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RESUMEN

Desde 1978 con el nacimiento de Louise Brown, mas de 10 millones de nifios han sido
concebidos gracias a las técnicas de reproduccion asistida (TRA). Sin embargo, son escasos
los estudios a largo plazo que confirmen al seguridad de estas teécnicas. Se desconocen los
efectos que pueda tener la manipulacion de gametos y embriones in vitro sobre la salud de
la descendencia. No obstante, cada vez hay mas estudios que tratan de esclarecer estos
aspectos, aunque los resultados obtenidos siguen siendo confusos, o0 no concluyentes en
muchos casos. Probablemente debido a la heterogeneidad de la poblacién en estudio y de
la metodologia empleada. La influencia de las TRA sobre la epigenética y la expresion
génica es uno de los aspectos sobre los que se ha investigado. Desde el punto de vista
epigenético, durante el desarrollo de la linea germinal y el desarrollo temprano del embrion
preimplantacional, se producen oleadas de reprogramacion epigenética, susceptibles a los
cambios ambientales provocados por la estimulacion ovarica, fertilizacion in vitro, cultivo
de embriones, y/o criopreservacion, lo que puede conllevar a una expresion inadecuada por
alteraciones en el imprinting a consta de las TRA. Con esta revision lo que se pretende es
recopilar y analizar la informacion al respecto haciendo hincapié en los cambios
epigenéticos ocasionados durante el procedimiento in vitro de las TRA que pudiesen tener

efecto en la salud de la futura descendencia.
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ABREVIATURAS
- 5mC, 5-metilcitosina
- 5hmC, 5 hidroximetilcitosina
- ADN, acido desoxirribonucleico
- AMH, hormona antimilleriana
- ARN, acido ribonucleico
- AS, sindrome de Angelman
- ASRM, del inglés American Society for Reproductive Medicine
- BPA, bisfenol A
- BWS, sindrome de Beckwith-Wiedemann
- CNV, del inglés, copy number variants
- CPA, crioprotectores
- CPG, células primordiales germinales
- DGP, diagndstico genético preimplantacional
- DNMT, ADN metiltransferasas
- DMR, del inglés differentially methylated regions
- DOHabD, del inglés, Developmental Origin of Health and Disease
- E2, estradiol sérico
- ERa, receptor de estrégeno alfa
- FBS, del inglés fetal bovine serum
- FET, del inglés Frozen Embryos Transfer
- FIV, fecundacion in vitro
- FSH, hormona foliculo estimulante
- GnRH, hormona liberadora de gonadotropina
- HAT, histonas acetiltransferasas
- hCG, hormona gonadotropina coriénica humana
- HDAC, histonas desacetilasas
- ICR, del inglés Imprinting Control Region
- ICSI, inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides
- ID, del inglés imprinting disorders

- IFNg, interferon gamma



IG, del inglés imprinting genes

MCI, masa celular interna

MIV, maduracion in vitro

MTHFR, metilentetrahidrofolato reductasa

PWS, sindrome de Prader-Willi

ROS, especies reactivas de oxigeno

SART, del inglés Society for Assisted Reproductive Technology
SEF, Sociedad Espafiola de Fertilidad

SHO, sindrome de hiperestimulaciéon ovarica

SNV, del inglés single nucleotide variants

SOP, sindrome de ovarios poliquisticos

SRS, sindrome de Silver Russell

TET, enzimas diez-once translocacion metilcitosina dioxigenasas
TF, trofoectodermo

TNDM, del inglés transient neonatal diabetes mellitus

TRA, técnicas de reproduccién asistida

UDP, del inglés uniparental disomy

uNK, del inglés natural killer cells

VEGEF, del inglés vascular endothelial growth factor

VOCs, del inglés Volatile Organic Compounds

ZGA, del inglés zygotic genome activation



1. Introduccion

La reproduccion asistida es una rama importante en la medicina, que ha nacido como
solucion a los problemas de fertilidad cada vez mas presentes en la poblacion. De hecho,
desde los primeros registros europeos del uso de estas técnicas en 2014, hasta los ultimos
datos en 2022, se ha presenciado un incremento de hasta el 33%, superandose los 10

millones de individuos nacidos gracias a estas técnicas desde 2022 9,

La reproduccion asistida comprende procedimientos como la estimulacion ovarica,
manipulacion de gametos, maduracion in vitro de ovocitos (MIV), fecundacion in vitro
(FIV), inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), cultivo y transferencia de
embriones, criopreservacion y diagnostico genético preimplantacional (DGP) ©83). Aunque
la mayoria de los nifios concebidos con estas técnicas presentan buena salud, diversas
publicaciones han reportado que su uso podria asociarse con resultados perinatales
adversos, a corto y a largo plazo, entre los que se incluyen prematuridad, bajo peso al nacer
(239 malformaciones congénitas, enfermedades musculo esqueléticas, y cardiovasculares
(funcién diastolica deficiente, engrosamiento de la pared vascular y mayor riesgo de
cardiopatias congénitas) @4%%483)  alteraciones metabolicas, principalmente en el
metabolismo glucidico y lipidico “54, trastornos del neurodesarrollo ¢2682)  paralisis
cerebral, predisposicion al cancer, asi como diversos trastornos de impronta como el
sindrome de Beckwith-Wiedemann (BWS), sindrome de Prader-Willi (PWS), sindrome de
Silver Russell (SRS) y el sindrome de Angelman (AS) ¢1222:264580) En g| caso de la madre,
el uso de las TRA se ha asociado a un aumento de trastornos hipertensivos durante el
embarazo, desprendimiento placentario, hemorragia en el tercer trimestre y una mayor

necesidad de cesarea (%2226:6080.83)

Segun la teoria del Origen del Desarrollo de la Salud y de la Enfermedad (DOHaD, del
inglés, Developmental Origin of Health and Disease), cambios en las condiciones
ambientales durante el desarrollo embrionario, conlleva a una reprogramacion epigenética
y expresion genética inapropiada causando enfermedad en la edad adulta con posible efecto

transgeneracional (395983),

Las TRA implican intervenciones no fisiologicas a nivel clinico y del laboratorio que
podrian alterar el epigenoma de los gametos y del embrion al coincidir con el momento
critico de reprogramacion epigenética global y establecimiento de huellas genéticas del

embrion @283, En ese momento, el genoma es mas vulnerable a las influencias externas



ambientales como son los cambios de temperatura, pH, tensién de oxigeno, factores
quimicos constituyentes de los medios de cultivo o criopreservacion, o factores fisicos
asociados a la microinyeccion, biopsia embrionaria, etc ?+2280) con afecto principal a
genes que controlan el crecimiento y desarrollo placentario, asi como el intercambio de
nutrientes entre la placenta y el feto @. Alteraciones en el transcriptoma de estos genes
modulan el desarrollo embrionario, comprometiendo el estadio fetal, postnatal y adulto de
los nifios concebidos por TRA, con posible efecto transgeneracional ?#. Se desconocen
los mecanismos responsables de la aparicion de estos trastornos, o si estos pudieran estar
influenciados por otros factores como son la infertilidad subyacente de los progenitores, la
exposicién a contaminantes ambientales, el estilo de vida y habitos de los padres durante

el embarazo entre otros (Figura 1) ¢246:80),
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Figura 1 del articulo Wang Y et al., 2019: El epigenoma es susceptible a cambios externos
durante la reprogramacion del embrion en estadio temprano y en la formacién de células
primordiales germinales (CPG). Asi, el estilo de vida de los padres, las enfermedades que
pudiesen tener, u otros factores externos como las TRA, pueden tener impacto en el
epigenoma de la descendencia a traves de pequefios ARN, metilacion del ADN o impronta

genética, condicionando con todo esto la salud de la descendencia @9,
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1.1 Epigenética
Conrad Waddington, en 1942, fue el primero en enfatizar la importancia de los cambios
ambientales en las primeras etapas del desarrollo embrionario de mamiferos, e introdujo el
término de epigenética 255, Actualmente se define como, un mecanismo regulador de
expresion de genes que conduce a cambios hereditarios en funcion de las condiciones
ambientales, sin implicar cambios en la secuencia de ADN. Esto permite dotar de identidad
a las distintas células y tejidos a través de la reorganizacion de la cromatina y expresion
diferencial del genoma, siendo la metilacion del ADN el mecanismo principal de

regulacion epigenética 6265,

La metilacion de ADN consiste en la adicién de un grupo metilo, mediante las ADN
metiltransferasas (DNMT), en la posicion 5’ del anillo de citosina pirimidina en el
dinucledtido CG para formar 5-metilcitosina (5mC), motivo por el cual encontramos zonas
calientes susceptibles a metilacion en el ADN conocidas como islas CpG %), Estas
modificaciones epigenéticas son mantenidas en las células hijas mediante las DNMT que
pueden ser de cinco tipos diferentes: Dnmtl, Dnmt2, Dnmt3a, Dnmt3b y Dnmt3L ©®, En
concreto, Dnmtl copia marcas de metilacion preexistentes en cadenas de ADN hijas
después de la replicacion del ADN funcionando asi, como una DNMT de mantenimiento,
mientras que Dnmt3a y Dnmt3b metilan secuencias no metiladas previamente, es decir, de
novo 686280 | 3 metilacion en regiones reguladoras como promotores y potenciadores que
contienen las islas CpG, interfiere con la unién del factor de transcripcion produciendo asi
el silenciamiento de los genes 626588 | a metilacion del ADN es particularmente
importante en la regulacién de la inactivaciéon del cromosoma X, genes improntados y

elementos transponibles, permitiendo la adquisicion e identidad celular en los diferentes
linajes (34.17.6265)

Otras regulaciones epigenéticas comprenden modificaciones postraduccionales de histonas
como es la acetilacion, fosforilacion, metilacion y ubiquitinacion. A diferencia de la
metilacién de ADN, la acetilacién de histonas, regulada por las histonas acetiltransferasas
(HAT), permite la relajacion de la estructura de la cromatina y con ello una mejor
accesibilidad del ADN a los factores de transcripcion y proteinas reguladoras, lo que
conduce a una mayor actividad transcripcional. Por el contrario, la desacetilacion, por las
histonas desacetilasas (HDAC), se correlaciona con la inactivacién transcripcional y el
silenciamiento de genes. La adicion o eliminacion de polipéptidos SUMO, como

modificadores de la ubiquitina en los residuos de lisina, son esenciales para la maduracion,



reanudacion meidtica y formacién del huso en los ovocitos. Finalmente, la lactilacion,
dependiente de los niveles de lactato celular, estimula directamente la transcripcion

genética (6269,

1.2 Impronta genémica

Los cambios en la metilacion de ADN ocurren a nivel del genoma completo, sin embargo,
toma mayor importancia en los conocidos genes improntados o genes de impronta (IG, del
inglés imprinting genes). Estos genes se caracterizan por tener uno de sus dos alelos
silenciado epigenéticamente a través regiones diferencialmente metiladas (DMR, del inglés
differentially methylated regions), lo que conduce a un patron de expresion monoalélico
(4816242062.6568.80)  Exjsten dos tipos de DMR: DMR primarios o de la linea germinal, que
adquieren su estado de metilacion durante la formacion de CPG y permanecen estables
durante la edad adulta; y DMR secundarios 0 somaticos, que adquieren sus modificaciones
de metilacion tras la fertilizacion basados en la regulacion de los DMR de la linea germinal,
es decir, de los progenitores ). Otras formas de regulacion son a través de modificaciones
en las histonas, o0 ARN no codificantes, que modifican la estructura cromosémica espacial
y laaccesibilidad de transcripcién de los IG. En el caso de que un IG muestre una inhibicion
en el locus materno, pero no en el locus paterno, se dice que ese gen presenta una impronta
materna. De forma contraria, un IG con inhibicion en el locus paterno y expresién del locus
materno, se dice que presenta impronta paterna €. Esto hace que acttie de forma funcional
como haploide, eliminando la proteccion de expresion de su otro alelo en cuanto a su efecto

por mutaciones recesivas o regulaciones epigenéticas ©.

