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RESUMEN

En reproduccion asistida y, en concreto, en fecundacion in vitro (FIV) se ha estado
confiando en herramientas de evaluacion embrionaria morfologicas y morfométricas que
muchos consideran imprecisas o0 bastante subjetivas. Més alla, las pruebas moleculares
hasta ahora permiten confirmar la euploidia del embrion y la ausencia de las principales
anormalidades cromosomicas mediante screening genético. La implementacion de este
ultimo tipo de pruebas ha supuesto una notable mejora en los resultados de ciclos de FIV,
sin embargo, pese a esa clasificacion y seleccion, una gran proporcién de los embriones
escogidos para transferencia no llegan a implantar. Resolver la incégnita detrds de la
viabilidad embrionaria significaria, sin ninguna duda, un avance mas gque notable de cara

a incrementar la tasa de embarazos exitosos en clinicas de reproduccién asistida.

En las ultimas decadas la bibliografia ha desvelado una posible asociacion entre la
cantidad de DNA mitocondrial y el potencial embrionario. Esta hipdtesis parte de la
premisa de que el embridn debe cumplir con un requerimiento energético minimo para
desarrollarse correctamente, pero que un contenido de mtDNA extremadamente alto

puede ser sintoma de estrés metabolico e indicador de bajo potencial embrionario.

A la luz de esta hipotesis se han generado muchos proyectos que tienen como

objetivo analizar este factor como marcador de la viabilidad embrionaria.
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ABSTRACT

In assisted reproduction and, specifically, in vitro fertilization (IVF), there has been
reliance on morphological and morphometric embryo assessment tools that many
consider imprecise or quite subjective. So far, molecular tests allow to confirm the
euploidy of the embryo and the absence of the main chromosomal abnormalities by
genetic screening. The implementation of this last type of test has led to a notable
improvement in the results of IVF cycles, however, despite this classification and
selection, a large proportion of the embryos chosen for transfer fail to implant. Solving
the unknown behind embryo viability would undoubtedly mean a remarkable advance in

order to increase the rate of successful pregnancies in assisted reproduction clinics.

In recent decades, the literature has revealed a possible association between the
amount of mitochondrial DNA and embryonic potential. This hypothesis is based on the
premise that the embryo must meet a minimum energy requirement to develop correctly,
an extremely high mtDNA content, however, can be a symptom of metabolic stress and

an indicator of low embryonic potential.

Considering this hypothesis, many projects have been generated that aim to analyse

this factor as a marker of embryo viability.
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INTRODUCCION

1. Mitocondria

La mitocondria es un organulo de doble membrana que juega un papel principal en
las funciones celulares clave como la produccion de ATP, la regulacion de la apoptosis,
la homeostasis del calcio y la produccion de especies reactivas del oxigeno (ROS). La
teoria més ampliamente aceptada postula que este orgénulo deriva de una bacteria a-
purpura endosimbidtica que se beneficiaria del oxigeno del huésped. Este origen
evolutivo bacteriano se refleja en que este organulo cuenta con un genoma circular
bicatenario propio, de aproximadamente 16,6kb, que se reproduce semiautbnomamente
cuando la célula se divide. Este mtDNA codifica un total de 37 genes, que se traducen en
22tRNA, 2 rRNA y 13 polipéptidos que formaran parte de la cadena de transporte de
electrones. Las enfermedades resultantes de mutaciones en el mtDNA no se heredan
siguiendo un patron de herencia mendeliana, sino que se heredan por la linea materna y
muestran una gravedad variable. Estas mutaciones dan lugar a un fenémeno conocido
como heteroplasmia, en el que un mismo individuo acumula mutaciones debido a errores
durante el proceso de replicacion de mtDNA, dando lugar a poblaciones diferentes de
mitocondrias segin su genoma. En estos casos una carga mutante mayor se asocia
generalmente a una mayor gravedad de la enfermedad. Este tipo de errores en la

replicacion también pueden ser debidos a la oxidacion de los ROS (1).

1.1 ROS en la capacitacion espermatica

Las especies reactivas del oxigeno o ROS (del inglés reactive oxygen species) son
compuestos derivados de la reduccion de la molécula de oxigeno (O2). Dentro de este
grupo de metabolitos se incluyen el anion superdxido (O2), radical hidroxilo (OH) y el
perdxido de hidrégeno (H20z), que son los mas conocidos. Ademas, también otros como
el radical peroxilo, alcoxilo o hidroperdxidos organicos. Algunas de estas moléculas o
atomos poseen uno o0 mas electrones desapareados o radicales libres, mientras que otras
no, por ello todas ellas se engloban en la categoria de especies reactivas del oxigeno. Las

ROS son ubicuas en el organismo, puesto que son producto del metabolismo del oxigeno
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en todos los sistemas bioldgicos aerdbicos, de tiempo de vida media muy corto y

altamente reactivas.

Estas moléculas son producto de rutas reguladas por reacciones redox y pueden jugar
roles tanto fisioldgicos como patoldgicos en la regulacion de la funcion del esperma

humano.

