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INTRODUCCION.






Introduccion.

1. Introduccion.

La motivacion principal de esta tesis es contribuir a la mejora de los criterios de seleccion

embrionarios actuales que se emplean en reproduccion asistida.

Para ello se propone la busqueda de un perfil metabdlico del embrién antes de su implantacion a
través de técnicas de alta resolucidon que permitan obtener biomarcadores relacionados con la

viabilidad embrionaria.

De esta forma este primer capitulo introduce la infertilidad y toda la problematica asociada para
seguir con conceptos basicos de desarrollo embrionario. A continuacion se trataran los criterios de
seleccion en Embriologia tanto morfologicos como no morfoloégicos y nos centraremos en la
Metaboldmica puesto que es el criterio de seleccion a estudio en esta tesis. La Metabolomica necesita
plataformas de andlisis para poder llevarse a cabo. Por ello en este capitulo se dard un repaso a las
opciones disponibles y nos centraremos en la técnica seleccionada, la Resonancia Magnética Nuclear.
Por ultimo y para finalizar la introduccion se tratard de forma breve el empleo de un modelo animal
en investigacion biomédica ya que hemos empleado el ratdbn como modelo para la validacion de los

resultados obtenidos en esta tesis.

1.1. Epidemiologia de la esterilidad.

La esterilidad es la incapacidad de concebir, y a pesar de no ser vital para la persona, si lo es para
la especie y siempre ha ocupado un importante lugar en la Sociedad. La media de edad del primer
embarazo cada vez es mayor y actualmente el elevado porcentaje de parejas que no consiguen
gestacion tras un afio de relaciones sexuales no protegidas convierte el problema de la esterilidad en

un verdadero problema de Salud Publica.

Segun datos del registro europeo realizado por la European Society of Human Reproduction and
Embriology (ESHRE) una de cada seis parejas en el Mundo experimenta algin problema de

esterilidad a lo largo de su vida reproductiva. La prevalencia de esterilidad se estima en alrededor del
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9% en mujeres con edades comprendidas entre los 20 y los 44 afios. (4ssisted reproductive technology
and intrauterine inseminations in Europe, 2011 : results generated from European registers by ESHRE,

2014)

La causa més comun de esterilidad es el aumento de edad a la que la mujer busca gestacion, seguida
de causas fisiologicas masculinas, causas femeninas, causas mixtas a partes iguales y 10-20% sin

causa conocida (Matorras, 2008).

Se estima que desde el nacimiento de Louise Brown en 1978 mediante fecundacion in vitro (FIV)
han nacido mas de 5 millones de nifios en todo el Mundo. Europa esta en cabeza del Mundo en ciclos
de técnicas de reproduccion asistida (TRA) iniciados, aproximadamente el 55%. En 2011, ultimo afio
del que se dispone de datos, se realizaron 588.629 en 33 paises europeos (A4ssisted reproductive
technology and intrauterine inseminations in Europe, 2011: results generated from European

registers by ESHRE, 2014).

Las tasas de embarazo en 2011 por embrion transferido en Europa fueron del 33.2% tras FIV, 31.6%
tras inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI), 23.4% tras transferencia de embriones

congelados y 47.5% tras donacion de ovocitos. En mujeres menores de 35 afios esas tasas aumentan.

A pesar del creciente uso de las TRA, aproximadamente 2 de cada 3 ciclos fracasa y 8 de cada 10
embriones transferidos no implantan (SEF 2013). Este fracaso en las TRA parece debido en parte a
nuestra incapacidad de determinar el embrién o embriones con mayor potencial de implantacion y

por tanto de conseguir gestacion.

Para minimizar estos fracasos y aumentar las tasas de embarazo los centros de reproduccion

asistida han optado por transferir varios embriones, asumiendo el riesgo de embarazos multiples.

En Europa la tasa de parto multiple ha decrecido desde 2000 de 26.9% a 19.4% en 2011 comparado
con el 30% en Estados Unidos. Este descenso se debe principalmente al nimero de embriones
transferidos en TRA. Existen muchas diferencias entre paises en el nimero de embriones transferidos.
Suecia es el pais con menor tasa de parto multiple en el Mundo debido a que en la mayoria de los
casos se transfiere un solo embrion. Pero aunque la tendencia es a transferir pocos embriones, con un
nimero medio de 1.75 por transferencia, se sigue estando alejado de la deseable transferencia de un

unico embridn.
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En Espafia seglin el registro de la Sociedad Espafiola de Fertilidad (SEF) de 2012, mas de 25000

pacientes se sometieron a TRA, concretamente FIV/ICSI. Al 72% de estas pacientes les fueron

transferidos 2 embriones, a un 8.4% de ellas se transfirieron 3 embriones y al 19.6% un solo embrion.

Todo ello para conseguir una tasa de gestacion por ciclo de un 27.5% y por transferencia de un 37.7%.

Del total de ciclos en los que se transfirieron 2 embriones un 26,5% acab6 en parto gemelar. Y en el

caso de la transferencia de 3 embriones un 26.8% acabo en parto gemelar y un 3,5% en parto triple

(véase Tabla 1) (Registro SEF 2012). El articulo 3.2 de 1a Ley 14/2006, de 26 de mayo, sobre técnicas

de reproduccion humana asistida cita textualmente: ‘En el caso de la fecundacion in vitro y técnicas

afines, solo se autoriza la transferencia de un mdaximo de tres preembriones en cada mujer en cada

ciclo reproductivo’.

Ovocitos propios: Gestaciones y multiplicidad de los partos en funcién del n® de embriones transferidos

1 embridén 2 embriones 3 embriones
Total
transferido transferidos transferidos
5.042 18.505 2.149 25.696
Total de transferencias
(19,6%) (72,0%) (8,4%) (100,0%)
Total de transferencias 1.396 10.361 11.757
electivas (11,9%) (88,1%) (100,0%)
1.174 5.642 545 7.361
Gestaciones con 1 saco
(98,9%) (73,2%) (69,8%) (76,1%)
13 2.046 209 2.268
Gestaciones con 2 sacos
(1,1%) (26,5%) (26,8%) (23,4%)
Gestaciones con 0 21 27 48
> 3 sacos (0,0%) (0,3%) (3,5%) (0,5%)
1.187 7.709 781 9.677
Total gestaciones
(100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)
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Ovocitos propios: Gestaciones y multiplicidad de los partos en funcion del n° de embriones transferidos

1 embrién 2 embriones 3 embriones Total
ota
transferido transferidos transferidos
% de implantacion 23,5% 26,4% 16,2% 24,8%
% gestacion por
] 23,5% 41,7% 36,3% 37,7%
transferencia
1 embridén 2 embriones 3 embriones
Total
transferido transferidos transferidos
Partos con feto tnico 669 (98,7%) 3.434 (75,5%) 331 (70,3%) 4.434 (77,8%)
Partos gemelares 9 (1,3%) 1.107 (24,3%) 130 (27,6%) 1.246 (21,9%)
Partos triples o mas 0 (0,0%) 10 (0,2%) 10 (2,1%) 20 (0,4%)
5.700
Total partos 678 (100,0%) 4.551 (100,0%) 471 (100,0%)
(100,0%)
Ectpicos y 25 158 14 197
heterotopicos (2,7%) (2,7%) (2,2%) (2,6%)
223 1.242 145 1.610
Abortos
(24,1%) (20,9%) (23,0%) (21,4%)
Gestaciones con 261 1.758 151 2.170
evoluci(')n desconocida (22’0%) (22,8%) (19’3%) (22,4%)

Tabla 1. Gestaciones y multiplicidad de partos por embrion transferido. Adaptado de Registro de la SEF de 2012.
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1.2. Embriogénesis.

1.2.1. Desarrollo embrionario.

El desarrollo humano comienza con la fecundacion que se inicia con el contacto entre un ovocito
secundario y un espermatozoide y termina con la fusion de los nicleos materno y paterno. Ocurre en
una serie de etapas que comienzan con el paso del espermatozoide a través de la corona radiata que
rodea la zona pelucida del ovocito. Esta unién hace que el espermatozoide libere el contenido del
interior del acrosoma, la hialuronidasa, que dispersa las células de la corona y junto con los
movimientos ejercidos por la cola consigue penetrar en la corona. Una vez se encuentra en el interior
tiene lugar la reaccion acrosdémica inducida por un complejo formado por una glicoproteina, una
proteina progesterona-dependiente por parte de las células del cimulo, y un péptido activo como
componente de la zona pelucida secretado por parte del ovocito. Se producen cambios en la
composicion de la capa de glicoproteinas y el paso masivo de calcio a través de la membrana que
acompafia una entrada de sodio y una salida de protones que eleva el pH intracelular. En la siguiente
fase tiene lugar la fusion de las membranas celulares del ovocito y espermatozoide. Los receptores

del espermatozoide (lectinas) se unen a las integrinas del ovocito.

Para evitar la entrada de mas de un espermatozoide, fendmeno conocido como polispermia, el
ovocito dispara un mecanismo de bloqueo rapido que consiste en cambiar el potencial de membrana
del ovocito pasando de -70 mV a +10 mV, y uno lento que libera calcio haciendo que los granulos

corticales se fusionen con la membrana plasmatica del ovocito.

A continuacion el ovocito culmina su maduracion con la segunda division meidtica que se
manifiesta morfolégicamente con la extrusion del segundo corpusculo polar. Se produce la
descondensacion de los cromosomas maternos y el nucleo femenino pasa a designarse prontcleo
femenino. Por otro lado el nucleo masculino crece en el citoplasma del ovocito para formar el
pronucleo masculino gracias a la descondensacion de la cabeza del espermatozoide. El pronucleo
masculino aparece en primer lugar en posicion central y a continuacion el femenino cerca del segundo
corpusculo polar. Ahora los pronticleos se acercan y aumentan de tamafio y se fusionaran produciendo

la singamia.
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En ella ademés se condensan los cromosomas y se acomodan para dar la division mitdtica. El
ovocito fecundado es unicelular, y pasa a llamarse cigoto. Su contenido es de 46 cromosomas, 23 en

cada pronucleo.

El desarrollo embrionario se inicia mediante la estimulacion del cigoto a experimentar una serie
de divisiones mitoticas sucesivas conocidas como cleavage o segmentacion. En la primera division
el cigoto se divide en dos células o blastomeras. El citoplasma se divide en dos produciendo un
estrangulamiento. Rapidamente se divide para formar cuatro células, ocho células y asi sucesivamente
hasta alcanzar aproximadamente dieciséis cé¢lulas formando lo que se conoce como moérula alrededor
del cuarto dia postfecundacion. Justo antes de formar la morula, al tercer dia, es cuando el genoma

embrionario empieza a ser funcionalmente activo (Torell6 et al., 2011).

Como resultado de la segmentacion el embrién va cambiando su aspecto, pasando de ser una
estructura ordenada de blastdmeras en los tres primeros dias de desarrollo a una masa donde las
células son indistinguibles, la moérula, una vez se estd produciendo lo que se conoce como
compactacion. Para ello las blastdmeras se unen a través de uniones tipo gap, adherens, tight junctions
y desmosomas. Cada una juega un papel fundamental en la comunicaciéon celular, adhesion y

diferenciacion.

La primera evidencia de esta compactacion se refleja con la polarizacion de las blastomeras de la
periferia y la reorganizacion de componentes citoplasmicos. Con este proceso las células pierden su
totipotencia como resultado de sus interacciones con otras y se cree que esto marca el principio de la

transcripcion de ADN embrionario.

Tras la compactacion, el embrion se expande y comienza a formar espacios que se llenan de fluido
entre las blastobmeras centrales constituyendo el blastocele. Es un estadio esencial de desarrollo donde
se diferencia el trofoectodermo y la masa celular interna (Figura 1). El aumento de la superficie de
contacto entre células durante la compactacion, hace que las células situadas en el exterior formen el
trofoectodermo. La cavitacion, que es como se conoce a esta etapa, se caracteriza por el aumento de
fluido en el blastocele transportado por células del trofoectodermo. Se produce transporte de sodio a
través de células epiteliales del trofoectodermo que difunde por canales apicales que funcionan con

la ayuda de adenosin trifosfatasas (ATPasas).
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Figura 1. Regiones del blastocisto expandido.

Durante la formacion del blastocisto las células del trofoectodermo se vuelven elipticas y exhiben
polarizacion, mientras que la masa celular interna permanece morfolégicamente indiferenciada. La
posicion y el desarrollo del trofoectodermo y la masa celular interna estdn marcados desde la
fecundacion. Por lo tanto, tenemos por un lado una estrecha capa de células que constituye el
trofoblasto y que constituird la futura placenta y por otro la masa celular interna en el centro del

blastocisto, que dara lugar al embrion.

1.2.2. Metabolismo embrionario

La regulacion de la produccion energética es fundamental para la supervivencia y la propagacion

de cualquier célula. (Gardner et al., 2013).

Una alteracion en una ruta metabdlica de un nutriente aunque sea durante poco tiempo puede
desembocar en un cambio importante que incluso produzca el desarrollo inadecuado de un embrion.
Por lo tanto, es evidente que el analisis del metabolismo embrionario es una buena forma de evaluar

la salud embrionaria y predecir la viabilidad.
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Figura 2. Metabolismo del ovocito fecundado. Adaptado de Gardner, 2013

Un ovocito fecundado consume poco oxigeno (Trimarchi et al., 2000) y tiene una capacidad
limitada de usar la glucosa como fuente de energia (Biggers et al., 1967) (Figura 2). De hecho la
actividad glicolitica esta restringida tanto en este momento como en las primeras etapas de desarrollo
por una regulacion alostérica de la enzima fosfofructokinasa (PFK) a causa del alto ratio ATP/ADP
(Leese et al., 1984). Ese ratio es consecuencia de la baja demanda energética en estas etapas,
reflejando un estado de inactividad por parte del ovocito fecundado del que deriva. En ausencia de

aminoacidos la energia proviene de la oxidacién del piruvato y del lactato. En presencia de
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aminodcidos, el embridon puede usar el lactato como fuente de energia a través de la conversion en

piruvato (Lane et al., 2005).

Con el aumento de las mitosis en las divisiones celulares y la biosintesis, después de la activacion
del genoma embrionario la necesidad de energia aumenta considerablemente y se produce un
descenso en el ratio ATP/ADP. El ATP se consume rapidamente y se activa la PFK facilitando el flujo

de glucosa a través de la glicolisis.

Differentiated tissue Proliferative Tumor
¥ tissue
SN : Yy or
+Oi/ x‘oz &
+/~-0,
Glucose Glucose Glucose
0, Pyruvate L 0, Pyruvate
\ Pyruvate l;y %
ORI,
pacite l (Vi 1 ,vg& Lactate
Lactate
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Oxidative Anaerobic Aerobic
phosphorylation glycolysis glycolysis
-36 mol ATP/ 2 mol ATP/ (Warburg effect)
mol glucose mol glucose -4 mol ATP/mol glucose

Figura 3. Glicolisis anaerobia. Efecto Warburg. Adaptado de http:// sciencemarg.org

A pesar de que el blastocisto consume mucho mas oxigeno que el embrion durante la segmentacion
(Mills et al., 1967; Thomphson et al., 1996; Houghton et al., 1996), prefiere convertir el 50% de la
glucosa en lactato en presencia de oxigeno para completar la oxidacion a glucosa. Este fenomeno se
conoce como “glicolisis aerdbica”, que es caracteristico del cancer y la proliferacion celular, también
llamado efecto Warburg (Vander Hiden et al., 2009: Warburg et al., 1956) (Figura 3). La glucosa
ademas de fuente de energia es necesaria para sintetizar triacilgliceroles, fosfolipidos y como
precursor de azucares complejos. El metabolismo de la glucosa a través de la via de la pentosa fosfato
necesita nicotinamida adenina dinucledtido fosfato reducida (NADPH). Este ademas es necesario
para la metilacion del acido desoxirribonucleico (ADN) y la reduccion del glutation intracelular, un

importante antioxidante en el embrion.
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Fuentes de energia alternativas a las presentes en los medios de cultivo (glucosa, piruvato y lactato)
incluyen acidos grasos y aminoacidos. Los &cidos grasos juegan un rol esencial en el desarrollo
embrionario de muchas especies, aunque poco se sabe todavia a cerca de su impacto en el
metabolismo embrionario. Sin embargo, los aminoécidos tienen efectos beneficiosos demostrados en
el cultivo embrionario. Son importantes precursores biosintéticos, tampones del pH intracelular,
antioxidantes y fuentes de energia que ademas se encuentran presentes de forma natural en la trompa

y en los fluidos uterinos.

Por estos motivos su inclusion en los medios de cultivo ha demostrado tener un efecto beneficioso
para el desarrollo embrionario temprano y por ello se han usado en multiples estudios como

biomarcadores no invasivos para predecir la viabilidad embrionaria.

Sin embargo, la busqueda de biomarcadores no es sencilla y requiere afios de validaciones antes
de su aplicacion. Los biomarcadores ademas deben reunir una serie de caracteristicas para poder ser
utiles. Deben ser facilmente medibles en un fluido bioldgico, predictivos, economicos y sensibles al

punto de ser capaz de detectar cambios sutiles.

1.2.2.1. Los medios de cultivo en FIV

Los avances en el mundo de la reproduccion asistida en las ultimas décadas han sido notables. Las
tasas de éxito en las TRA, concretamente en FIV son tan elevadas que han llevado a algunos en la
comunidad cientifica a cuestionarse si son mejores que la propia naturaleza (Vatja et al. 2010). Una
parte importante de ese éxito se puede atribuir a la gran mejora en las condiciones de cultivo. Hasta
los afios 80 los embridlogos fabricaban los medios de cultivo de forma casera. Esto llevaba consigo
unos limitados controles de calidad. El primer medio de cultivo comercial para FIV vio la luz de la
mano de Medicult® (Dinamarca) y desde entonces no han dejado de producirse distintos medios de
cultivo especificos para cada técnica. La comercializacion de los medios de cultivo ha creado un
mercado de gran competencia. En comparacion con los medios de produccion casera, estdn fabricados
pasando estrictos controles de calidad, minimizando las diferencias entre lotes y la contaminacion
(Karamalegos y Bolton, 1999; Quinn, 2004). Desde 2013 todos los medios de cultivo producidos en
la Unién Europea (UE) deben incluir marcado CE (Conformité Europeéne) y se testa su

embriotoxicidad pasando ensayos de tipo MEA (Mouse embryo assay). El marcado CE fue creado en
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1993 e indica que el fabricante cumple los requisitos que marca la UE. Los medios de cultivo para
FIV fueron clasificados como recursos médicos de clase III por la UE bajo la directiva 93/42/EEC,
ya que son indirectamente usados para seres humanos. Fuera de Europa, la Food and Drug
Administration (FDA) clasifica los medios de cultivo para FIV como recursos médicos de clase 11

por estar en contacto directo con gametos humanos o embriones.

La importancia de los medios de cultivo en los resultados de la FIV es cada vez mayor. Existe
evidencia de la importancia de las condiciones de cultivo no solo para el resultado de la FIV sino
también su impacto en el desarrollo pre y postimplantacion y posiblemente la salud del recién nacido

(Dumoulin et al., 2010; Nelissen et al., 2013; El Haij y Haaf, 2013; Mantikou et al., 2013).

1.2.2.2. Pasado y presente de los medios de cultivo

Un medio de cultivo es una solucion que cuenta con los nutrientes necesarios para permitir, en
condiciones favorables de pH y temperatura, el crecimiento de virus, microorganismos, células o

tejidos.

Histéricamente, ha sido habitual el uso de medio de cultivo que permitiese el cultivo de embriones
durante 2 o 3 dias hasta alcanzar 4 u 8 células, momento en el que eran transferidos a la paciente

(Biggers et al., 2003).

Edwards y colaboradores en 1970 cultivaron in vitro ovocitos humanos obtenidos mediante
laparoscopia en un medio con solucidon de Tyrode, albimina sérica bovina (BSA), penicilina, piruvato
sodico, rojo fenol y bicarbonato. Los embriones del primer nacimiento mediante FIV del Mundo
fueron cultivados en solucion salina simple suplementada con piruvato y suero de la paciente de

fabricacion casera.

No fue hasta 1984 cuando el equipo de Ménézo cuestion6 la necesidad de afiadir al medio de
cultivo un suero completo y formul6é el medio B3 que contenia albumina y aminodcidos sin hallar
efectos negativos sobre el desarrollo de los embriones o la tasa de embarazo. Este medio era una
modificacion del anteriormente formulado medio B2 disefiado para embriones bovinos basado en la
composicion de los fluidos reproductivos y el suero (Ménézo, 1976). Los grupos de Quinn y Ménézo

crearon asi los cimientos para la comercializacion de los medios de cultivo especializados para FIV.

- 13-



Introduccion.

Un capitulo importante en la historia del cultivo de embriones es el cocultivo de células somaticas
embrionarias. Utilizando embriones de raton cultivados con células de las trompas fueron capaces de
completar su desarrollo in vitro hasta estadio de cigoto (Biggers et al., 1962). El cocultivo de
embriones humanos con fibroblastos uterinos fetales bovinos o células tubdricas humanas parece
mejorar el cultivo convencional, mejorando la morfologia embrionaria, la implantacion y la tasa de
embarazo (Bongso et al., 1989; Wiemer et al., 1989). El metaanalisis mas reciente sobre este tema
encontré el cocultivo beneficioso para las tasas de implantacion, las tasas de embarazo clinico y el

embarazo evolutivo (Kattal ez al., 2008).

En las primeras décadas de la FIV, la mayoria de ciclos se realizaban con transferencias en dia 2
debido a que los medios eran pobres y no podian soportar el desarrollo del embrion hasta estadio de
blastocisto. Pero la actividad investigadora continu6 con el objetivo de encontrar la formulacion ideal
que hiciese de la transferencia de embriones en estadio de blastocisto una opcion posible (Gardner
and Lane, 1997). Finalmente la busqueda sigui6 dos estrategias: la llamada “vuelta a la naturaleza” y
la “estrategia simple de optimizacion”. La primera estrategia estudia los fluidos reproductivos y en
base a ello formula la composiciéon de los medios. El ambiente que rodea al embrion cambia de forma
natural a lo largo del tiempo que permanece en el sistema reproductivo. Gardner y colaboradores en
1996 recolectaron fluido tubdrico y uterino en diferentes momentos del ciclo menstrual y demostraron
el cambio ciclico en las concentraciones de lactato y glucosa. Esto contribuy6 a la creacion de los
medios secuenciales G1 y G2 (Gardner ef al., 1996). Las necesidades metabolicas del embrion
cambian en diferentes estadios como se ha demostrado con la glucosa y el piruvato y su efecto en el
desarrollo (Conaghan et al., 1993; Gardner, 1998). Sin embargo, este analisis es incompleto y
laborioso, aporta informacion de importancia desconocida (Leese, 2002; Summers y Biggers, 2003).
La estrategia simple usa un sofisticado software que valora los componentes y sus interacciones de
manera simultanea (Spendley et al., 1962; Lawitts y Biggers, 1991). Esto fue aplicado a embriones
de ratéon y dio lugar al medio KSOM (medio simple optimizado suplementado con potasio) cuya
composicion y concentracion daba maxima respuesta pero no necesariamente los mejores resultados

en cuanto a tasas de gestacion (Summers y Biggers, 2003).

Todo ello hizo que desde 1997, el cultivo hasta blastocisto comenzara a extenderse. Una de las
principales razones es que permite una seleccion embrionaria mas robusta permitiendo la

transferencia de menor nimero de embriones y reduciendo asi la tasa de embarazos multiples. Mas
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adelante, el empleo del DGP (diagnostico genético preimplantacional) con biopsia de blastomera en
dia 3 de cultivo, hizo necesaria la extension del cultivo hasta dia 5 para tener a tiempo los resultados
del andlisis antes de la transferencia, por lo que el cultivo hasta el estadio de blastocisto se ha ido

incrementando en los ultimos afios.

Se pueden emplear tres tipos de protocolos para el cultivo hasta estadio de blastocisto: protocolo
de cultivo ininterrumpido empleando un solo medio (protocolo con medio unico sin renovacion), el
mismo protocolo pero con renovacion del medio al tercer dia (protocolo con medio Unico con
renovacion) y protocolo de cultivo empleando dos medios distintos usados de forma secuencial

(protocolo con medio secuencial).

Existe poca evidencia cientifica de que el empleo de protocolo secuencial sea mejor que el unico.
Los argumentos a favor se basan en que las necesidades energéticas del embrion cambian y que la
glucosa podria tener un efecto inhibidor del desarrollo para el embrién en estadios tempranos. Por
otro lado la acumulacion de amonio producida por la rotura de la L-glutamina en solucién acuosa
podria tener también efectos no deseados. Ademas el papel de los aminoacidos en estadios
preimplantacionales parece ser importante. También se desaconseja el empleo de 4&cido
EtilenDiaminoTetra-acético (EDTA) en la formulacién de los medios por su efecto inhibidor en el
desarrollo de blastocistos. Pero hay que tener en cuenta que la mayoria de estudios en medios de

cultivo humanos para FIV se han hecho empleando embriones de raton.

Aunque en muchas ocasiones se ha manifestado que el medio secuencial es superior al medio
unico son muchos los autores que han comparado los tres tipos de protocolos sin hallar diferencias
significativas entre ellos. Aunque los medios secuenciales son suficientes para soportar el desarrollo
preimplantacional de un embrion de raton hasta estadio de blastocisto no es necesario su empleo y
pueden reemplazarse por un protocolo con medio Unico sin renovacion del mismo. La unica
justificacion de la renovacion del medio seria para eliminar las sustancias toxicas acumuladas en el
medio y derivadas de los plasticos empleados. Hay que afiadir ademds que otros equipos argumentan
que los cambios en las condiciones de cultivo crean un estrés adicional al embrion. No existe una
evidencia solida a dia de hoy sobre la superioridad del medio secuencial (Basile et al., 2012; Quinn,
2012). Actualmente estd adquiriendo popularidad el medio Unico gracias a la tecnologia time-lapse

cuyo fundamento no se entiende sin el uso de este tipo de medio.
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1.3. Analisis del problema del embarazo multiple.

Desde el comienzo de la utilizacion de las TRA la investigacion en modelos animales y humanos
no ha cesado. Pronto se vio que las tasas de gestacion estaban relacionadas con el nimero de ovocitos
obtenidos. Para ello era necesaria la administracion de gonadotropinas exdgenas para sobreponer el
descenso de FSH en suero, responsable de limitar el nimero de foliculos antrales en fase folicular
temprana. Asi, es posible mantener el crecimiento de un gran niimero de foliculos que de otra forma
habrian acabado en atresia y obtener mas ovocitos maduros, es decir en metafase II, para ser
fecundados. Los protocolos de estimulacion fueron adquiriendo complejidad con la introduccion de
los andlogos de la GnRH para prevenir la ovulacion prematura. Todo ello para aumentar las tasas de

éxito de la FIV.

Sin embargo, estas tasas de éxito se consiguen mediante la transferencia de multiples embriones
en la mayoria de casos. De hecho la transferencia de dos o tres embriones suele ser la norma, incluso
llegando a transferirse cinco o seis embriones en paises como Estados Unidos. Esto causd una
epidemia iatrogénica de embarazos multiples tal y como se refleja en la Figura 4 donde segun datos
del Registro SEF el parto doble en el afio 2000 en Espafia era cercano al 30% en ciclos en fresco y

casi del 40% en ciclos de ovodonacion.
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Figura 4. Evolucion en la multiplicidad de partos. Registro SEF 2012.
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(Por qué supone un problema?

El embarazo gemelar es aquel en el que se desarrolla, simultdneamente, mas de un embrion en la

cavidad uterina.

Su importancia radica en que a pesar de la disminucion de la mortalidad perinatal en todo el Mundo
en las ultimas décadas, estas cifras en el embarazo gemelar no siguen un descenso paralelo. Aunque
poco mas del 1-2% de las gestaciones son gemelares, estas son responsables del 10-14% de la

mortalidad perinatal, una tasa de 5 a 10 veces mayor que en los embarazos nicos.

Por otro lado, la incidencia de embarazos gemelares y multiples se ha visto incrementada en los
paises desarrollados a partir de la década de 1980 debido al uso, cada vez mas frecuente, de farmacos
inductores de la ovulacion para las TRA. Tanto es asi, que la SEF y otras sociedades cientificas
europeas optaron por recomendar la limitacion del nimero de embriones a transferir (Figura 5). La
Ley 14/2006 del 26 de mayo sobre técnicas de reproduccion humana asistida fija el nimero maximo

de embriones a transferir en 3.

Evolucion de la politica de transferencia embrionaria
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Figura 5. Evolucién de la politica de transferencia embrionaria. Registro SEF 2012.
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El objetivo de la FIV debe ser lograr una gestacion tnica sana a término. Simplemente limitando
el nimero de embriones transferidos se solucionaria el problema de las gestaciones multiples de FIV

a excepcion de las gestaciones monocoriales monoamnioticas.

1.3.1. Clasificacion de la gestacion gemelar.

Existen dos tipos de embarazo gemelar, monocig6tico o univitelino y dicigdtico o bivitelino. Los
gemelos monocigdticos se desarrollan a partir de la fecundacion de un solo ovocito con la posterior
divisién del cigoto en dos embriones idénticos; pueden ser monocoriales o bicoriales. Los dicigéticos,
también llamados falsos gemelos se originan a partir de la fecundacion de dos ovocitos, y siempre

daran lugar a gestaciones bicoriales (Figura 6).
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Figura 6. Clasificacion de la gestacion gemelar. Imagen de J.M.Moreno (2014)
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La incidencia de gestaciones gemelares dicigoticas se ve influida por distintos factores como el
empleo de inductores de la ovulacion y las TRA. Aproximadamente dos terceras partes de las
gestaciones gemelares son dicigoticas, de las cuales el 70-80% son bicoriales y el 20-30% son
monocoriales. Ademas el aporte exdgeno de FSH en las TRA permite a varios foliculos madurar al
mismo tiempo. También los niveles de FSH elevados se asocian a un mayor riesgo de embarazo
gemelar. Este mecanismo explica que las etnias con FSH mayores (por ejemplo la etnia africana) y

las mujeres de mayor edad presenten mas embarazos gemelares.

Los gemelos presentan una tasa de mortalidad perinatal de 3 a 11 veces superior a la de los fetos

unicos debido a una mayor incidencia de prematuridad, defectos congénitos o retraso de crecimiento.

1.3.2. Riesgos asociados al embarazo multiple.

Prematuridad

Segun la Sociedad Espanola de Ginecologia y Obstetricia (SEGO) de forma genérica podemos
decir que el término "prematuridad" se acuid para los nifios que nacian con inmadurez de una o varias
de sus funciones que se traduce en la clinica en una dificultad para adaptarse a la vida extrauterina.
Segtin la Federacion Internacional de Ginecologia y Obstetricia (FIGO) y la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS), se denomina parto pretérmino al que tiene lugar entre la 22 y 37 semanas de
gestacion, es decir entre 154 y 258 dias. Las 22 semanas completas de gestacion suele corresponder
a fetos con 500 g. de peso, mientras que el limite superior que es antes de las 37 semanas completas

tiene un rango de peso mas amplio.

La prematuridad es la complicacion mas frecuente de las gestaciones multiples. Distintos estudios
estiman que entre un 39,5% y un 48,2% de ellas acaban en parto pretérmino (Huertas Fernandez. MA,

Gonzalez Bermejo Al 2010).

El ser humano est4 adaptado para una gestacion Unica, por lo que una gestacion gemelar supondra

un reto tanto a nivel fisiolégico como anatémico para la madre.
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La duracion media de la gestacion es menor cuanto mayor es el nimero de fetos. Cuando son dos
los fetos la edad gestacional media al parto es de 35 semanas. La incidencia de prematuridad es 7

veces mayor que en un embarazo Unico y afecto a la mitad de los gemelares.

La alta tasa de partos pretérmino se ve favorecida por el mayor volumen fetoplacentario. Ademas
la sobredistension uterina aumenta la dindmica uterina espontdnea y la rotura prematura de
membranas. A estos factores deberiamos anadir la finalizacion anticipada de la gestacion por

indicacion médica.
Discordancia ponderal y crecimiento intrauterino restringido (CIR)

Hasta la semana 32-33 de gestacion el aumento de peso en los gemelos es similar al de una
gestacion unica. Sin embargo, a partir de este momento se producen discordancias entre el peso de
los fetos tnicos y de los gemelares, que seran preocupantes si hay discordancia ponderal entre ambos
gemelos, pues se asocia a mortalidad perinatal y morbilidad neurolégica, aumentando el riesgo de
muerte intrattero proporcionalmente a la discordancia. La diferencia media entre un recién nacido

gemelo y uno de gestacion tinica es de 610 gramos.

Por otro lado el CIR se observa entre un 12-47% de las gestaciones gemelares frente a un 5-7% en
las unicas. Es la causa mas importante de morbimortalidad. El 50% de los gemelos tendran un peso

al nacer inferior al percentil 10.
Mortalidad perinatal

El 14% de la mortalidad perinatal es producida en gestaciones multiples. Principalmente las
monocoriales monoamnio6ticas (alrededor del 50%). Esto viene condicionado por la alta incidencia
de prematuridad, defectos congénitos, CIR, bajo peso, pero también influye la mayor frecuencia de

malformaciones fetales, patologia placentaria o traumatismo obstétrico.
Malformaciones congénitas

Las malformaciones del feto (estructurales y cromosdmicas) en gestaciones multiples son entre
1,5 y 3,5 veces superiores que en Unicas. Este aumento se debe en parte a la edad mas avanzada de
las mujeres. Las malformaciones pueden ser concordantes, de base genética, en cuyo caso afectan a
los dos fetos y tienen una frecuencia similar a la de la gestacion unica, o bien discordantes, de origen

ambiental, que afectan s6lo a uno de los dos fetos.
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Dentro de las malformaciones debidas a un factor genético encontramos el labio leporino, el
paladar hendido, la polidactilia y anomalias cromosémicas. Son un ejemplo de malformaciones
debidas a un factor ambiental las malformaciones neuroldgicas, urogenitales, esqueléticas y fetos

acardios.
Muerte intrautero de uno de los gemelos

A partir de la semana 22 de gestacion este hecho ocurre entre el 0,5 - 6,8% de las gestaciones
gemelares, con una incidencia 3 o 4 veces superior en gemelos monocoriales que en bicoriales y
aumenta con el nimero de fetos. Independientemente de la causa, la muerte intrattero de uno de los
dos gemelos expone al gemelo superviviente a un importante riesgo de muerte y de lesiones

neuroldgicas graves.
Hipertension y preeclampsia maternas

Existe una relacién directa entre el modo de concepcion y la hipertension gestacional y

preeclampsia en el embarazo gemelar. Son mas elevadas en gestaciones por reproduccion asistida.

