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RESUMEN

La mayoria de procesos fisioldgicos y conductuales tienen lugar en periodos de 24
horas (circadianos). En mamiferos, el reloj circadiano central se encuentra en el nlcleo
supraquiasmatico (NSQ) y coordina sus oscilaciones con los relojes presentes en los
tejidos periféricos. A nivel molecular, el reloj central y los relojes periféricos presentan
un circuito de retroalimentacion transcripcional-traduccional comdn en el que estan
implicados los denominados genes reloj. Asimismo, dichos genes participan en el
control de otros genes responsables, a su vez, de la mayoria de los procesos celulares

fundamentales para la vida.

En este contexto, los ritmos circadianos y los genes reloj parecen estar
involucrados en la competencia reproductiva y existen crecientes evidencias de que los
dos genes primarios Clock y Bmall ejercen una importante influencia en la misma. En
el presente trabajo, se pretende establecer la relacion entre la expresion de genes reloj y
los ritmos circadianos de los tejidos implicados en la reproduccion, con la capacidad

reproductiva, tanto masculina como femenina.

En general, se describe la expresion de genes reloj en practicamente todos los
tejidos reproductivos, asi como ritmicidad circadiana en muchos de ellos. Asimismo,
muchos de estos genes se relacionan con diversos aspectos implicados en la fertilidad.
Sin embargo, las referencias bibliograficas en humanos son escasas y los resultados
obtenidos en modelos animales son heterogeneos por lo que se concluye que es
necesario el estudio en este campo, lo que genera amplias posibilidades para la

realizacion de investigaciones futuras.
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1. INTRODUCCION

1.1. Cronobiologia

La vida es ritmica, desde la generacion periddica de potenciales de accion en
neuronas o células cardiacas hasta el ciclo de division celular. Muchos procesos
fisioldgicos clave poseen una naturaleza repetitiva y oscilatoria. EI comportamiento
ritmico no se limita al nivel celular, estd presente también a otros niveles mas
complejos, asi tienen lugar ciclos mensuales como el ovarico o anuales como la
floracion, la hibernacion, la migracion o la reproduccion en algunas especies de
mamiferos (1) (Tabla 1). En este contexto, se define periodo como la duracién de un
ciclo completo en una fluctuacion ritmica, es decir, el intervalo de tiempo entre las
recurrencias de la fase definida de un ritmo (2). Asi, los ritmos biol6gicos son cambios
ciclicos que se producen regularmente en un periodo de tiempo dado, que puede oscilar
desde una fraccidn de segundo hasta decenas de afios, y que se relacionan con procesos

fisioldgicos internos (1,3). Existen tres tipos de ritmos biolégicos (3):

» Ritmos circadianos: ciclos de 24 horas que incluyen procesos fisioldgicos y
conductuales.

» Ritmos ultradianos: ciclos con un periodo mas corto que los ritmos circadianos
y con una mayor frecuencia.

» Ritmos infradianos: ciclos que tienen lugar durante un tiempo superior a 24

horas, como el ciclo menstrual.

La Cronobiologia es una disciplina de la biologia que estudia los ritmos
bioldgicos que se producen en los organismos vivos en sus diferentes niveles de
organizacion. Dicha palabra tiene como origen los vocablos griegos: kronos (tiempo),
bios (vida) y logo (estudio) (4). El estudio molecular de la cronobiologia comenzo con
el trabajo de doctorado de Ronald Konopka con Seymour Benzer, publicado en 1971 y
titulado “Clock mutants of Drosophila melanogaster”. Este consisti6 en el andlisis de
tres mutantes tras la induccion de mutagénesis con metanosulfonato de etilo (MSE) en
moscas hembra virgenes. De los 2000 machos obtenidos en la Fi, tres de ellos

presentaban drasticamente alterado el ritmo de 24 horas. Uno de ellos era arritmico, otro

. _____________________________________________________________________________________________|
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tenia un periodo de 19 horas y el tercero un periodo de 28 horas. Asimismo, los tres
mutantes parecian involucrar a un mismo gen funcional del cromosoma X, el gen Per
(5). Estos autores fueron los primeros en identificar uno de los genes involucrados en
los ritmos biologicos. Posteriormente, Jeffrey Hall, Michael Rosbash y Michael Young,
galardonados con el Premio Nobel de Fisiologia 0 Medicina en 2017, estudiaron ese gen
junto a otros y descubrieron los mecanismos moleculares que controlan el ritmo
circadiano. Asimismo, lograron identificar los engranajes de este complejo sistema que
permite a las células desarrollar funciones de manera ciclica produciendo cambios cada,
aproximadamente, 24 horas que se repiten diariamente durante toda la vida de forma

sincronizada con las rotaciones de nuestro planeta (6).

Ritmos bioldgicos Periodo
Ritmos neurales 0,001 -10s
Ritmos cardiacos 1s
Oscilaciones de calcio De segundos a minutos
Oscilaciones bioquimicas 30 s—20 min
Oscilador mitdtico 10 min—-30 h
Reloj de segmentacion 30min-2h
Ritmos hormonales 10 min — 3-5 h (También de 24 h)
Ritmos circadianos Aproximadamente 24 h
Ciclo ovarico 28 d (ciclo menstrual)
Ritmos anuales 1 afio
Ritmos en ecologia y epidemiologia Afios

Tabla 1. Principales ritmos biolégicos. Tabla adaptada de Goldbeter (1).

1.2. Ritmos circadianos

Los ritmos circadianos son aquellos que con un periodo de 22 a 28 horas (4)
permiten a los organismos adaptarse a la naturaleza periddica del ambiente y anticiparse
al ciclo externo de luz-oscuridad (7). Esto posibilita la regulacion de procesos
fisiolégicos como la homeostasis de la glucosa o el ciclo celular ya que el reloj
circadiano esta intimamente relacionado con el control metabdlico y, por lo tanto, su
disrupcion puede ser la causa de diversas alteraciones como el sindrome metabdlico (8),

la predisposicion al cancer (9) o la infertilidad (10). Asi se sabe que el 10-30 % del

. _____________________________________________________________________________________________|
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Angela Nifio Caballero Trabajo Fin de Master

genoma humano presenta ritmos circadianos, de tal forma que la expresion de la mayor
parte de las variables fisiologicas, conductuales y bioquimicas presentan este tipo de
ritmo: la temperatura corporal, el ciclo suefio-vigilia o los niveles plasmaticos de
leptina, melatonina, cortisol y hormona de crecimiento (4).

Aldostercna
Testosterona
Adrenalina
Adhesion plagueta-
ria
Viscosidad sanguinea
Actividad de células MK

Figura 1. Esquema de la organizacién circadiana de algunas variables fisiologicas en el ser humano.
Recuperada de Castellanos et al. (4).

1.2.1. Organizacion del sistema circadiano

El sistema circadiano en mamiferos es complejo y jerarquizado, consta de un
conjunto de neuronas agrupadas en el Nucleo Supraquiasmatico (NSQ) del hipotalamo,
que se considera el reloj bioldgico central. La mayoria de estas neuronas producen
potenciales de accidén que comienzan al amanecer, aumentando su frecuencia hacia la
mitad del dia y disminuyendo después para hacerse casi inexistente por la noche. La luz
no es la causa del ritmo, pero puede regular y sincronizar dicho reloj mediante el tracto
retino hipotalamico (11,12). La actividad neural circadiana del NSQ regula la glandula
pineal, productora de melatonina, por medio de nervios simpéticos; pasando por el
nucleo paraventricular hipotalamico que proyecta directa e indirectamente a las
neuronas preganglionares simpaticas de los primeros segmentos toracicos de la médula
espinal (T1/ T3), llegando al ganglio cervical superior el cual conecta con la glandula
pineal (13) (Figura 2). Durante el dia se inhibe la secrecién de melatonina. Como

resultado, la secrecion de esta hormona comienza a aumentar con la oscuridad y alcanza
I ——
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un maximo hacia la mitad de la noche. La capacidad de la luz para inhibir la secrecion
de melatonina parece estar relacionado con la melanopsina. Esta molécula es un
pigmento que se encuentra en células ganglionares fotosensibles de la retina, distinto a
los pigmentos presentes en conos y bastones. No obstante, la activacion de rodopsina y
fotopsinas (en bastones y conos, respectivamente) también puede influir sobre la

capacidad de la retina para regular ritmos circadianos (12).

Este reloj bioldgico central influye en diversos procesos como el ritmo suefio-
vigilia, la sintesis de diferentes hormonas, la presion arterial, la temperatura,

locomocidn, ingesta de alimento, procesos fisiologicos o patoldgicos, ... (4)

Inhibicion

Estimulacion "

é:/* SCG
T:/T3 ' N

Figura 2. Esquema resumen de la secrecion de melatonina sincronizada por los ciclos de luz/oscuridad.
Recuperada y adaptada de Amaral et al. (13).

1.2.2. Melatonina

Sintesis v liberacion

La melatonina es la hormona secretada por los pinealocitos presentes en la
glandula pineal y esta implicada en diversos procesos fisioldgicos. Su sintesis (Figura 3)
comienza a partir de triptéfano, que bajo la accién de la enzima triptéfano hidroxilasa
(TPH) se transforma en 5-hidroxitriptéfano que, a su vez, se convierte en serotonina y

pasa a N-acetilserotonina (NAS) por la acetilacion catalizada por la arilalquilamina N-

GENES RELOJ Y RITMOS CIRCADIANOS EN TEJIDOS IMPLICADOS EN LA REPRODUCCION 4
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acetiltransferasa (AANAT). Finalmente, actia la enzima acetilserotonina O-
metiltransferasa (ASMT) sobre NAS para dar lugar a la melatonina. Las enzimas
mencionadas estan bajo el control de los sistemas neuronales y endocrinos que regulan

el tiempo, la duracién y la cantidad de melatonina producida (13).

El control més importante es el que ejerce el sistema circadiano. El estimulo de
luz (principalmente en el rango azul) activa a la melanopsina y desencadena la ruta
anteriormente descrita. La norepinefrina liberada por los terminales simpaticos
interactGa con los receptores noradrenérgicos clasicos o y B en la membrana de los
pinealocitos y activan las vias de sefializacion AMPc-PKA-CREB y PLC-Ca?*-PKC,

involucradas en la sintesis de melatonina (13).

@Tch,cu(nu,)coon
TRYPTOPHAN |
>

H
l Tryptophan hydroxylase (TPH)

HO CH,CH(NH,)COOH
5.HYDROXYTRYPTOPHAN J

N

H

l Decarboxylase

(]}
SEROTONIN HO Q_J SR,
N
H

Aralkylamine N-acetyltransferase

(AANAT)
N-ACETYLSEROTONIN m©jcu.€m~mow.
N

H
Acetylserotonin O-methyltransferase

(ASMT)
MELATONIN o | CH,CH;NHCOCH,
LIVER l mainly CYP1A2
N

H

6- SULFATOXYMELATONIN (URINE)

Figura 3. Esquema de sintesis de melatonina y metabolizacion hepéatica. Recuperada de Amaral et al.
(13)

Mecanismos de accion

La melatonina puede realizar su funcion de una forma independiente o
dependiente de receptores. A su vez, estos receptores pueden ser nucleares (ROR/RZR),
citosolicos (MT3) o de membrana (MT1y MT>), estos ultimos se encuentran acoplados
a proteina G. Esta hormona lleva a cabo su funcion utilizando diferentes mecanismos de

accion y provocando distintos efectos (13):
I ——
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» Efectos inmediatos. En este caso su accion no precisa de receptores celulares, la

melatonina interactUa directamente con otras moléculas. Dentro de este grupo de
acciones encontrariamos, por ejemplo, su funcién antioxidante (14). Esta hormona
es uno de los antioxidantes naturales mas potentes. Su accion en este &mbito no
solo consiste en quelar moléculas reactivas de oxigeno y nitrégeno, sino que
también moviliza sistemas enzimaticos antioxidantes intracelulares. Asimismo,
estd involucrada con la reduccion de la via AMPc-PKA-CREB y GMPc, el
incremento de actividad de la ruta DAG-IP3-PKC, la regulacion de los canales de
calcio y potasio, ... (13)

» Efectos prospectivos. Son aquellos mecanismos que tienen lugar durante el dia

(temprano o tarde) y que se activan en ausencia de melatonina, siempre que esta
hubiera estado presente la noche anterior. Estos pueden ser proximales o distales.
Los proximales ocurren al principio de la mafiana, justo después del cese de la
produccion de melatonina, y se pueden extender durante varias horas. Un ejemplo
seria la hipersensibilizacion de la via AMPc/PKA/CREB, observada en sistemas
periféricos y centrales. Los distales o prolongados, son dependientes de la accion
de control de la melatonina sobre la transcripcion y/o la traduccién de los genes
reloj y los genes a los que estos controlan (15).

» Efectos cronobidticos. Son los debidos a la repeticion diaria de la sefial de

melatonina durante la fase oscura. Este efecto de la hormona depende de su accion
a diversos niveles del sistema circadiano, incluyendo el NSQ y los genes reloj
expresados en los tejidos periféricos (6rganos reproductivos, tejido adiposo,
musculo, células B pancreaticas, ...) (13)

» Efectos estacionales. Estos son debidos a la duracion del perfil de melatonina

diurna y, sobre todo, al cambio diario debido al incremento o a la reduccion de la
fase oscura diaria. Estos efectos permiten al organismo anticiparse y adaptarse a
los cambios del ambiente que ocurren a lo largo del afio y son mediados por la
accion de la melatonina en la pars tuberalis de la hipofisis. Como consecuencia, la
melatonina es capaz de controlar eventos estacionales como la reproduccion, el
metabolismo energético, la respuesta inmune, la termogénesis, el crecimiento, el

control de la masa corporal, ... (16)

. _____________________________________________________________________________________________|
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> Efectos transgeneracionales. En mamiferos, especialmente en humanos, la

produccion pineal de melatonina incrementa a medida que progresa la gestacion.
Asimismo, la melatonina es necesaria para una adecuada formacion vy
diferenciacion del cerebro fetal ya que ejerce un efecto neuroprotector ante el
estrés oxidativo (17). La melatonina materna cruza libremente la placenta y
alcanza la circulacion del feto, de manera que los efectos que esta hormona
ocasiona, en el organismo de la madre seran vistos en el feto, particularmente, en

los efectos cronobidticos y estacionales (18).
1.2.3. Genes reloj

Los genes reloj son aquellos implicados en la generacion y mantenimiento de los
ritmos circadianos. Estos constituyen una maquinaria molecular compleja que incluye
ciclos de transcripcion y traduccion y las proteinas resultantes pueden reforzar el
proceso o inhibirlo, de modo que el ciclo tiene una duracion de aproximadamente 24
horas. Estas proteinas también pueden controlar, durante ese ciclo de 24 horas, la
expresion de otros genes que son los responsables de casi todas las funciones celulares
(13). Por lo tanto, estos genes mantienen las actividades celulares en sincronia con las
actividades del organismo, como la ingesta de alimento o el suefio, y ayuda a diferentes
sistemas de tejidos y 6rganos a coordinar y optimizar su rendimiento (19). Aungue la
investigacion sobre el reloj circadiano en mamiferos se centrd durante mucho tiempo en
el NSQ como el marcapasos central (20), ahora se sabe que el reloj circadiano en si es
una propiedad intrinseca de las células en muchos de los tejidos y que el NSQ sirve para
sincronizar los relojes periféricos (21). La maquinaria especifica que subyace a los
relojes circadianos difiere de un organismo a otro, pero a nivel celular dependen de la
transcripcion del conjunto de genes reloj, lo que pone de manifiesto la conservacion

evolutiva del mecanismo del reloj central entre especies (19).

