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RESUMEN:

La infertilidad sigue siendo uno de los principales problemas de salud publica para
muchas parejas en todo el mundo. Por ello, se han utilizado técnicas de reproduccion
asistida con el uso de la evaluaciéon morfoldgica clasica para seleccionar los embriones
para la transferencia. Pero la ineficacia de los criterios de evaluacion morfoldgica, que
se emplean actualmente para la seleccion de un embridn viable, se considera uno de los
principales factores limitantes que contribuyen a una baja tasa de embarazo y, por tanto,
de recién nacidos vivos. Por ello, los biomarcadores presentes en el medio de cultivo de
embriones tienen una gran perspectiva clinica. Pueden ser analizados a través de
muestras del medio de cultivo tras emplearlo en el cultivo embrionario mediante
diferentes metodologias de investigacion Omica. Asimismo, en esta revision
bibliografica, se analizaran los diferentes biomarcadores que actualmente tienen un papel
prondstico en cuanto a la viabilidad del embridn y el potencial de implantacion en un
entorno clinico. También, se estudiardn los diferentes métodos indirectos y no invasivos
in vitro basados en el analisis del medio de cultivo utilizados por los embriones dentro
de las areas de metabolomica, protedmica y microRNA (miRNA). Ademas, se revisara
qué biomarcadores tienen una mejor perspectiva clinica y, cuéles de ellos tienen mas
relevancia clinica. Aunque se han definido varios biomarcadores de los medios de
cultivo, todavia hay mucha escasez de informacién en cuanto a qué biomarcadores son
potenciales debido a la falta de sincronizacion de los protocolos, medios y practicas en
los diferentes laboratorios, por lo que se necesitarian mas estudios clinicos aleatorios, asi
como mas muestras a analizar. Sin embargo, existe una gran tendencia en la busqueda y
analisis de miRNAs debido a su facil manejo. Ademas, el uso de MALDI-TOF e IA

podria ayudar en futuras investigaciones de potenciales biomarcadores del embarazo.

PALABRAS CLAVE: biomarcador, evaluaciéon no invasiva, medio de cultivo,

pre-embriones humanos, tecnologia de reproduccion asistida



ABSTRACT:

Infertility remains one of the major public health problems for many couples
worldwide. As a result, assisted reproductive techniques using classical morphological
evaluation have been used to select embryos for transfer. But the ineffectiveness of
morphological screening criteria, which are currently used for the selection of a viable
embryo, is considered to be one of the main limiting factors contributing to a low
pregnancy rate and thus low live birth rate. Therefore, biomarkers present in embryo
culture media have a great clinical perspective. They can be analysed through samples
of the culture medium after use in embryo culture using different omics research
methodologies. Furthermore, in this literature review, the different biomarkers that
currently have a prognostic role in terms of embryo viability and implantation potential
in a clinical setting will be analysed. Also, the different indirect and non-invasive in vitro
methods based on the analysis of the culture medium used by embryos will be studied
within the areas of metabolomics, proteomics and microRNA (miRNA). In addition, we
will review which biomarkers have a better clinical perspective and which of them have
more clinical relevance. Although several biomarkers of culture media have been
defined, there is still a lack of information as to which biomarkers are potential due to
the lack of synchronisation of protocols, media and practices in different laboratories, so
more randomised clinical studies would be needed, as well as more samples to be
analysed. However, there is a strong trend in the search for and analysis of miRNAs due
to their ease of use. In addition, the use of MALDI-TOF and IA could help in future

investigations of potential biomarkers of pregnancy.

KEYWORDS: assisted reproductive technology, biomarker, embryo quality,

human preimplantation embryos, non-invasive assessment, used embryo culture médium
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1. INTRODUCCION

Hoy en dia, la infertilidad sigue siendo uno de los grandes problemas de salud publica
para muchas parejas en todo el mundo, afecta alrededor del 10-15% de la poblacion en
edad reproductiva. Por ello, las técnicas de reproduccion asistida (TRA), ante todo la
fecundacion in vitro (FIV), han sido de gran relevancia a la hora de conseguir un nifio
recién nacido en casa. El proceso de FIV consiste en la monitorizacion, la estimulacion
de la ovulacion de la mujer y la extraccion de un 6vulo o varios con el fin de fertilizarlo
con el semen en el laboratorio. Tras ello, el ovocito fertilizado se cultiva durante 2 a 6
dias en un medio de cultivo y posteriormente se transfiere al itero de la mujer con la
intencion de que ocurra una implantacion, y, por ende, una gestacion exitosa (1).

A través de la mejora en las condiciones de cultivo y la reduccion en el nimero de los
embriones a transferir en el mismo ciclo se ha producido un aumento en la tasa de
implantacion, asi como una reduccion significativa de los embarazos multiples. Sin
embargo, a pesar de los avances en TRA, la tasa de recién nacido vivo sigue siendo baja
(1-2).

La evaluacion morfoldgica clasica ha sido historicamente la variable méas importante
en la seleccion de los embriones para la transferencia cuando se considera a los
embriones como factores estdticos. Sin embargo, aln se desconoce exactamente la
relevancia de varios aspectos morfologicos del embrion, como el grado de la
fragmentacion, la asimetria celular y los polimorfismos en la evolucion posterior, pero
la presencia de estas caracteristicas indica un mal pronostico (2).

Por lo que la ineficacia de los criterios de evaluacion morfoldgica, que en la actualidad
se practican para la seleccion de un embridn viable, se considera uno de los principales
factores limitantes que contribuyen a una baja tasa de embarazo y por ende, de recién

nacido vivo (3).
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Figura 1. La imagen representa la evaluacion morfologica de un embrion en dia 2 y 3 de

desarrollo. Arriba se muestra un embrion de alta calidad y abajo un embrién de baja calidad (4).