En la mayoria de estudios se ha detectado un aumento significativo de la incidencia de la

preeclampsia respecto al embarazo Unico, con aparicion mas precoz y cuadro clinico més severo.

Morbilidad materna en embarazo gemelar

e Leve: ocasiona distension abdominal, absentismo laboral a causa de la permanencia del
neonato en Unidad Cuidados Intensivos (UCI) neonatal, distrés respiratorio y elevada B-hCG que se
asocia a mayor hiperemesis.

e  Moderada: elevada tasa de cesareas.

) Grave: la estancia en UCI es 7 veces mas frecuente.
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1.3.3. Consecuencias socio sanitarias.

El embarazo multiple es la causa mas comin de morbilidad y mortalidad asociada a la FIV. La
edad gestacional al nacimiento es aproximadamente 35 semanas para gemelos y 32 para triples, ello

supone una elevada tasa de embarazos pretérmino.

En Estados Unidos por ejemplo suponen el 13% de los nacimientos pretérmino antes de las 37
semanas de gestacion y el 25% de los nifios de muy bajo peso al nacer. Pero la elevada tasa de nacidos
pretérmino no solo compromete su supervivencia sino también el riesgo de discapacidad, lo que
incluye también problemas neuroldgicos. El riesgo de paralisis cerebral es significativamente mas
frecuente en nifos nacidos de gestaciones multiples debido a la prematuridad. Mientras que la
incidencia de paralisis cerebral en la poblacion general es de 2 por cada 1000 nacidos, se estima que

aumenta a 9, 31 y 111 por 1000 nacidos en gemelares, triples y cuaddruples respectivamente.

Los costes derivados de los embarazos multiples estan directamente relacionados con las

complicaciones médicas descritas anteriormente.

En un estudio realizado por Luke et al., en 2005 se analizo el coste de la asistencia sanitaria del
embarazo gemelar. Se analizaron 1486 gestaciones asistidas entre 1995 y 2002 en distintos hospitales
estadounidenses; la duracion media de la gestacion fue 35,4 semanas. El 25% de las mujeres
precisaron hospitalizacion preparto con una media de 4,7 dias y un coste de 7547 ddlares. La estancia
hospitalaria en el parto fue 5,7 dias con un coste de 10251 dolares. La hospitalizacién del recién

nacido oscil6 entre 12,4 y 14,6 dias, lo que supone un coste de 29797 y 37443 dolares respectivamente.

Cuando la edad gestacional era menor aumentaban significativamente los costes. Por ello podemos
decir que la gestacion multiple constituye la situacidon obstétrica que mas recursos socio sanitarios

consume.

Se estima que en Estados Unidos el coste sanitario de un neonato pretérmino es de 51600 dolares.
Incluyendo la etapa prenatal, perinatal, cuidados neonatales y costes de cuidados especiales de

atencion temprana hasta los 5 afios.
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1.4. Criterios de seleccion en Embriologia.

La eficiencia de las TRA es todavia baja y muchos de los embriones que se transfieren no llegan a
implantar. Por esa razon hay que elegir muy bien los embriones que van a ser transferidos. Para ello
hemos de valernos de criterios de seleccion embrionaria. La evaluacion de los embriones de forma
objetiva es una tarea dificil y precisa de la ayuda de criterios de seleccion desarrollados tras multiples
estudios realizados por grupos de interés de distintas sociedades cientificas desde hace décadas. Sin
embargo, ninguno de los criterios de los que disponemos hasta la fecha tiene un valor predictivo
elevado. Actualmente, la evaluacion de la calidad embrionaria se basa principalmente en criterios de
seleccion morfologicos que consisten en la valoracidon mediante microscopio invertido de los

embriones en unos momentos concretos de su desarrollo.

En los siguientes capitulos vamos a revisar los distintos criterios de seleccion de los que

disponemos actualmente dada la importancia del tema en esta tesis.

1.5. Criterios morfoldgicos de seleccion en Embriologia.

La evaluacion morfologica ha sido la primera herramienta usada por los embridlogos para

seleccionar el mejor embrion para transferir.

Los parametros clasicos se basan en el nimero de células y el grado de fragmentacion, pero
existen numerosas caracteristicas a examinar como la morfologia de los pronucleos, la division

temprana a dos células o la evaluacion del blastocisto.

En los siguientes apartados vamos a basarnos en la clasificacion propuesta por el grupo de interés
en calidad embrionaria de ASEBIR en 2008. Esta clasificacion fue creada para unificar criterios de

valoracién morfoldgica.
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1.5.1. Valoracién morfoldgica del ovocito.

El proceso de maduracion ovocitaria incluye cambios tanto a nivel citoplasmatico como nuclear
que ni siempre son sincrénicos ni ocurren con el mismo grado de maduracion. Los ovocitos con
maduracion nuclear en metafase Il (Figura 7) podrian presentar deficiencias en su maduracion

citoplasmatica que comprometerian el desarrollo adecuado del preembrion (Scott, 2003).

Figura 7. Ovocito en estadio madurativo de metafase II

El ovocito maduro puede presentar alteraciones o dimorfismos que nos permitirian realizar una
valoracion morfoldgica. Segun su localizacion, dichas alteraciones morfoldgicas se clasifican en

citoplasmaticas o extracitoplasmaticas.

Alteraciones morfoldgicas citoplasmaticas:

- Agrupacion de granulosidad localizada en el centro del ovocito (Figura 8).

Se trata de una alteracién frecuente del citoplasma del ovocito que podria describirse al
microscopio Optico como una masa individual y oscura con un contenido excesivo de granulos,

normalmente situada en la porcidn central del ovocito aunque también puede situarse en la periferia.
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Figura 8. Ovocitos con granulosidad central. Cuadernos ASEBIR.

- Agregacion de reticulo endoplasmatico liso (REL) (Figura 9A)

Visto al microscopio Optico, se trata de un tipo de inclusién citoplasmatica individual, de
dimensiones semejantes a un pronucleo. Es el resultado de una acumulacion masiva de saculos del

REL.

Figura 9. Diferencias entre Ovocito con REL y vacuola. A REL. B Vacuola.

- Vacuolas (Figura 9B)

Son un tipo de inclusiones citoplasmaticas rodeadas de membrana y llenas de fluido, claramente

distinguibles al microscopio. Su nimero y tamafio varia considerablemente entre ovocitos. Estas
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vacuolas podrian formarse espontdneamente o bien mediante una fusion de vesiculas preexistentes

derivadas de reticulo endoplasmatico liso o del aparato de Golgi.
- Inclusiones citoplasmaticas

Se incluyen diversos tipos de caracteristicas citoplasmaticas, consideradas como pequefas areas
de necrosis, las cuales incluirian cuerpos refringentes de ~10 pum de didmetro, compuestos de lipidos

y granulos densos que pueden agruparse o quedarse aislados.

Alteraciones morfoldgicas extracitoplasmaticas:

- Exudados en el espacio perivitelino

La presencia de granulosidad o detritus en el espacio perivitelino se considera una anomalia
extracitoplasmatica. Este detritus se ha relacionado con un deterioro de la zona pelicida interna y su
incremento podria afectar a la capacidad fecundante del ovocito tras la realizacion de FIV
convencional (Veeck, 1999). Este detritus podria ser un signo de “sobredosis” de gonadotropinas
empleadas en los ciclos de estimulacion ovarica, aunque su presencia no parece relacionarse con la
calidad embrionaria o las tasas de fecundacion, division, embarazo o implantacioén (Hassan-Ali et al.,
1998). Por tanto, este dimorfismo podria ser un fendmeno relacionado con la maduracion fisioldgica

del oocito (Balaban y Urman, 2006).
- Anomalias de la zona peltcida (Figura 10)

La zona pelucida sufre cambios en el grosor y en la apariencia de bicapa desde el momento de la
fecundacion hasta el dia 2 de cultivo. Pero otras anomalias como el contorno no circular,
abultamientos o septos, se mantienen a lo largo del desarrollo y pueden ser detectadas con mas

facilidad en el momento de la microinyeccion.
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Figura 10. Ovocitos con anomalias en la zona peltcida.

- Espacio perivitelino aumentado (Figura 11A)

Es un dimorfismo que se visualiza claramente al microscopio debido a un incremento del espacio

perivitelino, que hace que el ovocito quede “flotando” en el interior de la zona peltcida.

Figura 11. A Ovocito con espacio perivitelino aumentado. B Ovocito con CP gigante.

- Alteraciones del primer corpusculo polar (Figura 11B)

Parece ser que la morfologia del primer corpusculo polar (CP) cambia tras unas horas de cultivo
in vitro. De hecho, se ha detectado una correlacion positiva entre el porcentaje de fragmentacion del

CPy el tiempo transcurrido entre la denudacién y la ICSI (Ciotti et al., 2004).

Por otro lado, la variacion en el tamafio del CP puede ser tratada como una condicion anémala del
ovocito. El factor determinante es probablemente, la posicion del huso meidtico en relacion con la

superficie del ovocito. Estos ovocitos pueden dar lugar a alteraciones cromosdmicas.
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Valoracion del complejo ciimulo-corona radiata-ovocito

El grado de madurez del complejo ha sido utilizado como indicador de la madurez ovocitaria,
aunque la sincronia entre ambos es cuestionable. Esto puede ser debido a diferencias de sensibilidad
de las células del complejo cumulo-corona y del nicleo ovocitario a la maduracion inducida por las

gonadotropinas u otros factores foliculares (Balaban y Urman, 2006).

1.5.2. Valoracién morfoldgica del cigoto.

Habitualmente se ha considerado la visualizacion del estadio de cigoto como una herramienta util
solo para discernir fallos o alteraciones de la fecundacién. Sin embargo, el proceso de fecundacion

supone una serie ordenada de cambios morfoldgicos que afectan notablemente el aspecto celular.

Este hecho implica que la hora de observacion de los prontucleos es crucial para una valoracion
adecuada del cigoto. Margenes de tiempo inadecuados para valorar la fecundacién pueden conllevar
diferentes problemas como la modificacion en el tamafio de los precursores nucleolares, la variacion
del aspecto del citoplasma, la no visualizacion de los prontcleos o la alteracion de su tamafo y la

valoracion erronea de la yuxtaposicion pronuclear.

Los margenes horarios habituales en la observacion de los prontcleos oscilan entre las 16 y las 22
horas tras inseminacion mediante ICSI. Este margen podria provocar que en las observaciones
realizadas entre las 20 y las 22 horas se corriera el riesgo de desaparicion de los pronticleos o el
cambio en su tamano, por lo que se aconseja restringirlo a un rango preferente de 16 a 18 horas. Una

hora mas tarde si se trata de ovocitos inseminados mediante FIV convencional.

Los parametros evaluados en el cigoto son las diferentes alteraciones morfologicas y la division

temprana.

Alteraciones morfoldgicas:

- Corpusculos polares
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No existen evidencias de que el nimero de corpusculos polares pueda ser incluido en la valoracion
morfologica. Sin embargo, su valoracion es esencial a la hora de evaluar la ploidia conjuntamente

con el nimero de prontucleos.

La apariencia de los corpusculos polares suele hacer referencia a las alteraciones en el tamafio o

en la fragmentacion de los mismos.
- Numero pronuclear

La valoracion conjunta del niimero de pronticleos y el niimero de corpusculos polares son

esenciales para evaluar una fecundacion anomala (Figura 12 A 'y B).

Figura 12. A Cigoto con dos pronucleos (Fecundacion correcta). B Cigoto con tres prontcleos.

En cuanto al patrén nuclear no se ha encontrado consenso en la bibliografia cuando se trata de
relacionar los distintos patrones pronucleares con las tasas de implantacién, aunque hay tres
caracteristicas morfoldgicas que si parecen tener relacion con bajas tasas de implantacion o con mala

morfologia embrionaria:
- Un solo precursor nucleolar en un prontcleo.
- Pronucleos separados.

- Pronucleos de tamafio desigual.
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La distribucion de los precursores nucleolares dentro de los pronucleos ha sido durante mucho
tiempo un tema a debate del que derivaron distintas clasificaciones sin que finalmente, se llegase a
ver una correlacion clara con la calidad embrionaria. Entre los sistemas de clasificacion propuestos

destacan los de Tesarik y Greco, 1999, y Scott, 2000. (Figura 13).

Modelo 1
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Figura 13. Esquemas de gradacion pronuclear. A Propuesto por Tesarik y Greco, 1999. B Propuesto por Scott, 2000

- Halo citoplasmatico

Es la presencia de un area cortical mas clara que ocupa el citoplasma de forma total o parcial. Es
una caracteristica positiva, siempre y cuando no sea excesiva. Los cigotos con halo evolucionan hacia

embriones de mejor calidad que aquellos que no lo tienen.
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Divisién temprana

La observacion se realiza entre las 25 y las 27 horas postinseminacion. Son numerosos los estudios
que analizan este parametro, pero nunca por si solo, sino combinado con la morfologia del cigoto
(Chen y Kattera, 2006), la mononucleacion en dia 2 (Ciray et al., 2005) o la morfologia en dia 3 de
cultivo (Neuber et al., 2003).

En la mayoria de publicaciones se aconseja utilizar la division temprana como pardmetro

secundario, para decidir entre embriones de calidad similar.

1.5.3. Valoracion morfoldgica del embrion.

La valoracion del embrion en este estadio ha constituido tradicionalmente la base de la
determinacion de la calidad embrionaria. Sin embargo, es dificil valorar embriones de calidades

intermedias.

El intervalo de observacion recomendado es entre 44-47 horas post-inseminacion para dia 2 de

cultivo, y para dia 3 entre 67-71 horas postinseminacion (Figura 14).

Figura 14. De izquierda a derecha embriones en dia 2 y 3 de cultivo.
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Los parametros evaluados en dia 2 y 3 son los siguientes:
- Numero celular y ritmo de division

Con los estudios actuales es posible agrupar los embriones en funcion de la tasa de implantacion

segun el nimero de células observadas en dia 2, de mejor a peor tasa de implantacion:
- 4 células.
-2 0 5 células.
- 3 0 6 células.
- 1 o mas de 6 células.

Si bien no se encuentran diferencias evidentes entre 2 o 5 células, la presencia de 5 células tiende

a aportar mejor tasa de implantacion; situacion que se repite en el siguiente grupo, 3 o 6 células.

La valoracion del embrion en dia 3 es dependiente del ritmo de division entre el dia 2 y el 3, siendo
la mejor tasa de implantacion aquella que partiendo de un embrion en 4 células en dia 2 pasa a 7-8
células en dia 3 y la peor aquella en que se ha producido una unica division y el embridn se encuentra

en 5 células.
- Porcentaje y tipo de fragmentacion celular (Figura 15)

La presencia de fragmentacion es comun en los embriones humanos y no siempre se correlaciona
con una tasa de implantacion baja. Cuando el grado de fragmentacion es inferior al 20% la
implantaciéon no estd comprometida (Hardarson ef al., 2001; Van Royen et al., 1999; Ziebe et al.,

1997).

Ademas del porcentaje de fragmentos, también son importantes el tamafio y la distribucion de los
mismos. Cuando predominan los fragmentos de gran tamano repartidos por todo el embrion, que

pueden incluso confundirse con células, las posibilidades de implantacion son escasas.
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Figura 15. Embriones con grado de fragmentacion entre 11-25%.

- Desigualdad en el tamafio de las blastomeras

Cuando el cigoto realiza las primeras divisiones mitdticas sus células no siempre se dividen de
forma simétrica y sincronica. Un embridn con divisiones sincronicas y simétricas presentara 2, 4, 8 o
16 células de tamafio similar. La desigualdad de tamafio celular se asocia con una disminucion de la

capacidad de implantacion del embrion.

Un embridn de 4 células con division asimétrica es aquel en el que la diferencia entre el didmetro
de las blastomeras mayor y menor supera el 20% del didametro del menor, relaciondndose esta

desigualdad en el tamafio celular con una disminucion en el potencial implantatorio del embrion.

Cuando las divisiones celulares no son sincronicas, es decir, cuando los embriones no se
encuentran en 2, 4, 8 0 16 células, es evidente que coexisten células de dos ciclos celulares distintos.
Esto implica que cuando vemos embriones de 3, 5, 6, 7, 9 blastomeras debemos esperar ver dos
tamafios celulares diferentes (Scott, 2003). La desigualdad en el tamafio de las blastomeras no siempre

es sefal de mal prondstico (Figura 16).
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Equal Size Basiomernes Unequal 5ee Blasiomens

3-Cell Embryos

4-Cell Embryos

5-Call Embryos

6-Call Embryos

7-Cell Embryos

8-Cell Embryos

Figura 16. Relacion entre el tamafio de las blastomeras y el prondstico. En verde oscuro: embriones con buen

pronostico. En verde claro: embriones con mal pronostico. (ESHRE 2012).

En un embrion de 3 células, una de ellas debe corresponder a una blastémera de un embrién de 2
células que todavia no se ha dividido y que debe ser claramente mas grande que las otras 2 células, el

tamafio de las cuales ha de ser el esperado para las blastdmeras en estadio de 4 células.

Si la citocinesis ha sido simétrica, en un embrion de 5 células tres de ellas deberian tener el tamafio
del estadio de 4 células y dos el del estadio de 8 células. Es decir, lo esperable seria tener 3 células
grandes y 2 pequefias. Otras combinaciones de tamafos implican divisiones asimétricas con

distribucion anémala del citoplasma entre las dos células resultantes.
- Visualizacion de nucleos y grado de multinucleacion

La presencia de dos 0 mas nucleos o micronucleos en una célula tiene una correlacion directa con
un incremento en la tasa de anomalias cromosomicas embrionarias (Hardarson et al., 2001). La
presencia de blastdmeros multinucleados implica baja tasa de implantacion y aumento en la tasa de
aborto, aunque se han descrito nifios nacidos de embriones con blastdbmeras multinucleadas (Figura

17).
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Figura 17. Embriones multinucleados. Atlas of Human Embryology: from Oocytes to Preimplantation Embryos.

Magli et al., 2012.

- Anillo acitoplasmatico

Se caracteriza porque el citoplasma se muestra retraido dejando un anillo en la periferia de la

blastomera. Se relaciona con un proceso de lisis celular.
- Presencia de vacuolas

Se asocia con una disminucion del potencial de desarrollo. Sin embargo, no existen evidencias
bibliograficas que relacionen la cantidad de vacuolas, su tamafio o su distribucion con la tasa de
implantacion. Aunque parece que si el tamafio de las mismas es inferior a 5 pm de didmetro pueden

no comprometer el desarrollo del embrion.

- Zona pelucida

Las anormalidades en la zona pelicida se relacionan con baja tasa de implantacion, debido a la
falta de eclosion. Una zona pelicida sana es aquella con la silueta redonda, grosor aproximado de
17um, ausencia de doble capa por tabicacion de la zona interna, ausencia de abultamientos y aspecto

translacido.
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- Grado de compactacion/adhesion celular temprana

La compactacion temprana es un signo de activacidn embrionaria que conlleva contacto
intercelular, la formacion de uniones intercelulares y el inicio de la polarizacion embrionaria (Figura
18). Sin embargo, la bibliografia consultada no aporta datos suficientes para incluir este pardmetro
en la clasificacion embrionaria, posiblemente por estar muy influenciado por el protocolo y los

medios de cultivo utilizados.

Figura 18. De izquierda a derecha embrién compactado y embrion con signos de adhesion celular temprana. Atlas of

Human Embryology: from Oocytes to Preimplantation Embryos. Magli et al., 2012.

1.5.4. Valoracién morfoldgica en estadio de morula y blastocisto.

La transferencia en estadio de blastocisto estd asociada a elevadas tasas de implantacion, ya que
en algunos casos, podria permitir una mejor selecciéon embrionaria en la transferencia. El embrion en
estadio de blastocisto presenta una estructura compleja, debido al gran numero de células y a la

organizacion de las mismas.

El intervalo de observacion postinseminacion en dia 4, 5y 6 es de 94-98 horas, 112-120 horas y

163-140 horas postinseminacion.

Los parametros evaluados son la compactacion en moérula en dia 4 y la organizacion del blastocisto
en dia 5, el grado de expansion del blastocele, el grosor de la zona pelucida, el trofoectodermo, la
masa celular interna, presencia de vacuolas o focos degenerativos y presencia de células fuera del

trofoectodermo.
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Compactacion en morula

La compactacion celular es una caracteristica que presentan los embriones alrededor del dia 4 de
cultivo, aunque se inicia en los estadios cercanos a las 8 células. Visualmente se caracteriza por la
apariencia de una masa de células compactada (Figura 19). Esta compactacion se debe a las fuertes
uniones que se forman entre las células, impidiendo que se distingan los contornos de cada una
claramente. En esta situacion las células dejan de ser totipotentes, lo que corresponde a un embridén

ya especializado. Por lo tanto, la compactacion responde a un buen pronoéstico de desarrollo.

Figura 19. Embriones compactados en estadio de moérula.

Organizacion del blastocisto

Se considera que un embrion cultivado in vitro adquiere el estadio de blastocisto en dia 5 0 6. Los
embriones con un ritmo de desarrollo mas lento pueden llegar a este estadio en dia 7 o incluso 8, lo

que empeora el pronoéstico. En el blastocisto es preciso diferenciar: (Figura 20)
- Grado de expansion del blastocele

En el interior de la moérula comienza a acumularse liquido creando una cavidad conocida como

blastocele. El aumento del volumen del blastocele es un parametro dependiente del tiempo.
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En pocas horas el blastocisto es capaz de expandirse considerablemente, con el consiguiente
adelgazamiento de la zona pelucida. El alto grado de expansion del blastocele esta relacionado con

buenas tasas de implantacion.
- Zona pelucida

El grosor de la zona pelucida puede presentar grandes variaciones a lo largo del desarrollo del
blastocisto. A medida que se expande el blastocele se produce un afinamiento de la zona. Cuando el
blastocisto esta totalmente expandido el grosor de la zona es minimo para facilitar la eclosion con la

ruptura de la misma.
- Trofoectodermo

Esta estructura se caracteriza por presentar una monocapa de células cohesionadas que constituyen

la pared del blastocele o cavidad del blastocisto.

El ntimero, la forma y el grado de cohesion nos ayudaran a clasificar el blastocisto en las distintas

categorias:
- Epitelio homogéneo con células elipticas.
- Epitelio irregular.
- Epitelio irregular con células escasas.

Los blastocistos con trofoectodermos suboptimos presentan buenas tasas de implantacion siempre

que la masa celular interna tenga una morfologia normal.
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Zona pelGcids

Masa ceolulor interna

Figura 20. Morfologia del blastocisto.

- Masa celular interna (MCI)

Este es el parametro mas importante para definir las distintas categorias de blastocistos. La MCI
ha de tener una forma ovalada y sus células deben estar compactadas. El tamafio favorable varia entre

1.900 y 3.800 um?. Tamafios inferiores implicarian un menor potencial implantatorio.
- Presencia de vacuolas

Parametro indicativo de inicio de apoptosis, pero no hay referencias bibliograficas que lo
relacionen directamente con fallos de implantacion. La presencia de vacuolas es incompatible con
una buena morfologia del blastocisto y aquellos que las presenten quedaran relegados a la categoria

de embriones de peor pronostico.
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1.5.5. Morfocinética como herramienta de mejora de la valoracién morfoldgica.

La seleccion del mejor embrion a transferir puede ser una tarea muy complicada y subjetiva. Una
de las posibles aproximaciones para el aumento de la tasa de gestacion se asocia a la relacion existente
entre el desarrollo embrionario y la tasa de division. (McKiernan et al., 1994). La division es un
proceso dinamico en el que la morfologia puede cambiar significativamente en pocas horas. Mediante
la valoracion morfoldgica convencional muchos de esos cambios como la primera division no llegan

a visualizarse.

Uno de los parametros propuestos como marcador de calidad embrionaria es la division temprana.
Esta idea proviene de estudios en los que embriones que realizaban la primera division de forma

temprana tenian mayor tasa de gestacion e implantacion (Sakkas et al., 2001, Shoukir et al, 1997).

Otro estudio propone como parametro la reaparicion sincroénica de los nucleos en las dos

blastomeras formadas tras la primera division (Lemmen ef al., 2008, Wong et al., 2010).

Una monitorizacion externa realizada por EmbryoViewer (Unisense Fertilitech, Dinamarca)
usando un software de andlisis por imagen, encontrd tras anotar los tiempos de las divisiones
embrionarias seis parametros morfocinéticos relevantes. El momento en que se producia la division
a dos, tres, cuatro y cinco células se llamo t2 a t5 respectivamente. Otro de los pardmetros relevantes
es la duracion del segundo ciclo celular (cc2). Este se obtiene al restar el tiempo que tarda el embrion
en realizar la division a tres células menos el tiempo que tarda en realizar la division a dos células
(cc2=t3-t2). También importante es la segunda sincronia (s2). Es el paso de dos a cuatro células (s2=
t4-t3). De todos los parametros han adquirido mayor relevancia t5, cc2 y s2 por su correlacion con la

implantacion embrionaria. (Escrich et al., 2010).

La correlacion establecida entre la morfocinética y la implantacion embrionaria podria suponer el
punto de inicio para la construccion de un arbol de decisiones y asi mejorar la seleccion embrionaria.
Esta clasificacion jerarquica incluye seis categorias de la A a la F. La categorizacion comienza con
un screening morfologico para descartar los embriones no viables (Clase F). Posteriormente el
modelo excluye los embriones que cumplen alguno de los criterios de exclusion (Clase E). Los
siguientes niveles siguen una jerarquia estricta basada en las variables t5, cc2 y s2. Si el valor de t5
se da dentro del intervalo optimo de (48.8-56.6 h) el embrion serd de categoria A o B, que corresponde

a un buen embriodn. Si el valor cae fuera de ese intervalo el embrion serda C o D. Si s2 esta dentro del
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rango 6ptimo (<0.76 h) serd A o C dependiendo de t5. De la misma forma si s2 >0.76h el embrion
serd B o C dependiendo de t5. Finalmente, el embrion tendra un plus extra (+) si cc2<119h, es decir,

A+/B+/C+/D+ 0 un menos (-) si cc2>119h, A-/B-/C-/D- (Meseguer et al., 2011).

Por otro lado, no hay que olvidar la influencia que pueden ejercer distintos medios de cultivo
sobre esos tiempos, asi como la influencia propia del esperma sobre la duracion de la fase S del ciclo
celular (Eid et al,. 1994). Esto hara necesario la realizacion de un estudio de distintas marcas de medio

de cultivo para evaluar los efectos sobre dichos tiempos.

Otro de los puntos desventajoso es la permanente exposicion a la luz a la que se ven sometidos
dichos embriones. La valoracion mediante morfocinética emplea una pelicula cinematografica a
tiempo real creada a partir de instantaneas realizadas cada cinco minutos durante todo el desarrollo
del embrion hasta dia 5 conocida como 7Time lapse. La luz supone un estrés innatural que podria

afectar al desarrollo del embrion. (Nakahara et al., 2010).

La principal ventaja que aporta la morfocinética es la valoracion permanente de los embriones sin
necesidad de sacarlos del incubador durante todo el desarrollo. Ademads aporta otras importantes
ventajas como son la estabilidad ambiental, de suma importancia en el cultivo in vitro embrionario
ya que reduce significativamente el estrés. Esta estabilidad se refiere a la temperatura, CO,, y por
tanto el pH del medio en el que se encuentran. Otra de las ventajas es la reduccion de costes en medios
de cultivo y material fungible. Esto se debe a que al no ser necesario el cambio de placa para el
refrescado de medio de cultivo durante todo el desarrollo se produce un ahorro importante. Por otro
lado es importante mencionar que al limitarse a una la realizacion y cambio de placa de los embriones

se reduce el error humano.

La introduccion de la tecnologia time lapse ha supuesto una gran ayuda en cuanto a la valoracion
tiempo-dependiente de los embriones (Meseguer ef al., 2011). Sin embargo, en términos de tasa de
embarazo todavia no existen beneficios documentados en cuanto a la evaluacion mediante el empleo

de morfocinética (Kirkegaard et al., 2013).

Otros autores en estudios mas recientes concluyen que no hay todavia datos de calidad que

defiendan el uso de esta tecnologia (Kaser ef al., 2014).
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1.5.6. Problemas de los criterios de seleccion morfologicos.

A pesar de que la morfologia ha sido utilizada casi de forma exclusiva para la seleccion
embrionaria en los ultimos 30 afios, sigue resultando una técnica subjetiva. Nunca ha sido validada
como técnica y existen muchos casos en los que embriones catalogados como “de mala calidad” han
dado recién nacidos vivos sanos. En cuanto a la evaluacion de las divisiones poco mas se ha aportado

desde la publicacion de algunos articulos en los ochenta.

Los avances en los laboratorios de reproduccion asistida han permitido el crecimiento de
embriones hasta quinto o sexto dia de desarrollo y formar blastocistos, uno de los mayores indicadores
de viabilidad de todos los parametros morfologicos. Aunque la realidad es que actualmente la mayoria
de centros optan por transferir embriones en estadios mas tempranos. Segun el registro de la SEF
2012, el 67.4% de los centros de reproduccion asistida realizaron transferencia embrionaria en dia 3
de cultivo y cerca de un 24% en dia 5 o superior. El resto de transferencias son en dia 2 y dia

desconocido.

Ademas de la subjetividad, otro de los puntos débiles de la seleccion basada en criterios

morfoldgicos es que no aporta ningtin dato acerca de la fisiologia del embrion.

La precision de los criterios morfoldgicos menor a la deseada junto con el avance de las llamadas
Omicas (gendmica, protedmica, transcriptomica y Metabolomica) han supuesto nuevas estrategias

de seleccion embrionaria invasivas y no invasivas.

1.6. Criterios no morfoldgicos de seleccion en Embriologia.

Las limitaciones existentes en los sistemas de clasificacion actuales han provocado que los
distintos grupos de investigacion persigan tecnologias que ayuden a mejorar la capacidad de valorar
el potencial implantatorio del embrion y asi poder seleccionar el mejor embrion a transferir. Los
avances recientes en las tecnologias dmicas, asi como otras técnicas de andlisis no invasivo han

permitido investigar esas nuevas vias distintas a la morfologia para la seleccion embrionaria.
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1.6.1. Gendmica.

El Diagnoéstico Genético Preimplantacional (DGP) es el estudio de los embriones en estadios
tempranos de desarrollo con el fin de seleccionar y asi poder transferir un embrion sano. Existe una
clasificacion propia de la ESHRE en la que dividen los casos de DGP en dos categorias en funcion
del riesgo de los pacientes. El primer grupo incluiria a pacientes con alto riesgo de transmision de
enfermedades genéticas a los hijos, como son los desérdenes monogénicos, anormalidades
cromosdmicas, enfermedades ligadas al cromosoma X y enfermedades autosdémicas tanto dominantes
como recesivas. El segundo grupo incluiria a los pacientes con bajo riesgo de transmision o lo que
hoy dia conocemos como Screening Genético Preimplantacional (SGP), como son la seleccion de
sexo, los pacientes infértiles que se encuentran realizandose un ciclo de FIV y desean aumentar la
tasa de gestacion, pacientes con repetidos fallos de implantacion, edad materna avanzada, factor

masculino severo y aquellos con cariotipo normal pero abortos recurrentes.

Aproximadamente el 20% de todos los embarazos acaba en aborto. Un gran porcentaje de ellos
debido a aneuploidias que se relacionan con la edad materna elevada. El 57% de los cariotipos fetales
anormales pertenecen a mujeres menores de 35 afos frente a un 82% en mujeres mayores de 35
(Hogge et al., 2003) (Ljunger et al., 2005). Por este motivo parece ldgico el uso de SGP en pacientes

con edad materna elevada y fallos repetidos de FIV.

EL SGP es una técnica segura y eficiente de selecciéon embrionaria basada en la biopsia de una
blastomera del embrion en dia 3 postfecundacion o de un grupo de células del blastocisto en dia 5. A
pesar de ser un método invasivo, la biopsia embrionaria no supone un aumento de anormalidades
congénitas asociadas a la técnica. La biopsia de blastomeras tiene mayor impacto sobre el desarrollo
de los embriones que si se realiza en células del trofoectodermo. Hay estudios que consideran que el
potencial reproductivo se puede ver reducido a causa de la técnica incluso en un 39% debido a la

biopsia (Treff et al., 2011).

Muchos grupos han dejado de realizar las biopsias en dia 3 postfecundacion debido al mosaicismo.
Entre el 40%-60% de los embriones son mosaico lo que aumenta los casos de falsos positivos y falsos
negativos resultantes de SGP (Colls ef al., 2007; De Ugarte et al., 2008; Hanson et al., 2009). Una
alternativa para reducir los falsos positivos o negativos es biopsiar el corptisculo polar o células del

trofoectodermo. El problema de la biopsia de corpusculo polar es que nos proporciona informacion
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unicamente de la carga genética materna, mientras la biopsia de células del trofoectodermo nos da

informacion materna y paterna.

Otro de los factores a tener en cuenta es que los embriones en blastocisto presentan menos
mosaicismo que los embriones en dia 3 de desarrollo. Esto es debido seguramente a que el desarrollo
hasta blastocisto les permite corregir por si mismos las aneuploidias tempranas (Daphnis ef al., 2005)

(Baart et al, 2006) (Li et al., 2005).

