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Resumen

El objetivo de este trabajo es revisar los métodos que actualmente disponemos para llevar a cabo la
seleccion embrionaria previa a la transferencia al vitero mate mo, asi como las técnicas que reciente-
mente se han desarrollado y que pueden mejorar en las tasas de éxito de los tratamientos de fernili-
dad. La seleccion embrionarnia es un paso critico en la aplicacion de las técnicas de reproduccion
asistida. En la actualidad, la seleccion se realiza mediante una evaluacion del embrion en base a di-
ferentes criterios morfologicos y cinéticos. Sin embargo, este andlisis no siempre permite determinar
el estadofisioldgico del embrion o la presencia de alguna anomalia cromosomica, siguen siendo sub-
Jjetivos, no suficientemente fiables y poco discriminativos. Por esta razon, se siguen buscando nuevos
meétodos de seleccion embrionaria, que complementen e incluso lleguen a sustituirlos. Con los recien-
tes avances conseguidos en el campo de la proteomica, el andlisis del secretoma embrionario como
método de seleccion basado en la determinacion de las proteinas presentes en el medio de cultivo em-
brionario, podria proporcionar pardmetros de medicion de calidad y potencial de desarrollo, permi-
tiendo una seleccion objetiva y segura del embrion que serd posteriormente transferido.

Palabras clave: Seleccion embrionaria. Embarazo miltiple. Proteémica. Secretoma em-
brionario

Summary

The aim of this wo rk is to review the methods that nowadays are available to perform embryo selec-
tion before the transfa to the uterus, as well as the technologies that have been developed recently
and can improve the rates of success of the fe rtility treatments. The embryo selection is a critical sta-
ge in the gpplication of the assisted reproduction techniques. Actually, the selection is evaluated by
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means of an embryo observation which is based on different morphologic and kinetic critena.

Nevertheless, this analysis does not allow to determine the physiological condition of the embryo or

the presence of some ch romosomal anomaly, and they continue being subjective, not sufficientlyrelia-

ble and little discriminat ive. For this reason, the research of new methods of embryo selection conti-

nues being important in order to complement or even to replace them. With the recent advances ob-

tained in the area of the proteomics, the analysis of the embryonic secretome as a selection method

based on the determination of proteins in the embryo culture medium, might provide parameters of
quality measurement and potential of development, allowing the selection of a high quality embryo to

transfer.
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INTRODUCCION

Las técnicas de rep roduccion asistida (TRA) supo-
nen una altemativa efectiva para las parejas que pre-
sentan problemas de fertilidad y han adquirido, en ape-
nas unas décadas, una importancia significativa dentro
de la medicina reproductiva. Cada vez son mds el ni-
mero de parejas que deben recurrir a ellas para obtener
descendencia, estimdndose que al menos un 1% de los
nacimientos que se producen en paises desanollados,
son concebidos por medio del uso de TRA (1).

Este incremento en la tasa de infertilidad es conse-
cuencia de que la especie humana ha evolucionado
hacia las llamadas formas “neoténicas”, adquiriendo
la capacidad reproductiva 6ptima en sus fases juveni-
les. El claro distanciamiento existente entre la evolu-
cién bioldgica y la evolucién social del individuo,
que retarch la edad a la que sucede el primer embara-
70, asi como los multiples factores ambientales (2),
entre otros factores, han provocado que, en la dltima
década, el nimero de personas que necesitan recumir
a centros de fertilidad se haya visto incrementado no-
tablemente, alcanzando el 10-15% de parejas en edad
reproductiva (3,4).

Sin embargo, aunque son indudables los avances
obtenidos en los tltimos afios dentro de este ambito,
las TRA contindan presentando serias limitaciones
que impiden, en muchas ocasiones, llegar a cumplir
el primer objetivo que se persigue con su aplicacidn,
que no es mds que la de obtener un hijo sano.

