UNIVERSIDAD DE GRANADA

“§4@°. UNIVERSIDAD
2% | DEGRANADA

Departamento de Ginecologia y Obstetricia

Programa de Doctorado en Medicina Clinicay Salud Publica

TESIS DOCTORAL

EL USO DE SUPLEMENTOS DIETETICOS
PARA LA MEJORA DE LA CALIDAD DE LOS
GAMETOS EN PACIENTES QUE SE
SOMETEN A TECNICAS DE REPRODUCCION
ASISTIDA.

Maria Isabel Galan Lazaro

Dir. Dr. Nicolas Mendoza Ladrén de Guevara
Codir. Dra. Raquel N. Mendoza Tesarik



Editor: Universidad de Granada. Tesis Doctorales
Autor: Maria Isabel Galan Lazaro

ISBN: 978-84-1117-670-5

URI: https://hdl.handle.net/10481/79674



https://hdl.handle.net/10481/79674




Agradecimientos:

Al Dr. Nicolas Mendoza Ladrén de Guevara, por dirigir este trabajo, por su paciencia
infinita y por hacer tan sencillo el trabajo a su lado.

A la Dra. Raquel Mendoza Tesarik, por codirigir este trabajo y por ser, primero, amiga
y hermana.

A los Dres. Carmen Mendoza Oltras y Jan Tesarik, mis maestros.

A mis comparfieros de MAR&Gen, parte fundamental de una aventura que dura
dieciocho afios.

A mi padre, mi maestro de Ciencias Naturales. Gracias, papa.
A mis hermanos y mis sobrinos, mi soporte, mis Pepito Grillo.

A mis hijos, mi ancla. No hay fronteras. No hay tesoros sin bisqueda.



Dedico este trabajo a mi madre, Maribel, maestra.
Porque todo tiene sentido gracias a ti.
Todo es por ti.



INDICE

|. INTRODUCCION ......ooviiiieieceeeceeeeeee e

1.1. Estudio de la calidad ovocitaria.........cocceveeevieeeennnnn.

1.2. Efecto del estrés oxidativo en la calidad de los

GAMELOS....eiiviiieie ettt ettt ettt ettt

1.3. El envejecimientO OVAriCO .......cccvveeeeeeeeeniiiiiiiiiieeeenn

1.4. Mecanismos implicados en el envejecimiento

[0}V 1§ 1o1 o FUTTE TR TR TR TRPUPPRPRRRN

1.4.1. Con base genética.........ccccceeeeeeeiiiiniiennneenn,

a). Insuficiencia ovarica prematura por

trastornos mendelianos ......coovveeviii i,

b). IOP debida a trastornos mendelianos
implicados en otras patologias distintas

del IOP NO SindrOmiCO ....ceuveeieeeeee e

c). Mutaciones genéticas que afectan a la

funcion mitocondrial .......coovveeeeeei e,
1.4.2. Vias de sefalizacion celular..........cc.ccooono...

1.5. Manejo clinico del envejecimiento ovarico ..............

1.5.1. Diagnéstico del envejecimiento ovarico

1.5.2. Propuestas de tratamiento para el

envejecimiento OVArIiCO .........covvvvvviieeeeeeeeeeeeiinn
i. Hormona de crecimiento..........cccccccceeiiieeeeeeeenns
I, Melatonina ..o
i, INOSITOl .ceeeeicc e
iv. Otros antioxidantes ...........cccceevevvvvviiiie e eeeeeeeanns
v. Terapia mitocondrial..........ccccooooeeeiiiiiiiiiiiieeee,
vi. Protocolos de tratamiento personalizados......



1.6. Calidad espermatica. Infertilidad y expectativas en

[P OTALOITO . ... 31
1. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.....cocoieeeeieeeeee e 33
2.1 HIPOLESIS .ottt 33
2.2. ODJELIVOS oo 34

2.2.1. Objetivo principal.....cccccceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinenn 34

2.2.2. ODbjetivos especifiCoS .....ccvvveeiiiiiiiiiiiiiiiieeenes 34
HI. TAREA L. e 36
3.1. Metodologia ....ccevveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 36

3.1.1. Tratamiento de los ovocitos tras la puncion
L0 11o] U1 = 36

3.1.2. Microinyeccidn intracitoplasmatica del

EeSPErmMatozZoide ......cuvvviiiiieeeieeeee e 37
3.1.3. Marcadores de calidad en el zigoto............... 41
Aa) PronUcCleos .....coooviiiiiii e 41
b) Corpulsculos polares.......ccccvvvvivciiiiiieeeeeei, 42
3.1.4. Marcadores de calidad en el embrion ............ 43

3.2. Eleccién de un score con marcadores de calidad

(oA o Yo | E- T o - NPT 47
i. Morfologia de la zona pellcida..........ccccoeeeeeeiiennnnn, 48
ii. Morfologia del espacio perivitelino ....................... 49
iii. Calidad citoplasmatica............ccceevvvvvviiiiieeeeieeinnn, 50
iv. Morfologia del primer corpusculo polar .............. 51
v. Elasticidad de membrana plasmaética................... 52
vi. Recepcidn del espermatozoide ........c.ccccceeeeeenen.. 53

vii. Formacion el cono de inyeccion .............coceevvvvvvivnnnnn.. 54



IV. TAREA 2 e 56

4.1. Material y MétodoS .......ooviuviiiiiiiieee e 56
4.1.1. Disefo del eStudio .........ccccummmmmmmniiiiiiiiiis 56
4.1.2. PArtiCiPantes .........ccccceuuummmmiiiniiiiinees 56
4.1.3. MELOAOS ..coeeeeiiiiieeieeee et 57
4.1.4. Variables: marcadores de CO..........cccccuuunnnnne 58
4.1.5. Analisis estadiStiCO ........cceeviiviiiieeieeeeiieee 59
4.2. RESUITATOS ...ooviiiiiiiiiiiiiieiieieeeeeeee ettt 60
V. TAREA 3 e 63
5.1, ODJELIVO coeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e 63
5.2. Disefio del estudio, participantes y su asignacion a los
[0 LT 0 To 1 PP UPPP PPN 63
5.3. Técnica de reproduccion asistida........ccccccceeeiveeereennnnns 66
5.4. Protocolo de administracion de GH.............occvvvviennen. 69

5.5. Evaluacién de la calidad de ovocitos, cigotos y

BN 0N S e e 70
5.6. AnAlisis eStadiStiCO ...cuien e 71
B5.7.Declaracion de étiCa. ..o veiee e 72
5.8, RESUITAAOS ..o 72
VI DISCUSION . ...ttt e, 78
TR I 1= 1 ST= N TP 78
S VZ I SF- TP 80
.3, T AN A B e 85

B.4. CONCIUSIONES ...enieiee e 89



VIl. MEJORA DE LA CALIDAD ESPERMATICA:

PERSPECTIVAS DE FUTURO

VIll. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..................



El uso de tratamientos suplementarios para mejorar la calidad ovocitaria de las mujeres

sometidas a técnicas de reproduccion asistida.

l. INTRODUCCION

La reproduccion es un fenémeno inherente al ser vivo que
requiere de la integridad anatomica y funcional de todas las
estructuras encargadas de la formacion y encuentro de los
gametos. Por el contrario, la esterilidad es el término genérico
con el que nos referimos a los problemas que merman la
fertilidad humana y que, en sentido estricto, se considera como
enfermedad.

La esterilidad puede ser de causa masculina, femenina o,
mas frecuentemente, mixta. En casi un 30% de los casos se
encuentran dos o mas causas de esterilidad, pero también en
15-30% no se encuentra ninguna causa de esterilidad
(esterilidad sin causa aparente). La participacion de cada factor
implicado en la reproduccion es variable, a veces por la
dificultad en su diagndstico.

Desde la perspectiva de la Biologia, es inestimable su
aportacion en el estudio de la fertilidad humana y el de su
implicacién en los tratamientos para la esterilidad. De hecho, las
técnicas de reproduccién asistida (TRA) no podrian
contemplarse sin la compenetracion entre la Biologia y la
Medicina, siendo especialmente Gtil cuando se utilizan medidas
diagndsticas o terapéuticas para el manejo de los gametos, ya

sean ovocitos o espermatozoides.



Maria Isabel Galan Lazaro

1.1. ESTUDIO DE LA CALIDAD OVOCITARIA.

Un ovocito en Metafase Il (MIl) de buena calidad es el que
presenta una serie de caracteristica bien definidas:

El ovocito maduro mide alrededor de 110-115 pum de
didmetro y esta delimitado por una membrana plasmatica, que
rodea al citoplasma, organulos, nucleo y demas estructuras.

El citoplasma no debe presentar agrupaciones de organulos
en el centro del ovocito, lo cual es una alteracién frecuente que
se observa en el microscopio Optico como una masa individual y
oscura con excesivo contenido de granulos, generalmente en la
porcion media del ovocito. (Kahraman, S. et al.. 2000; Meriano, J.S.
et al. 2001; Van Blerkom, J. et al. 1992). Asi mismo se considera
una alteracion citoplasmatica la vesicularizacion de la totalidad
del citoplasma (Meriano, J.S. et al. 2004; Van Blerkom, J. et al.
1992), la agregacion de reticulo endoplasmatico liso, un tipo de
inclusion citoplasmatica eliptica y del tamafio de un pronucleo,
resultado de una acumulacion masiva de saculos del reticulo
endoplasmatico (Otsuki, J. et al. 2004), la excesiva presencia de
vacuolas, inclusiones citoplasmaticas rodeadas de membrana y
llenas de fluido (Otsuki, J. et al. 2004; Van Blerkom, J. 1990), y la
presencia de inclusiones citoplasmaticas, consideradas
pequefas zonas de necrosis compuestas de lipidos y granulos
densos que pueden agruparse o quedarse dispersos (Serhal,
P.F. etal. 1997; Suzuki, K. y et al. 2004).

Alrededor de la membrana plasmatica encontramos la zona
pelicida, una gruesa capa extracelular de naturaleza
glucoproteica de entre 15-20 um. Una zona pelldcida, de

conformacién normal, pasa por diversas apariencias y grosores
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a lo largo de su desarrollo. Las anomalias mas comunes son
aquellas que transforman la zona pellcida, con alteraciones de
su forma circular y la formacion de abultamientos y septos
(Sauerbrun-Cutler, M.T. et al. 2015).

Entre la zona pellcida y la membrana plasméatica aparece
un espacio denominado espacio perivitelino, que debe aparecer
con un grosor homogéneo y libre de exudados. La presencia de
granulacién en el espacio perivitelino esta relacionada con un
deterioro de la zona pellcida interna. Una gran cantidad puede
suponer un descenso importante en la fecundidad (Veeck, L.L.
1999), aunque otros estudios no han confirmado esta afirmacion.

La presencia de estos detritus puede ser signo de una
“sobredosis” de las gonadotropinas utilizadas en las
estimulaciones. Aunque su presencia no parece alterar la
calidad embrionaria, fecundacion, tasas de division o embarazo
(Hassan-Ali, H. et al. 1998). Por tanto, este fendmeno podria estar
relacionado con la maduracion fisiologica del ovocito (Balaban, B.
et al. 2006).

Asi mismo, un espacio perivitelino aumentado, caracteristica
claramente visible y que se observa como un espacio muy
dilatado entre el citoplasma y la zona pelucida, es una
caracteristica asociada a una baja CO (Xia, P. 1997).

El conjunto formado por el ovocito, el espacio perivitelino y
la zona pelldcida miden, aproximadamente, unas 150 um (Ver
Figura 1). En el espacio perivitelino es donde se encuentra el
primer corpusculo polar, en el ovocito maduro.

La morfologia del primer corpusculo polar varia dependiendo

de la duracion del cultivo del ovocito in vitro antes de ser
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fecundado (Balaban, B. et al. 1998). De hecho, se ha detectado
una correlacién positiva entre el porcentaje de fragmentacion y
el tiempo trascurrido en la denudacion y la ICSI (Ciotti, P.M. et al.
2004); asi como también un incremento de la fragmentacion del
corpusculo polar a lo largo del tiempo (Verlinsky, Y. et all. 2003).
Algunos autores han sugerido que la morfologia del corpusculo
polar esta relacionada con las tasas de embarazo e implantacion
(Ebner, T. et al. 1999, 2000, 2002).

La variacion del tamafio del corpusculo polar también es
determinante en la calidad, pues esta relacionada con la
posicion del huso meidtico en la periferia del ovocito. Ovocitos
con un corpusculo polar anormalmente pequefio o grande tienen
mas probabilidad de albergar diferentes alteraciones
cromosémicas en comparacion con los ovocitos con el
corpusculo polar de un tamafio normal (Veeck, L.L. 1999).

Los ovocitos recuperados tras una puncion folicular estan
rodeados de células de la granulosa que formaban parte del
Cumulus Oophorus. Estas células son imprescindibles para la
reanudacion de la meiosis. La capa mas interna constituye la
corona radiata.

El cumulo ovigero sirve igualmente como indicador del
estado de maduracion del ovocito, en base al grado de
disgregacion/compactacion de sus células y de las células de la
corona radiata. Un ovocito en Metafase Il (MIl) va a tener las
células del cumulo disgregadas y luteinizadas; mientras que en
un ovocito en Metafase | (Ml), las células del cimulo van a estar

mas compactadas (Veeck, L.L. 1988).
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El grado de madurez del complejo ha sido utilizado como
indicador de la madurez ovocitaria, aunque la sincronia entre
ambos es cuestionable, sobre todo en ciclos estimulados
(Hartshorne, G. et al. 1999; Tarin, J.J. et al. 1992). Esto puede ser
debido a diferencias de sensibilidad de las células del complejo
cumulo-corona y del nacleo ovocitario, a la maduracién inducida
(Balaban, B. et al. 2006).

Los ovocitos sufren un proceso de maduracién en el que
manifiestan unos cambios morfologicos a nivel citoplasmatico y
nuclear. La calidad ovocitaria (CO) depende en gran medida de
la influencia genémica (ADN nuclear y mitocondrial), pero
también del microambiente folicular preovulatorio (Albertini et al.,
2003).

Figura 1: Ovocito maduro con una morfologia normal. Imagen cedida por la clinica MAR&Gen.

Se han descrito diferentes anomalias morfolégicas en los

ovocitos que darian un prondstico aproximado para las TRA:
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e Primer corpusculo polar.

La presencia de un corpusculo polar dismorfico, aunque no
afecte a la tasa de fecundacion, si afecta al posterior desarrollo
del embrién, asi como a la tasa de embarazo (Xia, 1997; Ebner et
al, 2003a; Ebner et al, 2003b). Sin embargo, no existe un acuerdo
entre los autores respecto a que el tamafio irregular o la
fragmentacion del primer corpusculo polar estén relacionados
con la subsecuente calidad embrionaria, desarrollo a blastocisto,
tasas de implantacion o aneuploidias; para algunos autores no
hay relacion (Verlisnky et al., 2003; Ciotti et al., 2004; De Santis et

al., 2005; Ten et al., 2007), mientras que para otros si que parece
influir (Ebner et al., 1999, 2000, 2002; Rienzi et al., 2008; Navarro et
al., 2009; ASEBIR, 2015).(Figura 2).

Figura 2: Diferentes dismorfismos del primer corplsculo polar. (A) Grande; (B) Pequefio;
(C) Fragmentado. Imégenes A y C cedidas por la clinica MAR&gen. Imagen B procedente de
ASEBIR, 2015.
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e Zona pelucida.

La existencia de una zona pellucida gruesa, fina, irregular o
con diferente densidad, afecta a la tasa de ovocitos que no
contintan su desarrollo tras la ICSI (Ebner et al., 2003a; Ebner et
al., 2003b). (Figura 3).

Figura 3: (A) Zona peltucida gruesa (>20pm). (B) Zona pelGcida no circular. Imagen
procedente de ASEBIR, 2015.

e Citoplasma

Se ha observado que la presencia de anomalias del
citoplasma tales como granulaciones, inclusiones, cuerpos
refringentes, vacuolas, etc., disminuyen la tasa de embarazo
(Serhal et al., 1997; Xia, 1997; Meriano et al., 2001). Otros autores
consideran que estas anomalias son un factor pronéstico pobre.

