta
evaluacién médica es esencial para asegurar que la donante esta sana y que es elegible
para donar, la misma consta de evaluacion hormonal, evaluacién psicoldgica, fisica y
ginecologica. También es de gran importancia para el momento de seleccién que el
medico se informe de los antecedentes familiares. Es necesario asegurarse de que tanto la
receptora como la donante estan informadas correctamente sobre el proceso, sus riesgos
e implicaciones. Tras el proceso de informacion de la receptoray la donante y la seleccion
de la donante, esta Ultima se somete a un tratamiento de estimulacion ovarica controlada
y ser4 monitorizada con el fin de programarla en el momento 6ptimo para la puncién
folicular y extraccion de ovocitos. Esta parte del proceso es muy semejante al de una
paciente con ovocitos propios, la diferencia entre ambos es que los ovocitos de la donante
tras ser fecundados y cultivados hasta a blastocisto, el embrion elegido con la mejor
calidad sera trasferido al utero de la receptora de ovocitos, la cual también tendra que ser
sometida a un tratamiento especifico para asegurarse de que el dia de la transferencia las

condiciones sean Optimas para que el embrion llegue a implantar.
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Figura 3. Donacidn de ovocitos para un tratameinto de reproduccion asisitida.
Clasificacion embrionaria

En un proceso de reproduccion asistida uno de los pasos a realizar es la valoracion
y clasificacion de los embriones, la cual puede hacerse mediante el microscopio
convencional o mediante los incubadores time-lapse, como pueden ser el Embryoscope.
La clasificacion embrionaria es necesaria para saber la calidad y la viabilidad de los
embriones, ademas de las posibilidades de éxito de cada uno a la hora de implantar y

continuar su desarrollo una vez hayan sido transferidos al utero de la madre.

Existen varios parametros que se tienen en cuenta en el momento de valorar las
fecundaciones y los distintos estadios embrionarios. En el caso de las fecundaciones se
va a comprobar si el espermatozoide ha completado la fecundacion del ovocito, la cual se
caracteriza por la aparicion de los corpusculos polares (CP), el halo de fecundacion y
sobre todo la aparicion de los dos pronticleos. Una vez realizada la valoracion de las
fecundaciones el dia después de la inseminacion, se valoran los diferentes estadios

embrionarios los cuales son: dia 3 (D3), dia 5 (D5) y dia 6 (D6).

Como se menciond anteriormente, la valoracion de los estadios de desarrollo
embrionario se puede realizar mediante los sistemas time-lapse. Esta tecnologia, como
bien define el propio nombre, son sistemas que capturan lapsos de tiempo en forma de
imagenes. Contienen softwares que capturan y analizan las imagenes microscopicas
obtenidas en intervalos regulares que después seran observadas en el ordenador por un
embridlogo/a, permitiendo la valoracion de los embriones desde el momento en que se
microinyectaron los ovocitos hasta llegar a blastocisto (Gardner & Sakkas, 2022). El uso

de sistemas time-lapse ha supuesto un gran desarrollo tecnolégico para la reproduccion
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asistida ya que facilita una informacion mas detallada sobre los parametros mencionados
anteriormente, como, la aparicion de los PN y su desaparicion, los tiempos de division, la
aparicion de células del trofoectodermo y de la masa celular interna, el grado de expansion
y morfologia. Los incubadores time-lapse tienen sus ventajas en cuanto a favorecer el
desarrollo embrionario, ya que mejora su monitorizacion y reducen el nimero de veces
que se sacan los embriones del incubador y evitando ser manipulados, por lo que hay
menores probabilidades de que las condiciones de cultivo se vean afectadas resultando
asi en un cultivo embrionario y desarrollo més optimo. Existen diferentes marcas que
fabrican los sistemas time-lapse, entre los cuales destacan el Embryoscope y GERI
(Chéles et al., 2022). Ambos son incubadores con un software time-lapse instalado y con
una camara que captura imagenes microscépicas de los embriones, permitiendo asi un
conjunto de imégenes que dan lugar a un video con informacion detallada del desarrollo
embrionario completo. Estos sistemas se utilizan con el fin de hacer una seleccion méas
precisa de los embriones en base a los diferentes parametros registrados por el software,

mejorando asi las tasas de éxito de los ciclos reproductivos realizados en la clinica.

Embryoscope

FIV ICSI
Desarrollo
embrionario
(@ ) Ol BN
D1 > D3 »DS >

Created with BioRender.com

Figura 4. Embryoscope y desarrollo embrionario.

Ademés de los beneficios de los sistemas time-lapse utilizados en los laboratorios
de embriologia, tambien pueden ser utilizados como método informativo para las

pacientes al mismo tiempo que el medico les explica todo el proceso, permitiéndoles
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entender como un embrion evoluciona desde el dia de la inseminacion hasta D5 o D6 de
desarrollo dependiendo del caso. Otro beneficio de time-lapse puede ser su uso como
método diagnostico, pudiendo explicar los motivos del porqué los embriones no llegan a
blastocisto, o en el caso de que lleguen, hipotetizar los motivos por los que no son capaces

de implantar.
Hipdtesis y Objetivos

Como hemos comentado anteriormente, existe un numero variado de factores que
pueden afectar a la fertilidad femenina, como pueden ser los habitos de vida que tiene las
mujeres. Entre estos destaca el consumo de tabaco, el cual no se debe de consumir ni
previamente al tratamiento de estimulacion, ni durante este y sobre todo no debe de ser
un habito de vida durante el embarazo ya que puede tener repercusiones muy graves en

la madre y en el feto.