Estos genes, a su vez, suelen verse agrupados en dominios cromosémicos, cuya expresion
se encuentra controlada por una Unica region denominada centro regulador de la impronta
(ICR, del inglés Imprinting Control Region) ?°4589_ | a expresion correcta de estos genes
es fundamental para el crecimiento y desarrollo neonatal, y comportamiento postnatal,
expresados predominantemente en la placenta y en el cerebro ¢102%6065 Dyrante el
desarrollo de las lineas germinales parenterales, las DNMT metilan las ICR de forma
especifica a través de DMR, que se mantendran estables durante todo el desarrollo de las
células somaticas ®6380), Estas variantes epigenéticas se heredan de forma autosémica
dominante con penetrancia incompleta dependiendo del sexo del progenitor, persisten en
la reprogramacion epigenética posterior a la fertilizacion, y actian como memoria del

origen parental en la siguiente generacion (16:2%4680) Esta cualidad refleja, por tanto, que



cualquier alteracion en la impronta genomica, no solo podria tener influencia en el
desarrollo embrionario o placentario, sino que, ademdas, compromete el desarrollo

metabodlico en el adulto y en la siguiente generacion (16:24.29.69.80)

Hasta ahora, se conocen 149 IG en ratones y 128 IG en humanos ®, que influyen
principalmente en el desarrollo placentario, y crecimiento intrauterino y posnatal a través
de la regulacion de 6rganos y vias metabdlicas (Anexo 1, recopilacion de algunos IG en
ratones y humanos que intervienen en el crecimiento y metabolismo embrionario) (6.6,
Existen algunos trastornos, denominados trastornos de impronta (1D, del inglés imprinting
disorders) que han sido bien identificados como consecuencia de una alteracion en la
metilacion del ADN en IG a causa del uso de TRA, cdmo es el caso de la diabetes mellitus
neonatal transitoria (TNDM, del inglés transient neonatal diabetes mellitus), BWS, AS,
PWS y SRS (91216.24.29.458580) | 5 gran mayoria de ellos se diagnostican durante la infancia,
aunque este puede retrasarse debido a un amplio espectro fenotipico. Estudios en ratdn han
demostrado que los procesos de estimulacion ovarica y el cultivo de embriones in vitro,
son los principales responsables de estos trastornos en comparacion con otros
procedimientos de las TRA. Sin embargo, que un ID esté mas asociado a la influencia de
las TRA que otro, tan solo indica que algunos loci son mas vulnerables a las condiciones
externas que otros ?®). Destacan principalmente los genes encontrados en la region 11p15.5

con su gran implicacion en el crecimiento y desarrollo embrionario 9,

Las ID pueden manifestarse por diferentes etiologias que afecten a los genes causantes
como son variantes en el namero de copias del gen (CNV, del inglés, copy number
variants), variantes de un solo nucleétido (SNV, del inglés single nucleotide variants),
disomia uniparental (UDP, del inglés uniparental disomy) o cambios epigenéticos en las
DMR de los IG responsables de la enfermedad ®%. Ademas, alteraciones en otros genes
pueden también causar ID por su influencia sobre 1G. Un ejemplo de ello son los genes
participes de la maquinaria de metilacion como PLAG1 y HMGA2 que influyen en el

funcionamiento de IGF2 y pueden desarrollar un fenotipo tipo SRS (6),



1.3 Reprogramacion epigenética
Las marcas de metilacion se heredan de forma estable durante las divisiones mitoticas de
las células. Sin embargo, durante el desarrollo embrionario, se producen dos oleadas de
reprogramacion en el perfil de metilacion de CpG en todo el genoma. La primera, en etapas
previas de la implantacion embrionaria 0 embriogénesis temprana, y la segunda durante la

formacion de las CPG del embrign (226580,

Tras la fertilizacion, se produce una ola de desmetilacion del ADN diferencial en el caso
del genoma paterno y materno %, quedando exentas las marcas de metilacion establecidas
en los ICR de loci de IG paternos y maternos, gracias a un mecanismo de proteccion
KRAB-KZFP “18) En concreto, la secuencia TGCCGC especifica de los ICR de los
ovocitos es reconocida por ZFP57 y ZFP45, quienes reclutan a las DNMT, KAP1 (proteina
asociada a KRAB) y otros factores silenciadores @,

En ratones se ha visto que, en el caso del genoma paterno, se va a producir una rapida y
activa desmetilacion del ADN, entre las 6 y 8 horas tras la fertilizacion “®), gracias a la
accion de las enzimas diez-once translocacion metilcitosina dioxigenasas 1y 3 (TET1y
TETS3), que oxidan la 5 metilcitosina (5mC) en 5 hidroximetilcitosina (5hmC), permitiendo
una mayor accesibilidad al ADN ©%. Por el contrario, el genoma materno sufre una
desmetilacién gradual y pasiva, causada por las multiples replicaciones del ADN en
ausencia de la maquinaria de mantenimiento de metilacion del ADN, DNMT (Figura 2)
9. De hecho, la limitacion en la desmetilacion del genoma materno permite que algunas
regiones especificas metiladas del alelo materno se mantengan durante el desarrollo
embrionario previo a la implantacién. Esto confirma la idea del arrastre y presencia de

anomalias epigenéticas del ovocito en el genoma del embrion ®.

Después de la fertilizacion, la accesibilidad al genoma de ambos padres es similar (Figura
3) €9 aunque con un mayor porcentaje de metilacion en el genoma materno que en el
paterno @, lo cual va a permitir la activacion del genoma cigético (ZGA, del inglés zygotic
genome activation) y la adquisicion del potencial pluripotente, indispensable para la futura
especializacion del embrion en trofoectodermo (TF) y masa celular interna (MCI) (4:68:69.80),
La desmetilacion del embridn continta hasta la etapa de blastocisto alcanzando los valores
minimos de metilacion (20%). Durante el estadio de blastula a gastrula se comienza la

metilacién en las cadenas de ADN de novo por parte de Dnmt3a'y Dnmt3b, y en las marcas



preexistentes por parte de Dnmtl. La cooperacion de ambas definira y mantendra el patrén

diferencial de cada tipo celular en el embrién durante su crecimiento ©®),

Seguidamente, durante la migracién de las CPG desde el epiblasto a la cresta gonadal fetal,
se produce la segunda ola de desmetilacion del ADN, alrededor de la 4-7 semana
embrionaria, indispensable para la formacion de CPG especificas de cada sexo a partir de
una célula somatica ®. Una vez terminada la migracion, las CPG muestran un nivel mas
bajo de metilacion de ADN (6-7%) en comparacién con las células somaticas adyacentes,
alrededor de la semana 10 embrionaria ©%8) quedando solo algunos locis metilados,
principalmente asociados a elementos retrotransponibles, como son los miembros de la
familia de elementos nucleares intercalados largos (LINE), y la familia de elementos
nucleares intercalados cortos (Alu) ®. Posteriormente, se procede al restablecimiento de
las marcas de metilacion de forma asimétrica y especifica para cada sexo en las DMR. Es
decir, en las CPG masculinas, la metilacion de los DMR comienza inmediatamente después
de la desmetilacion, entre los dias 59-137 de desarrollo, y se completa antes del nacimiento
(80% de metilacion de CpG) “®. Mientras que las CPG en las mujeres, la metilacion en
las DMR comienza tras el nacimiento y no se restablece hasta la pubertad debido a la
detencion de los ovocitos en profase | &916246880)  Dyrante cada ciclo menstrual, la
metilacion se restablece gradualmente, exhibiendo un perfil de metilacion entre el 50-55%
en ovocitos en metafase 11 ®. El hecho de que la metilacion ocurra de forma progresiva en
ovocitos llama la atencion ante posibles desregulaciones epigenéticas inducidas por las
TRA como es su afeccion ante la estimulacion ovarica, maduracion in vitro, técnicas de

criopreservacion y manipulacion en el laboratorio @,

El efecto de una reprogramacion epigenética anémala en las CPG por fallos intrinsecos o
ambientales es complejo y multifactorial, y aln se esta dilucidando, pudiendo provocar
efectos duraderos que comprometan la salud reproductiva de la descendencia con posible

efecto transgeneracional ©9.



DNA methylation levels during mouse and human embryo development from fertilization to PGC development
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Figura 2 de la investigacion de Singh A et al., 2023: Representacién en el tiempo de las dos
olas de reprogramacion epigenética durante el desarrollo embrionario de humanos y de raton,
desde la fertilizacion hasta el desarrollo de las CPG. El genoma paterno comienza con una
alta tasa de metilacion (75-80%) en comparacion con el genoma materno (45-50%). Tras la
fertilizacion se produce una desmetilacion asincronica en ambos genomas parentales,
mediado por las enzimas TET, hasta llegar al estadio de blastocisto (20-25% de metilacion).
A continuacion, comienza el periodo de metilacién por las enzimas Dnmt3a y Dnmt3b (70%
metilacion), hasta el periodo de gastrulacion. Durante esta etapa, se produce la diferenciacion
de MCIy TF como células pluripotenciales. En la gastrulacion, los niveles de metilacion se
mantienen por la Dnmt1 controlando los niveles de expresion génica diferencial en las células
somaticas para formar las distintas capas embrionarias. Alrededor de la tercera semana de
gestacion comienza la formacion y diferenciacion de las CPG, que van a sufrir una segunda
oleada de reprogramacion epigenética, por las enzimas TET, en su transcurso hasta la cresta
gonadal. Las CPG presentan el genoma menos metilado (3-4%), y es en ellas donde se
establecen nuevas marcas epigenéticas, por las Dnmt3/b para la formacion de las células
germinales especializadas. Los espermatozoides en comparacion con los ovocitos aumentan
gradualmente su estado de metilacion restableciendose por completo antes del nacimiento.

En cambio, la metilacion de los ovocitos no se completara hasta la pubertad 6.
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Figura 3 de la investigacion de Wang Y et al., 2019: Diagrama grafico del epigenoma de un
embridn en etapa preimplantacional, en el cual se relaciona la desmetilacién diferencial de
ambos genomas con la accesibilidad en la cromatina. En la etapa inicial de fertilizacion, el
ADN paterno se encuentra hipermetilado y unido a protaminas lo que dificulta su acceso y
transcripcion, mientras que el genoma materno hipometilado es mas accesible. Conforme
transcurren las divisiones celulares y la ola de reprogramacion gendémica se lleva a cabo,
aumenta la accesibilidad cromosémica de ambos genomas hasta llegar a un punto final que
permitira la ZGA @9
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2. Objetivos

El enfoque principal de este trabajo es hacer una revision para ver si el empleo de las TRA
origina de trastornos epigenéticos en la descendencia. Con la revision realizada, se

plantearon los siguientes objetivos secundarios:

1. Estudiar las TRA como origen de los trastornos de impronta

2. Ver como afecta la fertilidad y/o edad avanzada de los progenitores a los trastornos
epigenéticos de la descendencia

3. Analizar si la estimulacion ovarica influye en las alteraciones epigenéticas

4. Ver si hay asociacion entre el cultivo embrionario y la epigenética

5. Estudiar como se relaciona la criopreservacion y transferencia de embriones
congelados con la alteracion epigenética

6. Comprobar como influyen técnicas como la ICSI, maduracion in vitro de ovocitos,

o la biopsia del trofectodermo en los trastornos epigenéticos

3. Diseno del estudio

Para ello, se realizaron diferentes bisquedas narrativa exhaustiva en PubMed, examinando
los diferentes estudios realizados en humano y en raton que abordan este tema,
estableciendo prioridad a las investigaciones en humanos y los articulos mas recientes. Los
factores de busqueda fueron “Fertilization in vitro”, “Epigenomics”, “Epigenetic Risk”,
“Assisted Reproduction”, “Imprinting Disorders”, “Cryopreservation”, “Superovulation”,
“Embryo culture medium”, “ICSI”. Ademas, se consultd informacion sobre la genética
asociada a la infertilidad y edad paterna/materna avanzada. Para ello, se utilizaron los
términos “Sterility”, “Advanced Maternal Age”, y “Advanced Paternal Age”. Se utilizaron
la base de datos de PubMed genes, GeneCards para conseguir una mayor informacion y
comprension del papel de cada gen, asi como la base de datos OMIM para consultar los
ultimos reportes sobre los trastornos de impronta Beckwith Wiedemann, Prader Willy,

Silver Russell, Angelman y Diabetes Mellitus Neonatal Transitoria.

En total se revisaron 332 estudios que evaluaban el transcriptoma y cambios epigenéticos.
Entre los resultados obtenidos, se escogieron en funcion del titulo y resumen aquellos que
podrian encajar con este trabajo. Se descartaron las investigaciones que no involucraban a
la especie humana, y dentro de ellas, se descartaron las investigaciones que no integraban
los efectos epigeneticos a nivel del individuo o relacionados con el campo de la

reproduccion, y por tanto, no eran de interés para dar respuesta a los objetivos de esta



revision. Finalmente se obtuvieron 84 articulos cuya informacion fue leida y analizada de

forma exhaustiva con la finalidad de comprender y desarrollar este escrito.