Dada la situacion actual, existe una necesidad urgente de encontrar un método de
evaluacion fiable que pueda predecir el potencial de implantacion de los embriones. Se
han propuesto los biomarcadores en el medio de cultivo embrionario ya utilizado como
un método complementario, no invasivo, para comprobar la viabilidad y el potencial de
desarrollo del embridn, asi como la implantacion del mismo (5).

Ademas, implementar un enfoque no invasivo para predecir los resultados de los
embriones seria beneficioso de muchas maneras, amenorando la posibilidad de dafiar el
embrion, su entorno y, por lo tanto, su potencial de desarrollo. También reduciria los
costos, disminuyendo la necesidad de la biopsia, el nimero de ciclos y aumentando la
eficacia de tales pruebas. Y, con ello, mejorar las tasas de recién nacido vivo (3).

Por tanto, los biomarcadores presentes en el medio de cultivo embrionario tienen una
gran perspectiva clinica. Se pueden analizar a través de las muestras del medio de cultivo
embrionario ya utilizado por medio de distintas metodologias de investigacion como la

gendmica, transcriptdmica, metabolomica y protedmica (3).
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Figura 2. Esquema de los materiales que se pueden encontrar en un medio de cultivo que ha

sido empleado para el cultivo hasta estadio de blastocisto y que pueden ser el reflejo de la

capacidad implantatoria del embrion. (3).

Recientes investigaciones en el campo de la medicina reproductiva han demostrado
que es necesaria la tendencia hacia métodos no invasivos para el analisis simple y directo.
Con el objetivo de asegurar una seleccion precisa del mejor embrion para la

transferencia, asegurando minimizar el tiempo hasta el embarazo (3).

Por consiguiente, en este trabajo de fin de master, se hard una revision bibliografica
acerca de los distintos biomarcadores que actualmente tienen un papel prondstico en
cuanto a la viabilidad del embrion y potencial de implantacion en un entorno clinico.
Para ello, se estudiaran los distintos métodos in vitro indirectos y no invasivos basados
en el analisis del medio de cultivo embrionario dentro de las areas de metabolomica,
protedmica y microARN (miARN). También, a través de un estudio bibliografico, se
revisard qué bioindicadores tienen mejor perspectiva clinica, y, cual de ellos tiene mayor

relevancia clinica.

1.1. METODOS NO INVASIVOS UTILIZANDO EL MEDIO DE CULTIVO DE
EMBRIONES

Los embriones al cultivarse en el medio de cultivo secretan distintas sustancias que

son de gran interés para analizar y poder construir su perfil metabodlico, lo que podria



indicar qué potencial de viabilidad y de implantacion tienen. Por eso, se utilizan los
medios de cultivo embrionario gastados para su analisis.

Las sustancias de interés o bioindicadores se pueden dividir en los tres principales
grupos que corresponden con las diferentes etapas que tienen durante la funcion celular.
Asi como los productos finales de los procesos biologicos de las células (metabolomica);
las proteinas traducidas de los productos de expresion genética especifica de las células
(protedmica); y los reguladores negativos de la expresion génica basados en ARN (ARN
pequefio no codificante 0 miARN) que se ha demostrado que mantienen la estabilidad
extracelularmente. Al tratarse de moléculas que estan presentes en cantidades infimas en
el medio de cultivo disponible, el analisis, y por tanto los métodos a utilizar en estos
bioindicadores deben tener gran sensibilidad. La cantidad del medio a analizar puede
variar desde 15 a 40 pl en una gota que rodea a un embridn, hasta 400 a 500 pl en cultivos
de grupo. Sin embargo, aunque el cultivo grupal permite un amplio resultado de analitos,
este carece de la especificidad de discernir entre embriones individuales. Por lo tanto, es
fundamental que prime la especificidad en los métodos implicados en el analisis del

medio de embriones gastados (6).

1.1.1. METABOLOMICA

La metabolomica puede detectar y cuantificar los metabolitos tanto endégenos como
exogenos en organismos vivos. Los metabolitos, moléculas de bajo peso molecular, son
productos intermedios o finales que produce un organismo en condiciones especificas, y
que pueden indicarnos el correcto funcionamiento y desarrollo de diferentes procesos
bioldgicos (2).

Por lo tanto, se podria usar el analisis del metaboloma embrionario para correlacionar
la actividad metabdlica con la capacidad de implantacion y la viabilidad embrionaria. A
diferencia de la gendomica y protedmica, la metabolomica analiza diversos tipos de
moléculas como aminoacidos, productos de oxidacién, dacidos carboxilicos y
carbohidratos (6-7).

A lo largo del tiempo se ha utilizado espectroscopia, especialmente la de infrarrojo
cercano (NIR), para el estudio de la relacion entre el metaboloma y la viabilidad celular.
Se basa en la medicion de las vibraciones de los grupos funcionales en una muestra sin
identificar los metabolitos especificos, se puntta la viabilidad al comparar dentro de las

regiones espectrales de NIR. Ademas, tiene la ventaja de realizar mediciones directas



con poco volumen de muestra (<15 pl), sin requisitos para la preparacion de la muestra
y con resultados disponibles en 1 minuto por muestra. Lo que contrastaba con otras
espectroscopias como la de Raman o la de resonancia magnética nuclear (RNM), que se
caracterizaban por ser equipos costosos y complicados, baja sensibilidad, procesamiento
prolongado y extenso, ademds de necesitar un analisis estadistico complejo, lo que los
hace poco practicos en entorno clinico. Sin embargo, tras realizar varios ensayos clinicos
aleatorios se ha observado que el perfil metabolémico basado en NIR no ofrece ninguna
ventaja sobre la evaluacion morfoldgica de los embriones, las tasas de nacidos vivos
fueron del 34,7% en el grupo control y del 33,2% en el grupo NIR. También se ha
observado que en los estudios en los que se utilizaba NIR habia una gran variacién
intragrupo, lo que puede ocasionar predicciones tanto de los falsos positivos como de los
falsos negativos. Por lo que este tipo de tecnologia necesita mejorarse y volver a probarse
para obtener los perfiles metabolomicos embrionarios y poder evaluar la viabilidad
embrionaria (3-6).