No obstante, se ha demostrado una relacion directa entre las
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anomalias citoplasmaticas y el nimero de aneuploidias (Serhal
et al., 1997; Kahraman et al., 2000).

Se llaman inclusiones citoplasméticas aquellas particulas
gue se detectan a microscopia Optica, y aparecen como
pequefios puntitos o manchas en el citoplasma, y que serian
pequefas areas de necrosis, formadas por cuerpos refringentes
de 10pum de didmetro aproximadamente (ASEBIR, 2015). Estan
compuestas de lipidos y granulos densos que pueden agruparse
0 encontrarse aislados (Serhal et al., 1997; Suzuki et al., 2004;
Otsuki et al.,, 2007; ASEBIR, 2015), y por cuerpos picnéticos no
refringentes, que aparecen normalmente en forma de herradura
(Meriano et al., 2001) (Figura 4).

Figura 4: Presencia de inclusiones citoplasmaticas: (A) Cuerpo picnético (CP); (B)

Cuerpo necroético (CN) y cuerpos refringentes (I). Imagen procedente de ASEBIR,
2015.
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La influencia de las inclusiones no esta del todo clara. Para
algunos autores, estas no parecen afectar a la fecundacion, ni a
la calidad embrionaria, ni a la implantacion (Balaban et al., 1998;
ASEBIR, 2015), mientras que para otros si que afectan
negativamente a la fecundacioén y al desarrollo de los embriones
hasta la fase de blastocisto (Otsuki et al., 2007; Rienzi et al., 2008;
ASEBIR, 2015).

1.2. EFECTO DEL ESTRES OXIDATIVO EN LA CALIDAD DE
LOS GAMETOS.

En Biologia se habla de estrés oxidativo (EO) cuando se
produce un disbalance entre la produccion de radicales libres
derivados del oxigeno (ROS, reactive oxigen species) y la
accion correctora de los antioxidantes presentes en los tejidos y
sus secreciones. Los ROS son productos generados en el
metabolismo del oxigeno y se caracterizan por presentar un
electron libre que les imprime su poder reactivo. Por su potencia
reactiva destacan el radical hidroxilo (OH-), el peroxido de
hidrogeno (H202) y el anion superoxido (O2-). Es obvio que el
oxigeno, e incluso sus ROS en niveles bajos, son necesarios
para las funciones celulares basicas, sin embargo, un exceso de
produccion de ROS supone un aumento en la disponibilidad de
los radicales libres, lo que provoca una reaccion en cadena
dafando a todas las moléculas celulares, y, comoquiera que la
presencia normal de ROS en la célula debe mantenerse durante
brevisimos instantes de tiempo a dosis minima, su efecto dafino
tiene una relacion directamente proporcional a la dosis y al

tiempo de exposicion.
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En las dUltimas décadas, la Medicina Reproductiva ha
avanzado de forma considerable en el conocimiento de la
fisiologia y la fisiopatologia ovocitaria, descubriendo otras
causas de esterilidad, entre ellas el estrés oxidativo.

Aunque se necesita precisar como se diagnostica y cual es
el limite que marca lo an6malo, se proyectan interesantes
perspectivas de tratamiento en forma de antioxidantes que

pudieran hacer reversibles algunas de estas alteraciones.

1.3. EL ENVEJECIMIENTO OVARICO.

La importancia de los problemas relacionados con el
envejecimiento ovarico ha aumentado progresivamente durante
las ultimas décadas desde que, cada vez mas mujeres de todos
los paises desarrollados optan por posponer la maternidad a
edades mas avanzadas (Dviri, M. et al. 2020).

Esta tendencia se asocia con una tasa creciente de
aneuploidias en los ovocitos, lo que provoca anomalias
cromosémicas en los embriones, tanto de la concepcion natural,
como de la fertilizacién in vitro convencional (FIV) o la inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) (Franasiak, J.M. et
al. 2014; Demko, Z.P. et al. 2016).

Por otro lado, no se ha encontrado asociacion entre la edad
masculina avanzada y las tasas de aneuploidia en embriones
derivados de intentos de FIV / ICSI utilizando ovocitos de
donantes jévenes (Dviri, M. et al. 2020).

Conocer los mecanismos moleculares basicos del
envejecimiento ovarico es absolutamente necesario para

mejorar los protocolos de diagndstico y tratamiento para mujeres

10



El uso de tratamientos suplementarios para mejorar la calidad ovocitaria de las mujeres

sometidas a técnicas de reproduccion asistida.

que acuden a nuestras consultas para someterse a una TRA. El
envejecimiento ovarico tiene una base genética que condiciona
su actividad a través de una gran cantidad de vias de
sefializacion celular que controlan las funciones de los distintos
tipos de células en el ovario. Hay varios factores que pueden
influir en estas vias para reducir su eficiencia. El estrés
oxidativo, a menudo relacionado con la disfuncion mitocondrial,
gue conduce a la apoptosis de las células ovaricas, puede estar
detrds del origen de circulos viciosos en los que la causa
principal retroalimenta otras anomalias, lo que da como
resultado una disminucion general de la actividad ovarica y de la
calidad y cantidad de los ovocitos.

El correcto diagnodstico de los mecanismos moleculares
implicados en el envejecimiento ovarico puede servir para
disefiar estrategias de tratamiento que puedan ralentizar el
deterioro ovarico y aumentar la cantidad y calidad de ovocitos
recuperados en una TRA. Las opciones de tratamiento
disponibles incluyen el uso de antioxidantes como la melatonina,
la hormona de crecimiento o las terapias mitocondriales. Todos
estos tratamientos deben considerarse en el contexto de la
historia clinica de cada paciente, y se deben elaborar protocolos

personalizados.

1.4. MECANISMOS IMPLICADOS EN EL ENVEJECIMIENTO
OVARICO.

Los mecanismos implicados en el envejecimiento ovarico no

se comprenden completamente y parecen ser multifactoriales.

Igualmente, se necesita un mejor conocimiento de los factores y

11
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mecanismos que causan la insuficiencia ovarica prematura
(IOP) o la disminucién de la reserva ovarica para optimizar las
pruebas de diagndstico y ajustar las opciones de tratamiento a
fin de reflejar la condicion individual de cada mujer. En este
capitulo pretendemos resumir los diferentes factores que causan
el deterioro ovarico con el objetivo de elaborar un régimen de
diagnéstico y tratamiento personalizado.

Tanto la edad de la menopausia como la de la IOP tienen un
importante componente genético (Rossetti, R. et al. 2017; Ma,L. et
al. 2020). Sin embargo, no todos los fallos ovaricos son primarios
y pueden influir diferentes patologias asociadas. Algunos de
ellos parecen estar relacionados con vias de reparacion del ADN

defectuosas (Turan, V, et al. 2020).

1.4.1. Con base genética.

Los factores genéticos pueden influir en la funcion ovarica de
forma selectiva o0 como parte de la sintomatologia de trastornos

implicados en otras patologias.
a). Insuficiencia ovarica prematura.

La IOP es la causa mas frecuente de menopausia precoz,
gue ocurre en aproximadamente el 10% de las mujeres antes de
los 45 afios y en el 1-2% antes de los 40 afios (Rossetti, R. et al.
2017), mientras que el deterioro de la fertiidad comienza
alrededor de 20 afios antes de la menopausia (te Velde, E.R. et
al. 2002). Las anomalias estructurales del cromosoma X y las
translocaciones del autosoma X pueden estar en el origen de
algunos casos de IOP (Turan, V, et al. 2020). En cuanto a las

perturbaciones de un solo gen, se ha sugerido que varios genes

12
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estan implicados en el IOP (Tabla 1), algunos de ellos ubicados
en el cromosoma X y otros en los autosomas (Rossetti, R. et al.
2017; Qin, Y. et al. 2015; Wang, S. et al. 2020).

Tabla 1: Resumen de los principales genes nucleares con un papel conocido en la proteccién de

los ovarios contra el envejecimiento.

Gen Localizacién Funcién
WNT4 1p36.23-p35.1 Determinacion y diferenciacion del sexo femenino
FIGLA 2p13.3 Formacion de zona peltcida y foliculo primordial
NOBOX 7q35 Transicién de foliculo primordial a foliculo en
crecimiento
FOXO3 6021 Transicion de foliculo primordial a foliculo en
crecimiento
PTEN 10923.3 Transicion de foliculo primordial a foliculo en
crecimiento
FSHR 2p21-pl6 Fase hormone-dependiente del crecimiento folicular
GPR3 1p36.1-p35 Mantenimiento meiosis hasta el pico de LH
MSH4 1p31 Reparacion de AND durante la recombinacion
genética
MSH5 6p21.3 DNA mismatch repair during meiotic recombination
PGRMC Xq22-q24 Apoptosis de células del ovario
1
FOXO1 13g14.1 Funcion células de la granulosa
DMC1 22q13.1 Reparacion de AND durante la division meiética

1. Consulte el texto principal para conocer el nombre completo de cada gen. La revision
completa de los genes se puede encontrar en las referencias (Rossetti, R. et al. 2017; Qin, Y. et
al. 2015; Wang, S. et al. 2020).

Sin embargo, se sospecha, mas que se confirma, la
implicacion de algunos de estos genes. Aquellos con la
evidencia mas sélida para desempefar un papel en el IOP se
muestran en la Tabla 1.

Se sabe que la mayoria de estos genes estan relacionados

de alguna manera con la ovogénesis durante sus diferentes
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fases, desde el periodo fetal a lo largo de la vida postnatal hasta
las fases finales de maduracion meibtica, y para regular eventos
esenciales en la ovogénesis humana (Rossetti, R. et al. 2017; Ma,
L. et al. 2020). Estos incluyen la determinacion y diferenciacion
del sexo femenino (WNT4), la formacion de foliculos
primordiales y la expresion coordinada de genes de zona
pelucida (FIGLA), la transicion de foliculos primordiales a
foliculos en crecimiento (NOBOX, FOXO03, PTEN), la fase
hormono dependiente del foliculo folicular, crecimiento (FSHR),
el mantenimiento de la detencion meidtica en los foliculos
antrales, hasta el aumento repentino de la hormona luteinizante
(LH) (GPR3), la reparacion del desajuste del ADN durante la
recombinaciéon meiotica (MSH4, MSH5), la apoptosis de las
células ovéaricas (PGRMC1), la funcion de la granulosa
(FOXO01), y la reparacion del dafio del ADN que surge de
divisiones meioticas defectuosas (DMC1) (Rossetti, R. et al. 2017;
Turan, V. et al. 2020; Qin, Y. et al. 2015; Wang, S. et al. 2020) (Tabla
1).

Sin embargo, la incidencia de anomalias en algunos de
estos genes entre las mujeres que sufren de IOP es
extremadamente baja, y las perturbaciones de otros genes estan
relacionadas principalmente con grupos étnicos especificos (Jin,
M. et al. 2012).

Por tanto, soOlo algunos de estos genes, como la
premutacion de FMR1, BMP15, GDF9 y FSHR, se han
incorporado como biomarcadores de diagnéstico (Ma, L. et al.
2020; Fortuiio, C. et al. 2014; Luoma, P. 2004). Se necesita mas

14



El uso de tratamientos suplementarios para mejorar la calidad ovocitaria de las mujeres

sometidas a técnicas de reproduccion asistida.

investigacion para utilizar mas genes como herramientas de
diagnéstico de rutina.
b). IOP debida a trastornos mendelianos implicados
en otras patologias distintas del IOP no sindromico.
Trastornos mendelianos pleiotrépicos, incluidos los fragiles,
Sindrome X: retraso mental familiar 1 (FMR1); (Xg27.3),
sindrome de blefarofimosis-ptosis-epicanto (BPES): caja de
horquilla L2 (FOXL2) (3923); galactosemia: galactosa-1-fosfato
uridil transferasa (GALT) (9p13); sindrome de glucoproteina
deficiente en carbohidratos tipo 1: fosfomanomutasa 2 (PMM2)
(16p13), puede manifestar IOP como parte de su espectro
fenotipico (Rossetti, R. et al. 2017). Hay algunos otros trastornos
mendelianos pleiotropicos que se sospecha que causan IOP,

pero aun falta una confirmacion definitiva de esta asociacion.

c) Mutaciones genéticas que afectan la funcion
mitocondrial.

Los genes que gobiernan las funciones mitocondriales
pueden estar ubicados en el nucleo o en las propias
mitocondrias. En la actualidad se conocen muchos genes
nucleares diferentes que afectan la funciébn mitocondrial y, segun
la experiencia actual, la mayoria de las mutaciones genéticas
gue afectan la funcion mitocondrial son nucleares, como se
revisa en (Rossetti, R. et al. 2017). Tanto las mitocondrias de los
ovocitos como las de las células ovéaricas son importantes para
la correcta foliculogénesis y maduracién de los ovocitos (Pierce,
S.B. et al. 2013; May-Panloup, P. et al. 2016). En cuanto al riesgo

de deleciones del ADN mitocondrial, se ha observado que se

15



Maria Isabel Galan Lazaro

afecta por la estructura secundaria global del genoma
mitocondrial (Mikhailova, A.A. et al. 2020).

1.4.2. Vias de sefalizacién celular.

Las principales vias de sefializacion celular implicadas en la
reduccion fisiolégica de la funcion ovérica (relacionada con la
edad) y la IOP son las implicadas en la proteccion celular contra
el estrés oxidativo.

Un estudio reciente que utilizd analisis transcriptomico de
células individuales de ovarios de primates no humanos, jovenes
y ancianos, identificé siete tipos de células ovaricas con firmas
de expresion geénica distintas, incluidos ovocitos y seis células
somaticas diferentes, e identifico la alteracion de la sefializacion
antioxidante especifica para ovocitos y células de la granulosa
en estadio temprano (Wang, S. et al. 2020). El analisis adicional
de los cambios transcripcionales asociados al envejecimiento
especificos del tipo de célula reveld alteraciones relacionadas
con la edad de la sefializacion antioxidante especificas de los
ovocitos y las células de la granulosa en etapa temprana (Wang,
S. et al. 2020).

Los autores han completado sus observaciones en primates
no humanos con las de células de la granulosa humana
obtenidas de muestras de liquido folicular aspiradas de
pacientes sometidos a un intento de FIV.

De acuerdo con los resultados en monos, las células de la
granulosa humana exhibieron una regulacibn a la baja,
relacionada con la edad, de la transcripcion de tres genes

involucrados en las vias antioxidantes, IDH1, PRDX4 vy

16



El uso de tratamientos suplementarios para mejorar la calidad ovocitaria de las mujeres

sometidas a técnicas de reproduccion asistida.

NDUFB10, y este fendbmeno se acompafio de un aumento en las
especies reactivas de oxigeno y apoptosis en células de la
granulosa (Pizarro, B.M. et al. 2020), indicativas de dafio oxidativo
como factor crucial en el deterioro funcional ovérico.

Al igual que en los primates, previamente se observd en
ratones un aumento del dafio oxidativo relacionado con la edad
y una disminucion de la expresion de genes antioxidantes (Lim,
J. etal. 2011).

Se informé que el dafio oxidativo de las células de la
granulosa de raton afecta el suministro de ATP y a la expresion
del gen mitocondrial, que son necesarios no solo para la
proliferacion sino también para la diferenciacion de las células
de la granulosa durante el desarrollo folicular (Pierce, S.B. et al.
2013).

Ademas, la inestabilidad del ADN mitocondrial (ADNmt)
relacionada con el envejecimiento también conduce a una
acumulacién de mutaciones del ADNmt en el ovocito, lo que
conduce al deterioro de la CO en términos de competencia y al
riesgo de transmision de anomalias mitocondriales a la
descendencia (Lim, J. et al. 2011).

Como se menciond anteriormente, el riesgo de dafio del
ADNmt también esta condicionado por factores epigenéticos,
especialmente la estructura secundaria global del genoma
mitocondrial. Ciertos patrones de la estructura secundaria global
de la cadena pesada monocatenaria humana de ADNmt hacen
gue la molécula de ADN sea mas propensa a las deleciones que
otras (Mikhailova, A.A. et al. 2020).
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El dafio mitocondrial conduce a la activacion de vias
apoptoticas en las células de la granulosa, lo que a su vez
disminuye la expresion de aromatasa, necesaria para la
transformacion de los andrégenos en estroégenos, y que conduce
a una mayor prevalencia de andrégenos sobre los estrégenos
dentro de los foliculos (Pizarro, B.M. et al. 2020).