En el estudio se analizardn los diferentes parametros morfocinéticos de los
embriones de un grupo de donantes de ovocitos clasificados segiin su consumo de tabaco.
Este consta de tres grupos diferentes, un grupo control compuesto por no fumadoras
(grupo I), mientras que los dos grupos experimentales son fumadoras moderadas, que no
superan los 10 cigarrillos al dia (grupo II) y fumadoras con un elevado consumo de tabaco
de mas de 10 cigarrillos diarios (grupo III), aunque para el presente trabajo se decidid
fusionar los dos grupos de fumadoras ya que no se observaron diferencias significativas
al analizar los grupos por separado. Los datos de los diferentes grupos seran comparados

para alcanzar el objetivo del estudio.

Nuestra hipotesis es que podria existir una relacion entre el consumo de tabaco y
la disminucion de la calidad de los ovocitos que se refleje en el desarrollo embrionario en
comparacion con las pacientes no fumadoras. En este estudio se espera encontrar
diferencias entre los grupos de estudio en cuanto a parametros morfocinéticos y clinicos
seleccionados, que nos permitan elegir de una manera mas segura las donantes aptas para

donacion.
Objetivos primarios

Determinar si hay diferencias morfocinéticas entre los grupos de estudio y el
grupo control que puedan implicar una afectacion bioldgica mediante tecnologia time

lapse.
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Objetivos secundarios

Determinar si hay diferencias en los tiempos principales de desarrollo embrionario

y division celular entre los grupos de estudio.

Determinar si la duracion de los ciclos celulares presenta diferencias entre los

grupos de estudio.

Determinar si existen diferencias entre los grupos de estudio en cuanto a la tasa

de embriones utiles conseguidos.

Determinar si la tasa de implantacion, y gestacion es diferente entre los distintos

grupos de estudio

Determinar si la tasa de recién nacido vivo es diferente entre los diferentes grupos

de estudio

Determinar si hay diferencias entre consumidoras moderadas de tabaco (menos de
10 cigarrillos al dia) y grandes consumidoras de tabaco (mas de 10 cigarrillos al dia).

Métodos
Tipo de estudio

Se realizé un estudio de investigacion retrospectivo de la base de datos del estudio
prospectivo titulado “Efecto del tabaco en la calidad y desarrollo folicular, potenciales
marcadores moleculares”. Este estudio tuvo como objetivo principal la determinacion de
las roturas del ADN en las células de la granulosa por efecto de estrés oxidativo, junto
con un numero de objetivos secundarios, entre ellos la determinacion de niveles de
nicotina y cotinina, factores angiogénicos, comparacion de pardmetros morfologicos
entre los tres grupos de estudio, los tiempos de division celular y los resultados clinicos
tras usar ovocitos de donante. La poblacién objeto del estudio fueron donante de ovocitos
que cumplieron con los requisitos establecidos de la clinica en aquel momento, siendo
clasificadas en tres grupos: grupo control compuesto por no fumadoras, un grupo
experimental compuesto por fumadoras moderadas (que no superan los 10 cigarrillos al
dia) y un grupo experimental formado por donantes con un alto consumo de tabaco (mas

de 10 cigarrillos diarios).
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Todas las donantes incluidas en el estudio fueron sometidas a un proceso de

estimulacion e induccion de la ovulacion. En el dia trece, se realiz6 la puncion folicular

y se procedio a la microinyeccion de los ovocitos y posterior cultivo en incubador time

lapse.

En la siguiente tabla se pueden observar los diferentes criterios de inclusion y

exclusion utilizados en el estudio:

Criterios de Inclusion

Criterios de Exclusion

Numero de foliculos antrales entre 8 y 25.

Baja respuesta folicular

Rango de edad 18-34 afios

IMC fuera de limites normales

Rango de indice de masa corporal (IMC) entre

17y 29 kg/m?

Como medida de control de las receptoras de
ovocitos excluyeron a aquellas que
presentasen algun factor que pudiese afectar a
la implantacion embrionaria, aquellas que
tuviesen mas de 47 afos de edad.

Entrevista psicologica apta

Rango del numero de foliculos antrales 8-25

Numero de donaciones en territorio nacional

<6

Estado ovocitos donados: en fresco

Exploracion ginecoldgica y revision normales.

Serologias de VHB VHC RPR Y VIH

negativos.

Cariotipo normal.

Hemograma y coagulacion normales.

Haber leido, comprendido y firmado el

consentimiento informado

Figura 1. Criterios de inclusion y exclusion para la seleccion de donantes.

Embryoscope

La tecnologia time-lapse se utiliz6 como método de deteccion de diferencias

morfocinéticos y clasificacion embrionaria entre los diferentes grupos, prestando gran
atencion a los tiempos de las divisiones celulares de los diferentes estadios, tasa de

embriones viables, tasa de gestacion e implantacion y tasas de recién nacido vivo.
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Se recogieron los datos de un total de 1512 embriones con ayuda del
EmbryoViewer, software que permitid la monitorizacion de informacién recogida de los
incubadores Embryoscope conectados a este. Este software consta de una funcion,
llamada “Annotations”, que facilito la recoleccion de informacion de los diferentes

parametros del desarrollo embrionario de cada embrion.

En la siguiente tabla se pueden observar los diferentes parametros que se utilizaron
para comparar los diferentes grupos de estudio y demostrar los efectos del tabaco en el

desarrollo embrionario y tasas embrionarias:

Parametros .Cunado se marca cada parametro?

PN appeared Aparicion de los pronticleos

PN faded Desaparicion de los prontcleos

Multinucleated Solo en estadio de 4 células

Irregular division Fusion de células division de 1 a 3 células

tSB Aparicion de las células del trofoectodermo,

forma de semiluna

cuando se observan los tabiques

tB Cuando se diferencia la masa celular interna,

ICM Calidad (A, B, C, NA)

TE Calidad (A,B,C, NA)

Figura 2. Pardmetros del desarrollo embrionario recogidos por el EmbryoViewer.