El principal problema de biopsiar en estadio de blastocisto es la necesidad de criopreservar los
embriones hasta tener los resultados del andlisis y realizar posteriormente una descongelacion y
transferencia de los seleccionados. Por ello con el deseo de un analisis més rapido de células del
trofoectodermo aparece una metodologia que implica la PCR cuantitativa a tiempo real (RT- PCRq).
Esto permite obtener resultados sin necesidad de vitrificar. Sin embargo, la necesidad de evaluar los
genotipos parentales y la baja frecuencia de polimorfismos de un solo nucledtido o SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) en los que los padres son homocigoticos para los alelos contrarios dificulta
su aplicacion rutinaria. Existe un método en el que no existe necesidad de evaluar los loci
polimérficos (Treff ef al., 2012). En un estudio randomizado para determinar la eficacia de la qPCR
se estudiaron las células del trofoectodermo biopsiadas de pacientes de todas las edades con un ciclo
previo de fallo de implantacion de FIV y posterior transferencia de 1 o 2 embriones. En otro grupo se
transfirieron embriones sin analizar. Los resultados indicaron un aumento en la tasa de gestacion
clinica para el grupo de embriones analizados por qPCR y un descenso en la tasa de aborto (Scott et

al., 2010).

Para caracterizar los 24 cromosomas del genoma se puede emplear la hibridaciéon gendmica
comparada (CGH). En este método se marca el ADN de la blastomera biopsiada con un fluorocromo
(verde generalmente). El ADN de referencia (euploide) se marca con distinto color (rojo), se hibridan
y colocan en un cristal que porta los cromosomas en metafase. Cualquier diferencia de color indicara
ganancia o pérdida de material genético. Sin embargo, es un método laborioso e inapropiado para la
clinica diaria debido a que habitualmente con los protocolos estaindar de DGP realizados en las
clinicas se suele biopsiar el embrion en dia 3 de cultivo para tener resultados en dia 5 y poder transferir
los embriones sanos, con lo que los resultados no estarian a tiempo. La tinica solucion es congelar los
embriones hasta tener los resultados y realizar posteriormente un ciclo de criotransferencia (Wilton

etal,2001).
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Los arrays de CGH (aCGH) se basan en el mismo principio que la CGH pero en formato de
microarrays. En lugar de emplear como referencia metafases se usan fragmentos de acidos nucleicos
fijados en un cristal que cubren el genoma completo ya que cada fragmento cubre una region
cromosdmica diferente. La informacion escaneada mediante laser detecta las diferencias de color, que
marcan ganancias o pérdidas de material. Estos arrays son capaces de detectar diferencias numéricas
y desequilibrios en las células analizadas. Por esa razon pueden ser también aplicadas en la deteccion
de traslocaciones o microdeleciones. La principal ventaja que aportan los arrays CGH respecto a una
CGH normal es el ahorro de tiempo. Para realizar la hibridacion se necesitan 48 horas en la CGH
convencional y tan solo 3 horas con los arrays. Lo mismo sucede con el analisis de resultados,
pasando de 45 minutos por muestra a tan s6lo 5 minutos. Los primeros resultados de la aplicacion de
esta técnica de forma satisfactoria en el contexto de DGP son de 2008. El equipo de Hellani realizod
un estudio empleando un array de Agilent Technologies® para detectar aneuploidias en blastomeras
biopsiadas en dia 3 de cultivo procedentes de embriones de ocho pacientes que habian realizado ciclos
de FIV sin resultados. Aproximadamente el 60% de los embriones analizados tenian errores
cromosdmicos pero a pesar de ello seis de las pacientes tuvieron transferencia embrionaria de al

menos un embridn sano y cinco de ellas quedaron embarazadas.

Rara vez se ofrece un DGP a pacientes sin aparente riesgo de aneuploidias en sus embriones. Sin
embargo, un estudio de Yang et al., 2012 justifica el uso de DGP mediante arrays CGH para mejorar
los resultados en jovenes pacientes en su primer ciclo de FIV. La razén es promover la transferencia
unica embrionaria (SET) reduciendo el embarazo multiple y sus riesgos asociados. En este estudio,
el primer randomizado de array CGH, las blastomeras fueron biopsiadas en dia 5 de cultivo y se
empled el array CGH BlueGnome 24sure System®. El blastocisto euploide en cada caso fue
transferido en dia 6 de cultivo y se obtuvo, en comparacién con el grupo control, mayor tasa de éxito.
Esto se corresponde con otros estudios recientes en los que se ha observado que blastocistos de buena
calidad morfoldgica pertenecientes a pacientes jovenes de FIV son a menudo aneuploides (Fragouli
et al, 2011) (Alfarawati ef al, 2011). Otras de las ventajas que aporta la realizacion de esta técnica de
seleccion embrionaria, ademas de las que aporta la SET por si sola, es la reduccion de embriones que
son criopreservados innecesariamente y que probablemente fueran aneuploides. Supone también una
reduccion del tiempo hasta conseguir embarazo al no realizarse estas pacientes repetidas
transferencias de embriones congelados no viables, dando lugar también a un importante ahorro de

trastornos médicos y repercusiones psicologicas.
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Otro tipo de microarray que se emplea para analizar el genoma completo es el SNP array. Los
SNP representan a las variantes genéticas comunes encontradas en el genoma humano. Se han
identificado mas de diez millones en el genoma humano. Debido a su amplia distribucion, estos
polimorfismos se localizan en cualquier parte de la estructura de los genes y el genoma. Muchos
ocurren en regiones no codificantes y no causan un fenotipo clinico. Sin embargo, de forma colectiva,

contribuyen a las variaciones entre individuos y algunos estan asociados a enfermedades.

Para DGP los SNP arrays se emplean en la deteccion de aneuploidias cromosémicas mediante
cuatro estrategias distintas. La primera, desarrollada por Kearns et al, consiste en amplificar el
genoma completo a partir de células cromosdémicamente normales. Esto permite detectar la
aneuploidia a través del andlisis de las caracteristicas de los SNP de la misma forma que se haria con

una muestra de ADN. En la practica, esta estrategia es dificil de reproducir.

Una alternativa a este método, es la desarrollada por el equipo de Treff. Ellos proponen el empleo
de métodos estadisticos para examinar la distribucion del nimero de copias de todos los SNPs de un
cromosoma concreto (Treff e al., 2010). Hasta la fecha, esta estrategia no se ha utilizado en otras
plataformas de microarrays de SNP. Hay que tener en cuenta que la aplicacion clinica de microarrays
de SNP es dificil de compaginar con el trabajo diario. Su uso se convierte en un desafio cuando se
pretende realizar un screening embrionario para posteriormente realizar una transferencia en fresco
de los mismos. Esto ha hecho que la mayoria de grupos opten por métodos de PCR cuantitativa

mucho mas rapidos.

La tercera estrategia desarrollada por Rabinowitz ef al, 2012 se basa en el uso de algoritmos
bioinformaticos para mejorar el genotipado de SNPs en una Unica célula y detectar aneuploidias
identificando haplotipos especificos paternos. Sin embargo, los resultados son muy similares a los

proporcionados por otros métodos como la Hibridacion fluorescente in situ (FISH).

Y por ultimo, el Kariomapping, técnica que combina el analisis mendeliano con el genotipado de
alta densidad mediante SNPs. Consiste en un método universal de analisis de defectos génicos simples
(SGD) combinado con la deteccion de anormalidades citogenéticas que incluyen trisomias,
monosomias y deleciones (Handyside et al., 2010). Se emplean SNPs para identificar el origen
parental de cada loci afecto para cada embrion. Esto supone una ventaja de gran utilidad clinica sobre

otros métodos como la CGH o RealTime-PCR donde el origen parental de la mutacion no se
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determina. Aproximadamente se utilizan unos 300000 SNPs que cubririan cualquier SGD. Si el loci
afecto en el ADN del portador de la mutacién coincide con la seccion del ADN del embridn, el
embrion también sera portador del desorden génico. Si la seccion de ADN afecto no se ve en el

embrion este estara libre de la mutacion y podra ser transferido.

Los microarrays capaces de genotipar mas de un millén de SNPs constituyen una herramienta
rapida y coste-efectiva de genotipado para gran cantidad de muestras. Existen mas de cien métodos
distintos de genotipado para SNPs. La plataforma ideal para el genotipado deberia tener alta
capacidad a precio asequible, ser simple y robusta, con baja tasas de error y un sistema automatizado

de asignacion de alelos.

Figura 21. Microarray Genechip® (Affimetrix, CA, Estados Unidos)

Los mas conocidos son las sondas TagMan®, Genechip® (Figura 21), MassEXTEND® o los

Microspheres.

El anélisis del genoma completo muestra menor tasa de error que la FISH y mejora los resultados
en términos de tasa de embarazo (Scott ef a/, 2012). Pero es necesario saber diferenciar la informacion

que verdaderamente es util a nivel clinico de la que solo sirve para complicar el tratamiento.
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1.6.2. Protedmica.

La protedmica es una tecnologia prometedora para el desarrollo de un método no invasivo de

seleccion embrionario.

El proteoma es complejo y dindmico, con mas de un millon de moléculas cambiando
constantemente. Se conoce poco del proteoma embrionario a pesar de la tecnologia existente. El
estudio del proteoma humano puede proporcionarnos informaciéon de la fisiologia celular y de su
funcion. Ademas el andlisis del secretoma (proteinas producidas y secretadas por el propio embrion)
supone una aproximacion no invasiva (Katz-Jaffe et al., 2009) que nos ayudaria a comprender la
embriogénesis temprana y el papel del embrion en la implantacion. En fecundacion in vitro el
secretoma incluye las proteinas producidas y secretadas por el propio embrion al medio de cultivo

que le rodea.

Los primeros estudios del secretoma humano analizaron de forma individual proteinas y moléculas.
El factor 1-alquilglicerofosfocolina O-acetiltransferasa (PAF) fue una de las primeras moléculas
identificadas en el secretoma (O Neill et al., 2005). Esta producida por embriones mamiferos en

periodo preimplantatorio y actia como factor de supervivencia.

Mientras se estudiaba la relacion entre el endometrio y el embrion se vio que la leptina también
establece un didlogo con el endometrio materno y los receptores de la leptina durante la ventana de
implantacion. Los blastocistos competentes secretan una alta concentracion de leptina en el medio

que los rodea (Gonzalez et al., 2000) (Cervero et al., 2005).

Otro factor expresado por las células del epitelio endometrial es el Homeobox A10 (HOXA10) y
su regulacion es modulada por moléculas solubles desconocidas secretadas por el blastocisto (Sakkas

et al.,, 2003).

El antigeno de histocompatibilidad G (HLA-G) desempeia un papel importante en la interfase
materno-embrionaria durante la implantacion. Se detecta en el medio de cultivo embrionario
(Jurisicova et al., 1996) (Yao et al., 2005). Su presencia esta asociada al embarazo representando un
posible marcador no invasivo de implantacion embrionaria (Warner et al., 2008). Sin embargo, varios
estudios han observado que no existe correlacion entre la HLA-G y la morfologia (Noci et al., 2005)

y otro estudio mas reciente concluye que no detecta asociacion entre la expresion de HLA-G y las
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tasas de implantacion, pero si que existe un descenso en las tasas de aborto cuando los embriones se
seleccionaron morfoldégicamente junto con los niveles de HLA-G respecto a los casos en los que los

embriones se seleccionaron unicamente por criterios morfologicos (Kotze et al., 2010).

Con los recientes avances en protedmica y la mejora de la sensibilidad de las técnicas han
aumentado las investigaciones del secretoma humano. Los microarrays de proteinas se han usado
para caracterizar el secretoma. En un estudio retrospectivo de Dominguez et al., 2008 se compararon
dos medios de cultivo diferentes. Uno de los medios pertenecia a blastocistos que implantaron y el
otro a los que no implantaron en ciclos de fecundacion in vitro con transferencias embrionarias unicas.
Un aumento en la expresion de Factor de necrosis tumoral (TNF) e interleukina 10 (IL-10), un
descenso de Mouse Sp (MSPa), Complejo S-box (SCF), quimiocina CXC ligando13 (CXCL13),
Inductor de apoptosis relacionado con TNF ligando receptor 3 (TRAILR3) y Proteina inflamatoria de
macrofagos (MIP 1) se observo en el medio de embriones que implantaron. CXCL13 y factor
estimulante de colonias de granulocitos y macrofago (GM-CSF) (promotor del desarrollo
embrionario y de la implantacion (Robertson et al., 2007)) indicaban un consumo de esas proteinas

por parte del blastocisto.

1.6.3. Transcriptomica.

La transcriptémica estudia y compara transcriptomas, es decir, los conjuntos de ARN mensajeros

o transcritos presentes en una célula, tejido u organismo.

Puede ser usada para varias aplicaciones relevantes en FIV. Desde una perspectiva analitica
permite la comparacion de diferentes estadios embrionarios. Desde una perspectiva clinica la
identificacion de embriones no deletéreos a nivel alélico o biomarcadores predictivos de implantacion.
El objetivo de muchos estudios de transcriptomica es identificar biomarcadores que se correlacionen

con la fisiologia, tales como el potencial del blastocisto.

La tecnologia actual es mas sensible para la caracterizaciéon de todo el ARN de la célula
(transcriptoma) que para el contenido proteico. Los perfiles de expresion de ARN procedentes de

blastomeras biopsiadas podrian usarse para un screening preimplantacional.
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Niveles de transcritos de ciertos genes de células del cimulo se han visto asociados a la calidad

embrionaria (Cillo et al, 2007) y al embarazo (Assou et al, 2008) (Assidi et al, 2011).

El ADN complementario (cADN) puede ser amplificado de una blastomera para estudiar el
transcriptoma de esa célula por microarrays (Kurimoto et al, 2007) por lo que el screening de

blastocistos por microarrays es viable.

Por otro lado se ha visto que los ovocitos producidos de forma natural tienen una composicion
distinta a nivel de transcritos que los producidos por FIV. Lo que sugiere que los transcritos pueden
variar y que es probable que algunos ovocitos tengan un perfil de expresion de ARN mas proximo al
natural. Por ello y aunque todavia existen ciertas limitaciones a la hora de identificar todas las
moléculas del ARN de una célula, se postula que sera posible distinguir el perfil transcrito de las
células del ovocito con alta probabilidad de embarazo respecto de los de baja probabilidad (Uyar et

al., 2013).

En el momento de decumular los ovocitos tras su captacion se puede realizar el analisis de las
células del cumulo. Estas células han compartido microambiente con el ovocito por lo que la huella
de ese microambiente folicular persistira en su transcriptoma. Por lo tanto, basandose en el
transcriptoma seria posible identificar ovocitos con alto riesgo de anomalias cromosOmicas y asi

disminuir el nimero de abortos espontaneos y sindromes aneuploides (Bruce, C. Uyar, A. (2013).

Finalmente, hay que recordar que la fisiologia de una célula es resultado de la estructura y funcion
de sus proteinas, y mas indirectamente de su ARN. Pero a pesar de ello la transcriptdmica es una
técnica prometedora para entender el desarrollo y la valoracion embrionaria (Bruce, C. Uyar, A.

(2013).

1.6.4. Actividad mitocondrial y anélisis de la respiracion.

Los ovocitos estan enriquecidos en mitocondrias en comparacion con otras células del cuerpo. Las
mitocondrias contienen su propio genoma y se transmiten exclusivamente a través de la linea
germinal femenina siendo su genoma muy susceptible a radicales libres. EI ADN mitocondrial
(mtADN) se localiza en el interior de la organela y cuando se generan radicales libres promueve

mutaciones en el ADN y genera mas mtADN dafiado creando un circulo vicioso y acabando en muerte
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celular. Esta acumulacion de mtADN dafiado durante la profase I proporciona una explicacion
convincente de los cambios ovocitarios relacionados con la edad. Los ovocitos con poco mtADN
muestran un desarrollo pobre y se relacionan con la baja reserva ovarica. Las mutaciones del mtADN
aumentan con la edad por lo que la edad avanzada reduce la capacidad mitocondrial para producir

ATP, que es la principal funcién mitocondrial, y asi la calidad del embridon también se vera afectada.

La medicion del consumo de oxigeno podria evaluar de forma mas directa y no invasiva la funcién
mitocondrial. Las primeras mediciones de consumo de oxigeno en ovocitos y embriones de
mamiferos fueron realizadas en los afios cuarenta. La técnica demostrd que los grupos de blastocistos
consumian mdas oxigeno que los embriones en estadios mdas primitivos. Més tarde un estudio de
Balaban et al demostré que el 50-70% del oxigeno consumido por el blastocisto deriva de la
fosforilacion oxidativa para generar ATP. Queda demostrado que los embriones sanos y en estadio de

blastocisto consumen mas oxigeno que aquellos bloqueados y abocados a la muerte celular.

En las etapas iniciales de muerte celular se dan cambios en las mitocondrias. El consumo de
oxigeno puede indicar alteracion en las mitocondrias y bajada en la competencia. Por lo tanto, la
medicion de oxigeno para evaluar la salud mitocondrial y la produccion de ATP estd directamente

relacionada y determina de forma directa la competencia del ovocito y del embrion preimplantacional.

1.6.5. Analisis de carbohidratos.

La investigacion de los carbohidratos en Embriologia se ha centrado principalmente en el analisis
del consumo de piruvato y glucosa y la produccion de lactato. En 1989 Hardy et al/ describieron un
alto consumo de piruvato en aquellos embriones que se desarrollan hasta blastocisto.
Consecuentemente Conaghan et al, 1993 midieron el consumo de piruvato y lo relacionaron con la
implantacion y el embarazo clinico. Su estudio demostré6 que la implantacion embrionaria tras
transferencia en dia 2 y 3 de cultivo era inversamente proporcional al consumo de piruvato en
embriones de 2 a 8 células. Aunque estos hallazgos eran contrarios a los estudios iniciales parece que
esa diferencia se debe a los resultados evaluados; la formacion de blastocistos en uno de los estudios

y la implantacion en el otro.

-51 -



Introduccion.

Gardner ef a/ 2001 investigaron también el metabolismo del piruvato en relacion con la formacion
de blastocistos. Ellos sugieren que el consumo de piruvato en dia 4 es significativamente mas alto en
embriones que forman blastocistos frente a los embriones que no los forman. Estos resultados se

correlacionan con los estudios iniciales.

Otro de los aspectos fundamentales del metabolismo de los carbohidratos es el consumo de glucosa,
reflejo de la actividad glucolitica. Se postula que el consumo de glucosa refleja el potencial de
desarrollo del embrion. La mayoria de estudios que han analizado el consumo de piruvato también lo
han hecho de glucosa simultaneamente. De acuerdo con los primeros hallazgos, desde dia 2 a 4, el
consumo de glucosa y conversion en lactato por el embrion que se desarrolla hasta blastocisto es

igual al de los embriones que se detienen.

Sin embargo, otros grupos como el de Gardner si que ven un aumento en el consumo de glucosa
en dia 4 y como consecuencia se produce la formacion de blastocistos. Hay que tener en cuenta que
la composicion de los medios de cultivo utilizada en ambos estudios es distinta, lo que podria afectar

al consumo de nutrientes y a la produccion de metabolitos por parte del embrion.

Este factor, junto con otras variables relacionadas con el cultivo embrionario posiblemente
justifiquen estos resultados contradictorios. En general, el metabolismo de los carbohidratos durante
el periodo preimplantacional podria darnos informacion util sobre el potencial de desarrollo de un
embrion pero nunca solo como biomarcador de seleccion embrionaria, sino acompainado de los

actuales criterios morfoldgicos.

1.6.6. Recambio de Aminoacidos.

El aumento en la tasa de formacion de blastocistos se consigui6 principalmente al afiadir al medio
de cultivo aminoacidos esenciales y no esenciales. Consecuentemente, el consumo o la produccion
de ciertos aminoacidos se convirtieron en objeto de estudio para la busqueda de patrones especificos

que se relacionaran con la formacidn de blastocistos.

Usando HPLC el equipo de Houghton examinoé un total de 18 aminodcidos en diferentes etapas
del desarrollo y demostraron que embriones que forman blastocistos reflejan un perfil aminoacidico

diferente que aquellos embriones que se detienen. Concretamente, bajo consumo de glutamina,
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arginina y metionina y baja produccion de alanina y asparragina en embriones de dia 2 y 3 en relacion
a la formacion de blastocisto. En el mismo estudio en embriones en 8 células y morula se encontrd
correlacion entre desarrollo a blastocisto y bajo consumo de serina y baja produccion de alanina y
glicina (Houghton et al., 2002). Ademas el recambio aminoacidico, obtenido al sumar la produccion
y el consumo de aminoécidos, es bajo en embriones que progresan frente a los que se detienen siendo

coherente con la hipotesis de “quite metabolism ™ propuesta por Leese en 2002.

En un estudio posterior del mismo grupo, se correlaciond el recambio aminoacidico con la
implantacion y el embarazo cuando los embriones se seleccionaban de acuerdo a los criterios
morfoldgicos en dia dos de cultivo. Un descenso en los niveles de glicina y leucina, y un aumento en
los de asparragina en el medio de cultivo se asociaron al embarazo clinico y la tasa de recién nacido

vivo.

A dia de hoy no existe plataforma émica con valor predictivo real en clinica o validada de forma
prospectiva que sea mejor que los criterios morfolégicos. Sin embargo, la combinacion de estas

tecnologias junto con la morfologia puede aportar grandes avances en la selecciéon embrionaria.

1.6.7. Metabolomica.

Desde principios de la década de los noventa ha ido emergiendo con fuerza la Metabolémica. Esta
ciencia estudia el conjunto de metabolitos presentes en un sistema bioldgico, en particular en
biofluidos como orina, sangre, el fluido cerebroespinal, la saliva o incluso en tejidos o cultivos
celulares. Uno de los padres de la Metabolomica el Dr. Jeremy Nicholson, acufi¢ el término
Metabonomica, definiéndolo como la medida cuantitativa y multiparamétrica de la respuesta de un

ser vivo a un estimulo fisiopatolégico o a una modificacion genética (Nicholson, 2008).

Los metabolitos son moléculas de bajo y medio peso molecular (< 1.500 Dalton) que intervienen
en los procesos celulares y aportan informacioén de como esta funcionando el metabolismo en un ser
vivo. La ausencia o presencia de algunos de estos metabolitos, asi como su concentracion, puede ser

un indicador de enfermedad o de factores de predisposicion a ella.

La Metaboldmica pretende obtener de manera simultanea y global, los perfiles correspondientes a

multiples concentraciones de metabolitos y sus fluctuaciones. Sin embargo, medir el metaboloma es
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un reto analitico debido a la complejidad quimica y heterogénea de algunos metabolitos, la matriz en
la que se encuentran, su naturaleza labil y la falta de técnicas automatizadas que permitan medir gran

numero de moléculas de naturaleza desconocida.

La primera aproximacion consiste por tanto en la medida de la huella metabdlica en un entorno
biologico determinado. Normalmente dispondremos de un espectro de picos obtenido por RMN. El
objetivo es comparar los espectros de distintas muestras aplicando métodos de reconocimiento de
patrones, sin necesidad de conocer la naturaleza de los picos de los espectros y por lo tanto de los
metabolitos involucrados. De esta forma veriamos como se agrupan las muestras, y nos permitiria

separar individuos o muestras, y al mismo tiempo podriamos definir grupos.

Una vez hemos clasificado las muestras hay que averiguar cuales son las regiones del espectro
que provocan dicha agrupacién. Si somos capaces de asociarlas a determinados metabolitos,

estaremos identificando los biomarcadores que intervienen en el proceso.

La segunda aproximacion utilizada es el perfilado metabolomico, que consiste en seleccionar, a
priori, el conjunto de metabolitos con los que queremos trabajar, en general los relacionados con una
determinada ruta, y analizar cémo evoluciona. Esta aproximacion se denomina metabolic targeting,
y se suele aplicar cuando tenemos bien definido el experimento y conocemos los marcadores

involucrados en el proceso que estudiamos.

1.7. Metabolomica y Medicina.

La Metabolomica se ha postulado en los ultimos afios como una herramienta atractiva para la
deteccion, caracterizacion y estudio de numerosas enfermedades. Los estudios metabolomicos son
cada vez mas utilizados en la evaluacién de toxicidad de nuevos farmacos, en el seguimiento de
pacientes sometidos a nuevas estrategias terapéuticas, en la deteccion de marcadores y de perfiles
diferenciales tanto en el diagndstico como en la evaluacion de riesgos en distintas enfermedades. El
creciente interés en la Metabolomica en la investigacion de nuevos biomarcadores de apoyo clinico
se refleja en el creciente nimero de publicaciones. El entusiasmo generado por la Metabolomica se
deriva del hecho de que proporciona una vision instantdnea de la fisiologia y fisiopatologia de un

organo, tejido, células o fluidos. El metaboloma se encuentra mucho mas cerca del fenotipo que el
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genoma, el transcriptoma o el proteoma. Los metabolitos estan relacionados mas directamente a las

respuestas funcionales de la célula que los niveles de proteina o mRNA.

Se ha estimado que el metaboloma humano contiene alrededor de 8000 metabolitos enddgenos
incluyendo aquellos producidos por enzimas codificados en el genoma y los derivados de la flora
intestinal. Desafortunadamente, estos metabolitos son muchos y muy diversos. Aunque el objetivo
sea detectar todos los metabolitos presentes en una muestra, esto no es posible por el amplio espectro
de concentraciones de los metabolitos y su gran diversidad en propiedades quimicas. El resultado de
un estudio metaboldmico depende mucho o del proceso de extraccion de los distintos componentes o

de la abundancia natural de los metabolitos determinados.

La Metabolomica es una técnica que proviene del mundo farmacéutico, donde tradicionalmente se
ha empleado para evaluar los perfiles farmacocinéticos/farmacodinamicos de compuestos en
desarrollo en modelos animales. Esta aplicacion, vigente hoy dia, aporta una informacion
fundamental en las fases de desarrollo preclinico, fundamentalmente en lo que se refiere a los
productos resultantes de la degradacion metabdlica de los farmacos en el organismo. En los tltimos
afios, los avances en el desarrollo de hardware, y el incremento de la sensibilidad de los equipos
empleados, han permitido extender su aplicacion al analisis de biofluidos animales/humanos (suero,
sangre, orina, etc.) para todo tipo de aplicaciones clinicas. En la actualidad, se considera que es una
de las técnicas que mejor refleja el estado fisioldgico del individuo, lo que permite el estudio de
cambios dindmicos en los organismos (presencia/ausencia de enfermedad, evolucion del paciente,

etc.).

Entre las aplicaciones actuales de la metabolica podemos encontrar la aplicacion de la misma en
las distintas etapas en el desarrollo de nuevos farmacos. También tiene un enorme potencial en la
monitorizacion de intervenciones nutricionales, a partir de la medida del cambio provocado por un
determinado alimento sobre determinados grupos de metabolitos. Ademas se ha visto su eficacia en

la monitorizacion de los trasplantes de 6rganos (Li, 2013).

Un ambito de aplicacion emergente es el diagnostico de enfermedades, especialmente en céncer,
enfermedades neuroldgicas y metabolicas, asi como en la medicina personalizada. Actualmente,
cuando elegimos un tratamiento para una persona enferma, conocemos muy poco sobre su fenotipo

(1 P4

y sobre las reacciones frente al tratamiento elegido. El uso de las tecnologias "0micas™ como base

-55-



Introduccion.

instrumental que sirva de impulso a la introduccién de la medicina personalizada basada en perfiles

especificos de los individuos constituye una prioridad tematica.

El conocimiento de las variables metaboldmicas deberia servir para predecir la reaccion de un ser
vivo a la administracion de los medicamentos o nutrientes, de tal manera que el tratamiento podria
adaptarse a cada individuo, eligiendo el mejor principio activo y dosis para este

(Farmacometabolomica).

1.7.1. Plataformas analiticas.

Para analizar el perfil metabolico de un sistema bioldgico se necesita tecnologia especifica. Esta
tecnologia incluye herramientas como la Resonancia Magnética Nuclear (RMN), la Espectrometria

de Masas (MS) o la Espectroscopia Vibracional.

La MS permite separar distintos metabolitos por su masa con gran precision. Para ello, es necesario
adaptar el proceso de preparacion de muestra a los metabolitos que se pretende detectar mediante
distintos protocolos de extraccion y el uso de distintas columnas de cromatografia liquida (LC). Sus
ventajas incluyen una alta sensibilidad (concentraciones nanomolares o inferiores) y la posibilidad de
generar perfiles de miles de sefiales de los metabolitos en menos de 30 minutos por muestra. Las
limitaciones de la técnica incluyen un proceso de preparacion de muestra elaborado y dirigido a los
metabolitos concretos a detectar y posibles dificultades en la cuantificacion debido a las variaciones
en la eficiencia de ionizacidn. Estas limitaciones no afectan a la gran potencia de la LC-MS como
técnica metabolomica. De hecho, la LC-MS no tiene rival en la caracterizacién de un grupo de
metabolitos de alta relevancia como son los lipidos. Todo ello hace a la LC-MS ideal para los estudios
metabolomicos dirigidos en los que se pretende estudiar grupos de metabolitos muy concretos para

confirmar hipdtesis mecanisticas y validar posibles biomarcadores.

Son técnicas altamente eficientes en la deteccidon y cuantificacion de metabolitos de bajo peso
molecular. Sin embargo todas las técnicas cromatograficas consumen parte de la muestra. Son
técnicas relativamente lentas, poco reproducibles y poco versatiles con identificacion dificultosa de
nuevos compuestos. Existen ademas ciertas limitaciones en la falta de estandarizacion de los métodos

entre las diferentes plataformas y fabricantes, poca robustez y un tratamiento de muestra tedioso.
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Otro grupo de técnicas analiticas son las incluidas en el grupo de la espectroscopia vibracional:
Infraroja (IR) y Raman. Se basan en la absorcion de energia y la vibracion de los enlaces quimicos

de las moléculas al exponer una muestra a una radiacion electromagnética.

La espectroscopia Raman mide la dispersion de la radiacion electromagnética por las moléculas
que vibran por el efecto de la exposicion a longitudes de onda corta. La espectroscopia Raman, con
un elevado coste econdmico, tiene la ventaja de que no sufre interferencias a causa del agua y por

ello permite medir directamente fluidos biologicos.

Por otro lado, la IR es el resultado de la absorcion de radiacion electromagnética cuando la muestra
es sometida a radiacion IR. Esta espectroscopia se divide en funcion de la longitud de onda utilizada
en NIR (infrarroja cercana) y FT-IR. La NIR ha sido una de las més utilizadas para analizar el medio
de cultivo. Su principal ventaja es la cuantificacion con alta sensibilidad. No permite la identificacién
de metabolitos sino que compara perfiles metabdlicos. En cambio la FT-IR tiene baja sensibilidad y

es poco selectiva en comparacion con MS.

1.7.2. Resonancia Magnética Nuclear.

La RMN es un método relativamente moderno en comparacion con otras espectroscopias pues
data de 1946, afio en el que Purcell de la Universidad de Harvard y Bloch y Packard de la Universidad
de Stanford obtuvieron los primeros resultados y elaboraron la teoria. El primer espectro con sefales
separadas para una molécula organica se obtuvo en 1951. Desde entonces esta técnica no ha dejado

de desarrollarse y convertirse en una herramienta analitica indispensable para la Medicina.

La RMN permite detectar un amplio numero de metabolitos si se encuentran en suficiente
abundancia natural y contienen atomos de hidrégeno. Entre sus ventajas destacan la alta
reproducibilidad, la eficiencia de muestreo (10-15 minutos de medida por muestra), la poca
preparacion de muestra necesaria y su caracter no destructivo. Como desventajas, incluye la baja
sensibilidad (limite de deteccion en el orden de milimolar), el alto grado de solapamiento de sus
sefiales incluso a alto campo, y la falta de bases de datos sistematizadas que permitan la identificacion
univoca de las sefiales. A pesar de ello, sus ventajas hacen de la RMN una técnica inigualable para el

estudio de grandes series de muestras, estudios epidemiologicos, y deteccion de huellas metabolicas
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con valor clasificatorio, diagnéstico, prondstico o predictivo. Por otra parte, su caracter no destructivo
permite que la muestra sea utilizada posteriormente para la realizacion de otros analisis. Todas estas
caracteristicas hacen de la RMN una técnica ideal para el estudio de la Metabolomica y la busqueda
de perfiles metabolicos diferenciales entre grupos con el objetivo de identificar posibles

biomarcadores y establecer nuevas hipdtesis.

1.7.2.1. Fundamentos fisicos de RMN.

La resonancia es un fenomeno fisico basado en las propiedades de los nucleos atomicos. Un dtomo
consta de un nicleo rodeado por electrones, los cuales presentan dos movimientos, el orbital alrededor
del nucleo y el espin sobre si mismo. Estos dos movimientos forman el momento angular. El
movimiento orbital de las cargas dentro del ntcleo es equivalente a una pequena corriente eléctrica
que genera un campo magnético. A este efecto se suma el aportado por el espin. Cuando los nicleos
se colocan en un campo magnético externo, la rotacion se convierte en una precesion (movimiento

que describe un cono de giro) alrededor del campo magnético externo (Figura 22).

« Magnetic field

ON

Spinning charged
partcle

Figura 22. Movimientos orbital, espin y de precesion. Adaptado de http://la-mecanica-cuantica.blogspot.com
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La RMN puede utilizarse s6lo para estudiar nucleos atomicos con un niimero impar de protones
o neutrones (o de ambos). Esta situacion se da en los atomos de 1H, 13C, 19F y 31P. Este tipo de
nucleos son magnéticamente activos, es decir poseen espin, igual que los electrones, ya que los
nucleos tienen carga positiva y realizan un movimiento de rotacion sobre un eje que hace que se
comporten como si fueran pequefios imanes. En ausencia de campo magnético, los espines nucleares
se orientan al azar. Sin embargo cuando una muestra se coloca en un campo magnético, tal y como se
muestra en la Figura 23, los nticleos con espin positivo se orientan en la misma direccion del campo
o en orientacion paralela, en un estado de minima energia denominado estado de espin o, mientras
que los nucleos con espin negativo se orientan en direccion opuesta a la del campo magnético o

antiparalela, en un estado de mayor energia denominado estado de espin .

4 _/.-/
e, |
°Te” - ,

Figura 23. Estados de espin. Adaptado de http:/www.sinorg.uji.es/

La diferencia de energia entre los dos estados de espin a y B, depende de la fuerza del campo
magnético aplicado. Cuanto mayor sea el campo magnético, mayor diferencia energética habra entre

los dos estados de espin.