De la misma forma se han utilizado otros tipos de espectroscopia. Una de ellas, una
variante de la NIR es la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
utilizada para predecir el embarazo de los embriones bovinos. Sin embargo, a pesar de
demostrar que en los blastocistos expandidos transferidos la tasa de natalidad era mas
alta utilizando este método, se observaron diferencias en el tratamiento de los embriones
(frescos o vitrificados) y entre los laboratorios que manipulan los embriones, lo que
inducia diferencias en el perfil de FTIR de los medios de cultivo gastado. Aunque existe
la posibilidad de utilizar FTIR para predecir el éxito de la transferencia, ya que se trataria
de una técnica rapida, sencilla y econdmica, sigue siendo limitado por la baja cantidad
de los datos validados en las base de datos (6).

Por ultimo, también, se ha utilizado la espectroscopia de RNM, a diferencia de la NIR,
es capaz de identificar los metabolitos especificos. No obstante, los resultados de los
estudios obtenidos con este método son ambiguos y controvertidos. Una posible razon a
que no sea concluyente es debido a que el tamafo de las muestras era distinto en cada
estudio. Ademads, se observd que la composicion del medio de cultivo afectaba
profundamente al perfil de RNM. Y, dado que los distintos laboratorios de FIV utilizan
diferentes tipos de medios de cultivo, y que, ademas las casas comerciales cambian y
mejoran continuamente los medios, esto puede suponer un problema crucial en este
método. También es una técnica como se ha mencionado anteriormente, con aparatos de

gran tamafio y costosa. Por lo que, la utilizacion de RNM como una herramienta clinica

5



practica para predecir una transferencia exitosa de los embriones sigue siendo baja en la
actualidad (6).

Sin embargo, con los avances en las bases de datos y en la tecnologia pueden cambiar
en el futuro los métodos espectroscopicos de infrarrojos y RNM, ya que son rapidos y
tienen potencial para ser aplicados en la prediccion de la capacidad implantatoria de los

embriones en un laboratorio de FIV (6).

1.1.2. PROTEOMICA

El proteoma es un conjunto de proteinas y sus propiedades (niveles de expresion,
modificaciones post-transcripcionales, interacciones) expresadas en una célula, un tejido
o un organismo en el momento concreto de estudio. Mientras que el secretoma se define
como aquellas proteinas producidas y secretadas por el embrion al medio de cultivo,
siendo de utilidad para la obtencion de informacion sobre los procesos del desarrollo
embrionario temprano y la viabilidad del desarrollo posterior (2).

En un principio, el limitado conocimiento del proteoma y el secretoma embrionario,
junto a una limitacion de la tecnologia protedémica han sido un obstaculo para el
desarrollo y la aplicacion de la protedmica para la caracterizacion de los embriones (6).

Por lo que el uso de métodos protedmicos, con gran sensibilidad, como la
espectrometria de masas (MS), los ensayos de inmunoabsorcion ligado a enzimas
(ELISA) y la transferencia de Western, han permitido en estos ultimos afos el
descubrimiento de los potenciales biomarcadores. Siendo la MS mas rapida en
comparacion con los métodos inmunoquimicos tradicionales como la ELISA, y por tanto
presenta un mayor potencial de aplicacion en las TRA. Aun asi, estos avances siguen
teniendo inconvenientes técnicos, debido a los reactivos que se utilizan para los medios
de cultivo de embriones, como el suero en los medios de cultivo mas antiguos, la
albimina como fuente de proteinas del medio, las inmunoglobulinas y algunos factores
de crecimiento celular, que pueden enmascarar los resultados. Todavia no se ha
encontrado un remplazo para la albimina, dadas las multiples ventajas que aporta al
cultivo embrionario, mejorando el manejo embrionario en los medios de cultivo,
quelando metales pesados, actuando como osmolitos 0 como una fuente de aminoacidos
estable y no desaminados, asi como transportando diferentes factores de crecimiento

importantes para el embrion. Por lo que la presencia de la albumina y de otras proteinas



afecta a la deteccion de proteinas de origen embrionario con un peso molecular
correspondiente al de la albimina sérica (60-70 kDA), o a las inmunoglobulinas con los

métodos rentables y aplicables en los laboratorios de FIV (6).

1.1.3. miARN

Los miARNs son moléculas de ARN pequetios (18-22 nucledtidos) no codificantes
de cadena tUnica conservadas evolutivamente tanto en los humanos como en otras
especies, como en los cerdos, bovino y pollos. De hecho, funcionan como reguladores
post-transcripcionales de la expresion génica que causa la represion traduccional o la
degradacion controlada del ARN mensajero (ARNm). Ademds, son moléculas
pleiotropicas, un solo miARN puede regular mas de 100 genes. De igual manera se ha
asociado que estas dianas genéticas tengan influencias en todos los sistemas biologicos,
como la apoptosis, el crecimiento, la proliferacion, la reproduccion y el desarrollo, asi
como la expresion se produce de una manera espacial y temporal especifica. Asi mismo,
los miARNs regulan mas del 50% de todos los procesos de traduccion. También se ha
descrito la presencia de esta molécula en casi todos los biofluidos, incluidas las lagrimas,
la sangre, la orina, la leche materna y el semen, y, en el medio de cultivo celular. De
igual modo, se ha observado, que el miARN es muy estable y resistente a la degradacion.
Dicho fenémeno es posible por la encapsulacion de al menos algo del miARN
extracelular en pequefias vesiculas derivadas de la membrana llamadas exomas, que se
pueden ser captadas por otras cé€lulas y, por lo tanto, afectar a la expresion génica en esas
células (6-9-10).