Los andrdégenos y los estrogenos presentes en el liquido
folicular ejercen efectos no gendmicos rapidos sobre Ia
maduracion de los ovocitos humanos, afectando la maduracion
citoplasmatica de los ovocitos y el potencial de desarrollo
posfertilizacion en lugar de la finalizacion de la meiosis (Tesarik,
J. et al. 1995). Esto puede explicar por qué las alteraciones
prematuras o relacionadas con la edad de las vias antioxidantes
reducen la CO, incluso en los casos en los que el nimero de
ovocitos maduros recuperados para la FIV no se ve afectado.

Nuevos datos sugieren que el IOP puede ser de origen
poligénico y que existe una superposicion entre los
antecedentes genéticos de las reservas ovaricas disminuidas y
el IOP (Tang, R. et al. 2020).

La secuenciacion del exoma completo y el analisis
bioinformatico pueden convertirse en una herramienta clinica util
para el diagndstico etioldgico y la prediccion del riesgo para las
mujeres afectadas en el futuro (Tang, R. et al. 2020).

Ademés, se debe considerar la hibridacion gendmica
comparativa de matrices o paneles de secuenciacion especificos
de proxima generacion para identificar deleciones /
duplicaciones cromosOmicas bajo resolucion de cariotipo u otras

variantes patogénicas en genes especificos asociados con IOP.
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Esto es particularmente importante en pacientes con familiares
de primer o segundo grado también afectados por IOP,
mejorando su asesoramiento genético y reproductivo (Barros, F.
et al. 2020).

Ademas, incluso con los mismos antecedentes genéticos,
con el uso de enfoques bioldgicos de multiples sistemas para
comparar las etapas de desarrollo en el embrion humano
temprano, con los datos de transcripcion de una sola célula de
blastdmeros, se demostré que los blastbmeros considerados
totipotentes no eran transcripcionalmente equivalentes (Smith,
H.L. et al. 2019).

1.5. MANEJO CLINICO DEL ENVEJECIMIENTO OVARICO.

1.5.1. DIAGNOSTICO DEL ENVEJECIMIENTO
OVARICO.

La edad de una mujer es el predictor basico del grado de
envejecimiento ovarico. Sin embargo, el envejecimiento ovarico
puede desarrollarse prematuramente y se necesitan métodos de
diagndstico especificos para detectar esta afeccion.

Hay dos tipos de manifestaciones del envejecimiento ovarico
con respecto a la capacidad ovérica para producir ovocitos: una
cuantitativa y otra cualitativa. Para detectar el primero, se utiliza
una combinacion de recuento de foliculos antrales (RFA)
determinada por ecografia vaginal al comienzo del ciclo
menstrual, y la determinacién de la concentracion sérica de

hormona antimulleriana (AMH), que se puede realizar en
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cualquier momento durante se el ciclo menstrual (Fleming, R. et
al. 2015).

Por el contrario, la CO no esté necesariamente relacionada
con el RFA y la AMH sérica. La descomposicion prematura de la
CO se relaciona principalmente con una produccion de
crecimiento baja para la hormona de crecimiento (GH) (Yovich,
J.L. et al. 2019). Debido al patrén pulsétil de secrecién de GH, se
sugirio el factor de crecimiento similar a la insulina-1 (IGF-1),
qgue refleja el patron de secrecibn de GH, pero con una
pulsatiidad menos pronunciada, para identificar a pacientes
jovenes con un deterioro prematuro de la CO que podrian
beneficiarse del tratamiento con GH durante la estimulacion
ovarica (Tesarik, J, et al. 2020).

Los datos presentados muestran que la edad 'GH / IGF-1"'
puede ser mas de 20 afios mayor que la edad cronoldgica en
algunas mujeres jovenes, y fue este grupo de pacientes el que
parecid tener mas probabilidades de beneficiarse de la
administracion de GH durante la estimulacién ovarica, aunque
los autores sugirieron que se necesitaban estudios prospectivos
mas amplios para confirmar esta suposicion (Tesarik, J, et al.
2020).

Hay solo unas pocas pistas para detectar el envejecimiento
ovarico prematuro ademas de los criterios anteriores y se
justifica mas investigacion para detectar mas marcadores
moleculares que podrian guiar al médico a proponer el mejor

régimen de tratamiento.
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1.5.2. PROPUESTAS DE TRATAMIENTO PARA EL
ENVEJECIMIENTO OVARICO.

Dado que el estrés oxidativo es el principal factor implicado
en el envejecimiento ovarico, se puede suponer que los agentes
que reducen el dafio oxidativo representan la eleccion de
primera linea. Estos agentes pueden ser antioxidantes directos o
moléculas que afectan las vias de sefializacién celular
involucradas en la defensa antioxidante de las células ovéricas
(Tabla 2). Algunas moléculas combinan las dos actividades

anteriores.

Tabla 2: Agentes que se pueden utilizar para tratar las consecuencias del envejecimiento ovarico

fisiolégico o prematuro.

Agente Admon. Mec. de accién Ref.

Activa vias de sefializacion cel. contra EO.

GH Subcut Posible activacién de reparacion de ADN (1]

Antioxidante directo
Melatonina Oral Antioxidante indirecto (modulador de via de [2]
sefializacion)
Anti-inflammatorio
Immunomodulador

Coenz Q10 Oral Antioxidante directo [3]
Vitamina C Oral Antioxidante directo [4]
Vitamina E Oral Antioxidante directo [4]
Acido Fol. Oral Antioxidante directo [4]

1. (Tesarik, J. et al. 2005; Li, X.L. et al. 2017; Hart, R.J. et al. 2019; Tesarik, J. et al. 2020;
Gong, Y. et al. 2020; Mancini, A. et al. 2018; Tesarik, J. et al.2020).

2. (Tesarik, J. et al. 2018; Mosher, A.A. et al. 2019; Tesarik, J. 2020; Tamira, H. et al.
2020).
(Budani, M.C. et al. 2020; Gat, I. et al. 2016; Xu, Y. et al. 2018).

4. (Agarwal, A. et al. 2014).
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i. Hormona del Crecimiento.

La administracion de GH durante la estimulacion ovarica fue
el primer tratamiento que demostré ser beneficioso en mujeres
mayores. Un ensayo controlado aleatorio, realizado por nuestro
equipo en 100 mujeres de méas de 40 afios sometidas a TRA y
aleatorizadas entre un grupo de tratamiento con GH y un grupo
de placebo, mostré6 tasas de partos y nacidos vivos
significativamente més altas en el brazo de GH en comparacion
con el brazo de placebo (Tesarik, J. et al. 2005).

Estudios posteriores confirmaron estos hallazgos vy
extendieron el uso del tratamiento con GH también a mujeres
mas jovenes con IOP (Li, X.L. et al. 2017; Hart, R.J. et al. 2019;
Tesarik, J. et al. 2020; Gong, Y. et al. 2020; Mancini, A. et al. 2018).

Este efecto de la GH se debe, al menos en parte, al alivio del
estrés oxidativo en el ovario, un efecto descrito previamente en
algunos otros organos (Tesarik, J. et al. 2020). Aungue no es un
antioxidante directo, la GH interviene en las vias de sefalizacion
celular implicadas en la defensa celular contra el estrés oxidativo
(Hart, R.J. et al. 2019), y la deficiencia de GH adulta provoca una
reactividad inadecuada de las células frente a la produccion de
radicales (Tesarik, J. et al. 2020).

Esto puede explicar por qué la deficiencia de GH contribuye
al deterioro de los ovarios, incluso en los casos en que se debe
principalmente a otras causas.

Por lo tanto, la GH se puede utilizar como tratamiento
adyuvante durante la estimulacion en mujeres con deterioro
ovéarico relacionado con la edad y con IOP. Esta conclusién se

extrajo de los resultados de 13 articulos de un tema de
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investigacion especial sobre el papel de la GH en la
reproduccion, editado por Jan Tesarik, John Yovich e Yves
Menezo, y publicado en Frontiers in Endocrinology, revisado en
Tesarik et al. en 2021.

ii. Melatonina.

La melatonina es el ejemplo por excelencia de una molécula
gue actia como antioxidante directo y modulador sistemas
protectores de las células frente al estrés oxidativo.

Introducido por primera vez en la medicina reproductiva para
tratar la infertilidad causada por endometriosis y adenomiosis
(Tesarik, J. et al. 2018; Mosher, A.A. et al. 2019), ha demostrado su
utilidad en muchas mas indicaciones, incluida la proteccion
frente al COVID-19 (Tesarik, J. 2020).

Desde entonces, han surgido nuevos datos que muestran las
posibilidades de la melatonina para prevenir el envejecimiento
ovarico (Tamura, H. et al. 2020).

Aunque el mecanismo subyacente al efecto
antienvejecimiento de la melatonina en el ovario humano aun
debe explicarse completamente, la administracion de
melatonina, que carece de efectos secundarios graves y
proporciona beneficios adicionales a los pacientes tratados con
ella (Tamura, H. et al. 2020), esta claramente indicada en mujeres

con reduccién de la reserva folicular o I0P.
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iii. Inositol.

El inositol es un compuesto orgéanico de la familia de las
vitaminas B, tan necesario para el embarazo como el acido
folico (también una vitamina B) o la vitamina D. Forma parte de
las membranas celulares y presenta varias formas (isGmeros)
entre las que destacamos dos, el mio-inositol y el D-chiro-
inositol, por su importancia en la salud general y reproductiva
(Genazzani, A.D. 2016).

El inositol se encuentra en la naturaleza en las semillas del
trigo, los citricos, las nueces y las legumbres, pero quienes
pertenecemos a la especie humana tenemos escasas enzimas
en nuestro aparato digestivo que nos permitan su absorcion, por
lo que es metabolizado en su mayoria por las bacterias de la
microbiota intestinal. Tampoco se ha considerado como un
nutriente esencial en nuestra dieta, pero su consumo implica
ciertos beneficios para la salud, destacando su capacidad
hipoglucémica al retrasar la digestion y absorcion del almidon,
por lo que también disminuye las necesidades de insulina, pero
también su potencial para disminuir los lipidos o0 sus
propiedades antioxidantes, mediante las cuales previene del
desarrollo de canceres y de dafos celulares (Facchinetti, F. et al.
2015).

Todas estas acciones son beneficiosas para cualquier mujer
en edad fértil, maxime si padece de algun trastorno que impida
la ovulacién, como el sindrome del ovario poliquistico, un cuadro
médico responsable de la dificultad para el embarazo de
muchas mujeres, donde frecuentemente coexiste la esterilidad

con los problemas metabdlicos. De hecho, se ha sugerido que
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un déficit de inositol podria estar detras de algunos de estos
procesos que dificultan el embarazo (Mendoza, N. et al. 2017).

La relacion del inositol con el metabolismo de los hidratos de
carbono estda muy estudiada y disponemos de datos que
muestran que su déficit, principalmente del isbmero D-chiro-
inositol, es un posible factor de riesgo para el aumento de la
resistencia a la insulina, un proceso muy relacionado con la
diabetes, el sindrome del ovario poliquistico y la esterilidad
(Heimark, D. et al. 2014; Naderpoor, N. et al. 2015).

El otro isémero, el mio-inositol es la forma mas abundante
en el organismo y es precursor del D-chiro-inositol, en una
accion en la que también interviene la insulina. Se ha observado
gue esta conversion es diferente en cada o6rgano, y que en el
ovario se empeora cuando existen esas situaciones de mayor
resistencia a la insulina como es el sindrome del ovario
poliquistico (Facchinetti, F. et al. 2015).

Para las mujeres con trastornos de la ovulacion que se
someten a los tratamientos de fertiidad se han usado
estrategias que mejoran la sensibilidad a la insulina, como la
dieta o el consumo de metformina, un farmaco antidiabético. Sin
embargo, en demasiadas ocasiones la dieta es insuficiente y el
uso de metformina se acompafa de efectos secundarios que
obligan a su retirada. Por consiguiente, buscando alternativas
menos molestas que la metformina se ha estudiado el uso del
inositol en cualquiera de sus formas con los que se han
conseguido mejoras hormonales y metabdlicas. Si bien, la

administracién conjunta de los dos isomeros ha resultado ser
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mas eficaz que la acciébn separada de cada uno de ellos
(Piomboni, P. et al. 2014).

A nivel reproductivo, se han detectado los dos isomeros del
inositol en los foliculos ovéricos. Incluso intervienen en las
etapas biologicas que permiten la meiosis. El papel beneficioso
del inositol a nivel de la fertilidad femenina sefala, aparte de la
mayor sensibilidad a la insulina, también a su funcion
antioxidante (Chiu, T.T. et al. 2002).

iv. Otros antioxidantes.

Dado que el envejecimiento ovarico se debe principalmente
al estrés oxidativo, superpuesto a la estructura genética
existente, se puede suponer que cualquier agente antioxidante
mejora los resultados de la FIV en mujeres mayores y en
mujeres jovenes que padecen IOP (Budani, M.C. et al. 2020; Gat, .
etal. 2016; Xu, Y. et al. 2018).

Desafortunadamente, solo hay unos pocos estudios clinicos
gue pueden respaldar de manera concluyente este
razonamiento. La coenzima Q10 (CoQ10) es el antioxidante que
acumula mas evidencia a favor de su uso en el tratamiento de
mujeres con reservas ovaricas disminuidas (Budani, M.C. et al.
2020; Gat, I. et al. 2016), conclusién corroborada por un reciente
ensayo de control aleatorizado (Xu, Y. et al. 2018). Sin embargo,
aunque potencialmente menos eficaz, cualquier agente
antioxidante, como las vitaminas C y E, y el acido fdlico, puede

ser de ayuda (Agarwal, A. et al. 2014).
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v. Terapia mitocondrial.

El tema de la salud mitocondrial ha sido ampliamente
debatido con respecto al ovocito (Babayez, E. et al. 2015). No
obstante, los datos obtenidos de un estudio en un modelo
animal (raton) indican que las mitocondrias de las células de la
granulosa no son menos importantes para la correcta maduracin
del ovocito que las del propio ovocito (Hoque, S.A.M. et al. 2019).

Los agentes antioxidantes, como la melatonina, la coenzima
Q10 o las vitaminas C y E pueden mejorar esta condicion. Esto
puede explicar por qué el pretratamiento con antioxidantes
(coenzima Q10) mejora la respuesta ovarica a la estimulacion
con gonadotropinas y la calidad del embrion en mujeres jovenes
de bajo prondstico (Budani, M.C. et al. 2020; Gat, I. et al. 2016; Xu,
Y. et al. 2018).

Por otro lado, la acumulacion de mutaciones / deleciones del
ADNmM en el ovocito, ademas de poner en peligro el potencial de
desarrollo del ovocito, también puede comprometer la salud de
la descendencia (Tachibana, M. et al. 2018).

Se requiere una funcion mitocondrial Optima para la
maduracién de los ovocitos, la fertilizacion y el desarrollo
embrionario. La mejora de la funcion mitocondrial ya sea
mediante el uso de moléculas pequefias o procedimientos que
involucran transferencias mitocondriales, podria conducir a
mejores resultados de fertilidad. Ademas, los procedimientos de
reemplazo mitocondrial podrian abrir una nueva péagina en el
tratamiento de enfermedades mitocondriales.

La transferencia mitocondrial de un ovocito de un donante

sano al ovocito del paciente es una posible solucién, practicada
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desde finales de la década de 1990 (Tachibana, M. et al. 2018;
Cohen, J. et al. 1997; Cohen, J. et al. 1998; Tesarik, J. et al. 2000),
pero posteriormente prohibida en la mayoria de los paises.

Esta técnica se puede realizar de dos formas diferentes:
primero, mediante la inyecciébn de una pequefia cantidad de
citoplasma de ovocitos de un donante en los ovocitos del
paciente (Tachibana, M. et al. 2018; Cohen, J. et al. 1997; Cohen, J.
et al. 1998); en segundo lugar, transfiriendo los cromosomas en
metafase, asociados con el huso meiotico, de los ovocitos del
paciente a los ovocitos de donantes previamente enucleados
(Tesarik, J. et al. 2000).