Hay estudios que han demostrado que al exponer a espermatozoides a bajos niveles
de estrés oxidativo se induce la fusion espermatozoide-ovocito y hay una reduccion en la
fragmentacion del ADN. Esto refleja el impacto positivo que tienen estas moléculas, por
un lado, en la obtencién del estado de capacitacion espermadtica, en el que los ROS son
mediadores clave en forma de anion superdxido y peréxido de hidrogeno. El anion
superéxido es responsable de la adquisicion de estado de hiperactividad del
espermatozoide, mientras que el peréxido de hidrégeno parece ser un factor significativo
en el control de los eventos de fosforilacidn de tirosina asociados con la capacitacién de
los espermatozoides. Por otro lado, al mismo tiempo que permiten la capacitacién
espermatica, los ROS también ayudan a proteger el DNA del espermatozoide frente al
dafio oxidativo promoviendo su compactacion. Esto es gracias al fosfolipido glutation
peroxidasa (PHGPx) presente en espermatozoides de mamiferos. Esta enzima esta
estrechamente unida a la cromatina del esperma y para funcionar, requiere de un aceptor
de electrones en forma de peroxido de hidrdgeno, entre otros. Por ello, es posible que una
de las funciones de la generacién de ROS a bajos niveles en espermatozoides del
epididimo sea la de crear esta especie de manera que se estimule la PHGPx y ayude a
completar el proceso de compactacion.

Sin embargo, a medida que aumentan los niveles de estrés oxidativo, la capacidad
limitada del ciclo del glutation del espermatozoide se veria sobrepasado y acabaria por
inducir dafio en el ADN (2).
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1.2 ROS y la herencia materna de mtDNA

A diferencia del DNA nuclear, el mtDNA, pese a que también dispone de este
mecanismo de proteccion del material genético, es mas susceptible a los dafios producidos
por los radicales libres, puesto que no tiene histonas (el DNA esta menos compactado) y
esta localizado mas cerca de la fuente de ROS, que son las propias mitocondrias. Al
mismo tiempo, el MtDNA de los espermatozoides presenta mayor riesgo de fragmentarse,
puesto que a lo largo de todo el proceso de capacitacion y desplazamiento por el tracto
reproductor femenino estd mas expuesto a ROS que el mtDNA presente en el ovocito.
Esto significa que si la herencia del mtDNA fuese biparental existiria un riesgo mucho
mayor de que la descendencia tuviera patologias derivadas de mutaciones del genoma

mitocondrial.

Es por eso que las mitocondrias espermaticas estan ubiquitinadas (proceso que
comienza durante la propia espermatogenesis), de manera que aquellas que no se pierden
durante la separacion de la cabeza del espermatozoide y consiguen entrar en el ovocito
durante la fecundacion seran detectadas por el proteasoma y posteriormente degradadas,

por ello, la herencia del genoma mitocondrial es exclusivamente materna (2).

2. mtDNA como marcador para la gestion de la viabilidad embrionaria

Actualmente, entre los marcadores de los que se dispone para la evaluacion del
potencial embrionario, parece que el contenido cromosémico ha cobrado importancia y
es que, a pesar de que aun existe controversia respecto al uso de técnicas como el PGT
(Test Genético Preimplantacional), la mayoria de la comunidad cientifica esta de acuerdo
con que el potencial embrionario para producir un recién nacido sano se ve limitado
cuando el embrion es aneuploide en todas sus células. De hecho, las anormalidades
cromosOmicas son la causa mas comun de fallo de implantacion y pérdida de embarazo;
sin embargo, cuando hablamos de embriones euploides aproximadamente un tercio de

estos tampoco consigue salir adelante una vez realizada la transferencia (1).
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Es verdad que en las Ultimas décadas la probabilidad de que un embrion obtenido a
partir de la tecnologia in vitro y seleccionado para transferencia lleve al nacimiento de un
recién nacido sano ha aumentado. En algunas clinicas ya es tipico que mas de dos tercios
de los blastocistos euploides y con buena morfologia lleguen a dar lugar a un embarazo,
pese a que obtener tales resultados en los ciclos de FIV no es una tarea sencilla. No
obstante, a pesar de estas mejoras en el cultivo de embriones y ain con el desarrollo de
técnicas para la evaluacion de la competencia del embridn, todavia existe una fraccién

significativa de embriones elegidos para transferencia que no llegan a iniciar un embarazo

(1).

En este contexto, el anélisis de mtDNA se plantea como una técnica para evaluar la
capacidad de un embrion aparentemente adecuado para la implantacién de lograr dar

lugar a un recién nacido vivo.

El ovocito humano maduro se considera de las células con mayor contenido tanto de
mitocondrias como de mtDNA. La replicacién del genoma mitocondrial en estas células
comienza durante el desarrollo embrionario, cuando las ovogonias cuentan con
aproximadamente 200 mitocondrias. Esta replicacion continla a medida que las células
maduran hasta detenerse en la metafase Il, cuando las células ya contienen cerca de
100.000 mitocondrias y entre 50.000 y 550.000 copias de mtDNA. Los embriones de
mamiferos, como ya se ha explicado anteriormente, heredan mitocondrias (y
consecuentemente mtDNA) exclusivamente de la madre, en concreto de la poblacion que
contiene el ovocito justo antes del momento de la fecundacion. Este DNA comienza a
aumentar una vez el embrion ya ha atravesado la primera diferenciacion celular a
trofectodermo y la masa celular interna se ha convertido en blastocisto, pero durante los
dias previos a la implantacion se mantiene estable; aqui la funcion mitocondrial y la
correcta expresion del mtDNA son cruciales, puesto que es un proceso que demanda

energia. A lo largo de este desarrollo preimplantatorio el blastocisto tiene que confiar en
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la energia que generan en cada blastomero un nimero limitado de mitocondrias, que con

cada division celular se reducen al 50%, l6gicamente (1).