Los primeros estudios de los genes reloj se realizaron en Drosophila
melanogaster (11). Mas adelante, se fueron descubriendo genes homologos en ratones y

otros mamiferos (10) que aparecen recogidos en la Tabla 2.

. _____________________________________________________________________________________________|
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» Genes Period (Per 1/2/3)

» Genes Cryptochrome (Cry 1/2)

» Clock (“Circadian Locomotor Output Cycles Kaput™)
» Bmall (“Brain and Muscle ARNT-Like Protein 17)

Mus musculus 11 B3 ENSMUSG00000020893 035973
Pert Homo sapiens 17p13.1 ENSG00000179094 015534
Mus musculus 1D ENSMUSG00000055866 054943
Pere Homo sapiens 2037.3 ENSG00000132326 015055
Mus musculus 4E2 ENSMUSG00000028957 070361
Pers Homo sapiens 1p36.23 ENSG00000049246 P56645
Mus musculus 10 C1 ENSMUSG00000020038  P97784
et Homo sapiens 12g23.3 ENSG00000008405 Q16526
Mus musculus 2E1 ENSMUSG00000068742  Q9R194
I Homo sapiens 11p11.2 ENSG00000121671 Q49ANO
Mus musculus 5C3.3 ENSMUSG00000029238 008785
Clock Homo sapiens 4912 ENSG00000134852 015516
—_— Mus musculus 7F1 ENSMUSGO00000055116 ~ Q9WTLS8
Homo sapiens 11p15.3 ENSG00000133794 000327

Tabla 2. Informacion de interés sobre los genes reloj en humanos y ratén. Siendo Ensembl y Uniprot
bases de datos donde encontrar mas informacion sobre dichos genes y sus proteinas, respectivamente.
Tomado de Cunningham et al. (22).

Michael Rosbash descubri6 los cambios periddicos en la expresion del gen Per 'y
propuso el modelo de bucle de retroalimentacién transcripcional-traduccional (TTFL)
(Figura 4) como el mecanismo molecular que regula los ritmos circadianos (11,23).

Otros genes que participan en este mecanismo molecular serian:

» Csnkle/Csnklo: Gen que codifica para la caseina quinasa 1 isoforma &/6 en
humanos

» Rev-Erb: Familia de receptores nucleares y represores transcripcionales

» Npas2: Gen que codifica para la proteina 2 que contiene el dominio PAS, la
cual es homologa a CLOCK y puede formar dimeros con BMALL.

. _____________________________________________________________________________________________|
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Figura 4. Modelo de bucles de retroalimentacion transcripcional-traduccional (TTFL) del
mecanismo molecular de los ritmos circadianos. (Creado en Biorender.com)

Los osciladores del reloj central incluyen a BMAL1 y CLOCK. Estas dos
proteinas forman un heterodimero que se une a una secuencia de ADN especifica,
denominada E-box (5'-CACGTG-3'), presente en el promotor de los tres genes Per (Per
1/2/3) y de los dos genes Cry (Cry 1/2) activando su transcripcién, lo que tiene como
resultado la acumulacion de sus proteinas en el citoplasma. Las proteinas PER y CRY, a
su vez, forman complejos heterotipicos con isoformas de la caseina quinasa 1 (CK1d y
CKlg). Posteriormente, estos complejos se fosforilan por la accion de la CK1 y se
trasladan al nucleo ejerciendo una accién inhibidora sobre la actividad de dimero
BMALL:CLOCK, lo que resulta en una disminucion de su propia expresion, ya que

inhiben la activacion de su transcripcion (10).

Por otro lado, existe un circuito de retroalimentacion accesorio a traves de la
interaccion entre los receptores nucleares huérfanos, concretamente, los activadores de
la familia ROR (RORa y RORy). RORa y RORy incrementan la expresion de BMAL1
mediante su union a regiones promotoras y potenciadoras del gen. Entonces, aparecen
los receptores de la familia REV-ERB (REV-ERBo y REV-ERBp) cuya expresion es

. _____________________________________________________________________________________________|
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activada por la accion del dimero BMALL:CLOCK y que compiten con los
activadores ROR, ocupando los elementos de respuesta a ROR (ERR) y reclutando
histonas desacetilasas. Por consiguiente, queda suprimida la transcripcion de Bmall.
Este mecanismo tarda, aproximadamente 24 horas en completarse y proporciona una

base para el establecimiento de ritmos circadianos (10).
1.2.4. Relojes secundarios en mamiferos

El descubrimiento de la existencia de ritmos circadianos en el cultivo de una linea
celular de fibroblastos llevd hasta la conclusion de que el NSQ no era el Unico reloj
molecular en mamiferos (24). Hasta la fecha, se han descrito relojes periféricos en

higado, pulmon, corazén, mtsculos esqueléticos, tejido adiposo, ovario, ... (23)

Hay una fuerte evidencia de que los relojes periféricos en los diferentes 6rganos
son esenciales para su funcionamiento. Asi, el control de la homeostasis de la glucosa es
regulado por los relojes del higado y del pancreas, la ovulacién por el reloj del ovario, la
cicatrizacion de heridas por el reloj de la piel o el gasto energético por el reloj del
hipotdlamo ventromedial. Aunque estos relojes secundarios se encuentran en todo el
organismo, la naturaleza, el namero y la fase de los genes expresados ritmicamente son

muy especificos de cada tejido en ratones, primates no humanos y humanos (23).

Los genes del reloj central se expresan ciclicamente en la mayoria de los tejidos,
de forma que el oscilador circadiano molecular central es compartido por los diferentes
organos. No obstante, el perfil de expresion de estos genes es unico en cada reloj
periférico lo que se explica por los diferentes mecanismos de integracion funcional entre

los genes reloj y los reguladores de transcripcion especificos de cada tipo de célula (23).

En primer lugar, algunos componentes del reloj central tienen funciones bien
definidas, ademas de su papel en el reloj molecular, que pueden proporcionar enlaces
directos a transcripciones especificas de tejidos. Asi, REV-ERBa puede silenciar la
expresion génica no solo a través de la union directa a los elementos de respuesta a
ROR en el ADN, sino también indirectamente a través de la union a factores de

transcripcion especificos del tipo de células (25).

En segundo lugar, la actividad de CLOCK:BMAL1 puede verse afectada por otros
factores de transcripcion con motivos estructurales hélice-bucle-hélice béasica (bHLH),

cuya abundancia y actividad varian segun los tejidos. (26).
I ——
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Por ultimo, las variaciones especificas en la topologia del genoma y la
accesibilidad a la cromatina en cada tipo celular pueden contribuir a la expresion de
conjuntos Unicos de genes reloj en diferentes organos (23). De hecho, aunque se ha
propuesto que el dimero CLOCK:BMAL1 funciona como factor de transcripcion
pionero que promueve la accesibilidad al ADN, a través de la eliminacion de
nucleosomas, datos mas recientes sugieren que BMAL1 se une a sitios del ADN ya
accesibles, lo que posiblemente aumenta su exposicion a otros factores de transcripcion
(27).

1.3. Ritmos circadianos y reproduccion

El descubrimiento de que genes como Clock, Bmall, Per y Cry también se
expresan en ovario, oviducto, Utero y placenta en mamiferos (28-31) llevo a la hipétesis
de que la alteracion del reloj natural del cuerpo tiene un efecto negativo en el embrion,
desarrollo y embarazo (32). No obstante, actualmente hay pocos estudios que relacionen

los problemas de fertilidad con los genes del reloj circadiano en humanos (33).

El control reproductivo de muchas especies esta conectado al ritmo circadiano a
través de la luz y la duracion de los dias. Una de las funciones mas estudiadas de la
melatonina es su papel en la determinacion del momento de los nacimientos de animales
que se reproducen en ciertas estaciones del afio. Para ello, la melatonina influye sobre el
eje hipofisario-gonadal estimulandolo en animales que se reproducen durante los dias
cortos, como las ovejas e inhibiéndolo en animales que se reproducen durante los dias

largos, como los hamsteres.

En humanos, el efecto antigonadotrdpico de la melatonina aun no se ha probado,
aunque existen evidencias al respecto. Otros efectos si demostrados en humanos serian
algunos de los siguientes. Una secrecion excesiva de melatonina se relaciona con un
retraso del inicio de la pubertad. En nifios de 1 a 5 afios la secrecion de melatonina es
mas alta y a partir de entonces disminuye alcanzando sus niveles mas bajos tras la
pubertad (un 75 % menos que durante la infancia). Esto sugiere una funcién de la
melatonina en el inicio de la pubertad de los seres humanos. Sin embargo, la
importancia de la melatonina en la reproduccién de humanos es todavia muy

controvertida debido a que existen muchos datos contradictorios (12).

. _____________________________________________________________________________________________|
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El patron de secrecion de la melatonina se altera cuando una persona trabaja en
turnos nocturnos o vuela a traves de diferentes franjas horarias. De hecho, existen
diversos estudios como uno realizado en 2013 a 43 azafatas de vuelo. De las
encuestadas, el 21 % tenian ciclos menstruales irregulares. Ademas, también
presentaban enfermedades tiroideas y alteraciones del suefio (34). No obstante, hay
evidencias de que la melatonina exdgena, tomada en pildoras, puede resultar beneficiosa
en el tratamiento de los sindromes de los husos horarios, pero no se conoce la dosis
Optima (12).

Otros muchos aspectos de la biologia reproductiva también estan regulados por el
ritmo circadiano. Esto incluye el ciclo estral, los niveles de hormona luteinizante (LH),
la ovulacion, la produccién y la maduracion de los espermatozoides, la fertilizacion, la
inseminacion y la implantacion de embriones (35-37). Se ha encontrado que la
interrupcion de la expresion de ciertos genes primarios como Clock y Bmall podria
tener un efecto perjudicial en la salud reproductiva (33,35). Sin embargo, el efecto
debido a la interrupcidén de otros genes reloj no se conoce completamente. En los
Gltimos afos, los estudios sobre el reloj circadiano y su influencia en la reproduccién

han ido aumentando (33).

. _____________________________________________________________________________________________|
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2. JUSTIFICACION DEL TRABAJO

En los ultimos afios, numerosas evidencias epidemioldgicas y genéticas relacionan
la disrupcion del reloj circadiano con multiples procesos patoldgicos, asociando dichas
alteraciones con el area de la Cronobiologia. En este contexto, existe una evidencia
creciente de la interconexion entre la ritmicidad circadiana y la reproduccion. Asi, en
modelos animales que presentan defectos en genes reloj se observan problemas de
fertilidad. A nivel superior, la alteracién de los ciclos suefio-vigilia por motivos
laborales u otras causas podria provocar una ruptura en la ritmicidad de los procesos
reproductivos. Hasta el momento, los estudios publicados en humanos al respecto son
relativamente escasos, sin embargo, es ciertamente apropiado realizar una revision de lo
publicado hasta el momento y que relacione la expresion de los genes reloj y los ritmos

circadianos con las alteraciones en la funcién reproductiva.

. _____________________________________________________________________________________________|
GENES RELOJ Y RITMOS CIRCADIANOS EN TEJIDOS IMPLICADOS EN LA REPRODUCCION 13



Angela Nifio Caballero Trabajo Fin de Master

3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1. Hipotesis
La hipdtesis principal en la que se basa esta revision bibliografica es la siguiente:

“La alteracion en la expresion de genes reloj y el patron de los ritmos
circadianos en los tejidos implicados en la reproduccion afectan de forma
negativa a la capacidad reproductiva tanto en mujeres como en hombres,

pudiendo ser causa de infertilidad”
3.2. Objetivos

Partiendo de la hipotesis mencionada anteriormente los objetivos de este trabajo

son:

- Estudiar la expresion de genes reloj en los tejidos implicados en la
reproduccion.

- Estudiar los ritmos circadianos presentes en dichos tejidos.

- Inferir si existe una relacion directa entre la alteracion de la expresion de

genes reloj, la disrupcion de los ritmos circadianos y la infertilidad.

. _____________________________________________________________________________________________|
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1. Diseio de la revision

Se trata de una revision de los estudios cientificos realizados sobre cronobiologia
de la reproduccion, con el fin de aunar la informacidn necesaria para determinar la
relacion entre la funcion de los genes reloj y el papel de los ritmos circadianos en los
diferentes procesos reproductivos. Para ello, nos hemos centrado en la expresion de
dichos genes en los diferentes tejidos implicados en la reproduccion, en su posible papel
y en la relacion de los mismos con la infertilidad, haciendo una especial mencion a las
publicaciones en humanos. No obstante, la mayoria de los estudios incluidos son
llevados a cabo en modelos murinos, debido a la dificultad que supone realizar este tipo

de ensayos en humanos.
4.2. Estrategias de busqueda

Con el proposito de reunir informacion suficiente y relevante para la redaccion de
la presente revision se utilizaron bases de datos electronicas. Siendo las mas utilizadas

Pubmed, y las bibliotecas virtuales de la Universidad de Sevilla y de Oviedo.

Asimismo, se utilizaron diferentes motores de busqueda con términos clave como

99 e 29 ¢

“clock genes AND reproduction”, “circadian rthythms AND reproduction”, “clock genes
AND testis AND expression AND (Bmall OR Clock OR Perl OR Per2 OR Cryl OR
Cry2)”, “clock genes AND female reproduction”, “clock genes AND (ovary OR oviduct
OR uterus OR placenta)”, “clock gene deficiency AND human”, ...

4.3. Criterios de seleccién

4.3.1. Criterios de inclusion

En la elaboracién de este trabajo se seleccionaron publicaciones cientificas cuyo
objetivo era analizar la expresion de los genes reloj y ritmos circadianos en los
diferentes tejidos involucrados en el proceso reproductivo, o bien inferir la relacion de

los citados genes con esta funcion vital de los seres vivos o con la infertilidad.

Por consiguiente, se tuvieron en cuenta estudios cientificos y revisiones
publicadas, desde el afio 2000 hasta la actualidad, en revistas que tratan temas sobre
cronobiologia, reproduccién, endocrinologia y fisiologia como Journal of Biological
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Rhythms, Biology of Reproduction, Endocrinology o American Journal of Physiology:

Endocrinology and Metabolism.

Debido a la escasez de estudios realizados en humanos, la mayoria de las
publicaciones seleccionadas fueron aquellas realizados en roedores, ya que son los
mamiferos que mas se utilizan como modelo experimental para este tipo de

investigaciones.

En cuanto al idioma, la mayoria de las publicaciones recopiladas estaban escritas
en inglés, aunque de forma generalizada los libros utilizados se encontraban en

castellano.
4.3.2. Criterios de exclusion

En este trabajo se utilizaron las publicaciones de &mbito cientifico que estuvieran
recopiladas en revistas o libros que trataran del tema expuesto y que cumplieran los
criterios de inclusion establecidos. Por lo tanto, se prescindié de cualquier fuente de

informacion que careciera de fiabilidad.