Desde una perspectiva bioldgica o clinica, los miARNs son interesantes ya que
pueden exportarse de las células del donante, viajar a través de todos los diferentes
fluidos del cuerpo y ser internalizados por las células receptoras, donde modifican su
expresion génica. Y, desde la perspectiva técnica o logistica, tiene mayor interés ya que
son extremadamente resistentes a varias agresiones bioldgicas y mecanicas, como la
digestion de ARNasa, a los ciclos consecutivos de congelacion y descongelacion, y el
tratamiento extremo de pH y ADNasa. Es decir, es un biomarcador ideal para la futura
adopcion putativa en el flujo del trabajo diario de una clinica de FIV (9).

Varios grupos han estudiado que los miARNs secretados en los medios de cultivo
pueden diferir entre los embriones viables y no viables (6). Para su andlisis se utiliza la

reaccion cuantitativa en cadena de la polimerasa en tiempo real (QRT-PCR) ya que es un



método rapido, econdomico y se puede utilizar con las muestras de pequeio tamaio.
Aunque para su utilizacion se necesite un pretratamiento de la muestra, esto lo convierte
en un candidato como la herramienta para detectar los biomarcadores de miARN en el
medio de cultivo embrionario, ya que la prueba se puede realizar dentro del medio antes

de realizar la transferencia.
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Figura 3. Esquema de la obtencion y el analisis de miARN en los medios de cultivo

embrionario (10).

2. OBJETIVOS

e Revisar las ultimas actualizaciones que existen acerca de los biomarcadores
en los medios de cultivo embrionario que son relevantes en la viabilidad

embrionaria.

e Estudiar qué biomarcadores tienen una mayor relevancia clinica para la

seleccion del mejor embrion.

e Analizar la perspectiva futura del uso de los biomarcadores en los medios de
cultivo embrionario como una técnica no invasiva en la evaluacidon de la

viabilidad embrionaria.



3. MATERIALES Y METODOS

En este trabajo de fin de master se ha realizado una revision bibliografica entre los
meses de junio y agosto del 2021, se lleva a cabo una busqueda en las principales bases
de datos cientificas: Google Scholar, Pubmed, Springer Link, Frontiers, Science Direct,
MDPI, NCBI, Fertility and Sterility, Oxford Academic.

Para dicha revision se han seleccionado 20 articulos cientificos que contenian una
relacion directa con el tema de este estudio y que hayan sido publicados en los ultimos
6 afos (2015-2021). La busqueda de informacién se ha realizado principalmente en
inglés, ya que es el idioma mas usado y extendido en la comunidad cientifica. También
se han realizado busquedas en castellano, aunque la cantidad de informacion ha sido mas
escueta en este caso.

Las palabras clave que se han utilizado para recopilar la informacién han sido:
assisted reproductive technology, biomarker, embryo quality, human preimplantation
embryos, non-invasive assessment, metabolomics, miRNA, proteomics, spent embryo
culture médium.

Como estrategia de buisqueda de informacion en las bases de datos se han utilizado
conectores booleanos como AND y OR. De este modo, combinando dichos conectores
con las palabras clave a utilizar, se han encontrado los articulos que son validos para los
objetivos que se han planteado en este trabajo de fin de master. El conector OR se ha
utilizado para palabras cuya busqueda nos da informacion similar acerca de lo queremos
encontrar como biomarker y metabolmics, biomarker y proteomics o biomarker y
miRNA. Asi como, el conector AND se ha utilizado en todas las palabras clave para
obtener una mayor especificidad y sensibilidad de la bisqueda.

Finalmente, para una organizacion eficaz de la informacion obtenida, se utilizado un
gestor bibliografico, concretamente Mendeley, que ayuda a ordenar y clasificar todos los
articulos. También, ayuda a citar en los textos ya que se puede vincular al programa

editor de Microsoft Word.

4. RESULTADOS

En la siguiente tabla se resumen los biomarcadores que han sido considerados
potenciales y han sido analizados a través de las distintas técnicas -Omicas
(metabolomica y proteémica), ademas del uso de nuevas tecnologias como el analisis de
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miARN utilizando la reaccioén cuantitativa en cadena de la polimerasa en tiempo real

(qPCR).

Tabla 1. Biomarcadores potenciales de la viabilidad e implantacién embrionaria

MOLECULAS

Glucosa y piruvato

Leucina

Alanina, arginina,
glutamina, metionina y
asparagina

Leucina, glicina y
asparagina

PUBLICACIONES

Sallam y col. (2016)
Articulo de revision

4)

Montské y col. (2017)
Capitulo (11)

Calomarde y col.
(2016)
Articulo de revision

2)

Monstké y col. (2017)
Capitulo (11)

Monstké y col. (2017)
Capitulo (11)

Calomarde y col.
(2016)
Articulo de revision

)

Monstko y col. (2017)
Capitulo (11)

DESCRIPCION

En los primeros 2 dias tras la fertilizacion los
embriones utilizan preferentemente el piruvato
como su principal fuente de energia, mientras que
tras la compactacion comienzan a consumir
preferentemente la glucosa. El uso de la glucosa y
el piruvato en el dia 4 demostré6 que se podia
predecir el desarrollo de los blastocistos en los
embriones humanos. Aquellos embriones que
dieron lugar al embarazo no fueron los que tenian
las puntuaciones morfoldgicas mas altas. Ademas,
se observo que los embriones humanos femeninos
consumian mas glucosa en comparaciéon con los
embriones masculinos. También se estudi6 que la
medicion de la glucosa es mas importante que la del
piruvato, y a mayor grado del blastocisto mayor
consumo de la glucosa que proporciona una
informacion adicional sobre la viabilidad del
embrion.

Desarrollo del embrion de manera normal hasta
blastocisto.

Predijeron significativamente el potencial del
desarrollo.

El recambio de estos aminoacidos se asocid
significativamente al embarazo clinico y los
nacidos vivos.
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Antigeno leucocitario
humano soluble G
(sHLA-G)

Apoliproteina Al

Lipocalina-1

Calomarde y col.
(2016)
Articulo de revision

2)

Monstké y col. (2017)
Capitulo (11)

Rodriguez Diaz y col

(2019)
Articulo de
investigacion (12)

Monstko y col. (2017)

Capitulo (11)

Calomarde y col.
(2016)
Articulo de revision

2)

El HLA-G es secretado principalmente por el
trofoblasto extravelloso en la interfaz fetal-materna
y desempefia un papel importante en el proceso de
la implantacion ya que se opone a la accion de las
células natural killers (NK).