La anotacién de los parametros en el EmbryoViewer de los diferentes tiempos de
division fue realizada por una persona, factor de gran importancia, ya que dos personas
podrian haber tenido criterios afectando asi a los resultados obtenidos. El factor de mas
relevancia fue la anotacion de los tiempos, ya que en base a ellos se realiz6 el estudio

estadistico.

Para el estudio estadistico se utilizo la técnica estadistica ANOVA de un factor,
tecina que permite estudiar la relacion que existe entre un variable dependiente y una
independendiente. En el analisis estadistico se incluyeron aquellos pardmetros obtenidos
en el EmbryoViewer y los tiempos en los que cada uno tenia lugar. Ademas, se realizo el
analisis de los diferentes grupos de estudio con relacion a las tasas de implantacion, RNV

y embriones viables segun la cantidad de cigarrillos fumados al dia.
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Primero se realizo una tabla de descriptivos para tener una vision general de las
medias de los grupos de estudio “No fumadoras” y “Fumadoras”, incluyendo tambien
informacion sobre la desviacion tipica, error tipico y el intervalo de confianza para la
media al 95%. En el estudio estadistico tambien se incluyo6 el estadistico de F con el cual
se calcula el cociente entre las variables “inter-groups” e “intragroups”, el factor F y la
significacion. En cuanto al valor F, cuanta mas difieran las medias de la variable
dependiente entre los grupos de estudio de la variable independiente, mas alto sera el
valor de F. Por lo que cuanto mayor valor de F, mayor relacion entre las variables. En el
caso de la significacion, si es menor de 0,05 significaria que las dos variables estudiadas

estan relacionadas y muestran diferencias significativas entre los grupos de estudio.

En cuanto a las tasas de implantacidon, embriones viables y recién nacido vivo se
realizaron diferentes estudios estadisticos. Para el analisis de las tasas de implantacion se
realizd un estadistico descriptivo y un estadistico de F. En el caso de las tasas de
embriones viables se realiz6 una tabla de contingencia para estudiar el porcentaje de
embriones viables y no viables entre los grupos estadisticos de no fumadoras y fumadoras,
en la cual se incluyeron un total de 1512 embriones. En el estudio de la tasa de recién
nacido vivo tambien se incluyo la prueba de chi-cuadrado como método de asociacion
entre las variables. Por el ultimo, para el estudio de las tasas de recién nacido vivo se ha
realizo un estudio del del tratamiento de reproduccion de los casos con el fin de obtener
el porcentaje de embriones que fueron transferidos y llegaron a recién nacido vivo.
Ademas, se incluy6 una tabla de contingencia y las pruebas de chi-cuadrado para obtener

mas informacion sobre la relacion entre variables.
Resultados y Discusion

El tabaco es una sustancia toxica para el cuerpo humano, por lo tanto, prejudicial
para su funcionamiento pudiendo afectar las funciones y aspectos reproductivos, en este
caso de la mujer. Podria existir una relacién entre el consumo de tabaco y la
disminucion de parametros foliculares y la calidad de los ovocitos en comparacion con
las pacientes no fumadoras. En este estudio se espera encontrar diferencias entre los
grupos de estudio en cuanto a parametros morfocinéticos y clinicos seleccionados, que

nos permitan elegir de una manera mas segura las donantes aptas para donacién

Tiempos del Desarrollo Embrionario
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Como se ha mencionado anteriormente uno de los aspectos a estudiar fueron los
parametros morfocinéticos. Los grupos de estudios fueron divididos entre no fumadoras
y fumadoras, esperando ver algin tipo de diferencia que demuestre el efecto del tabaco
en la mujer y su calidad embrionaria. Se espera que el tabaco tenga un impacto en los
aspectos morfocinéticos y en los tiempos del desarrollo embrionario. Las mujeres
embarazadas o0 mujeres con deseo de gestacion durante su vida deben de evitar el

contacto, tanto indirecto como directo, con el tabaco ya que este es perjudicial.

A través de un estudio estadistico de la informacion recogida de la base de datos
se ha demostrado que algunos aspectos morfocinéticos y tiempos de desarrollo se vieron
afectados en las mujeres fumadoras en comparacion a las mujeres no fumadoras. Una
variacion de los tiempos de las diferentes fases del desarrollo embrionario puede
significar que los embriones no llegaran a tener una calidad dptima para poder implantar
y asi resultar en un recién nacido vivo. A continuacion, se hara un analisis en profundidad

de los resultados obtenidos tras la realizacion del estudio estadistico.