Cuando una muestra que contiene un compuesto organico es irradiada brevemente con energia
electromagnética, los nticleos en el estado de espin a o de baja energia son promovidos al estado de
espin B o de alta energia y viceversa. Para conseguir el paso de un nivel de energia a uno excitado se
necesitan ondas de radiofrecuencia de baja intensidad. Esto convierte a la resonancia en una técnica

inocua para su uso en organismos vivos.

Tras cesar el pulso, los espines nucleares vuelven a su estado de equilibrio y emiten sefiales cuya

frecuencia depende de la diferencia de energia entre los estados de espin a y 3. Esta relajacion ocurre
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mediante el movimiento de precesion en torno al campo magnético principal que genera una corriente
oscilante en una bobina receptora. A medida que los nucleos regresan a la situacion de equilibrio la
sefial disminuye hasta hacerse cero. Esta caida de la sefial se conoce como caida libre de la induccion
(Free Induction Decay) (FID) y da lugar a la sefial de RMN. La FID es una onda dependiente del
tiempo que puede convertirse en un espectro de sefiales en funcion de su frecuencia, utilizando una
funcion matematica conocida como Transformada de Fourier (FT). El espectrometro las transforma
y registra como una grafica de frecuencias frente a intensidad, que es el llamado espectro de RMN

(Figura 24).

Senal Espectro
detectada RMN

(T TYTro— Procesado

> l

Figura 24. Proceso de formacion del espectro. Aplicacion de la FT para pasar de FID al espectro de RMN. Adaptado
de http://desoft03.usc.es/rmnweb/rmnespect.html#spect4d

1.7.2.2. El espectrometro de RMN.

El espectrometro de RMN tal y como se observa en la figura 25 consta de cuatro partes:
1. Un imén estable, con un controlador que produce un campo magnético preciso.

2. Un transmisor de radiofrecuencias, capaz de emitir frecuencias precisas.

3. Un detector para medir la absorcion de energia de radiofrecuencia de la muestra.

4. Un ordenador y un registrador para realizar las graficas que constituyen el espectro de RMN.
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Figura 25. Esquema de espectrometro de RMN. Adaptado de http://www.sinorg.uji.es/

1.7.2.3. Resonancia Magnética Nuclear de 'H. Apantallamiento por los electrones.

Los nucleos, como pueden ser los protones o los carbonos que forman las moléculas organicas, no
se encuentran aislados sino que estan rodeados de electrones que los protegen parcialmente del campo
magnético externo al que se ven sometidos. Los electrones se mueven generando un pequefio campo
magnético inducido que se opone al campo magnético externo. El resultado de este hecho es que el
campo magnético que realmente llega al nticleo es mas débil que el campo externo, por tanto, se dice
que el nucleo estd apantallado. Este apantallamiento es muy importante desde el punto de vista
experimental ya que el campo magnético efectivo que experimenta un proton dentro de una molécula
es siempre menor que el campo externo, y por lo tanto, para que el ntcleo entre en resonancia dicho
campo externo debe ser mayor. Los efectos de apantallamiento de las nubes electronicas que rodean
a cada proton son diferentes, lo que provoca diferentes frecuencias de emision. El resultado es un
espectro de diversas frecuencias donde cada conjunto de nucleos especificos da origen a una sefial
unica de RMN. Asi pues, un espectro de RMN es una grafica de la intensidad de sefial en funcion de

la frecuencia de la energia electromagnética que liberan los nucleos de una muestra.

Las variaciones en las frecuencias de absorcion de RMN, que tienen lugar debido al distinto

apantallamiento de los nucleos, reciben el nombre de desplazamientos quimicos. En RMN de alta
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resolucion el desplazamiento quimico es un parametro relevante. Dicha técnica ofrece elevada
sensibilidad debido a la alta resolucion. Un método mas exacto para expresar desplazamientos
quimicos es determinar el valor respecto a un compuesto de referencia que se afiade a la muestra. El
compuesto de referencia mas comun en resonancia magnética nuclear es el tetrametilsilano (TMS,

(CH3)4S1).

En las muestras biologicas, la sefial recibida es una mezcla de agua y metabolitos en disolucion.
Por lo que para observar las sefales de los metabolitos hay que suprimir la sefial del agua sometiendo
la muestra a radiofrecuencias de baja intensidad y cuya frecuencia sea igual al pico del agua. Este

método se conoce como presaturacion.

El campo magnético de los equipos de RMN utilizados en Metaboldémica es en general muy alto
(superior a 10 Teslas) y existen sondas que permiten la medida en fluidos y también en muestras

semisolidas como cultivos celulares, biopsias o tejidos.

Los niicleos mis cominmente empleados en RMN son el protio (‘H, el istopo mas sensible y
abundante en RMN), el 1*C y el '°N, aunque los isétopos de niicleos de muchos otros elementos (*H,
10g, 1B, 14N, 170, '%F, 2*Na, #°Si, *'P, 3°Cl, '3Cd, '®°Pt) son también utilizados. Por lo tanto en una
muestra bioldgica, todas las moléculas que contengan hidrogeno (la mayoria de metabolitos) daran
lugar a un espectro de 1H RMN, siempre y cuando estén presentes en concentraciones por encima de
los limites de deteccion (Duarte ef al., 2002; Amaral ef al., 2005). El espectro resultante del anélisis
genera un perfil caracteristico metabdlico para cada mezcla bioldgica compleja. Si el estatus de un
organismo dado cambia, como sucede ante una enfermedad o la exposicion a una droga, el perfil

metabolico reflejara este cambio.

1.7.3. Técnicas exploratorias de datos. Analisis multivariable.

Para analizar la informacion proporcionada por un perfil espectral es necesario usar métodos
analiticos conocidos como métodos quimiométricos. En 1975, la International Chemometrics Society
(ICS) definié la quimiometria como “la disciplina quimica que utiliza métodos matematicos y
estadisticos para diseriar o seleccionar procedimientos de medida y experimentos optimos, y para

proporcionar la maxima informacion quimica mediante el andlisis de datos quimicos”. La técnica
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consiste en comparar los espectros de las muestras de interés con los espectros controles, de forma
que se puedan determinar las caracteristicas espectrales provocadas por factores externos. No es
necesario conocer previamente las concentraciones de metabolitos ya que mediante este analisis se
agrupan las muestras basandose en las diferencias entre las muestras control y la muestra problema.
Una vez conocidas las diferencias, conocer las concentraciones puede ser util. Por lo tanto, tras la

identificacioén podran usarse como marcadores bioquimicos.

El siguiente paso serd el reconocimiento de patrones. Este se basa en procedimientos de andlisis
multivariable que permiten analizar mucha informacion incluso a partir de pocas muestras. Es una

herramienta ideal para el analisis de datos provenientes de las 6micas.

La representacion de los datos supone un problema debido al elevado nimero de muestras y
variables. De manera que para reconocer los patrones se dispone de técnicas de analisis multivariable
como el analisis de componentes principales (PCA) (Figura 26). El objetivo del analisis discriminante

es clasificar a los pacientes en varios grupos basandose en un conjunto de caracteristicas.

PC1vs PC2 scores plot Tratados (T) vs Controles (B)
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R2X[1] = 0,410803 R2X[2] =0,134413 Ellipse: Hotelling T2 (0,95)

Figura 26: Representacion del grafico de scores de un analisis PCA del analisis por RMN de suero de individuos

controles (B) y después de la administracion de un farmaco (T).
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La principal ventaja que ofrece el uso de esta técnica es la posibilidad de reducir conjuntos de
datos multidimensionales a un nuevo conjunto de variables no correlacionadas mediante un analisis
de covarianza entre factores. El PCA funciona descomponiendo una matriz X (que contiene el
conjunto de datos original) como producto de dos matrices pequenas, que son la de carga y de
puntuacion. La de carga da informacion sobre las variables y se compone de los Componentes

Principales (PC), y la de puntuacion informa sobre los objetos.

El PCA permite decidir cuantos PC se deben extraer. Normalmente los cuatro primeros explican
mas del 90% de la varianza. En patrones de datos espectroscopicos la mayoria de veces existe
informacion redundante. Lo que significa que algunas variables estén correlacionadas. Asi es posible
reducir las variables observadas a un nimero menor de variables artificiales que son combinaciones

de las originales y que representan a la mayoria sin perder informacion.

Los diagramas de scores de un analisis PCA permiten observar como se agrupan las muestras en
funcién de la similitud o diferencia de su espectro de RMN y por tanto de su composicion
metabolomica o de su metaboloma. En la técnica PCA el modelo se construye sin tener informacion
previa de las muestras de una forma no supervisada (Rodriguez-Delgado MA et al., 2002; Silva BM

et al.,2006).

Otra de las herramientas de analisis multivariable es el Analisis Discriminante por Minimos
Cuadrados Parciales (PLS-DA). Es un método de regresion lineal supervisado basado en la
combinacion de una matriz de datos espectrales y una matriz de valores cualitativos. El objetivo es
encontrar variaciones relevantes en la matriz de datos espectrales que presenten un maximo de
covarianza con el vector de informacion. El PLS-DA proporciona un método grafico de facil
comprension para identificar las regiones espectrales que marcan una separacion entre clases,

mostrando la bondad de la separacion y la significancia estadistica del resultado.

Sin embargo, las técnicas de analisis multivariable supervisado pueden dar lugar al sobreajuste
debido al gran numero de variables disponibles y el niimero reducido de grupos a clasificar. Para
evitar esto, es necesario validar los resultados tanto experimental como estadisticamente. Tanto el
PCA como el PLS-DA no permiten la identificacion directa o cuantificacion de los compuestos. Para
identificar los compuestos se recurre a la comparacion de los datos espectroscopicos obtenidos a partir

de RMN de la muestra o librerias de referencia de datos espectroscopicos obtenidos a partir de
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compuestos puros (Serkova et al., 2007; Weljie et al., 2006; Wishart, 2001). Una vez identificados
los compuestos los datos se procesan estadisticamente (con PCA o PLS-DA) para identificar los

biomarcadores mas importantes o las vias metabodlicas informativas (Weljie, 2006).

Tal y como se describe en el parrafo anterior para evitar el sobreajuste es necesario validar los
resultados obtenidos. Para ello se recurre a técnicas de validacion cruzada. Estas técnicas se adoptan
para evaluar la capacidad predictiva y seleccionar la cantidad 6ptima de variables. Consiste en repetir
y calcular la media aritmética obtenida de las medidas de evaluacion sobre diferentes particiones. Se
utiliza en entornos donde el objetivo principal es la prediccion y se quiere estimar como de preciso
es un modelo. Una de las modalidades de validacion cruzada se conoce como la validacion cruzada
en ventana veneciana (Venetian Blinds) en la que a partir de la matriz de experiencia se selecciona
una muestra cada X muestras. La muestra seleccionada formara parte de los subconjuntos utilizados
para construir el modelo. Por lo tanto, el niimero de subconjuntos para la validacién cruzada es

determinado por X.

1.7.4. Ventajas del empleo de la RMN.

Entre las multiples ventajas de la RMN esta la de permitir examinar tejidos y fluidos bioldgicos
sin tener que ser destruidos y con la posibilidad de que las muestras sean recuperadas para un analisis

posterior.
Ofrece gran cantidad de informacion tanto estructural como cuantitativa de forma simultanea.

Tiene capacidad de identificar metabolitos de mezclas complejas sin necesidad de separar o

preparar la muestra (Lindon et al., 2004).

Comparado con otras técnicas, la RMN es potencialmente no invasiva. Emplea ondas de

radiofrecuencia de baja intensidad, lo que la hace inocua.

Es reproducible y universal, cualquier instrumento deberia dar los mismos resultados si se analiza

la misma muestra.

Disminuye drasticamente el tiempo que requiere adquirir un escaneado del espectro completo de

RMN, ya que explora simultdneamente todo el rango de frecuencias.
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Permite la deteccion simultanea de un amplio rango de metabolitos estructuralmente distintos y
la deteccion de los mismos a bajas concentraciones. Por lo que la hace una herramienta 6ptima para
analizar muestras complejas como son los medios de cultivo usados para TRA, debido al alto poder

de separacion de metabolitos y resolucion de picos.

Por todos estos motivos junto con su coste bajo y su rapidez nos hemos decantado por esta técnica

para realizar nuestro estudio.

1.8.Modelos animales en investigacion biomédica. El raton como modelo animal en

Embriologia.

La investigacion del desarrollo embrionario humano depende principalmente de los embriones
obtenidos mediante TRA que son desechados por ser de menor calidad. Sin embargo, esto supone
aspectos controvertidos a nivel ético e introduce subjetividad a los estudios dado que los embriones
empleados son los sobrantes, que poseen peor calidad embrionaria. Gracias a los avances en los
laboratorios de FIV, tanto en la obtencion de ovocitos como en el cultivo embrionario, y su facil
aplicacion a modelos animales resulta muy util el empleo de estos en investigacion. La

experimentacion animal se hace si cabe mas imprescindible.

Histoéricamente el raton, debido a sus multiples similitudes con los humanos a nivel fisiologico y

molecular, ha sido el modelo mamifero de experimentacion ideal.

Los humanos y los ratones son similares morfologicamente durante el desarrollo
preimplantacional. Ademads se conoce la secuencia completa de su genoma y posee un origen ancestral
comun. Son relativamente econdmicos y faciles de obtener. Es por ello, que su empleo en el estudio

de estos estadios de desarrollo temprano ha aportado conocimientos clave.

Sin embargo, existen diferencias especificas de especie que podrian limitar la extrapolacion de
algunos resultados al desarrollo embrionario humano. Una de las diferencias es que la activacion
génica del embrién de ratdon se produce cuando el embrion se encuentra en estadio de 2 células
mientras que en humanos esto sucede en tercer dia de desarrollo, cuando se encuentra en 8 células.

Por otro lado la compactacion y formacion del blastocisto es tardia en humanos con respecto al raton,
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debido principalmente a que los embriones humanos realizan al menos una ronda mas de division

celular antes de la implantacion.

A pesar de estas desventajas y teniéndolas en cuenta a la hora de interpretar los resultados el

empleo de embriones de ratdn en la investigacion biomédica sigue siendo una herramienta valiosa.

1.9. La Metabolomica en el estudio de la viabilidad embrionaria.

El primer grupo en estudiar el metabolismo del embridon preimplantatorio fue el grupo de Hardy
en 1989. Examinaron los embriones hasta blastocisto y analizaron los niveles de piruvato y glucosa
mediante ultramicrofluorescencia. Los resultados concluyeron que existe consumo de piruvato desde
el primer al cuarto dia de cultivo y no existe consumo de glucosa. A partir del quinto dia sin embargo

aumenta el consumo de ambos metabolitos.

Un estudio similar y empleando la misma herramienta analitica fue el realizado por Gott ef al., en
1990 con la diferencia de que fue analizado también el lactato. En sus resultados obtuvieron, ademas

de los de Hardy, una produccion elevada de lactato desde el tercer al quinto dia de cultivo.

Siguiendo esa misma linea Conaghan et al., 1993, Turner et al, 1994 y Gardner et al., 2001
obtuvieron resultados similares a Hardy y Gott empleando también ultramicrofluorescencia salvo que
el grupo de Conaghan defendia que los embriones que implantaban mostraban un menor consumo de

piruvato.

Houghton et al., 2002 utilizando HPLC cuantificaron los aminoacidos en el medio de cultivo. Se
observd que existian distintos patrones de uso de los aminoacidos en los embriones que formaban
blastocistos comparados con aquellos que se bloqueaban. La conclusion fue la existencia de un
consumo menor de glutamina, arginina y metionina en el grupo de blastocistos que se desarrollaban
correctamente y un descenso en la produccion de alanina y asparragina cuando se midi6 el medio de
cultivo en dia 2. Para el medio analizado en dia 3 los resultados fueron distintos. Existia un menor
consumo de serina en los embriones que formaban blastocistos y una liberaciéon menor de alanina y

glicina. Estudios similares han sido realizados en nuestro medio (Moreno et al, 2007).
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Brison et al, 2004 determinaron los niveles de 18 aminoacidos en medio de cultivo donde
permanecieron durante 24 horas embriones de dos células. Usando HPLC encontraron un elevado
nivel de asparragina y un descenso en los niveles de glicina y leucina en embriones que dieron

embarazo.

Seli et al., publicaron en 2007 el primer estudio sobre viabilidad embrionaria utilizando como
plataforma analitica la espectroscopia IR cercana y Raman para analizar el medio de embriones que
implantaron frente a los que no implantaron. Aunque no encontraron marcadores especificos si
pudieron obtener espectros diferenciales entre los dos grupos. El mismo equipo en 2008 publica la
primera identificacion de marcadores de viabilidad utilizando esta vez para realizar el analisis RMN
en un estudio con 34 pacientes. Ellos encuentran diferencias significativas en el glutamato entre

ambos grupos de embriones.

Scott et al.,, 2008 mediante el empleo de espectroscopia Raman correlacionaron la implantacion
con el perfil metabolico del medio de cultivo en dia 3 y 5, que fueron los dias en que los embriones

se transfirieron. Vergouw ef al., en el mismo afio obtuvo los mismos resultados empleando esta vez

NIR.

En 2010 el equipo de Seli hizo un importante estudio con un tamafio muestral de 485 pacientes
correlacionando la implantacion con el perfil metabdlico del medio de cultivo en dia 2 y 3 y
empleando NIR. Los resultados revelan que no existe relacion alguna entre la morfologia embrionaria
y el perfil metabdlico embrionario. Sin embargo, si existe relacion entre la implantacion y el perfil
metabolico. A raiz de estos resultados Ahlstrom ez al., 2011 repitieron el estudio pero utilizando medio
de cultivo de embriones en dia 5 concluyendo que el perfil metabdlico tenia poder predictivo del

potencial de implantacion de un blastocisto.

Seli et al,, 2011 empleando también NIR realizaron un estudio similar al de Ahlstrom pero
correlacionandolo con el embarazo en lugar de la implantacion. Para ellos el perfil metabdlico solo o
en combinacion con la clasificacion morfologica tiene potencial para ser el mejor predictor de
embarazo. Aunque el equipo de Hardarson tan solo un afio después no encuentra diferencias
significativas realizando el mismo estudio pero con un tamano muestral de 327 frente a 198 del

estudio de Seli.
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Tampoco encuentran diferencias Vergouw et al., 2012 ampliando el mismo estudio que realizaron
ellos mismos en 2008 pero esta vez correlacionando el perfil con la tasa de nacimientos. Sfontouris
et al., 2011 a diferencia de los anteriores si encuentra que la tasa de implantacion aumenta cuando la

seleccion embrionaria se hace basandose en el empleo del anélisis metabolico.

El estudio mas reciente corre a cargo del grupo de Kirkegaard en 2014. Ellos han analizado
mediante RMN el perfil metabolico del medio de cultivo embrionario en dia 3 y dia 5 sin encontrar
poder de prediccion de embarazo mediante la técnica. Sin embargo, hay que destacar que la
concentracion de medio empleado asi como la dilucion realizada suponen limitaciones importantes

en el estudio.

En la actualidad la seleccion de los embriones obtenidos mediante TRA se basa casi de forma
exclusiva en criterios de seleccion morfologicos. Dada la subjetividad de los mismos y la baja
efectividad son necesarios nuevos criterios de seleccion complementarios que ayuden a seleccionar
los embriones con mayor potencial de implantacion. La ineficiencia a la hora de seleccionar los
embriones nos obliga a aumentar las tasas de embarazo a costa de transferir mas de un embrion en la
mayoria de casos. Esto conlleva un aumento de la tasa de gestacion multiple y como consecuencia un
problema socioeconémico y sanitario importante. Una posible soluciéon al problema es transferir
unicamente un embridn, pero para ello y principalmente para elegir el adecuado es necesario mejorar
los criterios de seleccion existentes. Entre las posibles tecnologias disponibles nos vamos a decantar
por la Metabolomica como herramienta complementaria de seleccion embrionaria. Para el estudio de
la Metabolomica usaremos la RMN como plataforma analitica y embriones de raton como modelo

animal para la validacion de nuestro estudio.
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Objetivos.

2. Objetivos.

Objetivo principal

o Obtener un perfil metabolico del medio de cultivo embrionario mediante RMN.

o Identificar un biomarcador, definido como conjunto de metabolitos, relacionado con la
implantacion embrionaria en dia 2 de cultivo.

o Construir, mediante técnicas quimiométricas de analisis discriminante, un modelo predictivo

de implantacion embrionario basado en el perfil metabdlico obtenido.

Objetivo secundario

. Emplear embriones de ratdbn como modelo animal para la validacion del biomarcador obtenido

a partir del anélisis mediante RMN del medio de cultivo embrionario.
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Material y métodos.

3. Material y métodos.

3.1. Poblacion de estudio.

En base a los objetivos planteados nuestro estudio qued6 dividido en dos partes. En la primera
parte se emplearon medios de cultivo de embriones humanos para obtener el perfil metabolico
mediante RMN, crear un modelo predictivo de implantacion embrionaria y finalmente, identificar un
conjunto de metabolitos que constituyan un biomarcador previo de implantacion embrionaria.
Basandonos en los resultados obtenidos en esta primera parte realizamos un segundo estudio en el

que se usard un modelo animal para validar el biomarcador obtenido en la primera parte.

Para el estudio de los medios de cultivo embrionarios humanos se incluyeron un total de 78
muestras del medio de cultivo de 78 embriones procedentes de 40 pacientes que se encontraban
realizandose ciclos de FIV en el Consorcio Hospital General Universitario de Valencia (CHGUYV)
entre los afios 2010-2012. Dichas pacientes fueron incluidas en el estudio en base a los siguientes

criterios de inclusion.

- Edad comprendida entre 18 y 40 afios.

- Esterilidad primaria.

- Transferencias embrionarias realizadas en dia 2 de cultivo.
- Sémenes no procedentes de donante.

- Sémenes no obtenidos mediante procedimiento quirtirgico.

Todas las pacientes incluidas en el estudio firmaron previamente a la realizacion de la TRA los

consentimientos informados pertinentes.

Para la segunda parte del estudio se emplearon 56 embriones de raton congelados en 10 pajuelas
procedentes de un mismo lote (SFME-1-001-014) y proporcionados por la empresa Embryotools S.L
(Barcelona, Espafia). El transporte de los mismos se realizd por una empresa autorizada con servicio
puerta a puerta en recipiente DryShipper 3.0 (MTG Bruckberg Alemania) hasta las instalaciones del
laboratorio de FIV del CHGUYV donde se llevo a cabo el experimento.

=77 -



Material y métodos.

Los embriones fueron obtenidos mediante la inseminacidn in vivo de una ratona y congelados
todos al mismo tiempo con fecha 20/06/2014 y en idénticas condiciones. De forma previa al estudio,
se solicitaron y obtuvieron los permisos correspondientes para su realizacion por parte del comité de

investigacion y del comité de bioética del CHGUV.

No fue necesario pedir permiso al comité de ética para la experimentacion animal al no
considerarse experimentacion animal el estudio realizado segiin el Real Decreto 53/2013, de 1 de
febrero, por el que se establecen las normas basicas aplicables para la proteccion de los animales
utilizados en experimentacion y otros fines cientificos, incluyendo la docencia. Articulo 2. Ambito de

aplicacion. 2. El presente real decreto se aplicara hasta que los animales contemplados en el primer

apartado hayan sido sacrificados, realojados o reintegrados a un hdbitat o sistema zootécnico

conveniente. Se aplicara asimismo a los animales que se encuentren en una fase de desarrollo

anterior si se va a permitir que el animal viva mas alld de esa fase de desarrollo y como resultado de

los procedimientos realizados sea probable que padezca dolor, sufrimiento, angustia o danio duradero

después de haber alcanzado dicha fase de desarrollo.

Basandonos en dicho real decreto en nuestro estudio se han empleado animales en su desarrollo
anterior sin llegar a serle transferido al utero de la ratona por lo que no se considera experimentacion

animal.

3.2. Procedimiento de obtencion y recogida del medio de cultivo embrionario.

Todos los procedimiento realizados son los habituales incluidos en los protocolos de reproduccion
asistida que realizamos en el laboratorio y en ningin caso se han cambiado. Este estudio no ha

alterado ni el tiempo ni el protocolo de tratamiento de ninguna paciente.
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3.2.1. Estimulacion ovarica controlada.

Para la estimulacion ovarica de la paciente se usaron protocolos distintos de gonadotrofinas con
dosis ajustadas a edad, indice de masa corporal y caracteristicas propias de cada paciente (Sindrome

de ovario poliquistico, endometriosis, baja respuesta, abortadora de repeticion, etc.) a criterio clinico.

Las pacientes fueron estimuladas mediante protocolo corto con hormona foliculo estimulante
(FSH) de origen recombinante o humana altamente purificada. En pacientes mayores de 38 afios se
realizé adicion de hormona luteinizante (LH). El bloqueo hipofisario, para evitar el pico endégeno de
LH, se realiz6 administrando a las pacientes antagonistas de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH) cuando los foliculos, controlados mediante ecografia vaginal, alcanzaron un tamafio de unos

15mm de diametro.

El primer paso en la TRA consiste en la supresion hipofisaria mediante andlogos de la GnRH.

Puede tratarse de agonistas o antagonistas.

En una pauta de EOC con agonistas la liberacion normal se produce de forma pulsatil y causa la
liberacion y sintesis de gonadotropinas. Para ello disponemos de tres tipos de protocolos en funcion

de la duracion del tratamiento:
* Protocolo largo

Comienza en la mitad de la fase lutea del ciclo anterior o en la fase folicular precoz. Se administra
hasta inducir la ovulacién. Causaré desensibilizacion entre los dias 8 y 21 posteriores evitando la

luteinizacion precoz.
* Protocolo corto o Flare-up

Aprovecha el efecto inicial de estimulacion administrandola entre los dias 1 y 3 afiadiendo en este

ultimo gonadotropinas que se mantendran hasta la ovulacion.
* Protocolo ultracorto

So6lo se administran agonistas los tres primeros dias de ciclo y gonadotropinas desde el segundo o

tercer dia.
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Protocolos utilizados en funcion de la dosis:

* Pauta con dosis inicial fija: la dosis se mantuvo fija durante cinco dias y tras el primer control se

modifico segun la respuesta.

» Pauta Ascendente: se inici6 con baja dosis (75 Ul FSH) y tras una evaluaciéon de respuesta

insuficiente se aumento en pequenas dosis anadiendo 37.5-75 UI FSH.

* Pauta Descendente: se comenzé con dosis altas (225-300 UI FSH) durante dos o tres dias para ir

bajandola los dias posteriores.

En una pauta de EOC con antagonistas el objetivo es evitar el pico prematuro de LH que se produce
durante la estimulacion ovarica. Estos se unen de forma competitiva al receptor, bloquedndolo de

forma inmediata y causando supresion hipofisaria.
Protocolos segln la dosis:

» Multiple: se administraron 0.25mg/dia desde el sexto dia de estimulacion con gonadotropinas

hasta el dia de la induccidn de la ovulacion inclusive.

* Unica: se administraron 3 mg cuando el foliculo de mayor tamafo alcanzé 14mm de didmetro.

Si tras 72 horas no se ha inducido la ovulacion se puso una segunda dosis.

Para inducir la ovulacién tanto en protocolos con agonistas como con antagonistas se empled
Gonadotropina Corionica Humana recombinante (hCG). La administracion se realizé 36 horas antes
de la puncion aspiracion folicular cuando en la ecografia de control se observo la existencia de al

menos dos foliculos de 16-18mm, y el estradiol medido en suero fue de 300 pg/mL por foliculo.
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3.2.2. Puncion aspiracion folicular.

La Puncién Aspiracion Folicular (PAF) se realiza con ayuda de la ecografia transvaginal. Esta
permite una facil localizacion de los foliculos a puncionar debido a la reducida distancia hasta los

ovarios.

Todo el proceso se realiza con presencia de anestesista en régimen ambulatorio y entorno

quirurgico.

Cada una de las pacientes que se sometié a la PAF acudid en ayunas, con la vejiga vacia y le fue
prescrito antibiotico de amplio espectro, (habitualmente Azitromicina) la noche previa a la

intervencion.

Se coloco a la paciente en posicion de litotomia y se realiz6 asepsia del campo operatorio mediante

clorhexidina y posterior lavado con suero fisioldgico del interior de la vagina.

A la sonda ecografica se acoplo una aguja de acero inoxidable con la que se aspir6 el liquido
folicular con la ayuda de la presion negativa de 180 mm de Hg que ejerce una bomba de vacio
(Labotect GmbH, Alemania) conectada a un pedal con el que controlar la presion de aspiracion. La
aguja de 17 Gauges (G) de didmetro de luz, 35 cm de longitud y de extremo biselado Wallace ™
(Smiths-Medical, EEUU) fue conectada a través de un tubo de teflon a un tubo de fondo redondo
Falcon ™ (Becton Dickinson, Bélgica) de 12 mL a su vez conectado a través de otro tubo de teflon

con la bomba de vacio.

El bidlogo espero6 la llegada de los tubos con el liquido folicular en la campana de flujo laminar

situada en el quir6fano. El sistema Optico y las placas calefactables fueron calentadas a 37°C.

Tanto el sistema como la aguja fueron previamente purgados con medio tamponado G-MOPS
Plus™ (Vitrolife, Suecia) precalentado a 37°C para evitar cambios bruscos de temperatura antes de

Su uso.

La sonda vaginal del ecografo provista de una guia y cubierta por una funda estéril se introdujo en
la vagina de la paciente. Primero se localiz6 el utero, los ovarios y los vasos pélvicos. Una vez
localizado el ovario mas accesible se puncion6 a través del saco vaginal. Sirviéndonos de la guia

ecografica se dirige la aguja hacia el interior del foliculo. Se punciono primero el foliculo més cercano
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a la aguja cuando presenta su didmetro mayor en pantalla y se aplica vacio una vez dentro, asi
sucesivamente se fueron puncionando y aspirando el resto de foliculos sin sacar la aguja del ovario.

Los tubos recogidos se mantuvieron en un bloque térmico a 37°C hasta que el bidlogo los reviso.

Una vez finalizada la punciéon de ambos ovarios se comprobd que no existia hemorragia. En caso
de existir liquido en el fondo del saco de Douglas se aspiro6 para evitar la irritacion peritoneal. Ademas
se mantuvo a la paciente en observacion durante dos horas para vigilar si se producia algin tipo de
complicacion precoz. En caso necesario le fue administrado un analgésico por via intravenosa.
Trascurridas las dos horas se valoré de nuevo a la paciente y se dio el alta en caso de no existir signo

o sintoma de complicacion habiendo recuperado la paciente sus funciones fisiologicas.

Durante la PAF, el bidlogo se situd en la cabina de flujo laminar Telstar (Espana) ubicada en el
mismo quiréfano. El liquido folicular obtenido de la puncién ovarica que se fue depositando en tubos
se verti6 en placas de Petri Falcon 3003 ™ (Becton Dickinson, Bélgica), calentadas a 37°C con ayuda
de una placa calefactable (Labotect GmbH, Alemania) y se fueron aislando los complejos cumulo-
corona-ovocito (CCCO) identificados en las placas de Petri bajo un microscopio (Nikon, Japon) con
ayuda de pipetas Pasteur estériles. Una vez aislados fueron depositados en una placa de cultivo
Nunc4well (Thermo-Fisher Scientific, EEUU) cubierta con medio tamponado G-MOPS ™ donde se
lavaron los CCCO con el fin de eliminar restos de sangre que pudiera causar un descenso del pH y
afectar directamente a la viabilidad de los ovocitos. Una vez acabada la puncién, los ovocitos se
transportaron al laboratorio de FIV lo mas rapido posible donde se cambiaron los foliculos a una
nueva placa de cultivo con medio sin tampén G-IVF Plus ™ (Vitrolife, Suecia) preequilibrado a 6%
COz, 37°C y humedad relativa del 100% y se introdujeron en el incubador c200 (Labotect GmbH,

Alemania) donde permanecieron hasta el momento de su inseminacion.

3.2.3. Fecundacion in vitro.

Para realizar una fecundacion in vitro existen actualmente dos técnicas en reproduccion asistida,
la fecundacion in vitro convencional (FIV) o la inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides

(ICSI). Se realizaron una u otra técnica en funcion de la indicacion de la pareja.
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Cada una de las técnicas de FIV a emplear requiere un tratamiento diferente tanto del semen como

de los ovocitos.

En caso de que la técnica requerida fuese una FIV convencional una vez realizada la PAF no fue
necesario decumular lo ovocitos, es decir, eliminar las células de la granulosa que los recubren como
se aprecia en la Figura 27. Estos permanecieron en el incubador hasta el momento de realizar la

técnica.

Figura 27. CCCO y ovocito tras ser decumulado.

El semen utilizado para realizar las placas de FIV previamente se capacito, es decir, se les dio la
habilidad de fecundar. Para ello se realiz6 la técnica de los gradientes de densidad. La técnica se basa
en la centrifugacion de la muestra en distintos gradientes de densidad que discriminardn los

espermatozoides en funcion de su movilidad y los separaran del plasma.

Se emplearon gradientes al 45% y al 90%. Los espermatozoides sin movilidad o con movilidad no

progresiva fueron eliminados mediante esta técnica.

Para capacitar la muestra seminal empleando gradientes de densidad Pure Sperm (Nidacon, EEUU)
necesitamos un tubo cénico Nunc ™ (Thermo-Fisher Scientific, EEUU) de 12 mL al que afiadimos
1 mL de gradiente al 90% dejandolo deslizar lentamente por las paredes del tubo, seguido de 1 mL
de gradiente al 45% evitando que se mezcle con el anterior y 1 mL de la muestra de semen (como
puede apreciarse en la Figura 23) creandose interfases entre cada capa. A continuacion centrifugamos
la muestra a 1200 revoluciones por minuto (rpm) durante 20 minutos. Pasado este tiempo se habran
formado distintas capas. Bajo el gradiente de 45% encontramos espermatozoides muertos e inmoviles,

células epiteliales, bacterias y leucocitos. Por encima del gradiente qued6 el plasma seminal. En el
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gradiente de 90% quedaron atrapadas células inmaduras y bajo este los espermatozoides mdviles

formando un precipitado o pellet en el fondo del tubo. (Figura 28)

Frz Centrifuzado Post Centrifuzado

: _- Lepcocitos
:t ' Plazma C. epiteliales
Bamen — | I . it E. Inmoviles

A _ b Gradiente -‘l-‘_:‘??r_‘—i'}J
Gradiente 43%— | - Formas
pa—1 k. "'"H = - s
i 2 Gradient= 00%, | |  inmaduras
Gradisnts S0% ||___'EE-P' e
Peller x I maoviles

Figura 28. Capacitacion espermatica mediante gradientes de densidad. Adaptada de Nidacon.