Junto a ello, las TRA deben aportar datos que nos
permitan emitir un diagndstico de la causa de la este-
rilidad y un prondstico sobre las posibilidades reales
de éxito en posibles futuros intentos o bien aconsejar
otras TRA como donacién de gametos y/o embiones,
decisiones que conllevan una gran carga emocional a
los pacientes y al clinico imposibilidad de emitir jui-
cios ciertos.

Una de las principales complicaciones tras la apli-
cacion de las TRA es el embarazo multiple derivado

de la transferencia de mds de un embrién. Aunque las
probabilidades de gestacién son mayo res, en estos ca-
sos, suponen un elevado riesgo obstétrico y matemo
(5). Por lo tanto, la seleccion de un dnico embrién
con capacidad implantatoria seria de vital importan-
cia para erradicar esta situacioén (6, 7).

Normalmente, la eleccidon de los embriones a
transferir se lleva a cabo mediante la observacién
morfoldgica, bajo microscopio, de la cohorte embrio-
naria obtenida tras la inseminacién/microinyeccién
owocitaria (8,9). Sin embargo y aunque los criterios
morfoldgicos van mejorando continuamente, resulta
imposible predecir y garantizar el potencial implanta-
torio embrionario. Estudios recientes apuntan a que el
andlisis del secretoma embrionario podria ser, en un
futuro cercano, el método complementario idéneo
que nos permita seleccionar un tinico embridn con ca-
pacidad implantatoria.

METODOS ACTUALES DE SELECCION
EMBRIONARIA

Actualmente, el método mds empleado para eva-
luar la calidad embrionaria es la observacién de su
morfologia basada en diferentes criterios. Recien-
temente, la Asociacidn para el Estudio de la Biologia
de la Reproduccién (ASEBIR) ha publicado un ma-
nual de clasificacién en cuatro cat egorias, basadas en
criterios morfolégicos y cinéticos (10). La observa-
cién de diferentes pardmetros, como la simetria, el
grado de fragmentacion, el ritmo de divisién y la
multinucleacién, son buenos indicadores para valorar
qué embriones poseen mayor capacidad implantato-
ria. Sin embargo, es cierto que la morfologia embrio-
naria no siempre es un buen indicativo de calidad, ya
que puede no mostrar la presencia de anomalias cro-
mosémicas implicadas en fallos de implantacién y
aborto. Ademds estd sujeto a variaciones intra e inte-
robservador. Por tanto, no es un método suficiente y
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definitio en la eleccién del embrién con mayor po-
tencial implantatorio (11).

El diagnéstico genético preimplantacional (DGP),
puede emplearse en casos concretos en los que sea ne-
cesaria su aplicacion, es decir, en parejas que presentan
un elevado riesgo de trasmision de ciertas alteraciones
genéticas/cromosémicas a su descendencia (12-14).
Por tanto, el DGP nos puede ayudar a evitar la transfe-
rencia de embriones cromosémicamente anomalos, in-
crementando los porcentajes de implantacién y emba-
razo evolutivo. No obstante, la eficacia del DGP esta
siendo cuestionada por considerarse una técnica ain
experimental y con mdltiples limitaciones (15). La rea-
lizacién de una biopsia embrionaria es una técnica in-
vasiva para el embridén y que compromete seriamente
su viabilidad (16). Ademas, el fendmeno de mosaicis-
mo cromosdmico no es tenido en cuenta en el andlisis
genético de un blastémerg de forma que el resultado
obtenido a partir de él puede conllevar a un error diag-
noéstico. La utilidad de la informacién que proporciona
el andlisis de células del tofoectodemmoresulta gene-
ralmente dudosa al no implicar el examen de células de
la masa interna (17). Por tanto, el empleo del DGP
queda restringido a casos concretos, pero no como mé-
todo rutinario complementario de la evaluacién de la
calidad embrionaria convencional.

Otros métodos de evaluacién del estado embriona-
rio que ultimamente estdn siendo desarrollados se ba-
san en el conocimiento del metabolismo embrionario
mediante el andlisis de determinados compuestos pre-
sentes en el medio de cultivo, como la glucosa, el lac-
tato o el piru vato, cuyos incrementos o disminuciones
en su concentracion durante el desarrollo embionario
pueden ser asociados a su estado de “salud”(18). Por
ejemplo, en cuanto a la presencia de glucosa, se ha
observado que la duplicacién en su tasa de consumo
en dia cuatro del desarrollo embrionaro es un para-
metro claramente indicativo de un elevado potencial
implantatorio (19).