4. Trastornos de impronta genémica asociados con TRA.

Si bien el riesgo absoluto de desarrollar un ID en nifios concebidos por TRA es bajo, el
riesgo relativo en comparacion con los nifios concebidos de forma natural es

significativamente mayor “),

En 2009 y 2015, se realizaron dos estudios epidemiolédgicos en Japon con el fin de
determinar la asociacion y frecuencia de las ID (BWS, AS, PWS y SRS) con la TRA. En
ambos, se vio un aumento paulatino de estos 1D, especialmente para BWS y SRS (Tabla
1) @), Esto es debido a que en pacientes con SRS y BWS, los niveles de metilacion no solo
se vieron afectados en los dominios responsables de estos trastornos, sino que ademas
afectd a multiples loci adicionales. Otros autores en cambio discuten esta asociacion debido
a una baja cohorte de pacientes con ID y TRA %89, Por tanto, aunque atn se desconoce el
factor responsable de la aparicién de estos efectos, diversos metaanalisis pueden confirmar

que las TRA pueden provocar errores epigenéticos que influyan en la frecuencia de las ID
(4,27,29)

The percentage of patients after ART/total: % (n) (2015) Observed/expected ratios of ART

BWS  6.0% (7/117) 4.46
AS 1.8% (4/227) 1.32
PWS  4.6% (24/520) 3.44
SRS | 11.9% (8/67) 8.91

Tabla 1: resultado de la investigacién epidemiolégica en Japdn, 2015 por Hattori et al., 2019,
de los cuatro ID. Se observan tanto las proporciones observadas como las esperadas. Para
BWS y SRS, el nimero de pacientes con esta ID fue 4,46 y 8,91 veces mayor de lo previsto,
respectivamente. En PWS fue 3,44 mayor de lo previsto, mientras que, para AS, no se

encontré demasiada variacion frente a lo previsto 7,

4.1 Sindrome de Beckwith Wiedemann (BWS) OMIM #130650 ¢

El BWS, también conocido como Sindrome de exdnfalos-macroglosia-gigantismo ©,
muestra una prevalencia de 1/13.700-287.000 nacidos vivos @9, se clasifica como un

trastorno de crecimiento excesivo pediatrico con predisposicion a tumores cancerosos y no



cancerosos, y macrosomia pre y posnatal con un fenotipo variable que incluye macroglosia,
sobrecrecimiento lateralizado, anomalias del pabellon auricular, hipoglucemia (30-50% de
los bebés con BWS), onfalocele, hernia umbilical, anomalias renales, organomegalia,

anomalias cardiacas entre otros 1929,

Molecularmente se produce por alteraciones genéticas y epigenéticas en los 1G del
cromosoma 11p15.5, con herencia autosomica dominante con expresividad variable. La
region 11pl5.5 contiene dos grupos de |G controlados por dos regiones cis
diferencialmente metiladas, ICR1 o H19/IGF2 e ICR2 o KCNQ1OT1, implicados en la

progresion del ciclo celular y control del crecimiento somatico *:6:10.12),

En condiciones normales, ICR1 del alelo paterno se encuentra metilado e inactivo y
expresion monoalélica materna, regula la expresion de H19 (gen supresor de tumores) e
IGF2 (factor de crecimiento tipo insulina 2) con efectos antagdénicos sobre el crecimiento.
El ICR2 con alelo materno metilado e inactivo y expresion monoalélica paterna, regula la
expresion del gen CDKN1C (gen inhibidor de la quinasa dependiente de ciclina 1C,
inhibidor del ciclo celular) y KCNQ1OT1 (canal de potasio dependiente de voltaje), que al

igual que los genes anteriores, regulan negativamente el crecimiento celular @,
ElI BWS, es un trastorno de impronta genémica que en términos generales incluye:

e Hipometilacion en ICR2, en mas del 50% de los casos "1%?% responsable
principalmente del aumento del crecimiento fetal como regulador negativo.
Alteraciones genéticas en estos IG se han asociado con macroglosia,
hepatoblastoma, neuroblastoma y tumores suprarrenales ). Se encuentra ademas
una correlacion entre la edad materna avanzada con la disminucion significativa en
la metilacion del gen KCNQ1OT], influyente en la placentacién del individuo ©.

e Disomia uniparental (UDP) paterna, dup(11pat en més del 20% de los casos con
pérdida de metilacion en ICR2 y ganancia de metilacion en ICR1 @,

e Hipermetilacion en ICR1 en el 5-10% de los casos !-1%*. La ganancia de
metilacion en ICR1 conlleva un aumento de riesgo de tumores del (15-25%) debido
a la pérdida de la funcion supresora de H19 @,

e Reordenamiento cromosomico (duplicaciones, translocaciones, inversiones y

deleciones) que engloben los IG del 11p15.5, en menos del 1% de los casos. En



algunos casos, dup(11)pat se asocia a anomalias renales, nefrocalcinosis y trastorno

del espectro autista @)

Algunos estudios no encontraron diferencias significativas entre el uso de las TRA y la
prevalencia de BWS, probablemente, debido a una baja poblacién de cohorte de BWS con
TRA @9, En cambio, los metaanalisis sugieren un mayor defecto en poblaciones sometidas
a TRA con un aumento en la hipometilacién en un 88% de los casos frente al 51% en

individuos concebidos naturalmente 9,

4.2 Sindrome de Silver Russell (SRS) OMIM #180860 ¢

El SRS o enanismo de Plata-Russell, con una prevalencia de 1/30.000-100.000 nacidos
Vvivos, se caracteriza por un retraso grave del crecimiento intrauterino, con bajo peso al
nacer, crecimiento postnatal lento y deficiente, asimetria corporal, y heterogeneidad de

malformaciones menores 429,

Su diagnostico es complicado debido a su inespecificidad y dificil identificacion molecular

subyacente. En la mayoria de los casos, se produce por alteraciones en la region 11p15.5,
y al contrario que en BWS, por una hipometilacion en ICR1 (35-50% de los casos) paterno
(11274 " _a pérdida de metilacion paterna puede ser resultado de una metilacion deficiente
durante la espermatogénesis o de una falta de mantenimiento de la metilacion después de
la fertilizacion. La expresion bialélica de H19 se correlaciona con las manifestaciones mas
clasicas y severas de este trastorno, incluidas la restriccion del crecimiento fetal, asimetria
corporal, macrocefalia relativa y rasgos faciales, los cuales no son observados en casos que
no involucran el ICR1, como en la udp(7)mat caracteristicos en el 7-10% de los casos .

Los estudios epidemioldgicos de Japon en 2009 y 2015, encontraron mayores errores de
metilacién de ADN que conduce a SRS en pacientes que se sometieron a TRA. Sin
embargo, debido al bajo nUmero de cohorte de TRA, no se puede afirmar correlacion
directa entre TRA y este trastorno de impronta 9.

4.3 Sindrome de Prader Willi (SPW) OMIM #176270 ¢

El SPW presenta una amplia variedad de sintomas entre los que se incluyen crecimiento
restringido por disminucion de la actividad fetal, retraso mental, hipogonadismo, hiperfagia
y obesidad en los primeros afios de vida ?%. Los cambios genéticos y epigenéticos que
cursan este trastorno afectan a los genes expresados paternalmente en el cromosoma

15911.2-q13, especialmente al gen SNRPN. Generalmente por ausencia de expresion del



gen mediante delecidn paterna (70-75% de los casos) o disomia materna udp(15)mat (25-
30% de los casos) 12*, La prevalencia de SPW en nifios concebidos naturalmente es de
1/10.000-30.000 nifios, y su relacion con las TRA es aun compleja @, Analisis en las
poblaciones danesas, finlandesas y estadounidenses no encontraron relacion. Sin embargo,
otros estudios junto con el analisis epidemiolédgico de Japon de 2015 mostraron que si
habria incidencia, aumentando hasta un 1,5% el trastorno entre la poblacion sometida a
TRA @9,

4.4 Sindrome de Angelman (AS) OMIM #105830 ¢

El AS es un trastorno neuroldgico con retrasos en el desarrollo, discapacidad intelectual,
alteraciones del habla y ataxia, bien definido molecularmente, ya que en todos los casos
conducen al silenciamiento del gen UBE3A (gen de la ubiquitina proteina ligasa E3A) de
expresion materna en 15g11.2-q13 en el cerebro en desarrollo, o la pérdida de metilacion
materna en el ICR SNURF-SNRPN “274) Existen cuatro etiologias que conllevan a la
disminucion de expresion de este gen, del(15q11gl13)mat de novo, udp paterna, defectos
de impronta o mutacion puntual, aunque entre el 10-15% de los pacientes con AS presentan
causa genética desconocida 21648 Se estima una prevalencia de 1/15.000-30.000 nacidos.
En cuanto a su relacion con las TRA, se postula que procedimientos pueden ocasionar
desregulacién epigenética durante el momento de la reprogramacion y ausencia de
metilacion en el alelo materno del locus SNRPN.

4.5 Diabetes Mellitus Neonatal Transitoria (TNDM) OMIM #601410

(85)

La TNDM se caracteriza por una hiperglucemia con necesidad de insulina exégena durante
los primeros meses de vida. Se considera una entidad rara con una prevalencia de 1/400.000
nacidos. En la mayoria de los casos es transitoria y se resuelve en los primeros meses,
aunque para el resto se queda de forma permanente “?. Molecularmente, se trata de un IG
con expresion paterna con alelo materno metilado y silenciado, en el cromosoma 6g24.
Alteraciones por isodisomia paterna, duplicacion de la region 6q22-g23, o por pérdida de
metilacién en su DMR (a consta de las TRA), conllevan a una expresion bialélica del gen
PLAG1 como gen supresor de tumores y crecimiento celular, como principal candidato de
la TNDM (16:42),



5. Infertilidad y edad avanzada, influencia en la expresion
epigenética

La infertilidad se define como la incapacidad de concebir tras mantener al menos un afio
de relaciones sexuales sin proteccion V. Se considera que un 8-12% de la poblacion
presenta trastornos que comprometen su fertilidad ®®. En numerosos casos, los trastornos
reproductivos son un reflejo de una patologia médica subyacente, como son los problemas
cardiovasculares, autoinmunes, enfermedades crénicas y oncoldgicas. Desde el punto de
vista genético, y considerando que el 10% del genoma esta destinado a la reproduccion,
podriamos decir que, una alteracion genética que afecte a la capacidad reproductiva podria
tener un efecto consecuente en otros procesos fisioldgicos. Dicho esto, muchos estudios

sugieren el uso de la fertilidad como biomarcador de la salud individual 9,

En lo que se refiere a la infertilidad por causas masculinas, la practica diaria evalua el factor
masculino a través un seminograma, contemplando pardmetros como el volumen, pH,
licuefaccién y viscosidad seminal, asi como la concentracion, movilidad, vitalidad y
morfologia espermatica, quedando la genética al margen en un segundo plano. De modo
que, muchas de las alteraciones genéticas pasan desapercibidas, pudiendo transmitirse, y
tener repercusiones en la salud de la descendencia V. Los factores genéticos pueden
albergar hasta un 15% de la infertilidad masculina, siendo el sindrome de Klinefelter (47,
XXY) y las microdelecciones del cromosoma Y, las causas mas comunes en muestras

oligozoospérmicas y azoospérmicas severa (183,

Durante la espermatogénesis, se producen multitud de cambios a nivel de metilacién de
ADN y modificaciones de histonas, que daran lugar a los espermatozoides maduros a partir
de las CPG. En concreto, se produce una metilacion diferencial: hipometilacion en
promotores de genes participes de la espermatogénesis, e hipermetilacion en promotores
de genes pluripotentes y especificos de tejidos somaticos; junto con el reemplazamiento de
histonas por protaminas para una mayor compactacion del ADN, salvo en locis de
transcripcion temprana (5-15% del genoma) 89, Alteraciones en el patron de metilacion
0 en la compactacion del ADN, podrian inducir una protaminacion anormal con resultado
infertil, pudiendo verse reflejado en pardmetros como son la concentracion, morfologia y/o
motilidad espermatica, y con efectos graves en el desarrollo de la descendencia *7:17:3380),
Un ejemplo de ello es la metilentetrahidrofolato reductasa (MTHFR), enzima participe en
la regulacion de ADN, sintesis de folato y metilacion de ADN presente en muestras