Asimismo, con el fin de incluir publicaciones de cierta actualidad, tampoco se
hizo uso de articulos publicados con anterioridad al afio 2000, a menos que fuera
estrictamente necesario como explicar los primeros experimentos realizados sobre un
tema concreto. Por otro lado, tampoco se utilizaron aquellos estudios o revisiones a las

gue no se tenia acceso al texto completo.
4.4. Organizacion de la informacion

Una vez recopilada la informacion se procedié a la organizacion de todos los
datos procedentes de 94 referencias bibliograficas. En primer lugar, se fueron
incluyendo los resultados de las diferentes publicaciones en un apartado u otro
dependiendo de si trataban sobre ritmicidad de tejidos implicados en la reproduccién
(12 referencias), expresion de genes reloj en el tejido reproductivo (42 referencias), la
funcion de dichos genes (33 referencias), o sobre estudios publicados en humanos hasta
el momento (12 referencias). Posteriormente, se hizo una segmentacion entre los
estudios llevados a cabo en organismos de sexo masculino (46 referencias) y aquellos

realizados en organismos de sexo femenino (53 referencias).
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Zhang et al., 2016

Karman et al., 2006
Johnson et al., 2002
Pérez et al., 2015

Pan et al., 2020
Tong et al., 2004
Liuetal., 2014

Bittman et al., 2016
Neto et al., 2016
Guzman et al., 2005
Sugimoto et al., 2012
Schuler et al., 2014
Schlatt et al., 2008
Veldhuis et al., 2012
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2015
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2012 circadianos

Klose et al., 2011 Expresion de genes reloj y ritmos 3
circadianos

Papel de los genes reloj )

Meyer et al., 2014 Expresion de genes reloj y ritmos 3
circadianos

Bebas et al., 2009 Expresion de genes reloj y ritmos 3
circadianos

Barburski et al., 2016  Expresion de genes reloj y ritmos 3
circadianos

Chenetal., 2017 Expresion de genes reloj y ritmos )
circadianos

He et al., 2007 (a) Expresion de genes reloj y ritmos Q
circadianos

He et al., 2007 (b) Expresion de genes reloj y ritmos Q
circadianos

Yoshikawa et al., Expresion de genes reloj y ritmos Q
2009 circadianos

Johnson et al., 2009  Expresion de genes reloj y ritmos Q
circadianos

Wiggins et al., 2016  Expresion de genes reloj y ritmos Q
circadianos

Cushman et al., 2007 = Expresion de genes reloj y ritmos Q
circadianos

Kobayashi et al., 2018 Expresion de genes reloj y ritmos Q
circadianos

Brzezinski et al., 2018 Expresion de genes reloj y ritmos Q
circadianos

Kennaway et al., 2003 Expresion de genes reloj y ritmos Q
circadianos

Johnson et al., 2007  Expresion de genes reloj y ritmos Q
circadianos

Ratajczak et al., 2010 Expresion de genes reloj y ritmos Q
circadianos

Akiyama et al., 2010 Expresion de genes reloj y ritmos Q
circadianos

Horard et al., 2004  Expresion de genes reloj y ritmos Q
circadianos

Nakamura et al., 2005 Expresion de genes reloj y ritmos Q
circadianos
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Uchikawa et al., 2011
He et al., 2007 (c)
Nakamura et al., 2008
Rubel et al., 2012
Muter et al., 2015
Beesley et al., 2015
Sellix et al., 2010
Wharfe et al., 2011
Frigato et al., 2009

Papacleovoulou et al.,
2017
Amano et al., 2009

Dolatshad et al., 2010

Bunger et al., 2000
Bonden et al., 2013
Alvarez et al., 2008
Schoeller et al., 2016
Dorantes et al., 2012
Ratajczka et al., 2009
Dolatshad et al., 2006
Cheng et al., 2016
Lietal., 2018
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Daan et al., 2011
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Endo et al., 2015
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McNamara et al.,
2001
Yang et al., 2010
Boden et al., 2010
Xu et al., 2016
Miller et al., 2004
Amano et al., 2016
Zheng et al., 2019
Zhang et al., 2019
Tobback et al., 2011
Beaver et al., 2003
Nothias et al., 1995
Matsuo et al., 2003
Liuetal., 2019
Ramasamy et al.,
2015
Zhang et al., 2012
Hodzi¢ et al., 2013
Shen et al., 2015
Lawson et al., 2011
Mills et al., 2019
Begtrup et al., 2019
Kovanen et al., 2010
Hodzi¢ et al., 2018

Lvetal., 2019
Qiuetal., 2016

Tabla 3. Esquema que recoge los articulos utilizados para la elaboracion del presente Trabajo Fin de

Maéster.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Ritmicidad de los tejidos implicados en la reproduccion

5.1.1. Ritmicidad en el aparato reproductor masculino

En este tejido nos encontramos con varios procesos fisioldgicos que tienen un
caracter ciclico, asi los testiculos no solo proporcionan uno, sino varios modelos de
organizacion temporal. De este modo, la espermatogénesis con sus diferentes fases es
un proceso que tiene lugar de manera continua y coordinada (38). Este proceso dura,
aproximadamente, unos 42-76 dias en humanos (39) y 35 dias en ratén (40). Otro
proceso ciclico seria la diferenciacion de espermatogonias en la membrana basal
periférica del tabulo seminifero y su movimiento hacia la luz tubular, denominado ciclo
del epitelio seminifero (41). Este se compone de diferentes etapas y su duracién es

especifica para cada especie.

Ademés de la produccion de gametos, la secrecion de andrdgenos también
presenta oscilaciones (42), asi la pulsatilidad de esta secrecion se evidencia en estudios
realizados a diversos animales como jabalies 0 monos rhesus (42,43). El generador de
pulsos se encuentra en el hipotdlamo y en el area preoptica controlando la liberacion de
hormona liberadora de gonadotropina (GnRH) al sistema porta hipotadlamo-hipofisario.
Esta liberacion hace que se produzcan los picos de LH y esta estimulacion pulsatil de la
hormona esté sincronizada con la funcién de las células de Leydig. La respuesta de los
testiculos a LH se atenlia cuando la estimulacion es continua y se ha observado que la
liberacién pulsatil evita la regulacién negativa de su receptor y/o la desensibilizacion de
la cascada de transduccion de sefiales dentro de las células de Leydig (44,45). Este
aspecto de la ritmicidad testicular es, por lo tanto, relevante para la consideracion de
ritmo en los testiculos. Por el contrario, la secrecién de FSH a la que se exponen los
testiculos es menos pulsatil debido a que esta hormona presenta una vida media mayor y
a la modulacion por los complejos proteicos activina e inhibina de los testiculos,

modificando la biosintesis y liberacion de dicha hormona (46).
5.1.2. Ritmicidad en el aparato reproductor femenino

Los ritmos en la reproduccion femenina son criticos para asegurar que el tiempo

de ovulacion coincida con la maduracién del ovocito. En los ovarios y Utero de hembras
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de mamifero tiene lugar de forma ciclica un conjunto de acontecimientos fisioldgicos
que concluyen con la produccién de ovocitos maduros en un tracto reproductor
receptivo. En mujeres el ciclo menstrual es de, aproximadamente, 28 dias y en roedores
el ciclo estral tiene una duracion de 4-5 dias. Estos ciclos reproductivos se encuentran
dirigidos por interacciones complejas entre  neuropéptidos hipotalamicos,
gonadotropinas (LH y FSH), hormonas esteroideas sexuales producidas por los ovarios

y el sistema circadiano (47).

En la primera parte del ciclo reproductivo (fase folicular en mujeres y metaestro-
diestro en roedores) el aumento progresivo de FSH contribuye al reclutamiento y
desarrollo de los foliculos ovéaricos que conduce a un aumento gradual de la secrecion
de estradiol y aumenta el numero de receptores para LH de las células de la granulosa
(48). Durante esa fase temprana, los pulsos de LH ocurren con alta frecuencia: con un
periodo de 1 a 2 horas en mujeres y de 20 minutos en roedores. Esta frecuencia de pulso
tiende a aumentar hacia el final de la fase (47). La segunda parte del ciclo reproductivo
(fase lutea en mujeres y proestro-estro en roedores) comienza con una marcada y
transitoria secrecion de LH que desencadena la ovulacion unas horas mas tarde en
roedores y entre 9 y 23 horas después en mujeres. Este aumento de LH generalmente
ocurre al final del periodo de descanso. Por lo tanto, tiene lugar en la transicion entre el
final del dia y el principio de la noche en roedores nocturnos y en la transicion del final
de la noche al principio del dia en roedores diurnos y mujeres (47). La secrecion de LH
y de FSH por las células gonadotropas se encuentra bajo el control de GnRH,
sintetizada en las neuronas dispersas en el area preodptica y en el érgano vasculoso de las
laminas terminales. Esta hormona se libera al sistema porta hipotdlamo-hipofisario de
manera pulsatil y activa los receptores especificos situados en las células gonadotropas
de la hipdfisis para la expresion de las dos gonadotropinas (47). Ademas, se ha
considerado que las neuronas Kiss del ndcleo periventricular anteroventral median los
efectos de activacion del estr6geno sobre la secrecion de la GnRH y el aumento de LH.
Por el contrario, la poblacion neuronal del nucleo arcuato seria la diana de la
retroalimentacion negativa de los estrogenos y parece estar involucrada en la regulacion
de la liberacion tonica de GnRH (49).
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5.2. Genes reloj y ritmos circadianos en tejidos implicados en la

reproduccion

5.2.1. Expresion de genes reloj y ritmos circadianos en el tejido reproductor

masculino

Tejido testicular

La descripcion de la expresion del gen Period en este tipo de tejido data del afio
1998, haciendo uso de la técnica Northern blot se observo abundancia de transcritos de
Perl y Per3 en tejido testicular de ratones sometidos a ciclos de luz-oscuridad de
12L.:120 cuyos picos de expresion en el tiempo circadiano (CT) se encontraban en CT6
y CT9-CT15, respectivamente, mientras que los niveles de ARNm de Per2 no pudieron
ser cuantificados debido a su baja expresion (50). Sin embargo, en estudios mas
recientes (51) se ha descrito la expresion de Per2, bajo las mismas condiciones que el
estudio anterior, mostrando un pico de expresion en adultos en CT12,
aproximadamente, dos horas después del pico en el NSQ.

Por el contrario, la cuantificacion de transcritos o proteinas de genes reloj en
testiculos homogeneizados recogidos de animales en diferentes momentos del dia no
siempre evidencia ritmicidad circadiana. Ensayos de proteccion de ARNasas indicaron
que la expresion de mPerl, mPer2, Bmall, Clock, mCryl y Npas2 era siempre
constante en testiculos de raton expuestos a ciclos de 12L:120 (52,53). Posteriormente,
utilizando la reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real de
transcripcion inversa (QRT-PCR) se realizaron estudios similares con el mismo objetivo
(54,55). Estos ultimos también mostraron la expresion no ciclica de proteinas y genes
reloj en testiculos. Ademas, en uno de ellos observaron, en ratones mutantes para el gen
Clock, que la expresion génica del reloj circadiano en los testiculos era independiente de
dicho gen (54).

Asimismo, también se han realizado ensayos en otras especies de roedores. Klose
et al. (56) no observaron fluctuaciones en los niveles de ARNm de Bmall, en testiculos
de Phodopus sungorus (hamster Djungarian) sometidos a ciclos de 16L:80, pero si en
los niveles de Perl, que presentaba un pico en 6-8 ZT (Zeitgeber time). Mientras que
Meyer y Lerchl (57) encontraron una variacion significativa entre el dia y la noche en

las transcripciones de Bmall y Per2 en testiculos de tres especies de hamster; de Perl
I ——
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en Phodopus sungorus y Cricetulus griseus (hamster Chino); y de Clock y Cry2 en
Phodopus sungorus y Phodopus roborovskii (hdmster Enano). Por el contrario, Cryl no
mostrd variacion significativa en su expresion en ninguna de las tres especies. Estos
resultados ponen de manifiesto que el patron de expresion de estos genes es especie
especifico. No obstante, al igual que en otros estudios, los ritmos de transcripcion de
genes reloj en testiculos eran de menor amplitud que en otros 6rganos de las mismas

especies de hamster.

Tejidos accesorios

Bebas et al. (58) examinaron los patrones temporales de expresion de los genes
mPerl y Bmall y la abundancia de sus proteinas en epididimo, conducto deferente,
vesiculas seminales y prostata. Los resultados mostraron una expresion variable de
ambos genes, especifica de cada tejido. Incluso, observaron que el ARNm de mPerl y
Bmall y sus proteinas oscilaban en antifase en la prostata, 1o que supone patrones
similares a los observados en los nucleos supraquiasmaticos. Mientras que los picos de
ambos transcritos en testiculos homogeneizados eran simultaneos. Por lo tanto, los datos
sugerian que algunos segmentos de los conductos espermaticos podian contener
sistemas circadianos periféricos (58). La expresion en testiculos de mPerl y Bmall se
asemejaba a otros resultados obtenidos en hdmster sirio expuestos a oscuridad constante
gue mostraban picos simultaneos de haPerl y haBmall en la noche subjetiva, es decir,

la hora a la que el animal esperaria que fuera de noche (36).

Dada la heterogeneidad de los resultados en roedores se proponen diversas
hipotesis para explicar esta circunstancia: diferencias de funcion entre los
compartimentos (intersticial y tubular), la presencia simultanea de distintas células en
diferentes etapas de maduracion y diferenciacion a lo largo del tdbulo seminifero y
diferencias en la transcripcion de regiones basales y luminales del tdbulo. Es decir, los
diferentes tipos de células presentes en los testiculos homogeneizados podrian diferir en
la amplitud y en la fase de las oscilaciones en la expresion de dichos genes. Esto indica
que habria que estudiar la ritmicidad de expresion de los genes reloj en cada uno de los
diferentes tipos de células de manera independiente. De hecho, en los ultimos afios se
han llevado a cabo experimentos sobre la expresion de genes reloj en células de Leydig

de rata Wistar y ratones Kunning White (59,60), indicando que los genes reloj se
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expresaban con ritmicidad en dichas células, excepto el gen Clock. Asimismo, se
determind que la proteina BMAL1 se encontraba exclusivamente en las células de
Leydig (60).
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+ - Testiculo
+ Testiculo
= = = = Testiculo
- - Testiculo
= = = Testiculo
- - - - - - Testiculo
+ + Testiculo
+ + Epididimo
Conducto
+ +
deferente
Vesiculas
+ +
seminales
ar + Préstata
- - + - Testiculo

Mus musculus

Rattus

norvegicus

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Mus musculus

Mesocricetus
auratus

12L:120

12L:120

12L.:120

12L.:120

12L:120

12L.:120

12L.:120

Constante oscuridad

Northern blot

Bioluminiscencia,
ANOVA
RPA, ImageQuant
software

RPA, Phosphorlmager

gRT-PCR, ANOVA

gRT-PCR, ANOVA

gRT-PCR, ANOVA

Northern blot, Kruskal-
Wallis

Zylka et al.
(1998)
Nishide et al.
(2013)
Alvarez et al.
(2003)
Morse et al.
(2003)
Alvarez y
Sehgal (2005)
Mazzoccoli et
al. (2012)

Bebas et al.
(2009)

Tong et al.
(2004)
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i Phodopus Klose et al.
- + Testiculo 16L:80 gRT-PCR, ANOVA
sungorus (2011)
Phodopus
+ + + + - + Testiculo P
sungorus
Phodopus RT-PCR, Kruskal- Meyer y Lerchl
+ + - + - + Testiculo P - 16L:80 a o yery
roborovskii Wallis/cosinor (2014)
Cricetulus
+ - + + - - Testiculo )
griseus
Barburski et al.
+ - + + + +t  Células de Leydig Rattus 12L:120 gRT-PCR, cosinor
norvegicus (2016)
- - - - Testicul
esticulo ) Chen et al.
Mus musculus 12L:120 gRT-PCR, cosinor 2017
+ + + + Células de Leydig (2017)

Tabla 4. Significancia estadistica de la ritmicidad de la expresion de los genes reloj en los testiculos. (+) expresion ritmica significativa; (-) expresion ritmica no
significativa.
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5.2.2. Expresion de genes reloj y ritmos circadianos en el tejido reproductor
femenino

Ovario

La expresion de los genes reloj en los ovarios ha sido descrita en diversas especies

de mamiferos como rata (29,61-63), ratén (64,65) o rumiantes (66).