Intervalo de confianza para la
Desviacion media al 95%
N  [Media [tpica Error tipico o _ [Minimo  [Méaximo
Limite [Limite superiro
inferior
tPB2 No fumadoras 504 3,03 2,261 ,101 2,83 3,23 0 16
Fumadoras 750 3,46 3,737 ,136 3,19 3,73 0 28
Total 1254 3,29 3,232 ,091 3,11 3,47 0 28
tPNa No fumadoras 505 7,56 2,778 124 7,32 7,80 3 20
Fumadoras 734 8,02 3,961 ,146 7,73 8,30 3 46
Total 1239 7,83 3,533 ,100 7,63 8,03 3 46
Singamia No fumadoras 512 4,14 6,945 ,307 3,53 4,74 1 47
Fumadoras 736 3,47 4,019 ,148 3,18 3,76 0 72
Total 1248 3,74 5,421 ,153 3,44 4,04 0 72
CC1 No fumadoras 512 19,44 6,046 267 18,92 19,97 8 47
Fumadoras 736 18,66 4,837 ,178 18,31 19,01 1 46
Total 1248 18,98 5,378 ,152 18,68 19,28 1 47
CClcp-ext-T2 No fumadoras 512 23,91 5,449 ,241 23,44 24,39 16 50
Fumadoras 736 23,11 5,111 ,188 22,74 23,48 1 72
Total 1248 23,44 5,265 ,149 23,15 23,73 1 72
tPNT No fumadoras 502 23,35 4,336 ,194 22,97 23,73 9 61
Fumadoras 741 23,30 5,352 ,197 22,92 23,69 14 79
Total 1243 23,32 4,965 ,141 23,05 23,60 9 79
t2 No fumadoras 512 26,77 5,441 ,240 26,30 27,24 19 54
Fumadoras 736 26,47 5,614 ,207 26,06 26,87 17 72
Total 1248 26,59 5,543 ,157 26,28 26,90 17 72
CC2 No fumadoras 510 10,19 5,608 ,248 9,70 10,68 0 71
Fumadoras 727 10,42 3,909 ,145 10,14 10,71 0 35
Total 1237 10,33 4,684 ,133 10,07 10,59 0 71
It3 No fumadoras 510 36,89 6,922 ,306 36,29 37,49 22 93
Fumadoras 727 36,74 6,907 ,256 36,23 37,24 22 107
Total 1237 36,80 6,911 ,196 36,41 37,19 22 107
S2 No fumadoras 507 2,67 4,776 212 2,26 3,09 0 49
Fumadoras 720 2,52 4,795 ,179 2,17 2,87 0 50
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Total 1227 2,58 4,786 ,137 2,32 2,85 0 50

t4 No fumadoras 507 39,35 8,015 ,356 38,65 40,05 22 102
Fumadoras 719 38,98 7,938 ,296 38,40 39,56 23 99

Total 1226 39,13 7,969 ,228 38,69 39,58 22 102

CC3 No fumadoras 493 10,76 6,109 275 10,22 11,30 0 62
Fumadoras 714 11,06 6,524 ,244 10,58 11,54 0 58

Total 1207 10,94 6,357 ,183 10,58 11,29 0 62

It5 No fumadoras 493 49,39 8,729 ,393 48,61 50,16 23 110
Fumadoras 714 49,80 10,284 ,385 49,05 50,56 28 114

Total 1207 49,63 9,678 ,279 49,09 50,18 23 114

té No fumadoras 487 52,68 9,135 414 51,87 53,49 31 98
Fumadoras 693 53,13 10,828 411 52,32 53,93 30 104

Total 1180 52,94 10,162 ,296 52,36 53,52 30 104

It7 No fumadoras 484 56,23 11,229 ,510 55,23 57,24 31 115
Fumadoras 681 56,63 12,083 ,463 55,72 57,54 34 118

Total 1165 56,47 11,733 ,344 55,79 57,14 31 118

t8 No fumadoras 471 60,64 12,128 ,559 59,54 61,74 31 115
Fumadoras 653 60,53 12,708 ,497 59,55 61,50 39 110

Total 1124 60,57 12,463 ,372 59,84 61,30 31 115

CC4 No fumadoras 466 10,99 7,382 ,342 10,32 11,66 0 49
Fumadoras 623 12,31 9,133 ,366 11,59 13,03 0 90

Total 1089 11,74 8,450 ,256 11,24 12,25 0 90

S3 No fumadoras 471 11,66 9,556 ,440 10,80 12,53 0 56
Fumadoras 653 11,81 9,582 ,375 11,08 12,55 0 63

Total 1124 11,75 9,567 ,285 11,19 12,31 0 63

to+ No fumadoras 466 71,32 12,212 ,566 70,21 72,43 45 117
Fumadoras 623 72,01 12,089 ,484 71,06 72,96 39 117

Total 1089 71,71 12,141 ,368 70,99 72,44 39 117

tSC No fumadoras 443 82,08 11,205 ,532 81,04 83,13 49 118
Fumadoras 468 83,76 11,215 ,518 82,75 84,78 52 122

Total 911 82,95 11,235 372 82,22 83,68 49 122

tM No fumadoras 429 88,34 10,743 ,519 87,32 89,36 56 119
Fumadoras 562 90,52 10,306 ,435 89,67 91,38 57 124

Total 991 89,58 10,548 ,335 88,92 90,23 56 124

tSB No fumadoras 393 98,89 8,496 429 98,05 99,74 77 124
Fumadoras 517 99,25 8,791 ,387 98,49 100,01 77 139

Total 910 99,10 8,662 ,287 98,53 99,66 77 139

ItB No fumadoras 354 | 104,14 8,168 434 103,29 105,00 86 130
Fumadoras 456 | 104,51 8,477 ,397 103,73 105,29 82 140

Total 810 | 104,35 8,340 ,293 103,77 104,92 82 140

tEB No fumadoras 262 | 106,74 7,048 ,435 105,88 107,59 89 130
Fumadoras 314 | 108,61 6,391 ,361 107,91 109,32 92 138

Total 576 | 107,76 6,757 ,282 107,21 108,31 89 138

tHB No fumadoras 47 | 111,04 5,521 ,805 109,42 112,66 97 119
Fumadoras 50 | 112,36 4,919 ,696 110,96 113,76 101 130

Total 97 | 111,72 5,234 ,5631 110,67 112,78 97 130

Tabla 1. Estadistico descriptivo para ordenar, resumir y analizar los diferentes aspectos

de importancia para el estudio.

Esta primera tabla, muestra una primera vista general de las medias ordenadas y
resumidas de las fases del desarrollo embrionario de los embriones estudiados, realizando
una comparacion general entre las no fumadoras y las fumadoras. Esta tabla es solo
informativa, la cual va a servir de ayuda para realizar el resto de los analisis estadisticos

que servir de apoyo para demostrar la hipotesis del estudio.