espermaticas con valores de concentracion, motilidad o morfologia alterados, o en parejas



con infertilidad por aborto espontaneo recurrente 2. La hipermetilacion de esta enzima se
ha relacionado con la hipermetilacion del gen H19 con impronta paterna en muestras de
esperma de hombres infértiles ¢7%), La hipermetilacion del IG MEST (participe en la
regulacién del crecimiento fetal y placentario), se ha asociado con una disminucién del
volumen bitesticular, aumento de la hormona foliculo estimulante (FSH) y parametros
espermaticos anormales ). Por otro lado, la hipometilacion de la region reguladora de
H19/IGF2, presente en muestras oligozoospérmicas, astenozoospérmicas Yy
teratozoospérmicas, puede reprimir la expresion de IGF2 teniendo un efecto perjudicial en

el desarrollo del embrién y embarazo 7:69),

La infertilidad femenina también queda reflejada en la calidad ovocitaria y capacitacion de
fertilizacion, siendo las causas mas comunes el sindrome de ovarios poliquisticos (SOP),
insuficiencia ovérica prematura, endometriosis e hiperprolactinemia ©®. La endometriosis
refleja un enriquecimiento en vias metabolicas de esteroides, respuesta al estrés oxidativo,
regulacion del crecimiento celular, funcion mitocondrial, metilacion y angiogénesis 683,
Ademas, algunas revisiones sefialan un mayor riesgo prematuridad y bajo peso fetal en
mujeres con endometriosis . En cambio, el ambiente hiperandrogénico responsable del
SOP, produce anomalias transcriptomicas en genes relacionados con la meiosis,
metabolismo energético, fosforilacion oxidativa, elementos transponibles, y aumenta la
incidencia de trastornos del espectro autista pudiendo contribuir a las anomalias tempranas

del cerebro fetal %16:83),

No obstante, el papel que ejerce la metilacion en el ADN del ovocito no es excesivamente
informativo. Cambios sutiles en los patrones de metilacion no repercuten en el crecimiento
0 maduracion ovocitaria. Aunque si limitan la competencia ovocitaria y desarrollo
embrionario por alteracion en el perfil de impronta genémica ©88%. La desacetilacion de
histonas, al contrario, si juega un papel fundamental en la maduracion ovocitaria. La
pérdida de genes HDAC puede bloguear la maduracion de los ovocitos, detener la actividad

transcripcional general y provocar alteraciones en el huso mei6tico €.

Ajeno a las causas intrinsecas de fertilidad de ambos progenitores, muchas parejas que
acuden a clinicas de reproduccion asistida encuentran un factor afiadido y determinante,
como es la edad avanzada. En los Gltimos afios, por influencias socioecondémicas y mayor
esperanza de vida, la edad promedio de los padres para lograr el primer embarazo se ha ido

posponiendo, encontrando limitaciones en la concepcion natural “®, La edad materna como



la edad paterna avanzada, se asocia a un menor potencial reproductivo con malos resultados
de embarazo y mayores riesgos para la salud del embrion. La baja reserva ovérica, y la
mala calidad ovocitaria, son los principales inconvenientes a los que se enfrentan las
parejas de edad avanzada con deseos gestacionales. Ademas de un aumento de anomalias
meioticas, mitocondriales y citoplasmaticas, junto con complicaciones durante el embarazo
(diabetes gestacional, abortos espontaneos, parto prematuro, preeclampsia y restriccion del
crecimiento uterino) 683, De hecho, se observa una correlacion negativa entre la edad

materna y el peso fetal ?4),

En el analisis genético de los ovocitos en mujeres de edad avanzada, muestra un aumento
en la metilacion del ADN, que da como resultado una menor transcripcion y expresion en
genes que dictan la competencia del ovocito “®, Especialmente, aquellos involucrados con
el envejecimiento reproductivo y senescencia placentaria en las vellosidades del primer
trimestre. De hecho, varios investigadores han advertido de un aumento en enfermedades
cardiometabdlicas y riesgo de autismo en hijos de mujeres en edad avanzada %, Por otra
parte, la hipermetilacion generalizada acorde de la edad, conlleva al silenciamiento de
genes codificantes para las DNMT, produciendo fallos en la metilacion y posterior
desarrollo del embrion “®. El estudio genético de placentas de embriones con edad materna
avanzada muestra una hipometilacion de KCNQ1OT1, cuya regulacion positiva es una
causa comun del BWS ©.

Conjuntamente, muchos investigadores expresan su preocupacion ante el uso de las TRA
en mujeres de edad avanzada, y la posibilidad de un efecto sinérgico en los cambios
epigenéticos preexistentes, pudiendo resultar en una exacerbacion de los efectos y
trastornos adversos asociados Y. En cambio, en el estudio de Saucedo Cuevas L et al.,
2021, el uso de la estimulacién ovéarica no mostro diferencias significativas en los patrones
de metilacion de los ovocitos resultantes de mujeres de edad avanzada. Esto sugiere que,
la estimulacion hormonal no influenciard de forma diferente a la ya estudiada, o en todo
caso, lo haria minimamente sobre el ADN en blastocistos tras la estimulacion ©®Y. No
obstante, estudios individuales y algin metaanalisis discrepan en ello, mostrando una
hipometilacion mas acentuada en mujeres de edad avanzada. Un ejemplo de ello es la
hipometilacion y represion del ICR del IG KCNQ10OT1 (desencadenante de BWS) en un
88% de los casos tras TRA, frente al 51% de los casos de concepcion natural en mujeres
de edad avanzada ©29),



La edad paterna avanzada se asocia preferentemente a una bajada en los niveles de
testosterona, disminucion del volumen seminal, mutaciones de novo y fragmentacion del
ADN espermético, reflejado en una reduccion de la viabilidad y motilidad espermatica.
Ademas de cambios epigenéticos a través de metilacion en el ADN, remodelacién de la
cromatina, cambios en las colas de las histonas, ARN no codificantes y epimutaciones, que
alteran la expresion genética de vias relacionadas con la diferenciacion celular,
embriogénesis e impronta gendmica *7. La edad paterna avanzada también esta
involucrada en la aparicion de resultados reproductivos adversos, incluyendo el riesgo de
aborto espontaneo, tasas de natalidad mas bajas, defectos en el nacimiento, canceres en
primera infancia, presencia de enfermedades autosomicas dominantes, asi como trastornos
del desarrollo neurolégico por una expresion alterada de genes relacionados con el autismo,
esquizofrenia o trastorno bipolar 382, Por ejemplo, la metilacion anormal observada del
gen SNRPN, esta asociada con PWS y AS; alteraciones en SCL383A y ADCYy5 criticos en
el transporte de aminoacidos y amidas, son indispensables para la proliferacion de la MCI
y funcion cerebral; alteraciones en NOS2 provoca trastornos cerebrales por perturbaciones
en la neurotransmision; o AGTR1 asociado a una mayor susceptibilidad de
neurodegeneracion cerebral. Esto reafirma la relacion lineal existente entre el aumento de

la edad paterna y el riesgo de trastornos de desarrollo neuroldgico en la descendencia 9.

Algunos ICR que regulan la expresion de IG placentarios también se vieron afectados a
consecuencia de la edad paterna, con posterior implicacion en el desarrollo embrionario
(13.38) - Curiosamente, algunos autores sefialan la influencia de la placenta sobre la
modulacién y desarrollo cerebral a través de neurotransmisores. Destacando su posible
implicacion en los trastornos neuroconductuales 2. Por todo ello, muchas investigaciones
se estan centrando en el estudio genético del espermatozoide utilizando biomarcadores
epigenéticos como pronostico de infertilidad y/o resultado consecuente del uso de la TRA

sobre la salud de la descendencia (739,



6. Interaccion entre las técnicas de reproduccion asistida y los
cambios epigenéticos

El avance tecnoldgico y el conocimiento sobre la reproduccion ha permitido afinar las
TRA, siendo el tratamiento de eleccién en parejas infértiles con deseo paternal. No
obstante, su seguridad aun se ve comprometida ante un mayor riesgo de resultados
obstétricos y perinatales adversos del 3-4% frente al 2-3% de los concebidos naturalmente
@, Entre los que se incluye, diferencias de peso, prematuridad, trastornos cardiovasculares
(presion sanguinea elevada, funcion diastolica deficiente), trastornos metabolicos
asociados al metabolismo de la glucosa (diabetes tipo | y obesidad), trastornos tiroideos
(hipotiroidismo subclinico), enfermedades del neurodesarrollo y comportamiento, 1D, e

incluso, trastornos en la funcion reproductiva (:1226:43.83),

En cuanto a la susceptibilidad a sufrir neoplasias malignas por las TRA, los datos son
menos consistentes, y las discrepancias entre ellos podrian explicarse por el tiempo de
seguimiento del estudio, tamafio de la muestra, o consideracion de otros influyentes de
riesgo como es el tabaquismo materno ©). En general, el uso de la FIV/ICSI o los diferentes
tratamientos de las TRA, no se han asociado a un incremento de cancer infantil, a excepcion
de las técnicas de criopreservacion, y la transferencia de embriones congelados (FET, del
inglés Frozen Embryos Transfer) en ciclos estimulados con estrdgeno y progesterona,
donde algunos autores reportan un pequefio, pero significativo aumento en leucemia
infantil o tumores en el sistema nervioso simpatico ®"383)_ Otros autores, en cambio,
advierten de una mayor predisposicion, aunque no significativa, a desarrollar ciertos tipos
de canceres como son el cancer hepatico y los tumores embrionarios, asociados a
caracteristicas maternas desventajosas, o bien, el cancer hematoldgico, tumores oculares o
tumores del sistema nervioso central, asociados a prematuridad y alto peso neonatal %),

No obstante, se precisan de méas estudios para corroborar estos resultados.

Desde el punto de vista molecular, los procedimientos de las TRA coinciden con el borrado
y reconstruccion del epigenoma embrionario, momento en el cual el genoma de los gametos
y embriones es mas susceptible a las variaciones ambientales. En consecuencia, podrian
producirse cambios epigenéticos que conlleven a una expresién andmala de genes
responsables del desarrollo embrionario y placentario, condicionado el fenotipo en estado
adulto ?5°83_ por otra parte, algunos investigadores plantean la hipotesis de que las

diferencias de peso podrian estar asociadas con anomalias metabolicas, provocadas por una



disfuncion mitocondrial que predisponga a la obesidad, resistencia a la insulina, y bajo peso
al nacer. Fallos en la fosforilacion oxidativa por la infertilidad subyacente, junto con el
acumulo de mutaciones de novo del ADNmt en mujeres de edad avanzada y/o uso de TRA,
pueden tener un efecto sinérgico y negativo sobre la funcion mitocondrial, pudiendo ser el

responsable del percentil de bajo peso en nifios concebidos por TRA “7),

En cualquier caso, es bastante probable la existencia de una asociacion entre las TRA y las

adversidades anteriormente descritas, y muchos metaanalisis y estudios a largo plazo asi lo
confirman (2,3,12,22,51,54,56,83)

En general, se observa una pérdida de metilacion significativa 7, en IG y elementos
transponibles (LINE1 y ORF2) en nifios nacidos por las TRA, reduciendo asi la expresion
de genes implicados en el transporte de micronutrientes, placentacién y diferenciacion de
MCIy TF @83, Sin embargo, son pocas las investigaciones que concuerdan en los patrones
de metilacion hallados, pudiendo en algunos casos contradecirse los unos a los otros debido
a la heterogeneidad de la poblacion, factores intrinsecos influyentes, y metodologia
empleada en el estudio ??®. No obstante, parece haber un consenso entre algunos de los
genes afectados, como es la hipometilacion de PEG1/MEST @3 resultando en un
crecimiento embrionario y comportamiento maternal anémalo; hipermetilacion en el DMR
PEG3 participe en la apoptosis celular mediada por p53, expresado en la embriogénesis
temprana en la placenta, musculos y cerebro ®4; y el mas controvertido, el DMR
H19/IGF2 (responsable de los ID BWS y PWS) con resultados opuestos cuando se estudia
el perfil de metilacion en sangre del cordon umbilical tras una transferencia de embriones
en fresco (hipometilado), y una FET (hipermetilado) ?%9). Ademas, la complejidad de
interpretacion aumenta cuando se tiene en cuenta el sexo del embrién en el perfil de
metilacién. Observandose una hipometilacién mas marcada en mujeres que en hombres

cuando se analiza la sangre del cordon umbilical en embriones concebidos por TRA ©6.79),

Tradicionalmente, se ha sefialado a la infertilidad de los padres, y especialmente la materna,
como los causantes de estas alteraciones. Sin embargo, la valoracion de los niveles de
metilaciéon de ADN placentario obtenido de embarazos con ovocitos de donantes, o
estudios en animales en ausencia de infertilidad, corroboran que los procedimientos en las
TRA, durante el periodo de fertilizacion y preimplantacion, son responsables de gran parte
de los cambios observados a posteriori ¢4%), La estimulacion ovarica y la preparacion

endometrial interfieren tanto en el perfil epigenético del ovocito como en el del cigoto



postimplantacional tras acogerlo en un entorno uterino sobreestimulado y no fisioldgico.
El desarrollo postfertilizacion del embrién precisa de diferentes requerimientos
nutricionales que son suministrados por los diferentes medios de cultivo, y sus carencias
se manifiestan en un crecimiento embrionario deficiente @. Las técnicas de
criopreservacion de gametos y embriones, igualmente, producen alteraciones epigenéticas

en genes que dictan el desarrollo y competencia de los mismos ©).