Curiosamente, aunque la ultima técnica da como resultado
una proporcion mucho mayor de mitocondrias "sanas" en los
ovocitos reconstruidos en comparaciéon con la primera, la
eficacia de ambas técnicas parece similar; mas del 40% de los
nacidos vivos en mujeres jovenes con fallos de implantacion
previos, y se obtuvieron varias decenas de nacimientos con
ambos (Tesarik, J. et al. 2019; Marter, H.E. et al. 2019).

Debe destacarse, sin embargo, que la indicacion original
de ambas técnicas se centr6 en el fracaso recurrente del
desarrollo e implantacién del embrién en mujeres jovenes, mas
gue en la evitacion de la transmision de enfermedades
mitocondriales. Ademas de las mitocondrias, el ooplasma
también contiene otras moléculas importantes para el desarrollo
gue pueden ser deficientes en los ovocitos de los pacientes. Uno
de ellos es el ARNm materno almacenado, que es crucial para
guiar el desarrollo del embrién humano hasta la etapa de 4 a 8

células, cuando se pueden detectar los primeros signos de
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expresion del genoma embrionario (Tesarik, J. et al. 1986; Braude,
P. et al. 1988; Tesarik, J. et al. 1988; Tesarik, J. 1989).

Sin embargo, el ARNm materno almacenado también
participa en el control de etapas relativamente tardias del
desarrollo preimplantacional humano, después de la activacion
de la expresion génica embrionaria, cuando las dos fuentes de
ARNmM actian juntas para regular la diferenciacion de los dos
primeros tejidos embrionarios, la masa celular interna y el
trofectodermo (Tesarik, J. 1989).

Si bien todavia esta prohibida en los Estados Unidos, la
técnica de la terapia de reemplazo mitocondrial, que utiliza una
transferencia del complejo huso-cromosoma de los ovocitos del
paciente a los ovocitos enucleados de un donante, fue utilizada
con éxito por un equipo de una clinica estadounidense en
México, donde no hay ninguna restriccion legal con respecto a
esta técnica, para evitar la transmision de madre a hijo de una
enfermedad mitocondrial hereditaria, el sindrome de Leigh
(zhang, J. et al. 2017). Los autores eligieron la técnica de
transferencia nuclear descrita anteriormente, con ligeras
modificaciones (Tesarik, J. 2017), en lugar de la inyeccion
ooplasmatica.

Esta técnica se utiliza actualmente, en paises en los que
es legalmente posible, para su indicacion inicial: el fracaso
repetido del desarrollo embrionario en parejas jovenes con
parejas masculinas con espermatozoides normales, sin
limitaciones estrictas a las anomalias del ADN mitocondrial

detectadas previamente.
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vi. Protocolos de tratamiento personalizados.

Para poder decidir entre las diferentes opciones de
tratamiento, la eleccion de la terapia a utilizar debe hacerse en
base a un diagnostico completo tanto de la parte masculina
como femenina de cada pareja. La eleccion del tratamiento no
debe basarse simplemente en la causa principal de infertilidad,
sino que también deben tener en cuenta todos los posibles
factores secundarios contribuyentes.

Las directrices basicas para este enfoque se publicaron
con el nombre de “CARE” (mejora de la reproduccién asistida
personalizada) (Tesarik, J. 2017). En los pacientes con mal
prondstico, este enfoque individualizado parece ser mas eficaz
en comparacion con los protocolos estandar (Mendoza-Tesarik, R.
et al. 2018). Se necesitan mas estudios prospectivos para
confirmar definitivamente esta tesis.

Todos los datos disponibles llevan a la conclusion de que
el envejecimiento ovarico se debe principalmente al estrés
oxidativo. Si bien los factores externos que conducen al estrés
oxidativo pueden ser similares, el dafo producido depende de la
mujer debido a los mecanismos de defensa programados
genéticamente. Las deficiencias de estos mecanismos pueden
ser causadas por mutaciones / deleciones de genes tanto
nucleares como mitocondriales. Independientemente del
trasfondo genético (que es imposible de resolver en la
actualidad), las manifestaciones clinicas pueden aliviarse con
tratamientos que utilicen antioxidantes directos (p. €j., Vitaminas

C vy E, coenzima Q10), agentes que afectan la respuesta celular
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frente al estrés oxidativo (p. ej., hormona del crecimiento), o
aquellos que combinan ambas actividades (p, ej. melatonina).

Si ocurren mutaciones del ADN mitocondrial en el ovocito,
la terapia de reemplazo mitocondrial puede resolver el problema.
Independientemente de los resultados de las pruebas
diagnésticas individuales realizadas, se necesita una vision
sintética para proponer un plan terapéutico personalizado para

cada mujer que consulta por esterilidad.

1.6. Calidad espermaticay TRA. Infertilidad y expectativas
en laboratorio.

El seminograma es la prueba principal dentro del estudio
del factor masculino, que ofrece informacion basica sobre el
volumen seminal, la concentracion, la movilidad y la morfologia
espermatica (Cooper TG, Noonan E, von Eckardstein S, et al., 2010).

En cuanto al estudio de los factores de infertilidad
masculina, existe un consenso generalizado que reconoce la
disminucion de la fertilidad en pacientes con graves
alteraciones en la morfologia espermatica. Dicha anomalia
morfologica suele relacionarse con una elevada fragmentacion
en el ADN espermatico, en forma de roturas de cadena dobles
o simples. El tipo de fragmentacién de cadena sera el que
determinara el grado o modo de interferencia en el proceso

natural de reproduccion.

En Biologia se habla de estrés oxidativo (EO) cuando se
produce un disbalance entre la produccién de radicales libres

derivados del oxigeno (ROS, reactive oxigen species) y la
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accion correctora de los antioxidantes presentes en los tejidos y
sus secreciones. Los ROS son productos generados en el
metabolismo del oxigeno y se caracterizan por presentar un
electrén libre que les imprime su poder reactivo. Es obvio que el
oxigeno, e incluso sus ROS en niveles bajos, son necesarios
para las funciones celulares béasicas, sin embargo, un exceso de
produccién de ROS supone un aumento en la disponibilidad de
los radicales libres, lo que provoca una reaccién en cadena
dafando a todas las moléculas celulares, y comoquiera que la
presencia normal de ROS en la célula debe mantenerse durante
brevisimos instantes de tiempo a dosis minima, su efecto dafino
tiene una relacion directamente proporcional a la dosis y al

tiempo de exposicion.
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Il. HIPOTESIS Y OBJETIVOS.

2.1. HIPOTESIS.

Debido al incremento en la demanda de las TRA y a la
posibilidad de que la CO y la calidad espermatica (CE) pudiera
estar afectada por razones diferentes de la edad, planteamos un
proyecto en el que postulamos que el uso de tratamientos
suplementarios a la estimulacion ovarica convencional (por su
capacidad antioxidante o de mejoria de algunos parametros
biolégicos relacionados con la calidad de los gametos) puede
ofrecer beneficios en las mujeres y parejas que se van a

someter a aquellas.
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2.2. OBJETIVOS.

2.2.1. OBJETIVO PRINCIPAL.

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral serd valorar
si el uso de suplementos dietéticos, por su capacidad
antioxidante o de mejora de algunos parametros bioldgicos,
pueda incrementar la CO de las mujeres sometidas a TRA.

2.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Describir los marcadores biolégicos ovocitarios que
puedan emplearse en la clinica reproductiva para el
diagnostico de la CO y el pronéstico de las mujeres que

se sometan a TRA.

e Analizar si el uso de suplementos dietéticos en mujeres
menores de 35 afilos que se someten a TRA por

disfuncion ovulatoria, mejora la CO.

e Analizar si el uso de suplementos dietéticos o farmacos
con potencial de mejora de la CO en mujeres mayores de
35 afios mejora la CO y/o las variables de eficacia de las
TRA.

e Analizar si existen parametros de calidad espermatica

que pudieran mejorarse con el empleo de suplementos
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dietéticos o farmacos semejantes a los descritos en
mujeres para varones menores de 50 afios cuyas parejas

femeninas se sometan a TRA.

TAREAS

1. Definir un score de CO a partir de marcadores biolégicos
objetivos para su uso como diagndstico en una mujer que

se someta a ICSI.

2. Analizar la mejora de la CO con el score definido en la
Tarea 1 en mujeres jovenes (menores de 35 afios) que se
hayan sometido a ICSI por una disfuncidon ovulatoria y
hayan tomado antioxidantes durante su estimulacion

ovarica.

3. Analizar la mejora de la CO con el score definido en la
Tarea 1 en mujeres mayores de 35 afios que hayan
usado la hormona del crecimiento durante su

estimulacion ovarica.
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Ill. TAREA 1.

Definir un score de CO a partir de marcadores biologicos
objetivos para su uso como diagnostico en una mujer que se

someta a ICSI.

3.1. METODOLOGIA.

3.1.1. TRATAMIENTO DE LOS OVOCITOS TRAS LA
PUNCION FOLICULAR.

Todos los medios de cultivo utilizados en el proceso son
previamente equilibrados a 37°C y un 6% de CO2.

El equipamiento utilizado en el quiréfano consta de una
bomba de vacio (Labotect 4014) y un set de puncién (Labotect
ref. 13438) unido a la bomba. El procedimiento de puncion
folicular se realiza con ayuda de control ecografico, con un
equipo ecografico (Hitachi EUB 525) porque la intervencion se
realiza via vaginal y guiada por el mismo.

El equipamiento utilizado en laboratorio para la recogida
de los ovocitos esta formado por una cabina de flujo laminar con
superficie calefactada. (K- System, L-126D) y una lupa binocular
(Olympus SZX12). Todo el proceso se realiza sobre una
superficie calefactada a 37°C.

Una vez terminado el chequeo del contenido de todo el
liquido folicular, los ovocitos obtenidos se mantienen en medio
de equilibrio G-IVF (Vitrolife) , durante 2 6 3 horas, hasta el

momento de la denudacion.
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La denudacion es el proceso de retirada del cumulus
oophorus y la corona radiata (Tesarik, J., Mendoza, C., 2002) con
ayuda de hialuronidasa (Hyase, Vitrolife) diluida en medio
especifico (Gmops, Vitrolife). Este proceso es delicado y se
puede dar la fractura de la zona pelucida (FZP), lo que nos
indica una baja CO (Mendoza, C., Testart, J., 1986).

3.1.2. MICROINYECCION INTRACITOPLASMATICA
DEL ESPERMATOZOIDE.

La técnica utilizada de fecundacion en el laboratorio es la
microinyeccion intracitoplasmatica del espermatozoide o ICSI.
Es la TRA en la que se introduce un espermatozoide mediante
una técnica de micromanipulacién en cada uno de los ovocitos
de la paciente.

Para la captura de los espermatozoides con mejor
morfologia y movilidad, se utiliza el método Swim Up, que
permite  una rapida capacitacion de los  mejores
espermatozoides. Las muestras de esperma patoldgicas
requieren de otro tipo de técnicas de seleccidon, pero dichas
muestras no estan incluidas en este estudio.

La técnica ICSI se realiza, en nuestro laboratorio, con un
microscopio invertido (Olympus IX71), al que se acopla un
microinyector (Narishige, IM-9B). ElI microscopio tiene una
pletina calefactada (Tokai, MATS-U55R30) que debe
permanecer a 37°C durante todo el proceso. Las microagujas

usadas son ICSI MIC 35-30 para la microinyeccion del
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espermatozoide, y HOLDING SMP- SM - 30, (Humagen) para la
sujecion del ovocito.

Como soporte de la técnica se utiliza la parte superior de
una placa de Petri de 35 x 10 mm. En ella, se realizan varias
microgotas: dos de Polyvinylpirrolidona (PVP), que es una
sustancia viscosa que mantiene a los espermatozoides en un
estado menos movil; la primera es donde se coloca una
pequefia parte de la muestra de esperma capacitado y la
segunda se utilizara para “pisar” el flagelo del espermatozoide y
montarlo en la micropipeta para la inyeccion. Las demas gotas
seran de Gmops (Vitrolife), un medio especifico para el
mantenimiento de los ovocitos durante la inyeccion. La cantidad
de gotas variara dependiendo del nUmero de ovocitos a inyectar.

El conjunto de todas las gotas se cubre con aceite mineral
hasta el borde de la placa, para evitar la desecacion, y los
subsecuentes cambios en la concentracion de los medios. Una
vez se ha preparado la placa dispondremos en ella los ovocitos
y la colocaremos en el inyector.

Las agujas se colocan en el mismo plano donde estan los
ovocitos y los espermatozoides.

El espermatozoide se aspira en la pipeta de inyecciéon y
se pasa a una gota de PVP donde se deposita y se le “pisa” el
flagelo con la misma aguja con un movimiento rapido hacia los
lados.

Esta técnica de inmovilizacion del espermatozoide es
imprescindible para que haya una eficiente fertilizacion del
ovulo. La inmovilizacion provoca en el espermatozoide la rotura

de su membrana plasmatica y liberacibn de factores que
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inducen en el ovocito las oscilaciones de Ca?', es decir, la
activacion de este. Por otro lado, la inmovilizacion provoca
también una activacion citosolica en el espermatozoide que
permite la exposicion del centriolo proximal al ovocito para la
consecuente distribucion cromosoémica en el embrion.

En la gota del ovocito se introduce la pipeta de HOLDING
gue sujeta el ovocito siempre en una posicién particular para no
interceder con el huso acromatico.

Las agujas entonces deben quedar enfrentadas
perfectamente en linea recta y con la misma inclinacion. En la
aguja de inyeccion se lleva el espermatozoide hasta la misma
punta y entonces se presiona sobre la zona pellcida hasta que
puede superarla e introducir la punta en el citoplasma. Para
poder romper la membrana plasmatica se absorbe con la pipeta
de inyeccidén hasta notar que la membrana se relaja y entonces
se introduce la aguja hasta mas o menos la mitad del citoplasma
donde se ira expulsando el citoplasma, cuando se va acercando
la cabeza del espermatozoide se introducira la aguja hasta casi
tocar el extremo distal del ovocito y es ahi donde se alojara (Fig.
6). Se retira la micro aguja lentamente para no arrastrar el
espermatozoide y se inicia de nuevo todo el proceso con los
demas ovaocitos.

Una fase importante en las TRA es la eleccion de los
ovocitos de buena calidad con el fin de poder obtener embriones

con un 6ptimo desarrollo.
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Figura 6. Microinyeccion intracitoplasmatica del espermatozoide.

Generalmente, los ovocitos son evaluados, por toda la
comunidad cientifica, basandose en 6 parametros como son,
tamafo y forma del ovocito (Ebner T y col, 2008; Balakier H y col,
2002), calidad del citoplasma (Esfandiari N y col, 2006; Wallbutton S
y Kasraie J 2010; Fancsovits P y col. 2011), estructura del espacio
perivitelino (Farhi J y col. 2002), zona pelucida (Balakier H y col.
2012) y morfologia del corpusculo polar (Ciotti PM y col. 2004;
Navarro PA 'y col. 2009).

Nosotros hemos seleccionado los siete parametros
anteriormente descritos. Al incluir nuevos parametros, hemos

observado diferencias significativas que nos han dado a
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entender que la posterior eleccidbn de los embriones para la
transferencia uterina era mas idonea para poder obtener un

embarazo evolutivo. (Raquel Mendoza Tesarik 2019)

3.1.3. MARCADORES DE CALIDAD EN EL CIGOTO
(Dia 1 de desarrollo embrionario).

Para establecer la calidad de los cigotos es importante

tener en cuenta los pronudcleos y los corpusculos polares.

a). Pronucleos.

Los pronucleos deben ser dos, estar situados juntos y ser
del mismo tamafio.

Los zigotos se evaluaron de acuerdo a los criterios
basados en el numero y la distribucion de los nucléolos en el
pronucleos (Tesarik, J., Greco, E., 1999). (Figura. 7)

El patron pronuclear de los zigotos se consideré el mas
importante para elegir los embriones mas viables, de acuerdo
con los datos publicados previamente (Tesarik, J., Greco, E., 1999;
Tesarik, J., y col. 2000; Balaban, B. y col,. 2004).