Suma de gl Media F Sig.
Cuadrados Cuadratica
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tPB2 Inter-grupos 56,144 1 56,144 5,394 ,020
Intra-grupos 13030,932 1252 10,408
Total 13087,076 1253

tPNa Inter-grupos 62,567 1 62,567 5,029 ,025
Intra-grupos 15391,178 1237 12,442
Total 15453,745 1238

Singamia Inter-grupos 134,724 1 134,724 4,597 ,032
Intra-grupos 36517,711 1246 29,308
Total 36652,435 1247

CC1 Inter-grupos 186,142 1 186,142 6,464 ,011
Intra-grupos 35880,273 1246 28,796
Total 36066,416 1247

CClcp-ext- Inter-grupos 195,560 1 195,560 7,088 ,008

T2
Intra-grupos 34377,565 1246 27,590
Total 34573,125 1247

tPNf Inter-grupos 717 1 717 ,029 ,865
Intra-grupos 30611,272 1241 24,667
Total 30611,989 1242

T2 Inter-grupos 27,564 1 27,564 ,897 344
Intra-grupos 38288,022 1246 30,729
Total 38315,587 1247

cc2 Inter-grupos 16,064 1 16,064 732 1392
Intra-grupos 27104,682 1235 21,947
Total 27120,745 1236

T3 Inter-grupos 7,009 1 7,009 147 702
Intra-grupos 59020,671 1235 47,790
Total 59027,680 1236

S2 Inter-grupos 6,726 1 6,726 1294 588
Intra-grupos 28073,293 1225 22,917
Total 28080,020 1226

T4 Inter-grupos 40,090 1 40,090 631 427
Intra-grupos 77749,972 1224 63,521
Total 77790,062 1225

cC3 Inter-grupos 25,444 1 25,444 ,629 428
Intra-grupos 48715,516 1205 40,428
Total 48740,959 1206

T5 Inter-grupos 51,084 1 51,084 ;545 457
Intra-grupos 112901,324 1205 93,694
Total 112952,408 1206

T6 Inter-grupos 57,227 1 57,227 1054 457
Intra-grupos 121696,854 1178 103,308
Total 121754,081 1179

t7 Inter-grupos 44,805 1 44,805 ,325 ,569
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Intra-grupos 160183,105 1163 137,733
Total 160227,911 1164

t8 Inter-grupos 3,228 1 3,228 ,021 ,885
Intra-grupos 174421,643 1122 155,456
Total 174424,871 1123

CC4 Inter-grupos 466,388 1 466,388 6,565 ,011
Intra-grupos 77217,133 1087 71,037
Total 77683,521 1088

S3 Inter-grupos 6,395 1 6,395 ,070 ,792
Intra-grupos 102776,854 1122 91,601
Total 102783,249 1123

t9+ Inter-grupos 126,883 1 126,883 ,861 ,354
Intra-grupos 160249,301 1087 147,423
Total 160376,184 1088

tSC Inter-grupos 643,416 1 643,416 5,120 ,024
Intra-grupos 114226,055 909 125,661
Total 114869,471 910

t™M Inter-grupos 1161,655 1 1161,655 10,542 ,001
Intra-grupos 108984,190 989 110,196
Total 110145,845 990

tSB Inter-grupos 28,978 1 28,978 ,386 ,535
Intra-grupos 68177,318 908 75,085
Total 68206,296 909

tB Inter-grupos 27,242 1 27,242 391 ,532
Intra-grupos 56246,883 808 69,612
Total 56274,125 809

tEB Inter-grupos 503,737 1 503,737 11,229 ,001
Intra-grupos 25749,201 574 44,859
Total 26252,937 575

tHB Inter-grupos 42,050 1 42,050 1,544 217
Intra-grupos 2587,435 95 27,236
Total 2629,485 96

Tabla 2. ANOVA de un factor. Tiempos de desarrollo embrionario. Aspectos de

importancia, suma de cuadrados, los valores de F y de significacion.

En el andlisis estadistico de esta tabla es importante fijarse en los valores de F y
de significacion, los cuales demuestran la relacion positiva o nula entre las diferentes
variables. En este caso van a ser significativas aquellas variables que tenga un valor de F
mas alto y un valor de significacion menor de 0,05. En el caso del valor de F, cuanto
mayor sea esta mayor relacion existe entre las variables. Por otro lado, si el valor de
significacion es menor de 0,05 las dos variables estudiadas estan relacionadas y se

muestran diferencias significativas entre los grupos de estudio.
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Las variables que muestran diferencias estadisticamente significativas con
aquellas con mayores valores de F o valores de significacion menores de 0,05. Entre ellas

se incluyen: tPB2, tPNa, singamia, CClcp-extT2, tSC, TM, y tEB.

En la tabla 2 se muestran los resultados estadisticos de las fumadoras por un lado
y las no fumadoras en conjunto por otro. La primera variable que se muestra ser
estadisticamente significativa son los tiempos de tPB2 y tPNa, los cuales estan
relacionados con el reinicio de la meiosis y cuyos valores de significacion obtenidos
fueron 0,020 y 0,025, respectivamente. Estos dos valores son los tiempos de aparicion del
primer pronucleo y de confirmacion de la presencia de los 2 prontcleos, lo cual demuestra
que existe fecundacion del ovocito. En este caso, en el andlisis estadistico se muestran
unos tiempos significativamente mas rapidos en no fumadora que en fumadoras, lo cual
se relacion con el reinicio de la meiosis mencionado anteriormente, esto puede significar
una mejor maquinaria celular para realizar la meiosis en el caso de los ovocitos
procedentes de mujeres no fumadoras. Este aspecto del desarrollo embrionario puede

verse como muestra de una mayor calidad ovocitaria.