La ritmicidad del ovario esta minuciosamente controlada por los marcapasos
circadianos ubicados en el NSQ (Figura 5), asi Karman y Tischkau (29) observaron la
expresion de Bmall, Clock, Perl, Per2 y Cryl en ovarios de rata Sprague Dawley
sometidas a ciclos de luz-oscuridad 12L:120 mediante gRT-PCR. También
determinaron que los patrones de transcripcion y traduccion de Bmall y Per2 en el
ovario no se encontraban en fase con los patrones mostrados por esos mismos genes en
el NSQ y que las expresiones de estos dos genes se encontraban en antifase. Mientras
Bmall presentaba el pico a las 0/24 ZT y su minima expresion a las 12 ZT, el pico de
Per2 era a las 16 ZT y su minimo a las 4 ZT. Esta expresion de Bmall en proestro
sugiere que es un efecto del pico preovulatorio de LH, el cual ocurre entre las 12 ZT y
las 18 ZT. Para examinar esto, se utilizaron ratas hembra inmaduras hipofisectomizadas
tratadas con una dosis primaria de gonadotropina corionica equina (eCG) seguida de la
administracion de gonadotropina corionica humana (hCG), la cual actia sobre
receptores LH/CG e induce la rotura folicular. Entonces, observaron que se producia un
ritmo diurno robusto en la expresion de Baml1l y Per2 en los ovarios de dichas ratas. Por
consiguiente, estos resultados sugieren que los ovarios de estos animales contienen
osciladores circadianos sensibles a LH. Por otra parte, en estudios realizados en raton
también se examinaron los cambios temporales en la expresion de los genes reloj en el
ovario tras la administracion de hCG, en este caso la expresién de Bmall en el ovario
aumento respecto a los ratones control una vez trascurrido un periodo de 4 a 16 horas
tras la administracién de hCG (67). Por tanto, los resultados obtenidos coinciden con los

obtenidos en rata.

La evidencia de un reloj circadiano autébnomo en celulas especificas dentro del
ovario se anuncio por primera vez en trabajos de He et al. (61,62) haciendo uso de
cultivos sincronizados de células de la granulosa y células del cuerpo lGteo de rata.
Asimismo, estos autores examinaron la respuesta de estos dos tipos de células al

tratamiento con gonadotropinas. No se detectd expresion ritmica de ARNm de Perl en
I ——
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células de la granulosa de foliculos inmaduros, pero si en células del cuerpo liteo de
ratas puberales, apoyando los resultados comentados anteriormente. Asimismo, en
articulos recientes algunos autores también han informado de la expresion de genes reloj
en cultivos de células de la granulosa luteinizadas de humanos tras la estimulacién con
hCG (68).

Oviducto

Kennaway et al. (69) mostraron por primera vez que el tracto reproductivo
femenino de rata era ritmico y sugerian que el embrién en desarrollo podria estar sujeto
a cambios periddicos en el ambiente del oviducto donde reside, aproximadamente, entre
2 y 5 dias, dependiendo de la especie, antes de alcanzar al Gtero (70). Se observo
expresion ritmica de Clock, Bmall, Perl, Per2, Cryl y Cry2, pero los analisis de
periodicidad indicaron que s6lo Bmall y Per2 se expresaban con ritmicidad de manera
significativa, ademas, la proteina PER2 también mostr6 su ritmicidad en el oviducto
(69). En un estudio mas actual en el que analizaron los cambios inducidos por el pico de
LH mediante el tratamiento con hCG en ratones inmaduros, se observo una
modificacion significativa de la expresion de Per2 cuatro horas despues de la
administracion de hCG (67), sugiriendo una clara relacion entre la administracion de

dicha hormona y la expresion de genes reloj.
Utero

En roedores, los genes reloj se expresan ritmicamente en el epitelio luminal, el
estroma y el miometrio del Utero, durante el periodo de receptividad uterina y durante la
gestacion (71-75). En este tejido, las hormonas esteroideas parecen estar involucradas
en la modificacion de los ritmos circadianos a través de la regulacién de los genes reloj
(Figura 5). Esta conclusion fue posible gracias a estudios en roedores ovariectomizados
a los que se trataban con 17-B-estradiol o progesterona y en los que se observaron
cambios en la ritmicidad de expresion de los genes Perl y/o Per2 tras la administracion
de dichas hormonas (74,76,77). En este contexto, otro ensayo realizado permitio
concluir que la progesterona unida a su receptor aumenta la expresion de Clock, Perl,

Cryly Npas2 en el ttero (78).

En humanos también se ha demostrado la ritmicidad en la expresion de los genes

reloj en este organo. Muter et al. (79) analizaron células estromales del endometrio
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humano para comprobar dicha ritmicidad y también observaron que al sufrir el proceso
de decidualizacién estas células perdian la expresion oscilatoria de los genes reloj. En
otro estudio realizado en células miometriales humanas también observaron
periodicidad en la expresion de Bmall y Per2, siendo la expresién de ambos genes

antifésica (80).

Hipotilamo
@ (Ej.: neuronas GnRH del
* NSQ)
Hipofisis

Sefiales ritmicas humorales|(Ej.: LH, FSH) o neurales

ZFisiologia

reproductiva
normal

Estrogenos y
progesterona

Figura 5. Representacion de la dependencia, por parte del sistema reproductivo femenino, de la
sincronizacion de los relojes circadianos del eje hipotalamo-hipofisis-gonadal. Los relojes circadianos de
cada tejido se encuentran representados por circulos con una onda. Adaptada de Sellix y Menaker (81).
(Creado en Biorender.com)

Placenta

Wharfe et al. (82) determinaron que, en rata, la placenta expresaba todos los genes
reloj canénicos. No obstante, la variacion circadiana en la expresion de dichos genes no
era marcada, aunque se observo una variacion significativa de los genes Bmall, Per2 y
Perl. Asimismo, se confirmo la expresion de estos genes en la placenta de raton, pero
de todos sélo Cryl y Perl mostraban cambios significativos en su expresion durante el
dia (71).

. _____________________________________________________________________________________________|
GENES RELOJ Y RITMOS CIRCADIANOS EN TEJIDOS IMPLICADOS EN LA REPRODUCCION 30



Angela Nifio Caballero Trabajo Fin de Méster

La expresion ritmica de genes reloj en células placentarias humanas se describi6
por primera vez en cultivos de la linea celular HTR-8/SVneo derivada del trofoblasto
cuyas células fueron obtenidas durante el primer trimestre de gestacion (83). No
obstante, Pérez et al. demostraron la expresion de los genes reloj Clock, Bmall, Per2 y
Cryl en placenta humana a término. De los cuatro, solo Clock y Bmall se ajustaron
mediante series de Fourier a ritmicidad circadiana (31). En otro estudio mas reciente
publicado por Papacleovoulou et al. (84), sélo Bmall presentaba variacion circadiana en

su expresion.

Ovocitos y embriones

Los genes reloj también se expresan en los ovocitos no fertilizados de raton (30).
Tras la fertilizacion, se detecto la expresion de Perl, Cryl, Bmall y Clock de manera
clara. Los niveles de transcripcion para estos genes se redujeron en la etapa de dos
celulas, pero los niveles de transcripcion de Perl, Cryl y Bmall se restauraron en la
etapa de blastocisto, mientras que las expresion de Clock se recuperaba mas lentamente.
Sin embargo, sus niveles no oscilaban cada 24 horas en embriones de una a cuatro
células ni en etapa de blastocisto, lo que sugiere que en raton el reloj circadiano podria
detenerse en ovocitos y embriones preimplantados (85). En este contexto, en otro
articulo publicado por Dolatshad et al. (86) se examin0 la expresion de genes reloj en
embriones de raton, desde el dia 10 de gestacion hasta el parto. Los resultados
mostraban expresion de todos los genes examinados, aunque no se observaron
variaciones circadianas para todos los genes en todas las etapas embrionarias estudiadas,
a diferencia de lo que ocurria en los tejidos maternos. Los resultados anteriores sugieren
que las células individuales dentro de los tejidos embrionarios muestran ciclos

circadianos, pero que no se sincronizan con los ritmos maternos (10).

5.3. Papel de los genes reloj en la funcién reproductora
5.3.1. Reproduccién masculina
Bmall

Se ha descrito que en machos Bmall/" se observa una pérdida de ritmicidad

circadiana y la funcion reproductora se ve comprometida (87,88). Alvarez et al. (89)
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observaron una reduccidon en el recuento de espermatozoides, del diametro del tabulo
seminifero, del peso de los testiculos y de la tasa de fertilizacion, pero esta ultima no era
significativa. En un estudio publicado posteriormente en el mismo modelo experimental
se describi6 incapacidad para aparearse con hembras receptivas y una leve afectacion de
la funcidn del eje hipotalamo-hip6fisis-gonadal (90).

En este contexto, la proteina reguladora aguda de la esteroidogénesis (STaR)
regula el transporte de colesterol citoplasmatico libre al interior de la mitocondria lo que
constituye un paso limitante en la sintesis de hormonas esteroideas (91). Los niveles de
esta proteina se reducen en los testiculos de ratones con el gen Bmall silenciado
(37,92); asimismo, presentan niveles mas bajos de testosterona (89). Por lo tanto, este
podria ser el origen de las alteraciones en la reproduccién masculina atribuidas a la

deficiencia de este gen.
Clock

Ratones mutantes para el gen Clock (Clock®!”) muestran una leve disminucion de
la fertilidad evidenciada por el descenso del tamafio de la camada engendrada, aunque
se concluyo que no era esencial que el reloj circadiano central y periférico fueran
completamente funcionales para la reproduccién masculina (93). Asimismo, ratones con
la expresion del gen Clock reducida mostraban un menor tamafio de la camada, de la
tasa de fertilizacion in vitro y de la actividad de la acrosina (94). Esta pérdida de
actividad de la acrosina podria explicarse por la presencia de CLOCK restringida a las

espermatidas redondas en el acrosoma en desarrollo (52).

Cry

En el caso del gen Cryl, su silenciamiento en ratones se relaciond con disfuncion
testicular y con la alteracion de la expresion de genes relacionados con la
espermatogénesis, la reorganizacion cromosomica y la respuesta inmune en los
testiculos (95).

Per

Los ratones mutantes para el gen Perl presentan un periodo circadiano acortado y

los mutantes para los genes Perl y Per2 no muestran ritmos circadianos (96). No

. _____________________________________________________________________________________________|
GENES RELOJ Y RITMOS CIRCADIANOS EN TEJIDOS IMPLICADOS EN LA REPRODUCCION 32



Angela Nifio Caballero Trabajo Fin de Master

obstante, en un estudio realizado en mutantes para Per2 (97), se vio que el rendimiento

reproductivo no disminuia.

Reproduccion comprometida, aunque no eliminada Bunger et al.
Bmall /
(2000)
Subfertilidad, | diametro del tabulo seminifero, | recuento
Bmall - de espermatozoides, | tasa de fertilizacion no significativa, Alvarez et al.
mall -/
| de testosterona sintetizada por células de Leydig y | (2008)
expresion de genes esteroidogénicos
Bmall -/ Incapacidad para aparearse con hembras receptivas y  Schoeller et
mall -/
afectacion del eje hipotalamo-hipofisis-gonadal al. (2016)
Afectacién, principalmente de procesos perinatales y  Dolatshad et
Clock A¥° )
posteriores al parto al. (2006)
Clock -/ | tamafio de la camada, | tasa de fertilizacion in vitro, | Cheng et al.
ock
actividad de la acrosina (2016)
Disfuncién testicular y alteracion de la expresion de genes Li |
i etal
Cryl | implicados  en  espermatogénesis,  reorganizacion (2018)
cromatinica, comunicacion y respuesta inmune testicular
No disminucion del rendimiento reproductivo Daan et al.
Per2 m/m
(2011)

Tabla 5. Alteracion de procesos relacionados con la reproduccién en ratones macho (Mus musculus)
sometidos a ciclos de 12L:120.

Funcion de los genes reloj en la espermatogénesis

Klose et al. determinaron que el desplazamiento de los ciclos de luz-oscuridad,
resultando en dias mas cortos 0 mas largos de 24 horas, no afectaba a la duracion del
ciclo del epitelio seminifero y que, por lo tanto, la precision temporal de la
espermatogénesis era independiente del reloj circadiano central (56).

En este contexto, es importante el papel del &cido retinoico (AR) al que se le
otorga influencia en la periodicidad del epitelio seminifero. Esto se debe a lo descrito en

estudios en los que se elimina la vitamina A de la dieta, lo que provoca deficiencia de
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AR y la detencion de la espermatogénesis. Ademas, el receptor de &cido retinoico
(RAR) en células de Sertoli es necesario para el inicio de la diferenciacion de las
espermatogonias y el AR producido por dichas células promueve la espermiacion
(98,99). La transcripcion de los genes reloj Bmall y Npas2 estd inducida por estos
receptores retinoides (10) y se ha demostrado que la deficiencia de vitamina A cambia
la fase o disminuye la ritmicidad de Bmall y Perl en el hipocampo de rata (100). Otro
estudio determin6 que RAR y los receptores retinoides X (RXR) pueden interactuar con
la proteina CLOCK en la linea celular murina NIH3T3 impidiendo su dimerizacion con
BMAL1 (101). Estos resultados coinciden con otro estudio posterior en el que observan
que ante la deficiencia de RXR disminuye la expresion de Bmall y se altera el patron de
Cry2 (102). Por lo tanto, se propone una regulacion reciproca entre los receptores de AR
y los genes reloj (100), pudiendo estar relacionados de forma indirecta dichos genes con
la espermatogénesis.