Retiramos el pellet, puesto que es la inica poblacion que nos interesa de la muestra, con ayuda de
una pipeta Pasteur atravesando con cuidado las distintas capas y haciendo una burbuja al atravesar

cada interfase para evitar llevarnos gradiente junto con la muestra.

T

Resuspendimos el pellet en medio de cultivo G-IVF Plus ™ para lavarlo y centrifugamos

nuevamente, pero esta vez durante 5 minutos a 1800 rpm.

El pellet formado finalmente se ajustd mediante diluciones con G-IVF Plus ™ hasta alcanzar la
concentracion de 1-2 millones de espermatozoides por mL necesarias para realizar la FIV

convencional sin riesgo de poliploidias.

Una vez capacitado el semen pudimos preparar las placas de cultivo donde se realizé la técnica.
Realizamos una placa de cultivo por cada 6-7 ovocitos con tres gotas de 40 pL de medio de cultivo
G1.5 Plus ™ (Vitrolife, Suecia) colocadas a las 11,12 y 1 horarias que usamos para decumular al dia
siguiente de su fecundacion y asi poder evaluarlos. Ademas se hicieron tantas gotas de inseminacion
de 20 pL de semen como ovocitos tuvimos, no superando los 6-7 ovocitos por placa. Se cubri6 la
placa con aceite mineral Ovoil ™ (Vitrolife, Suecia) y se dejo en el incubador para equilibrarla a 37°C
y 6% CO> hasta el momento de inseminar los ovocitos. Llegado este momento y con ayuda de una

pipeta Pasteur estéril se deposité un ovocito por cada microgota de semen formada y colocamos la
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placa de nuevo en el incubador donde los dejamos durante 16 - 18 horas hasta poder valorar la

fecundacion.

Para realizar la ICSI previamente procedimos a la decumulacion de los CCCO con el fin de poder
evaluar el estadio de maduracién ovocitario. Para ello una vez pasadas al menos dos horas de la PAF
hicimos pasar los mismos por pipetas Pasteur de cristal estiradas bajo la llama de un mechero Bunsen
hasta conseguir formar un juego completo de pipetas de distintos calibres comprobados bajo la lupa
y siempre por encima del didmetro ovocitario. Ademas empleamos una solucién de hialuronidasa
(SAGE® CooperSurgical Company, EEUU) para ayudar a digerir las células de la granulosa. En una
placa de cultivo de 4 pocillos dispusimos 0.5 mL de la solucion de hialuronidasa en el primer pocillo
y medio tamponado G-MOPS Plus en el resto de pocillos. Los CCCO se depositaron con ayuda de
una pipeta Pasteur sin estirar en el primer pocillo de la placa de cultivo donde se mantuvieron durante
no mas de 30 segundos para evitar toxicidad y se fueron disgregando las células de la granulosa. De
esta forma conseguimos una denudacién mecanica por la accion de la pipeta y enzimatica por la
hialuronidasa. A continuacion se procedid a decumular con la ayuda de las pipetas de diferentes
diametros que han sido estiradas previamente. El proceso de decumulacion debe durar un maximo de
cinco o seis minutos por encontrarse los ovocitos fuera del incubador y ser necesario minimizar su
exposicion ambiental. Podremos valorar el estado de madurez ovocitaria una vez acabadas de
disgregar las células (Figura 29). Para ello se valord la presencia de corptisculo polar y ausencia de
vesicula germinal por ser indicativo de madurez. Estaremos ante un ovocito en metafase I1 (MII) en
caso de existir dicho corpusculo polar. La presencia de vesicula germinal (VG) fue indicativo de
ovocito inmaduro en profase I del ciclo celular. De no existir corpusculo polar ni vesicula germinal

nos encontramos ante un ovocito en metafase I (MI) y por tanto también inmaduro.

Figura 29. Grados de madurez ovocitarios. De izqda. a dcha. VG, M1 y MIL
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En caso de ICSI, aquellos ovocitos maduros tras la decumulacion se pasaron de nuevo a la placa

FTM

de cultivo con medio IV y se introdujeron en el incubador a la espera de ser microinyectados al

menos una hora tras el proceso de decumulacion por el estrés que supone dicho proceso.

Para capacitar el semen optamos por realizar un swim up. Para ello se dispuso el semen en un tubo

™ (Thermo-Fisher Scientific, EEUU) una vez realizado un examen macro y

coénico Nunc
microscopico que incluyo6 la evaluacion de su volumen, recuento de espermatozoides moviles (REM),

color y viscosidad. (ver Figura 30).

b Swim )
‘\y VII 1'1'1;?1 1 Cmiﬂup /
j 10
_— — —
Semen -
Medio Cultivo Espermatozoidas

movilas

Figura 30. Técnica de capacitado seminal swim up. Imagen propia

FTM

Se lavo con medio de cultivo IV preequilibrado a 37°C y 6% de CO: y se centrifugd durante

diez minutos a 1200 rpm. Pasado este tiempo se eliminé el sobrenadante con ayuda de una pipeta

Pasteur, se cubrié el pellet sin resuspenderlo con medio de cultivo IVF ™

y se dejé en reposo en
incubador durante un minimo de diez minutos para que los espermatozoides moviles nadasen hacia
arriba. Una vez procesado el semen pudimos preparar la placa donde tuvo lugar la microinyeccion.
El procedimiento de microinyeccion se realizd en una placa especialmente preparada para cada
paciente en la que se depositaron los ovocitos en gotas de medio de cultivo tamponado, una gota de
semen y dos gotas de polivinilpirrolidona (PVP). Esta tltima tiene como funcién ralentizar a los
espermatozoides y asi facilitar su manipulacion. Cada ovocito fue depositado en gotas de SuL. en una
placa Falcon ™ 1006 (Becton Dickinson, Bélgica) cubierta de aceite mineral no gaseado Ovoil ™,
Los espermatozoides fueron en la misma placa en una gota de 3 uL PVP (polivinilpirrolidona) al 10%

en HTF-HEPES (SAGE ®CooperSurgical Company) y depositamos otra gota de 3 pL PVP para

purgado de pipetas y descarga de los espermatozoides una vez inmovilizados.
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Aproximadamente dos horas después de decumular los ovocitos procedimos a su microinyeccion.
Esta técnica consiste en la introduccion de un espermatozoide en el interior del citoplasma de un
ovocito. Para poder manipular tanto ovocitos como espermatozoides necesitamos un sistema de
mandos inyectores (Narishige, Japon) acoplados a pipetas Cook Precision Pipette ® (Cook Medical,
EEUU) de sujecion o holding y de inyeccion en un microscopio invertido Nikon Eclipse TE 2000
(Nikon, Japon). La pipeta de holding tiene por funcion sujetar el ovocito y la de microinyeccion se
utilizara para cazar los espermatozoides seleccionados e inyectarlos dentro del ovocito. Antes de
comenzar el procedimiento purgamos el sistema de aceite de los inyectores para evitar la formacion
de burbujas que pudieran causar problemas de succion de los fluidos. Colocamos la pipeta de holding
a la izquierda y la de microinyeccion a la derecha situadas en el mismo eje del plano y comprobamos
que el aceite fluia con normalidad. Comprobamos que la temperatura de la placa calefactable Tokai

(Tokai Hit Co., China) se encontraba a 37°C antes de iniciar el procedimiento.

Con ayuda de una pipeta Pasteur de calibre fino depositamos los ovocitos en las gotas
correspondientes de la placa y la colocamos en el microscopio. Bajamos ambas pipetas con ayuda de
los mandos del microinyector hasta la placa enfocando a través de los oculares del microscopio tanto
las gotas como las pipetas y comprobando que se encontraban en el mismo plano. Las rellenamos en
primer lugar de PVP para purgarlas y comprobar que funcionan correctamente y llevamos la pipeta
de microinyeccion a la gota que contenia el semen con PVP. Localizamos espermatozoides con buena
movilidad y buena morfologia y uno a uno los inmovilizamos mediante un golpe seco en el tercio
proximal de la cola y perpendicular al espermatozoide. Este golpe evitara que el movimiento del
flagelo produzca dafios en el citoplasma y promovera la descondensacion de la membrana nuclear.
Con la pipeta de microinyeccion aspiramos un espermatozoide con la cabeza orientada hacia la punta
de la pipeta y nos dirigimos a la gota del ovocito. Una vez ahi colocamos la pipeta de holding enfocada
y en el mismo plano del ovocito y lo fijamos suavemente mediante aspiracion una vez lo orientamos
con el CP en la parte superior a las 12 horarias o en la parte inferior a las 6 horarias. Esta colocacion
se realiza para evitar que la inyeccion daie el huso meidtico al atravesar el centriolo que se encuentra
bajo el CP. Colocamos tanto pipeta de inyeccion como membrana del ovocito bien enfocados e
inyectamos la pipeta presionando sobre la ZP hasta perforarla. Atravesando el espacio perivitelino se
perford la membrana del ovocito formando un cono alrededor de la punta de la pipeta de inyeccion,

como se puede observar en la Figura 31, debido a la resistencia ejercida por la membrana celular.
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Figura 31. Microinyeccion. Formacion del cono.

Absorbimos el citoplasma ovocitario hasta que notamos la rotura de la membrana y expulsamos
de nuevo el contenido al interior del ovocito junto con el espermatozoide procurando introducir la
menor cantidad posible de PVP. Retiramos la pipeta por el mismo lugar por el que se introdujo y se
liber6 el ovocito de la pipeta de holding. Repetimos los mismos pasos con cada ovocito y una vez
finalizado el proceso los ovocitos fueron pasados a una placa de cultivo Falcon ™ 1008 (Becton
Dickinson, Bélgica) con medio G1.5 Plus ™ formando gotas de 40 uL cubiertas de 3mL de aceite

mineral Ovoil ™,

Dicha placa fue previamente equilibrada antes de su uso en un incubador (Labotect® C60 GmbH,
Alemania) hasta alcanzar las condiciones de 6% de CO; y 37°C de temperatura durante un minimo

de 4 horas.

Los ovocitos permanecieron en la placa en el interior del incubador hasta que evaluamos la

fecundacion, una vez trascurridas 18-20 horas.

La valoracion de la fecundacion consistio en evaluar la presencia de dos PN y dos CP en cada
ovocito que marca una correcta fecundacion (Figura 32). La fusion entre las membranas de ovocito
y espermatozoide provoca la activacion del ovocito, que da lugar a la extrusion del segundo CP y la
formacion del PN femenino y a la descondensacion de la cabeza del espermatozoide y posterior

formacion del PN masculino.
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Figura 32. Ovocito fecundado

En el caso de la FIV convencional para valorar la fecundacion primero tuvimos que decumular los
ovocitos haciéndolos pasar por pipetas de cristal de distintos calibres con las que conseguimos

desprender las células de la granulosa.

Ademas de valorar la presencia de CP y PN se evaluaron otros conceptos como el numero de
precursores nucleolares por PN y su disposicion dentro del mismo, la localizacion de los CP y de los

PN, asi como ¢l tamafio de ambos.

3.2.4. Cultivo embrionario.

Los cigotos que fecundaron de forma correcta se cultivaron usando el mismo sistema de cultivo
en microgotas. Para este estudio tuvimos en cuenta inicamente los embriones transferidos en dia dos

de cultivo, que son la mayoria de los casos en nuestra Unidad.

Llegado el momento de la transferencia hubo que valorar los embriones. Desde cigoto en dia uno,
a embridn en dia dos, habra realizado dos divisiones de su citoplasma y tendra cuatro blastomeras o
células embrionarias. Ademas del nimero de células, a la hora de elegir los embriones de mejor
calidad tuvimos en cuenta la disposicion, simetria y tamafio de las células, presencia de nticleos en
las blastomeras, presencia de vacuolas, grado de fragmentacioén o presencia de halo. Atendiendo a
todos estos parametros los clasificamos en base a los criterios propuestos por la Asociacion Espafiola

de Biologia de la Reproduccion (ASEBIR) en 2007 basada en criterios morfoldgicos (Figura 33).
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Necels Calidad Calidad Modificar asignacion
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Necels Calidad Calidad Modificar asignacion
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Necels Calidad Calidad Modificar asignacion
D2 asignada asignada si a la baja si:
si Ne cels en D3 transfer D3
transfer
D2
7 cel D Anillo acitoplasmatico
D+3
8 cel C
D
6 cels C — 9 cel C
10 cel C
11cel C
> 6 cel D Cualquier D Asignar la letra mas
valor baja.

Figura 33. Clasificacion en base a criterios morfologicos ASEBIR

Se transfirieron los embriones mas Optimos de la cohorte. Estos se colocaron aproximadamente
los 15 minutos previos a la transferencia en una placa de cultivo Falcon™ 3037 (Becton Dickinson,
Bélgica) con 1.5 mL de medio de cultivo Embryoglue® (Vitrolife, Suecia) enriquecido en acido

hialurdnico.
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La trasferencia embrionaria se realizd en el Laboratorio por cercania con los incubadores. La
paciente se coloco en posicion de litotomia en la camilla de exploracidon ginecologica y se realizo la
transferencia por via vaginal guiada con ecografia transabdominal. No fue necesaria la sedacion en

ninguna de nuestras pacientes.

Mediante un catéter de transferencia (Labotect®, Alemania) acoplada a una jeringuilla de insulina
de 1 mL se introdujeron los embriones a través del canal cervical a la cavidad uterina hasta llegar a 2

cm del fundus para evitar generar irritabilidad uterina que desencadenara fendmenos contractiles.

La paciente se administré progesterona (200 mg/8h) como apoyo de la fase lutea desde el dia de
la puncion hasta al menos el momento de conocer si habia habido gestacion 15 dias tras la

transferencia.

La existencia de gestacion se valor6 mediante la determinacion en sangre de la hormona
gonadotropina coriénica humana (-hCG) marcadora de embarazo. Esta prueba se realiz6 pasados al
menos 15 dias de la transferencia embrionaria. Los casos en los que el resultado de la determinacion
hormonal tuvo un valor de cero, indicativos por tanto de la no implantacion, fueron incluidos en el
grupo negativos. Y aquellos casos con valores positivos hubo que esperar 20 dias para comprobar
ecograficamente la existencia de gestacion y el nimero de sacos gestacionales con presencia de latido
fetal cardiaco. Asi dependiendo del niimero de sacos gestacionales y de embriones transferidos

pudieron ser incluidos o excluidos del grupo de positivos, indicativos de implantacion.

3.2.5. Recogida de medio de cultivo.

Para la realizacion del estudio y determinacion del perfil metabolico recogimos el medio de cultivo
G1.5 Plus ™ donde permanecieron los embriones desde su fecundacién hasta el momento de la
transferencia en dia dos de cultivo. Dicho medio fue previamente equilibrado antes de su uso en un
incubador Labotect® hasta alcanzar las condiciones de 6% de CO» y 37°C de temperatura y humedad
relativa en torno al 100% durante un minimo de 4 horas. El medio fue preparado en placas de cultivo
Falcon ™ 1008 (Becton Dickinson, Bélgica) formando gotas de 40 pL cubiertas de 3mL de aceite
mineral Ovoil™. Se formé una microgota por cada embrién cultivando un maximo de 6 embriones

por placa y ademds dos microgotas que se utilizaron para el lavado de los embriones antes de ser
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colocados en sus gotas correspondientes. Cada microgota llevo rotulado bajo la placa un numero que
corresponde a un embrion concreto de la paciente y que le acompafio durante todo el tratamiento.
Dicho niimero a su vez se correspondia con un nimero asignado para el medio de cultivo una vez
este fue guardado en el microtubo (Eppendorf, Alemania) para su andlisis y se incluyo en una base
de datos Excel de Office 2013 (Microsoft, EEUU) donde ademds se anotd la calidad del embrién

siguiendo la clasificacion morfoldgica anteriormente descrita.

La recogida del medio de cultivo embrionario se realiz6 una vez finalizada la transferencia del
embrién o embriones seleccionados. Dicha recogida se hizo usando una micropipeta automatica
Nichipet (Nichiryo, Japon) con puntas estériles. Se empled una punta distinta para cada gota de medio
de cultivo que se recogid y se evito la contaminacion del medio con el aceite mineral empleado para

cubrir las microgotas de cultivo en las placas.

El medio fue depositado en un microtubo de 0.2 mL (Eppendorf, Alemania) y guardado en el
congelador a -18 °C hasta el momento de su traslado al servicio de Metabolomica de la Facultat de
Medicina-UCIM, Universitat de Valéncia para su analisis. El tiempo de almacenaje a esta temperatura

no superé como media los 30 dias.

3.3. Adquisicion del perfil metabolico mediante RMN.

3.3.1. Preparacion de la muestra para la medida de RMN.

Para ello todas las muestras empleadas en la determinacion del perfil metabdlico por resonancia
magnética nuclear (RMN) fueron entregadas al servicio de Metabolomica que procedid

inmediatamente a ultracongelar las muestras a -80 °C.

Las muestras permanecieron almacenadas en ultracongelador hasta el mismo instante de su

preparacion para la medida.

El procedimiento general de preparacion de muestras consistio en la adicion de 2.5 pL de 6xido
de deuterio D,O (referencia interna de RMN) a 20 pL de muestra en un tubo de 1 mm de didmetro de
alta resolucion de RMN (Figura 34) tipo SampleJet. El tiempo de preparacion de cada muestra

siempre fue inferior a 5 minutos.
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Para poder estimar la concentracion total de los metabolitos presentes en las muestras, para un
grupo seleccionado de muestras, se afadid un patron interno de concentracion. En este caso el
procedimiento de preparacion consistidé en la adicion de 3,85 pL de la sal sddica del acido 3'-
trimetilsililpropionato-2, 2, 3, 3-d4 (TSP, 31mM) disuelta en 6xido de deuterio D>O a 20 pL de
muestra en un tubo de 1 mm de didmetro. La concentracion final del TSP en la muestra es 5 mM. Los
reactivos empleados han sido D20 (99.8%) y sal sodica del acido 3 -trimetilsililpropionato-2, 2, 3, 3-

d4 (TSP) (Sigma-Aldrich, EEUU).

Figura 34. Capilares de 1 mm de diametro

3.3.2. Protocolo y parametros de adquisicion del espectro de RMN.

Todos los espectros fueron adquiridos en un espectrometro Bruker AVANCE DRX 600 (Bruker
Biospin GmbH, Rheinstetten, Alemania) (Figura 35) operando a una frecuencia de 'H de 600,13 MHz.
El equipo estd equipado con una sonda TXI PATXI de triple resonancia '"H/"*C/3'P de 1 mm, una

unidad enfriador BCU Xtreme y un robot muestreador termostatizado SamplelJet.
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Figura 35. Equipo de RMN Bruker Avance 600MHz equipado con robot SampleJet.

La homogeneidad del campo magnético se consiguié mediante un ajuste manual de las bobinas de
homogeneidad usando un experimento 1D con presaturacion de agua en modo interactivo. La

temperatura nominal de la muestra durante las medidas se ha mantenido constante a 37°C.

Para todas las muestras se adquiri6 un espectro de un pulso simple con presaturacion de agua, con
256 repeticiones y 65.000 puntos. La presaturacion del agua se us6 durante 1 segundo a lo largo del
tiempo de reciclado para la supresion de la sefal del solvente. La anchura espectral para todos los
espectros fue de 8000 Hz para el espectro de 'H. Antes de aplicar la transformada de Fourier a los

datos, multiplicamos la FID (decaimiento libre de la sefal) por una funcién exponencial de anchura
de linea de 0.3 Hz.
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3.4. Procesado de los espectros y andlisis multivariable de los datos.

Todos los espectros fueron procesados usando MestReNova 5.3 (Mestrelab Research S.L.,
Santiago de Compostela, Espafa), transferidos a MATLAB 7.6 R2012a (The MathWorks Inc, Natick,
EEUU) y analizados usando rutinas de analisis de datos desarrolladas por el laboratorio. El
desplazamiento quimico de los espectros se referenci6 a la sefial doblete de la molécula de lactato a
1.335 ppm para todos los espectros. Se trabajo con la region de desplazamientos quimicos
comprendida entre 0.50 y 4.50 ppm (conocida como region alifatica) y entre 5.20 y 10.00 ppm

(conocida como region aromatica).

El espectro se normaliz6 al area total alifatica para eliminar diferencias en funcion del contenido

total de metabolitos del medio.

El espectro fue dividido en segmentos de 0.005 ppm y se aplicd un anélisis estadistico usando
rutinas desarrolladas por el laboratorio de Metabolomica en MATLAB y la libreria de anélisis
estadistico multivariable PLS-Toolbox (Eigenvector Research, Inc. Wenatchee, EEUU). Los datos

divididos se centraron previamente al analisis multivariable.

Se aplicé un Andlisis de Componentes Principales (PCA) al conjunto de datos procesados para
explorar la posibilidad de una separacion espontanea entre los grupos experimentales e identificar
que variables contribuian mas a la separacion. Un andlisis PCA es un método no supervisado que
permite proyectar en un método de pocas dimensiones la complejidad de un sistema experimental
complejo multivariable. Cuando la separacion entre grupos fue compleja e incompleta, se procedio a
realizar un analisis discriminante supervisado bien conocido como es el PLS-DA (Partial Least
Squares Discriminant Analysis). El modelo PLS-DA fue evaluado mediante una validacion cruzada
empleando el método Venetian Blinds. La validacion se representd de forma grafica mediante una
curva ROC (Receiver Operating Characteristic) que representa la sensibilidad frente a (1-

especificidad) para un sistema segun varia el umbral de discriminacion.

Una vez construido el modelo discriminante a partir de las muestras de medio de cultivo
embrionario procedimos a identificar las variables (partes del espectro) que contribuian con mas peso

al modelo (loadings) y a que metabolitos correspondian en el espectro.
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Finalmente, identificados los picos mas significativos para el modelo discriminatorio, procedimos
a integrar el area de los picos y asignar cada sefial a que metabolito pudiera corresponder. Para ciertas
sefiales, la correcta asignacion de cada pico a un metabolito resulta especialmente compleja. Esto
viene dado por la baja concentracion en la muestra de un metabolito o también por el alto grado de

solapamiento de las sefiales.

Para intentar mejorar la asignacion de picos empleamos secuencias especiales de asignacion
bidimensional (tipo TOCSY correlacion 'H-"H y HSQC correlacién 'H-'3C) que fueron adquiridas
para un grupo seleccionado de muestras. Para la asignacion de los picos e identificacion de los
compuestos empleamos el programa Chenomx NMR suite version 7.1 (Chenomx Inc., Edmonton,
Alberta, Canadd) y la base de datos de libre acceso Human Metabolome Database
(http://www.hmdb.ca).

3.5. Validacion mediante embriones de raton como modelo animal de desarrollo

embrionario.

En la segunda parte del estudio se usaron embriones de raton como modelo animal para comprobar
el efecto de los metabolitos que resultaron estadisticamente significativos en el modelo metabolomico
de prediccion de la viabilidad embrionaria humana. De entre todos los metabolitos que componen el

biomarcador metabdlico de viabilidad, elegimos butirato, arginina y glutamato.

El modelo animal seleccionado para llevar a cabo esta parte del estudio fue el embridon de raton

dado su parecido en las primeras etapas de desarrollo preembrionario con el humano.

Los embriones de raton fueron suministrados en estadio de prontcleos procedentes de una misma
cohorte de ratones que se cruzaron mediante inseminacion in vivo y obtuvieron al mismo tiempo, y

se agruparon al azar para congelar cada pajuela.

Se utilizaron un total de 56 embriones en estadio de pronucleos almacenados en 10 pajuelas que
fueron congelados y almacenados en nitrogeno liquido por la empresa Embryotools S.L (Barcelona,
Espafia) hasta su traslado. El transporte fue realizado con servicio puerta a puerta por la empresa

autorizada Halcourier S.L. Durante todo el transporte se mantuvieron condiciones de temperatura
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constante de las pajuelas para evitar su descongelacion y una vez llegado a su destino se almacenaron

también en nitrégeno liquido evitando asi cualquier cambio de temperatura.

Para su descongelacion se siguieron las indicaciones del protocolo proporcionado por la empresa

suministradora y que se detalla a continuacion.
»  Sacar las pajuelas de una en una del tanque de nitrogeno liquido.
* Dejarla descongelar a temperatura ambiente durante 40 segundos.
*  Sumergir la pajuela en un bafio a 37°C durante 40 segundos, sacarla del agua y secarla.
*  Cortar el extremo final sellado con tijera y colocarlo sobre una placa de Petri de 35 mm.
»  Cortar el otro extremo de la pajuela por la mitad del polimero (ver Figura 36)

* Usando una varilla metalica empujar la mitad del polimero hacia el final del soporte de
vitrificacion tipo pajuela de forma que toda la solucidon que contiene la pajuela caiga en la placa de

Petri.
*  Dejar la solucion con los embriones a temperatura ambiente durante 10-15 minutos.

* Pasar los embriones a gotas con medio de cultivo con acido 4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonico (Hepes) durante 5 minutos a 37°C.

*  Pasar los embriones al medio de cultivo seleccionado y previamente equilibrado. Realizar al

menos 9 pases de lavado en gotas diferentes de medio a 37°C.

»  Seleccionar los embriones supervivientes y pasarlos a las gotas correspondientes en una nueva

placa con medio de cultivo preequilibrado. Los embriones ya estan listos para ser usados.
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Figura 36. Soporte de vitrificacion de embriones de raton con polimero de algodon.

Se realizaron un total de siete placas de cultivo, seis de las cuales se utilizaron para el estudio de
los tres metabolitos y una placa como control positivo. En cada placa se dispusieron nueve gotas de
20 pL de medio G1.5plus ™ cubiertas de aceite mineral Ovoil ™. Se utiliz6 idéntico medio al
empleado en el estudio de viabilidad embrionaria. Se colocaron en la placa control ocho embriones a
modo de control positivo de crecimiento sin la adicion de ninglin metabolito al medio. En otras seis
placas se dispusieron 8 embriones por placa para probar dos concentraciones distintas de los tres
metabolitos a estudio dejando vacia una gota por placa como control. Esas gotas sin embriones se
cultivaron junto con las gotas con embriones para permitir a cualquier aminoacido no especifico su

degradacion o aparicion. De manera que se emplearon un total de 56 embriones para el estudio.

El medio de cultivo se enriquecid con los metabolitos seleccionados de forma que la concentracion
final del metabolito en el medio fue ImM y 0,ImM Yy se realizd también una placa control con el
medio de cultivo sin aditivos. Las concentraciones empleadas fueron estimadas tras cuantificar una
muestra del medio de cultivo sin aditivos empleado para el estudio. La concentracion determinada
por RMN de los diferentes metabolitos empleados fue de 0,1mM para butirato y arginina, y 0,05mM
para glutamato. Estas concentraciones ademas concuerdan con los datos publicados en la bibliografia
como es el caso de un estudio para la evaluacion de los efectos de diferentes concentraciones de
aminoacidos en el medio de cultivo en ratones preimplantacionales cultivados in vitro (Xing et al.,

2005).
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La preparacion de los medios a las concentraciones deseadas fue realizada por el laboratorio de la
Fundacion Investigacion Hospital General Universitario de Valencia. Para realizar las diluciones se
partieron de disoluciones de concentracion inicial de 100mM de Butirato sédico (Sigma-Aldrich,
EEUU), 100mM de L-Arginina (Fluka BioChemika, Sigma-Aldrich, Francia) y de 50mM de L-
Glutamato (Fluka BioChemika, Sigma-Aldrich, Francia). Se realizaron diluciones 1/100 y 1/10 para
el butirico y la arginina y 1/50 y1/10 para el glutamato. Se afnadieron al medio de cultivo hasta tener

la concentracion deseada de ImM y 0,1mM.

Una vez preparados los medios pudimos realizar las placas de cultivo en nuestro laboratorio. Cada
placa contiene 9 gotas de 20 pL cubiertas de 3mL de aceite mineral Ovoil ™. Las gotas se colocaron
y numeraron formando en sentido horario dejando una gota en el centro de la placa que corresponde

al control. Se colocard un embrién por gota salvo en la gota control.

Las placas de cultivo donde se colocaron los embriones fueron equilibradas tras su preparacion a
37°C y presion del 6% de CO». Los embriones se cultivaron en las placas de cultivo en incubadores

a las mismas presiones de O y temperatura que se emplearon en la primera parte del estudio.

Los embriones fueron evaluados a las 24, 48, 72 y 96 horas tras su descongelacion para determinar
parametros morfologicos diferenciales entre grupos comparandolos con el grupo control. Dichos
parametros son los utilizados habitualmente en humanos para clasificar morfolégicamente a los
embriones y determinar asi su viabilidad. Se valoraron el ritmo de division, nimero de células, grado

de fragmentacion, multinucleacion, llegada a estadio de blastocisto y calidad del mismo.

Tras las primeras 24 horas se realizaron nuevas placas para renovar el medio de cultivo de la misma
forma que se realizo en el cultivo con embriones humanos en dia dos de cultivo en la primera parte
del estudio. Tanto el medio empleado para el cultivo durante las primeras 24 horas como el empleado
para el resto del desarrollo fue guardado en microtubos de 0.2 mL tal y como se muestra en la Figura
37 y congelado a -18°C para su posterior andlisis en el servicio de Metabolomica de la Facultat de

Medicina-UCIM, Universitat de Valéncia.
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Figura 37. Microtubos con numeracioén y coloracion especifica para el estudio.

La adquisicion de los espectros de RMN se realiz6 siguiendo idéntico procedimiento al detallado

en la parte de adquisicion del espectro de RMN de los medios de cultivos embrionarios humanos.

3.6. Tratamiento estadistico de los datos.

Las variables cuantitativas edad de la paciente, ovocitos obtenidos y fecundados, numero de
células y fragmentacion de las células fueron descritas estadisticamente mediante la media y su
desviacion tipica para los grupos con resultados positivos y negativos separadamente. Ademas, las
variables cualitativas descritas en el estudio como calidad embrionaria, simetria y multinucleacion

fueron descritas en porcentajes.

Tras el estudio descriptivo, se realizé un andlisis de regresion logistica tomando como variable
dependiente la variable resultado y como covariable las variables como edad, ovocitos obtenidos,

ovocitos fecundados, nimero de células y fragmentacion.

En el caso de relacionar la variable resultado con la nacionalidad de la paciente, el diagnostico
previo, la calidad embrionaria, la simetria y la multinucleacion se realizd un andlisis de tablas

cruzadas.

A partir de las intensidades obtenidas para cada sefal se comprobd, mediante la prueba de
Kolmogorov-Smirnov, si la mayoria de las variables seguian una distribucion normal. En caso
positivo, y para confirmar la importancia estadistica univariante de las variables identificadas, se

utiliz6 la prueba paramétrica Student para la comparacion de dos medias independientes. En los casos
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en los que la mayoria de las variables no siguieron una distribucién normal, se emple6 una prueba no

paramétrica para la comparacion de dos medias independientes, la prueba de Mann-Whitney.

Para la medida del grado de relacion lineal entre dos variables cuantitativas utilizamos la

correlacion de Pearson.

La evaluacion de la capacidad de prediccion, punto de corte Optimo y los valores de sensibilidad

y especificidad asociados se realizé mediante una curva ROC.

La valoracion de la significacion estadistica de las diferencias de nuestros datos de valoracion
morfologica en embriones de raton la realizamos mediante un test exacto de Fisher, prueba estadistica
utilizada en el andlisis de tablas de contingencia. La prueba es util para los datos categoricos que
resultan de clasificar los objetos en dos formas diferentes, se utiliza para examinar la significacion de
la asociacion (de contingencia) entre los dos tipos de clasificacion. Se aplica en la comparacion de

dos grupos respecto a una variable dicotomica.
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4. Resultados.

4.1. Datos demograficos y clinicos.

Las caracteristicas demograficas y clinicas de las pacientes se muestran de forma resumida en la
Tabla 2. Las pacientes que forman parte del estudio pueden ser consideradas como representativas de
la poblacion atendida habitualmente en la Unidad de Reproduccion Humana del CHGUYV, a pesar del
ajuste debido por la aplicacion de los criterios de inclusion, previamente establecidos y descritos, en

el apartado material y métodos de esta tesis.

Se han analizado los datos de un total de 42 ciclos de 40 pacientes que se han sometido a un
tratamiento de reproduccion asistida en la Unidad de Reproduccion Humana del CHGUYV entre los

afios 2010 y 2012. Se han recogido algunos datos demograficos y clinicos de las pacientes (Tabla 2).

Para el grupo de muestras con resultado positivo, la edad media de las pacientes tratadas fue de
34,71 + 2,05 afos (media = D.T). Este valor contrasta con la edad media del grupo de muestras de las

pacientes con resultados negativos que alcanzo6 una edad de 34,97 + 3,54 afos (media = D.T).

En cuanto a la nacionalidad para el grupo de muestras con resultado positivo, en un 76.92% de los
casos es una paciente de nacionalidad espafiola, mientras que un 23.08% es de nacionalidad rusa.
Para el grupo de muestras con resultado negativo, en un 81.54% de los casos es una paciente de

nacionalidad espafiola, mientras que un 18.46% es de nacionalidad distinta a la espafiola.

Para el grupo de muestras con resultado positivo, el diagndstico previo mas frecuente es de EOD,
suponiendo el 46.15% de los casos. Para el grupo de muestras con resultado negativo, el diagnostico

previo mas frecuente es de también EOD, suponiendo el 29.23% de los casos.

La FSH basal no alcanz¢ las 15 Ul aceptadas cominmente como factor de mal prondstico, siendo

el valor promedio de 7.28 para los casos positivos y de 6.93 para los negativos.