Este patron determina los rangos normales de la
variabilidad de los pronucleos, definido por el andlisis de los
zigotos que han sido transferidos y que tienen un 100% de
implantacion (Modelo 0). ElI bloqueo de los embriones
procedentes del modelo 0 es tan sélo del 8.5% en comparacion
con el 31.6%, 21.9%, 30%, 20.5%, y 24.1 % de los modelos del
1 al 5 respectivamente. La tasa de embarazo clinico en el
modelo 0 llega al 50% en relacion con el 9% en los demas ciclos

donde se ha transferido embriones de los otros modelos.
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El sistema de puntuacion se ha simplificado agrupando a
todos los patrones anormales (Tesarik, J., y col., 2000), por lo que
todos los embriones fueron asignados a uno de los dos grupos:
embriones de buena morfologia y embriones de mala

morfologia.
ocos o ez ( 3 )
Modelo 1
Modelo 2
Modelo 3
[Modelo 4 @
!Modelo 5 @Q

Figura 7: Modelo de gradacién pronuclear propuesto de Tesarik J y Greco E 1999.

b). Corpusculos polares.

Los corpusculos polares deben ser dos, pueden estar

juntos o separados y no deben estar fragmentados (Figura 8).
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Figura 8. Embrién en dia 1 de desarrollo con dos pronucleos y dos corpUsculos polares.

3.2.4. MARCADORES DE CALIDAD DE LOS
EMBRIONES (Dia 3 del desarrollo embrionario).

Los embriones han sido catalogados segun el esquema
de gradacion de ASEBIR (Asociacion para el estudio de la

biologia de la reproduccion) (Figura 9).
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ESQUEMA DE GRADACION EMBRIONARIAEN D+2YD+3 ~ A S E B I R

N°® de celulas

(“—>" paso de

% Fragmentos

Multinucleacion

Embriones Excluidos de la clasi
>50% de Fragmentacior

Figura 9. Esquema de gradaciéon embrionaria de D+2 y D+3 ASEBIR.

(1) “EE” = Estadio-especifico.

(2) “bn” = Binucleada. Excepcién a la regla: cualquier multinucleacion conlleva

clasificar como D.

D+2aD+3)
D+2 4
9 EE® NO
D+3 7.8 =0
D+2 5 5
4 — 7 céls.
B [ost| o-7-100] = 102500 o reipie No
4—9 10
D+2 2,3,6 1cél. bn D+2, 0 bien
2,3—6-9 2 oy |24 8céls. [ 1-2céls. bn D+3 <50% céls. con
C D+3 S Na 10 >25-35% NO EE y el resto como vacuolas grandes
6, 11,12 Grado A @

L)

(3) Por ejemplo: anillo citoplasméatico muy evidente en D+3. Las vacuolas no se

valoran. Excepcion alaregla de no penalizacion por combinacion de varias

caracteristicas negativas.
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Ejemplos de embriones en D+3 clasificados con ASEBIR:

e Embrion Tipo A

e Embrién Tipo B
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e Embrién Tipo C

e Embrién Tipo D
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3.2. ELECCION DE UN SCORE CON MARCADORES DE
CALIDAD OVOCITARIA.

Entre los diferentes marcadores morfoldgicos de calidad
ovocitaria descritos en la literatura especializada, y analizada en
trabajos preliminares propios, hemos seleccionado 7, cuyo valor
objetivo de 1 a 10 nos ha ofrecido datos de concordancia con la
calidad de los embriones resultantes (Raquel Mendoza-Tesarik,
2019):
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i. Morfologia de la zona pelucida.

Este marcador se ha valorado segun su tamafo,
densidad y presencia de septos.

Figura 10: Ovocito con zona pelicida con tamafio y densidad normal

Figura 11: Ovocito con zona pelGcida con presencia de septo.
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ii. Morfologia del espacio perivitelino.

En esta variable se ha tenido en cuenta un tamano

adecuado y sin inclusiones.

Figura 12: Ovocito con espacio perivitelino normal.

Figura 13: Ovocito con espacio perivitelino ampliado.
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iii. Calidad del citoplasma.

Esta variable se ha puntuado teniendo en cuenta la
homogeneidad granular del mismo, asi como la presencia de

inclusiones, vacuolas o reticulo endoplasmatico.

Figura 14: Ovocito con citoplasma normal.

Figura 15: Ovocito con citoplasma con inclusiones.
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iv. Morfologia del Primer Corpusculo polar.

Se ha valorado segun tamafio y forma adecuados y sin

fragmentacion.

Figura 16: Ovocito con Unico y bien formado primer corpisculo polar.

Figura 17: Ovocito con primer corpusculo polar fragmentado.
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v. Elasticidad de la Membrana plasmética.

En este marcador se ha observado la elasticidad que
presenta el ovocito en el momento de introducir la aguja de
microinyeccion durante la ICSI. La membrana plasmatica no
debe presentar demasiada resistencia a la rotura por aspiracion,
ni ser demasiado fragil a la misma.

Figura 18: ICSI, acercamiento del espermatozoide al extremo de la aguja y comienzo de la

maniobra de rotura de la membrana plasmatica.
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vi. Recepcién del espermatozoide.

Dicho marcador se ha valorado dependiendo de la
capacidad de inclusién del espermatozoide en el momento en
gue es depositado en el interior del citoplasma mediante la
microinyeccion del mismo. Se da el valor mas alto a aquel en el
gue el desplazamiento del espermatozoide es menor al dejarlo

en el interior del citoplasma ovocitario.

Figura 19: ICSI, retirada de la aguja, se observa la recepcién del espermatozoide en la zona

opuesta a la de inyeccion.
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vii. Formacion del Cono de inyeccion.

Esta variable se refiere a la impresion que queda en el
ovocito después de retirar la aguja de microinyeccion y se da el
valor més alto al que presenta un cono mayor, lo que se traduce

en una mayor resistencia.

Figura 20: Ovocito con cono de inyeccion correcto.

Figura 21: Ovocito con pequefio cono de inyeccion.
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Cada uno de estos marcadores ha sido valorado por dos
embridlogas simultaneamente, formadas en el mismo
laboratorio, con amplia experiencia en técnica ICSI, usando el
mismo equipo en condiciones Optimas de laboratorio.

Se ha otorgado una puntuacién del 1 a 10 a cada
marcador de CO microinyectado, siendo 10 el éptimo, y 1 el de
peor calidad.

Finalmente, y con el propésito de crear un score de CO
para uso interno, hemos contemplado la catalogacién previa
(Mendora-Tesarik, R., 2019), de la que se han seleccionado los
siete parametros descritos en esta Tarea y de cuya puntuacion
entre 1 y 10 se han establecido cuatro categorias de CO (A, B,

C y D) que recopilamos en la tabla 3.

Tabla 3: Clasificacion baremada de ovocitos en grupos de calidad. Clinica MARGen.

Rango de puntuacién  70-65 64-35 34-6 5-0
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V. TAREA 2.

Analisis de la mejora de la CO con el score definido en la
Tarea 1 en mujeres jovenes (menores de 35 afios) sometidas
a ICSI por disfuncién ovulatoria y que hayan tomado

antioxidantes durante la estimulacién ovérica.

4.1. MATERIAL Y METODOS.

4.1.1. DISENO DEL ESTUDIO.

Este estudio parte de un ensayo clinico aleatorizado
(ECA) doble ciego realizado en nuestra clinica entre febrero de
2016 y abril de 2017 y realizado de acuerdo con las directrices
de la Declaracion de Helsinki y Buenas Practicas Clinicas.

Las voluntarias fueron asignadas aleatoriamente a uno de
los dos grupos de acuerdo con un esquema de aleatorizacion
generado por un programa de computadora. Para mantener el
cegamiento, el investigador recibié un nimero de asignacion de

tratamiento para cada sujeto (Mendoza N, et al., 2019).

4.1.2. PARTICIPANTES.

1. Criterios de inclusién: mujeres con PCOS de 18 a 40 afios
segun los criterios de Rotterdam (Rotterdam ESHRE/ASRM)
con un indice de masa corporal (IMC) <30 que se han

sometido a una ICSI.
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2. Criterios de exclusiéon: Contraindicaciones para ICSI,
hiperplasia suprarrenal, hiperprolactinemia, enfermedad
tiroidea, endometriosis severa, respondedores deficientes y

factor masculino severo.

4.1.3. METODOS.

En la clinica MAR&Gen de Granada se distribuyeron de
forma aleatoria 11 mujeres con PCOS para recibir capsulas de
gelatina blanda oral de 550 mg MYO + 150 mg DCI dos veces al
dia (3.6: 1) (grupo de concentracion alta de DCI) o 550 mg MYO
+ 13,8 mg DCI dos veces al dia (40: 1) (grupo de baja
concentracion DCI) durante 12 semanas hasta el dia de la
puncion ovarica. No se permitié la ingesta de otras vitaminas o
antioxidantes durante el estudio, con la excepcion de acido félico
(400 mg / dia), que se proporciono a todos los pacientes.

La estimulacion de la ovulacion se inicio de acuerdo con
un protocolo especifico utilizando la dosis de 150 unidades de
FSH durante cinco dias. Después de esta estimulacion inicial,
cada paciente fue tratada individualmente de acuerdo con su
respuesta, y el ciclo se control6 utilizando un antagonista de
GnRH de acuerdo con los criterios previamente publicados
(Mendoza N, et al., 2019).

El Comité de Etica e Investigacion Clinica de Granada
aprobo el estudio. Los pacientes firmaron una declaracion de
consentimiento informandoles sobre el procedimiento y los

posibles riesgos del estudio.
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4.1.4. VARIABLES: MARCADORES DE CO.

Se utilizaron los siete marcadores morfolégicos
especificos de CO recogidos en La Tarea 1. La evaluacion de la
CO se realiz6 el mismo dia en que se realiz6 la puncion ovarica
y cada variable fue evaluada de cero a 10 simultaneamente por
dos embridlogas, recibiendo cada variable la puntuacién media

de las dos observadoras.

1. Zona pelucida: se asigna la puntuaciéon mas alta al
tamafo y densidad normales.

2. Espacio perivitelino: la puntuacion mas alta se asigna a
los ovocitos de tamafio y morfologia adecuados.

3. Primer cuerpo polar: tamafio normal, superficie lisa y falta
de fragmentacion obtendran el puntaje mas alto.

4. Membrana plasmatica: esta variable evalta la elasticidad
de la membrana durante la inyeccion, dando el puntaje
mas alto si tiene una elasticidad 6ptima al insertar la
aguja de inyeccion.

5. Citoplasma: el mas alto se asignara al citoplasma sin
anomalias (granulaciones citoplasmaticas granulares
localizadas en el centro, inclusiones, agregados del
reticulo endoplasmico liso, vacuolas).

6. Recepcion de espermatozoides: esta variable evallua el
desplazamiento de los espermatozoides tan pronto como
se ha depositado en el ovocito y después de que se ha

extraido la aguja de microinyeccion, dando la puntuacion
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maxima si el esperma no se ha alejado del sitio de
deposicion.

7. Cono de inyeccion: esta variable evalla la impresién que
gueda en el ovocito cuando se retira la aguja de
microinyeccion, dando el puntaje mas alto cuando la

impresion sea mas visible.

4.1.5. ANALISIS ESTADISTICO.

Las diferencias entre los marcadores de CO en funcion de
la dosis de DCI se estudiaron mediante la prueba t de Student
para cada marcador, considerando cada ovocito como un
elemento muestral. Para observar graficamente las diferencias
en los valores de cada marcador de CO, obtuvimos un diagrama
de caja y bigotes para cada marcador.

La influencia de otras variables en la CO se investigd
utilizando un modelo lineal de efectos mixtos, ya que los
ovocitos no eran independientes cuando se midieron en la
misma hembra. Ademas, los supuestos de normalidad y
multicolinealidad se probaron antes del analisis para cada uno
de los modelos lineales. La normalidad se prob6 mediante el
analisis grafico de las gréaficas Q-Q y la multicolinealidad de las
variables independientes se evalué mediante el factor de
inflacion de la varianza (VIF). Para todos los modelos, se
estimaron coeficientes pseudo-R2 para marginal (varianza
explicada por efectos fijos) y condicional (varianza explicada
para el modelo completo). Se estimaron los coeficientes beta de
los efectos fijos, asi como su valor Chi-cuadrado, sus grados de

libertad y el valor p.
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Los andlisis estadisticos se realizaron utilizando R 3.5.1.

(R Core Team, 2018) y los paquetes ca (Fox, J., Weisberg, S.,
2011), me4 (Bates, D., et al. 2015) y MuMIn (Barton, K., 2018).

4.2. RESULTADOS.

Al inicio del estudio, no se encontraron diferencias entre

los dos grupos. Al final del ciclo de ICSI, se analizaron 172

ovocitos de las 11 pacientes. Los niveles totales de testosterona,

glucosa e insulina, HOMA-IR fueron similares en ambos grupos

(Tabla 4), el numero de ovocitos MIl y el porcentaje de

embriones de buena calidad también fueron similares en ambos

grupos. El embarazo se logro en cuatro pacientes en el grupo de

alta DCI y en una paciente en el grupo de baja DCI (p = 0,036).

Tabla 4: Variance Inflation Factors for each variable in each linear model according to dependent

variable.
Dif. Dif.

OQ marker Treatment Age BMI HOMA-IR Testosterone
Zona Pellucida 1,3652 1,7236 1,6346 1,4865 1,1886
Perivitelline space 1,3475 1,7855 1,6632 1,5559 1,1980
Polar Body 1 1,3479 1,7840 1,6629 1,5543 1,1978
Plasma membrane 1,3480 1,7838 1,6628 1,5541 1,1977
Cytoplasma 1,3633 1,7298 1,6389 1,4939 1,1893
Sperm reception 1,3551 1,7583 1,6544 1,5263 1,1933
Injection cone 1,3467 1,7883 1,6638 1,5589 1,1986
Total score 1,3476 1,7852 1,6631 1,5556 1,1980
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Tabla 5: means of oocyte quality indicators by groups.

Confidence intervals at 95% and p-value of the Student's T test to a tail.

MEAN (u) u1 - p2 P-value

high-DCI low-DCI 95% ClI
0OQ marker group group
Zona Pellucida 8,151 8,687 [-1,243; 0,17] 0,9321457
Perivitelline space | 7,767 7,051 [-0,123; 1,557] 0,04698271*
Polar Body 1 7,767 7,798 [-0,71; 0,648] 0,5357245
Plasma 7,932 6,990 [0,28; 1,603] 0,00280059**
membrane
Cytoplasm 8,521 6,061 [1,885; 3,035] 6,57E-15%**
Sperm reception 7,795 7,646 [-0,412; 0,708] 0,3011837
Injection cone 7,014 6,121 [0,12; 1,665] 0,01194921*
Total score 54,959 50,465 [1,125; 7,864] 0,00464522**

Para los marcadores CO, la dosis alta de DCI dio mejores
resultados en el citoplasma, el espacio perivitelino, la membrana
plasmatica y la inyeccion del cono. Mientras que, en el caso de
la zona pelucida, la recepcion de espermatozoides y PB1 fueron
similares entre las dosis de DCI (Figura 22 y Tabla 5). Los
resultados del andlisis del factor de inflacion por la varianza
(Tabla 6) muestran la ausencia de colinealidades relevantes.

Segun un analisis multivariado utilizando modelos lineales
de efectos mixtos, las dosis altas de DCI tienen una influencia
positiva sobre el "citoplasma” (B = 1.631, Valor x2 = 7.42 d.f, = 1,
p = 0.00645).

Independientemente de la dosis de DCI, la disminucion de
HOMA-IR mejora el "citoplasma" ( = -1.832, x2 Valor = 12.283,
gl =1; p = 0.0005) y la "zona pelucida" (B = -1.377, x2 Valor =
6.571, gl = 1; p = 0.0104). La disminucion de testosterona

mejora la "membrana plasmatica" (8 = 0.511, x2 Value = 5.126,
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df =1, p = 0.0151) y la "recepcién de esperma” (B = 0.376, x2
Value =5.763, df = 1, p = 0,0164).
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Figura 22. Box and whisker plot for CO markers.
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V. TAREA 3

5.1. OBJETIVO.

Analizar la mejora de la CO con el score definido en la
Tarea 1 en mujeres que hayan usado la hormona del
crecimiento (GH) durante su estimulacion ovarica.

Este estudio se llevé a cabo para evaluar los efectos de la
administracion de GH durante la estimulacion ovarica en el
namero de ovocitos recuperados, en la CO y la calidad
embrionaria, asi como en los resultados de la TRA en mujeres
jovenes con fracasos previos de la ICSI.