Las formas mitocondriales mas activas tienen significancia funcional porque son un
indicadoras del estado del metabolismo de la célula y, por lo tanto, del blastdmero. Estas
formas activas son las que caracterizan un metabolismo elevado, es decir, una alta
produccion de ATP, por ello las diferentes transformaciones mitocondriales se asocian al
requerimiento energético para el desarrollo embrionario y permiten una diferenciacién de
los diferentes estados preimplantatorios. Por esto, se esperaria que se relacionaran
también con la capacidad o el potencial de desarrollo de los embriones tanto in vivo como
in vitro, de hecho, existen estudios en embriones aparentemente normales cuyo desarrollo
se detuvo durante estadios preimplantatorios in vitro en los que se ha visto que la que la
transformacion mitocondrial a forma activa o bien falla y no ocurre u ocurre unicamente
en una fraccion de la poblacion presente en cada blastémero. Es decir, que el error a la
hora de iniciar o mantener la produccion de ATP alta puede estar asociado a un fallo de
desarrollo. En base a esta informacion, se ha establecido que es necesario que los
embriones cumplan con unos requerimientos metabolicos minimos para poder salir
adelante, pero, paraddjicamente, no parecen ser los embriones que mas numero de copias
de mtDNA poseen aquellos que mejor pronostico tienen; de hecho, parece existir una
tendencia que indica que un contenido de mtDNA por encima de un limite es indicador
de peor potencial embrionario (Fig. 1). Esta hipotesis se puede explicar viendo ese
aumento en la sintesis de mtDNA como un mecanismo compensatorio para hacer frente
a las condiciones subdptimas en las que se puede encontrar un embrién de mala calidad,
que, pese a ser euploide o contar con buenas caracteristicas morfologicas, este destinado

a un fallo implantatorio (1, 3, 4).
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Figura 1. Modelo propuesto que mostraria la relacién entre DNA mitocondrial (mtDNA) y
viabilidad embrionaria. Un nimero de copias mas alto de mtDNA tanto en células del cimulo
como en embriones de dia 3 esta asociado con un mejor resultado. En blastocistos, sin embargo,
parece que se da el caso contrario, pues lo recomendable seria que la cantidad de mtDNA fuera

reduciéndose hasta la llegada a estadio de blastocisto (Cecchino et al., 2018).

Visto lo anterior, hay autores que proponen que existe una relacion directa entre la
cantidad de mtDNA y el potencial del embrion para dar lugar a un recién nacido vivo.

3. Técnicas basadas en mtDNA

Logicamente, apoyandose en estos resultados ya hay empresas y grupos de
investigacion que han puesto en marcha estudios para analizar las alternativas que plantea
esta propuesta. Actualmente existen empresas que se basan en esa premisa y han
comercializado tests genéticos como MitoGrade™ (Reprogenetics) y MitoScore™
(Igenomix) (5, 6).
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Otros equipos van més alld y plantean transferencias citoplasmaticas. Este trabajo no
se va a centrar en estos tratamientos, pero, aun asi, es una parte importante del contexto

enel gue se enmarca.

En un principio, la mayoria de los tratamientos consistentes en transferencia de
genoma mitocondrial estaban motivados por tratar de evitar la herencia de enfermedades
con origen mitocondrial y menos en tratar de mejorar la fertilidad. Esto es porque, al
contrario que la transferencia mitocondrial para tratar enfermedades genéticas, cuando el
objetivo es mejorar la prevision de fertilidad los estudios clinicos tienen mas dificil
justificacion. En el primer caso, el argumento mas habitualmente esgrimido es que los
riesgosque suponga la transferencia se compensan con el propio riesgo de que la
descendencia herede la mutacion que se esta tratando de evitar con el tratamiento, en este
escenario es mas facil plantear estudios clinicos que valoren la efectividad de la
transferencia como tratamiento. Es por eso por lo que, cuando hablamos del tratamiento
para la mejora de la fertilidad, los trabajos que han ido abriendo el camino en este campo

han sido principalmente estudios retrospectivos (7).

Ya en la década de los 90 hubo algin intento de mejorar la calidad ovocitaria y
embrionaria mediante la inyeccion de citoplasma de ovocitos donados, jovenes y sanos
en ovocitos de mujeres con historia reproductiva en la que habia habido fallos recurrentes.
Esta inyeccion citoplasmatica consistia en la inyeccion de la mitocondria obtenida a partir
de donantes més jovenes y resultd en el nacimiento de aproximadamente 50 bebés

aparentemente sanos (7).

Posteriormente, basandose en tratamientos que tenian como objetivo evitar la
herencia materna de enfermedades asociadas a genoma mitocondrial se propuso la
transferencia de huso mitético, que permite que el material genético del ovocito de la

paciente pueda ser inyectado en el ovocito de una donante sana antes de la fecundacion.

10
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Unos afios mas tarde, aparecid la posibilidad de trabajar con una fuente de
mitocondrias de la propia paciente. Esto es gracias a la opcion de aislar células
precursoras de ovocitos de mujeres en edad reproductiva. Estas células residen en la capa
exterior protectora de la corteza ovarica y hay estudios que han demostrado que las
mitocondrias aisladas de este tipo de células son de gran calidad y, por lo tanto, pueden

funcionar como una importante fuente de mitocondrias autélogas (7).

OBJETIVO

El objetivo de este trabajo es aportar una vision general del estado de la técnica
basada en la cuantificacion de DNA mitocondrial como indicador del potencial

implantatorio del embrién y valorar su eficacia como predictor.