Respecto a la técnica utilizada para el grupo de positivos fue un 53.85%, 15.38% y 30.77%
respectivamente para ICSI, FIV y técnica mixta. Respecto a la técnica utilizada para el grupo de
negativos fue un 61.54%, 16.92% y 21.54% respectivamente para ICSI, FIV y técnica mixta.
Cuantificando el namero de ovocitos obtenidos y fecundados en el grupo de casos positivos, el valor

promedio fue de 9,00 + 4,04 (media £ D.T) y 6,14 £ 2,921 respectivamente. Sin embargo, para el
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grupo de casos negativos, el valor promedio fue de 6,97 + 4,56 de ovocitos obtenidos y 3,83 + 2,20

de ovocitos fecundados.

Muestra

O 00 NO UV A WN BB

N NN NNNRR R R R R B @ @ @9
UV B W INR O WONOOUWULDMWNIRO

Resultado

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Tabla 2. Sumario de las caracteristicas demograficas y clinicas de las pacientes.

Edad Paciente

w

2
2

w

35
35
35
32
32
37
37
37
35
35
40
40
40
40
40
37
37
30
30
39
39
36

Nacionalidad

Rusa
Rusa
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Rusa
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Rumana
Rumana
Espafiola
Espafiola
Espanola

Diagndstico previo

SOP
SOP
OTB
oTB
EOD
EOD
EOD
EOD
Afnosidad
Ab Rep
Ab Rep
EOD
EOD
Afosidad
Afnosidad
Afosidad
Afnosidad
Afnosidad
EOD
EOD
EOD
EOD
Afosidad
Afosidad
SOP
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FSH basal

8,6
8,6
6,03
6,03
4,5
4,05
12,2
5,3
5,3
11
11
6,7
6,7
5,3
5,3
5,3
10,6
10,3
6,8
9,8
5,5
5,5

Numero de ciclo

R W WR PP R WWWRRRPRRRRRRRRRRRR R

Ovocitos Obtenidos

Y
w w

AW W IO O

ICSI
ICSI
FIV
FIV
ICSI
ICSI
Mixta
Mixta
ICSI
Mixta
Mixta
ICSI
ICSI
Mixta
Mixta
ICSI
ICSI
ICSI
ICSI
ICSI
FIV
FIV
ICSI
ICSI
ICSI

Ovocitos fecundados
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Sacos LCF+
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Muestra

Resultado

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Edad Paciente

w

6
7

w

40
40
30
30
31
31
28
28
28
33
31
34
34
36
36
32
32
32
32
34
34
34
34
39
39
38
37
36
36
34

Nacionalidad

Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Rusa

Rusa

Rusa

Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espanola
Africana
Africana
Espafiola

Diagndstico previo

Afosidad
Afosidad

EOD
EOD
SOP
SOP
OoTU
OoTU
OoTU
EOD
SOP
EOD
EOD
SOP
SOP
EOD
EOD
OoTU
OoTU
EOD
EOD
SOP
SOP

Anosidad
Anosidad
Afosidad

EOD
EOD
EOD

Combinada

- 109 -

FSH basal

12,15
12,15

3,9
6,08
6,08

5,9
5,9
9,54
9,54
5,5
5,5

5,5
5,5
6,41
5,8

Numero de ciclo
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Ovocitos Obtenidos

w w b b

12
12
10
10

[E

20

A OO NN NN

12
12

o

17
17

00 00 00 00 = W W

ICSI
ICSI
ICSI
ICSI
ICSI
ICSI
ICSI
Mixta
Mixta
Mixta
Mixta
Mixta
ICSI
Mixta
ICSI
ICSI
ICSI
ICSI
FIV
FIV
FIV
FIV
MIXTA
MIXTA
ICSI
ICSI
ICSI
ICSI
FIV
ICSI
ICSI
ICSI
ICSI

Ovocitos fecundados
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Muestra
Resultado

59 Negativo
60 Negativo
61 Negativo
62 Negativo
63 Negativo
64 Negativo
65 Negativo
66 Negativo
67 Negativo
68 Negativo
69 Negativo
70 Negativo
71 Negativo
72 Negativo
73 Negativo
74 Negativo
75 Negativo
76 Negativo
77 Negativo
78 Negativo

Edad Paciente

w

4
6

w

31
37
38
38
26
26
35
35
33
33
32
32
37
39
39
37
37

Nacionalidad

Espafiola
Espafiola
Espafiola
Rumana
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Rusa
Rusa
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Espafiola
Brasilefia
Brasilefia
Espafiola
Espafiola

Diagndstico previo

Combinada

OTB
oTB

Endometriosis

EOD

Endometriosis

Endometriosis

SOP
SOP
OTB
oTB
OTB
oTB
EOD
EOD

Afosidad
Afosidad
Anosidad

SOP
SOP

FSH basal

5

6,7

7,7
7,7
6,3
6,3

13,4
13,4

12,2
6,3
6,3
7,7
7,7

Numero de ciclo

R R NNRPRRRPRRRRRRRNNNERIPRIRLRW

Ovocitos Obtenidos

w v 1

ICSI
ICSI
ICSI
ICSI
ICSI
ICSI
ICSI
Mixta
Mixta
FIV
FIV
ICSI
ICSI
ICSI
ICSI
ICSI
Mixta
Mixta
FIV
FIV

Ovocitos fecundados

Ul U1 00 00 & W W N NDNNMNDNMNNPEEPAARPRPEFERDNMNDNO

Sacos LCF+

O O OO OO OO 0O o0 OO0 ouoOoOoo o o o o

RNV

RNV recién nacido vivo; LCF latido cardiaco fetal; SOP Sindrome ovario poliquistico; OTB obstruccion tubarica

bilateral; EOD esterilidad de origen desconocido; Ab Rep aborto repeticion; SB salpinguectomia bilateral; OTU

obstruccion tubarica unilateral.
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La calidad de los embriones cuyas muestras de medio de cultivo fueron analizadas en el estudio
se muestra de forma resumida en la Tabla 3. Para el grupo de muestras con resultado positivo un 62 %
de los embriones tuvieron una calidad tipo A, un 23 % de las pacientes tienen una calidad embrionaria
tipo B y un 15 % tiene una calidad embrionaria tipo C. Analizando las muestras con resultado
negativos vimos que un 48 % de los embriones presentaron una calidad embrionaria tipo A, un 39 %

tuvieron una calidad embrionaria tipo B, un 12 % tipo C y un 1 % tipo D.

En cuanto al numero de células de los embriones, el grupo de pacientes con resultados positivos
tuvieron embriones con un nimero de células de 3,78 = 0,56, y en el caso de los resultados negativos,

las pacientes tuvieron embriones con un nimero de células de 5,60 & 0,70.

Respecto a la fragmentacion celular las pacientes del grupo con resultados positivos presentaron
una fragmentacion de 6,78 + 8,98, y en el caso de las pacientes del grupo con resultados negativos un

6,55 +9,56.

En cuanto a la simetria, un 77 % de los casos presentaron simetria respecto a los 23 % de los casos
que fueron asimétricos. Finalmente, un 95 % de las pacientes del grupo con resultados negativos no

presentaron multinucleacion frente al 5 % de las pacientes que presentaron esta caracteristica.

- 111 -



Resultados.

Muestra
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Tabla 3. Sumario de las caracteristicas morfoldgicas de los embriones humanos.

Resultado

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Calidad
Embrionaria

> W W W > W WwW>>>r>> OWwww>>OWw®E>>O0Ww>>>>> > >

N2 Células
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Muestra

Resultado

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Calidad
Embrionaria
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N2 Células
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© S
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] =

67 Negativo
68 Negativo
69 Negativo
70 Negativo
71 Negativo
72 Negativo
73 Negativo
74 Negativo
75 Negativo
76 Negativo
77 Negativo
78 Negativo

Calidad
Embrionaria
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Multinucleacion

Teniendo en cuenta estas variables, el analisis de regresion logistica demostrd que sélo la variable

ovocitos fecundados tiene influencia estadisticamente significativa sobre la variable resultado (X1=

6,30; p=0,01) frente a las variables edad (X1=0,41; p = 0,52), ovocitos obtenidos (X1=1,61; p =0,20),

n° de células (X1=1,13; p=0,711) y fragmentacion (X1= 2,96; p=0,587).

Ademas, el andlisis de tablas cruzadas indicé la ausencia de significacion estadistica de las

variables nacionalidad (Prueba de Fisher: X4=3,050; p=0,536), diagnostico previo (Prueba de Fisher:
X4=10,24; p=0,16), calidad embrionaria (Prueba de Fisher:X4= 1,84; p=0,64), simetria (Prueba de

Fisher: X4=3,71; p=0,11) y multinucleacion (Prueba de Fisher:X4= 0,616; p=1,0).

La ausencia de significacion estadistica entre las variables analizadas y los dos grupos parece

indicar que los resultados de nuestro estudio no se vieron afectados por la variabilidad intergrupo.
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4.2. Muestras.

Inicialmente, dispusimos de un total de 80 muestras de medio de cultivo, de las cuales hubo que
descartar 2 muestras de una paciente por contaminacion. Finalmente fueron 78 las muestras
analizadas por RMN de las cuales obtuvimos el perfil metabolémico de las cuales 65 se inclueron en
el grupo de no implantacion y 13 en el grupo implantacion. Por cada paciente procesamos una o dos

muestras segun el nimero de embriones transferidos.

4.3. Obtencion del perfil metabdlico del medio de cultivo de
embriones humanos mediante RMN.

El primer objetivo planteado en esta tesis fue obtener el perfil metabolico del medio de cultivo
embrionario humano mediante RMN. Como se ha explicado en el apartado material y métodos
disefiamos un estudio en el que se recogieron muestras de medio de cultivo embrionario donde
permanecieron los embriones hasta el momento de su transferencia en dia dos de cultivo. En funciéon
de los resultados de implantacion de dichos embriones el total de muestras de medio de cultivo quedd
dividido en dos grupos. Un primer grupo de muestras constituido por las pacientes que tuvieron una
implantacion, grupo de muestras al que llamamos positivas. En este grupo se incluyeron los casos en
los que habiéndose transferido un solo embrién el resultado fue un embarazo tinico o los casos en los
que habiéndose trasferido dos embriones se obtuvo como resultado una gestacion gemelar. Quedaron
por lo tanto excluidas del estudio aquellas muestras procedentes de la transferencia de dos embriones
y que dieron lugar a una gestacion unica por la imposibilidad de saber con absoluta certeza cudl de
los dos embriones habria implantado. El segundo grupo quedé constituido por aquellas muestras que

dieron como resultado la no implantacion, grupo al que llamamos negativas.
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4.3.1. Analisis mediante RMN del medio de cultivo de embriones humanos.

Los medios de cultivo embrionarios humanos fueron analizados mediante espectrometria de RMN

y dieron lugar a una coleccion de 78 espectros de alta calidad.

Region Aromatica _ Region
~ Alifatica
| N ;
| A .
:' -------------------- M P
ppm

Figura 38. Espectro de 'H RMN representativo de las muestras de medio de cultivo embrionario donde se sefialan

las dos grandes regiones en que se puede dividir el espectro (alifatica y aromatica).

El espectro promedio del medio de cultivo embrionario (Figura 38) presenta una buena relacion
sefial/ruido, una linea base plana y una buena resolucion de la multiplicidad quimica de las sefales.
Se pueden apreciar gran cantidad de sefiales, atribuibles a los diferentes metabolitos presentes en el
medio, especialmente en la region alifatica del espectro. Existe una sefial muy intensa sobre la region
de 1.3-1.4 ppm que corresponde a la molécula de lactato y que domina el espectro. Sobre la region
de 4.6-4.8 ppm aparece otra sefial intensa y muy ancha que corresponde a los protones de la molécula
de H2O. El hecho de que esta sefial no sea la més intensa del espectro, a pesar de ser la molécula mas
concentrada del medio, se debe a la supresion de la sefial del agua practicada, y por tanto, es un reflejo

de la buena calidad del espectro obtenido.
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Figura 39. Espectro de 'H RMN representativo (parte alifatica) de las muestras de medio de cultivo embrionario

para un caso negativo de implantacion (rojo) y otro positivo (verde).

En la Figura 39 se muestra una comparativa, con mayor detalle de la parte alifatica del espectro de
muestras representativas de los dos tipos de medio de cultivo de embrionario obtenidos. Como
podemos observar la sefial dominante del espectro es la que corresponde a la molécula de lactato que
es mucho mas intensa que el resto. Cuando existe una sefial que presenta una diferencia tan importante
de intensidad respecto el resto, ésta domina la normalizacion. Por esta razon, la region que comprende
la sefial del lactato fue excluida del 4area de normalizacion del espectro completo. Igualmente, aunque
de menor intensidad, se pueden identificar otras muchas senales asociadas a otros metabolitos como

alanina, isovalerato, butirato, citrato y multitud de picos asociados a la molécula de glucosa.
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Tirosina

Triptofano

a-Glucosa

Figura 40. Detalle ampliado de la zona aromatica del espectro de 'H RMN representativo de las muestras de medio

de cultivo embrionario para un caso negativo de implantacion (rojo) y otro positivo (verde).

La parte aromatica del espectro mostrada en la Figura 40 presenta un nimero mas reducido de
sefiales, con menor intensidad, mas solapadas pero que pueden ser integradas e incluidas en el analisis.
Entre los metabolitos que se pueden identificar resalta la presencia de senales atribuibles a las
moléculas de a-glucosa, triptofano y tirosina. La comparacion visual de los dos espectros no muestra
diferencias importantes entre los grupos. Procedemos a cuantificar las diferentes regiones espectrales
identificadas y aplicar un andlisis estadistico multivariable a los resultados. Para los casos con
solapamiento de picos o asignacion incierta, se emplearon espectros bidimensionales (2D) como el

que se muestra en la Figura 41.
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Figura 41. Secuencia TOCSY 2D de correlacion 'H-'H utilizada en la asignacién e identificacion de los picos més

solapados.

En concreto, hemos empleado una secuencia tipo TOCSY 2D de correlacion homonuclear 'H-"H
donde las dos dimensiones corresponden al mismo nicleo, en nuestro caso el 'H. Esta secuencia
aporta informacion valiosa de las relaciones entre los protones de una misma molécula. Las sefales

aparecen menos solapadas en el espectro bidimensional y por tanto resulta mas sencilla su asignacion.
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4.3.2. Analisis del espectro de RMN del medio de cultivo de embriones humanos

mediante métodos quimiométricos.

Se construyo una matriz de datos a la que se aplicaron las técnicas exploratorias quimiométricas
mas comunes. Comenzamos con un andlisis no supervisado de componentes principales (PCA). El
objetivo del andlisis fue condensar toda la informacion metabdlica dada por una serie de variables,
en un numero restringido de variables latentes o PC pero conservando la méxima informacion. Este
analisis nos permitié detectar agrupaciones y patrones de distribucion de las distintas muestras en

funcion de su composicion metabodlica global.
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Figura 42. Diagrama de puntuaciones del PCA obtenido que muestra la proyeccion en dos dimensiones de la
informacion metabolica completa de todas las muestras. En circulos en rojo se identifican las muestras negativas, y en

cuadrados verdes las muestras positivas.
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Procedemos a realizar un PCA de las 78 muestras donde cada una de ellas esta definida por su
perfil metabolico completo. Tras el troceado del espectro en segmentos de 0.005 ppm, la composicion
metabolica de cada muestra quedé caracterizada por 2000 variables (el espectro completo excepto la
region del H>0). El resultado del PCA mostrado en la Figura 42 mostr6 la existencia de un incipiente
agrupamiento de las muestras en base a los dos grupos definidos (positivas y negativas). Pero este
agrupamiento no discrimina completamente entre los dos grupos. La region del espacio multivariable
que ocupan las muestras positivas estd, casi en su totalidad, solapado con el espacio ocupado por las
muestras negativas. Las muestras negativas presentan una mayor dispersion y parece que puedan
dividirse a su vez en dos subgrupos. Esto podria deberse a la existencia de otra fuente de variabilidad
incluida en los datos pero diferente a la viabilidad embrionaria. Adicionalmente, el PCA resulta de
especial utilidad para la identificacion de posibles muestras estadisticamente aberrantes como las que
graficamente podemos observar en el diagrama de puntuaciones. Mediante el PCA identificamos 4
muestras negativas que presentan un contenido metabolico muy diferente al resto de muestras, tanto
de su grupo como del conjunto total (outlayers). Estas cuatro muestras son las que se sitilan a valores
mas negativos de PC1 y fuera del area que comprende el 95% del limite de confianza (representado

como una circunferencia punteada en azul).

De forma complementaria, el estudio detallado del diagrama de cargas del PCA nos aporta
informacion sobre las regiones del espectro que contribuyen en mayor medida a la separacion
espontanea de las muestras, es decir, las regiones que presentan mayor variabilidad entre los dos
grupos. Una vez mas, la intensidad de la sefial asociada a la molécula de lactato es muy superior al
resto de contribuciones. Una pequeia variacion en el nivel de lactato tiene una contribucién enorme
a la variabilidad total del sistema, y por tanto, una contribucion exageradamente mayoritaria en la
construccion del PCA. La informacion extraida del diagrama de cargas coincide con lo observado en
el espectro de RMN del medio. La diferencia de intensidad de la sefial del lactato respecto al resto de
metabolitos presentes en el medio aconseja su eliminacion tanto de la region de normalizaciéon como

de las regiones incluidas en las técnicas exploratorias de datos (PCA y PLS-DA).
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Figura 43. Diagrama de cargas del PCA de la region alifatica.

Una vez comprobado que las muestras no se agrupan espontaneamente en base a nuestros criterios
(positiva y negativa), procedemos a construir un modelo discriminatorio PLS-DA pero excluyendo

del mismo la region del lactato y las cuatro muestras identificadas como aberrantes en el PCA.

En los sistemas donde la separacion entre grupos es compleja, como fue nuestro caso, realizamos
un andlisis discriminante supervisado PLS-DA basado en la informacion obtenida del PCA con el fin
de favorecer la separacion entre grupos. Se emplearon las dos primeras componentes principales del
PLS-DA, las cuales explican hasta un 29 % de la variabilidad total, y se procedi6é a construir un

modelo que eliminase toda la variabilidad no relacionada directamente con nuestro criterio de

clasificacion de dos grupos.
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Figura 44. Diagrama de puntuaciones del analisis PLS-DA donde se muestra el agrupamiento de las muestras

negativas (rojo) y positivas (verde). Las elipses dibujadas han sido incluidas solo con un objetivo ilustrador.

Los resultados son los mostrados en el diagrama de puntuaciones (Figura 44) donde se puede
observar una excelente separacion entre las muestras positivas y negativas, y un minimo solapamiento

entre los dos grupos.

Una vez construido el modelo discriminante, el siguiente paso fue la identificacion de las regiones
o picos del espectro que mas participan en nuestro modelo y que contribuian en mayor medida a la

separacion de los dos grupos.
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Figura 45. Diagrama de cargas del PLS-DA completo de la region alifatica del espectro.

Para ello consultamos el diagrama de cargas del PLS-DA, y comprobamos como las regiones con

mayor contribucion al modelo discriminativo son aquellas asociadas a metabolitos como el acido

hidroxisovalerico, alanina, n-butirato, arginina, glutamato, piruvato, citrato, isopropanol +

polietilenglicol y diversos picos de glucosa como puede verse en la Figura 45.

Una vez identificadas las regiones/sefiales con mayor peso en la construccion del modelo

discriminativo PLS-DA, procedimos a la asignacion e integracion de la sefial. Para comprobar que

las variables continuas se ajustan a una distribucién normal se utilizo el test de Kolmogorov-Smirnov.

La comparacion entre las medias de las integrales de los dos grupos se realizé mediante un analisis

de varianza (ANOVA) de una via. El resultado de la cuantificacion de estas regiones y su significacion

estadistica se muestra de forma resumida en la Tabla 4.
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Tabla 4. Regiones espectrales con mayor contribucion al modelo discriminante.

Region
Metabolito )4 Positivo = DS Negativo+ DS P/N
(ppm)
0.74- Ac. 2- 0.00248+ 1.3e- 0.00236 +
0.026 1.05
0.84 hidroxisovalerico 4 1.7e-4
1.46- 0.0126 +
Alanina 0.005 0.0108 £ 6e-4 1.17
1.49 0.0048
1.53-
|58 Butirato 0.038 | 0.00417+1.4e-4 | 0.004 +2.7e-4 1.04
1.60- 0.00413 +
Arginina 0.030 | 0.00433 +3e-4 1.05
1.62 2.7e-4
2.02- 0.00722 +
Glutamato 0.0006 0.00683 £+ 3e-4 1.06
2.08 3.97e-4

P p-valor de la comparacion de medias positiva vs negativa; DS desviacion estandar; P/N Cociente intensidad grupo

positivos y negativos. Los niveles estan expresados como el area del metabolito de interés dividido con respecto al area

total alifatica.
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Tabla 5. Regiones espectrales con contribucion importante al modelo discriminante.

Region
Metabolito p Positivo = DS Negativo+ DS P/N
(ppm)
1.13- 0.0146 £ 0.0139 +
Propilenglicol 0.126 1.05
1.16 0.001 0.0014
1.28- 0.0174 £ 0.0132 +
Treonina 0.07 1.32
1.30 0.0102 0.0067
1.94- 0.0446 + 0.0431 +
Prolina 0.092 1.03
2.02 0.0018 0.0031
2.36- 0.0220 + 0.0239 +
Piruvato 0.06 0.92
2.40 0.0013 0.0023
3.27- 0.0088 + 0.0077 =
Triptofano 0.054 1.14
3.32 0.0016 0.0018
3.81- 0.00292 + 0.00304 +
Glucosa 0.073 0.96
3.92 1.6e-4 2e-4

P p-valor de la comparacion de medias positiva vs negativa; DS desviacion estandar; P/N Cociente intensidad grupo
positivos y negativos. Los niveles estan expresados como el area del metabolito de interés dividido con respecto al area

total alifatica.

En las Tablas 4 y 5 se presenta la cuantificacion de las regiones que contribuyen en mayor medida
al modelo discriminatorio, el valor de area relativa promedio para cada uno de los dos grupos, la
desviacion estandar del valor de la media y el valor de significacion estadistica p de la comparacion
de las medias positivas frente a negativas. La tltima columna (P/N) resulta del cociente de intensidad

entre los datos positivos y los negativos. En la Tabla 4 se agrupan los metabolitos cuya diferencia
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entre la media del grupo positivo frente a la del grupo negativo resulta estadisticamente significativa
(p <0,05). Las presentadas en la Tabla 5 son aquellas regiones que tienen igualmente una contribucion
importante en la construcciéon del PLS-DA pero que no presentan diferencias estadisticamente

significativas entre los dos grupos.

4.3.3. Validacion cruzada.

Hemos realizado una validacion cruzada de los datos empleados en el modelo PLS-DA para
evaluar la calidad y la robustez del modelo construido, y a la vez confirmar que no tenemos un
sobreajuste del mismo. El problema del sobreajuste puede ocurrir cuando el tamafio de los datos de

entrenamiento del modelo es pequeio o cuando el nimero de pardmetros del modelo es grande.

Para comprobar la bondad del método predictivo se empled una validacion cruzada tipo Venetian
Blinds. El resultado de esta validacion cruzada se presenta de forma grafica con la construccion de la
curva ROC. De forma numérica, valoramos la potencia y la exactitud del modelo en base a los
parametros de validacion R2Y y Q2. En general, se consideran valores de AUC aceptables para un

marcador de diagnostico a partir de 0.75 (Fan et al., 2006).

- 127 -



Resultados.

Estimated (blue) and Cross-Validated (green) ROC
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Figura 46. Curva ROC obtenida de la validacion cruzada del modelo PLS-DA obtenido para discriminar entre las

muestras negativas y positivas. La linea azul corresponde a los datos de entrenamiento y la linea verde, a la validacion

cruzada tipo Venetian Blinds.

Los resultados obtenidos muestran que la curva de validacién cruzada (en color verde) es muy

similar a la de entrenamiento (en color azul), y el valor de area bajo la curva (AUC) es superior al

93% lo que indica que el modelo predictivo es robusto y no hay un riesgo importante de sobreajuste.

Los altos valores de los parametros estadisticos R2Y=0.86 y Q2=0.49 confirman que existe una clara

separacion entre los dos grupos y la potencia del modelo predictivo. La medida R2Y describe el

porcentaje de variacion explicada por el modelo; Q2 muestra la habilidad predictiva del modelo. La

diferencia entre esas medidas describe la bondad del modelo.
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Tabla 6. Resultados de la validacion cruzada.

Matriz Confusion (CV):
Verdaderos Falsos Falsos Falsos
Grupos
positivos positivos positivos negativos
No viables (-) 0.98361 0.15385 0.84615 0.01639
Viables (+) 0.84615 0.01639 0.98361 0.15385
Matthew's Correlation Coefficient = 0.838
Tabla Confusion (CV):
Grupo Actual
No viables (-) Viables (+)
Predice no viable (-) 60 ’)
Predice viable (+) 1 11

AUC =0.9269 [0.8671 — 0.9867]

Por otro lado, el coeficiente de correlacion de Matthews se usa como medida de la calidad de
clasificaciones binarias observadas y predichas. Tiene en cuenta verdaderos y falsos positivos y es
una medida equilibrada que puede usarse incluso si los tamafios de las clases son muy diferentes entre
si. Un coeficiente de +1 es la prediccion perfecta y -1 indica un desacuerdo total entre lo observado

y lo predicho.

Enla Tabla 6 se muestra la tabla de contingencia obtenida para el modelo discriminativo. La lectura

de los datos desde el lado de las muestras positivas indica que el modelo predice con un 85% de
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acierto las muestras que son viables y solo indicaria muestra positiva de forma errénea en un 2% de
los casos. Por otro lado, desde el lado de los casos negativos, el modelo seria capaz de predecir con
un 98% de acierto las muestras negativas, y en un 15% de los casos nos indicard que es una muestra

negativa de forma errdnea.

4.4. Empleo de embriones de raton como modelo animal para la
validacion del biomarcador obtenido a partir del analisis mediante
RMN del medio de cultivo embrionario.

En este punto del estudio, hemos determinado el perfil metabolomico del medio de cultivo
embrionario humano. En base a la composicion Metabolomica de este medio y a los datos de
viabilidad embrionaria, hemos construido un modelo predictivo de viabilidad embrionaria. La curva
ROC obtenida mediante la validacién cruzada del modelo confirma la calidad y robustez del modelo
obtenido. Procedemos a realizar una validacion adicional de los resultados obtenidos. Para ello,
decidimos elegir tres de los metabolitos mas significativos, que caracterizan el perfil metabolémico

del medio positivo, y comprobar su efecto sobre embriones de raton.
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4.4.1. Evolucion de los embriones de raton a lo largo del cultivo con los distintos

metabolitos y concentraciones.

Los embriones de raton fueron divididos en 6 grupos (tres metabolitos y dos concentraciones para
cada uno) y un grupo control, cultivados durante 5 dias. Todos los embriones de raton empleados para
el estudio mostraban tras la descongelacion inicial los pronucleos indicativos de haber sido
fecundados en las 20 horas previas. Establecimos un criterio morfoldgico propio de evolucion de los
embriones basado en la supervivencia y la calidad de los mismos. Este criterio se bas6 en la presencia
de progreso y desarrollo del embridn, en cuyo caso la puntuacion que le fue asignada fue de 1 o si no
progresaban dandole puntuacion de 0. El grupo de embriones que progreso se evaludé nuevamente
dandole una puntuacion de 1, 2 y 3 segun progresaron con calidad baja, calidad media o calidad alta
tanto a las 24 horas como a las 96 horas de desarrollo. Los embriones fueron calificados en funcion
de su calidad atendiendo al grado de expansion del blastocele, su masa celular interna, células del

trofoectodermo y presencia de focos degenerativos.

En la Tabla 7 se muestra la puntuacion de la valoraciéon morfologica de los embriones tras las
primeras 24 horas. En la tabla se indica, para cada muestra, el nimero de células (CEL) y el numero

de nucleos visibles (NV) tras las primeras 24 horas de cultivo y la puntuacion (P) obtenida.

Se puede apreciar como la totalidad de los embriones progresa a las 24 horas. En negrita se han

marcado los embriones que tras 24 horas en cultivo destacan por su calidad.
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Tabla 7. Valoracion morfoldgica tras 24 horas de los embriones de raton y sus puntuaciones tras la progresion.
Ctrl P Glu P Glu P But P But P Arg P Arg P
1mM 0,1mM 1mM 0,1mM 1mM 0,1mM

2CEL 1 2CEL 1  4CEL 3  2CEL 1  2CEL 1  2CEL 1  2CEL 1
(2NV) (2NV) (4NV) (2NV) (2NV) (2NV) (2NV)

2CEL 1 2CEL 1 2CEL 1  2CEL 1 2CEL 1  2CEL 1  4CEL 3
(2NV) (2NV) (INV) (2NV) (2NV) (2NV) (4NV)

2CEL 1 2CEL 1 2CEL 1  2CEL 1  2CEL 1  4CEL 3 2CEL 1
(ONV) (2NV) (INV) (2NV) (2NV) (4NV) (2NV)

2CEL 1  2CEL 1 2CEL 1 2CEL 1  2CEL 1  2CEL 1  3CEL 2
(ONV) (2NV) (2NV) (2NV) (2NV) (2NV) (2NV)

2CEL 1 2CEL 1 2CEL 1  2CEL 1  2CEL 1  2CEL 1  4CEL 3
(2NV) (2NV) (INV) (2NV) (2NV) (2NV) (4NV)

3CEL 1 2CEL 1 2CEL 1 2CEL 1 2CEL 1 2CEL 1 4CEL 3

(ONV) (2NV) (1INV) (2NV) (2NV) (2NV) (4NV)
2CEL 1 2CEL 1 2CEL 1 2CEL 1
(2NV) (2NV) (2NV) (2NV)
2CEL 1 2CEL 1
(2NV) (2NV)

-132 -



Resultados.

En la Tabla 8 podemos observar la valoracion morfoldgica de los embriones de raton obtenida tras

96 horas en cultivo. Los embriones que aparecen en negrita no progresan por estar bloqueados o en

apoptosis. El resto de los embriones tienen diferentes calidades y grados de expansion.

Ctrl

EXPANDIDO

EXPANDIDO

ECLOSION

COLAPSADO

APOPTOSIS

COLAPSADO

Tabla 8. Valoraciéon morfoldgica de los embriones de raton tras 96 horas.

GLU

1mM

MORULA

APOPTOSIS

CAVITADO

(FOCOS DEG)

APOPTOSIS

APOPTOSIS

BLOQUEADO

(FOCOS DEG)

APOPTOSIS

APOPTOSIS

GLU

0,1lmM

ECLOSION

EXPANDIDO

EXPANDIDO

APOPTOSIS

ECLOSION

EXPANDIDO

EXPANDIDO

BUT

1mM

BLOQUEADO

(FOCOS DEG)

BLOQUEADO

(FOCOS DEG)

BLOQUEADO

(FOCOS DEG)

BLOQUEADO

(FOCOS DEG)

COMPACTADO

APOPTOSIS

BLOQUEADO
(FOCOS DEG)

BUT

0,1 mM

BLASTOCISTO

(FOCOS DEG)

EXPANDIDO

EXPANDIDO

APOPTOSIS

APOPTOSIS

EXPANDIDO

EXPANDIDO

ARG

1mM

APOPTOSIS

APOPTOSIS

CAVITADO

EXPANDIENDO

EXPANDIDO

(MALA CALIDAD)

EXPANDIDO

(MALA CALIDAD)

ARG

0,1mM

EXPANDIDO

ECLOSION

EXPANDIDO

ECLOSION

ECLOSION

ECLOSION

ECLOSION

ECLOSION

GLU glutamato; BUT butirato; ARG arginina. Sombreados los casos donde los embriones no progresan.
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En la Tabla 9 se resumen las puntuaciones obtenidas por los embriones a las 96 horas
Concretamente P/ es la puntuacion obtenida por el embrién en funcion de su progresion, que se
califica con 0y 1, y P2 es la puntuacion asignada en funcion de la calidad del embrion al final de su
desarrollo con un rango entre 1 y 3 segun evolucione con calidad baja, calidad media o calidad alta.
Se incluyeron en el grupo de calidad baja todos aquellos embriones en morula, cavitados,
compactados o que formaron blastocisto pero con focos degenerativos. En el grupo de calidad media
se incluyeron los embriones en estadio de blastocisto que se encontraban expandiéndose, expandidos
o colapsados. En el grupo de calidad alta se incluyeron los embriones en estadio de blastocisto que

se encontraban eclosionando.

Tabla 9. Puntuaciones obtenidas por los grupos de embriones tras 96 horas en cultivo.

Crtl Glu Glu But But Arg Arg
N=6 N=8 N=7 N=6 N=7 N=6 N=8

pt P2 PIL P2 PIL P2 PI P2 Pl P2 P1I P2 Pl P2

1 2 1 1 1 3 0 - 1 1 0 - 1 2
1 2 0 - 1 2 0 - 1 2 0 - 1 3
1 3 1 1 1 2 0 - 1 2 1 1 1 2
1 2 0 - 0 - 0 - 0 - 1 2 1 3
0 - 0 - 1 3 1 1 0 - 1 2 1 3
1 2 0 - 1 2 0 - 1 2 1 2 1 3

0 - 1 2 1 2 1 3

0 - 1 3

CRTL grupo control; P puntuaciones de los embriones.
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La puntuacion obtenida por el embrion en funcion de si progresa o no se muestra en la columna
P1 y se calificacon 0 y 1, y P2 es la puntuacién asignada en funcion de la calidad del embrion al final
de su desarrollo con un rango entre 1 y 3 segtin evolucione con calidad baja, calidad media o calidad
alta. Se incluyeron en el grupo de calidad baja todos aquellos embriones en morula, cavitados,
compactados o que formaron blastocisto pero con focos degenerativos. Por ultimo, en el grupo de
calidad alta se incluyeron los embriones en estadio de blastocisto que se encontraban eclosionando.
Los resultados muestran que el grupo suplementado con glutamato y butirato Imm se ven gravemente

afectados en su desarrollo por la suplementacion.

A modo de resumen, la Tabla 10 muestra las puntuaciones en porcentajes a las 96 horas de cultivo
en los distintos grupos de embriones. A continuacidn presentaremos los resultados obtenidos de cada
grupo (glutamato, butirato, arginina) individualmente y su comparacion con el grupo control a las 24

y 96 horas de cultivo.

Tabla 10. Puntuaciones de los grupos de embriones en porcentajes a las 96 horas de cultivo.