En estudios previos realizados por nuestro grupo
observamos que la GH mejora las tasas de implantacion y de
nacidos vivos en mujeres de mas de 40 afios sometidas a ICSI.
Este efecto se atribuy0 inicialmente a un efecto de la GH sobre
la CO, pero estudios posteriores demostraron que la GH
también puede mejorar la receptividad uterina para la
implantacion del embrion. En cuanto a las mujeres mas jovenes
con fracasos previos de implantacion embrionaria tras la ICSI,
los datos recogidos en la literatura son ambiguos. (Tesarik, J., et
al.).

5.2. DISENQ DEL ESTUDIO, PARTICIPANTES Y SU
ASIGNACION A LOS GRUPOS.
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Estudio retrospectivo que compara el numero y el aspecto
morfolégico de los ovocitos recuperados de mujeres con dos
fracasos previos de ICSI y edades comprendidas entre 30 y 39
afos, tratadas con GH. Los resultados se compararon con un
grupo control de mujeres sin tratamiento con GH.

Este estudio retrospectivo fue aprobado por el comité
ético de nuestra clinica. Todos los procedimientos realizados en
este estudio se ajustaron a las normas éticas del comité de
investigacion institucional y nacional y a la declaracion de
Helsinki de 1964 y sus modificaciones posteriores. Todas las
participantes firmaron un consentimiento informado.

En el estudio participaron 98 mujeres, con edades
comprendidas entre los 30 y los 39 afos, y que se habian
sometido a al menos 2 intentos previos de ICSI sin éxito a pesar
de haber generado un numero aceptable de ovocitos y
embriones. Fueron consideradas para un nuevo intento de
tratamiento en la Clinica MAR&Gen en el periodo comprendido
entre enero de 2014 y diciembre de 2017.

Cincuenta y dos de estas mujeres fueron tratadas con
GH durante la estimulacién ovarica, mientras que las otras 46 no
lo fueron. La asignacion de las pacientes a cada uno de los dos
grupos se baso6 en la propia decision de las parejas tras haber
recibido informacion exhaustiva en relacion con los
conocimientos actuales sobre el uso de la GH en su situacion.

De hecho, nuestro comité ético desaconsejo la realizacion
de un ensayo controlado aleatorio porque, a la vista de nuestros
resultados anteriores, la asignaciéon deliberada de pacientes al

grupo de control podria causar dafios.
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Asi pues, todos los pros y los contras, asi como la falta de
pruebas solidas a favor de la GH, se discutieron a fondo con
cada pareja. La decision fue tomada por las parejas, no por el
personal médico.

Se explico que se ha demostrado que la GH mejora
claramente los resultados de la ICSI en las mujeres mayores,
pero que sus beneficios para las mujeres mas jévenes que se
someten a un tratamiento de ICSI son controvertidos.

Dado que el tratamiento breve con GH no tiene efectos
secundarios sobre la salud de la paciente, la decision de las
pacientes en cuanto al uso de este tratamiento estaba motivada
a veces por su coste.

Algunas pacientes también prefirieron no ser incluidas en
el grupo de GH por la preocupacion de una "sobremedicacion”
potencialmente inutil, afiadiendo mas inyecciones diarias al ya
bastante complejo protocolo de estimulacion ovarica.

A pesar de la ausencia de cualquier "emparejamiento”
artificial, las pacientes que decidieron ser incluidas en el grupo
de GH tenian caracteristicas basales similares en comparacion
con las que prefirieron el protocolo de estimulacion ovérica
estandar (Tabla 6).
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Tabla 6: Baseline characteristics of women (n=98) treated (n=52) and untreated (n=46) with GH.

Treatmen Age BMI Infertility AFCm(n) SerumAM

t (year) (kg/m2) duration H (ng/ml)
(years)

Without 34.5+4.9 21.9+4.2 3.9+1.8 6.8+4.1 2.3+1.4

GH

With GH 34.8+4.1 22.2+4.3 4.1+2.1 6.4+4.0 2.2+1.5

P-value >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05

Values are mean + SD (%). Tesarik J, Galan-Lazaro M, Conde-Lépez C, Chiara-Rapisarda AM,
Mendoza-Tesarik R. The Effect of GH Administration on Oocyte and Zygote Quality in Young
Women With Repeated Implantation Failure After IVF. Front Endocrinol (Lausanne). 2020 Sep
29;11:519572. doi: 10.3389/fendo.2020.519572. PMID: 33117271; PMCID: PMC7552188.

Si no fuera por la exclusion de la administracion de GH
del protocolo de estimulacién ovarica, estas pacientes fueron
tratadas exactamente igual que las del grupo GH. Sélo se
incluyeron las parejas con parametros espermaticos basicos
normales y un porcentaje normal de espermatozoides con
fragmentacién del ADN (Tesarik J, Galan-Lazaro M., 2017).

5.3. TECNICA DE REPRODUCCION ASISTIDA.
La ICSI se realiz6 en todas las pacientes que participaron

en este estudio, tras la estimulacibn ovarica mediante un

protocolo de antagonistas de la GnRH. Los detalles de los
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protocolos clinicos y de laboratorio utilizados se publicaron en
detalle anteriormente (Altmae S, Mendoza-Tesarik R, et col., 2018).

Brevemente, las pacientes fueron tratadas con
inyecciones diarias de hormona foliculoestimulante (FSH)
recombinante (Puregon o Gonal F) y de gonadotropina
menopausica humana (HMG) (Menopur), iniciadas entre el
segundo y el cuarto dia después del comienzo de la hemorragia
menstrual.

Las dosis iniciales de FSH y HMG se determinaron en
funcidén de los marcadores de reserva ovarica de las pacientes,
el recuento de foliculos antrales y la concentracién sérica de LH
el dia anterior al inicio de la estimulacion. Si el nivel sérico de LH
antes del inicio de la estimulacion ovarica era inferior a 2 UI/L,
se afiadia HMG a la FSH. Si el recuento de foliculos antrales
pequefios en ambos ovarios era igual o superior a 10 y la
concentracion sérica de LH estaba entre 1 y 2 Ul/l, la dosis
diaria habitual de HMG durante los primeros 4 dias de
estimulacion era de 75 Ul.

Cuando habia <10 foliculos antrales pequefios en ambos
ovarios, la dosis habitual de HMG era de 150 Ul.

El tratamiento con HMG se acompafio siempre de FSH,
cuya dosis se adapté en funcion de la concentracion sérica
basal de la hormona antimulleriana de la paciente.

Los siguientes examenes ecograficos, asi como las
determinaciones de las concentraciones séricas de estradiol y
LH se realizaron el 5° dia de la estimulacion y luego cada dos

dias hasta la administracion del desencadenante de la
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ovulacién. Las dosis respectivas de FSH y HMG administradas
se adaptaron, de manera flexible, en funcién de los resultados
de cada uno de estos exadmenes, de la misma manera que se
describe para el protocolo de estimulacion ovérica larga
controlada por agonistas de GnRH (Altmae S, Mendoza-Tesarik R,
et col., 2018).

Brevemente, la dosis de FSH se determind basicamente
en funcién de la concentracién sérica de estradiol y del nUmero y
tamafio de los foliculos antrales. Si la concentracion sérica de
LH tendia a disminuir, especialmente tras el inicio del
tratamiento con antagonistas de la GnRH, el crecimiento de
todos los foliculos era lento y no se observaba tendencia a la
dominancia, se mantenian dosis mas altas de HMG (75-150 Ul).
Si, por el contrario, las concentraciones séricas de LH
aumentaban, el crecimiento folicular era rapido y algunos
foliculos crecian mas rapidamente que otros, se mantenia la
HMG a dosis minimas o incluso se retiraba, terminando todo el
procedimiento de estimulacion ovarica con FSH sola.

Si se observaban tendencias diferentes, y a veces
opuestas, en todos estos parametros, el clinico tomaba la
decision después de ponderar las ventajas y desventajas de las
diferentes proporciones de dosis de FSH a HMG, teniendo en
cuenta la historia y el cuadro clinico completo de cada caso.

La ovulacion se desencadené mediante la inyeccién
subcutanea de 250 pg de gonadotropina coridnica humana
recombinante (HCG; Owvitrelle) cuando al menos dos foliculos

alcanzaron el tamafio de 17-18 mm. La puncion ovérica para la
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recuperacion de ovocitos se realizé 36,5 h después de la
inyeccion de HCG.

A pesar de que todos los varones tenian parametros
espermaticos normales, se utilizé en todos los casos la ICSI de
alta magnificacion, también llamada inyeccion
intracitoplasmética de espermatozoides morfol6gicamente
seleccionados (IMSI) por precaucion, teniendo en cuenta los
antecedentes de fracasos de ICSI anteriores de las pacientes,
como se ha descrito anteriormente (Hazout A, et col., 2006).

Todos los embriones se transfirieron el dia 3 después de
la ICSI. Al menos un embrion de calidad aceptable
(puntuaciones acumuladas A, B o C, excluyendo la puntuacion
D) estaba disponible para la transferencia en todos los casos.

La fase lutea se apoyd con progesterona micronizada
intravaginal, comenzando el dia de la recuperacion de los
ovocitos, en dosis diarias que oscilaban entre 200 y 600 mg,
segun la concentracion sérica de progesterona, determinada el
dia de la transferencia de los embriones y luego cada 7 dias

durante el primer mes después de la transferencia.

5.4. PROTOCOLO DE ADMINISTRACION DE GH.

Se administré una dosis total de 10 mg de GH (Nutropin)
en 10 dosis diarias de 1 mg, comenzando el primer dia de la
estimulacion ovérica. Cuando la estimulacion ovérica fue inferior
a 10 dias, el resto de la dosis total de 10 mg se administr6 al dia
siguiente de la aplicacion del disparador de la ovulacién.

Este protocolo de administracién de GH de corta duracion

se basd en nuestro trabajo anterior (Tesarik J, et col., 2005)
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destinado a mejorar la calidad de los ovocitos mas que la
cantidad. De hecho, las mujeres incluidas en este estudio eran
relativamente jovenes y produjeron un numero suficiente de
oVvOCcitos en sus anteriores intentos de tratamiento sin éxito.

5.5. EVALUACION DE LA CALIDAD DE OVOCITOS,
CIGOTOS Y EMBRIONES.

La CO, de cigotos y de embriones se evalué mediante un
examen microscopico con un microscopio invertido (Olympus
IX71) equipado con Optica de contraste de modulacion Hoffman.
A los ovocitos se les atribuy6 una puntuacion teniendo en cuenta
el score definido en la Tarea 1.

Los cigotos y los embriones escindidos (Figura 24) se
calificaron segun lo descrito anteriormente (Tesarik J, Greco E.,
1999. Tesarik J. et al., 2000. Balaban B., et al., 2001. Rossi-Ferragut
L., etal., 2003. Rienzi L., et al., 2002).

Brevemente, los embriones escindidos se puntuaron
segun el namero de células, la forma y la regularidad de las
células y el volumen ocupado por los fragmentos anucleados
(Figura 23).
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Figura 23: Micrographs showing differnet types of cleaving embryos on day 3 after ICSI. (1) Type
A embryo with adecuate number of cells of equal size and only a few cell fragments. (2) Type B
embryo with adecuate number of cells but some of unequal size and a larger volume occupied by
cell fragments. (3) Type C embryo with a lower number of cells and numerous cell fragments. (4)
Type D embryo apparently blocked at the 4-cell stage and some cell fragments.

1) TypeA 2) TypeB

Tesarik J, Galan-Lazaro M, Conde-L6pez C, Chiara-Rapisarda AM, Mendoza-Tesarik R. The
Effect of GH Administration on Oocyte and Zygote Quality in Young Women With Repeated
Implantation Failure After IVF. Front Endocrinol (Lausanne). 2020 Sep 29;11:519572. doi:
10.3389/fendo.2020.519572. PMID: 33117271; PMCID: PMC7552188.

5.6. ANALISIS ESTADISTICO.

El analisis se realizd con el programa SPSS version 16.0
para Microsoft Office (SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.). Los
datos se expresaron como media * DE para las variables
cuantitativas o porcentaje (%) de o cualitativas. Los datos entre
los dos grupos se analizaron mediante la prueba t de Student
para las variables cuantitativas y las pruebas X2 para las
cualitativas. Todas las pruebas fueron de dos colas y un P <

0,05 se consider6 estadisticamente significativo.
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5.7. DECLARACION DE ETICA.

Los estudios con participantes humanos fueron revisados
y aprobados por la Fundacion MAR&Gen Mendoza Tesarik.
Granada, Espafa. Los pacientes/participantes dieron su
consentimiento informado por escrito para participar en este

estudio.

5.8. RESULTADOS.

A pesar del caracter retrospectivo de este estudio, las
pacientes tratadas y las no tratadas con GH eran similares en
cuanto a su edad, duracion de la infertilidad y parametros
béasicos de la funcion ovarica.

Con el mismo protocolo de estimulacion ovarica, teniendo
en cuenta el estado individual de cada paciente y ajustando
durante la estimulacion segun la respuesta de la paciente, no
hubo diferencias en el niumero total de ovocitos y de ovocitos
maduros (metafase 1) (Tabla 7) recuperados de las mujeres
coestimuladas con GH en comparacion con aquellas en las que

no se utilizé GH.
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Tabla7: Effect of GH treatment during ovarian stimulation on oocyte quality.

Treatment Metaphase Il (MIl) oocytes retrieved per patienta
Total Ml Type A Type B Type C Type D
oocytes
Without 6.5+3.2 (100) 2.9+2.7 1.6+1.4 1.0+1.3 1.0+1.3
GH (45) (25) (15) (15)
With GH 6.9+2.9 (100) 4.142.9 1.7+1.7 0.8+0.9 0.3+0.6
(59) (25) 12) 4
P-value >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 >0.05

A/alues are mean * SD (%). Tesarik J, Galan-Lazaro M, Conde-L6pez C, Chiara-Rapisarda AM,
Mendoza-Tesarik R. The Effect of GH Administration on Oocyte and Zygote Quality in Young
Women With Repeated Implantation Failure After IVF. Front Endocrinol (Lausanne). 2020 Sep
29;11:519572. doi: 10.3389/fendo.2020.519572. PMID: 33117271; PMCID: PMC7552188.

Por el contrario, el nimero y el porcentaje de ovocitos con
la mejor puntuacion de CO (Tipo A, Tabla 7) fue
significativamente mayor, y los de ovocitos con la peor
puntuacion (Tipo D, Tabla 7) fue significativamente menor en las
pacientes tratadas con GH en comparacion con las no tratadas
(Tabla 7).

En cuanto al numero y el porcentaje de ovocitos con las
puntuaciones de CO intermedias (Tipos B, y C, Tabla 7), no
hubo diferencias entre los dos grupos de pacientes. No se
detectaron diferencias significativas en el grosor del endometrio
(P > 0,05) entre los protocolos que incluian GH (9,0 + 1,3 mm) y

los que no (8,8 £ 1,2 mm).
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Tabla 8: Effect of GH treatment during ovarian stimulation on zygote quality.

Treatment Zygotes with normal and abnormal pronuclear pattern
achieved per patient »
Total Normal pattern Abnormal pattient
Without GH 4.6+2.5 (100) 0.6%0.8 (13) 4.042.0 (87)
With GH 5.8+2.5 (100) 1.4+1.2 (24) 4.4+2.4 (76)
P-value <0.05 <0.01 >0.05

A/alues are mean * SD (%).Tesarik J, Galan-Lazaro M, Conde-Lépez C, Chiara-Rapisarda AM,

Mendoza-Tesarik R. The Effect of GH Administration on Oocyte and Zygote Quality in Young

Women With Repeated Implantation Failure After IVF. Front Endocrinol (Lausanne). 2020 Sep
29;11:519572. doi: 10.3389/fendo.2020.519572. PMID: 33117271; PMCID: PMC7552188

Las pacientes tratadas con GH

significativamente mayor de cigotos totales y de cigotos de

buena calidad, segun la evaluacion de la morfologia pronuclear

(Tabla 8), mas embriones de escision total y aquellos con la

mayor puntuacion de calidad morfolégica (Tipo A) y menos

embriones con las puntuaciones mas bajas (Tipos C y D) en

comparacion con las pacientes no tratadas (Tabla 9).