En el caso de la singamia o fusion de pronucleos, se observar un valor de
significacién menor a 0,05. En este caso se observa un tiempo de singamia mayor en las
no fumadoras en comparacion a las fumadoras, siendo este un aspecto relevante del
desarrollo embrionario ya que, cuanto mayor tiempo de singamia mayor replicacién de
DNA. Por lo que, una singamia mas rapida puede traducirse en una replicacion de DNA
incompleta o errénea, pudiendo causar cambios o alteracion genéticos en las células hijas,

que podrian observarse en embriones procedentes de ovocitos de donantes fumadoras.

Las fases previas a la primera division son de gran importancia para que el
desarrollo embrionario sea el adecuado y el embrion evolucione de manera progresiva.
En el caso de la variable CClcp-extT2, la cual indica la fase especifica del desarrollo
temprano del embrion desde que aparece el primer corpusculo polar hasta la primera
division celular, se observa que es significativa. El tiempo que se observa en la tabla
resulta ser mas largo en las no fumadoras que en el grupo de fumadoras. Este tiempo es
dependiente de la calidad ovocitaria, siendo los procesos que se dan previos a la primera
division celular complejos y vitales para la correcta formacion y desarrollo del embrion.
Por lo que es de gran importancia que los procesos celulares se lleven a cabo de manera
que se tomen el tiempo necesario para que estos se completen adecuadamente, lo que se

traduce como una mejor calidad ovocitaria y desarrollo embrionario. Esto es relevante
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cuando se considera el impacto del tabaquismo sobre la fisiologia humana, ya que las
sustancias toxicas pueden tener efectos deletéreos en los procesos del desarrollo
embrionario. Los resultados obtenidos sugieren que los eventos que se dan en el
desarrollo embrionario hasta la primera division celular llevan mas tiempo en completarse
en el grupo de las no fumadoras que las fumadoras. Esto se traduce en que, la ausencia
de los efectos nocivos del tabaco resulta en un mayor tiempo para el embrién para

completar los procesos cuidadosamente.

A partir de la primera division celular los tiempos obtenidos de ambos grupos,
tanto no fumadoras como fumadores, son muy similares desde T2 hasta T8, sin mostrar
significancia estadistica. Es cierto, que durante estas fases del desarrollo embrionario los
tiempos se estabilizan, pero hay aspectos que se pueden interpretar en base a los datos
obtenidos en cuanto a ambos grupos. Aunque no se presentan diferencias muy notables
entre los tiempos de division de ambos grupos, se puede ver una evidencia sutil de que
los embriones de las no fumadoras pueden ser de mejor calidad. Es importante mencionar
que ademas del tiempo que lleva cada evento del desarrollo embrionario, es importante

que estos se lleven a cabo correctamente ya que son complejos.

El hecho de que los tiempos de division sean similares entre las etapas T2 y T8 se
puede traducir en que la capacidad ovocitaria en estas etapas no parece estar
significativamente afectada por el tabaquismo y las sustancias toxicas que su consumo
conlleva. Por lo que sugiere que, el tabaquismo tiene un mayor efecto sobre las etapas
tempranas o tardias del desarrollo embrionario, o que durante las fases del desarrollo que
tienen lugar entre T2 y T8 el embrion es mas resistente a factores externos como los
efectos del tabaco, o los procesos son mds automaticos y/o menos complejos. Es cierto
que, tras observar TS5 de ambos grupos se ve una leve diferencia en cuanto a los tiempos,
siendo ligeramente mas lentos en las no fumadoras lo cual sugiere que se emplea mas
tiempo en la division celular para garantizar la calidad de esta. Por tltimo, se observan
unos tiempos de division mas rapidos en T6, T7 y T8, en el grupo de no fumadoras. Esto
se puede traducir en que los embriones de las no fumadores poseen una maquinaria celular
mas eficiente por lo que les permite realizar las divisiones celulares en un menor tiempo
sin necesidad de afectar a la calidad del desarrollo embrionario, debemos recordar que
estas etapas de division celular son la antesala de la formacion de la moérula, momento a
partir del cual los ciclos celulares se aceleran consumiendo mucho menos tiempo que en

estadios anteriores, por lo que este acortamiento de los ciclos celulares en embriones
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procedentes de donantes no fumadoras podria tener una cierta significancia bioldgica,

aunque no podemos asegurarlo con los datos de los que disponemos.

En los resultados obtenidos se muestra una significacion estadistica en los tiempos
del cuarto ciclo celular, CC4. Es de relevancia mencionar que, a medida que el desarrollo
embrionario avanza, las divisiones celulares se aceleran. En este caso, se observa un
menor tiempo de CC4 en las no fumadoras, siendo buena sefial en cuanto al

funcionamiento de los embriones de este grupo.