Del mismo modo, los cambios en la composicién
de los amino4cidos del medio también han sido anali-
zados con el objeto de encontrar una correlacion entre
su tasa de intercambio aminoacidica y la calidad em-
brionara. En este caso, se ha observado que el inter-
cambio de tres aminodcidos, Asn, Gly y Leu, indica-
ria qué embriones tendrian un mayor éxito de
implantacién (20). La comparacién entre el perfil de
intercambio aminoacidico de embriones que implan-
taron con éxito frente al de aquellos que no lo hicie-
ron ha sido recientemente estudiada, demostrando
que la presencia de elevados niveles de Met en el me-
dio de cultivo embrionario estd directamente relacio-
nada con elevadas posibilidades de implantacién (21).

Otros grupos de investigacién han centrado sus es-
tudios en el andlisis del antigeno leucocitario humano
(HLA-G), relacionado con la tolerancia materno-fetal
durante la gestacion (22, 23). E1 HLA-G expresado
por el embrién podria establecerse como marcador
indicativo de su potencial de desarrollo (24). Se han
realizado mdltiples estudios en los que se afirma que
si se transfieren embriones que en dia tres de su desa-
rrollo expresan ciertos niveles de esta proteina, las ta-
sas de gestacién se incrementan enormemente (25,
26). No obstante, otros trabajos ponen en contradic-
cién estos datos e incluso cuestionan los métodos de
deteccién empleados (27).

Recientemente, la proteémica ha abierto nuevas
vias de investigacion ligadas a la seleccién embriona-
ria que apontarian info rmacién muy dtil dentro de esta
conflictiva situacién que atafie al campo de la embrio-
logia.

PROTEOMICA Y EMBRIOLOGIA

La protedmica es la ciencia que estudia el conjun-
to completo de proteinas que se expresan a partir de
un genoma, e implica el uso de un amplio nimero de
técnicas bioquimicas y moleculares de alta sensibili-
dad. Engloba toda una serie de variantes, que son los
Ilamados métodos Omics, todos ellos basados en el
andlisis de las proteinas ex presadas por un genoma en
un momento determinado y bajo unas condiciones
concretas.

El andlisis del secretoma embrionario podria ser
un método de seleccion complementario a la clasifi-
cacién morfoldgica actual que ayudara a la determi-
nacién objetiva de aquel embridén de mayor calidad y
potencial evolutivo, reduciendo con ello las tasas de
embarazo multiple.

Este método consiste en monitorizar la actividad
metabdlica del embrién analizando el medio de culti-
vo en el que se desarrollan durante sus estadios més
tempranos, determinando el perfil proteico y comela-
ciondndolo con la presencia de alteraciones o proble-
mas cromosdmicos embrionarios, asi como con su
viabilidad y potencial de implantacion (28).

Sin embargo, la proteémica es atin una ciencia en
desarrollo que presenta ciertas limitaciones, ya que
algunas de las técnicas que emplea no retnen la sufi-
ciente sensibilidad y capacidad resolutiva para anali-
zar las proteinas presentes en el secretoma embriona-
rio. Sea como fuere, se han realizado analisis del
medio de cultivo embrionario mediante el empleo de
ciertas técnicas, como cromatografia de gases-espec-
trometria de masas (GC-MS), cromatografia liquida
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de alta presiéon (HPLC), cromatografia liquida-espec-
trometria de masas (LC-MS), infrarrojo cercano
(NIR), espectrometria de masas (MS), espectrometria
de masas en tdndem (MS-MS) y resonancia magnéti-
ca nuclear (NMR), entre otras. Se han observado di-
ferencias en el perfil proteico analizado cada weinti-
cuatro horas (29).