A su vez, los objetivos secundarios son los de plantear mejoras de cara a
investigaciones futuras y la posibilidad de replantear el objetivo de este marcador como

prueba complementaria o como predictor negativo de la viabilidad embrionaria.

MATERIALES Y METODOS

La basqueda bibliografica se realizé a partir de la pagina de PubMed. EI principal
criterio de seleccion fue la cantidad de citaciones bibliograficas de los articulos en otros
trabajos y la repercusion que tuvieron estos en el marco de la investigacion con mtDNA
como marcador de viabilidad embrionaria. Las palabras clave en las que se basé la
basqueda fueron “DNA mitocondrial”, “mtDNA”, “seleccion embrionaria” y “viabilidad
embrionaria”. Debido a la limitada cantidad de citas bibliograficas que esta permitido
incluir en el trabajo se descartaron aquellos trabajos con menos significancia 0 menos

actualizados.

11
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En base a estos criterios se ha trabajado con 19 articulos en total, 6 de ellos reviews,
de los grupos de investigacion més relevantes en el contexto del mtDNA como marcador
de potencial embrionario. A partir de la lectura y analisis de estos trabajos se ha
desarrollado la memoria, en la que se pretenden recoger los resultados y conclusiones

elaboradas por diferentes autores hasta ahora y describir el escenario actual de la técnica.

RESULTADOS

En 1995 se publico un estudio que pretendia vincular el potencial de desarrollo de
ovocitos MIl y su contenido en ATP (8). Para ello se realizaron mediciones de contenido
de ATP de los ovocitos previas a la fecundacion y se relacionaron con el resultado exitoso
0 no posterior a la transferencia. Un criterio de inclusion importante en el estudio fue la
evaluacion microscopica y clasificacion del embrion en dia 3, siendo una condicion
estricta que los embriones incluidos en el estudio fueran considerados embriones de alta
calidad segun dicha clasificacion. Esto permitiria unas condiciones de partida igualadas
para todos los embriones y evitaria un sesgo en los resultados. Estos revelaron que
aquellos ovocitos maduros (MIl) que morfoldégicamente aparentaban ser normales
diferian significativamente los unos de los otros en cuanto a contenido de ATP: la mayoria
de los ovocitos pertenecientes aquellas mujeres que si que lograron concebir poseian un
contenido de ATP de entre 2,2-3 pmol; en contraste, ninguno de los ovocitos
pertenecientes a las pacientes que no lograron quedarse embarazadas tenia un contenido
en ATP superior a los 2 pmol. En base a esas observaciones, declararon que el potencial
de desarrollo de los ovocitos in vitro y de los embriones tras la transferencia podia estar
estrechamente relacionado con el contenido de ATP, mas que con las caracteristicas

morfologicas del embrion a la hora de la transferencia.

En 1999 se publico el primer estudio que propuso una asociacion entre la infertilidad
gue acompafaba al aumento de la edad materna y una disminucién de la viabilidad

ovocitaria. En este estudio valoraban la posibilidad de que esta viabilidad disminuida se

12
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debiera a una cantidad reducida de mtDNA ovocitario y una tasa de mutacién elevada.
Estudios posteriores a este también observaron la misma tendencia, incluso algunos en
biopsias de corpusculos polares. A partir de este momento, y observadas las evidencias

anteriores, se comenzo a investigar el potencial del mtDNA como biomarcador (9).

No fue hasta 2015 cuando fueron publicados de la mano de dos estudios diferentes
las primeras evidencias de que existia una potencial relacion entre el contenido de mtDNA
de células del trofectodermo y la viabilidad embrionaria. EI primero de estos (5) contaba
con una muestra de 39 embriones en estado de escision y 340 blastocistos, procesados
mediante una combinacién de hibridacion gendmica comparativa de microarrays
(@CGH), PCR cuantitativa a tiempo real (RT-gPCR) y secuenciacion de nueva generacion
(NGS). Los resultados, ademas de descubrir que los niveles de mtDNA eran mas elevados
en embriones aneuploides, también mostraron que, de media, los blastocistos euploides
que habian logrado un embarazo clinico poseian un ndmero de copias de mtDNA
significativamente menor que aquellos embriones que, pese a haber sido clasificados
como euploides, no habian logrado tal éxito. En base a los datos obtenidos, los autores
establecieron un limite de cantidad de mtDNA a partir del cual no ocurria el embarazo.
Poco después, se publicd el segundo de estos manuscritos (6), que secundaba las
conclusiones a las que habia Ilegado el anterior. En este caso, 205 embriones en estado
de escision y 65 blastocistos fueron analizados, observandose que las posibilidades de
implantacion que poseia un blastocisto se reducian a medida que aumentaba el contenido
en mtDNA de éste. En ambos casos se realizo la normalizacion del contenido en mtDNA
respecto al DNA nuclear. Lo cierto es que ambos estudios obtuvieron resultados
conflictivos entre si para embriones de dia 3 o anteriores, pero, conjuntamente, si que
concluyeron que un aumento en el nimero de copias de mtDNA estaba asociado a un
descenso del potencial de implantacion en blastocistos y que existia un limite superior
con un 100% de valor predictivo negativo para el potencial de implantacion, es decir, un
valor a partir del cual los blastocistos no lograban esa implantacion.