Al igual que las puntuaciones de CO (Tabla 7), no hubo

diferencias significativas en el nimero y el porcentaje de

embriones con una puntuacion de calidad intermedia (Tipo B)

entre ambos grupos (Tabla 9).
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Tabla 9: Effect of GH treatment during ovarian stimulation on the quality of embryos achieved.

Treatment Embryos achieved per patient =

Total Type A Type B Type C Type D
Without GH 4.7+2.5 1.4+1.2 1.7+1.6 1.0+0.8 0.6+0.8
(100) (30) (36) (21) (13)
With GH 5.9+2.4 3.2+2.1 1.9+1.4 0.6+0.8 0.0
(100) (54) (32) (10)
P-value <0.05 <0.01 <0.05 <0.05 <0.05

“Values are mean = SD (%).Tesarik J, Galan-Lazaro M, Conde-L6pez C, Chiara-Rapisarda AM,
Mendoza-Tesarik R. The Effect of GH Administration on Oocyte and Zygote Quality in Young
Women With Repeated Implantation Failure After IVF. Front Endocrinol (Lausanne). 2020 Sep
29;11:519572. doi: 10.3389/fend0.2020.519572. PMID: 33117271; PMCID: PMC7552188

Se transfirid un numero similar de embriones en las
pacientes tratadas y en las no tratadas con GH, pero las
pacientes del primer grupo recibieron mas embriones de alta

calidad en comparacion con las del segundo (Tabla 11).

Tabla 10: Effect of GH treatment during ovarian stimulation on the quality of embryos transferred.

Treatment Embryos transferred per patient =

Total Type A Type B Type C
Without GH 2.4+0.6 (100) 1.0+1.1 (42) 0.9+0.7 (37) 0.5+0.7 (21)
With GH 2.2+0.6 (100) 1.840.8 (82) 0.3+0.6 (14) 0.1+0.1 (4)
P-value >0.05 <0.05 <0.01 <0.01

*Values are mean + SD (%).Tesarik J, Galan-Lazaro M, Conde-L6pez C, Chiara-Rapisarda AM,
Mendoza-Tesarik R. The Effect of GH Administration on Oocyte and Zygote Quality in Young
Women With Repeated Implantation Failure After IVF. Front Endocrinol (Lausanne). 2020 Sep
29;11:519572. doi: 10.3389/fendo.2020.519572. PMID: 33117271; PMCID: PMC7552188
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Un mayor numero de pacientes tratadas con GH se
guedaron embarazadas tras la transferencia de embriones, y
desarrollaron mas sacos gestacionales, en comparacion con el
grupo de pacientes no tratadas (Tabla 11). En consecuencia,
tanto la tasa de embarazo como la de implantacion mejoraron

significativamente con la administracion de GH (Tabla 11).

Tabla 11: Effect of GH treatment on clinical pregnancy and delivery rate.

Treatment Embryo Clinical Deliveries  Pregnancy Delivery
transfers pregnancies rate rate
Without GH 46 5 3 10.9% 6.5%
With GH 52 22 18 42.3% 34.6%
P-value <0.01 <0.01

Values are mean + SD (%). Tesarik J, Galan-Lazaro M, Conde-L6pez C, Chiara-Rapisarda AM,
Mendoza-Tesarik R. The Effect of GH Administration on Oocyte and Zygote Quality in Young
Women With Repeated Implantation Failure After IVF. Front Endocrinol (Lausanne). 2020 Sep
29;11:519572. doi: 10.3389/fendo.2020.519572. PMID: 33117271; PMCID: PMC7552188

En las pacientes tratadas con GH nacieron 18 bebés
sanos, frente a sélo 3 en el grupo de pacientes no tratadas, lo
gue marca una diferencia significativa tanto en la tasa de partos
(Tabla 12) como en la de nacimientos (Tabla 12) a favor del

grupo de pacientes tratadas con GH.
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Tabla 12: Effect of GH treatment on clinical implantation and birth rate.

Treatment Embryo Gestational Babies  Clinical Birth
transferred  sacs with born implantation  rate
heartbeat rate
Without GH 110 5 3 4.5% 2.7%
With GH 104 22 18 21.2% 17.3%
P-value <0.01 <0.01

Values are mean + SD (%).Tesarik J, Galan-Lazaro M, Conde-L6pez C, Chiara-Rapisarda AM,
Mendoza-Tesarik R. The Effect of GH Administration on Oocyte and Zygote Quality in Young
Women With Repeated Implantation Failure After IVF. Front Endocrinol (Lausanne). 2020 Sep
29;11:519572. doi: 10.3389/fendo.2020.519572. PMID: 33117271; PMCID: PMC7552188

No se observaron complicaciones en ninguno de los dos
grupos de pacientes durante y después de la estimulacion

ovarica.
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VI. DISCUSION.

6.1. TAREA 1.

Generalmente, los ovocitos son evaluados, por toda la
comunidad cientifica, basandose en 6 parametros como son,
tamafo y forma del ovocito (Ebner, T. et, 2008; Balakier, H. et al,
2002), calidad del citoplasma (Esfandiari, N. et al. 2006; Wallbutton,
S. et al. 2010; Fancsovits, P. et al. 2011), estructura del espacio
perivitelino (Farhi, J. et al. 2002), zona pelucida (Balakier, H. et al.
2012) y morfologia del corpusculo polar (Ciotti, P.M. et al. 2004;
Navarro, P.A. et al. 2009).

De entre todos los parametros de CO, tanto cualitativos
como cuantitativos, que se pueden utilizar para la determinacion
de un ovocito MIl, después de anotar datos de mas de 2000
ovocitos, y tras 15 afios de practica en laboratorio, hemos
elegido aquellos que nos ofrecen informacion de forma mas
clara, y que pueden ser rapidamente observados durante el
proceso de microinyeccion intracitoplasmatica (ICSl), que debe
ser lo mas rapido posible para alterar minimamente los valores
optimos de temperatura, concentracion de CO2 y concentracion
de medios de cultivo en los que deben permanecer los ovocitos,
y posteriormente los embriones, desde el momento de la
puncion folicular, hasta el de la transferencia embrionaria, o
criopreservacion.

En 2019, la Dra. Raquel Mendoza Tesarik, directora de la
Clinica MAR&Gen, publicd su Tesis Doctoral “Nuevos avances

en la reproduccion asistida, mejora de la CO y de la
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receptividad uterina” basandose en diez marcadores de CO
observados y registrados en el laboratorio de la clinica entre los
afos 2016 a 2018.

Estos marcadores fueron: tamafio y forma del ovocito,
calidad del citoplasma, morfologia del primer corpusculo polar,
morfologia de la zona pellcida, espacio perivitelino, presencia
de reticulo endoplasmético, elasticidad de la membrana
plasmética, recepcion del espermatozoide y formacion de cono
de inyeccion.

Durante la préactica de laboratorio, con la utilizacion cotidiana de
dichos marcadores como proveedores de informacion en tiempo
real, hemos descartado el uso de algunos de ellos por no
proporcionar informacion afiadida.

Tal es el caso de la presencia de Reticulo Endoplasmatico,
cuyos valores se solapan con el marcador de calidad referente a
la calidad del citoplasma, y finalmente queda incluido dentro de
este ultimo marcador.

En el caso del marcador referente a tamafo y forma del
ovocito, ha sido descartado porque ovocitos con morfologia
incorrecta suelen estar asociados a zonas pellucidas deformes o
tabicadas, y, ademas, se presenta una elevada tasa de
aneuploidias en ovocitos dismorficos (Kahraman et al. 2000). Asi
mismo, ovocitos de menor tamafio del normal, que con relativa
frecuencia se dan en mujeres con sindrome del ovario
poliquistico (PCOS por sus siglas en inglés) o resistencia a la
Insulina, son descartados para la microinyeccion, por el mayor

riesgo de retraso en el desarrollo embrionario y restriccion del
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crecimiento, anatomia, defectos y fetos mas pequefios (Jungheim
et al. 2010; Maquard et al, 2010).

Aunque la utilizacion de los diez parametros de CO
usados en nuestro laboratorio inicialmente, frente a los seis
clasicamente usados por la comunidad cientifica, nos ha
ofrecido una mejor catalogacion de los ovocitos, tras un trabajo
continuado de observacion en laboratorio a lo largo de estos
afos, la reduccion de dichos parametros de catalogacion de CO
a los siete presentados en este trabajo, nos ha otorgado una
vision global mas rapidamente perceptible de la calidad de los
ovocitos durante el tiempo de microinyeccion, lo que mejora los
tiempos de trabajo, dado que la exposicion de los ovocitos a
ambientes no controlados durante dicho proceso ha de ser la
minima posible.

Seria recomendable ampliar los estudios referentes a los
tres parametros mas subjetivos, esto es, elasticidad de
membrana, formacién del cono de inyeccién, y recepcion del
espermatozoide, puesto que son grandes generadores de
informacion con respecto a la fragilidad del ovocito. Pero su
caracter subjetivo hace que estos parametros dependan mucho

de la pericia y vision subjetiva del embridlogo.

6.2. TAREA 2.

Los principales resultados de este estudio muestran que
una dosis de DCI mas alta que la recomendada (Facchinetti F., et
al., 2019) aumenta la CO, especialmente la calidad del

citoplasma, en mujeres con PCOS que se someten a ICSI.
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Hasta donde sabemos, este es el primer ECA que estudia
el efecto de diferentes dosis de DCI sobre la CO.

Un estudio anterior mostré que las tasas de embarazo
con la relacion MYO / DCI no fisioldgica eran més altas sin
mejorar la maduracién de los ovocitos o la calidad del embrion.

Se propusieron dos explicaciones: en primer lugar, la
participacion de la DCI en la implantacion y el desarrollo
embrionario; en segundo lugar, un efecto del ICD sobre otras
variables de CO, que pasan desapercibidas en las
clasificaciones que generalmente se hacen. En este sentido, el
objetivo del presente estudio fue estudiar en detalle el impacto
de una dosis mas alta de DCI en fabricantes especificos de CO
(Mendoza N. et al., 2019).

La principal fortaleza del presente estudio es la
combinacion de analisis de siete marcadores de CO especificos.

El conocimiento sobre los marcadores morfologicos de
CO es bajo. Un ovocito maduro 6ptimo es aquel que tiene una
forma redondeada, con una zona pelulcida clara y uniforme de
aproximadamente 20 ym de espesor, con un citoplasma
translucido, libre de inclusiones y un cuerpo polar de tamafio y
forma adecuados (Piomboni P., 2014; ESHRE, 2011).

Sin embargo, el estado actual de conocimiento sobre los
parametros morfolégicos del ovocito no permite establecer una
correlacién clara con los resultados de la reproducciéon. Por esta
razon, todavia no podemos confiar en un puntaje de CO como lo
hacemos para la calidad de los embriones, aunque cada vez es
mas evidente que deberian incluirse en el futuro a medida que

exista mas evidencia cientifica.
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La principal debilidad de este estudio se relaciona con
dos puntos: la subjetividad de la puntuacion CO y el hecho de
gue forma parte del ECA. En nuestro centro, hemos utilizado
una serie de marcadores morfolégicos de CO que no se han
publicado previamente y que utilizamos de forma rutinaria en el
informe final que se envia a cada paciente después del ensayo
ICSI. Dado que se trata de una evaluacion especial, estos
marcadores de CO no se incluyeron en el primer ECA
multicéntrico (Mendoza N., et al., 2019).

Como ya hemos demostrado en el ECA original, todavia
existe confusion acerca de la dosis de DCI que puede ser
apropiada en mujeres con SOP, y aun ignoramos los
mecanismos celulares subyacentes a las mejoras observadas
en este estudio que subyacen a la CO. Se recomendd la
combinacion de MYO / DCI en una proporcion de 40: 1 ya que
esta es la proporcion sanguinea fisioldgica de las dos moléculas.
Sin embargo, se penso que la dosis total de DCI puede ser mas
importante que la proporcién (Albertini, DF., et al., 2003).

En los marcadores analizados destacamos la calidad del
citoplasma, con una mejora significativa con dosis mas altas de
DCI. Segun el analisis multivariado que utiliza un modelo lineal
de efectos mixtos, existe una fuerte evidencia de que el efecto
positivo de un DCI alto sobre la masa citoplasméatica aumenta en
1,6 unidades en comparacioén con un DCI bajo (B = 1,571, x 2 =
7,420, gl =1, p = 0,00645).

Nuestros datos son consistentes con la suposicion de que
cambios citoplasméticos severos, como la presencia de

granulaciones citoplasmaticas granulares ubicadas en el centro,
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inclusiones, agregados del reticulo endoplasmico liso o
vacuolizacion excesiva, podrian afectar el desarrollo embrionario
y su potencial de implantacion. Ademas, esto apoya la hipotesis
de que los efectos de los cambios extracitoplasmaticos no
parecen correlacionarse con la calidad del embrién o las tasas
de implantacion (Eini, F., et al., 2017).La elasticidad de la
membrana plasmética y la impresién del cono de inyeccidn son
otros marcadores aparentemente mejorados con un DCI
elevado. Sin embargo, el analisis multivariado no muestra estas
diferencias y probablemente seran necesarios ensayos con mas
participantes.

Por otro lado, también hemos observado que algunos
marcadores (zona pelucida, membrana plasmatica, citoplasma y
recepcion de espermatozoides) se han mejorado con cualquier
combinacion de MYO / DCI al disminuir la testosterona o mejorar
la sensibilidad a la insulina. Con respecto a la membrana
plasmatica de los ovocitos, observamos que habia mejorado con
la disminucion de testosterona, independientemente de la dosis
de DCI. La menor elasticidad de la membrana plasmatica
durante el procedimiento de ICSI puede provocar dafio o muerte
de los ovocitos, asi como consecuencias reproductivas, ya que
"permite que el embridn nazca y se implante en él" (Bausenwein,
J., etal., 2010). Por tanto, la calidad de la membrana plasméatica
también podria mejorar la implantacién de embriones, que es
uno de los posibles resultados de una DCI a dosis altas.

Los beneficios de la DCI sobre la CO podrian explicarse
por mecanismos que afectan al évulo mismo o la composicion

del liquido folicular. Se sabe que la CO no solo esté influenciada
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a nivel genémico, sino también por el microambiente folicular,
gue afecta principalmente a la madurez / calidad citoplasmica
(Chattopadhayay, R., et al. 2010. Nestler, JE., et al.,1999. Morgante,
G.,etal, 2011. Zheng, W., et al., 2012. Zheng, W., el al., 2010. Zheng,
W., Liu, K., 2011).

A nivel de ovocitos, quizas porque la DCI es el sustrato de
las fosfatidilinositol-3-quinasas (PI13K), una enzima involucrada
en la activacion de los ovocitos y en la supervivencia y actividad
de las células de la granulosa de las que depende la CO, pero
gue pueden ser igualmente importantes en el ovocito. si mismo.
Los estudios que utilizaron modelos de raton modificados
genéticamente revelaron que la via de sefializacion de PI3K
dentro de los ovocitos conserva y activa los foliculos originales
(zheng, W., Liu, K., 2011).

Ademas, segun un estudio in vivo en ratones, es probable
gue la via intracelular de PI3K sea superflua para la regulacion
de la reanudacion meidtica de los ovocitos y el desarrollo
embrionario temprano (Zheng, W., el al., 2010. Zheng, W., Liu, K.,
2011).

Ademas de la necesidad de realizar mas estudios con
poblaciones mas amplias, es importante el uso de marcadores
de CO especificos y homogéneos. Para superar adecuadamente
las dudas sobre los mecanismos intraquisticos de accion de la
DCI, creemos que se requiere mas investigacion sobre el
metabolismo intracelular del inositol y cada una de sus

isoformas.
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6.3. TAREA 3.

Los presentes datos demuestran que,
independientemente del eventual efecto sobre la receptividad
uterina, la GH tiene una clara influencia beneficiosa sobre la
cantidad y la calidad morfologica de los ovocitos cigotos y los
embriones escindidos cuando se administra a mujeres jévenes
con fracasos previos de ICSI.

Estas mejoras se acomparfian de un aumento significativo
de las tasas de embarazo clinico, parto, implantacion y
nacimiento en este grupo de pacientes. No se establecié ningun
embarazo multiple en ninguno de los dos grupos, lo que resulta
algo sorprendente, especialmente en el grupo de GH.