% Crtl Glu Glu But But Arg Arg
P1

0 16,6 75 14,2 83,3 28,5 33,3 0

1 83,3 25 84,7 16,6 71,4 66,6 100
P2

1 - 25 - 16,6 14,2 16,6 -

2 66 - 57,14 - 57,14 50 25
3 16,6 - 28,5 - - - 75

CRTL grupo control; P puntuaciones de los embriones.
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Para valorar la significacion estadistica de las diferencias de nuestros datos de valoracion
morfologica, hemos realizamos un test de Fisher. Los resultados muestran que no hay significacion
estadistica en las diferencias de los distintos grupos frente al grupo control pues en ningtn caso p <
0.05. Hay que resaltar los valores de p obtenidos para el grupo arginina 0,ImM tanto para la
valoracion a las 24 como a las 96 horas, que sin ser estadisticamente significativos, son los mas

proximos a la significatividad.

Tabla 11. Resultados del test de Fisher tras comparar los distintos grupos con el grupo control valoraciones

realizadas a 24 y 96 horas.

test de Fisher Pvs CTRL Pvs CTRL
CTRL

Glu ImM 0,56 0,56
Glu 0,ImM 1 1,00
But 1mM 1 0,63
But 0,ImM 0,63 0,63
Arg ImM 1 1,00
Arg 0,ImM 0,3 0,10

CRTL grupo control; Glu glutamato; But butirato; Arg arginina.
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4.4.1.1. Grupo control.

El grupo control constituido por 7 embriones de raton se cultivé en medio G1 (el mismo medio en
el que se han cultivado los otros grupos) sin suplementar de los que se elimindé un embrién por
degenerar tras la descongelacion. Tras el cultivo durante 24 horas todos los embriones restantes se
dividieron pasando de una célula en pronucleos a dos células obteniendo una puntuacion de 1 por
progresar y dentro del grupo tan solo uno de los seis alcanzé una puntuacion de 2 indicativa de calidad

media. Este momento equivaldria a dia 2 de cultivo en embriones humanos.

Tras 96 horas en cultivo cinco de los seis embriones progresaron obteniendo una puntuacion de 1
y alcanzaron el estadio de blastocisto. Uno de los embriones entro en apoptosis obteniendo una
puntuacion de 0. Los embriones que progresaron se evaluaron de nuevo y tan solo uno de los cinco
alcanzo la puntuacion de 3 correspondiente a un blastocisto eclosionando y cuatro obtuvieron una

puntuacion de 2 por ser blastocistos expandiéndose.

La Figura 47 se compone de fotografias tomadas mediante microscopio invertido durante el
desarrollo completo a las 24 horas, 48 horas, 56 horas, 72 horas y 96 horas. Puede apreciarse la
division a las 24 horas a dos cé€lulas y al final del desarrollo a las 96 horas la formacion del blastocisto

con distintas calidades.
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CONTROL

20h + 24h

55

56

57

58

59

20+48h 20+56h 20+72h 20+96h

60

Degenerado

61

Figura 47. Imagenes de microscopio invertido del desarrollo de embriones de raton del grupo control cultivados en medio sin

suplementar.
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4.4.1.2. Glutamato 1 mM

Este grupo estaba formado por 8 embriones de raton en medio de cultivo G1 suplementado hasta
alcanzar una concentracion de 1 mM de glutamato. Dicho grupo se dividié de forma semejante al
grupo control mostrando todos los embriones division a dos células tras 24 horas en cultivo y
obteniendo una puntuacion de 1 por progresar en su desarrollo. La evaluacion de los embriones que
progresaron, en este caso la totalidad, obtuvo una puntuacion de 1. Si comparamos este grupo con el
grupo control a las 24 horas no encontramos diferencias. Sin embargo, al final del desarrollo tras el
cultivo durante 96 horas en el medio tan solo dos de los embriones del grupo progresaron, lo que
supone un 25% vy seis entraron en apoptosis. Los dos embriones que progresaron fueron puntuados
como embriones de calidad baja con puntuacion de 1 por no alcanzar estadio de blastocisto. Si
comparamos este grupo con el grupo control a las 96 horas los resultados fueron peores para el
glutamato 1mM ya que el 75% de los embriones acabd en apoptosis. El resultado de la prueba para
los embriones en dia 2 de cultivo cuando se compar6 la valoracion morfoldgica de los embriones del
grupo control frente al grupo de embriones cultivados en medio suplementado con glutamato 1mM
fue de p=0,56. Al comparar este resultado con el nivel de significaciéon de p indica que no existe
significacion estadistica. La misma prueba fue realizada para evaluar la valoracion de la calidad de
los embriones en dia 5 de cultivo obteniendo un valor de p=0,56, siendo muy superior al nivel de

significacion de 0,05, por lo tanto no significativo.

En la Figura 48 pueden apreciarse imagenes tomadas mediante microscopio invertido del

desarrollo embrionario del grupo durante todo el cultivo.
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Glutamato I mM 20h + 24h 20+48h 20+56h 20+72h 20+96h

Figura 48. Imagenes de microscopio invertido del desarrollo de embriones de raton del grupo de medio de cultivo

suplementado con glutamato 1mM.
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4.4.1.3. Glutamato 0.1 mM.

El grupo esta integrado por 8 embriones cultivados en medio de cultivo G1 suplementado hasta
alcanzar la concentracion de 0,1mM de glutamato. De los 8 embriones se descarté uno por degenerar
tras la descongelacion. Tras las primeras 24 horas en cultivo los siete embriones progresaron
obteniendo una puntuacion de 1. Cuando se evalu6 su calidad encontramos que seis de los embriones
se dividieron a dos células obteniendo una puntuacién de 1 y uno se encontraba ya en cuatro células
obteniendo una puntuaciéon de 3. Comparando los resultados con el grupo control a las 24 horas
encontramos una leve mejoria en los resultados. Al final del desarrollo a las 96 horas de cultivo uno
de los embriones no progres6 y entrd en apoptosis obteniendo una puntuaciéon de 0 y el resto
progresaron hasta estadio de blastocisto con una puntuacion de 1 lo que constituye un 85,7%. Fueron
evaluados en funcion de su calidad siendo puntuados con un 2 por ser de calidad media cuatro de los
seis embriones y dos con un 3 de puntuacion por tener calidad alta. Los blastocistos de calidad media
se encontraban expandiéndose y los de calidad alta eclosionando al final de su desarrollo. Si
comparamos este grupo con el grupo control a las 96 horas nos encontramos con una mejoria de

resultados.

En la Figura 49 pueden verse las fotografias tomadas mediante microscopio invertido para todo el

desarrollo de los embriones de raton y las distintas calidades.
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Glu 0,1mM

10

11

12

13

14

15

16

20h + 24h

20+48h  20+56h

20+72h

20+96h

Figura 49. Imagenes de microscopio invertido del desarrollo de embriones de raton en el grupo de medio de cultivo

glutamato 0,1mM.
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4.4.1.4. Butirato 1 mM.

El grupo butirato ImM estaba formado por 8 embriones de raton cultivados en medio Gl
suplementado hasta alcanzar una concentracién de butirato ImM. Se eliminaron dos embriones del
grupo por degenerar tras la descongelacion. Tras 24 horas en cultivo los seis progresaron y se
dividieron a dos células obteniendo una puntuacion de 1 por lo que no mostraron diferencias con el

grupo control.

A las 96 horas de cultivo tan solo uno de los embriones progresé en su desarrollo aunque lo hizo
con una puntuaciéon de 1 al alcanzar el estadio de mdérula. Esto supone un 16,6% del total. Los

restantes seis embriones se bloquearon en estadio de células y no progresaron.

En la Figura 50 se observa el desarrollo de los embriones de raton ralentizado con respecto a otros

grupos al no progresar hasta blastocisto.
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Resultados.

Butirato ImM

20h + 24h

19

20

21

22

23

20+48h

20+56h

24

Degenerado

25

26

Figura 50. Imagenes de microscopio invertido del desarrollo de embriones de raton en el grupo de medio de cultivo

butirato ImM.
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Resultados.

4.4.1.5. Butirato 0.1 mM.

El grupo butirato 0,1mM estaba formado por 8 embriones de raton cultivados en medio de cultivo
G1 suplementado hasta alcanzar la concentracion de 0,1mM de butirato. Se descarté un embrion del
grupo por degenerar tras su descongelacion. Tras 24 horas en cultivo todos los embriones se
dividieron a dos células por lo que los resultados fueron equiparables a los del grupo control

obteniendo una puntuacion de 1.

A las 96 horas en cultivo dos de los siete embriones no progresaron y entraron en apoptosis. Los
cinco embriones restantes que progresaron se desarrollaron hasta estadio de blastocisto. Uno de ellos
obtuvo una puntuacion de 1, indicativa de calidad baja, por tener focos degenerativos y los cuatro

restantes con calidad media por estar expandiéndose.

Como puede apreciarse en la Figura 51 de imagenes tomadas mediante microscopio invertido la

calidad de los embriones al final del desarrollo fue inferior a la del grupo control.
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Resultados.

Butirato 0,1mM

20h + 24h 20+48h 20+56h 20+72h 20+96h

28

29

30

31

Degenerado

32

33

34

35

Figura 51. Imagenes de microscopio invertido del desarrollo de embriones de raton en el grupo de medio de cultivo

butirato 0,1mM.
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Resultados.

4.4.1.6. Arginina 1 mM.

El grupo arginina 1 mM se form6 con 8 embriones de ratén cultivados en medio de cultivo
suplementado hasta alcanzar la concentracién de 1mM de arginina. Hubo que eliminar del grupo 2
embriones por degenerar tras su descongelacion. Tras 24 horas en cultivo todos los embriones
progresaron y se dividieron. Cinco de los embriones se encontraban en dos células por lo que fueron
puntuados con un 1 y uno se encontraba en 4 células por lo que se puntu6 con un 3. Si los comparamos
con los embriones del grupo control a las 24 horas encontramos una leve mejoria en los resultados

por parte del grupo arginina 1mM.

A las 96 horas en cultivo dos de los seis embriones que habian progresado entraron en apoptosis,
de los cuatro restantes un embridn progres6 con una puntuacion de 1 por no encontrarse en estadio
de blastocisto y tres embriones con una puntuacion de 2 por encontrarse en estadio de blastocisto

expandido.

En la Figura 52 se muestran las imagenes tomadas durante el desarrollo de los embriones de raton

donde puede apreciarse la calidad de los mismos.
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Resultados.

Arginina ImM

20h + 24h 20+48h 20+56h 20+72h 20+96h

37

Degenerado

38

39

40

41

42

Degenerado

43

44

Figura 52. Imagenes de microscopio invertido del desarrollo de embriones de raton en el grupo de medio de cultivo

arginina ImM.

- 148 -



Resultados.

4.4.1.7. Arginina 0.1 mM.

El grupo arginina 0,1 mM estaba formado por 8 embriones de raton cultivados en medio de cultivo
G1 suplementado hasta alcanzar la concentracion de arginina 0,1mM. Tras 24 horas en cultivo se
observd que la totalidad de los embriones progres6 con una puntuacion de 1. Concretamente cinco
embriones se dividieron a 2 células obteniendo una puntuacion de 1 y tres embriones se encontraba
en 4 células obteniendo una puntuacion de 3. Si comparamos los resultados con el grupo control tras

24 horas encontramos una mejoria importante en los resultados para el grupo de la arginina 0,1 mM.

Tras 96 horas en cultivo la totalidad de los 8 embriones progres6 y formo blastocistos. Dos de los
embriones se encontraban en estadio de blastocisto con una puntuacion de 2 por ser embriones en
blastocisto expandiéndose y seis de los ocho embriones con una puntuaciéon de 3 por ser embriones
en estadio de blastocisto eclosionando. La comparacion de este grupo con los demds grupos de
metabolitos muestra que tanto en dia 2 como en dia 5 existe una tendencia en cuanto a una mejor

calidad de los embriones cultivados en medio suplementado con arginina 0,1 mm.

En la Figura 53 podemos observar en las fotografias tomadas mediante microscopio invertido la

elevada calidad de los embriones al final de su desarrollo en el grupo arginina 0,1 mM.
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Resultados.

Arg 0,1mM 20h + 24h 20+48h 20+56h 20+72h 20+96h

46

47

48

49

50

51

52

53

/

Figura 53. Imagenes de desarrollo de embriones de raton en el grupo de medio de cultivo arginina 0,lmM.
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Resultados.

Calidades embrionarias 96 horas

100%
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

Control. GlulmM. Glu0'lmM. ButlmM. But0'lmM. ArglmM. Arg0'l mM.

m No progresa. M Calidad baja. Calidad media.  m Calidad alta.

Figura 54. Calidad de los embriones de ratdn en los distintos grupos tras 96 horas de cultivo.

A modo de resumen, en la Figura 54 mostramos los resultados en porcentajes de la clasificacion
de los distintos grupos de embriones de raton en funcion de su calidad embrionaria y su comparacion
con el grupo control tras 96 horas en cultivo. Como puede apreciarse los grupos de arginina 0,1 mM
y glutamato 0,1 mM destacan notablemente sobre el resto de grupos en calidad y son superiores al
grupo control. Por otro lado también es importante destacar el efecto negativo producido por el medio
sobre los embriones en los grupos de glutamato 1mM y butirato 1 mM. Los grupos arginina 1mM y
butirato 0,1 mM presentan resultados similares entre si y son inferiores en calidad respecto al grupo
control pero superiores a los grupos glutamato 1 mM y butirato 1 mM.  Aunque las diferencias
entre los grupos son evidentes y notables a nivel morfoldgico, la prueba de Fisher no muestra

diferencias estadisticamente significativas entre los grupos y el control.
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Resultados.

4.4.2. Anélisis mediante RMN del medio de cultivo suplementado de embriones de

raton.

En base a los resultados obtenidos en el apartado anterior sobre la evolucion de los embriones de
raton a lo largo del cultivo y su valoracion morfologica decidimos realizar un anélisis mediante RMN
de los medios de cultivo donde se habian apreciado diferencias positivas importantes frente a los
controles. De este modo, centramos el esfuerzo de la caracterizacion metabdlica de los medios de
cultivo principalmente para los medios suplementados hasta una concentracion de metabolito 0,1mM.
A diferencia del analisis realizado anteriormente para el medio de cultivo con embriones humanos,
en este caso no hemos aplicado técnicas exploratorias de datos. El analisis de los espectros de RMN
ha consistido en la identificacion y asignacion del mayor nimero posible de resonancias presentes en
el espectro para su posterior cuantificacion. Se han identificado 24 regiones que corresponden
inequivocamente a 24 compuestos diferentes y estas regiones se han cuantificado para todas las

muestras.

Butirato 0,1 mM.

Los resultados obtenidos tras el analisis mediante RMN de la composicién metabolica del medio
de cultivo de los embriones de raton suplementado con butirato 0,1mM se muestran en la Tabla 12.
La primera columna muestra la concentracion relativa promedio del metabolito al dia 2 de cultivo
normalizado a la concentracion promedio del mismo metabolito presente en las muestras control. Al
cociente le restamos la unidad para que la disminucion de la concentracion en la muestra frente al
control tenga signo negativo. De tal forma que los valores positivos indican una ganancia de dicho
metabolito en el grupo suplementado con butirato 0,1 mM con respecto al grupo control y los
negativos (resaltados en negrita) indican una disminucién de dicho metabolito respecto al control.
Los datos de la Gltima columna son el resultado de la diferencia entre los promedios de dia 5 y dia 2

normalizados a sus respectivos controles.
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Resultados.

Tabla 12. Concentraciones relativas de los metabolitos identificados tras el analisis del medio de cultivo de los

embriones suplementado con butirato 0,1mM.

Dia 2 Dia 5 Dia 5-Dia2
(But0, I mM/Crtl)
(But0, 1 mM/Crtl)-1 (But0,1mM/Crtl)-1 _

(But0, 1 mM/Crtl)
hydroxyisovalerato 0,0424 -0,3165 -0,3589
Butirato 0,0878 -0,7536 -0,8414
Valina 0,0182 -0,3062 -0,3244
Propilenglicol -0,0189 -0,5413 -0,5224
Isopropanol -0,0260 -0,5430 -0,5170
Treonina -0,2252 -0,8845 -0,6593
Lactato 0,0054 0,0465 0,0411
Alanina 0,1699 0,1076 -0,0623
Arginina -0,1102 -0,2464 -0,1361
Timidina -0,0562 0,0892 0,1454
Prolina -0,1100 0,0258 0,1359
Piruvato 0,0234 0,1830 0,1595
Glutamina 0,0190 -0,0333 -0,0523
Citrato 0,0423 0,2518 0,2095
Aspartato 0,0828 0,2817 0,1990
Tirosina 0,0002 0,1649 0,1647
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Resultados.

Dia 2

Dia 5

Dia 5 - Dia 2

(But0, 1 mM/Crtl)-1

(But0, I mM/Crtl)-1

(But0, | mM/Crtl)

(But0,1mM/Crtl)

Glicina 0,2259 0,1854 -0,0405
Isoleucina -0,1128 -0,2515 -0,1387
Glucosa 0,0550 0,0174 -0,0376
Glutamato 0,0488 0,0673 0,0185
Indolacetato 0,0363 0,2181 0,1818
IndolLactato -0,0421 0,1307 0,1728
Antranilato 0,0315 0,2056 0,1741

Ctrl : grupo control.
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Resultados.

Las principales diferencias se observan en los niveles de treonina. En la region positiva
destacan sobre el resto del grupo dos metabolitos, alanina y glicina. La diferencia de

concentracion relativa de la timidina frente al control presenta significatividad estadistica

(p=0,03).
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Figura 55. Concentraciones relativas de metabolitos donde queda representado por los valores negativos
(color rojo) la disminucion y ganancia representada por los valores positivos (color verde) de los embriones

cultivados hasta dia 2 en medio suplementado con butirato 0,1 Mm frente al control.

De la misma manera en la Figura 55 se representan el valor promedio de las
concentraciones de metabolitos halladas en el medio de cultivo suplementado con butirato

0,ImM donde permanecieron los embriones hasta el final de su desarrollo en dia 5 de cultivo.
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Resultados.

Podemos apreciar en la Figura 56 como hay gran cantidad de metabolitos destacados en
la region negativa principalmente dos, butirato y treonina. En la region positiva destaca
levemente el aspartato sobre el resto. La diferencia de concentracion relativa del aspartato y
el antranilato frente al control presenta significatividad estadistica (p = 0,005 y p = 0,042)

respectivamente.

(BUT 0,1 D5/CRTL D5)-1

0,4000

Antranilato
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mmm= Pjruvato
— Aspartato
= Tjrosina
m Glicina

== Glutamato
== |ndolacetato
=== |ndolLactato

mmmmmssss Citrato

= Prolina
" Glucosa

= |actato
m=m=  Alanina
=== Timidina
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Glutamina =
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Argining  ——

Isoleucing  —
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2-hydroxyisovalerate —=e————
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Isopropanol

Butirato
Treonina

-1,0000

Figura 56. Concentraciones relativas de metabolitos donde queda representado por los valores negativos
(color rojo) la disminucidn y ganancia representada por los valores positivos (color verde) de los embriones

cultivados en dia 5 en medio suplementado con butirato 0,1 mM frente al control.
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Resultados.

A continuacion se muestra la diferencia de composicién entre el dia 5 y el dia 2
normalizado a sus respectivos controles (Figura 57).
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Figura 57. Representacion grafica de la diferencia de composicion metabodlica promedio entre el medio
suplementado con butirato 0,1mM de dia 5 y el de dia 2. Las concentraciones de cada medio estan

normalizadas a la concentracion del mismo metabolito en su correspondiente control.

Segtin los resultados mostrados en la Figura 57, la tendencia indica la existencia de una
mayor proporcion de metabolitos cuyas concentraciones se situan en la region negativa
indicativa de una disminucion del metabolito. Los metabolitos que destacan son el butirato
y la treonina. La diferencia de concentracion relativa de glucosa entre el medio de cultivo
de dia 5 frente a dia 2 presenta un valor de p proximo a la significacion estadistica (p =

0.057).
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Resultados.

Glutamato 0.1mM

Los resultados obtenidos tras el analisis mediante RMN de la composicion metabolica del medio

de cultivo de los embriones de ratdon suplementado con butirato 0,1mm se muestran en la Tabla 13.

La primera columna muestra la concentracion relativa promedio del metabolito al dia 2 de cultivo

normalizado a la concentracion promedio del mismo metabolito presente en las muestras control. Al

cociente le restamos la unidad para que la disminucion de la concentracion en la muestra frente al

control tenga signo negativo. De tal forma que los valores positivos indican una ganancia de dicho

metabolito en el grupo suplementado con glutamato 0,1 mm con respecto al grupo control y los

negativos (resaltados en negrita) indican una disminucién de dicho metabolito respecto al control.

Los datos de la tltima columna son el resultado de la diferencia entre los promedios de dia 5 y dia 2

normalizados a sus respectivos controles.

Tabla 13. Concentraciones relativas de los metabolitos identificados tras el analisis del medio de cultivo de los

embriones suplementado con glutamato 0,1mM.

Dia 2

(Glut0,1mM/Ctrl)-1

Hydroxyisovalerato -0,0051
Butirato -0,0724
Valina -0,0025

Dia 5

(Glut0,1mM/Ctrl)-1

0,0587

0,0603

0,0371
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Resultados.

Propilenglicol
Isopropanol
Treonina
Lactato
Alanina
Arginina
Timidina
Prolina
Piruvato
Glutamina
Citrato
Aspartato
Tirosina
Triptofano
Glicina
Isoleucina
Glucosa
Glutamato
Indolacetato
IndolLactato

Antranilato

-0,0603

-0,0576

-0,2431

-0,0333

-0,0568

-0,1135

-0,0842

-0,1188

0,0318

0,0513

0,0074

0,1739

0,0662

0,0528

0,0158

-0,0741

0,0361

0,2307

-0,0151

-0,0810

-0,0177
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0,0585

-0,0010

0,0110

0,0457

-0,0478

0,0147

0,0083

0,0028

0,0929

-0,1476

0,1204

0,0818

-0,0478

-0,2242

-0,0482

-0,4148

-0,0588

0,0925

0,0923

-0,0496

0,0365

Crtl grupo control.

0,11877

0,05659

0,25403

0,07896

0,00903

0,12823

0,09242

0,12162

0,06105

-0,19890

0,11307

-0,09204

-0,11400

-0,27703

-0,06397

-0,34066

-0,09497

-0,13817

0,10736

0,03132

0,05422



Resultados.

De forma grafica se representa el perfil metabolico del medio en el dia 2 (Figura 58) y en el dia 5

(Figura 59).
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Figura 58. Concentraciones relativas de metabolitos donde queda representado por los valores negativos (color rojo)
la disminucién y ganancia representada por los valores positivos (color verde) de los embriones cultivados hasta dia 2

en medio suplementado con glutamato 0,1 mM frente al control suplementado con idéntico metabolito.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 58 donde destaca un metabolito en la region
negativa que corresponde a la treonina. En la region positiva indicativa de ganancia destacan dos
metabolitos sobre el resto del grupo que corresponden al aspartato y al glutamato. La diferencia de
concentracion relativa de la timidina frente al control presenta significatividad estadistica (p = 0.006)

y el glutamato (p = 0,001).

En la Figura 59 se representa el valor promedio de las concentraciones de metabolitos que se

encontraron tras el andlisis del medio suplementado en glutamato 0,ImM donde fueron cultivados

los embriones hasta dia 5 de cultivo.
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Resultados.
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Figura 59. Concentraciones relativas de metabolitos donde queda representado por los valores negativos (color rojo)
la disminucion y ganancia representada por los valores positivos (color verde) de los embriones cultivados hasta dia 5

en medio suplementado con glutamato 0,1 mM frente al control suplementado con idéntico metabolito.

Los resultados indican que existen tres metabolitos en el grupo de muestras de la region negativa
indicativa de disminucidon que destacan sobre el resto del grupo y son la glutamina, el triptéfano y la
isoleucina. En la region de las muestras positivas no destaca ninguno de los metabolitos sobre el resto.

Los resultados indican que ninguno de valores tiene significacion estadistica.

A continuacion se muestra la diferencia de composicion entre el dia 5 y el dia 2 normalizado a

sus respectivos controles (Figura 60).
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Resultados.

(GLUT 0,1 D5/CRTL D5)- (GLUT 0,1 D2/CRTL D2)
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Figura 60. Representacion grafica de la diferencia de composicion metabdlica promedio entre el medio
suplementado con glutamato 0,1mm de dia 5 y el de dia 2. Las concentraciones de cada medio estan normalizadas a la

concentracion del mismo metabolito en su correspondiente control.

Los resultados mostrados en la Figura 60 tras evaluar la diferencia entre las concentraciones
halladas en el medio de cultivo suplementado en glutamato 0,1mM en dia 5 y dia 2 muestran que tres
metabolitos de la region negativa destacan sobre el resto. Concretamente la glutamina, el triptéfano
y la isoleucina. En la region positiva destaca sobre el resto del grupo un metabolito, la treonina. La
diferencia de concentracion relativa de lactato entre el medio de cultivo de dia 5 frente a dia 2 presenta
un valor de p proximo a la significacion estadistica (p = 0,044), al igual que la tirosina (p = 0,012) y

la isoleucina (p = 0,035).
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Resultados.

Arginina 0,.1mM

Los resultados obtenidos tras el analisis mediante RMN de la composicion metabolica del medio
de cultivo de los embriones de raton suplementado con arginina 0,lmm se muestran en la Tabla 14.
La primera columna muestra la concentracion relativa promedio del metabolito al dia 2 de cultivo
normalizado a la concentracion promedio del mismo metabolito presente en las muestras control. Al
cociente le restamos la unidad para que la disminucidon de la concentracion en la muestra frente al
control tenga signo negativo. De tal forma que los valores positivos indican una ganancia de dicho
metabolito en el grupo suplementado con arginina 0,1 mm con respecto al grupo control y los
negativos (resaltados en negrita) indican una disminucién de dicho metabolito respecto al control.
Los datos de la tltima columna son el resultado de la diferencia entre los promedios de dia 5 y dia 2

normalizados a sus respectivos controles.

Tabla 14. Concentraciones relativas de los metabolitos identificados tras el analisis del medio de cultivo de los

embriones suplementado con arginina 0, mM.

Dia 2 Dia 5 Dia5-Dia2

(Arg0,1mM/Ctrl)-1 (Arg0,1mM/Ctrl)-1 (Arg0,1mM/Ctrl)

(Arg0,1mM/Ctrl)

Hydroxyisovalerato 0,0115 -0,0141 -0,0257
Butirato -0,0610 -0,0589 0,0021
Valina 0,0293 -0,0350 -0,0644
Propilenglicol -0,0296 -0,0463 -0,0167
Isopropanol -0,0090 -0,1016 -0,0926
Treonina -0,2345 -0,1099 0,1246
Lactato -0,0268 0,0104 0,0373
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Resultados.

Dia 2 Dia 5 Dia5-Dia 2

(Arg0,1mM/Ctrl)

(Arg0,1mM/Ctrl)-1 (Arg0,1mM/Ctrl)-1
(Arg0,1mM/Ctrl)

Alanina 0,0509 0,1374 0,0865
Arginina -0,0257 0,0487 0,0745
Timidina 0,0003 0,0742 0,0739
Prolina -0,1269 0,0075 0,1345
Piruvato -0,0027 0,0209 0,0237
Glutamina 0,0209 -0,1272 -0,1482
Citrato 0,0121 0,0893 0,0772
Aspartato 0,1392 0,1086 -0,0306
Tirosina 0,0419 -0,0208 -0,0628
Triptofano -0,0379 -0,2133 -0,1754
Glicina 0,0688 -0,0329 -0,1017
Isoleucina -0,1672 -0,4056 -0,2384
Glucosa 0,0301 -0,1216 -0,1519
Glutamato 0,2133 0,1458 -0,0675

Indolacetato -0,0532 0,0654 0,1188
IndolLactato -0,0866 -0,0742 0,0124
Antranilato -0,0338 0,0164 0,0503

Crtl grupo control.
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De forma grafica se representa el perfil metabdlico del medio en el dia 2 (Figura 61) y en el dia 5

(Figura 78).
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Figura 61. Concentraciones relativas de metabolitos donde queda representado por los valores negativos (rojo) la
disminucién y ganancia representada por los valores positivos (verde) de los embriones cultivados hasta dia 2 en medio

suplementado con arginina 0,1 mM frente al control suplementado con idéntico metabolito.

Los resultados que se muestran en la Figura 61 indican que existen tres metabolitos que destacan
sobre el resto del grupo de metabolitos en la region negativa. Son la treonina, la prolina y la isoleucina.
En la region positiva destacan dos metabolitos sobre el resto, son el aspartato y el glutamato. La
diferencia de concentracion relativa de glutamato frente al control presenta significacion estadistica
(p = 0,0012). Hay otros metabolitos que presentan igualmente diferencias importantes que estan

estadisticamente proximas a la significacion como son la treonina, la prolina y el indolLactato.
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En la Figura 62 se representa el valor promedio de las concentraciones de metabolitos que se
encontraron tras el andlisis del medio suplementado en arginina 0,1mM donde fueron cultivados los

embriones hasta dia 5 de cultivo.
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Figura 62. Concentraciones relativas de metabolitos donde queda representado por los valores negativos (color rojo)
la disminucion y ganancia representada por los valores positivos (color verde) de los embriones cultivados hasta dia 5

en medio suplementado con arginina 0,1 mM frente al control suplementado con idéntico metabolito.

Los resultados tras el analisis de las muestras suplementadas con arginina 0,ImM de dia 5
revelaron que existen dos metabolitos cuyas concentraciones destacan sobre el resto en la region
negativa correspondiente a la disminucion. Los metabolitos son el triptofano y la isoleucina. En la
region de las positivas destacan dos metabolitos sobre el resto del grupo que son la alanina y el

glutamato.

En la Figura 63 se representan las distintas concentraciones de metabolitos en valores promedio
contenidas en el medio suplementado en arginina 0,1mM en dia 5 frente al grupo control en dia 5
menos la concentracion de los metabolitos en el medio suplementado con arginina 0,1mM en dia 2

frente al grupo control en dia 2 donde fueron cultivados los embriones durante 96 horas.
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Figura 63. Representacion grafica de la diferencia de composicion metabdlica promedio entre el medio
suplementado con arginina 0,1mm de dia 5 y el de dia 2. Las concentraciones de cada medio estan normalizadas a la

concentracion del mismo metabolito en su correspondiente control.

Los resultados tras evaluar la diferencia entre las concentraciones halladas en el medio de cultivo
suplementado en arginina 0,1mM en dia 5 y dia 2 muestran que existen multitud de metabolitos de la
region negativa destacan, principalmente cuatro. Son la glutamina, el triptéfano, la isoleucina y la
glucosa. Para la region positiva encontramos que tres de los metabolitos destacan sobre el resto del

grupo. Son la treonina, la prolina y el indolacetato (Figura 63).

Los resultados globales de los andlisis realizados a los distintos medios de cultivo y
concentraciones se resumen en la siguiente tabla (Tabla 15). Donde la flecha roja metabolitos que
caen en la region negativa y la flecha verde metabolitos que caen en la region positiva. Puede

apreciarse como la treonina es el metabolito que mas destaca.
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Tabla 15. Resumen de metabolitos cuyo valor promedio destaca sobre el grupo.

Butirato 0,1 mM Glutamato 0,1mM Arginina 0,1mM
l treonina l treonina l treonina
D2 isoleucina
lactato
piruvato
t glicina t aspartato t aspartato
alanina glutamato glutamato
glucosa
l butirato l glutamina l triptéfano
treonina triptéfano isoleucina
D5 S :
isoleucina valina
glutamina
glucosa
t aspartato t alanina
glutamato
piruvato
lactato
l butirato l glutamina l glutamina
treonina triptofano triptofano
D5-D2
isoleucina isoleucina
glucosa
t treonina t treonina
prolina
indolacetato

D2 dia2. D5 dia 5
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5. Discusion.

El objetivo principal del trabajo presentado en esta tesis ha sido contribuir a la mejora de las
técnicas de seleccion embrionaria que existen en la actualidad, aplicadas al campo de la reproduccion
asistida. Para ello, se ha analizado mediante RMN el medio de cultivo de embriones humanos
pertenecientes a 40 pacientes que se estaban sometiendo a una TRA en la Unidad de Reproduccion
del CHGUV. Se han medido un total de 78 muestras divididas en dos grandes grupos: embriones que
implantan y que no implantan. Mediante la determinacion del perfil metabolomico caracteristico del
embrion con mayor posibilidad de implantacion, hemos construido un modelo predictivo de
implantacion que presenta unos excelentes resultados con una tasa de acierto proxima al 85%. El
perfil metabolico diferencial se sustenta principalmente en las diferencias estadisticamente
significativas de las concentraciones de hidroxisovalerato, alanina, butirato, arginina y glutamato. Se
tuvieron en cuenta ademas las caracteristicas demograficas y clinicas de las pacientes y sus embriones.
Se realiz6 para ello un estudio estadistico comparativo entre las diferentes variables y los dos grandes
grupos no obteniendo diferencias estadisticamente significativas. Esto nos hace pensar que los

resultados de nuestro estudio no se estan viendo afectados por diferencias intergrupo.

Para validar el modelo empleamos embriones de raton cuyos medios de cultivo fueron
suplementados con arginina, butirato y glutamato en concentraciones de 1 mM y 0,1 mM. Los
resultados obtenidos indicaron que los embriones cultivados en medio de cultivo suplementado con
arginina 0,1mM se desarrollaron con una calidad morfoldgica superior al resto de los grupos,

incluyendo el grupo control donde se cultivaron embriones con medio de cultivo sin suplementar.

El anélisis mediante RMN de los medios de cultivo suplementados en butirato, glutamato y
arginina 0,1 mM donde se cultivaron los embriones de raton mostr6é un aumento en la concentracion
de glucosa y un descenso en la concentracion de piruvato y lactato en dia 2 de cultivo. En dia 5 fue
justo a la inversa, aument6 la concentracion de piruvato y lactato, y disminuyd la concentracion de

glucosa.