Sin embargo, la sensibilidad de la metodologia empleada, la susceptibilidad de los genes
por el procedimiento de las TRA empleado, el motivo de infertilidad de los progenitores y
el sexo del embrion (Figura 4), hace que la comprension y la dilucidacion de los
mecanismos responsables sea complejo ?22456)_ Dificultando la bsqueda de alternativas o

modificaciones en los protocolos de las TRA que minimicen la aparicién de estos

resultados perinatales adversos 3. A =
Figura 4: representacion grafica de las
diferencias de metilacion inducidas por las TRA
en hombres y mujeres, por la investigacion de
Rahimi S et al., 2023. Indica, que no solo existen
diferentes sitios vulnerables a las TRA, sino que
afeccion por cambios de metilacion puede diferir v
segun el sexo del embrion ©9),
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6.1 Efecto epigenético asociado a la estimulacion ovarica

La estimulacion ovarica es uno de los procedimientos principales en las TRA, mediante la
cual se consigue un mayor crecimiento ovarico y desarrollo multifolicular a través del
suministro exdgeno de gonadotropinas a la paciente Y. Los protocolos generalmente
incluyen un tratamiento con agonista y/o antagonista de la hormona liberadora de
gonadotropina (GnRH), seguido de una estimulacion con gonadotropinas via oral durante
5-12 dias, y finalmente la induccién de la ovulacion mediante la inyeccion de la hormona
gonadotropina coridnica humana (hCG) o analogos de la GnRH @463 pese a que las
dosis y el tipo de farmaco utilizado en la estimulacion varia entre clinicas y pacientes, los

resultados suelen ser comparables y consistentes.

Durante los ultimos afios, muchos estudios han sefialado la estimulacion ovarica como la
responsable de los efectos adversos obstétricos y relacionados con un aumento en la
frecuencia de 1D por trastornos en la metilacion en los IG (¢41454666) ' Argumentan, que los
protocolos de estimulacion ovarica podrian permitir el rescate de ovocitos de baja calidad,
portadores de alteraciones genéticas, o de aquellos que hubiesen entrado en vias de atresia
folicular, y que habitualmente serian excluidos de ovular en un ciclo natural (10144572
Ademas, de la posibilidad de exacerbar los cambios de metilacion ya presentes en mujeres
de edad avanzada “®). Sin embargo, los resultados acerca de los efectos de la estimulacion
sobre el perfil epigenético del ovocito y/o embridn, son aun contradictorios, y las

discrepancias podrian explicarse por la heterogeneidad de los estudios.

La adquisicion de metilacion del ovocito se completa durante su crecimiento y maduracion
dentro del foliculo “**54689)  De modo, que perturbaciones ambientales como la
administracion de hormonas exdgenas durante los protocolos de estimulacién, pueden
provocar anomalias en el establecimiento de las marcas de metilacion del ovocito “V,
Afectando tanto el imprinting del ovocito en IG completamente desarrollados
(hipometilacion: PEG1/MEST, KCNQ1OT1, PLAG1, e hipermetilacion: H19) 244663 que
comprometen la calidad y competencia ovocitaria, como en el imprinting de embriones
previos a la implantacion 4466077 Esto es debido a que la estimulacion ovérica acelera
los tiempos de desarrollo ovocitario, resultando en una adquisicion inadecuada de marcas
de impronta en los alelos maternos, y ademas, altera la accion de las enzimas DNMT
responsables de la reprogramacion epigenética de alelos paternos (H19) 236414577 Enp
cualquiera de las dos situaciones, el resultado es el mismo e implica una pérdida

generalizada en los patrones de metilacion comprometiendo el desarrollo embrionario por



deterioro placentario “*4>7), Un ejemplo de ello es la hipometilacion del gen MEST en
placentas humanas de embarazos concebidos por TRA. El gen MEST codifica una enzima
de la familia a/p hidrolasa esencial para el crecimiento embrionario. La metilacién anormal
del gen se ha asociado con ciertos tipos de canceres y un desarrollo placentario anormal
(1), Curiosamente, algunos autores reportan ademas, como las alteraciones en los patrones
de metilacion pueden persistir entre las diferentes generaciones, eludiendo la

reprogramacion epigenética y manifestandose incluso en la linea germinal F2 49

A pesar de que se desconocen los responsables de estos cambios, la gran mayoria de las
investigaciones apuntan al aumento de estradiol sérico (E2) junto con los cambios de
expresion del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF, del inglés vascular
endothelial growth factor) a nivel sérico y endometrial, como los responsables principales
de los cambios epigenéticos ovocitarios y endometriales que resultan en un crecimiento
excesivo placentario y bajo peso fetal ¢:41.66.7183) Niveles suprafisiologicos de E2 alteran
la expresion de genes implicados en la remodelacién endometrial provocando una invasién
trofobléstica deteriorada (gen MMP2, proteasas responsables de la degradacion de la
matriz extracelular e invasion del trofoblasto; gen PLAT responsable de la conversion de
plasmindgeno en plasmina) &%) asi como la expresion génica de vias relacionadas con
interacciones celulares, metabolismo de lipidos, ensamblaje y organizacion celular . Es
mas, los niveles elevados de estrogeno sérico persisten durante todo el embarazo, y algunos
estudios los asocian con dislipidemia en la descendencia, disfuncion tiroidea
(hipotiroidismo primario subclinico o hipertirotropinemia eutiroidea), junto con resistencia
a la insulina y trastornos en el metabolismo de la glucosa 583, Como solucion a estos
desequilibrios epigenéticos se postula utilizar una estimulacién mas leve con menor dosis
de gonadotropinas “66%, o uso de antiestrogénicos como letrozol, con el fin de reducir los

niveles de estrdgenos sin afectar a las tasas de recién nacido vivo “9.

A nivel de afecto en la implantacién, la estimulacion hormonal perturba la receptividad
endometrial y conexion feto-placenta por modificacion de las condiciones fisiologicas del
entorno uterino G%41.86.71.7278) ‘Reflejandose en un menor éxito reproductivo, menor tasa de
implantacion, mayor incidencia de mortalidad postimplantacional, crecimiento excesivo
placentario, bajo peso fetal, retraso en el crecimiento postnatal y defectos
musculoesqueléticos entre otros, incluso cuando los embriones transferidos no proceden

de un ciclo estimulado previo (12-14:46:59.71,78.82,84)



Estudios realizados en ratones muestran que la estimulacion altera tanto genes de impronta
materna como paterna con efecto dependiente de la dosis de gonadotropinas “145™), as
diferentes investigaciones resaltan una pérdida de metilacion en multiples IG como son
Snrpn, Peg3, y Kcnglotl, y ganancia de metilacion en H19, con papel en la etiologia de
BWS y AS #5467 E| aumento de E2 suprafisiol6gico aumenta la expresion de TET2 como
gen transcripcional directo del receptor de estrégeno alfa (ERa), involucrado en la
desmetilacién de la impronta del ADN, sin efecto alguno entre los otros miembros TET1,
y TET3. Esto explica por qué no se encuentra una alteracion en los patrones de metilacion
del pronucleo masculino de un cigoto tras la fertilizacion, mientras que si se observa una
pérdida de metilacion en el prondcleo femenino . Altas dosis de FSH podrian alterar la
expresion de genes involucrados en la remodelacion endometrial durante la implantacion,
lo que conlleva a una invasion trofobléstica deteriorada . El uso de agonista de la GnRH
como desencadenante de la ovulacion en ratones, se ha asociado con cambios en la matriz
del endometrio y expresion anormal de factores angiogénicos lo que conlleva a
perturbaciones en el entorno uterino y en los sitios de implantacion 9. Ademas, se
observan diferencias de expresion en genes relacionados con la respuesta inmune y
sefializacion del interferdn (gen del interferon gamma, ifng), modulando la implantacion y
mantenimiento temprano del embarazo. En condiciones normales las células naturales
asesinas uterinas (UNK, del inglés natural killer cells) secretan la molécula de interferdn
gamma (IFNG) que interfiere con el epitelio uterino y en las células del musculo liso
vascular durante las primeras semanas de gestacion. Cambios en la expresion de estos
genes como consecuencia de una estimulacion hormonal, conlleva a una sefializacion de
IFNG deficiente, la cual esta asociada a mayores tasas de pérdida fetal, aumento en células

uNK, asi como una decidua y vascularizacién anormal 9.



6.2 Efecto epigenético del cultivo in vitro

El cultivo in vitro tras la fertilizacion y previo a la implantacion es crucial para el desarrollo
del embridn, y este, debe imitar lo maximo posible las condiciones fisiologicas in vivo, ya
que acoge justamente al embrion en el momento de reprogramacion epigenética cuando
gran parte del genoma esta desmetilado, y es mas sensible a las fluctuaciones ambientales
externas ®5284_ Actualmente existen dos tipos de medio de cultivo principales: los medios
de cultivo secuenciales, disefiados para satisfacer los requisitos metabolicos e imitar los
cambios ambientales de piruvato, lactato y glucosa que ocurren in vivo; y los medios de
cultivo Gnicos que concentra todos los nutrientes necesarios en el medio y deja al embrion
de libre eleccién para utilizarlos, minimizando asi el estrés causado por los cambios
ambientales perjudiciales para el embrion ®%%). lgualmente ambos deben de contener
todos los requerimientos nutricionales, aminoécidos, proteinas, azlcares y otros sustratos
necesarios para el correcto desarrollo del embrion (25259677684 \/ariaciones en la
composicion puede afectar al nimero de células de TF, MCI, morfologia del embrion y
expresion genética ocasionando un desarrollo fetal placentario desequilibrado, crecimiento

fetal anormal y respuestas metabdlicas alteradas .