Aunque esto podria ser una cuestion de azar, también es
posible que algunas de las pacientes tuvieran otros factores
predisponentes para el fracaso de la implantacion, no
solucionables por el tratamiento con GH.

A diferencia del estudio de Jin et al. (Jin, M., et al., 2018), el
namero de ovocitos maduros (metafase Il) recuperados en las
pacientes tratadas y en las no tratadas con GH fue similar. Sin
embargo, de acuerdo con esas observaciones previas (Jin, M., et
al., 2018), hubo mas ovocitos de buena calidad, ovocitos
fertilizados y cigotos y embriones de buena calidad en el grupo
de GH.

Se ha demostrado que la administracion de GH aumenta
la densidad de los receptores de FSH-LH y de la proteina
morfogenética 6sea (BMP) en las células foliculares de la

granulosa del ovario (Regan, SLP., et al., 2018). Este efecto puede
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conducir a un aumento del nimero de ovocitos recuperables en
mujeres con una respuesta ovarica pobre (Regan, SLP., et al.,
2018. Chattopadhayay, R., et al., 2010), mientras que puede
mejorar la calidad més que la cantidad de ovocitos recuperados
de mujeres con una respuesta ovarica basicamente normal.

Este tipo de pacientes fue predominante en el presente
estudio. Esta hipétesis se ve corroborada por la presente
observacion de que la administracion de GH en este grupo de
pacientes no s6lo mejoro la calidad morfoldgica de los ovocitos
obtenidos, sino que también aumentd el nimero total de
ovocitos fecundados (cigotos), el de cigotos normales y el de
embriones de alta calidad, a juzgar por su aspecto morfologico.
Entre estas caracteristicas, la de la calidad del cigoto parece ser
de particular importancia, ya que se demostro previamente que
la morfologia pronuclear del cigoto esta relacionada no sélo con
los resultados clinicos de la ICSI (Tesarik, J., Greco, E., 1999
Tesarik, J., et al., 2000. Balaban, B., et al.,2001. Rossi-Ferragut, L., et
al., 2003) y la tasa de desarrollo del embrion hasta la fase de
blastocisto (Balaban, B., et al.,2001), sino también con la ploidia
normal de los blastocistos resultantes (Gianaroli, L., et al., 2003.
Balaban, B., et al., 2004. Gianaroli, L., et al., 2007).

Cuando se utiliza en combinacion con la evaluacion
posterior de la morfologia del embridén durante las fases
posteriores del desarrollo preimplantacional, el valor prondstico
de la morfologia del cigoto, en cuanto a la probabilidad de
establecer un embarazo normal, se incrementd aun mas (Rienzi,
L., etal., 2002. Braga, DP., et al., 2013).

86



El uso de tratamientos suplementarios para mejorar la calidad ovocitaria de las mujeres

sometidas a técnicas de reproduccion asistida.

Este estudio mostr6 una mejora significativa de la
morfologia tanto del cigoto como del embrion escindido
mediante la administracion de GH durante la estimulacion
ovarica. Esto sugiere que la mejora de la calidad de los ovocitos
es un importante mecanismo de accién de la GH responsable de
la mejora de las tasas de embarazo, implantacién, parto y
nacimientos vivos en mujeres jovenes con fracasos previos de
ICSI.

Si se confirma, la regulacién al alza de los receptores de
las células de la granulosa por parte de la GH puede estar
implicada en la maduracion citoplasmatica de los ovocitos que, a
su vez, puede estabilizar la funcion de la cohesina y otras
proteinas clave implicadas en el correcto funcionamiento del
huso meiotico durante las fases finales de la maduracion nuclear
de los ovocitos.

Un efecto de la GH sobre la implantacién embrionaria
puede haber actuado también como factor independiente en
algunos de estos casos, pero parece ser marginal en
comparacion con el efecto sobre la calidad de los ovocitos, de
acuerdo con la observacion previa de una prevalencia
relativamente baja de casos con fallos repetidos de implantaciéon
tras la donacion de ovocitos resueltos mediante la
administracion de GH a las receptoras de ovocitos (Altmae, S., et
al., 2018).

El mecanismo a través del cual la GH exdgena puede
mejorar la calidad de los ovocitos en las mujeres jévenes adn
esta por dilucidar. Es posible que esté relacionado con el

aumento de la densidad de los receptores para FSH, LH, BMP
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receptor 1B, asi como su propio receptor (Regan, SLP., et al.,
2018).

Sin embargo, las observaciones anteriores se obtuvieron
con una poblacion de pacientes de mayor edad en comparacion
con la de nuestro estudio. Queda por determinar si la GH
produce efectos similares en mujeres mas jévenes con fracasos
previos de ICSI, supuestamente relacionados con la mala
calidad de los ovocitos. Queda por determinar si los efectos
beneficiosos de la GH sobre la CO estan mediados
principalmente por una accion directa a través de sus propios
receptores o por un aumento de la secrecion de IGF-1.

Se estan realizando estudios para abordar estas
cuestiones con el fin de caracterizar mejor a las mujeres que
pueden beneficiarse de la coestimulacion con GH para mejorar
los resultados de la ICSI. Ademas del efecto sobre la calidad de
los ovocitos, la mejora de la receptividad uterina (Altméae, S., et
al., 2018), también puede haber contribuido a los efectos
positivos de la GH sobre la implantacion del embrion en algunas
pacientes, aunque no se encontraron diferencias en el grosor del
endometrio entre las pacientes que fueron tratadas con GH y las
gue no. Sin embargo, la receptividad endometrial no se refleja
necesariamente en el grosor del endometrio, y el disefio de este
estudio no permite discriminar entre estos dos mecanismos.
Esto solo seria posible con un modelo de donacién de ovocitos.

También queda por determinar por qué la administracion
de GH tiene mas efecto en algunas mujeres jovenes que en
otras. Mientras este trabajo estaba en revisién, hemos abordado

especificamente esta cuestion, con otro grupo de pacientes.
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Encontramos que algunas mujeres jovenes tienen su "edad GH",
determinada indirectamente midiendo sus concentraciones
séricas de IGF-1 (la GH es demasiado fluctuante para dar un
resultado fiable) hasta 20 afios por encima de su edad
cronologica (Tesarik, J., Mendoza-Tesarik, R., 2020). Esto no se
hizo en las mujeres incluidas en el presente estudio. Parece que
la GH administrada externamente tiene menos efecto en
mujeres jovenes con una produccion intrinseca normal de GH
(Tesarik, J., Mendoza-Tesarik, R., 2020).

6.4. CONCLUSIONES.

Tarea 1: Entre los diferentes marcadores morfoldgicos de
calidad ovocitaria descritos en la literatura especializada y
analizados en trabajos preliminares propios, hemos
seleccionado siete, cuyo valor entre 1 y 10, ha ofrecido
concordancia con la calidad de los embriones resultantes. Estos
parametros son: morfologia de la zona pelucida, morfologia del
espacio perivitelino,

calidad citoplasmatica, morfologia del primer corpusculo polar,
elasticidad de menbrana plasmatica, recepcion del

espermatozoide y formacion del cono de inyeccion.
Tarea 2:. La combinacién de MYO-DCI a altas dosis de DCI

mejora la calidad citoplasmica de los ovocitos de las mujeres

con PCOS sometidas a ICSI. La mejora de la calidad ovocitaria
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depende sobre todo de los marcadores “citoplasma’, “espacio

perivitelino”, “membrana plasmética” y “cono de inyeccion”.

Tarea 3: Independientemente de su posible contribucion a la
mejora de la receptividad uterina, la administracién de GH
durante la estimulacién ovéarica de mujeres jévenes con fracasos
previos de ICSI ha demostrado claramente que mejora los
resultados de la ICSI al aumentar la calidad de los ovocitos,
cigotos y embriones.

VIl. CALIDAD ESPERMATICA: PERSPECTIVAS DEL
FUTURO.

Es posible, con los conocimientos actuales en cuanto a calidad
espermatica, especialmente en relacion con las pruebas de
fragmentacion de ADN espermatico (SDF), relacionar el uso de
dichas pruebas con diferentes historias clinicas de parejas con
problemas de infertilidad y sugerir una secuencia de opciones
terapéuticas segun la gravedad del dafio espermatico y su
evolucion en respuesta a los tratamientos aplicados
previamente.

Se presta especial atencién a situaciones en las que se
desconoce la causa de la SDF o en las que la integridad del
ADN espermatico no mejora tras el tratamiento adecuado del
supuesto factor causal, como el varicocele o la infeccién

genitourinaria.
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Dejando a un lado el intenso debate sobre la eleccion de
las pruebas que determinan la indicacion de busqueda de
diagnéstico de una posible SDF, y el planteamiento de si se
debe y cuando se debe realizar una prueba SDF con respecto al
historial de infertilidad, podemos hablar de criterios mas o
menos estrictos para la primera aplicacion de una SDF, tratando
de evitar la negligencia, por un lado, y la sobreactuaciéon por
otro, siendo conscientes de que son necesarias futuras
investigaciones que permitan una aplicacién cientificamente
fundamentada en cada situacion clinica concreta.

Si se aplica un criterio estricto, la prueba SDF se puede
realizar en cualquier pareja infértil antes de comenzar el TRA.
Pero esta no es la practica comun. En ausencia de factores de
riesgo conocidos, la SDF se realiza después de, al menos, un
fallo inexplicable de la TRA. La omision de la prueba de SDF en
casos con espermatozoides normales y sin factores de riesgo
aparentes, independientemente de un fracaso previo en TRA se
puede considerar una relativa falta de rigor.

En la mayoria de las clinicas, la prueba SDF se realiza si
hay presente, al menos, un factor de riesgo de mayor dafio en el
ADN, incluso si las caracteristicas basales de los
espermatozoides son normales.

En centros equipados con la tecnologia necesaria para el
examen de la morfologia de los organulos de los
espermatozoides moviles (MSOME), se puede considerar la
realizacion de la técnica de inyeccion intracitoplasméatica de
espermatozoides seleccionados morfolégicamente (IMSI), en el

préximo intento de TRA tras un primer fallo.
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Tabla 13. Options of using sperm DNA fragmentation (SDF) testing, with or without
other functional tests, in the context of different clinical scenarios, going from the less
stringent (A) through medium stringent (B) to the more stringent (C)

Scenario condition Option A Option B Option C
1. Normal sperm, no risk No DF test DF test in case of DF test always
factors previous ART failure
2. Normal sperm, one DF testin  DF test always DF test and
risk factor case of MSOME
previous
ART failure

3. Altered sperm and/or  DF test DF test and MSOME  DF test, MSOME
several risk factors always and PICS] test

MSOME, motile sperm organelle morphology examination; PICSI, physiologic ICSI.

Si uno o mas factores de riesgo de dafio en el ADN estan
asociados con parametros espermaticos basales anormales, la
ejecucion de una prueba de SDF parece obligatoria. Se puede

realizar sola, o en combinacion con MSOME.

En laboratorios equipados para la ICSI fisiologica (PICSI),
usando espermatozoides seleccionados con acido hialurénico,
también se puede examinar la capacidad para unirse al acido
hialurénico para evaluar la utilidad de PICSI en el tratamiento

futuro.

En cualquier caso, el tratamiento de la causa de la SDF es
la primera opcion, siempre que esta causa pueda ser
identificada. Este es el caso del varicocele o de los factores de
riesgo relacionados con el estilo de vida, como obesidad,

tabaquismo, o exposiciones ambientales y laborales, donde
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alcanzan mucha importancia los compuestos disruptores
endocrinos (CDE).

La cirugia del varicocele, la pérdida de peso, el abandono
del tabaco y la mejora de las condiciones laborales pueden ser
suficientes para permitir la normalizacion progresiva del estado

del ADN espermatico.

Pero, si no se puede identificar la causa probable del SDF,
0 si los cambios en el estilo de vida no fueran posibles, o no
tuvieran éxito, se pueden considerar diferentes opciones de
tratamiento que varian desde opciones no invasivas
(medicamentos orales y técnicas de tratamiento in vitro del
esperma), hasta opciones invasivas (biopsia testicular), o,
incluso, utilizacién de semen de donante como ultima opcion de

tratamiento.

Los regimenes de medicacion oral mas usados incluyen el
uso de antioxidantes. Debido a su caracter no invasivo, este
tratamiento es un enfoque de primera linea adecuado antes de
recurrir a opciones mas invasivas o complicadas. Si se logran
resultados positivos con antioxidantes, se pueden planificar
intentos de FIV/ICSI, usando, eventualmente, las nuevas

modificaciones de la técnica ICSI, esto es IMSI, PICSI, o ambas.

IMSI se desarroll6 originariamente, para casos de
teratozoospermia severa, pero luego se demostrd que también
era (til para casos de SDF. De manera similar, la técnica PICSI,
basada en la capacidad del espermatozoide con integridad de

membrana no comprometida para unirse al acido hialurénico, ha
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demostrado que permite una seleccion mas eficiente de

espermatozoides con ADN intacto.

Con el uso de estas técnicas, se agotan las posibilidades
de tratamiento no invasivo que ofrece el laboratorio de RA, y la
extraccion de espermatozoides de testiculo para su posterior
microinyeccion en el ovocito (TESE) se puede considerar como

el siguiente paso en caso de fallo.

Se ha demostrado que los espermatozoides recuperados
de testiculo tienen un ADN menos fragmentado en comparacion
con los espermatozoides de eyaculado de los mismos hombres,
y Su uso en casos de alta incidencia de SDF permite mayores

tasas de embarazo y nacimiento.

El recurso del semen de donante suele reservarse para los
casos mas graves en los que fallan tanto los métodos no
invasivos, como los invasivos, con espermatozoides del

paciente.

Por todos esto, propusimos (Tesarik J., Galan-Lazaro, 2017)
un algoritmo de toma de decisiones terapéuticas, que debe
considerarse una sugerencia basada en la disponibilidad, en
lugar de una guia basada en la evidencia, y recomendamos
encarecidamente un estudio multicéntrico sobre diferentes

enfoques diagndsticos y terapéuticos, y sus
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resultados.

Succes

» |

Succes Failur Success

Succes

Donor

Figura 24: Decision-making scheme showing several treatment options for cases with
sperm DNA fragmentation (SDF) in the framework of different clinical scenarios,
beginning with noninvasive ones (green), passing through surgical ones (yellow) and

terminating by the recourseto donor sperm (red).

Ademas del grado de SDF, se deben tener en cuenta
otros parametros como la edad femenina y la reserva
ovarica, la duracion de la infertilidad, el nUmero de intentos
previos de TRA, la eventual presencia de patologias

femeninas, etc.

Se pueden omitir pasos intermedios y usar las
modalidades de tratamiento mas eficientes en ciertas
condiciones clinicas como edad materna avanzada y escasa

reserva ovarica. Por otro lado, se puede optar por técnicas
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menos invasivas en casos de muy baja edad materna o con
ovocitos de donante, ya que se sabe que los ovocitos
poseen una maquinaria de reparacion del ADN, y se ha
reportado que ovocitos de buena calidad provenientes de
mujeres jovenes son capaces de reparar, hasta cierto punto,

el dafio en el ADN espermaético.

Teniendo en cuenta las graves complicaciones que
puede causar un exceso de SDF tanto en la concepcion
natural como en TRA, parece necesario enfocar Ila
investigacion en el campo de la infertilidad masculina, en la
mejora de los tratamientos no invasivos de reparacion del

ADN espermatico.

Nota: Todas la referencias bibliograficas no referenciadas
en este punto se encuentran recogidas en Tesarik J,
Galan-Lazaro M. Clinical scenarios of unexplained sperm
DNA fragmentation and their management. Transl Androl
Urol. 2017 Sep;6(Suppl 4):S566-S569. doi:
10.21037/tau.2017.03.70.

En las ultimas décadas, la Medicina Reproductiva ha
avanzado de forma considerable en el conocimiento de la
fisiologia y la fisiopatologia espermatica y ovocitaria,
descubriendo otras causas de esterilidad, entre ellas el EO.
Aunque se necesita precisar como se diagnostica y cual es el
limite que marca lo andmalo, se proyectan interesantes
perspectivas de tratamiento en forma de antioxidantes que

pudieran hacer reversiblesalgunas de estas alteraciones.
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