5.3.2. Reproduccién femenina

Bmall

Se ha demostrado en numerosos estudios que el gen Bmall tiene un papel esencial
en la reproduccion femenina en mamiferos. Boden et al. (103) observaron como ratones
hembra con el gen Bmall silenciado en ambos alelos presentaban retraso en la apertura
vaginal, alteracion en la ciclicidad del ciclo estral, disminucion del peso de los ovarios,
reduccion en longitud y ramificacion de los conductos de las glandulas mamarias. Estos
animales presentaban ovulacion, pero unos niveles menores de progesterona. Ademas,
la gestacion se paralizaba antes de la implantacion, el desarrollo embrionario hasta
blastocisto era pobre y se perdia la ritmicidad en la expresion de genes ovaricos como el
que codifica para la proteina STaR. De manera similar, en otro estudio (37) se silencio
el gen Bmall en células que expresaban el factor esteroidogénico 1 (SF-1), es decir, en
los compartimentos esteroidogénicos de la hipdfisis, las glandulas suprarrenales y los
ovarios. Estos ratones hembra presentaron fallos de implantacion debidos a los bajos
niveles de progesterona, ya que cuando se les administraba esta hormona se mantenia el
embarazo y no se veia afectado el nimero de sitios de implantacion ni el desarrollo

embrionario.
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Otra posible causa de la alteracion de los parametros reproductivos en ratones con
Bmall silenciado podria ser el aumento de especies reactivas de oxigeno (ROS). Xu et
al. (104) observaron mayores niveles de ROS en oviducto en metaestro y en ovario en
proestro en ratones Bmall/- que en ratones Bmall*/*. Asimismo, también informaron
de una disminucién de la tasa de ovulaciéon (aunque no significativa), de la tasa de
fertilizacion in vitro e in vivo, del nimero de blastocistos obtenidos y del nimero de
sitios de implantacion. Ademas, la tasa de fertilizacion in vitro fue significativamente
mayor que in vivo en ratones Bmall’/. Lo que parece recomendar la utilizacion de

técnicas de reproduccion asistida ante alteraciones en la expresion de este gen reloj.
Clock

Miller et al. (105) estudiaron la funcién del gen Clock en ratones con dicho gen
mutado. La alteracion de este gen reloj interrumpe la ciclicidad del estro e interfiere con
el mantenimiento de la prefiez. Las hembras mutantes tienen ciclos estrales prolongados
e irregulares, carecen del pico coordinado de LH el dia del proestro, exhiben una mayor
reabsorcién fetal durante la prefiez y tienen una baja tasa de prefieces a término. Los
ratones hembra mutantes para este gen también mostraron una disminucién significativa
en los niveles de estrogenos a la mitad y al final del embarazo, y de progesterona, a
mitad del embarazo. En un segundo conjunto de experimentos, analizaron cémo
afectaba la mutacion de Clock en cada nivel del eje hipotalamo-hipofisis-gonadal. A las
hembras mutantes ovariectomizadas con capsulas de estradiol implantadas se les
administré benzoato de estradiol a los seis dias y no mostraron un aumento de LH,
mientras que las no mutantes ovariectomizadas si que lo presentaron. Asimismo, los
niveles LH fueron similares en hembras mutantes y no mutantes tras la administracion
de GnRH. Por lo tanto, estos datos sugirieron que los mutantes de Clock carecen de una
sefial de tiempo circadiana diaria requerida para coordinar la secrecion de GnRH por
una posible afectacion de las neuronas GnRH, de las neuronas Kiss o de las
interacciones entre ambas poblaciones. En otro estudio mas reciente (106), se sugiere
que la mutacion del gen Clock afecta a la reproduccion alterando la capacidad de
implantacion, debido a que ratones hembra Clock?/? presentaban un menor porcentaje

de sitios de implantacion.
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Cry

En ratones hembra el silenciamiento del gen Cryl puede detener la meiosis de los
ovocitos y embriones preimplantados, aunque este proceso no se relaciona con la
regulacion del reloj circadiano debido a que la expresion de dicho gen no presentaba
oscilaciones en embriones de cuatro células ni en blastocistos. Asimismo, su
silenciamiento en vesiculas germinales no alter6 los niveles de expresion de genes
regulados por el reloj molecular, pero redujo la capacidad de maduracién de dichas
vesiculas (85). Por otro lado, el gen Cry2 sélo se muestra involucrado en la
reproduccion de animales con diapausa a través de las estaciones, aunque seria

necesario realizar mas trabajos para identificar el papel exacto que desempefa (33).

Per

Ratones hembra doble mutantes para el gen Per (Perlm/m; Per2m/m) presentaron
una reduccion significativa de la descendencia acumulada a partir de la semana 32 del
desarrollo y del niamero de foliculos ovaricos a partir de la semana 26 de edad. Por
consiguiente, los resultados indican que estas mutaciones resultan en un agotamiento
prematuro de la reserva ovarica que conduce a la disminucion de la capacidad

reproductiva (107).

Por otro lado, Zhang et al. (108) describieron que el silenciamiento de Perl
disminuia significativamente la expresion de algunos genes diana del receptor de
progesterona y atenuaba la decidualizacion endometrial humana al acelerar la
degradacion de la proteina Ol de la familia Forkhead box (FOXO1), un factor de

transcripcion relevante durante este proceso.

No obstante, ain queda por determinar si Per3 tiene un papel similar en la

reproduccion femenina (33).
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Retraso apertura vaginal, alteracion ciclo estral, | peso
ovarios, | longitud y ramificacion de conductos en

glandulas mamarias, | niveles de progesterona, Boden etal.

Bmall -/ L, ., . .,
paralizaciébn de gestacion antes de implantacion, (2010)
desarrollo embrionario pobre y pérdida de ritmicidad de
genes como STaR
Brmalt - Fallo de implantacion (resuelto con administracion de Liu et al.
mall */
progesterona), | expresion de genes como STaR (2014)
| ovulacion, 1 ovocitos anormales, | tasa de fertilizacion
in vivo e in vitro, | n° blastocistos obtenidos, | tasa Xu et al.
Bmall / ) . .
implantacion, 7 ROS en ovario (proestro), T ROS en (2016)
oviducto (metaestro)
Alteracion del ciclo estral, de la capacidad para ]
) ) o Miller et al.
Clock m/m coordinar el pico de LH y del mantenimiento del
(2004)
embarazo
| del porcentaje de sitios de implantacion Amano et al.
Clock A1
(2016)
Detencion de meiosis en ovocitos y embriones
. . . » Amano et al.
ARN; Cryl preimplantatorios (no relacionado con su funcion (2009)

circadiana)

| tamaiio de la camada, | prematura de la reserva Zheng etal.

Per1™m: Per2 m/m )
ovarica (2019)

Per] - | expresion de algunos genes diana del receptor de  Zhang et al.
erL /-
progesterona y decidualizacion atenuada (2019) !

Tabla 6. Alteracion de procesos relacionados con la reproduccion en ratones hembra (Mus musculus)
sometidas en su mayoria, a ciclos de 12L:120. ! Estudio llevado a cabo en células humanas (Homo
sapiens).

Funcidn de los genes reloj en la ovogénesis

Estudios realizados en insectos demostraron que la mutacion de genes reloj como
Per o Tim, afectaban a la produccién de ovocitos (109,110). No obstante, en mamiferos
no esté claro el papel de estos genes en la ovogeénesis.
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Durante la ovogénesis, en vesiculas germinales de mamiferos se suprime la
actividad transcripcional del genoma, y la mayoria de los ARNm se almacenan
previamente como ARNmM maternos para apoyar la meiosis y el desarrollo normal tras la
fertilizacion (111), pudiendo formar parte de este proceso los genes reloj. Amano et al.
(85) demostraron en vesiculas germinales de ratdn, que las transcripciones de los genes
Clock, Bmall y Cryl pueden inducir la supresion de la expresion de otros genes (112),
Por consiguiente, sugirieron que estos genes reloj tenian una funcién en la supresion de
la expresion de genes regulados por ellos durante la maduracién de los ovocitos (85). En
apoyo a esta hipdtesis, se determin6 que el silenciamiento de Cryl, sin que alterara la
expresion de otros genes reloj, conducia a una ligera inhibicion de la progresion de la
meiosis en los ovocitos (85). Por lo tanto, estos datos proponen un papel de los genes
reloj en la maduracién normal de los ovocitos sin estar relacionado con su funcién

circadiana (85).
5.4. Estudios en humanos

5.4.1. Estudios en hombres

Se ha observado en hombres que el suefio insuficiente, desplazado o interrumpido
causa hipersomnolencia y déficits neuropsicologicos y también la reduccion de la
fertilidad y del recuento total de espermatozoides. Asimismo, el suefio insuficiente se
relaciona con una disminucion de los niveles de testosterona y la interrupcién del

mismo se relaciona con la disfuncion eréctil (113).

Existen diversas evidencias que indican una posible relacion entre mutaciones de
genes reloj con la infertilidad en hombres. La secuenciacion del exoma completo de una
familia turca consanguinea con azoospermia no obstructiva revel6 una mutacién de
Npas2 en homocigosis (114). Ademas, estudios de asociacion del genoma completo
(GWAS) han aportado evidencias del impacto de la variacion genética humana en la
fertilidad masculina. Zhang et al. (115) examinaron la asociacion entre variantes
genotipicas del gen Clock y la calidad esperméatica en hombres con infertilidad
idiopatica (n = 478). En aquellos que presentaban el alelo C en la posicion rs3749474
(CC y CT) se observaba un volumen de semen significativamente menor comparado
con los del genotipo TT. Los que presentaban el genotipo CC también en la posicion
rs3749474 mostraban un menor ndmero de espermatozoides por eyaculado y una
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disminucion de la motilidad. Asimismo, los poseedores del genotipo TC en rs1801260
presentaban una disminucion de la motilidad espermatica. Posteriormente, se han
estudiado las mismas y nuevas variaciones de dicho gen, y se ha concluido que podrian

utilizarse como un indicador del riesgo de infertilidad masculina (116,117).
5.4.2. Estudios en mujeres

Diversos estudios han demostrado como el trabajo por turnos o rotacion afecta a
la produccion de hormonas, la ciclicidad menstrual o la fertilidad. En un estudio
realizado a 71.077 enfermeras con un rango de edad de 28 a 45 afios que habian
trabajado méas de 20 meses en turnos rotativos tenian mas probabilidades de tener ciclos
menstruales irregulares (118), afectando posiblemente a la ovulacion y, por tanto, a la
fertilidad (119). Asimismo, en otro estudio en mujeres que trabajaban mas de un turno
nocturno a la semana observaron un mayor riesgo de aborto espontaneo después de la
semana 8 de embarazo en comparacion con aquellas mujeres que no trabajaban en el
turno de noche. Dicho riesgo era directamente proporcional al nimero de noches
trabajadas (120).

Kovanen et al. llevaron a cabo el primer estudio que relacionaba polimorfismos
en los genes reloj con la infertilidad en humanos. Las mujeres con genotipo TT en la
posicion rs22787449 del gen Bamll tuvieron mas abortos espontaneos (121). En otro
trabajo (122) analizaron dos polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) del gen Clock
en dos grupos de estudio. En un grupo se incluyeron mujeres con antecedentes de tres o
mas abortos espontaneos recurrentes idiopaticos (IRSA) y en el otro a mujeres con, al
menos, dos hijos vivos y ninguna patologia durante el embarazo, concluyendo que los
alelos G en las posiciones rs6850524 y rs11932595 podian ser factores de riesgo para
IRSA (122). En este contexto, se ha demostrado una conexion entre variaciones
polimorficas de algunos genes reloj como Bmal2, Cry2 o Per3 con mayores tasas de

desprendimiento de placenta (123).

En otro estudio (124) se describieron niveles mas bajos de proteina BMAL1 en
muestras de decidua de mujeres con abortos espontaneos recurrentes. Asimismo, se
estudio la expresion de dicha proteina ante la induccidn in vitro de la decidualizacion en
células del estroma endometrial humano observandose un aumento de la misma, lo que
coincidia con la mayor expresion de BMALL1 en células del estroma decidual. Por otro
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lado, el silenciamiento de Bmall result6 en una decidualizacion deteriorada. Estos datos
sugieren un papel funcional para BMAL1 en el proceso de decidualizacion y, por
consiguiente, la posibilidad de que bajos niveles de esta proteina puedan suponer una
predisposicion a sufrir aborto esponténeo.
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6. CONCLUSIONES

Las conclusiones del presente trabajo Fin de Méster son la siguientes:

1. Se observa expresion de genes reloj de manera generalizada en la mayoria de
tejidos reproductivos tanto masculinos como femeninos.

2. Asimismo, muchos de los tejidos presentan ritmicidad circadiana, encontrandose
mejor descrito en el caso de los femeninos.

3. Las alteraciones en la expresion de los genes reloj en modelos animales tienen
consecuencias en la fertilidad, existiendo crecientes evidencias de que los genes
Clock y Bmall ejercen una importante influencia en la reproduccién.

4. En humanos, el gen Clock tiene un papel clave en la fertilidad masculina, mientras
que en el género femenino esta relacionado con el desarrollo del embarazo.

5. En humanos, el gen Bmall es esencial para la fertilidad observandose una

expresion reducida de dicho gen en casos de abortos recurrentes.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Actualmente, al menos 50 millones de parejas en el mundo presentan problemas
de fertilidad. Del total de casos, alrededor de un 20 % presenta una etiologia
desconocida, por esta razon, la busqueda de una explicacion plausible que nos indique
la causa de este porcentaje adquiere una especial relevancia. Teniendo en cuenta que las
causas de la infertilidad son multifactoriales y no del todo conocidas, en el presente
TFM, se relaciona la expresion de los genes reloj y la ritmicidad circadiana con
alteraciones de la funcion reproductora constatando la importancia de la Cronobiologia

en dicha funcion.

De forma general, en estudios realizados en modelos animales, se observa que,
ante la deficiencia de alguno de los genes reloj, la tasa de fertilizacion in vitro es
significativamente superior a la tasa fertilizacion in vivo. Por lo que podria proponerse
la utilizacién de técnicas de reproduccidn asistida como alternativa en aquellos casos en

los que se detecten alteraciones en la expresion de los genes reloj.

Por otra parte, los estudios GWAS que se han realizado en humanos han
relacionado algunas variaciones presentes en la secuencia de los genes reloj con un
mayor riesgo de infertilidad, tanto en hombres como en mujeres. Por consiguiente, se
considera recomendable la realizacion de més estudios al respecto con el fin de
establecer una relacién directa entre cada polimorfismo y la alteracion concreta. De este
modo, aquellas parejas con infertilidad de origen desconocido podrian hacer uso de las
técnicas de secuenciacion, cada vez mas asequibles, para determinar si se posee alguna

de esas variaciones y tratar de solucionar la afectacion.

Es necesario tener en cuenta que los resultados obtenidos en modelos animales son
heterogéneos y las referencias bibliograficas en humanos son escasas, por lo que es
necesaria una investigacion mas exhaustiva de esta disciplina. Por lo tanto, se plantea la
Cronobiologia como campo de investigacion sobre la biologia reproductiva, puesto que
queda por aclarar el papel concreto de algunos genes reloj en este tipo de procesos,
tratdndose de un campo con grandes posibilidades y en expansion y mas si se tiene en
cuenta el estilo de vida actual, en el que los habitos y horas de suefio no siguen un

patron convencional.
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1. Introduccion

En esta memoria se recogen las técnicas aplicadas a la biologia de la reproduccion
aprendidas durante la realizacion de préacticas en la Unidad de Reproduccién Asistida
(URA) del Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA) llevadas a cabo desde el
24 de febrero del 2020 hasta el 5 de marzo del mismo afio. Debido a las medidas
planteadas ante el aumento del nimero de casos de COVID-19, enfermedad declarada
como pandemia mundial por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) el 11 de marzo
del 2020, no se llegé a completar el periodo de tiempo previamente establecido para
realizarlas. Por consiguiente, dicho trabajo se complementd con una serie de actividades

adicionales.