En nuestro modelo encontramos ademds otros metabolitos que varian sus niveles de forma
apreciable y que nos indican que los patrones de utilizacion de los metabolitos son distintos entre

embriones que se desarrollan hasta estadio de blastocisto frente a los que no lo consiguen.
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Encontramos que perfiles especificos de los metabolitos glutamina, valina, aspartato y glutamato

estan relacionados con la formacion del blastocisto.

La transferencia selectiva de un inico embrién (SET) es una practica muy recomendada en los
tratamientos de FIV que ha aumentado notablemente su implantacion en los ultimos afos. El objetivo
principal de la SET es evitar la gestacion multiple pero sin afectar a la tasa de éxito en el embarazo.
Aunque poco mas del 2% de las gestaciones son gemelares, estas son responsables de hasta un 14%
de la mortalidad perinatal, tasa entre 5 y 10 veces mayor que en los embarazos Unicos. De ahi la
importancia de la transferencia embrionaria Unica. Las complicaciones médicas y econdmicas
asociadas a las gestaciones multiples tales como la prematuridad, la mortalidad perinatal, la
discordancia ponderal, la preeclampsia o las malformaciones congénitas entre otras, han obligado a
muchos paises a limitar legalmente el niimero maximo de embriones por transferencia. En algunos

paises como Suecia y Bélgica, su utilizacion es ya obligatoria

Disminuir las gestaciones multiples sin que ello afecte a las tasas de éxito es una asignatura
pendiente para la reproduccion asistida. Realizar la SET requiere una seleccion fiable de los
embriones con mayor potencial de implantacion y mejorar en lo posible los métodos actuales de
seleccion. La evaluacion morfologica de los embriones, es la técnica mas cominmente empleada
aunque es subjetiva, limitada y carece de valor predictivo. En los ultimos afios se han desarrollado
nuevas aproximaciones para mejorar los resultados en la evaluacion del embrion. Entre las nuevas
técnicas de seleccion se encuentra la seleccion genética de embriones mediante el estudio de todos
los cromosomas tras la amplificacion del genoma embrionario. Esta tecnologia, ha permitido mejorar
las tasas de embarazo, pero para obtener las células del embrion debe realizarse un procedimiento

invasivo mediante biopsia (Lee ef al., 2015).

Se ha investigado con especial interés el consumo de oxigeno, reacciones redox, el consumo
energético a través de Na+, K+ y ATPasas o el recambio de aminoacidos (Houghton et al., 2004;
Thompson et al., 1996; Gardner et al., 1996) y se estan definiendo perfiles génicos, proteicos y
metaboldmicos para intentar detectar cual es el embrion viable (Katz-Jaffe et al., 2006; Brison et al.,
2007). Los biomarcadores metabolicos en el medio de cultivo suponen sin duda, en nuestra opinion,
una de las estrategias mas prometedoras. La busqueda de metabolitos especificos evaluados de forma
no invasiva ademas de correlacionarse con la viabilidad embrionaria proporciona informacion de la

fisiologia del embrion (Gardner y Wale, 2013). El estudio del metaboloma del medio aporta
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informacion directa de aspectos claves para el desarrollo del embrién como el flujo de nutrientes y su
disponibilidad, el efecto metabolico de una perturbacion o del estrés del proceso, en resumen, una
imagen puntual del metabolismo del sistema. Esto nos permitira conocer los metabolitos concretos
cuya adicion al medio podria suponer una mejora del rendimiento del cultivo y por lo tanto una mayor

calidad embrionaria.

La determinacion del perfil metabolomico asociado al medio de cultivo del embrién con mayor
probabilidad de implantacion va a presentar importantes aplicaciones en la FIV. Primero, resultara
una herramienta importante, que junto a las técnicas de seleccion embrionaria utilizadas actualmente,
permitira una mejora para el proceso de seleccion del mejor embrion a transferir. Segundo, conocer
la composicidon quimica del medio y su evolucion a lo largo del proceso de crecimiento embrionario
permitird la mejora del medio de cultivo con la formulacién que mejor se adapte a las necesidades
nutricionales del embrioén y que pueda por lo tanto mejorar su calidad. Por ltimo, conocer mejor el
metabolismo embrionario podria implicar cambios en los protocolos de cultivo existentes

actualmente y que se emplean en la mayoria de laboratorios de FIV.
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Obtencidn del perfil metabdlico del medio de cultivo de embriones humanos.

Nuestros resultados indican que el perfil metabolico del medio de cultivo de los embriones que
implantan presenta importantes diferencias frente al de los medios de los embriones que no implantan.
Las diferencias mas significativas estan directamente relacionadas con los niveles de ciertos
metabolitos como el hidroxisovalerato, alanina, butirato, arginina y glutamato. El poder predictivo de
nuestro modelo creado a partir de los resultados obtenidos ha sido evaluado mediante validacion
cruzada. La curva ROC obtenida nos dio una probabilidad de acierto del 85%, lo que supone un poder
de prediccion muy alto. Esta prediccion es mucho mayor a la alcanzada con las técnicas actuales de
seleccion embrionaria. Por lo que su empleo en la clinica diaria tendria un gran impacto en cuanto a

la mejora de los métodos de seleccion.

Los perfiles metabolicos obtenidos mediante espectroscopia de RMN nos proporcionan mucha
informacion tanto estructural como cuantitativa que permiten la identificacion de metabolitos
relacionados directamente con la viabilidad embrionaria. La RMN es una técnica que permite analizar
directamente las muestras sin necesidad de recurrir a una extraccion, dilucion o separacion
cromatografica de las mismas. Tan solo se necesita una pequefa preparacion que lleva pocos minutos
por muestra. Es una técnica no destructiva, que precisa un volumen de muestra reducido (20ul),
altamente reproducible, de bajo coste y rapida. El analisis estaindar de una muestra puede durar entre
5 y 15 minutos. Aunque actualmente el acceso a esta técnica para la mayoria de unidades de
reproduccion no sea fécil en un futuro si podria serlo. Esto supondria que aplicando la técnica de
forma prospectiva podria permitir conocer los resultados antes de la transferencia de los embriones,

en cuestion de horas, y por tanto ayudar a seleccionar el embrién con mayor potencial.

Sin embargo, recientemente Kirkegaard y colaboradores han publicado un trabajo donde afirman
la ausencia de valor predictivo de gestacion en el analisis mediante RMN del medio de cultivo
embrionario (Kirkegaard et al., 2014). Hay que sefalar importantes diferencias de disefo frente a
nuestro trabajo que en nuestra opinion son el origen de la discrepancia en los resultados finales. Su
estudio esta realizado en embriones en dia 3 y dia 5 de desarrollo, y ademas, la incubacion se realizo

de forma distinta a la llevada a cabo en nuestro estudio. Los embriones fueron cultivados en un
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incubador convencional hasta evaluar la correcta fecundacidon, aproximadamente 18 horas
postfecundacion y posteriormente fueron transferidos a un incubador tri-gas con sistema time lapse.
Un incubador tri-gas trabaja en un ambiente de hipoxia (5% O:) mientras que un incubador
convencional lo hace a la concentracion ambiental (21% O;). Un meta-andlisis realizado por
Bontekoe en 2012 sobre la comparacion entre el cultivo embrionario a bajas presiones de O frente a
concentraciones atmosféricas del mismo concluye que el cultivo a bajas presiones mejora las tasa de
¢xito de la FIV dando lugar al nacimiento de mas nifios sanos (Bontekoe ef al., 2012). Ademas los
embriones sufrieron la realizacion de una biopsia embrionaria antes de ser transferidos para su estudio
genético y esto podria afectar a la viabilidad, a la eclosion y a la implantacion. Por otro lado, la
transferencia de los embriones fue realizada en dia 6 de cultivo y se ha comprobado que existe

asociacion con bajas tasas de implantacion (Dessolle ef al., 2011).

A continuacion discutiremos con mas detalle cada uno de los metabolitos hallados y con mayor
contribucién a la construccion del modelo predictivo. El glutamato presenta unos niveles mas
elevados en aquellos embriones que implantan. Una posible explicacion a este hecho seria que el
glutamato est4 implicado en la eliminacion del amonio del medio de cultivo. El amonio se forma en
el medio de cultivo por rotura espontanea de aminoécidos y por desaminacion de aminoacidos por las
células del embrion. El mecanismo que existe tras el efecto deletéreo del amonio se cree que es la
alteracion del pH intracelular (Gardner y Lane, 2003. A pH fisiologico (7,4) la concentracion de
amonio aumenta linealmente durante el cultivo embrionario si el medio va enriquecido en
aminodcidos y se incuban a 37°C (Gardner ef al., 2003) que es lo habitual. El amonio en el medio de
cultivo tiene un efecto perjudicial sobre la fisiologia de los embriones. En embriones de mamiferos
las alteraciones del pH intracelular alteran la distribucion de las mitocondrias (Squirell ez al., 2001).
También se cree que podria afectar a la capacidad del embrion de producir ATP. Se ha visto que el
amonio reduce la formacion de blastomeras en el blastocisto, disminuye el desarrollo de la masa
celular interna (Zander et al., 2006), aumenta la apoptosis y afecta a la regulacion del pH en el medio
(Sinawat, 2001; Gardner et al., 1993). Por ello es esencial que el cultivo embrionario esté¢ formulado
de forma adecuada para que se minimice la producciéon de amonio. Por otro lado la sintesis de

glutation (GSH) se produce a partir de glutamato y cisteina. El GSH es el mayor
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antioxidante endogeno producido por las células, participando directamente en la neutralizacion de

radicales libres y compuestos de oxigeno reactivo, lo que ayudaria a proteger a los embriones.

Otro de los aminoacidos con un importante peso en el modelo predictivo es la arginina. Nuestros
resultados indican que su concentracion se encuentra elevada en el medio de cultivo de los embriones
que implantan. Nutricionalmente es un aminoacido esencial para los mamiferos gestantes (Wu et al.,
2009). Ademas de ser pieza fundamental en la sintesis de proteinas, es precursor de la sintesis de
muchas moléculas como el 6xido nitrico (NO), la ornitina, poliaminas y creatina. La ruta metabodlica
clasica del catabolismo de la arginina se inicia para producir ornitina, que a su vez se convierte en
poliaminas, claves en la regulacion de la expresion génica, sintesis proteica y angiogénesis (Wu et al.,
2013). EI NO se produce a través de una reaccion enzimdtica de la arginina con la enzima 6xido
nitrico sintasa. Battaglia y colaboradores fueron los primeros en demostrar la secrecion de NO por
los embriones humanos. Ellos observaron que las concentraciones de NO eran significativamente
superiores en embriones transferidos que daban embarazo (Battaglia et al., 2003). Una inhibicién en
la produccion de NO podria causar un bloqueo en el desarrollo embrionario. La produccion de NO es
necesaria para el desarrollo de embriones de ratoén y el suplemento con arginina supone un aporte

exdgeno que puede ser usado por el embrion para producirlo (Manser et al., 2004).

De igual manera, encontramos un incremento de los niveles de butirato e hidroxisovalerato de
manera significativa en el medio de cultivo embrionario de los embriones que implantan. Dichos
metabolitos son acidos grasos saturados de cadena corta. Aunque se conoce poco sobre el papel que
Jjuegan los acidos grasos en el metabolismo de los embriones humanos, en algunos estudios realizados
en embriones de raton se ha visto que utilizan la betaoxidacion como fuente de energia (Dunning et
al., 2010), capaz de obtener hasta 106 moléculas de ATP de la oxidacion (Sturney et al., 2009) y que
los embriones humanos utilizan de forma activa los 4cidos grasos de distinta forma dependiendo del
estadio de desarrollo en que se encuentren. La tendencia general indica una preferencia temprana por
la absorcion de acidos grasos saturados (Haggarty ef al., 2006). Una inhibicion en la betaoxidacion
durante el cultivo embrionario afecta negativamente al desarrollo del blastocisto en raton (Ferguson
y Leese, 2006; Dunning et al., 2010). La regulacion de la betaoxidacion podria aumentar la
disponibilidad de carbohidratos como la glucosa para ser utilizados para la sintesis tanto de acidos
nucleicos como de 4cido hialurénico y también en la sefializacion celular (Sutton-McDowall ef al.,

2012).
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Finalmente, la alanina fue otro de los metabolitos hallado incrementado significativamente en el
medio de los casos positivos y en el que se sustenta el modelo de prediccion. En base a la literatura
disponible, se proponen tres posibles modos de accion de este aminoacido entre los cuales se incluyen
la regulacion del metabolismo energético, osmolitos y tampones internos (Gardner ef al., 1999). De
igual manera, es conocida la participacion de la alanina en rutas metabolicas importantes para el
mantenimiento de la competencia del embrion y se considera un osmolito organico que protege contra
el dafio ocasionado por cambios en la osmolaridad, que son causados por la acumulacion de NaCl
durante el cultivo (Kerri et al., 1997). Nuestros resultados concuerdan con lo ya publicado donde se

comprueba que los embriones producen alanina durante su desarrollo (Houghton et al., 2002).

Seli y colaboradores en 2008 fueron los primeros que realizaron un estudio en el que analizaban
la composicion el medio de cultivo mediante RMN y en el que concluyeron que el perfil metabdlico
del medio de cultivo embrionario se correlaciona con el embarazo. Esto sugeria que los embriones
humanos cultivados in vitro, con un alto potencial de implantacion, alteran su ambiente de forma
distinta a los embriones que no dan embarazo. Estos mismos hallaron diferencias estadisticamente
significativas en la concentracion de glutamato en los embriones viables que dieron lugar a embarazo
(Seli et al., 2008). Otro estudio similar llevado a cabo por Pudakalakatti cinco afios después, también
encontrd correlacion entre el perfil metabolico del medio de cultivo analizado mediante RMN vy la
implantacién embrionaria (Pudakalakatti ef al., 2013). Este estudio inicamente proporcionaba datos
de ciertos metabolitos como alanina, piruvato y lactato. Por lo tanto nuestros resultados concuerdan
con los del grupo de Seli y de Pudakalakatti en cuanto a que existen diferencias estadisticamente
significativas en el perfil metabolico de los embriones que implantan respecto de los que no, y con el

grupo de Seli en que el glutamato fue el metabolito con mas significacion.
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Suplementacidn del medio de cultivo embrionario de ratones.

La identificacion en el medio de cultivo embrionario de los metabolitos relacionados con la
implantacion sugiere que la realizacién de modificaciones en la formulacion de los medios de cultivo
disponibles en la actualidad podria suponer una mejora de la calidad embrionaria. Para comprobarlo
hemos recurrido a un modelo animal, concretamente embriones de raton, en el que suplementamos el

medio con los metabolitos identificados con mayor contribucion al modelo.

En general, en los estudios de infertilidad, es dificil distinguir los efectos producidos por el medio
de cultivo embrionario per se de otros factores relacionados con el genotipo o el historial clinico de
las pacientes de FIV. Esas fuentes de variabilidad se minimizan s6lo en modelos animales (Schwarzer
etal., 2012). Los efectos de la subfertilidad y la heterogeneidad genética se pueden reducir al minimo

en modelo de raton comparados con las pacientes de FIV.

En la segunda parte de nuestro estudio hemos cultivado embriones de raton en un medio
suplementado hasta el final de su desarrollo de la misma forma que se haria en un bioensayo de tipo
MEA de una célula. Este ensayo requiere que el medio de cultivo empleado para FIV permita el
crecimiento de al menos un 80% de blastocistos. Este test es mas sensible que el test MEA en dos
células y que el ensayo de motilidad con esperma humano (HSMA), los tipicos realizados por los

fabricantes de medio de cultivo para testar sus productos (Wolff et al., 2013).

En funcién del metabolito y la concentracion con que hemos suplementado el medio de cultivo
hemos obtenido importantes diferencias en la calidad embrionaria. Los mejores resultados se
obtuvieron para los medios suplementados con glutamato y arginina 0,1mM, y especialmente en
este ultimo se evidencia una mejora notable en el progreso y formacion de blastocisto en estadios mas

avanzados y en la valoracion morfologica final del embrion.

Los embriones que mostraron una cinética mas rapida en las primeras divisiones (valorados en dia
2) formaron los blastocistos de mejor calidad (en dia 5). Nuestros resultados estdn en concordancia

con un estudio recientemente publicado llevado a cabo con embriones de ratdon en el que se evaluaba
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su morfocinética. En este trabajo se concluye que los embriones que antes realizan la primera division
forman blastocistos con mayor nimero de células en la masa celular interna, por lo que son de mejor

calidad (Lee et al., 2015).

Los embriones cultivados en medios suplementados con glutamato y butirato 1 mM tras 96 horas
en cultivo mostraron una mala calidad embrionaria tanto en dia 2 como en dia 5 y por tanto, los peores
valores de valoracion morfoldgica. En el grupo del glutamato 1mM sobrevivieron un 25% de los
embriones mientras que en el grupo del butirato 1 mM la tasa de supervivencia se redujo al 16,6%.
De estos resultados se deduce el efecto posiblemente téxico producido por las concentraciones
empleadas en nuestro estudio. La razon por la cual empleamos medios suplementados con
concentraciones de ImM fue comprobar el efecto que tenia una concentracion tan elevada sobre los
embriones de raton. Este planteamiento seria similar al realizado por el grupo de Thompson y
colaboradores, los cuales propusieron un modelo de estrés inducido para evaluar el efecto de una
perturbacion en el ambiente del embrion (Thompson ef al., 2002). La importancia de este modelo
radica en la inmediatez con que el metabolismo se ve alterado. Este comportamiento también lo
hemos podido observar en nuestros resultados. Una posible explicacion a estos resultados reside en
que los embriones que se ven sometidos a un estrés adicional muestran un metabolismo mas rapido,
ello les hace producir mas ROS que tienen un efecto perjudicial sobre el desarrollo embrionario

(Leese et al., 2002).

En cambio, el grupo suplementado con arginina 1mM presentd unos resultados ligeramente
superiores a las de los otros dos metabolitos, aunque igualmente inferiores a las del grupo control.
No existe una mejoria asociada a una concentracion tan alta de arginina pero resulta menos dafiina
que la de los otros metabolitos. Igualmente, de estos resultados se deduce que no existe un efecto

positivo en los embriones con la suplementacion en arginina 1mM.

La suplementacion de los medios con concentraciones inferiores, (0,1 mM) present6 resultados
dispares. Por un lado, los embriones suplementados con glutamato y butirato 0,1mM presentaron una
calidad embrionaria inferior a la del grupo control. Por lo tanto, no se observa un efecto positivo tras
la suplementacion con glutamato ni con butirato 0,1mM. Sin embargo, la suplementacion del medio
con arginina 0,ImM si que mostrd un efecto positivo en el desarrollo y la calidad embrionaria. En
promedio, la calidad de los embriones suplementados con arginina 0,1mM fue superior a la del grupo

control.
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Nuestros resultados estarian en concordancia con lo publicado por Balbach y colaboradores donde
en un trabajo con blastocistos de ratén concluyen que la arginina es el aminoacido mas consumido
por la masa celular interna del blastocisto lo que implica una alta produccion de NO dependiente de
arginina. Esta elevada produccion de NO podria imponer un estadio metabdlico quiescente de la masa
celular, pues el NO reduce el consumo de O> por la interaccion con el citocromo-C oxidasa en las
mitocondrias (Balbach et al., 2012). Tras los resultados obtenidos Balbach y colaboradores realizaron
una suplementacion con arginina del medio de cultivo de embriones de raton y observaron un
aumento en el numero de células en estadio de blastocisto. Este efecto podria deberse tanto a la

conversion en NO como a las poliaminas.
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Analisis del medio de cultivo embrionario de ratones mediante RMN

Una vez valorado el efecto a nivel morfologico que produjo en los embriones de raton la
suplementacion de los medios de cultivo donde fueron cultivados realizamos un analisis mediante
RMN de la composicion de dichos medios para evaluar el posible recambio metabdlico. La
evaluacion del recambio metabolico constituye un método no invasivo de seleccion embrionaria
basado en la medicidon de la aparicion y el consumo de determinados aminoacidos en el medio de
cultivo embrionario. La capacidad de evaluar la produccion y consumo metabdlico de un embrion

individual nos ayudard ademas a entender su fisiologia en etapas concretas del desarrollo embrionario.

A la hora de realizar el andlisis tuvimos en cuenta Unicamente los grupos de metabolitos
suplementados con una concentracion de 0,1 mM debido al efecto positivo manifestado al evaluar la
calidad a nivel morfologico de los embriones. Valoramos el grupo completo de embriones en lugar
de realizar una valoracion independiente por embrion. No hemos valorado la ausencia/presencia de
un metabolito determinado, sino la cantidad relativa al resto de la composicion metabolica para cada

metabolito identificado en los distintos grupos y su diferencia entre dia 2 y dia 5.

La treonina destaco sobre el resto de los metabolitos identificados y cuantificados. El balance
total de este metabolito fue positivo para el grupo suplementado con glutamato y arginina 0,1mM, y
sin embargo, negativo para el grupo suplementado con butirato. Una posible explicacion a este hecho
podria residir en la funcidn de este aminoacido esencial. La treonina participa en el metabolismo de
los acidos grasos. El catabolismo de la treonina puede producirse a través de dos rutas metabolicas:
L-treonina deshidrogenasa y treonina deshidratasa. En el primer caso el producto final es glicina y en
el segundo, acido cetobutirico y amoniaco, el cual puede convertirse en propionil CoA. Precisamente
el grupo de embriones cultivados con la suplementacion en butirato 0,1mM presentan ademas de un
descenso de la concentracion de treonina, una disminucion de los niveles de butirato y un aumento
en la concentracion de glicina tanto en dia 2 como en dia 5. La glicina es un producto final de la ruta
del catabolismo de la treonina junto con el amoniaco. Los efectos negativos del amoniaco sobre el
desarrollo embrionario son de sobra conocidos. Existen muy pocos trabajos, practicamente ninguno

que profundice en el estudio y la descripcion detalla del papel que lleva a cabo este metabolito.
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El medio de cultivo de embriones suplementado con arginina 0,1mM mostré en dia 2 un aumento
en la concentracion de glucosa y un descenso en la concentracion de piruvato y lactato. En dia 5 fue
justo a la inversa, aument6 la concentracion de piruvato y lactato, y disminuy¢ la de glucosa. Una
revision reciente llevada a cabo por Gardner pone de manifiesto que el embrion preimplantacional
sufre cambios dramaticos en su fisiologia desde la fecundacion a la implantacion. Durante los tres
primeros ciclos celulares, no puede usar glucosa como unica fuente de energia sino que necesita
piruvato o suficiente aspartato o lactato para realiza la primera division. Una vez se produce la
activacion gendmica y aumenta la biosintesis, debido a la proliferacion celular y a la formacion del
blastocele, el metabolismo de la glucosa se convierte en el principal nutriente. Por lo que los
blastocistos viables exhiben un consumo elevado de glucosa (Gardner, 2015). Esto se corresponde
con nuestros resultados en cuanto al consumo elevado de glucosa en dia 5. Por otro lado, el
comportamiento del lactato que observamos quedaria explicado con la glucdlisis aerdbica. En esta
ruta se produce la formacion de lactato en presencia de oxigeno. En blastocistos de ratén y humanos
mas de 50% de la glucosa consumida es convertida en lactato en presencia de oxigeno al contrario
que en estadio de division (Gardner, 2015). Segun nuestros resultados en dia 2 se produce un consumo

de lactato y en dia 5 un aumento o produccion, por lo que nuestros resultados coinciden con los suyos.

Otros metabolitos que variaron sus niveles de forma apreciable en nuestro modelo son la
glutamina, valina, aspartato y glutamato. Los valores relativos de glutamina y valina disminuyen
en dia 5 mientras que los de aspartato y glutamato aumentan. Un estudio realizado por Houghton y
colaboradores mediante HPLC cuantificaron el recambio aminoacidico de forma individual en
embriones donados. Ellos observaron distintos patrones de utilizacién de los aminoacidos entre
embriones que se desarrollaban hasta estadio de blastocisto frente a los que no. Los perfiles de los
aminodcidos alanina, arginina, glutamina, metionina y asparragina estaban relacionados con la
formacion del blastocisto (Houghton et al., 2002). En un trabajo adicional, Brison declar6 la
existencia de cambios en la concentracion de aminoacidos en el medio de cultivo de embriones
humanos durante 24 horas desde estadio de cigoto a dos células. Los niveles de leucina, asparragina
y glicina hallados en el medio de cultivo se relacionaban con el embarazo (Brison ef al., 2004). Por
lo tanto, quedo demostrada la implicacién clara de estos metabolitos en el desarrollo de embriones

viables que se desarrollan hasta estadio de blastocisto. En nuestro caso no vemos consumo de arginina,
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posiblemente debido al efecto inicial de la suplementacién del medio de cultivo en este grupo, y no

detectamos cambios importantes en los niveles de isoleucina/leucina tras el analisis del medio.

A la vista de los resultados de nuestro trabajo podemos decir que la suplementacion de los medios
de cultivo con arginina podria suponer una mejora de la calidad embrionaria. Los efectos producidos
en los embriones de raton se pueden reportar a los embriones humanos ya que a dia de hoy ninglin
medio de cultivo empleado para la realizacion de técnicas de fecundacion in vitro disponible puede
ser optimizado para el desarrollo de embriones humanos. Existen estudios publicados que plantean la
necesidad de un tamafio muestral superior a los 2000 embriones para la optimizacion de un medio de

cultivo (Lawitts y Biggers, 1991).

- 183 -



Discusion.

Potencial de la Metabolomica en la seleccidon embrionaria

En base a nuestros resultados, podemos afirmar que la metabolomica por RMN es una de las
mejores técnicas exploratorias de diferencias metabolomicas entre grandes grupos de muestras.
Presenta una ventaja muy importante frente a otras aproximaciones analiticas. Nos ha permitido
identificar y cuantificar de manera no invasiva el perfil metabolomico del medio de cultivo partiendo
de una muestra de volumen reducido (20 pl). Con la amplia informacion analitica disponible hemos
sido capaces de construir un modelo predictivo de implantaciéon embrionaria que supone una
herramienta de seleccion complementaria especialmente valiosa para la eleccion del embrion mas
viable. Esto permitiria acercarnos a la SET y con ello disminuir la tasa de gestaciones multiples sin
reducir el éxito de las TRA. La utilidad de la Metabolomica por RMN en la busqueda de
biomarcadores ha quedado demostrado, en esta tesis y en otros trabajos publicados, para los procesos

de reproduccion asi como en otros ambitos de la investigacion biomédica.

De igual manera, el estudio del metaboloma del medio de cultivo embrionario y su evolucion con
el tiempo nos ha ayudado a conocer mejor al embrion desde el punto de vista fisioldgico. Soélo asi
podremos trabajar en nuevas formulaciones con las que mejorar la calidad embrionaria. Los medios
de cultivo empleados a diario en los laboratorios de FIV se formulan tras realizar estudios usando
modelos animales. A dia de hoy se desconoce la composicion ideal de los medios de cultivo que
permita un desarrollo de embriones humanos de méxima calidad morfoldgica. Sin embargo, tras la
realizacion de este estudio creemos que la suplementacion del medio de cultivo con arginina 0,1mM
podria suponer una mejora importante de la formulacion del medio de cultivo. Dicha mejora se

traduciria en un aumento de la calidad embrionario y con ello de la tasa de embarazo.
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Limitaciones del estudio

Aunque son variados y ambiciosos los aspectos que se intentan abarcar en el presente estudio,
también somos conscientes de las limitaciones que presentan nuestros resultados. Asi, creemos que
las principales limitaciones de nuestro estudio son un tamafio muestral reducido, y desajustado entre
grupo de implantacioén y no implantacion. Estando el grupo de implantacién formado por 13 muestras
y el grupo de no implantacioén por 65. El nimero medio de embriones transferidos a las pacientes en
nuestra Unidad es de dos. Debido a ello son muchas las ocasiones en las que tras la transferencia de
dos embriones se consigue una gestacion unica (70%). Estos casos fueron eliminados de nuestro
estudio por la imposibilidad de saber con certeza absoluta cudl de los dos embriones habia implantado.
Por lo tanto, seleccionamos so6lo pacientes donde hubiesen implantado la totalidad de los embriones
transferidos. Puesto que so6lo asi podemos comparar los perfiles metabolémicos pertenecientes a
muestras de embriones que implantaron frente a las que no implantaron.

Por otro lado, existe una limitacion evidente a la hora de extrapolar los resultados obtenidos en
embriones de raton debido a las diferencias fisiologicas entre el embriéon humano y el de raton.
Aunque los embriones de ratéon son el modelo animal maés estudiado en Embriologia por su facil
obtencion, manejo y sus similitudes durante el desarrollo preimplantacional, no dejan de existir
diferencias importantes con los embriones humanos a nivel fisioldgico. Su desarrollo es mas rapido
que en humanos y la activacion de su genoma tiene lugar cuando es un cigoto y no en dia 3 como en
humanos (Niakan ef al., 2012).

La valoracion estadistica de las diferencias en las proporciones de la puntuacion morfoldgica de
los ratones mediante un test exacto de Fisher frente a los controles no fue estadisticamente
significativas. Pensamos que esto podria deberse al reducido tamafio muestral de nuestros grupos.
Cuando el tamafio muestral o alguno de los totales marginales es pequeio la distribucion
hipergeométrica es altamente discreta (toma muy pocos valores), el p-valor tiende a ser muy grande,
y por tanto no se alcanza el nivel de significacion estadistica. Por todo esto seria necesario un estudio
con un tamafo muestral mayor con el que poder comprobar si la tendencia que marca la

suplementacion con arginina 0,1 mM es finalmente significativa.
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Reflexién final

Los hospitales son la “puerta de entrada” de innovaciones tecnologicas. La aplicacion a la clinica
diaria de una nueva herramienta complementaria de seleccion embrionaria y un sistema optimizado
de cultivo embrionario que nos acerque a la SET podria mejorar las tasas de éxito de las TRA al

seleccionar el mejor embrion para transferir.

Gracias a ello seria necesaria la obtencion de una menor cantidad de ovocitos para conseguir una
gestacion. Esto evitaria la necesidad de aplicar protocolos de estimulacién con dosis elevadas de
farmacos que se emplean habitualmente con el objetivo de obtener una gran cohorte ovocitaria que
pueda generar un suficiente nimero de embriones. La reduccion en las dosis de farmacos empleados
podria suponer un importante ahorro econémico teniendo en cuenta que el coste medio por paciente
de la medicacion empleada en un tratamiento de FIV es hasta de 1000 euros. Este ahorro ayudaria a

realizar una mejora de la efectividad de los tratamientos.

El ahorro econdémico no solo afectaria a los farmacos, la seleccion del mejor embrion podria
reducir el nimero de intentos necesarios para conseguir el embarazo. Esto implicaria ademas la
reduccion del nimero de estimulaciones y del consumo de firmacos, reduccion del numero de
ecografias y determinaciones analiticas empleadas habitualmente tanto para evaluar la existencia de
gestacion como para realizar el seguimiento de la paciente durante la estimulacion. Se podria resumir
como una disminucidn de costes y procesos con la consecuente optimizacion de recursos y reduccion

de listas de espera.

Los aspectos psicoldgicos se verian también afectos por la aplicacion de esta nueva herramienta.
El estrés emocional elevado al que se ven sometidos los pacientes de FIV podria minimizarse al lograr
antes su deseo genésico. La realizacion de un menor nimero de ciclos para conseguir una gestacion
limitaria las veces que una paciente tiene que administrarse la medicacion de tipo hormonal que tanto

afecta a su vida diaria y estabilidad emocional.

Las investigaciones que veran la luz en un futuro reciente en el campo de la reproduccion asistida

van encaminadas a la relacion existente entre la morfocinética y el lactato y la viabilidad. Se esta
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considerando crear junto con la morfocinética un algoritmo robusto de seleccién embrionaria basado

en el empleo de los “microfluidics” (Gardner et al., 2015).

La limitacion en el nimero de embriones transferidos es el medio mas eficaz en la reduccion de la
tasa de embarazos multiples. En paises, como Suecia y Bélgica, donde estd mas ampliamente
establecida la SET ha permitido mantener las tasas de recién nacido vivo con una reduccion en los
partos multiples asi como en los costes globales asociados (Maheshwari et al., 2011, Gianaroli et al.,

2012).

La combinacion de un buen sistema de cultivo con una formulacion adecuada y la aplicacion de
nuevas herramientas no invasivas de seleccion embrionaria complementarias a la morfologia
permitiran seleccionar el embrion con mayor potencial de implantacion de una forma mas objetiva,

acercandonos a nuestro objetivo de alcanzar la transferencia unica embrionaria.
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6. Conclusiones.

e Los embriones humanos que implantan muestran un perfil metabolico del medio de cultivo
en dia 2 distinto al que presentan los que no implantan.

e Hemos establecido un biomarcador metabolomico diferencial, definido por la
concentracion relativa de un conjunto de metabolitos, que caracteriza a los embriones
humanos que implantan.

e El biomarcador de viabilidad embrionaria humana estd definido principalmente por los
niveles relativos de cinco metabolitos: Acido 2-hidroxisovalerico, Alanina, Butirato,
Arginina y Glutamato.

e El modelo predictivo de viabilidad embrionaria, construido en base al metaboloma del
medio de cultivo, podria usarse como herramienta complementaria a la morfologia en la
seleccion embrionaria.

e La suplementacion del medio de cultivo de embriones de raton con arginina, glutamato y
butirato 1 mM tiene un efecto muy negativo en el desarrollo de los embriones.

e La suplementacion del medio de cultivo de embriones de raton con glutamato y butirato
0,1 mM no tiene un efecto importante sobre el desarrollo de los embriones. En cambio, la
suplementacion con Arginina 0,lmM presenta una mejoria evidente de la calidad
embrionaria.

e La Metabolomica mediante RMN del medio de cultivo suplementado aporta una
informacion valiosa sobre la alteracion de los diferentes procesos fisioldgicos y rutas
metabodlicas que ocurren.

e Los embriones de mayor calidad embrionaria y por tanto mayor potencial de implantacion
muestran un consumo elevado de glucosa en dia 5 y produccion de lactato.

e La Metabolémica del medio de cultivo de embriones mediante la RMN ha demostrado ser
una herramienta muy potente para una seleccion de embriones mas efectiva y el desarrollo

de medios de cultivo mas eficientes.
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