13
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Estos resultados tenian sentido a la luz de estudios anteriores como el publicado en
2002 por Henry J. Leese (3), en el que planteaba la que él llamaba ‘Hipotesis del Embrion
Silencioso’ (Quiet Embryo Hypothesis), que establece que un embrion con un correcto
desarrollo adopta una actividad metabdlica de base, que él denomina silenciosa. Es de
esperar, entonces, que un embrion que esta destinando a un desarrollo anormal sufra un
estrés metabolico que se vea reflejado en forma de un aumento de la produccion
metabolica y, por lo tanto, de la cantidad de mtDNA, resultando este un excelente
biomarcador de potencial implantatorio y viabilidad embrionaria. En ello se apoyaron los
autores de ambos proyectos; de hecho, en base a estas conclusiones se patentaron los
primeros tests que pretendieron utilizar este marcador en un entorno clinico: MitoGrade™

(Reprogenetics) y MitoScore™ (Igenomix).

A raiz de estos estudios, muchos laboratorios a lo largo del mundo trataron de
reproducir los resultados obtenidos por los equipos de Fragouli y Diez-Juan. En 2016
surgio otro estudio con una muestra mucho mayor a la empleada por los grupos anteriores
(4). En él se analizaron un total de 1396 embriones y llevaron el andlisis de los datos un
paso mas alla: ajustaron la ratio para que se tuvieran en cuenta las diferencias entre
embriones femeninos y masculinos y entre euploides y aneuploides. Esta correccion
matematica, que, tedricamente, deberia mejorar la exactitud de los resultados, provocd
que, a la hora de analizar los datos, no se encontrara relacion entre niveles de mtDNA y
la viabilidad embrionaria o incluso la aneuploidia. La gestion y analisis de los datos
también fue llevada a cabo mediante NGS y RT-qPCR y los niveles de mtDNA se

normalizaron utilizando como referencia DNA nuclear.

Al afo siguiente, parte del equipo de Fragouli publicé otros dos estudios que
respaldaban los resultados que obtuvieron en su publicacion original. EI primero de ellos
(10) fue el estudio ciego retrospectivo con mayor tamafio muestral hasta el momento, el
cual incluia 1500 blastocistos euploides de hasta 35 clinicas diferentes. Al igual que en

los primeros estudios publicados, se confirmo que el porcentaje de los embriones que no

14
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llegaron a implantar (33 embriones de 282 transferencias totales) poseian niveles
elevados de mtDNA, sin embargo, menos del 10% de éstos contenia un nimero de copias
superior al limite establecido por los estudios anteriores. Algo llamativo de este estudio
fue la variabilidad que mostraron los resultados entre las diferentes clinicas: la mitad de
las clinicas no produjeron ningin embrién con un nimero de copias de mtDNA elevado;

en la otra mitad, el porcentaje de estos fluctuaba del 1% hasta incluso el 27%.

El siguiente fue un estudio de cohortes, el Unico estudio prospectivo llevado a cabo
hasta el momento acerca del mtDNA como marcador del potencial implantatorio (11). En
él de 199 blastocistos euploides que se transfirieron 57 no llegaron a implantar y 9 de
ellos poseian niveles anormalmente altos de mtDNA. La conclusién que obtuvo este
estudio fue la de que el valor predictivo negativo de la cuantificacion de mtDNA era del
100%.

Otro estudio posterior a estos Gltimos (12), al igual que el de Victor et al. también
fue incapaz de encontrar asociacion alguna entre la viabilidad embrionaria y la cantidad
en contenido de mtDNA de las muestras, que en este caso procedian de 187 pacientes que
se sometieron a una doble transferencia embrionaria de embriones de sexo opuesto (datos
que se obtuvieron gracias a PGT-A), de manera que si alguno de los dos implantaba, la
informacion sobre el sexo del embrion ayudaria a saber cual de los dos embriones lo habia
conseguido. En 69 de los casos el parto fue de un Gnico bebé de sexo conocido y el analisis
posterior de los datos no reveld ninguna diferencia sistematica en la cantidad de mtDNA
relativo entre embriones que lograron implantar y aquellos que no. Este estudio introdujo,
sin embargo, una nueva valoracion interesante: la comparacion entre embriones
pertenecientes a la misma cohorte, algo que, hasta el momento, no se habia tenido en

cuenta en el disefio del estudio.
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Mas reciente es un estudio retrospectivo de 2018 (13), con datos recabados de una
unica clinica que, de nuevo, no obtuvo resultados que apoyaran la hipétesis. Un total de
1510 biopsias de blastocisto fueron incluidas en el estudio y clasificadas en tres categorias
(1 = high, 2 = mid, 3 = poor) en base a sus caracteristicas morfoldgicas. Se observé que
aquellos embriones de peor calidad (grupo 3) resultaban ser también aquellos que tenian
niveles mayores de mtDNA en comparacién con los pertenecientes a los grupos 1y 2 'y
también que eran los embriones aneuploides aquellos que mayores niveles mostraban.
Los resultados permitieron observar que los niveles de mtDNA si que eran orientativos a
la hora de diferenciar embriones de muy buena calidad (grupo 1) y embriones de calidad
baja (grupo 3), pero, tras generar un subgrupo en el que excluyeron los embriones
aneuploides, el valor predictivo resultaba no ser estadisticamente significativo.
Concluyeron, por lo tanto, que, pese a que el mtDNA mostraba alguna asociacion al grado
de clasificacion de los embriones, esta se perdia en el momento en el que sélo se

analizaban embriones euploides.