1.1. Caracteristicas de la URA

Esta unidad del hospital incluye el laboratorio de reproduccién comunicado con el
quirdéfano y aislado del resto de habitaciones, encontrandose en otro lugar del hospital el
quiréfano de urologia. Dicho laboratorio se encuentra en condiciones asépticas, la puerta
permanece siempre cerrada, todo aquel que tenga permiso para acceder tiene que hacerlo
equipado con una ropa especifica y no se permite la entrada al mismo con productos que
puedan implicar la suspension de sustancias volatiles al ambiente como perfumes u otros
cosméticos, ya que esto podria afectar al cultivo embrionario. Ademas, también hay una
consulta médica y otra de enfermeria, una sala de espera, un aseo especifico para recogida
de muestras seminales y otro general, una sala de trabajo, una habitacion para la

recuperacion de las pacientes y un almacen.
El laboratorio se encuentra equipado con:

Incubador tri-gas K-Systems® para cultivo embrionario
Cuatro incubadores de CO, Thermo Scientific Heracell 150i®
Incubador Labotect C200®

Dos centrifugas Thermo Fisher Scientific®
Micromanipulador Nikon Narishige®

Micromanipulador Eppendorf® con microscopio Leica®
Microscopio Leica®

Campana de flujo IVFtech® con dos lupas Leica®

Campana de flujo K-Systems®

Frigorifico

Tanques de nitrogeno liquido para almacenamiento de muestras crioconservadas

e o SN S S
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2. Tecnicas aprendidas y/o llevadas a cabo

2.1. Laboratorio de andrologia

2.1.1. Recepcion de la muestra de semen

Para poder llevar a cabo las técnicas de reproduccion asistida (TRA) se requiere de
la obtencion de una muestra de semen. Esta puede ser de la pareja de la paciente, a lo que
se le denomina semen conyugal, o de un donante. La necesidad de recurrir a la donacién
de semen puede ser debida a que no exista pareja masculina o a que el cdnyuge presente
azoospermia, factor genético o cualquier condicion que desaconseje el uso de su propia

muestra.

Muestra conyugal

Se recomienda a los pacientes no tardar mas de media hora en entregar la muestra
tras su recogida. La muestra viene etiquetada con el nombre de la mujer y se coloca en la

zona calefactada de la campana de flujo (37 °C).

Biopsia testicular

Es posible que en el eyaculado no se encuentren espermatozoides, lo que se
denomina azoospermia. La azoospermia puede ser debida a la obstruccién de las vias
espermaticas o a la interrupcion parcial o total de la espermatogénesis, es decir,
obstructiva o secretora, respectivamente. En este tipo de ocasiones se requiere acceder al
epididimo, si la causa es obstructiva, o al testiculo, si la azoospermia tiene un origen no
obstructivo, para tratar de obtener espermatozoides (1). No obstante, en la préactica

siempre se accede al testiculo.

La técnica quirurgica es llevada a cabo por el urélogo en otro lugar del hospital.
Previamente, se prepara una placa de Petri con medio de cultivo para gametos y se lleva
al quiréfano de urologia para recoger la muestra. Una vez de vuelta en el laboratorio de
reproduccion, con ayuda del bisturi, se disgrega el tejido biopsiado para que si hay
espermatozoides estos salgan. A veces, es necesaria la repeticion de la biopsia porque no
se encuentran espermatozoides. Si hay, se recogen con la micropipeta y se extienden en
otra placa para verlo al microscopio. Es posible afiadir Hemovas (pentoxifilina) para
activar la movilidad de los espermatozoides ya que actia aumentando el AMPc. A
continuacién, se pasa el contenido a dos tubos Falcon y se centrifugan 10 minutos a 80 g
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(300 rpm) para separar los restos de tejido de la biopsia. Se coge el sobrenadante en un
tubo y se vuelve a centrifugar durante 10 minutos a 520 g (2000 rpm). Los
espermatozoides ahora se encuentran en el pellet. Por lo tanto, se retira el sobrenadante.
Si la muestra precisa de vitrificacion, se afiaden 600 pl de medio y 600 pl de crioprotector.
El crioprotector se afiade despacio para evitar el choque osmotico. Entonces, se mezcla,
se carga una jeringuilla con la muestra, se coloca en la pajuela y se llena. Finalmente, la

pajuela se sella por calor y se envia al banco de tejidos para su criopreservacion.

No obstante, ante la situacién de no encontrar espermatozoides en la muestra se
cursa una peticion y se envia una muestra al servicio de Anatomia Patoldgica para analizar

las causas de parada de la espermatogénesis.

Muestra criopreservada

La muestra de semen de la pareja puede estar criopreservada cuando se precise de
su utilizacion para la TRA. Esto puede deberse a diferentes motivos como la realizacion
previa de una preservacion de la fertilidad en el caso de un paciente oncoldgico, muestras
muy pobres gque precisen congelaciones sucesivas o dificultades a la hora de la obtencién

de la muestra.

La muestra se saca del nitrogeno liquido, se cortan las puntas de las pajuelas y se

colocan en un tubo de ensayo que pasa al incubador durante 5 minutos.

Semen de donante

Cuando una pareja necesita un donante de semen, los profesionales de la URA son
los encargados de solicitud de la muestra al banco de semen gue la receptora o receptores
hayan elegido. Para ello se requiere el envio del fenotipo de la mujer receptora a dicho

banco para la eleccién del donante.

Estas muestras llegan criopreservadas en nitrogeno liquido, por lo que se pasa a su

descongelacion del mismo modo que en el caso anterior.

2.1.2. Seminograma

Es necesario determinar la calidad de la muestra de semen por lo que se estudian
diferentes parametros macroscépicos, como el volumen o la viscosidad, y microscopicos,
como la motilidad y la concentracion espermética. En cuanto a la motilidad, se

recomienda un sistema simple para clasificar a los espermatozoides (2):
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+ Motilidad progresiva: espermatozoides que se mueven activamente, ya sea

linealmente o en un circulo grande. Estos se clasificarian en dos grupos
dependiendo de la velocidad, distinguiendo entre aquellos con un movimiento
mas répido (a) y los que presentan uno mas lento (b).

+ Motilidad no progresiva (c): todos los demas patrones de motilidad con ausencia

de progresion, nadando en circulos pequefios, cuando la fuerza flagelar apenas
desplaza la cabeza o cuando sélo se puede observar un latido flagelar.

4 Inmovilidad (d): espermatozoides sin movimiento.

El anélisis de la muestra comienza con la determinacion del volumen y se anota si
presenta viscosidad. Para el recuento de espermatozoides se hace uso de una cdmara
Makler (Figura 1), a la que se le afiaden 10 pul de la muestra para su observacion en el
microscopio. Entonces, se realiza el recuento de espermatozoides correspondiente a una
linea de la cuadricula, anotando el nimero total; los espermatozoides con movilidad tipo
a, b, cy d; y el nimero total de méviles. EI computo de una linea de la cuadricula habria
que multiplicarlo por 10° para extrapolar la concentracion a espermatozoides/eyaculado.

Este recuento se realiza antes y después de la recuperacion de espermatozoides moviles.

I mm 0,1 mm

2, R O
) [N
&, 7 Stom W N

7 N
MEoicy, ST ) 0,1 mm

I mm

Figura 1. Camara Makler y la cuadricula de 1 mm? con 100 microcuadrados que se localiza en el
centro de la misma.

2.2.3. Recuperacion de espermatozoides méviles (REM)
La preparacion de los espermatozoides es un requisito previo para la realizacion de

cualquier técnica de reproduccion asistida y tiene dos objetivos principales:
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+ La eliminacién del plasma seminal que contiene sustancias inhibidoras de la
capacitacion, prostaglandinas, agentes infecciosos y proteinas antigenicas.
+ La separacion de los espermatozoides moviles de los inmdviles, de los

leucocitos, de las células germinales inmaduras y de otras células.

Por consiguiente, la finalidad de este proceso es seleccionar los espermatozoides
moviles morfoldgicamente normales y mejorar la calidad de los mismos, porque
disminuye la liberacion de linfoquinas y reduce la formacion de radicales libres.
Finalmente, el correcto procesamiento de la muestra va a influir en la capacidad

fecundante del espermatozoide in vivo e in vitro (3).

Dependiendo de la TRA que se vaya a implementar la preparacion de la muestra se
realiza de un modo u otro. Si la técnica a realizar es la fecundacion in vitro (FIV), se hace
swim-up, pero si lo que se va a realizar es una inseminacion artificial (IA) se prepara
mediante gradientes de densidad. A su vez, la técnica a realizar depende de la
concentracion de la muestra seminal, si hay 5-10° espermatozoides con motilidad
progresiva tipo a por ml, se puede realizar IA. Siempre que el resto de los factores, como

la edad de la mujer, lo permitan.

Swim-up

Para cada muestra de semen se preparan dos tubos de ensayo entre los que se divide
a partes iguales. Si el semen estd muy viscoso se trabaja con agujas, en vez de con la
pipeta de vidrio y el aspirador electronico. Para comenzar, se afiade una cantidad de medio
equivalente al volumen de la muestra (dilucion 1:1), se mezclan y se centrifugan durante
7 minutos a 500 g (1800 rpm). Entonces, se retira el sobrenadante que seria el plasma
seminal, ya que los espermatozoides quedan en el pellet, y se afiaden 300 pl de medio de
cultivo HEPES. Dicho medio se deja caer por la pared del tubo con cuidado para que no
se resuspendan los espermatozoides. A continuacion, se colocan los tubos inclinados para
aumentar la superfice por las que han de moverse los espermatozoides y se dejan en esa
posicion durante, aproximadamente, 20 o 30 minutos a 37 °C. Después, se recoge medio
de la parte superior de cada tubo, donde se encuentran los espermatozoides moviles, se
colocan en un Gnico tubo que se centrifuga durante 5 minutos a 500 g (1800 rpm). Se

elimina todo el sobrenadante que se pueda y se afiaden 300 ul de medio.
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Gradiente de densidad

Los gradientes de densidad separan las particulas en funcién de su densidad de
flotacion. Los diferentes componentes de la muestra se separan hasta alcanzar una
posicion donde ya no se desplazan mas porque en ese punto su densidad es igual a la de
su entorno. Los espermatozoides maduros son celulas compactadas y alcanzan el
gradiente de mayor densidad, que se encuentra en el fondo del tubo. El plasma seminal
permanece flotando sobre el gradiente de menor densidad y las células, los
espermatozoides inmaduros y muertos se sitGan en la interfase entre los dos gradientes.
Los gradientes de densidad utilizados parten de una suspension coloidal de particulas de
silice unidas de forma covalente a moléculas de silano y se utilizan en soluciones

isotonicas a una concentracion del 80 % y del 40 % (3).

El dia anterior se preparan dos tubos Falcon afiadiendo primero unos 2 ml de la
solucion al 80 % y en segundo lugar la misma cantidad de la solucion al 40 % y se dejan
en el incubador. Al dia siguiente, cuando se tiene la muestra de semen esta se reparte en
los dos tubos de gradientes, dejandola caer con cuidado por la pared. Se centrifuga 20
minutos a 300 g (1200 rpm). Entonces, se recogen los espermatozoides del fondo con una
pipeta de vidrio y una pera de succion y se pasan a un tubo de ensayo donde se afiaden,
ademas, 200 pl de medio. A continuacion, se centrifuga 5 minutos a 500 g, se retira el

sobrenadante y se afiaden 300-500 ul de medio de cultivo para resuspender.

2.2. Laboratorio de embriologia

2.2.1. Puncion ovarica

Para la realizacién de técnicas de fecundacion in vitro se necesitan ovocitos, que se
obtienen mediante la puncién folicular. Las mujeres que precisan de este procedimiento
tienen que someterse a una estimulacion ovarica controlada (EOC) con el objetivo de
reclutar el mayor numero de foliculos posible y tratando de evitar la aparicién del

Sindrome de hiperestimulacién ovéarica (SHO).

Antes de comenzar la puncion ovarica hay que preparar la aguja, que se lava con
medio HEPES en campo estéril. Asimismo, se preparan 10 tubos de ensayo con medio
HEPES que se guardan en el incubador hasta que se necesiten en el quiréfano.
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Posteriormente, se van trayendo al laboratorio los tubos con fluido folicular y se vierten
en placas de Petri dispuestas en la zona calefactada de la campana de flujo 1VFtech®.
Bajo la lupa se observan dichas placas en busca de los complejos cimulo-ovocitos. Para
separar las células epiteliales se utilizan agujas. Entonces, se llevan a otra placa para su
lavado haciendo uso de la Stripper. Finalmente, se colocan en una placa de 5 pocillos con
medio de fertilizacion, los pocillos utilizados se cubren con aceite mineral y la placa se

lleva al incubador.

2.2.2. FIV

Una vez los ovocitos han estado en el incubador durante 2-4 horas y se ha realizado
la recuperacion de espermatozoides maviles, se puede llevar a cabo la FIV convencional.
Para ello se ponen en la misma placa los ovocitos sin decumular con una cantidad
determinada de la muestra de espermatozoides y se deja que la fecundacion ocurra de

manera espontanea.

Para saber el volumen que tenemos que utilizar de la muestra de espermatozoides

se realizan una serie de calculos haciendo uso de la siguiente ecuacion:

Se requiere una concentracion de unos 100.000 espermatozoides/ml con movilidad

tipo a (Cs) en un volumen de 800 ul (Vs).

Ej.: Si la concentracion de espermatozoides con movilidad tipo a del paciente es
4-106 spz/mi:

4-10° spz v _ 1-10°spz

i

-0,8ml
ml

ml
V, = 0,02 ml =20 ul
Tendriamos que coger 20 ul de la muestra de espermatozoides.

Se realiza en una placa de 5 pocillos con medio de fertilizacion, aunque no se

utilicen todos los pocillos ya que en cada uno se colocan varios ovocitos, y se cubre con
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aceite mineral. Finalmente, se comprueba que los espermatozoides se mueven y la placa
se coloca en el incubador individual (37 °C, CO2 5,8 %, 02 5,7 %).

Al dia siguiente de la fertilizacion, unas 16-20 horas después, se procede a la
decumulacion para poder ver codmo ha ido el proceso. En este caso, la decumulacion se
realiza Unicamente con la Stripper pequefia ya que la hialuronidasa ya ha sido aportada
por el espermatozoide. A medida que se van lavando los embriones se van pasando a cada
uno de los pocillos de una placa de cultivo, se cubren con aceite mineral y se devuelven

al incubador.

2.2.3. Inseminacion intracitoplasmatica (ICSI)

Antes de comenzar este procedimiento es necesario realizar una serie de pasos
previos. Mientras se lleva a cabo el swim-up de la muestra de semen, se puede ir
preparando en la campana de flujo la placa para ICSI (Figura 2). Se utiliza una placa
especial con menor altura que las convencionales. En esta se colocan diferentes gotas con
medio de fertilizacién, donde posteriormente en cada una de ellas se colocara un ovocito,
dos gotas de polivinilpirrolidona (PVP) para los espermatozoides y hay que tener en
cuenta que sobren gotas para el lavado de las agujas. Entonces, se cubre con aceite mineral
y se lleva al incubador. Asimismo, es importante comentar que para muestras de semen

muy patoldgicas no es recomendable utilizar PVP.