Por ultimo, es importante mencionar las siguientes variables, las cuales son
estadisticamente significativas tras la recogida de datos, las cuales incluyen: el inicio de
compactacion, la formacion de morula y la velocidad de expansion del blastocisto. En el
caso del inicio de compactacion (tSC) y formacion de morula (tM), se observan unos
tiempos menores hacia el grupo de las no fumadoras siendo mucho mas rapidos que los
embriones del grupo de las fumadoras. La compactacion se relaciona con la activacion
genOdmica embrionaria, momento en el cual el embrion comienza a ser autonomo y utiliza
su propio genoma en vez de depender exclusivamente del RNA mensajero acumulado en
el ovocito durante la foliculogénesis, es decir, empiezan a expresar mayoritariamente sus
propios genes y a producir sus propias proteinas. Comenzar los procesos de compactacion
y formacion de morula antes, sugiere una mayor eficiencia del desarrollo de los embriones
del grupo de las no fumadoras. Al mismo tiempo, esto se traduce en que una exposicion
a sustancias toxicas como el tabaco pueden resultar en un retraso de los eventos criticos
del desarrollo como son la compactacion y la activacion gendémica embrionaria debido a
un efecto deletéreo en la maquinaria celular. En el caso de las tasas de expansion en el
desarrollo embrionario, fase en la cual el blastocisto se expande permitiendo la eclosién
embrionaria y facilitando asi a la implantacion del embrion en el Gtero materno, se
observan tiempos significativamente mas rapidos en el grupo de no fumadoras. Es
importante que para que esta expansion se lleve a cabo, los embriones deben de tener la
capacidad de consumir aminoacidos no esenciales y glutamina, nutrientes necesarios para
la produccion de proteinas. Estas proteinas son las encargadas de la formacién de canales
y estructuras que facilitan la acumulacion de liquido en el interior provocando la
expansion del blastocisto. Un tiempo de expansion mas rapido obtenido del grupo de no
fumadoras, sugiere que los embriones procedentes de este grupo estdn mas capacitados
para realizar funciones metabodlicas. Es importante mencionar que, cuanto mas expandido

este el blastocisto, mayor capacidad implantatoria por lo que potencialmente, los
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embriones procedentes de las no fumadoras presentardn mejor capacidad de
implantacion. En el caso de los embriones procedentes del grupo de las fumadoras los
tiempos son mas lentos, sugiriendo que las toxinas del tabaco afectan de alguna manera
a la capacidad del embrion a consumir nutrientes y producir sus propias proteinas

necesarias para estos procesos del desarrollo embrionario.
Tasas de Implantacion, Viabilidad Embrionaria y Recién Nacido Vivo

A continuacion, se muestran los resultados clinicos obtenidos en el presente

estudio:

En cuanto a la tasa de implantacion observada en ambos grupos, podemos afirmar
que en el caso del grupo de no fumadoras esta tasa de implantacion fue del 60%, mientras
que, en el caso de las donantes fumadoras, la tasa de implantacién apenas alcanzaba el
51%, sin embargo, al realizar es andlisis estadistico, no se observaron diferencias

estadisticamente significativas.

ANOVA de un factor

Tasas de Suma de Media Cuadréatica

Implantacion  |Cuadrados gl E Sig.
Inter-grupos ,661 1 ,661 2,670 ,103
Intra-grupos 84,181 340 ,248
Total 84,842 341

Tabla 3. ANOVA de un factor de las tasas de implantacion. Aspectos de importancia, el

valor de F y de significacion

En cuanto a los datos de viabilidad embrionaria, la diferencia es de 10 puntos a
favor de los embriones procedentes de donantes no fumadoras, resultando en este caso

ser estadisticamente significativa la diferencia encontrada.

Viable
Viables No viables Total

Grupos_2  No fumadoras Recuento 348 247 595
% dentro de Grupos_2 58,5% 41,5% 100,0%

Fumadoras Recuento 447 470 917

% dentro de Grupos_2 48,7% 51,3% 100,0%

Total Recuento 795 717 1512
% dentro de Grupos_2 52,6% 47,4% 100,0%

Tabla 4. Tabla de contingencia de los grupos de estudio en la cual se muestran los

porcentajes de embriones viables y no viables.
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Sig. asintotica Sig. exacta Sig. exacta

Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)

Chi-cuadrado de Pearson 13,7342 ,000

Correccion Eor 13,346 ,000

continuidad

Razon de verosimilitudes 13,779 ,000

Estadistico exacto de ,000 ,000

Fisher

N de casos validos 1512

a. 0 casillas (0,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es

282,15,

b. Calculado solo para una tabla de 2x2.
Tabla 5. Prueba de Chi-cuadrado para el estudio de las tasas de embriones viables.

Finalmente, cuando analizamos la tasa de recién nacido vivo y comparamos la de ambos

grupos entre si, podemos observar una TRN en el caso de las no fumadoras del 45,4%

que cae hasta el 39,2% en el caso de las fumadoras, sin embrago esta diferencia no fue lo

suficientemente importante como para que fuese estadisticamente significativa.

Tasa RNV
0 1 Total

Grupos_2  No fumadoras Recuento 71 59 130
% dentro de Grupos_2 54,6% 45,4% 100,0%

Fumadoras Recuento 129 83 212

% dentro de Grupos_2 60,8% 39,2% 100,0%

Total Recuento 200 142 342
% dentro de Grupos_2 58,5% 41,5% 100,0%

Tabla 6. Tabla de contingencia del grupo 2 de estudio en la cual se muestran los
porcentajes de recién nacido vivo.

Sig. asintotica Sig. exacta Sig. exacta
Valor gl (bilateral) (bilateral) (unilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 1,290% ,256
Correccion por 1,046 ;306
continuidad®
Razén de verosimilitudes 1,286 ,257
Estadistico exacto de ,261 ,153
Fisher
Asociacion lineal por lineal 1,286 257
N de casos validos 342

a. 0 casillas (0,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5. La frecuencia minima esperada es

53,98.

b. Calculado solo para una tabla de 2x2.

Tabla 7. Prueba de Chi-cuadrado para el estudio de las tasas de recién nacido vivo
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En el anélisis realizado, a pesar de que no se encontr6 una significacion estadistica
clara en cuanto a las tasas de implantacion y las tasas de recién nacido vivo, es posible
observa una tendencia favorable hacia las pacientes no fumadoras en comparacion al

grupo de las pacientes fumadoras.