Por ultimo, en 2020 se ha publicado un estudio (14) dividido en dos partes. En una
primera fase (n = 615) se plante6 un estudio retrospectivo que valoraba, de nuevo, si la
cantidad de mtDNA en biopsias de trofoectodermo se correlaciona con el resultado en
FIV. La segunda fase (n = 78) incluia una comparacion entre los resultados de las
transferencias de dos embriones pertenecientes a la misma cohorte folicular. Un
planteamiento que recuerda al llevado a cabo por Treff et al., pero que, sin embargo, en
este caso se llevo a cabo mediante dos transferencias consecutivas, en vez de una doble.
De estas dos transferencias una fallé y en la otra el embrién llegé a implantar, de manera
que sabiendo el contenido en mtDNA de cada uno de ellos se podria evaluar la precision
de este factor para predecir el potencial implantatorio de embriones de la misma cohorte.
Todos los embriones pasaron previamente un test genético para detectar la presencia de
aneuploidias, de manera que se trataba de embriones euploides. El estudio concluyo que
la implantacion no estaba relacionada con el nimero de copias relativo que poseian los

embriones, y tampoco describieron ningan valor superior a partir del cual la implantacién
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era menos probable, de la misma manera que tampoco se vio esta tendencia en embriones

que pertenecian a la misma cohorte.

Hay gran parte la bibliografia, reviews sobre todo, que también van mas alla y
plantean otros aspectos a tener en cuenta en estos estudios. En uno publicado por
Cecchino et al. (15) habla, ademas de estudios que han demostrado que existe también
una relacioén entre la cantidad de mtDNA de las pacientes y su IMC, también de que los
protocolos de estimulacion pueden tener influencia en los niveles de mtDNA, como casos
en los que se ha descrito un efecto negativo de la progesterona en altas dosis en la calidad
embrionaria. Concluye, respecto al tema que nos ocupa, que el uso del mtDNA como
marcador en la practica clinica aun estd sin resolver y que, ademas, la ausencia de
tecnologia no invasiva para llevar a cabo estos estudios complica la obtencién de nuevos
datos. Propone nuevos estudios, centrados en otros aspectos como células de la granulosa,

corpusculos polares, medios de cultivo embrionarios... y su relacion con el mtDNA.

Por otro lado, otros autores ven méas optimista la aplicacién del mtDNA en el contexto
de la reproduccion asistida. Algunos lo plantean como complemento de otras pruebas
genéticas, aumentando su eficacia predictiva, e incluso apuestan por nuevos tratamientos
como transferencias mitocondriales o tratamientos dietéticos que podrian mejorar la

funcién mitocondrial (16).

Otros centran sus conclusiones en recalcar la importancia de un buen planteamiento
de cara a proyectos futuros y plantean preguntas que aun necesitan ser investigadas mas
a fondo: ;pueden deberse estos resultados a diferencias entre clinicas?, ¢qué informacién
nos da exactamente el nimero de copias de mtDNA?, ;puede realmente ayudarnos en la

eleccion del embridn de mayor calidad o hay que plantear otro enfoque? (17,18,19,1).
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DISCUSION

Los resultados publicados en el estudio de VVan Blerkom et al. (7) abrieron la veda a
las posteriores investigaciones sobre el tema, dejando en el aire dos importantes premisas:
tanto en la misma cohorte de ovocitos como entre cohortes, el contenido de ATP varia de
unos a otros de manera significativa; por otro lado, el contenido de ATP del embrion
durante las primeras etapas de desarrollo y preimplantacién puede estar directamente

relacionado o determinado por el contenido del ovocito no fecundado.

Investigaciones posteriores vincularon ese ese contenido de ATP a un estrés
metabolico y, posteriormente, a mtDNA. Los primeros trabajos que tuvieron como
objetivo valorar el potencial del mtDNA como predictor de la viabilidad embrionaria
fueron en su gran mayoria retrospectivos (5,6,4,10), hecho que algunos reviews
consideran que perjudica la exactitud de los resultados obtenidos en estos grupos (15).
Los dos primeros estudios en conjunto establecieron una posible asociacion entre el
nimero de copias de mtDNA de embriones de dia 5 y su potencial implantatorio y
postularon este analisis como posible técnica para la mejora de resultados de tratamientos
de FIV. Se traté de los primeros estudios que pusieron su atencion sobre el embrion en
vez de evaluar el potencial del ovocito, pero, pese a estos resultados y a la generacién de
tests comerciales, la comunidad cientifica consideré que era demasiado pronto para su
implementacién en un entorno clinico. Generaron un entusiasmo exacerbado que, segun
algunos autores, ha ido progresivamente sustituyéndose por escepticismo al mismo
tiempo que se comenzd a comprender la complejidad mitocondrial. A medida que se
fueron publicando nuevos articulos y quedaron claras las contradicciones entre
resultados, el objetivo de muchos investigadores ha sido afinar la metodologia, de manera

que se puedan obtener resultados precisos (19, 15).
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Mas all& de la retrospectividad, los autores estan de acuerdo en que la clave para
continuar la investigacion acerca de esta técnica radica en plantear una metodologia

adecuada.

En lo relativo al disefio del estudio, todos los autores coinciden en que, llegados a
este punto y a la vista de las discordancias que hay hasta ahora en los resultados obtenidos
por los distintos grupos, es necesario que los siguientes proyectos propuestos sean
ensayos clinicos aleatorizados, puesto que la mayoria de la informacion de la que se

dispone actualmente proviene de estudios retrospectivos.