El antigeno leucocitario humano soluble G (sHLA-
G) fue considerado un predictor de la tasa de
implantacion y del embarazo. Se cuantificd
mediante un inmunoensayo y se hicieron dos
grupos, uno con sHLA-G+ para aquellos embriones
que producian el antigeno por encima de la media
y sHLA-G-, para aquellos que producian el
antigeno por debajo de la media. En el grupo de
sHLA-G+ se observaron tasas de embarazo e
implantacion significativamente mas altas, el 75%
y el 44%, mientras que para sHLA-G- se
observaron el 23% y el 14%.

Se relaciona con el éxito de la implantacion y evita
que el sistema inmunitario de la madre detecte al
embriéon como extrafio, por ello se considera un
buen marcador de la viabilidad embrionaria.

En un estudio, mediante la identificacion y
cuantificacion de la apoliproteina Al a través de
MS (MALDI-TOF), ELISA y qRT-PCR con la
transcriptasa inversa de ARNm. Se observo que el
nivel de esta apoliproteina se correlacionaba con el
grado del blastocisto, pero no con las tasas de
implantacion y el embarazo. Sin embargo, en otro
estudio utilizando MS, Western-blot y ELISA para
identificar 14 péptidos regulados diferencialmente
que luego se utilizaron para generar algoritmos
genéticos capaces de la identificacion de ciclos de
embriones que resultaron en un embarazo y ciclos
con implantacion fallida. Con una precision del 71-
84% estos algoritmos genéticos podian predecir los
ciclos de transferencia que resultaron en embarazo.
En aquellos medios en los que los péptidos
presentaban una  expresion  reducida de
apoliproteina  A-1 representaban ciclos de
transferencia que daban a un embarazo viable.

Utilizando un espectrofotometro de masas ultra
hibrido de transformada de Fourier- Quadropolar
de Trampa Lineal (LTQ-FT) y operando en modo
de espectrometria de masas tindem (MS/MS) se
identifico la lipocalina-1 como asociada con la
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Monstko y col. (2017)
Capitulo (11)

Sallam y col. (2016)
Articulo de revision

4)
Cadena alfa-1 de Monstké y col. (2017)
haptoglobina Capitulo (11)

Monstko y col. (2015)
Articulo de
investigacion (13)

Calomarde y col.
(2016)
Articulo de revision

2)

Sallam y col. (2016)
Articulo de revision

(4)

Factor de activacion
plaquetaria (PAF)

Calomarde y col.
(2016)
Articulo de revision

Leptina

aneuploidia. Se cuantificd la concentracion de la
lipoproteina a través de un kit de ELISA comercial
y se pudo determinar una clara discriminacioén de
embriones euploides y aneuploides en microgotas
de medios de cultivo. Los embriones que contenian
3-4 ng/ml de lipocalina-1 eran euploides, mientras
que los embriones aneuploides contenian este
compuesto en una concentracion de 6-7 ng/ml, asi
mismo inhibia el proceso de hatching e
implantacion.

La forma alfa-1 de la haptoglobina humana tiene
una masa monoisotopica de 9186,4 Da. Se
identifico a través de la MS en tandem. El resultado
del analisis ciego del medio del cultivo de
embriones después de 3 dias de incubacién reveld
de 161 mediciones de la cadena alfa-1 de
haptoglobina que 62 muestras eran
bioquimicamente no viables y 99 muestras eran
bioquimicamente viables. De los 62 embriones
bioquimicamente no viables no dieron ningtin parto
exitoso. Mientras que los embriones que eran
bioquimicamente viables mostraron una tasa de
embarazo del 55%. Ademas, existe una correlacion
significativa entre la cantidad de fragmento del
péptido y el resultado del embarazo.

El factor de activacion de plaquetas (PAF) también
conocido como fosfolipido 1-o0-aquil-2-acetil-sn-
glicero-3-fosfocolina, es un factor soluble que es
producido por embriones de mamiferos
preimplantacionales. Ademas de estar involucrado
en la activacion plaquetaria, influye en los cambios
de las funciones inmunitarias oviductal,
endometrial y materna. Ademas, actia como un
factor de supervivencia trofica para el embrion
temprano y esto se ha demostrado con Ia
suplementacion con PAF en medios de cultivo. Se
encontro una buena correlacion entre los niveles del
PAF y del embarazo. No se ha asociado con la
viabilidad embrionaria. Estd implicado en Ia
vasodilatacion  uterina promoviendo asi la
implantacion del blastocisto.

Se expresa en el endometrio promoviendo la
adhesion del embrion.
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Sallam y col. (2016)
Articulo de revision

4)

Calomarde y col.
(2016)
Articulo de revision

(2)

Sallam y col. (2016)
Articulo de revision

(4)

Ubiquitina

Calomarde y col.

(2016)
Isoformas de la Articulo de revision
. - )
gonadotropina corionica
humana
(BBhCG) Sallam y col. (2016)

Articulo de revision

(4)

Kaihola y col. (2019)
Articulo de
investigacion (14)

Caspasa-3 y glicoproteina
rica en histidina (HRG)

Se observd que los blastocistos humanos
secretaban leptina a niveles significativamente mas
altos en comparacion a los embriones detenidos.
Implicada en el proceso de implantacion.

Se ha estudiado que un aumento en la expresion de
esta proteina en los embriones se relacionaba con
un aumento de la llegada a blastocisto.

Esta molécula fue detectada en el medio de cultivo
ya utilizado de los embriones humanos desde la
etapa 2 pronuclear (2PN) hasta la etapa de
blastocisto. A través de los inmunoensayos de
electroquimioluminiscencia de alta sensibilidad, se
hall6 una correlacion positiva entre la
concentracion de BBhCG y la clasificacion
morfologica del blastocisto, asi como la tasa de
implantacion.