Una de las observaciones fue que, en las pacientes no fumadoras, las tasas de
blastocisto viable eran superiores a las del grupo de pacientes fumadoras. Esto sugiere
gue un mayor numero de embriones viables resultaria en un efecto positivo para las tasas

de las pacientes no fumadoras.
Conclusion

El estudio realizado evidencia el impacto perjudicial del consumo de tabaco, en
los parametros morfocinéticos y fisiologia de los aspectos reproductivos de la mujer. A
través del estudio de los distintos parametros obtenidos gracias a las tecnologias time-
lapse, se observaron diferencias notables entre las mujeres fumadora y no fumadoras. Se
demostré que las etapas tempranas y tardias del desarrollo embrionario eran
potencialmente mas afectadas por las toxinas del tabaco, siendo significativas aquellas
relacionadas con el reinicio de la meiosis, la singamia, la aparicion de los corpusculos
polares, la duracion de determinados ciclos celulares, el inicio de la compactacion celular,
la formacion de la morula y la expansion de blastocisto, las cuales mostraron mayores
alteraciones en el grupo de los pacientes fumadores. Estas observaciones se traducen en
posibles efectos perjudiciales del tabaco en la calidad ovocitaria y la viabilidad
embrionaria, afectado al mismo tiempo a las tasas de implantacion, gestacion y recién

nacido vivo.

Las tasas relacionadas con la viabilidad embrionaria, tasas de implantacion y
recién nacido vivo no fueron tan claras, pero en base al analisis realizado de los diferentes
datos obtenidos, sugieren una reduccion de las tasas en las mujeres fumadoras en
comparacion a las no fumadoras. Por lo que, se incentiva la hipotesis de que el tabaco
afecta perjudicialmente a los aspectos reproductivos de la mujer, tanto la calidad
ovocitaria como posibilidades de implantar y obtener un recién nacido vivo, aunque seria
necesario aumentar el nimero de embriones analizados para comprobar que estas

tendencias se confirman de manera estadisticamente significativa.

Es de gran importancia resaltar los efectos negativos del tabaco, ya se tenga

contacto directo o indirecto en el dia a dia. Este es perjudicial para todo ser humano,
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incluyendo a mujeres en edad reproductiva. Es importante comprender el impacto que
pueden tener las toxinas del tabaco en los tratamientos de reproduccion asistida, por ello
es de gran importancia que los pacientes estén informados de los efectos perjudiciales que
esto pueden llegar a tener potencialmente tanto en la salud general, como en los factores
reproductivos como puede ser la calidad embrionaria. Es importante educar tanto a las
pacientes que van a utilizar sus propios ovocitos para realizarse un TRA, como aquellas
que van a recurrir a ovocitos de donante y por tanto también a las donantes de ovocitos
sobre los diferentes riegos del tabaco y de los beneficios de dejar de fumar previo a un

tratamiento de reproduccion asistida y para llevar una vida mas sana.

En conclusion, tras la realizacion del estudio, el tabaquismo resulta ser perjudicial
para la salud reproductiva de la mujer. Es por ello por lo que la recomendacion por parte
del personal médico debera ser aconsejar a las pacientes dejar de fumar, para asi reducir
riesgos tanto para la vida de la mujer gestante como para la del bebe. Tras el analisis
estadistico llevado a cabo, las tasas obtenidas tanto a nivel ovocitario y embrionario como
a nivel de resultados clinicos, indican que lo mejor para un desarrollo embrionario optimo
es evitar el consumo de tabaco, esto incluye a las mujeres jovenes que deciden donar sus
ovocitos a otras mujeres. En base a los resultados obtenidos en el estudio, sea cual sea la
cantidad de cigarrillos consumidos diariamente, el tabaco muestra tener efectos
perjudiciales durante los ciclos reproductivos llevados a cabo con ovocitos de donantes
fumadoras, en comparacion a aquellos procedentes de ovocitos de donantes no

fumadoras.

Para una comprension mas directa y breve del trabajo realizado, a continuacion,

se presentan las principales conclusiones obtenidas del estudio:

- Los primeros eventos del desarrollo embrionario presentan tiempos mas largos en
donantes no fumadoras, lo que puede significar un mayor tiempo de replicacion.

- Los tiempos de singamia resultaron ser mas largos en las donantes no fumadoras,
traduciéndose en un mayor tiempo de replicacion de DNA, disminuyendo las
probabilidades de una replicacion erronea o incompleta.

- Los tiempos obtenidos de las fases especificas del desarrollo embrionaria desde
la aparicion del primer corpusculo polar hasta la primera division celular
resultaron ser mas largos en las donantes no fumadoras, lo cual podria ser
beneficioso para realizar la primera division embrionaria que ademas conlleva la

singamia nuclear.
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- Los tiempos de division entre las etapas T2 y T8 no mostraron una diferencia
significativa, sugiriendo un mayor efecto del tabaquismo sobre las etapas
temprana del desarrollo que los procesos entre T2 y T8 que se muestran mas
resistentes a factores toxicos, como en este caso los del tabaco.

- Seobservo un menor tiempo de CC4 en las no fumadoras, lo cual podria traducirse
en una mejor competencia embrionaria.

- La exposicion a sustancias toxicas como el tabaco pueden provocar un retraso de
los eventos criticos del desarrollo como son la compactacion y la activacion
gendmica embrionaria debido a un efecto deletéreo en la maquinaria celular.

- Un tiempo de expansion mas rapido obtenido del grupo de no fumadoras, sugiere
que los embriones procedentes de este grupo estan mas capacitados para realizar
funciones metabolicas.

- En cuanto a las tasas de implantacion, tasa de embriones viables y las tasas de
recién nacido vivo, presentaban una tendencia favorable hacia las pacientes no
fumadoras en comparacion al grupo de las pacientes fumadoras, aunque no en
todos los casos las diferencias son significativas, necesitando ampliar el estudio

para poder verificar esta tendencia.
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