El mayor conocimiento de los componentes in vivo ha permitido perfeccionar y extender
el crecimiento embrionario in vitro hasta la etapa de blastocisto, permitiéndonos una mejor
seleccién embrionaria y reduccion de embarazos multiples. Sin embargo, pese a las
ventajas ofrecidas, existe una preocupacién constante sobre los efectos adversos de los
medios de cultivo en el embarazo y resultados neonatales, por lo que se reclama a las casas
comerciales revelar la composicion y concentracion exacta de los medios patentados 284,
El estudio por Zheng et al., 2022 en la poblacion de China revel6 que el cultivo in vitro con
medio de cultivo Vitrolife (G-1VF y G1, Suecia) se asocia a un mayor riesgo de placenta
previa (problemas en el embarazo, en la cual, la placenta crece en la parte mas baja de la
matriz cubriendo toda la abertura hacia el cuello uterino o gran parte de esta, cursando con
una sintomatologia de sangrado vaginal intenso potencialmente mortal) (4,86%); y el
medio de cultivo Cook (FM y CM, Australia) con un mayor riesgo de macrosomia (mas de
4kg) (7,51%) en comparacion con los concebidos naturalmente 4. El cultivo con medio
G3 (Vitrolife) se relaciona con mayor cantidad de células, mejor tasa de implantacion y
embarazo, y mayor peso y crecimiento fetal que puede persistir hasta los 9 afios . Otros
trabajos sefialan que el cultivo con medios que contengan una forma inestable de glutamina

resulta en una mayor concentracion de amonio con efecto adverso en el desarrollo



embrionario ®®; y las altas concentraciones de glucosa podrian actuar como teratgeno
primario, aunque son pocas las investigaciones humanas que contemplan este factor en el

desarrollo in vitro y postimplantacional @),

Conjuntamente, el cultivo de gametos y embriones precisa de una regulacion del entorno
redox para un desarrollo 6ptimo tanto in vivo como in vitro. Las especies reactivas de
oxigeno (ROS) se ocasionan de forma natural como subproductos del metabolismo celular
y reacciones enzimaticas . Sin embargo, el cultivo in vitro exacerba la produccion de
ellas debido a la exposicidn de los ovocitos y los embriones a fluctuaciones de temperatura,
pH, variaciones en la concentracion de oxigeno o componentes del medio causando un
estrés oxidativo que repercute tanto a las tasas de embarazo, como a nivel interno del
ovocito y/o embrion @53, Las ROS causan peroxidacion lipidica en los lipidos de
membrana, altera la conformacion y funcion proteica, promueven la fragmentacion e
hipometilacion de ADN por la oxidacién de desoxiguanosina en 8-oxodesoxiguanosina, 0
bien de forma indirecta por disminucion de S-adenosil metionina como donante de grupos
metilo, o ataque hacia las enzimas DNMT y TET @4, Es por ello que, en muchos medios
de cultivo embrionario encontramos antioxidantes como EDTA, enzima glutation
reductasa, metionina, vitamina C o la vitamina E, que reaccionan y bloquean el dafio

inducido por ROS, aunque su efecto es atn tema de estudio >34,

Hasta la fecha no se conocen completamente los mecanismos moleculares responsables de
los resultados observados por parte de los medios de cultivo. Se postula que algunos de
ellos podrian actuar como disruptores de impronta, afectando principalmente a la expresion
de genes reguladores de la placentacion y transporte de nutrientes al feto, y como
consecuente, al crecimiento intrauterino 5284 Entre los trastornos asociados al cultivo in
vitro, destaca con una mayor incidencia, el BWS, con crecimiento fetal excesivo, anomalias
y complicaciones placentarias, prematuridad, mortalidad prenatal y sexo sesgado a favor
de los hombres . Por otra parte, el cultivo in vitro normalmente es secundario a un
proceso de estimulacion ovérica previo, por lo que sus efectos pueden cruzarse, y resulta

complejo discernir los cambios asociados entre uno y otro “9),

Se ha establecido una relacion entre la manipulacién in vitro de ovocitos y embriones, con
la desregulacion de genes de impronta materna (MEST, KCNQ1, SNRPN, PEG3, NNAT,
GNASXL, IGF2R, PEG10 y PLAGL1), elementos repetitivos, asi como en los ICR
H19/IGF2, como KCNQ1OT1 y PEG3 @77 Otras de las vias que podrian verse



comprometidas son WNT, que interviene en la formacion y vascularizacion de la placenta,
y la via JAK-STAT, con papel en la proliferacion y supervivencia celular, asi como en la
angiogénesis 9. En condiciones normales, estas marcas de metilacion maternas se
adquieren durante el crecimiento folicular, y resisten a la desmetilacion global durante la
reprogramacion genetica tras la fertilizacion y activacion del genoma embrionario. Sin
embargo, el cultivo in vitro parece alterar la metilacion establecida causando una
hipometilacion general en ellos, siendo a la vez més pronunciada a mayores dias de cultivo
in vitro ®%79), La hipometilacion de los elementos repetitivos, SINE, LINE y TLR, a causa
del cultivo in vitro promueve su activacién, actuando como promotores alternativos para
transcripciones especificas de tejido. Diferencias en la metilacion en estos elementos
repetitivos se asocia con cambios de peso fetal e inestabilidad cromosémica que puede

conllevar a la sobreproduccion de células trofoblasticas invasivas 9.

Ademas, hay que recalcar que no todos los embriones sufren una hipometilacién grave,
sino que existe variabilidad de respuesta entre los individuos, sexo y especies a los factores
ambientales ‘>3 Actualmente, existen evidencias que demuestran diferenciacion en las
trayectorias de desarrollo, expresion de genes placentarios y metilacion del ADN entre
embriones femeninos y masculinos. En el estudio de VVrooman et al., 2022, los embriones
femeninos exhibieron una pérdida de metilacion mayor que en embriones masculinos
cultivados in vitro 7. En cambio, Duijn et al., 2022, observé un mayor impacto en los
embriones masculinos (crecimiento embrionario mas rapido, mayor peso fetal,
circunferencia y diametro biparietal mayor) cultivados con medio SAGE 1-STEP en
comparacion con los embriones femeninos y los concebidos naturalmente %, por lo que
se precisan de mas investigaciones enfocadas en la susceptibilidad diferencial de ambos

sexos ante los diferentes medios de cultivo.

El estudio a largo plazo (9 afios) de Koeck et al., 2022, en nifios concebidos por TRA en
cultivo in vitro con medios G3 (Vitrolife) o K-SICM (Cook), no mostré diferencias
significativas, a pesar de las diferencias iniciales en peso y tamafio. Lo que sugiere que la
plasticidad del epigenoma podria corregir la desregulacién epigenética experimentada
durante el periodo previo a la implantacidn, y que esta no sea evidente en afios posteriores,

aunque se precisa de mas investigacion al respecto ¢,

De cualquier modo, segun lo descrito anteriormente, parece probable que los medios de

cultivo, en funcion de su composicion, podrian alterar la epigenética del embrion. En



ratones, el cultivo embrionario con medio Whitten (bicarbonato de Krebs Ringer, glucosa,
estreptomicina, penicilina G y albimina sérica bovina) muestra una hipometilacion del gen
h19, Snrpn, Ascl2 y Peg3. En cambio, su cultivo en medio M16 refleja una hipermetilacion
y expresion reducida en h19 e igf2 @644, Medios de cultivo con baja concentracion o
ausencia de piruvato aceleran los procesos de desmetilacion del ADN embrionario, y
ademas, no consiguen progresar mas alla de la etapa de 2 células “?. En bovinos, la adicion
de suero fetal bovino (FBS, del inglés fetal bovine serum), provoco una hipometilacion
grave en el locus Igf2r, responsable del crecimiento fetal, relacionado con BWS y sindrome
de la descendencia grande ©”. El cultivo embrionario con colina, importante para el
desarrollo cerebral y sistema nervioso central posnatal, aumento la duracion de la gestacion
y el peso al nacer en los terneros por modificaciones en la metilacion de ADN en

blastocistos 18,

No obstante, la composicion del medio no es el Unico objetivo a tener en cuenta durante el
cultivo in vitro, sino que otros factores como son la tensién de oxigeno, luz, temperatura o
presencia de compuestos contaminantes volatiles (VOCs, del inglés Volatile Organic

Compounds), podrian tener influencia en los resultados de las TRA.

En lo que se refiere a la tensidn de oxigeno, en el humano se estima una tension de oxigeno
intrauterino e intratubarico entre un 2-8%. En los laboratorios, las practicas se realizan a
un 5-6%, aungue este porcentaje puede variar de forma transitoria. El oxigeno aumenta la
produccién de ROS con efectos citotoxicos sobre el ovocito y/o el embrion, reduciendo su
potencial de desarrollo al provocar la fragmentacion del ADN y modificar los patrones de
metilacion del ADN e histonas en genes sensibles al redox *2%. En humanos aln se
desconoce su influencia, pero en ratones, las variaciones en el nivel de oxigeno (5-20%)
pueden involucrar diferentes vias como la via responsable de la organizacion de la
cromatina, estrés celular, apoptosis, disfunciébn mitocondrial e incluso las vias de

sefializacion de los esfingolipidos .

La temperatura es crucial para el desarrollo y viabilidad del ovocito y posterior embrion,
principalmente por su efecto en la despolimerizacion de microtabulos del huso mitético.
Por lo cual es importante minimizar los tiempos de manipulacion de ambos en el
laboratorio, y en caso de realizar cualquier procedimiento realizarlo sobre una superficie
calefactada que asegure la temperatura del medio a 37°C. La afeccion en el epigenoma esta

aln pendiente de evaluarse ¢,



Las toxinas ambientales, y principalmente la exposicion al bisfenol A (BPA) presente en
los plésticos de los consumibles en el laboratorio también tienen efectos toxicos en la
reproduccion humana @. El BPA acttia a nivel del Gtero y ovario, y se ha establecido una
correlacion inversa de su exposicion con el niumero de foliculos antrales, ovocitos maduros,
tasas de fertilizacion e implantacion “®. Induce cambios en la expresion génica por
anomalias en la metilacion en genes relacionados con la reparacion del ADN, ciclo celular,
sefializacion hormonal y regulacion traduccional “%%). Estudios en animales sugieren,
ademas, que la exposicion a BPA durante el desarrollo embrionario activa genes que
responden ante estrégenos, involucrados en la proliferacion y susceptibilidad ante el cancer
en la edad adulta ®5?. Es por ello, que se recomienda trabajar en cabinas de flujo laminar
y aireacion previa de placas y puntas para evitar lo maximo posible la difusion e influencia

de volatiles a los embriones y gametos 549,

Otro factor a tener en cuenta, y del que apenas hay investigaciones al respecto, es la
exposicion a la luz @. Durante la concepcion natural, los gametos y los embriones estan en
oscuridad, pero su manipulacion durante las TRA a luz directa puede desencadenar
mecanismos de proteccion al respecto 2. Estudios en embriones de raton han observado
como la exposicion directa de la luz en ovocitos y embriones se asocia a una degradacion
mitocondrial, fragmentacion de ADN y aumento de la concentracion de ROS en el
citoplasma. Ademas de la alteracién de genes relacionados con la regulacion de la
transcripcion, apoptosis, ciclo celular y respuesta celular al estimulo, lo que resulta en una

menor tasa de implantacion y nacidos vivos 2152552),

Otros factores que podrian ser analizados proximamente son la fuerza empleada en el
pipeteo, el tiempo de decumulacién por la hialuronidasa, o el tiempo de espera en el

incubador de los ovocitos antes del procedimiento con ICSI ),



6.3 Efecto epigenético de la criopreservacion y transferencia de
embriones congelados

La criopreservacion mediante vitrificacion y congelacion lenta, son dos de los
procedimientos més utilizados en reproduccion asistida. Permiten el almacenamiento de
gametos, embriones y/o tejido gonadal en nitrogeno liquido (-196°C) con motivos de
preservacion de fertilidad, donacion de gametos, cancelacion de ciclo con prevencién de
sindrome de hiperestimulacion ovarica (SHO) o espera de resultados de pruebas genéticas
previas a la implantacion ©19626% E| avance en estas técnicas, junto con el incremento en
la tasa de nacidos vivos, no solo ha permitido posponer la edad del primer embarazo, sino
también reducir el nimero de embarazos multiples y riesgos asociados ®. Ademas,
muchos investigadores han puesto en el punto de mira la estimulacion ovérica como la
principal responsable de los efectos adversos asociados a las TRA, por lo que muchas
clinicas optan por la estrategia de congelacion total o “Freeze all”, y transferencia en un
ciclo posterior con un endometrio mas fisiolégico ©. En 2018, segn los registros de la
Sociedad Esparfiola de Fertilidad (SEF), se han realizado 14.475 criotransferencias de
embriones criopreservados procedentes de ovocitos frescos propios, y en 2020, 26.743
ciclos, lo que supone un aumento aproximado del uso de estas técnicas del 85% (Comision
Nacional de Reproduccién Humana Asistida - Registro Nacional de actividad y resultados

de los centros y servicios de Reproduccién Humana Asistida, s. f.).