A través del analisis de las proteinas de extension
de la proximidad multiplex del secretoma de los
embriones cultivados en el dia 2 basandose si
consiguieron o no el embarazo. Se observo que los
niveles de caspasa-3 mas bajos se relacionaban con
los secretomas de alta calidad frente a los
blastocistos de baja calidad y los que se detuvieron.
Ademas, los niveles altos de HRG se
correlacionaron con un tiempo mas corto de
formacion de moérula. También se analizaron que
los niveles de caspasa-3 en el dia 2 fueron inferiores
en los secretomas de los embriones cultivados que
resultaron en un embarazo frente a los que no lo
hicieron. Asi mismo, se demostrd que la caspasa-3
es un potencial marcador para predecir la tasa de
éxito potencial después de la transferencia de
embriones que habian sido cultivados en el dia 2,
con una probabilidad de predecir del 68%. Por
tanto, los niveles de caspasa-3 y HRG son
marcadores potenciales de la calidad del embrion.
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Dominguez y col.
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Articulo de
investigacion (15)

Redgaard y col.
(2015)
Articulo de revision

(6)

Zmuidinaite y col.
(2021)
Articulo de revision

3)

Ramos y col. (2020)
Articulo de revision
(16)

Kaihola y col. (2019)
Articulo de
investigacion (14)

Ramos y col. (2020)
Articulo de revision

(16)

Utilizando la tecnologia multiplex basada en perlas
se analizaron 7 proteinas y se reveld6 que la
presencia de la interleucina 6 (IL-6) en los medios
de cultivo gastados estaba correlacionada con altas
tasas de implantacion de los blastocistos humanos.

En un estudio en el que se analizdé 754 miARN en
el medio de cultivo gastado, se observé que estos 3
miARNSs se expresaron de manera diferencial el dia
5 en los medios de cultivo que tuvieron un
embarazo exitoso y en el medio que no condujeron
a un embarazo.

Se observd que miR-191 se encontraba en
concentraciones mas altas en el medio de cultivo de
embriones aneuploides en comparaciéon con los
embriones euploides.

Se identificod que este miARN se correlacionaba
significativamente con el fracaso de la
implantacion, por lo que los embriones que lo
produzcan podrian excluirse de la implantacion.

Este miARN en el medio de cultivo se correlaciond
directamente con la apoptosis en los embriones de
raton. Aunque se desconoce el papel biologico de
miR-294, hay dos hipotesis que lo podrian explicar.
Una es que miR-294 estd involucrado en la
supresion del inhibidor de apoptosis BCL2, que en
ultima estancia actia promoviendo la apoptosis. La
otra posible razén es que la apoptosis desencadene
miR-294, que se confirmo exponiendo embriones a
la radiacion ultravioleta.

En los embriones bovinos los niveles altos de este
miARN se han asociado con un aumento de la
apoptosis y una reduccion de las tasas de desarrollo.
El miR-30c regula la expresion de p53 y la
apoptosis celular. Ademas, regula negativamente la
quinasa 12 dependiente de la ciclina (CDK12) y los
genes de respuesta al dafo celular del ADN, que
puede afectar la progresion del ciclo celular. Este
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Hsa-miR-26b-5p y hsa-
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miR-634

Capalbo y col. (2016)

Articulo de
investigacion (17)

Kaihola y col. (2019)

Articulo de
investigacion (14)

Capalbo y col. (2016)

Articulo de
investigacion (17)

Fang y col. (2021)
Articulo de
investigacion (10)

Fang y col. (2021)
Articulo de
investigacion (10)

Abu-Halima y col.
(2017)
Articulo de
investigacion (18)

Abu-Halima y col.
(2017)
Articulo de
investigacion (18)

miARN esté altamente conservado entre especies y
en humanos, los altos niveles de miR-30c en el
medio de cultivo gastado de embriones se han
asociado a una implantacion exitosa.

Este miARN estaba involucrado en 25 vias y
procesos biologicos diferentes. Principalmente,
estas vias son la comunicacion y sefalizacion
célula a célula, la adhesion de célula a célula y el
crecimiento celular/ cancer. El miR-20a es uno de
los miARN mas abundantes en medio de cultivo ya
utilizado para el cultivo de blastocistos humanos
que han implantado.

Se observd que estos miARNs estaban regulados
positivamente en los medios de cultivo de los
embriones con embarazo exitoso, lo que reprimiria
su gen diana, LATS2 (inhibidor del ciclo celular),
promoviendo la progresion del ciclo celular en el
desarrollo embrionario temprano.

Se ha analizado que estos miARNSs se expresan de
manera reducida en los medios de cultivo de los
embriones humanos con embarazos exitosos.

Entre 621 miARNSs, 102 mostraron una expresion
diferencial entre el resultado positivo y negativo del
embarazo, siendo miR-29¢c-3p, el miARN
expresado diferencialmente el mas significativo.

Se correlaciond este miARN del medio de cultivo
embrionario con un embarazo exitoso con una
precision del 71% y una sensibilidad del 85%.

Ademas del uso de los métodos convencionales descritos anteriormente para hallar el

perfil metabodlico de los embriones para tratamientos de FIV, se esta planteando

implementar el uso de los nuevos modelos de espectrometrias de masas MALDI-TOF

(ionizacidn laser asistida por matriz) de sobremesa de bajo perfil, o la microscopia Time

Lapse combinada con la inteligencia artificial (IA). Estas aplicaciones podrian ser un

método alternativo para aumentar la deteccion de aneuploidias en los casos en los que el
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cribado genético preimplantacional (PGS) invasivo no es aconsejable o no se desea.
Ademas de proveer la disponibilidad del cribado en aquellos casos en los que no esté
disponible debido a los altos costos de las tecnologias actuales. También podria ser un
cambio importante en el paradigma de como se examinan los embriones de FIV antes de
la implantacion, permitiendo una alternativa mas segura y eficiente. Asi como reducir el
tiempo hasta el embarazo y el riesgo de un embarazo aneuploide, estas metodologias

podrian ser beneficiosas desde la perspectiva de la economia sanitaria (3).

