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El objetivo del presente trabajo fue estudiar el perfil
metabdlico obtenido a partir de espectros infrarrojos
en muestras de medio de cultivo in vitro de embrio-
nes humanos para evaluar la posibilidad de desarro-
Uar un modelo estadistico multivariable que permi-
ta discriminar su potencial reproductivo. En primer
lugar, se estandarizaron las condiciones de toma de
muestra y registro de espectros de manera de reducir
la varianza espectral a niveles que permitieran la
discriminacion. Analizando y combinando las dife-
rentes ventanas espectrales en las derivadas primeras
de los espectros de los sobrenadantes de los cultivos de
embriones, se encontré que el patrén espectroscdpico
de los medios de cultivo de embrionarios que resul-
taron en embarazo fue diferente al patrén espectros-
cdpico encontrado para los medios de cultivo de em-
briones que no resultaron en embarazo. Aplicando
un andlisis estadistico multivariable en una combi-
nacién apropiada de estas ventanas, se logré clasifi-
car los espectros en aquellos que desarrollaron emba-
razo de los que no. Este estudio preliminar permitié
demostrar que la espectroscopia infrarroja combina-
da con la aplicacion matemdtica denominada
"Transformada de Fourier" es una herramienta de
valor para discriminar el potencial reproductivo
embrionario.

Correspondencia: Marcelo Garcea
E-mail: mgarcea@pregna.com.ar

Introduccion

Entre los mayores desafios de la investigacién
actual en el campo de la fertilizacién in vitro
(FIV) se encuentran el mejoramiento de la tasa de
embarazo y la disminucién en la prevalencia de
gestaciones multiples (Reddy y col, 2007). El
principal problema para efectivamente limitar el
ndmero de embriones transferidos deriva de la di-
ficultad para estimar con precisién el potencial re-
productivo de embriones individuales dentro de
una cohorte de embriones, siendo la evaluacién
morfoldgica de los mismos la técnica de seleccién
de embriones vigente en la mayoria de los centros
de referencia de FIV (Seli y col, 2010). Sin embar-
go, en los dltimos afios han surgido una serie de
tecnologfas adicionales para estimar el potencial
reproductivo de los embriones, muchas de las cua-
les son ain objeto de investigacion. Estas metodo-
logfas incluyen el dosaje de glucosa, lactato, piru-
vato, niveles de aminodcidos, consumo de oxige-
no durante el cultivo de embriones y, més recien-
temente, la evaluacién de los perfiles gendmicos y
protedmicos de los embriones y la metabolémica
de los cultivos (Gardner y col, 2001; Brison y col,
2004; Devreker, 2007; Seli, 2008; Botros y col,
2008; Marhuenda-Egea, 2010). En particular, la
metabolémica tiende a determinar el potencial re-
productivo de un embrién a través de la evalua-
cién del perfil metabélico del sobrenadante de
cultivo de los embriones.

La espectroscopia infrarroja (IR) ha tomado en
la dltima década un importante protagonismo co-
mo técnica de biodiagnéstico no convencional
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(Naumann, 2000). La espectroscopia infrarroja
combinada con la aplicacién matemdtica denomi-
nada "Transformada de Fourier" (FT-IR), aplica-
da a materiales bioldgicos, proporciona un reflejo
de la composicién quimica y estructural de los
mismos. Los espectros de absorcién de los bioma-
teriales estdn representados por bandas anchas
constituidas por una superposicién compleja de
picos originados por la absorcién de sus constitu-
yentes (proteinas, carbohidratos, lipidos y otros
compuestos de bajo peso molecular), representan-
do "huellas digitales" (fingerprinting) altamente
especificas de los mismos (Nichols, 1995; Nau-
mann, 2000). Debido a la complejidad inherente
a la interpretacién de los espectros y la asociada al
desarrollo de sistemas de clasificacién de los mis-
mos en sistemas bioldgicos, se hace necesario re-
currir a la quimiometrfa. Esta disciplina constitu-
ye la aplicacién de métodos estadisticos y/o mate-
miticos a los espectros FT-IR con la finalidad de
extraer la informacién contenida en los mismos
(Schmitt y Udelhoven, 2001). La quimiometria
abarca las operaciones correspondientes al repro-
cesamiento espectral que involucra las pruebas de
calidad espectral, normalizacién, la aplicacién de
técnicas de aumento de resolucién, y el andlisis es-
pectral empleando técnicas estadisticas multiva-
riables basadas en metodologias de reconocimien-
to de patrones, como el andlisis de clusters y/o re-
des neuronales artificiales.