Aunque hasta el momento no han sido definidos
estos patrones proteicos, si se ha observado una gran
diferencia entre las proteinas expresadas por blasto-
cistos evolutivos respecto a blastocistos degenerados
(30). Entre ellas, se ha observado con especial rele-
vancia a una proteina cuya presencia va en aumento
conforme avanza el desarrollo embrionario, llegando
a tener su maxima ex presion en dia cinco de desarro-
llo, y cuya deteccidn es, ademds, nula en el medio de
cultivo de blastocistos degenerados. La identidad de
esta proteina, cuyo peso molecular es de 8,5 kDa, estd
siendo discutida, pero se cree que la principal candi-
data para ella es la ubiquitina, de la cual se piensa
que tiene importante influencia en el proceso de im-
plantacién embrionaria. Niveles elevados de ubiquiti-
na hallados en el secretoma implicarian elevadas pro-
babilidades de gestacion (29). Esta identificacién no
estd consolidada a dia de hoy, pero entrafia un co-
mienzo demostrativo de la utilidad de la informacién
que puede obtenerse del estado metabdlico y evoluti-
vo del embrién mediante el andlisis proteico del me-
dio en el que se desarrolla. Sin embargo, existe la du-
da de que la ausencia de la citada proteina en el
medio de cultivo de los embriones degenerados no se
deba a la falta de secrecion de ella por parte del em-
bridn, sino a que el propio proceso de degeneracidon
de éste implique la secrecidn de proteasas que destru-
yan a la proteina de estudio, de forma que no podria
ser detectada. Sin duda, son necesarios nuevos estu-
dios que continien ahondando en este planteamiento.

Investigaciones recientes concluyen que el estudio
del perfil proteico presente en el medio de cultivo
embrionario, mediante el empleo de espectroscopia
de infrarrojo cercano y Raman, permite establecer un
Indice de Viabilidad (VI) con el que se podria dife-
renciar entre embriones de idéntica morfo 1 ogia, aquel
de mayor calidad y capacidad implantatoria (31).
Otro trabajo hace referencia al concepto de VI, en el
cual se analizaba el medio de cultivo de blastocistos
en dia cinco, empleando la técnica NIR. Tras realizar
un estudio estadistico mediante el andlisis de curvas
ROC, establecieron el valor 0’52 como punto de corte
en el VI, por encima del cual, el 80% de los blastocis-
tos transferidos se implantaron con éxito, frente al
81,3% de los blastocistos situados por debajo de este
VI, los cuales no anidaron. Por tanto, mediante la

combinacion de los criterios de selecciéon morfol6 gi-
cos con los resultados obtenidos a partir del andlisis
proteico de medio, se selecciond y llevé a cabo la
transferencia de un uinico embrién (SET) logrando un
claro incremento en las tasas de implantacién (32).

CONCLUSION

La seleccion de un tinico embrién de mayor po-
tencial implantatorio de entre todos los pertenecientes
a una misma cohorte supone un punto critico para los
embridlogos clinicos, existiendo un gran deb ate entre
los criterios que deben tenerse presentes en el mo-
mento de seleccionar el embrién que serd transferido.
Es evidente que con el aumento del nimero de pa-
cientes que se someten a tratamientos de fertilidad a
nivel mundial resulta fundamental conseguir mejoras
y avances dentro de este campo, para poder llevar a
cabo un método de seleccidn rapido, no invasivo, fia-
ble y objetivo.

Estudios recientes sugieren que el conocimiento
del metabolismo embrionario puede dar informacién
muy util que, adjuntada a la info rmacién que la pro-
pia morfologia del embrién proporciona sobre su es-
tado, podria solucionar las principales limitaciones
que actualmente envuelven a las técnicas de repro-
duccidn asistida, como la elevada tasa de embarazo
miiltiple y los fallos de implantacién embrionaria.

Como quiera que la biisqueda de los criterios de
calidad embrionarna son de gran importancia, resulta
necesario el establecimiento de métodos resolutivos
que puedan ser empleados como criterios fiables y se-
gurcs en la seleccién del mejor embrion de la cohorte.
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