5. DISCUSION

En los ultimos 6 afos ha habido bastante actualizacion acerca del perfil metabolémico
de los embriones utilizando el medio de cultivo empleado para el cultivo embrionario a
través de las distintas -Omicas. Sin embargo, la blisqueda de los biomarcadores unicos
ha sido mas dificil en comparacion a un conjunto de ellos, esto es asi debido a que el
metabolismo de los embriones es mucho mayor y més complejo que el que pueda
explicar el desequilibrio de un solo metabolito. Por ello, actualmente se ha producido un
cambio hacia el analisis metabolomico global.

Ademas, hay muchos estudios realizados tanto en los humanos como en otras
especies, utilizando el proteoma y el metaboloma en el secretoma embrionario que ha
dado lugar a muchos marcadores bioldgicos o biomarcadores potenciales, como los
recogidos en la Tabla 1. Sin embargo, hasta ahora, ninguno ha resultado util para el uso
en el laboratorio de FIV, ademas, hay muchos marcadores que atin no se han probado en
el entorno clinico. Asimismo, la tecnologia utilizada en estas dmicas aun es compleja
para su uso clinico y tampoco se ajusta al tiempo critico que transcurre entre la formacion
del blastocisto y la transferencia de embriones, por lo que aiin no se podrian adaptar
adecuadamente a los flujos actuales de trabajo del laboratorio de embriologia. De igual
manera estos métodos actualmente requieren técnicos capacitados y una gasto de capital
significativo para funcionar con éxito (19).

En una revision sistematica se estudiaron los medios de cultivo que habian sido
utilizados para el cultivo de embriones, y las diferencias metabolomicas entre embriones
que podrian indicar el potencial de la implantacion. Sin embargo, se identificaron
numerosos obstaculos. El primero, y el mas significativo, es que la adicion de los perfiles

metabolicos de los medios de cultivo gastados a la morfologia no mejor6 la posibilidad
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de lograr un embarazo viable en comparacion con el uso de la morfologia sola. En
segundo lugar, algunos estudios que utilizaron los medios de cultivo usados los
congelaron y los transportaron a un laboratorio central, por lo que indica que el perfil
metaboldmico no sea una prueba robusta y reproducible cuando se realiza en los
laboratorios locales. En tercer lugar, las clinicas utilizan diferentes tipos y volimenes de
los medios de cultivo de embriones y también tienen diferentes practicas en cuanto al
momento de la transferencia de embriones. Por lo que si el perfil metaboldmico esta
influenciado por estos factores se necesitaria de un protocolo estandarizado, asi como,
de un mayor numero de estudios clinicos aleatorizados. Y, en el cuarto lugar, tener en
cuenta que la aneuploidia es un factor importante en la implantacion fallida y el aborto
espontaneo, por ello, si la aneuploidia tuviera un perfil metabolico Unico y detectable
seria de gran interés para las futuras investigaciones (20).

En los ultimos afios se ha incrementado el interés en el uso y analisis de los miARNS.
Ya que los miARNs pueden detectarse y analizarse de manera confiable en el medio de
cultivo de los embriones usado. Ademas, se ha observado que la expresion del mismo es
estable tanto en las etapas de escision como de blastocisto, ademas que se ha demostrado
que en los blastocistos hay un elevado numero de la expresion de miARN (8-10).

Potencialmente los miARNSs juegan un papel importante en la sincronizacion de los
eventos que ocurren para que el blastocisto tenga un desarrollo normal. Por lo que, la
expresion de los miARNs podria aumentar durante esta etapa de desarrollo, que se ve
reflejado en la medicion del medio de cultivo. Otra explicacion al elevado numero de los
miARNSs detectados en los blastocistos en el medio de cultivo, es debido al elevado
nimero de células presentes en esta etapa de desarrollo. En un reciente estudio se
determind que la mayoria de los miARNs detectados en el medio de cultivo de
blastocitos provenia del trofoectodermo. También, algunos autores postulan que el
blastocisto secreta miARN para comunicarse paracrinamente con el endometrio. Se ha
estudiado que la diversa poblacion de los microARNSs, secretadas por las células del
trofoectodermo, puede ser captada por las células del endometrio. Una vez dentro, los
miARNs pueden modular la expresion genética para prevenir o favorecer la implantacion
de un blastocisto. Por ello, la expresion de los diversos miARN en el medio de cultivo
de blastocistos puede desempeiar un papel funcional en la implantacion y también ser
un subproducto directo del elevado niimero de células presentes en esta etapa de
desarrollo. Se ha observado que, en los medios de cultivo del embrion de 2 células, este

es capaz de captar los miARNSs del entorno extracelular, lo que podria plantear que los

17



embriones pueden tomar los miARNs durante todo el periodo preimplantacional. En
otros estudios se ha demostrado que los embriones en la etapa de moérula son capaces de
captar los miARNSs, con efectos posteriores sobre la expresion génica que afecta al
desarrollo de blastocistos. Todo esto resalta un area para el desarrollo de terapias,
mediante ciertos miARNs que se podrian complementar en los medios de cultivo para
modular la expresion génica que favoreceria el desarrollo normal del embrion (8).

En un estudio se sugiere que la mayoria de los miARNs expresados en el desarrollo
embrionario temprano son derivados de los ovocitos. Proponiendo que las distintas
funciones domésticas que realizan los miARNSs, encontrados durante todo el periodo
preimplantacional, en el desarrollo embrionario temprano pueden ser derivadas de la
madre, fortaleciendo asi la relacion entre la calidad de los ovocitos y la calidad general
del embrion posterior (8).