El objetivo del presente trabajo fue analizar si
el fingerprinting metabdlico obtenido de espectros
infrarrojos de sobrenadantes de cultivo de em-
briones permite discriminar su potencial repro-
ductivo. A tales fines la informacién espectral fue
analizada mediante un modelo estadistico multi-
variable que permiti6 discriminar distintos tipos
de embriones. El presente es el primer estudio pu-
blicado sobre metabolémica de embriones me-
diante espectroscopia infrarroja con transformada
de Fourier. Por esta causa, se debié optimizar en
una primera etapa un protocolo de trabajo. Asi-
mismo, se identificaron interferencias espectrales
y se propusieron metodologfas para superarlas.

Materiales y métodos

Poblacion analizada

Se analizaron muestras de sobrenadantes de
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cultivo de embriones pertenecientes a pacientes
tratados por infertilidad entre septiembre de
2009 y junio de 2010. Las pacientes fueron hipe-
restimuladas siguiendo nuestros protocolos regu-
lares de hiperestimulacién ovdrica controlada.
Brevemente, la FSH recombinante (Gonal-F®,
Merck KGaA, Ginebra, Suiza; Puregon®, Merck
Co, New Jersey, Estados Unidos) fue usada sola o
en combinacién con gonadotrofinas urinarias
(Menopur®, Ferring Pharmaceuticals, Saint Prex,
Suiza) en protocolos fijos con antagonistas del
GnRH (Cetrotide®, Merck KGaA, Ginebra, Sui-
za; Orgalutran®, Merck Co, New Jersey, Estados
Unidos). La aspiracién transvaginal de los folicu-
los se llevé a cabo 34-36 hs luego de la adminis-
tracién de gonadotrofina coriénica humana. En
todos los casos se administré progesterona vagi-
nal (Utrogestan®, Ferring Pharmaceuticals, Saint
Prex, Suiza) a partir de la noche correspondiente
a la captacién ovocitaria.

Cultivo y transferencia de embriones

El dia de la aspiracién de los foliculos los com-
plejos cumulus-corona recuperados fueron lava-
dos en medio tamponado sobre platina térmica y
luego colocados en placas de cuatro pocillos con-
teniendo 500 pl de medio EmbryoAssist cubierto
con parafina liquida, y llevados de inmediato a la
incubadora. Todos los gametos y embriones fue-
ron procesados o cultivados con los mismos me-
dios comerciales (Medicult®, Jyllinge, Dinamar-
ca), equilibrados cuando fuese necesario durante
toda la noche en incubadoras convencionales (6%
CO2y19,8% O2 en aire). Las muestras de semen
fueron procesadas mediante gradientes disconti-
nuos de densidad 90-50% (SupraSperm 100 +
Sperm Preparation Medium). La suspensién final
fue dejada a temperatura ambiente hasta el mo-
mento de la inseminacién. Para FIV convencio-
nal, la inseminacién fue llevada a cabo 4-6 horas
después de la captacion de los ovocitos en medio
EmbryoAssist bajo parafina liquida. La concentra-
cién de espermatozoides para inseminacién fue
ajustada a 200.000 espermatozoides progresivos
rdpidos/ml. Para ICSI, 4-6 horas después de la
puncién folicular, los ovocitos captados fueron
pelados de sus células del cumulus mediante tra-
tamiento con 80 Ul/ml de hialuronidasa (Sy»Vi-
tro Hyadase). Los procedimientos de ICSI fueron

.
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llevados a cabo de acuerdo con protocolos estan-
darizados. La fecundacién fue verificada a las 18-
20 horas de la inseminacién. Los embriones pro-
ducidos fueron cultivados en grupos de no més de
4 embriones cada uno en microgotas de 40 UL de
medio /SM1I bajo parafina liquida en placas de
cultivo plasticas. Los embriones fueron puestos
diariamente en gotas limpias de medio de cultivo
hasta el dfa de la transferencia. Los embriones de
dia 3 fueron evaluados mediante el puntaje de
morfologfa de Bolton, y col (1989). Los embrio-
nes de calidad éptima fueron aquellos con, al me-
nos, 6 blastémeros simétricos en dia 3, menos del
20% de fragmentacién, sin vacuolas ni granulari-
dad citoplasmatica.

Todos los embriones fueron transferidos en
dia 3 en medio UTM utilizando catéteres Echo-
Tip® Sofi-Pass™ TVP (Cook Medical, Blooming-

ton, Estados Unidos) o PM Trans Set Mini CH3®
(Prince Medical, Erculs, Francia) para las transfe-
rencias dificiles.

Espectroscopia IR-TF de sobrenadantes de
cultivos de embriones

a. Preparaci6n de las muestras y registro de
espectros.