Figura 2. Placa de ICSI con gotas de medio de fertilizacion para los ovocitos y en el centro dos gotas (en
amarillo) con PVP para los espermatozoides. Tener en cuenta que queden gotas de medio de fertilizacion
libres para el lavado de las agujas. (Creado con Biorender.com)

Por otro lado, es imprescindible realizar la decumulacion de los ovocitos antes de
empezar el proceso. En esta ocasion, se lleva a cabo una decumulacién quimica-mecénica.
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En primer lugar, se prepara una placa con una gota de 60 pl de hialuronidasa donde se
van a colocar los ovocitos durante 30 segundos. A veces, debido a un elevado nimero de
ovocitos pueden ser necesarias varias gotas de hialuronidasa. Una vez pasado ese periodo
de tiempo, los ovocitos se mueven a otra placa y se continda con la decumulacion

mecanica por la accion de la Stripper pequefia.

El micromanipulador utilizado funciona con aceite mineral. Por consiguiente, al
ponerlo a punto para su funcionamiento es indispensable eliminar las burbujas de aire de
los conductos, lo que se denomina purgar. A continuacion, se colocan las agujas, la
holding y la de microinyeccidn. Entonces, en la campana de flujo y con ayuda de la lupa
se afiade 1 pl de la muestra de espermatozoides moviles en una gota de 4 ul de PVP y se
posicionan los ovocitos sacados del incubador en cada una de las gotas dispuestas en la
placa. Después, se lleva la placa al micromanipulador y se purgan las agujas en la gota
preparada para ello. De hecho, esto se repite cada vez que las agujas salen del aceite

mineral.

La técnica de ICSI, puede llevarse a cabo de dos modos. La forma convencional de
hacerla es inyectar el espermatozoide una vez aspirado. Sin embargo, también se pueden
reunir varios espermatozoides en la otra gota de PVP y después pasar a la microinyeccion.
En la segunda opcidén, cuando se tienen ya varios espermatozoides en la otra gota es
cuando se sacan los ovocitos y se colocan en la placa de ICSI, de este modo se encuentran
menos tiempo fuera del incubador. Por lo tanto, suele realizarse de este modo en el caso
de muestras seminales complicadas en las que se prevé tardar mas en seleccionar los

espermatozoides.

Antes de capturar los espermatozoides es necesario “pararlos”, 10 que consiste en
doblarles la cola para activar la reaccion acrosomica. Cuando ya se tiene el
espermatozoide bien posicionado en la aguja de microinyeccidn, es decir, con la cabeza
hacia el exterior, hay que desplazarse hacia la gota en la que se encuentra el ovocito.
Entonces, se localiza el ovocito, se sujeta con la aguja holding y se coloca de tal modo
que el corpusculo polar quede “a las doce 0 a las seis horas” como si el ovocito se tratara
de un reloj. Es importante que la holding y el oolema se encuentren los dos enfocados.
Cuando el ovocito se aspira se suele ver una contraccién del mismo. Después, la aguja de
inyeccion se acerca a la zona pelicida, el espermatozoide se lleva a la punta de la aguja
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para minimizar la cantidad de PVP que entre en el ovocito, se aspira un poco de
citoplasma, se inyecta y se deja el espermatozoide dentro del ovocito y se retira la aguja.

Por ultimo, es de suma importancia, cerciorarse de que el espermatozoide no salga.

Las inyecciones se clasifican segun su calidad, de mayor a menor, en tipo I, 11 y I11.
Un buen indicativo de calidad seria la resistencia que ofrece la membrana del ovocito, lo
que se visualiza como la formacion de un cono a la entrada de la aguja de inyeccién,

catalogandose como inyeccion tipo 1.

Una vez terminado el proceso, se ponen en una placa de cultivo de embriones con
pocillos pequefios para cada ovocito fertilizado, se cubre con aceite mineral y se lleva al

incubador individual.

2.2.4. Desvitrificacion embrionaria

Cuando no se puede realizar la transferencia embrionaria en fresco o quedan
embriones sobrantes de una estimulacion, los embriones se vitrifican. Por lo tanto, para
realizar la transferencia han de desvitrificarse y se retira el crioprotector. Para ello se
utiliza el kit de desvitrificacion RapidWarm Omni™ de Vitrolife®, que sirve para
embriones y ovocitos, con cuatro soluciones que consisten en un medio tamponado con
MOPS que contiene gentamicina y albdmina sérica humana. Los tres primeros medios
tienen ademas sacarosa, mientras que el cuarto medio no (4). Ademas, se necesita una
placa con cuatro pocillos, en cada uno de ellos se anaden unos 300 pl de cada medio y se
lleva la placa al incubador para conseguir la temperatura adecuada, 37 °C. A continuacion,
se saca la pajuela del banco y se coloca en el soporte Vitrolife® con nitrogeno liquido.
Entonces, se le quita la cubierta a la pajuela dentro del nitrégeno y se introduce en el
pocillo con el primer medio, esperando que el embrion caiga del soporte. EI embrion ha
de permanecer en cada pocillo un tiempo determinado: en el primer medio, 1 minuto; en
el segundo medio, 3 minutos; en el tercer medio, 5 minutos; y en el cuarto medio, 10
minutos. Es importante que en los cambios del embridn de un medio a otro se haga con

la minima cantidad posible. Por altimo, se pasa a una placa de cultivo y al incubador.
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2.2.5. Seguimiento y evaluacion del proceso

En cuanto a las posibilidades de gestacion en la especie humana, la evidencia
cientifica indica que dependen en gran medida de la receptividad endometrial y de la
calidad embrionaria. Centrandonos en la calidad embrionaria esta se estudia
principalmente mediante la valoracion de la morfologia (5). Por consiguiente, se hace
indispensable el seguimiento y la evaluacion de los embriones haciendo uso del
microscopio. Siendo de suma utilidad para el trabajo diario en el laboratorio un esquema

de clasificacion embrionaria (Figura 3) (Figura 4) (5).

En primer lugar, se evalua la fertilizacion al siguiente dia de su realizacion ya que
esta se aprecia unas 17-20 horas después. Entonces, se anota el niUmero de prondcleos
(PN) y corpusculos polares (CP) que presentan los embriones en D+1, los cuales deberian
ser dos en cada caso. Ademas, también se indica si se observan halos citoplasmaticos,
vacuolas o una zona pellcida anémala. Siendo la presencia de halo citoplasmatico una
caracteristica positiva mientas no sea excesiva. Los parametros desfavorables serian
cualquier estado diferente a 2 PN + 2 CP, un solo precursor nucleolar en alguno de los
PN, PN separados o de tamafio desigual o la division directa a tres células. No obstante,
para la visualizacion de dicha division se requeriria de la tecnologia Time-Lapse. Por otro
lado, se descartan inmediatamente los embriones 1 PN + 1 CP, 2 PN + 1 CP o aquellos
con méas de 2 PN (5).

Las caracteristicas evaluadas en D+2 y D+3 son el nimero de células, el ritmo de
division, el porcentaje y tipo de fragmentacion celular, el tamafio de los blastomeros
estadio-especifico, la visualizacion de los nucleos, el grado de multinucleacion, la forma
de los blastdmeros, la zona peltcida (ZP), el grado de compactacion/adhesion temprana

y anomalias citoplasmaticas como la presencia de anillo, vacuolas o moteado (pitting)
(5).

Los parametros analizados en D+4 son la division celular, adhesién celular,
compactacion, fragmentacion y vacuolizacion. Mientras que en D+5 y D+6 es preciso
diferenciar en el blastocisto el blastocele, zona pellcida, masa celular interna (MCI) y
trofoectodermo. Teniéndose en cuenta el grado de expansién del blastocele; cuando

comienza a adelgazar la ZP; la homogeneidad del epitelio del trofoectodermo; el nimero
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de células, la forma y la compactacion de la MCI; y el nivel de fragmentacion y

vacuolizacion (5).

Ritmo de division Otras caracteristicas:
) % Fragmentacion Zona Pelucida
N© células D+2 N© células D+3 P < 10% A....normal
B....anormal
3-5cel D | >10-25%
2 cel——C / C >25-35%
T e 6-8 cel ——= C . Grave alteracién
B > 35% citoplasmica .0
4-5 ce| —— D Multinucleacion
3cel—— C / - sin multinucleacién
T 6-9 cel - -+ C ( 1 cél. bnen D+2 0o blen
1-2 cel, bn en D+ 3. Resto Grado A
5cel ——=+ D D........Cualquier otra multinucleacion
o 00 ———s ¢ Simetria
= 7 cel — A A...4(D+2)Estadio-Especifico{ EE)—»8(D+ 3 )EE
4 cel A — 8 cel A B...4(D+2)EE—» 7(D+3)NOEE
Sctl ——=8 4(D+2)EE/NOEE ~»8(D+3)NOEE
N .o . D...3 cél. (D+2) NOEE
*11-12 cel —— C
Vacuolas
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Figura 3. Esquema de clasificacion de calidad embrionaria en D+2 y D+3 segun los criterios propuestos
por ASEBIR (5).

Por otro lado, la calidad ovocitaria también es evaluable en aquellos casos en los
que latécnica implementada es la ICSI, puesto que se decumulan previamente y se pueden
observar. En este caso podriamos distinguir vesiculas germinales de ovocitos maduros,
granulosidad central, acumulaciones de reticulo endoplasmatico liso (REL), vacuolas,
inclusiones citoplasmaticas, restos celulares en el espacio perivitelino, anomalias en la
zona peldcida, espacio perivitelino aumentado y alteraciones en el primer CP como
fragmentacion o un tamafio anémalo. Ademas, sin ser necesaria la decumulacion se puede
determinar el grado de madurez por la compactacion del complejo cumulo-corona

radiata-ovocito. Los ovocitos maduros muestran el cimulo expandido (5).
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Figura 4. Esquema de clasificacion de calidad embrionaria en D+4 y D+5 segun los criterios propuestos
por ASEBIR (5).

2.2.6. Transferencia embrionaria

El estadio de blastocisto es el mas recomendable para la transferencia embrionaria
siendo la practica mas estandarizada, aunque el dia 6ptimo puede variar en los diferentes
casos (6). Esta URA no se encuentra activa durante los fines de semana por lo que las
transferencias también tienen que ajustarse al horario establecido, siempre que el

endometrio se encuentre sincronizado con el tiempo del embrion.

El embrion se prepara para la transferencia en una placa con medio de cultivo en la
campana de flujo. Cuando en el quiréfano estd todo preparado para la realizacion del
procedimiento, el embrion se carga en un catéter. Para ello debe aspirarse aire, medio,
aire, el embrién con medio de cultivo, aire y, finalmente, medio. Entonces el ginecélogo,
con el catéter y con ayuda de un ecografo deposita el embrién en el endometrio de la
paciente. Finalmente, es imprescindible comprobar en el laboratorio que el embrién no

se haya quedado en el catéter.
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2.2.7. Vitrificacién embrionaria

Los embriones no transferidos, requieren de la vitrificacion para su conservacion
en el tiempo. El objetivo fundamental de esta practica es la criopreservacion exitosa de
las células en nitrogeno liquido a -196 °C lo que implica: la detencion del metabolismo
de manera reversible, el mantenimiento de la integridad estructural y genética, lograr tasas
de supervivencia aceptables y mantener la competencia de desarrollo tras la
descongelacion (7). Los agentes crioprotectores son esenciales en este procedimiento. De
hecho, durante el proceso los embriones se someten a concentraciones crecientes de estas
sustancias quimicas. En este caso, se utiliza el kit de vitrificacion RapidVit Omni™ de
Vitrolife® que contiene tres soluciones para vitrificar ovocitos y embriones en todos los
estadios. Las soluciones consisten en un medio tamponado con MOPS que contiene
gentamicina y albumina sérica humana. El primer medio no contiene crioprotectores, el
segundo tiene etilenglicol y propanodiol y el tercero presenta los mismos crioprotectores

que el medio anterior y sacarosa (8).

En primer lugar, se afiaden 300 ul de cada uno de los tres botes del kit, previamente
homogenizados, en una placa de cuatro pocillos. Una vez preparada la placa esta se
introduce en el incubador para que alcance 37 °C. Por otro lado, se preparan las pajuelas
de sistema cerrado, con la identificacion de la paciente, y el nitrgeno liquido en el soporte
Vitrolife®. Después, se introduce el soporte de pajuelas y se sumerge en el nitrdgeno
liquido. A continuacion, se colocan las pajuelas con varillas de metal en su interior en la
zona de carga del soporte de nitrogeno liquido. Entonces, se procede a pasar a los
embriones por cada pocillo durante un tiempo determinado y manteniendo la temperatura
de 37 °C. En el primer medio permanece unos 5-20 minutos; en el segundo medio, 2-5
minutos; y en el tercer medio, 30-45 segundos. Los cambios de pocillo han de realizarse
con el minimo volumen de medio posible. En el segundo medio los embriones tienden a
subir a la superficie. Si esto ocurre, habria que recogerlos y volverlos a colocar en el fondo
del pocillo. Para facilitar el procedimiento se toma una gota del tercer medio, de unos 20
ul, y se coloca en otra placa. Mientras el embridn se encuentra en la gota con el tercer
medio, se retira la varilla de metal de pajuela. El embrion se coloca, con ayuda de la lupa,
en el Rapid-i™ con el minimo medio posible y se introduce dentro de la cubierta de la
pajuela, haciendo presion con la mano durante unos segundos. Por altimo, se sellan las
pajuelas con ultrasonido. Este proceso se repite para todos los embriones y, finalmente,
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se colocan todas las pajuelas en el soporte y se almacenan en el tanque de nitrégeno

correctamente identificadas.

2.2.8. Biopsia embrionaria en D+3

La biopsia embrionaria es la técnica que consiste en la extraccion de una o varias
células del embrion, segun el estadio en el que se realice (D+3 o D+5), para el diagnostico
genético preimplantacional (DGP). Este procedimiento se lleva a cabo con el fin de
detectar, antes de la transferencia embrionaria, alteraciones cromosémicas o
enfermedades genéticas hereditarias graves, de aparicion precoz y no susceptibles de
tratamiento curativo postnatal. Por consiguiente, permite seleccionar aquellos embriones

exentos de las anomalias estudiadas.

Para comenzar es necesario colocar una aguja extra en el micromanipulador para el
acido tyrode. Por lo tanto, quedan dos agujas en la parte derecha, esta y la aguja de
extraccion. La aguja de extraccion hace uso de la respiracion bucal para el control de la
succion. Asimismo, seria interesante comentar que el especialista que vino a realizar la
biopsia menciono el uso de acido tyrode para llevar a cabo el hatching en el caso de la
biopsia en D+3 y el uso del laser para biopsiar en D+5, aunque generalmente se realizan

con laser.

El embrion se sujeta con la holding mientras se afiade un poco de acido tyrode para
realizar un orificio en la zona pellcida, que permita la salida del blastomero. Una vez
realizado esto, se acerca la aguja de extraccion y se trata de sacar, con cuidado, una célula.
Es importante que la célula extraida tenga nucleo visible. Entonces, el embrion se
devuelve al incubador o se vitrifica y el blastbmero obtenido se entuba. A continuacion,
se prepara una placa con diferentes gotas de PBS para lavar las células extraidas.
Continuando con el proceso de entubacion, se afiaden 5 pl de PBS en cada tubo
Eppendorf® de PCR. Ademas, se prepara un tubo adicional con la misma cantidad de

PBS que servird como blanco.