Aunque actualmente se utilice el PGS para ayudar a seleccionar al mejor embrion
para la transferencia y la mejora de las posibilidades de lograr un embarazo exitoso, sin
embargo, es un método invasivo y costoso. Mientras que, por el contrario, el miARN es
estable, se expresa de manera uniforme, se detecta facilmente y participa en multiples
procesos fisioldgicos y patologicos (10). Su principal limitacion es que actualmente, la
mayoria de los medios de cultivo, incluidos los utilizados para la maduracion in vitro, la
fertilizacion y el cultivo de embriones, utilizan suero como un medio para la mejora del
rendimiento de los blastocistos. Dado que los miARNs se pueden encontrar en una
amplia gama de biofluidos, se puede postular que el suero utilizado en los medios de
cultivo contiene miARN. Actualmente el perfil de estas moléculas en los medios de
cultivo no se conoce, sin embargo, las investigaciones han demostrado que los miARNs
estan presentes en medios de cultivo simples. Por ello, los miARNs en lugar de modular
los genes para estimular el crecimiento, pueden inhibir negativamente el crecimiento y
desarrollo. Para que esto no ocurra, estos miARNs que afectan negativamente se pueden
eliminar con la suplementacion posterior de miARN que se sabe que estimula el
desarrollo. También se pueden realizar estudios con sistemas de cultivo sin suero. Sin la
presencia de miARN propio de los cultivos, se facilitaria la identificacion de los miARNs
adicionales secretados por embriones. Por ende, aunque las funciones de los miARNs
identificados son en su mayoria desconocidas, las que se han identificado sugieren que
los miARNs son indicativos de fisiologia embrionaria intrinseca. Y por ello, las
investigaciones futuras deberian centrarse en la validacion cualitativa de los miARNs

caracterizados dentro de medio de cultivo usado (8).
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Ademas, se ha anotado previamente en estudios que una cohorte exclusiva de miARN
de blastocistos estd relacionado con el cancer. Especificamente, se han citado que
algunos miARNs propios de los blastocistos tienen un papel oncogénico y supresor de
los tumores en varios tejidos tales como el rifidn, el higado, la prostata y el ovario. Esta
establecido que hay paralelismos en las vias bioldgicas utilizadas en la tumorogénesis y
la embriogénesis. Las sefiales moleculares que propician el cambio morfoldgico, la
diferenciacion, la invasion y la proliferacion son todas utilizadas por el embrion antes la
implantacién para establecer el embarazo. Mientras que, las células tumorales utilizan
estos mismos procesos para mejorar el crecimiento, reclutar células y coordinar la
propagacion a los tejidos distantes. Por lo que, conectar las investigaciones de los
estudios oncogénicos daria la respuesta a las funciones de los miARNs en la
embriogénesis (8-10).

La tecnologia de la espectrometria de tiempo de vuelo de ionizacion por desorcion
laser asistida por matriz 0 MALDI-TOF, es una nueva técnica prometedora para la
evaluacion del secretoma de los blastocistos en los minutos previos a la transferencia de
los embriones y las caracteristicas espectrales correlacionadas con el resultado del
embarazo. Ya que se trata de una espectrometria que puede examinar regiones de mayor
masa (1000-100000 m/z), y, por tanto, de importantes citocinas proteicas, ha sido posible
desarrollar los algoritmos de riesgo sencillos para el diagnostico prenatal después del
analisis con MALDI-TOF de orina del embarazo temprano. En un estudio utilizando 401
muestras de los medios de cultivo de blastocisto utilizado de 216 mujeres sometidas a
ciclos FIV de rutina, se observd que utilizando un algoritmo simple basado en nueve
contenedores de masa de 100 m/z dentro de la region 2000-10000 m/z, se pudo
identificar las muestras con la mejor probabilidad de convertirse en un embarazo exitoso,
con un valor predictivo del 82,9% (p=0,0018), ademas de durar menos de 20 minutos
(19).

Asi mismo, la implementacion de la tecnologia como la IA desempefiaria un papel
importante en la mejora y la asistencia en muchos de los métodos, tanto en los campos
de microscopia como en el andlisis de medios usados. Con estos nuevos enfoques
computacionales automatizados e integrados, se abren las puertas a los resultados menos
sesgados, rapidos, robustos y ultrarrapidos desde el momento en que los datos estén
disponibles. Combinado con los ensayos de proteémica de alto rendimiento (MALDI-
TOF) realmente podria conducir a un cambio del paradigma en como se criba un nimero

cada vez mayor de embriones (3).
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6. CONCLUSIONES

En conclusion, aunque ha habido alguna actualizacion en los ultimos afios acerca de
los biomarcadores encontrados en los medios de cultivo embrionarios a través de las
distintas Omicas, todavia hay mucha escasez de la informacion en cuanto a qué
biomarcadores son potencialmente utiles debido a la falta de sincronizacion de los
protocolos, los medios y las practicas en los distintos laboratorios, por ende, se
necesitaria de mas estudios clinicos aleatorizados, asi como una mayor cantidad de
muestras a analizar. Sin embargo, actualmente se observa una gran tendencia en la
busqueda y el andlisis de los miARNs debido a su facil manejo. Ademads, la
implementacion de las tecnologias mas sensibles y robustas como el uso de MALDI-
TOF y la IA pueden ser grandes métodos para el futuro hallazgo de los potenciales
bioindicadores que puedan predecir la viabilidad embrionaria y la implantacion exitosa

en una clinica de fertilidad.

7. ABREVIATURAS

ELISA — Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas

FIV — Fecundacion in vitro

FTIR - Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier

IA — Inteligencia artificial

MALDI-TOF - Tiempo de vuelo de ionizacidon por desorcion laser asistida por matriz
miARN — ARN pequefio no codificante

MS — Espectrometria de masas

NIR - Espectroscopia infrarrojo cercano

PGS — Cribado genético preimplantacional

qRT-PCR - Reaccion cuantitativa en cadena de la polimerasa en tiempo real
RNM - Resonancia magnética nuclear

TRA — Técnicas de reproduccion asistida
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