Se analizaron 30 muestras de sobrenadantes de
cultivo de embriones humanos de 3 dias de creci-
miento provenientes de 15 pacientes cuyos resul-
tados de FIV eran conocidos, y 15 muestras con-
trol provenientes de medios de cultivo incubados
bajo las mismas condiciones en ausencia de em-
briones (Tabla 1). Diferentes volimenes (15, 20,
30 pl) de sobrenadantes de cultivo fueron transfe-
ridos a celdas de ZnSe y secados a temperatura

Tabla 1. Muestras de sobrenadantes de cultivo de embriones de 3 dias de
incubacion utilizadas en este trabajo.

Muestras Pacientes Embrién  Nimero de sacos  Observaciones
implantados
Emb1 10 pl para calibracion
Paciente 1 Emb2 - contiene aceite
control 20 pl para calibracion
Emb3 contiene aceite
Paciente 2 Emb6 1saco contiene aceite
control contiene aceite
Muestras empleadas o,
para estandarizar Emb5 10 |J| para calibracion
el proceso Paciente 3 Emb4 - 20 pl para calibracion
control 20 pl para calibracion
Emb1 30 pl para calibracion
Paciente4 Emb2 - 10 pl para calibracion
Control 20 pl para calibracion
. Emb2 _ 10 pl para calibracion
Paciente 5 Emb1 20 pl para calibracion
; Emb1
Paciente 6 Emb2 1 saco
. Emb6
Pacignte 7 Emb7 1 saco
. Emb5
Pacignte 8 Emb7.2 1 saco
Muestras empleadas ; Emb1
para la busqueda de Paciente 9 Emb2 1 saco
biomarcadores ) Emb2
©SPECtroscopicos Pacignte 10 25ac0s
h Emb1
asociados al Emb
potencial Paciente 11 2 5ac0s
reproductivo Emb2
; Emb1 _
Paciente 12 Emb2
; Emb1
Paciente 13 Emb2 -
. Emb8 _
Paciente 14 Emb7
, Emb1 _
Paciente 15 Emb2
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ambiente por 20 minutos. Los espectros FT-IR

fueron registrados en el rango 4000 y 650 cm-1
con 6 cm-1 de resolucién espectral empleando un

espectrémetro FT-IR Spectrum One (Perkin El-
mer, Estados Unidos) (Helm y col, 1991; Nau-
mann, 2000; Bosch y col, 2008) (Esquema 1).

Esquema 1. Representacion esquemdtica del procedimiento de preparacion de las muestras, registro de espec-
tros, pre-procesamiento y andlisis de los datos espectrales.jo.

Preparacion de la muestra

30 pl de sobrenadante de
cultivo son transferidos a una
celda de ZnSe y secado en
desecador a temperatura
ambiente hasta obtener un film
transparente.

Registro de espectros

Espectrometro FT-IR (Perkin Eimer)

Adquisicion de espectros de (QT): s/r, vapor de agua, A >3.0
absorcion FT-IR en el rango 4000

- 650 cm, promediando 64 scan
con 6 cm™resolucién.

Pre-tratamiento y analisis
de datos espectrales

Test Calidad espectral:

Derivada 2da, normalizada
vectorialmente. Analisis de
cluster CA (software OPUS)

b. Pre-procesamiento y analisis de los datos
espectrales

Todos los espectros fueron sometidos a un en-
sayo de calidad espectral (QT) en el cual se eva-
lué la intensidad espectral en las regiones 1700-
1600 cm™ y 1200-900 cm™, el nivel del vapor de
agua (en el intervalo 1840-1850 cm™) y las rela-
ciones sefial:ruido y sefial:vapor de agua (Helm y
Naumann, 1995; Naumann, 2000). Asimismo,
se definié y evalué el pardmetro A que representa
el contenido de lipidos/proteinas en las muestras.
Este pardmetro fue calculado como la relacién de
las intensidades A= Loso /Lisss, donde Loso repre-
senta la altura de la banda de 2930 cm™ (estira-
miento -CH: asignado al contenido de lipidos) e
Lisss la altura del pico de 1654 cm™ (banda Ami-
da I asignada a proteinas). A fin de aumentar el
grado de resolucién de los espectros y la capaci-
dad de discriminacién, se calculé la derivada pri-
mera y segunda de los espectros, las cuales fueron
normalizadas vectorialmente en todo el rango re-
lativo espectral. Se construyé asi una base de da-
tos espectrales constituida por las derivadas se-
gundas normalizadas vectorialmente en todo el
rango espectral de los espectros que superaron el

test de calidad (QT) (Helm y col, 1995; Nau-
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mann, 2000; Bosch y col, 2008) con un valor A
< 0,33. El andlisis de los espectros se llevé a cabo
mediante un andlisis de c/usters calculando las dis-
tancias espectrales mediante el coeficiente de
Pearson. Los dendrogramas correspondientes
fueron construidos empleando el algoritmo de
Ward (Naumann, 2000; Helm y Naumann,
1995; Bosch y col, 2010). El pre-tratamiento y
andlisis espectral fueron realizados utilizando el
software OPUS, versién 4 (Bruker Optics GmbH,
Ettlingen, Alemania).