Sin embargo, pese a las ventajas aparentes que ofrece la criopreservacion, varios estudios
observacionales sefialan un mayor riesgo de trastornos hipertensivos en el embarazo
(hipertension gestacional, preeclampsia, eclampsia e hipertension crénica), macrosomia,
mayor peso neonatal, placentaciébn andmala, hipoplasia pulmonar e infecciones vy
hemorragias neonatal que incrementan el riesgo de mortalidad neonatal en los primeros
seis dias de vida ©821234348628573) ' Ademas de un aumento de riesgo de leucemia infantil
o0 tumores en el sistema nervioso simpatico en la FET en ciclos estimulados con estrogeno
y progesterona. Curiosamente, algln trabajo sefiala que la intensidad de estos efectos puede
diferir en funcion del sexo, observandose un mayor peso tras la FET en hijos varones en
comparacion con el género femenino, lo cual reporta una mayor susceptibilidad de los

embriones masculinos a los efectos de la vitrificaciéon 3,

Aln se desconoce con exactitud el factor responsable de la aparicion de estas alteraciones,
ya que tanto el estrés fisico inducido por los cambios de temperatura y presion osmotica,

como la citotoxicidad por el uso de altas concentraciones de crioprotectores (CPA), podrian


https://www.zotero.org/google-docs/?lUh7rE
https://www.zotero.org/google-docs/?lUh7rE
https://www.zotero.org/google-docs/?lUh7rE

contribuir a un mal desarrollo embrionario por alteracion en la epigenética de los gametos

o embriones criopreservados (:192365),

Por otra parte, estudios recientes revelan que la adiccion de melatonina en los medios como
posible CPA, mejora la calidad de los blastocistos y ovocitos tras una
vitrificacién/desvitrificacion al actuar como antioxidante y eliminador de radicales libres
mediante la regulacion de la expresion génica de enzimas antioxidantes como la catalasa,

glutation peroxidasa, y la superdxido dismutasa @V,

6.3.1 Criopreservacion de ovocitos

Desde 2013, las TRA incorporaron la técnica de vitrificacion como método de
criopreservacion de ovocitos y embriones, la cual combina altas concentraciones de CPA,
con una alta tasa de enfriamiento, induciendo un estado vitreo que evita la formacion de

cristales de hielo que comprometan su viabilidad 6269,

De forma mecanica, la vitrificacion de ovocitos provoca algunos cambios estructurales en
la célula, como es el endurecimiento de la zona pellcida, dafios en los orgéanulos
intracelulares (mitocondrias y reticulo endoplasmatico liso principalmente), un mayor
riesgo de division partenogeénica, liberacion de los granulos corticales, y el mas importante,
la despolimerizacion del huso mei6tico responsable de la estabilidad y segregacion
cromosomica &196285  Ademas, la vitrificacion produce un incremento en los niveles de
ROS y eventos apoptdticos, provocando una alteracion en la regulacion epigenética del

ovocito y comprometiendo la viabilidad y desarrollo del futuro embrion (%69,

En cuestion a la duracidén de la criopreservacion de ovocitos, estos no cambiaron su
expresion genica a mayor tiempo vitrificados, a pesar de la disminucion en la calidad y
competencia de estos. Lo cual indica que los dafios potenciales observados no se
correlacionan con el tiempo almacenados en nitrogeno liquido, sino que estarian

relacionados con el procedo de criopreservacion en si mismo ©2.

Sin embargo, hasta ahora, el nidmero de investigaciones que contemplan el efecto
epigenético en la vitrificacion ovocitaria es limitado. Principalmente debido a la escasa
disponibilidad de ovocitos destinados a este fin y las restricciones éticas pertinentes sobre
la utilizacion de gametos y embriones en investigacion, dificultando la comprension sobre

el tema ©,



6.3.2 Criopreservacion de espermatozoides

Al igual gue en ovocitos, la criopreservacion de espermatozoides es una de las técnicas
mas utilizadas en reproduccion asistida ofreciendo la oportunidad de preservar la fertilidad
en pacientes oncoldgicos, o para el almacenaje como donante de esperma. Aprovechando
el pequefio tamafio de los espermatozoides y su reducido volumen citoplasmatico, se sigue
utilizando la congelacion lenta como técnica habitual, con una menor concentracion de
CPA y un descenso paulatino de la temperatura. Sin embargo, estudios actuales en la
vitrificacién espermética muestran una mayor tasa de supervivencia y menor dafio en el

ADN espermatico ®9,

En términos generales, la criopreservacion de esperma induce cambios fisicos por
descondensacion de la cromatina alterando la expresion proteinas implicadas en la
permeabilidad de las membranas, metabolismo celular, motilidad (disminucion de la
expresion de Tektin-1, ACO2, CATSPER2 y TEKTZ2), apoptosis, capacitacion y
fertilizacion) 89, Ademas, el aumento en los niveles de ROS provoca una mayor
fragmentacion del ADN espermatico, asi como hipermetilacion en DNMT pudiendo
condicionar el posterior desarrollo embrionario durante la reprogramacion epigenética ©.
Se observan alteraciones en los genes PRM1, BIK, FSHB, PEG1/MEST, ADD1, ARNT,
UBE3A y SNORD116/PWSAS, implicados en la fertilizacion y desarrollo embrionario ¢9).
En cambio, su influencia sobre los IG esta ain pendiente de estudio, debido a que las
investigaciones realizadas hasta el momento en espermatozoides humanos no ofrecen
resultados consistentes. Ademas, algunos autores sefialan que factores internos como la
oligozoospermia, podrian hacer a los espermatozoides mas susceptibles a los cambios

epigenéticos ©).

6.3.3 Criopreservacion de embriones

Debido a las limitaciones éticas que suponen las investigaciones con embriones humanos,
muchos estudios se realizaron sobre tejidos placentarios y fetales. Los resultados de las
diversas investigaciones contintan siendo confusos y muchos de ellos no concluyentes,
pero en su mayoria coinciden que las técnicas de criopreservacion comprometen la

integridad del ADN embrionario por un aumento en la expresion de vias apoptoticas 19,

El analisis epigenético de placentas y tejidos fetales muestran una hipermetilacion
generalizada (86%) en comparacion con la transferencia en fresco, que afecta a regiones

criticas para el crecimiento fetal y placentacion, migracion celular y diabetes mellitus tipo



Il @43, Destaca la alteracion del gen GABRG3 presente en la region asociada con PWS
(regidn 15q11-913), y ADARB2 que codifica una enzima de edicion de ARN que puede
afectar a la expresion genética global, y actualmente asociada como un marcador ante un
IMC maés alto ®43), Ademas, varios investigadores sefialan la relacion entre los ID con el
uso de técnicas de criopreservacion por alteracion de los 1G. Mani et al., 2022, reporta en
su estudio como todos los IG a excepcion de KCNQIDN, estaban hipermetilados “2),
Barberet et al., 2021, observan una hipermetilacion de H19/IGF2 en FET, reduciendo su
expresion hasta en un 25% en placentas. Efecto contrario al observado tras una

transferencia en fresco en un ciclo estimulado (hipometilacion) ©.

Otros investigadores en cambio, discuten dicha asociacion, puesto que estudios de
metilacion de IG en células de sangre del cordon umbilical no muestran cambios
significativos cuando se comparan con la transferencia en fresco y los resultados hallados
de tejidos placentarios ®. Lo cual sugiere que el feto podria estar protegido de las
perturbaciones en la metilacion ocasionadas por la criopreservacion ©). Ademas, los
resultados de las investigaciones de Chen et al., 2022, muestran variaciones en el perfil de
metilacion de los blastocistos antes y después de la implantacion, los cuales no tienen por
qué coincidir entre ellos. Dificultando ain més la comprension y el estudio del efecto de la

criopreservacion como factor aislado ©.



6.4 Efecto epigenético del uso de la ICSI

La técnica de ICSI surgi6 como solucion a los problemas masculinos con una calidad o
recuento espermatico suboptimo, o como solucién ante los fallos de fecundacién con un
tratamiento de FIV convencional . Hoy en dia, se ha convertido en una préctica estandar
y el método de preferencia en la clinica ®). Sin embargo, su aplicacion no esta exenta de
posibles efectos perjudiciales para la salud de la descendencia. El caracter invasivo de la
técnica con la microinyeccién directa del espermatozoide en el citoplasma del ovocito
podria causar una desregulacion epigenética en el embrion % entre otros trastornos. Por
ejemplo, estudios acerca de la evolucion de la capacidad reproductiva de los nifios
concebidos por TRA, ha observado una mayor incidencia de microdeleciones en el
cromosoma Y de novo en hijos masculinos nacidos por estos procedimientos ©). Ademas,
teniendo en cuenta que mas del 15% de las parejas con infertilidad por factor masculino
con muestras oligo y azoospérmicas cursan con anomalias en el cariotipo o
microdeleciones en el cromosoma Y, la utilizacion de estos espermatozoides puede
incrementar la incidencia de diferentes trastornos debido a la mala calidad de los gametos
y omision de la seleccion natural del esperma ©). En general se observa una reduccion de
la acetilacion de H4, alteraciones en la metilacion de H4K20 y H3K9 en hombres
astenoteratozoospmermicos, e hipometilacion en H19 en muestras oligozoospermia y
azoospermia 66364 aunque se precisa de mas investigacion para reafirmar estos hechos,

y el efecto consecuente que pudiesen tener.

El seguimiento a largo plazo de los nifios concebidos con ICSI ha revelado que los jovenes
varones podrian tener comprometida su capacidad reproductiva con tasas mas altas de
criptorquidia e hipospadias, una concentracién media espermatica y un recuento total mas
bajo que en la poblacion general, ademéas de niveles mas bajos de inhibina B y altos de
FSH (15483 Otros investigaciones, en cambio, difieren en ello, observando un recuento
total de espermatozoides similar a los hombres concebidos naturalmente, pero con
diferencias significativas en la motilidad progresiva, morfologia, gonadotropinas y
concentraciones séricas de testosterona ?®. Con respecto a las mujeres, el recuento de
foliculos antrales y hormona antimulleriana (AMH) en mujeres jovenes es comparable a

los valores de las mujeres nacidas de forma natural ©2),



6.5 Efecto epigenético de la maduracion in vitro (MIV)

La maduracidn in vitro permite la progresion de vesiculas germinales u ovocitos inmaduros
hasta la etapa de metafase I, a través de medios de cultivo suplementados con factores de
crecimiento, moléculas pequefias y gonadotropinas. En ellos ha de producirse una
maduracion nuclear con el ensamblaje del huso meidtico y extrusion del primer corpusculo
polar, con la maduracion citoplasmatica de forma coordinada a través del almacenaje de
proteinas y transcritos necesarios para la fertilizacion y soportar los primeros estadios de
la embriogénesis 2. Actualmente la Sociedad Estadounidense de Medicina Reproductiva
(ASRM, del inglés American Society for Reproductive Medicine), la Sociedad de Bi6logos
y Tecndlogos Reproductivos y la Sociedad de Tecnologia de Reproduccion Asistida
(SART, del inglés Society for Assisted Reproductive Technology) consideré que la MIV
era segura para su uso en un contexto clinico, en mujeres en las cuales la estimulacion
ovarica estd contraindicada, SOP o riesgo de SHO, o con motivo de preservacion de la
fertilidad en pacientes oncoldgicos con sensibilidad a los estrégenos ©®. Sin embargo,
hasta ahora, los resultados obtenidos son muy heterogéneos en cuanto a las tasas de
maduracion, formacion de blastocistos y tasas de embarazo, debido principalmente a los

distintos protocolos existentes para realizar esta técnica 4,

De forma natural, la maduracion ovocitaria viene regida a través de la sefalizacion
hormonal y su efecto en el ambiente folicular a través de las células de la granulosa, células
de la teca y células somaticas del ovario. La dependencia del ovocito a multiples
interacciones y la exposicion a un microambiente complejo y dinamico hace que la
formulacién de un medio MIV sea particularmente desafiante. En la mayoria de ellos se
afiaden complejos proteicos bioldgicos indefinidos, como suero y/o albumina materna o
liquido folicular humano dificultando ademas la reproducibilidad del estudio. Ademas,
investigaciones recientes contemplan la adicion de melatonina al medio como regulador

metabdlico y antioxidante, aunque su efecto es atin tema de estudio 479,

Cuando se analiza el perfil epigenético de la MCI de blastocistos obtenidos por M1V, los
resultados al igual que para las otras TRA, son muy variables, con metilacién diferencial
en subconjuntos de CpG especificos dependientes de la composicion del medio de MIV.
Una gran parte de los autores observan hipometilacion en locus Igf2 y Mest/Pegl, e
hipermetilacion en el locus H19, en blastocistos de ratén, aunque no todos obtuvieron

dichos resultados ®. Pese a ello, todos coinciden en que las alteraciones de metilacion



provocadas en estadio de vesicula germinal pueden contribuir como modificaciones

epigenéticas hereditarias en blastocistos completamente expandidos y desarrollados 7.