Algunos han hecho hincapié en la importancia de evitar sesgos a la hora de realizar
la seleccion de pacientes (19). Muchos de los que han obtenido conclusiones favorables
(5,6,10) han utilizado datos recaudados de pacientes pertenecientes a distintas clinicas;
uno de ellos (10), de hecho, mostraba una marcada variacion entre clinicas en lo relativo
a niveles elevados de mtDNA en la poblacién de blastocistos. Estas diferencias entre
clinicas no parecen deberse a variaciones entre grupos de pacientes, sino que hay autores
que especulan que pueden estar provocadas por diferencias en los procedimientos o en
las condiciones de cultivo propias de cada centro. En base a esto, si es cierto que se puede
establecer una asociacion entre estrés embrionario y niveles alterados de mtDNA, es
posible que esta medida si que resulte un indicador Util para evaluar la calidad de los
procedimientos llevados a cabo en el laboratorio, ajustar las condiciones de cultivo o
analizar el impacto de cambios que se introduzcan en los protocolos. (18,19). En relacién
con esto mismo, hay, por otro lado, autores que si consideran que los pacientes deben
proceder de distintas clinicas para que se considere un estudio mas preciso, pues seria la
eleccion de una unica clinica la que introduciria el sesgo en los resultados (12,1). Al hilo
de la seleccidn de pacientes, hay muchos autores que consideran acertada la decision de
un par de los estudios (12,14) de analizar la capacidad del mtDNA como marcador del
potencial implantatorio en embriones pertenecientes a la misma cohorte. Se trata de
propuestas de disefio elegantes que hacen referencia a la aplicacion mas interesante de
esta premisa, que es la posibilidad de seleccionar al embrion méas viable, dentro de

aquellos de los que dispone, para una paciente dada. En otras palabras, la capacidad de
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utilizar, llegada la hora de la transferencia embrionaria, este marcador como un factor
evaluador més para la clasificacion de los embriones. Estos dos disefios, de hecho,
concluyeron, en base a sus resultados, que no existia significancia para considerar que
habia una asociacion entre niveles menores de mtDNA (y por lo tanto un hipotético mejor
prondstico en base a publicaciones anteriores) y un mayor éxito de implantacion dentro
de una misma cohorte de embriones. Ambos estudios reconocen sus limitaciones, como
que en ninguna paciente se evaluaron el total de los embriones de la misma cohorte de
los que disponia, o la necesidad de plantear un ensayo clinico aleatorizado; pero los
planteamientos son, como minimo, merecedores de que se revisen en proyectos futuros.
Esta conclusidn, junto con la de algun otro articulo (11) puede dar la idea de que, pese a
que no hay indicios suficientes para considerar que el mtDNA pueda funcionar como
marcador para seleccionar el embrion idoneo, a lo mejor podria servir como criterio de
exclusion para descartar embriones dentro de una misma cohorte, ya que en varios casos

se ha descrito una eficacia del 100% como predictor negativo del potencial implantatorio.

A propdsito de la importancia de evitar sesgos, tambien es interesante, ademés de
que las muestras partan de condiciones de cultivo similares, que se trate de los mismos
tipos de muestra o, en caso de que no, que se tenga en cuenta a la hora de manejar los
datos obtenidos. Existen casos en los que esto no se ha hecho adecuadamente (13) y se
han mezclado, por ejemplo, blastocistos de dia 5 y de dia 6, lo cual introduce un sesgo en
los resultados si se tiene en cuenta que los primeros presentan un contenido de mtDNA

significativamente mas alto que aquellos de dia 6 (15).

Otro punto importante de cara a la metodologia adecuada para plantear estudios
futuros es la cuantificacion del mtDNA. Pese a ser un procedimiento ampliamente
utilizado y metodizado en investigacion, en este caso es esencial que la cuantificacion sea
precisa, puesto que las muestras con las que se trabaja (biopsia de trofectodermo)
contienen un nimero minimo de células y varian de muestra a muestra. Debido a esto, la

cuantificacion de mtDNA per se no aportaria ninguna informacion, ya que no se podria
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diferenciar una muestra con alto contenido de mtDNA (resultado de estrés embrionario)
de una muestra con un alto contenido celular o mitocondrial. Para ello, la cantidad de
mtDNA obtenida se normaliza frente a una o varias secuencias que se encuentran en el

genoma nuclear. (18,19).

Respecto a la normalizacion de mtDNA, otro refinamiento que seria recomendable
incluir en el disefio de un estudio de este tipo es una correccion de que la que ya se habld
anteriormente (4), que se trata de un factor de correccion que normaliza las variaciones
en la composicion de DNA. En embriologia esta adaptado para tener en cuenta, por
ejemplo, las diferencias entre los genomas de embriones femeninos y masculinos, ya que
el primero es més largo que el segundo y no tenerlo en cuenta podria dar lugar a un sesgo
en los resultados. De manera similar, un embrion aneuploide contendra méas o menos
material genético por célula que un embrion euploide, por lo que aplicar un factor de
correccion a la hora de analizar los resultados puede también permitir la precision de los

mismos.

La eleccion de la correcta secuencia del genoma nuclear a amplificar para realizar la
normalizacion es de igual manera esencial; de hecho, hay autores (5,12,10,11,14) que han
propuesto utilizar secuencias multi-copy, como la secuencia Alu, presente en cientos de
miles de copias repartidas a lo largo de todo el genoma. Seleccionar una Unica secuencia,
como hicieron en su estudio Diez-Juan et al. (6), podria no servir para determinar
correctamente los niveles de mtDNA, segln estos autores, debido al fenémeno ADO
(allele dropout). Este fendmeno esta causado por la presencia de variantes de un Gnico
nucledtido (SNV) situados en los sitios de union de los primers forward o reverse, que
provocan que estos primers pierdan la capacidad de union y por lo tanto se dé una falta
parcial o total de amplificacion de uno de los alelos cuyas secuencias se pretende

amplificar (5).