Es imprescindible extremar las precauciones para que en el tubo de PCR no entre
ADN contaminante de cualquier otro origen que no sea el blastémero biopsiado. Para
evitar confusiones, la empresa encargada de realizar el DGP tiene secuenciado el genoma

del especialista que realiza la biopsia.
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3. Actividades complementarias

Con el fin de completar los créditos necesarios de la asignatura se procedi6 a ver
una serie de webinars sobre la vuelta a la rutina en el laboratorio de TRA tras el cese
temporal de la actividad debida a la pandemia ocasionada por el virus SARS-CoV-2.
Asimismo, se quiso ampliar el presente trabajo con informacion sobre la estimulacion

ovarica.

+ COVID-19 and ART (ESHRE) (9)
+ Recomendaciones para el Laboratorio frente a SARS-CoV-2 (ASEBIR)
(10)

+ Individualised Ovarian Stimulation Protocols (My IVF answers) (11)

3.1. COVID-19y TRA

SARS-CoV-2 es el coronavirus tipo 2 del sindrome respiratorio agudo grave que
ocasiona COVID-19, tratandose de un virus de ARN monocatenario (12). En base a la
bibliografia actual (13-17), este virus puede tener potencial para infectar tejidos
reproductivos, aunque la informacién no es consistente. No se ha detectado transmision
vertical (18-23), al igual que con otros coronavirus. No obstante, ain no se tiene
informacion de los resultados en TRA. Por otro lado, parece ser que las mujeres
embarazadas no presentan un riesgo mayor de infeccion o de morbilidad relacionada con
COVID-19 (24,25).

Ante esta situacion diferentes sociedades como la SEF, ASEBIR o ESHRE han
elaborado una serie de recomendaciones y medidas especificas relacionada con las
técnicas de reproduccion asistida con el fin de disminuir el riesgo de contagio por este

virus. En el caso de la SEF y ASEBIR se resumen en cuatro puntos principales (26):

+ Manejo y evaluacion de pacientes, acompafiantes y donantes que pueden
tener la infeccion antes o durante la realizacion del tratamiento.

+ Recomendaciones de bioseguridad para cultivo y almacenamiento de
gametos y embriones durante la pandemia COVID-19.

+ Proteger la salud del personal brindandoles los medios y las pautas

necesarias para actuar en esta situacion excepcional.
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+ Informacion a las pacientes sobre las medidas que deben seguirse después
de la aplicacion de los tratamientos para prevenir la infeccion durante el

embarazo.

3.1.1. Entrevista y cribado
La ESHRE propuso un cuestionario de trece preguntas para los pacientes y el
personal que la SEF y ASEBIR redujeron a esta serie de preguntas en referencia a las tres

Gltimas semanas (26):

+ ¢Hatenido contacto con personas con sospecha o afectadas por COVID-19?
En caso afirmativo con quién y cuando.

+ ¢Ha tenido uno o mas de los siguientes sintomas: Tos, fiebre, fatiga, dolor
muscular, diarrea u otros sintomas sospechosos de COVID-19? Si es asi,
jen qué plazo?

+ ¢Ha sido sometido a aislamiento o cuarentena?

+ ¢Ha sido sometido a alguna prueba diagnéstica (hisopo o analisis de sangre)
para COVID-19?

+ ¢Llevaacabo actividades profesionales con alto riesgo de contagio COVID-

19 (médico, enfermera, asistente de trabajador social, etc.)?

La ESHRE recomienda realizar un cribado al personal de la clinica dos semanas
antes de retomar la actividad (Figura 5) y a los pacientes dos semanas antes de comenzar
el tratamiento (Figura 6) (27). En el caso de los pacientes nos podriamos encontrar tres
situaciones: paciente y pareja asintomaticos con cribado negativo; paciente y/o pareja con
sintomas suaves o con sintomas no especificos con cribaje potencialmente positivo, a los
que se le realizaria el test de anticuerpos; y paciente y/o pareja con sintomas especificos

y/0 con un test positivo previo con cribado positivo.

Por otro lado, la SEF y ASEBIR proponen un cribado para SARS-CoV-2 en
pacientes que tiene en cuenta el test mediante PCR que seria el que nos indicaria una

infeccion actual (Figura 7) (26).
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Figura 5. Cribado orientado al personal ante su reincorporacion a la actividad recomendado por la ESHRE
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Figura 6. Cribado orientado a los pacientes previo al comienzo del tratamiento recomendado por la ESHRE

7).
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Figura 7. Cribado de SARS-CoV-2 orientado a los pacientes propuesto por la SEF y ASEBIR (26).

Ademas, se considera imprescindible que antes de comenzar cualquier tratamiento
se discuta con los pacientes el conocimiento cientifico sobre la infeccion e informarles
sobre los riesgos para su salud si se infectan y sobre las medidas de proteccién que deben
adoptar. Finalmente, la decision final sobre si continuar con el tratamiento debe acordarse
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y quedar reflejada en la historia clinica y realizarse la firma del consentimiento
informado, ademas del habitual, que contempla los riesgos especificos por COVID-19
(26).

3.1.2. Adaptaciones de los servicios de TRA
Existe la posibilidad de que el cribado falle. Por lo tanto, son necesarias una serie

de medidas para la reduccion del riesgo (27):

+ Saneamiento. Continuar con la rutina de limpieza habitual y en caso de
paciente o personal positivo para COVID-19 utilizar saneamiento
especifico. No obstante, se desaconsejan los productos quimicos tdxicos
para los embriones.

+ Adaptacion del centro y el personal. Instruccion al personal y a los
pacientes, procedimientos adaptados a la situacion, trabajo por turnos y
grupos reducidos.

+ Procedimientos de acceso. Limitacion del nimero de personas presentes de
manera simultanea, pantallas de proteccion para el personal administrativo,
equipos de proteccion personal y dispositivos de saneamiento, restriccion
de acceso para socios y acompafantes, redisefio de salas de espera y
espacios de trabajo para garantizar un distanciamiento adecuado, gestion de
citas segun horarios especificos y valorar la instauracion de otras formas de

comunicacion no presencial como videollamada o llamadas telefonicas.

3.1.3. COVID-19 y el laboratorio de TRA

Se considera que la buena practica de los protocolos habituales dentro del
laboratorio de reproduccion humana es suficiente para prevenir el contagio entre
embridlogos, pacientes y la contaminacion de muestras reproductivas para agentes
bioldgicos como es el SARS-CoV-2. Ademas, no hay una evidencia consistente de que
lo pacientes COVID-19 positivos suelan presentar particulas virales en el eyaculado, lo
que en el caso de haber se reduciria con el tratamiento de la muestra, o en los ovocitos.
Asimismo, se considera que el personal del laboratorio tiene una exposicion baja al riesgo,
dado que no tiene contacto estrecho con los pacientes. No obstante, atendiendo al

principio de precaucion universal se recomiendan una serie de adaptaciones (26):
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+ Distancia de seguridad entre embriélogos, si el disefio del laboratorio lo
permite.

+ En caso de compartir lupas o microscopios, utilizar proteccién ocular o
llevar a cabo la limpieza de los mismos.

+ Uso de gafas o mascara de proteccion, mascarillas FFP2 y guantes.

+ Considerar las muestras y fluidos corporales (eyaculado, tejido testicular o
tejido folicular) como potencialmente contagiosas.

+ Se recomienda procesar todas las muestras de eyaculado y liquido folicular
en una cabina de seguridad bioldgica tipo Il, a menos que no estuviera
disponible o se considere perjudicial para el material biolégico por no tener
placa calefactada. Sin embargo, aunque los ovocitos una vez decumulados
y las muestras capacitadas de pacientes estandares, pueden manipularse sin
guantes al considerarse no infecciosas, se usaran los equipos de proteccion
mientras duren las restricciones de las autoridades sanitarias.

+ Cuando se deba almacenar material biolégico reproductivo de pacientes con
infeccion por SARS-CoV-2, se recomienda, mientras no haya mas
informacion, el uso de soportes de seguridad, tanques de vapor de nitrégeno

liquido o tanques independientes para estos pacientes.

3.2. Protocolos de estimulacion ovérica individualizados

Para comenzar un ciclo de FIV es necesaria la estimulacion ovarica para lo que
pueden utilizarse diversos tratamientos. El protocolo elegido debe ajustarse a cada
paciente. Por consiguiente, se evallan diferentes parametros predictivos de la respuesta
ovarica con el fin de encontrar el mas adecuado para cada mujer. La optimizacion de
dicha respuesta se basa, fundamentalmente, en la determinacion de la reserva ovarica y
en resultados de ciclos previos. Ademas, también se tienen en cuenta otros factores como
la edad de la mujer, la historia reproductiva, la causa de subfertilidad, la duracion de la
subfertilidad y el nimero de ovocitos recuperados, ovocitos fertilizados, de embriones de
buena calidad y de blastocistos disponibles en ciclos previos. Por lo tanto, la eleccién del
protocolo debe fundamentarse en la experiencia clinica y practica, en la mejor evidencia

publicada, en las caracteristicas de la paciente y en las expectativas que se tienen.
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En el caso de la estimulacién hay tres grupos de pacientes que suponen un reto
mayor: aquellas mayores de 37 afios, las que presentan una reserva ovarica muy alta o
muy baja y las pobres respondedoras recurrentes. En cuanto a la edad, se sabe que va
disminuyendo el nimero de foliculos y aumenta la proporcion de ovocitos de mala calidad
(28), aunque hay una fuerte variabilidad para la reserva ovarica entre individuos en el

mismo grupo de edad (29).

3.2.1. Reserva ovarica

En realidad, no se puede medir la reserva ovarica, se evalda su funcion. Los
parametros que se han sugerido como medidas mas certeras de la reserva de foliculos
primordiales son la edad, el recuento de foliculos antrales (RFA) y la determinacion de la
hormona antimulleriana (HAM) (30).

3.2.2. Tasa de recuperacion folicular

La respuesta a la estimulacion puede determinarse mediante la tasa de recuperacion
folicular (FORT) que se define como la relacion del recuento de foliculos preovulatorios
(16-22 mm) en el dia de la administracion del desencadenante de la ovulacion y el
recuento de foliculos antrales pequefios al inicio de la estimulacién (3-8 mm). En este

contexto, las pacientes se dividen en tres grupos (31):

+ Tasa de recuperacion folicular baja > FORT < 42 %
+ Tasa de recuperacion folicular media - FORT = 42-58 %
4 Tasa de recuperacion folicular alta > FORT > 58 %

Aunqgue una buena respuesta ovarica a la estimulacion no depende solo del niUmero
de ovocitos recuperados, habria que valorar el nimero obtenido de ovocitos en metafase
I1'y de embriones, el porcentaje de embarazo clinico por cada ovocito recuperado y la

tasa de implantacion.

3.2.3. Numero 6ptimo de ovocitos obtenidos

La oportunidad de nifio nacido vivo en un ciclo de FIV se asocia con el nimero de
ovocitos, obteniéndose los mejores resultados con unos 15 ovocitos y disminuyendo con
maés de 20. Por lo tanto, esto podia ser utilizado para informar sobre el potencial de los
resultados y reducir el riesgo de complicaciones. No obstante, esta probabilidad
disminuye con la edad (32).
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3.2.4. Protocolos de estimulacion

+ Protocolo con antagonistas de GnRH. Lo suelen recomendar en mujeres con
Sindrome de ovarios poliquisticos, hiperrespondedoras y donantes de
ovocitos. Entre sus caracteristicas se encuentras: ausencia del efecto flare-
up al inicio de la estimulacién, son ciclos mas cortos, se utiliza una menor
cantidad de gonadotropinas, la estimulacién es mas individualizada,
presenta una menor incidencia de SHO y se pueden elegir los
desencadenantes de la ovulacion.

+ Protocolo largo con agonistas de GnRH. Se recomienda en mujeres con
endometriosis y normo-respondedoras. Consiste en un tratamiento mas
largo que suele comenzar entro los dias 21-28 del ciclo anterior, permite el
ajuste de la dosis de gonadotropinas, se trata de una estimulacién menos
individualizada, presenta una incidencia baja de SHO y es necesario
desencadenar la ovulacion con hCG.

+ Protocolo micro-flare, una adaptacion del protocolo con agonistas de
GnRH. Se recomienda en mujeres con baja reserva ovarica y bajas
respondedoras. Se trata de un tratamiento mas corto, pueden utilizarse anti-
estrogenos o inhibidores de la aromatasa para aumentar la estimulacion,
permite el ajuste de la dosis de gonadotrofinas (FSH y LH), permite la

estimulacion individualizada y se desencadena la ovulacion con hCG.

Para llevar a cabo la estimulacion ovarica es necesario también el tratamiento con
gonadotropinas. La administracion con FSH es suficiente, sin embargo, en la préctica
clinica, las mujeres con peores factores de pronostico son tratadas, generalmente, con una
combinacion de LH y FSH ya que hay estudios que sugieren gque esta modificacion podria

mejorar la calidad de los ovocitos recuperados (33).

En el contexto de la eleccidn del protocolo mas adecuado para una paciente, la dosis
de gonadotropinas depende del recuento de foliculos antrales, la edad y la respuesta a una

estimulacion previa (Tabla 1)
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> 25 100 Ul FSH Antagonista de GnRH
Antagonista de GnRH o
> 16 112,5/150 Ul FSH agonistas de GnRH largo
[8 —16] 225/ 150 Ul FSH Agonistas de GnRH largo
225 Ul FSH + 75 Ul LH Micro-flare
[4-8) Micro-flare (si la respuesta
150 Ul r-LH anterior fue baja o tiene
mas de 37 afios)
<3 225 Ul r-FSH + 150 Ul LH  Micro-flare

Tabla 1. Dosis de gonadotropinas y protocolo a utilizar segun el recuento de foliculos antrales (11).

Por otro lado, también se consideran los ciclos de estimulacion ovarica
consecutivos para acumular un mayor nimero de ovocitos que aumente el nimero de
blastocistos disponibles en pacientes que pueden presentar una respuesta suboptima o que
ya la hayan presentado. Este procedimiento puede ser de bastante utilidad para PGT -a,
limitar el impacto de la edad en la funcidn ovarica y reducir los costes de repetir ciclos en

fresco y diferidos.
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4. Reflexion personal

Las précticas realizadas han sido una perfecta oportunidad para el conocimiento del
funcionamiento de una Unidad de Reproduccion Asistida sujeta a la sanidad publica y
para la aplicacion de la teoria estudiada en el master. No obstante, debido a la interrupcion
de las mismas por motivos excepcionales no he podido realizar muchos de los
procedimientos que se llevan a cabo de manera habitual. Aln asi, aunque no realizara
muchas en primera persona, presencié todas las técnicas rutinarias en el periodo que acudi
a la unidad y me las explicaron paso por paso, resolviendo todas las dudas que me surgian.
Por lo tanto, seria importante destacar el gran trabajo de Vanesa y Lourdes como

instructoras de dichas practicas y a las que me gustaria agradecer su implicacion.
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