En el perfil transcriptomico de la MIV, algunos autores sefialan variaciones minimas
cuando se comparan con ovocitos madurados in vivo ©®2. Se observa una pequefia
regulacién positiva sobre genes relacionados con la transduccion de sefiales y metabolismo;
y una regulacion negativa en genes implicados en la biosintesis de proteinas, regulacion
traslacional, ciclo celular y homeostasis lo que conlleva a una maduracion deficiente o
incompleta ®Y. Otros en cambio, observan una alteracion en la transcripcion de genes
responsables del ciclo celular, transporte y metabolismo celular y embriogeénesis, lo cual

podria explicar la dificultad de estos ovocitos en obtener tasas de embarazo exitosas (432),

Como solucion a estos posibles efectos se ha propuesto la MIV en cocultivo con células
ovaérica. Esta técnica no solo ha permitido mejorar la morfologia como la competencia
ovocitaria de la M1V, sino que también genera embriones con un perfil epigenético global

similar a los obtenidos por procedimientos convencionales en reproduccion asistida ©2.

El seguimiento a largo plazo de los nifios nacidos de M1V en mujeres con SOP no mostro
diferencias en el peso, prematuridad, diabetes gestacional o desarrollo fisico y mental de
los recién nacidos con MIV o con estimulacion ovérica. En cambio, si encontraron un
aumento en los trastornos hipertensivos durante el embarazo y aborto espontaneo, aunque
estos podrian ser una condicién de las mujeres con SOP y no del uso de MIV. Ademas,
hay que tener en cuenta que el procedimiento de M1V implica una gran manipulacion en el
laboratorio que puede influir en la reprogramacién epigenética del embrion posterior, por

lo que aislar el efecto exclusivo de la MIV en el genoma del ovocito es realmente complejo
(58)



6.6 Efecto epigenético de la biopsia de trofoectodermo

La biopsia de trofoectodermo consiste en la extraccion de 5 o mas células del
trofoectodermo embrionario para el diagnostico genético preimplantacional (DGP),
permitiendo con ello la deteccidon de trastornos genéticos hereditarios y/o anomalias
cromosOmicas responsables del fallo de implantacion. El estrés mecénico inducido ha
cuestionado si pudiese conllevar una alteracion epigenetica adicional en el desarrollo

placentario y fetal.

El trabajo realizado por Rhon Calderon et al., 2024, muestra que el uso de la biopsia
embrionaria en combinacién con los procedimientos de FIV exacerba los fenotipos
observados en comparacion con la FIV Gnicamente. Ambos procedimientos conllevan un
aumento de peso placentario y disminucion del peso fetal, pero entre ellos no se observan
diferencias al respecto. En cambio, si manifiestan una pérdida en la densidad de vasos
sanguineos placentarios, perjudicando la transferencia de nutrientes y oxigeno al feto. A
largo plazo, el efecto de la biopsia aumentd los trastornos metabdlicos, incluyendo niveles
elevados de glucosa, insulina, triglicéridos, y niveles mas bajos de colesterol y HDL,
aunqgue se necesita de mas investigacion para su comprension ©¢”. En cuanto a los efectos
adversos maternos, no se encontré ninguna correlacion ni aumento de ellos por el uso de
la biopsia, aunque, actualmente, no existe una comprension clara debido a la limitacién de

datos existentes ©7),

En cuestion a los cambios epigenéticos, se observa una hipometilacion general mayor en
el ADN y en ICR involucrados en el desarrollo fetal y placentario en embriones biopsiados
con diferencias especificas entre sexos, y en comparacion con la FIV y los concebidos
naturalmente. La expresion génica coordinada es fundamental para el desarrollo durante
las primeras etapas embrionarias, y su desregulacién, potenciada por el uso de la biopsia,

podria ser la responsable de un mayor bloqueo y muerte fetal 7).

Por otra parte, debemos de tener en cuenta que la gran mayoria de las clinicas vitrifican los
blastocistos biopsiados hasta la obtencion e interpretacion de los resultados. La adiccion
de la vitrificacién después de la biopsia mostré una descendencia con peso fetal y
placentario similar a cuando se realiza una FIV Unicamente. Sin embargo, la morfologia
placentaria y las diferencias de metilacion se vieron mas exacerbadas cuando se

combinaron ambas técnicas ©7.



7.

Conclusiones

Los resultados sugieren que puede haber una asociacién entre los trastornos de
impronta y las técnicas de reproduccion asistida por errores epigenéticos que
aumenten la frecuencia de aparicion de estos.

Los factores genéticos y epigenéticos que acompanan a la infertilidad y/o edad
avanzada de las parejas, pueden ser condicionantes de la aparicion de las
adversidades descritas. No obstante, se precisan de mas estudios que corroboren
dicha asociacion.

Se sugiere la estimulacion ovarica como el responsable de la alteracion de los
patrones de metilacion ovocitarios, aunque los resultados no son concluyentes.
Ademads, la alteracion de las condiciones fisiologicas del ambiente uterino
compromete el desarrollo embrionario con posible efecto posterior.

La manipulacion in vitro, y las diferentes técnicas aplicadas, se relacionan con
alteraciones epigenéticas, pero los resultados son inconclusos.

En general, se requieren de estudios bien disefiados, y con un seguimiento a largo
plazo, para extraer conclusiones validas acerca de la salud de los nifios concebidos

por técnicas de reproduccion humana asistida.



8. Anexos

Anexo 1: recopilacion de algunos de los IG que intervienen en el crecimiento y desarrollo

embrionario 1665,

Ratén Humano Funcion

Promueve el crecimiento, formacion 6sea y letalidad
Zacl Paterno | ZAC1/PLAG1 | Paterno | 6qg24 TNMD neonatal. Codifica una proteina que actia como supresor del
crecimiento celular

Alelo paterno expresado en el cerebro y alelo materno
expresado en trofoblastos placentarios. “se transcribe a una

SRS proteina que interactla con los receptores de insulina y del
Grb10 Materno | GRB10 Materno | 7q12.1 factor del crecimiento similares a la insulina. Su sobreexpresion
TNMD da como resultado la supresion del crecimiento. Tras el

nacimiento, el aumento de su expresion se ha relacionado con

diabetes tipo 2 y Alzheimer @

Implicado en la proliferacion, diferenciacion y apoptosis

celular. Responsable de la organizacion estructural de la
SRS . -
placenta, asegurando tanto la diferenciacion celular como el
Peg10 Paterno | PEG10 Paterno | 7921.3 . .
BWS transporte de nutrientes dentro de la misma. En humanos,

alteraciones moleculares en estos genes han sido observadas en
SRSy BWS (9

Mash2 Materno | ASCL2 Materno | 11p15.5 BWS Determinacion de precursores neuronales

Regulacion del crecimiento fetal y placentario. Recientemente
Mest/Pegl | Paterno MEST Paterno | 7g32.2 SRS se ha observado una regulacién negativa en mujeres con

preeclampsia de aparicién temprana.

Promueve el crecimiento placentario, y se encuentra bajo el
control del ICR1 H19/IGF2: IG-DMR, con impronta paterna.
Su transcrito es clave para el crecimiento embrionario y
placentario. Disminuciones en su transcripcién causa una
1gf2 Paterno IGF2 Paterno 11p15.5 BWS/SRS reduccion pasiva de los nutrientes, y como consecuencia, un
retraso en el crecimiento intrauterino y postnatal, como en
BWS @19 Ademds, se encuentra relacionado con la
regeneracion vascular cardiaca en la miocardiopatia diabética
tipo2 @

Regulado por el ICR2 (KCNQ1OT1:TSS-DMR, codifica una
proteina que acttia como regulador negativo de la proliferacion
celular. Variantes patogénicas con pérdida de funcion se han
observado en BWS, y al contrario, variantes con ganancias de
CdkdnlC Materno | coKNLC Materno | 11p15.5 BWS/SRS funcion es cara-cteristica de S_RS. Adernés de su infll-Jencia
prenatal, las variantes patogénicas también se han asociado a
un mayor riesgo de preeclampsia durante el embarazo 19, Las
epimutaciones de estos DMR son mas susceptibles al efecto de
la TRA en comparacion con otras etiologias genéticas como la

disomia uniparental (UDP) de los cromosomas 7y 11 ?4-




Kenglotl

Paterno

KCNQ10T1

Paterno

11p15.5

BWS

Se transcribe a un ARN no codificante que ayuda a la
regulacion de genes esenciales para el crecimiento y desarrollo
normal del embrion.

Gtl2

Materno

MEG3

Materno

14932.2

Sindrome de
Temple
(TS14)/
Sindrome de
Kagami Ogata
(KOS14)

Responsable del crecimiento y desarrollo embrionario de forma
similar al locus H19/IGF2 ©)

Inhibe la proliferacion de células tumorales in vitro. interactta
con p53 (supresor de tumores) a través de la regulacién de un
gen diana.

Peg3

Paterno

PEG3

Paterno

19q13.43

TNDM

Participa en la proliferacion celular y apoptosis mediada por
p53. Se expresa en la embriogénesis temprana en la placenta,
goénadas, musculo y cerebro, e interviene en el crecimiento fetal
a través de la reduccion de masa muscular. Alteraciones en su
expresion conduce a un retraso en el crecimiento fetal, y
anomalias en el desarrollo neuroldgico por aumento de
apoptosis neuronal -

snrpn

SNRPN

Paterno

15¢11.2

PWS 0 AS

Contribuye al empalme alternativo especifico del tejido. Se
expresa principalmente en el corazén y en el cerebro. El estudio
de la poblacién infértil manifiesta un patrén de metilacion
anormal en SNRPN el cual podria transmitirse a la
descendencia dando lugar a la aparicion de los ID (PWS, y AS).
Ademés, muestra una correlacion directa entre la metilacion del

mismo y la edad avanzada paterna, y el espectro autista.

h19

materno

H19

Materno

11p155

BWS

Regula la traduccion y expresion de IGF2 7. Gen supresor de
tumores. Desarrolla un papel importante controlando y
limitando el crecimiento placentario y fetal @ En términos
generales las TRA producen una hipometilacién del alelo
paterno, lo que conlleva a una expresion bialélica errénea en
blastocistos de ratén. Ademas, las alteraciones persisten tras la
implantacién teniendo efecto directo en el crecimiento
intrauterino. En cambio, cuando se observan los niveles de
metilacion después de una FET, el DMR H19/IGF2 se
encuentra hipermetilado en sangre del cordén umbilical ¢




Anexo 2: Tabla resumen de las principales caracteristicas moleculares responsables de la

aparicion de los 1D (6),

Trastorno de e Fenotipo Parto Fenotipo Defectos moleculares y
. Cromosoma | DMR especifico . . . . .
impronta intrauterino prematuro | placentario frecuencia confirmada
upd(6)pat 41%
Diabetes restriccion de o
mellitus PLAGL1:alt-TSS- | crecimientoy dup(6q24)pat 29%
6924 30-37%
neonatal DMR defectos en la pared PLAGL1:alt-TSS-
transitoria abdominal DMR'LOM 30%
GRB10:alt-TSS- o
7 DMR a, MEST:alt- si calcificacion upd(7)mat 15,8%
TSS-DMR a
upd(11p15)mat (un Unico
caso)
del(11p15)pat (un Unico
Sindrome de casﬁ,) piSipat. {
Silver-
Russell en ratones se ha dup(L1p15)mat 2,3%
. o visto un bajo '
H19/IGF2:1G- restriccion en el L
11p15.15 P crecimiento . S
DMR crecimiento lacentario Hipometilacion en
P oy H19/IGF2:1G:DMR:
vascularizacion 67 6%
CDKNIC (GoF), IGF2,
HMGA2, PLAG1: SNVs,
CNVs (muchos casos)
H19/IGF2:1G- . upd(11p15)pat 19,5%
11p15.5 DMR si
dup(11p15)pat <1%
3 Hipermetilacion ~ ICR1
Sindrome de o H19/IGF2:1G-DMR
Beckwith- sobrecrecimiento. 11.8%
Wiedemann defectos en la pared '

KCNQS,\OAE:TSS' g?sdpciglir;al. placentomegalia | Hipometilacion ICR2
placentaria. 6K4C0/l;lQ10T1.TSS—DMR.
preeclampsia

CDKNIC: (LoF) SNVs:
sporadic, familial 5-40%
del(15¢11q13)pat 70-
75%
Sindrome de AlTea. 2N
Prader 1501113 SNRPB‘,‘GE TSS SGA: 53% 26% upd(15)mat 25-30%
willy SNURF:TSS-
DMR:GOM 1%
. del(15¢11.2q13)mat  65-
Sindrome de | 15q11.2- UBE3A 75%
Angelman q13

LOM: pérdida de metilacion. GOM: ganancia de metilacion.
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