Hay otros autores, en cambio, que consideran que el error en caso de realizar un test

multi-copy seria el mismo que utilizando una Unica secuencia para la amplificacion, es

21



N Universidad >N
a Europea ('|Y'| BMA)

decir, que el resultado no variaria, y, ademas, que el error asociado a este fendbmeno se
repartiria de forma aleatoria y por igual a lo largo de los diferentes grupos de embriones,
sin llegar a sesgar realmente los resultados. Considera, también, que las secuencias Alu,
al igual que otras secuencias multi-copy, por su naturaleza movil y auto-transponible,
generan gran variabilidad en nimero dentro de la poblacion humana, de manera que no
serian la eleccidn ideal para un estudio que requiere la estandarizacién o normalizacién
de las muestras (19). Los estudios que han confiado en la eleccidon de genes multi-copy
en sus metodologias han obtenido resultados conflictivos, de manera que no permiten

saber mucho més sobre la supuesta mejora que supone (5,12,10,11, 14).

La eleccion de las secuencias a amplificar en el genoma mitocondrial también tiene
sus consideraciones. Sus locus no pueden estar en los cromosomas sexuales, puesto que,
obviamente, provocarian sesgos asociados al sexo del embrion. Ademas, estas regiones
deberan ser Unicas, es decir, deben ser lo menos parecidas posible a regiones que se
encuentren en el genoma nuclear. Esto es importante debido a la presencia en el genoma
nuclear de segmentos de DNA mitocondrial nuclear o NUMTSs. Estas son secuencias de
DNA de origen mitocondrial que a lo largo de la evolucion se han ido insertando en forma
de pseudogenes en el genoma nuclear y, si no son tenidas en cuenta, podrian sesgar los

resultados de un estudio de estas caracteristicas (19).

En cuanto al método llevado a cabo para la cuantificacion, los mas destacados son la
hibridacion fluorescente in situ (FISH), NGS, que, en este tipo de estudios, debe tener la
suficiente capacidad de secuenciacion (Deep sequencing), y RT-gPCR, siendo las dos

ultimas aquellas en las que, actualmente, los investigadores mas confian (19).

Més alla de esto, hay autores que plantean nuevas estrategias, como ya se ha
mencionado anteriormente. Entre ellos se encuentran las transferencias mitocondriales,

gue pueden ser de donante pero que también pueden ser aut6logas, de manera que se evita
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correr riesgos como la heteroplasmia; es importante destacar que esta tecnologia ya se ha
utilizado en algunos estudios, mejorando las tasas de pacientes con ciclos de FIV
anteriores con resultados muy pobres. Otra de las propuestas son los Ilamados nutrientes
mitocondriales, agentes de origen natural que se pueden utilizar para potenciar la
capacidad de generar energia de la mitocondria, como, por ejemplo: la coenzima Q10, el
resveratrol o el acido a-lipoico. Este tratamiento tiene su base sobre la premisa de que
una mejora de la funcién mitocondrial podria, potencialmente, retrasar o incluso revertir

ese proceso de declive de la funcién reproductora (7).

En resumen, debido las contradicciones en la bibliografia de la que se dispone
actualmente y sus limitaciones, las recomendaciones generales de los investigadores en
este momento son las de plantear estudios de cohortes prospectivos, aleatorizados y
controlados y ensayos clinicos aleatorizados, que permitan, por un lado, comparar
embriones hermanos y su capacidad de implantacion en base a su contenido en nimero
de copias de mtDNA y evaluar si la implementacion de esta técnica permite mejorar los
resultados en FIV. Al mismo tiempo, apuestan por nuevos planteamientos que ayuden a
comprender la funcion mitocondrial y su vinculo, en caso de que realmente lo haya, con

el potencial embrionario.
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CONCLUSION

En el mundo de la reproduccién asistida las mejoras y nuevas propuestas en técnicas
se tienen que basar en una evidencia solida. En el caso del mtDNA se ha podido observar
que la bibliografia de la que se dispone en este momento no es la suficiente, segln los
profesionales en el sector. Puesto que se trata de una nueva técnica, ain es pronto y los
proyectos que la han estudiado son pocos y contradictorios, muchos de ellos, ademas, son
retrospectivos y esto puede afectar a la precision de los resultados. Hay consenso entre
los autores en que, de momento, existe la necesidad de plantear otros proyectos para
indagar mas alla sobre esta técnica y poder establecer el mtDNA como marcador del
potencial embrionario. Por otro lado, también estan las propuestas de otros
investigadores, que impulsan a considerar otras aplicaciones de este marcador, como
predictor negativo o como complemento de un screening genético, reconociendo que el
desarrollo del potencial embrionario es un proceso multifactorial y demasiado complejo

como para gue un unico marcador aporte la pista para una implantacion exitosa.

En resumen, esté claro que la investigacion acerca de esta técnica esta aln en una
etapa muy temprana y todo parece apuntar a que ain es necesaria mucha investigacién
acerca del tema, de manera que se puedan esclarecer un poco mas los factores que regulan

la viabilidad embrionaria.
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