Resultados y discusion

Los espectros FT-IR de los materiales bioldgi-
cos son representaciones de su composicién qui-
mica y estructural global y pueden ser utilizados
como huellas digitales altamente especificas de
dicho material. La (Figura 1) muestra, a modo de
ejemplo, un espectro de absorcién FT-IR obteni-
do del sobrenadante de cultivo de un embrién de
3 dias de incubacién que no produjo implanta-
cién. Teniendo en cuenta la informacién reporta-
da previamente para el andlisis de muestras biols-
gicas (Naumann, 1991; Naumann, 2000; Helm
y Naumann, 1995; Kacurdkovd y col, 2000), se

.
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Figura 1. Espectro IR-TF del sobrenadante de cultivo de embriones humanos de 3 dias de incubacion. Se indi-
can las principales ventanas espectrales y las asignaciones de bandas de absorcion correspondientes a los princi-

pales constituyentes moleculares en cada region. En el panel inferior se muestra para 3 ventanas espectrales la

derivada segunda que se emplea como técnica de aumento de resolucion espectral.
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indican en dicha figura las seis regiones espectra-
les que son normalmente descriptas y las asigna-
ciones de bandas de absorcién correspondientes a
los principales constituyentes moleculares en
cada regién: Wi (3600 - 3000 cm™), represen-
tada por una banda amplia que contiene los mo-
dos fundamentales de estiramiento de los grupos
hidroxilo (OH); W2 (3000-2800 cm™), debido al
agua e hidratos de carbono, contiene las bandas
atribuidas a los modos simétricos y antisimétricos
correspondientes al estiramiento C-H del metilo
(CHs) y metileno (CH:); W5 (1800-1500 cm™) es
la regién espectral que incluye las bandas de ab-
sorcién de los grupos éster y amidas (I y II); Wi
(1500-1300 cm™) es la regién conocida como la
regién de absorcién mixta; Ws (1200-900 cm™)

estd representada por una banda ancha e intensa
que tiene los picos asignados principalmente a los
modos de estiramiento de los anillos de los hidra-
tos de carbono (-COC, C- OH, CH); y final-
mente Ws (900-700 cm™) constituye la regién es-
pectral denominada regién de la huella digital o
fingerprinting. En el panel inferior de la figura se
indica en forma de zoom la segunda derivada del
espectro en las principales regiones.

Desarrollo de un protocolo de estandarizacién

Los espectros IR de los sobrenadantes de cul-
tivos embrionarios constituyen un fingerprinting
metabdlico que resulta altamente especifico y re-
producible bajo las mismas condiciones de opera-
cién. La composicién quimica de los sobrenadan-
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tes (proteinas, lipidos, carbohidratos, moléculas
pequenas), depende de un gran nimero de varia-
bles tales como la composicién del medio de cul-
tivo y los tiempos y condiciones de incubacién.
De modo que pequefios cambios en estos pard-
metros, as{ como en la preparacién de las mues-
tras o en la adquisicién de los datos espectrales,
producirdn efectos significativos en los espectros
resultantes. Debido a que el presente trabajo es el
primer estudio sobre metabolémica de embriones
por FT-IR, se debié desarrollar en primer lugar
un protocolo de estandarizacién que incluyera las
condiciones de cultivo de los embriones, el pro-
cedimiento de toma y preparacién de las mues-
tras, asf como también definir los pardmetros de
adquisicién de los espectros.

Al comenzar los estudios advertimos que atin
trabajando sobre la base de condiciones estricta-
mente estandarizadas, la varianza espectral en-

contrada entre las diferentes muestras era muy al-
ta. Sin embargo, se observé que la mayor contri-
bucién a esta variacién se debia a diferencias sig-
nificativas en la regién asignada a la absorcién de
los lipidos (2920 cm™ y 1450 cm’, estiramiento
y balanceo del enlace C-H, respectivamente) (Fi-
gura 2). Esto nos condujo a considerar que en el
proceso de toma de la muestra del sobrenadante
de cultivo se podria arrastrar una fraccién del
aceite empleado para cubrir las microgotas de
medio de cultivo. De modo que, como primer
etapa en la estandarizacién de las condiciones de
operacion, se establecié que la toma de muestra
debia ser muy cuidadosa para evitar la contami-
nacién del sobrenadante de cultivo con aceite. La
(Figura 2) muestra los espectros FT-IR corres-
pondientes a sobrenadantes de cultivo de embrio-
nes en los cuales se ha arrastrado distintas canti-
dades de aceite al tomar la muestra. En el caso de

Figura 2. Espectros IR-TF de sobrenadantes de cultivo de embriones humanos de 3 dias de incubacién. Se indi-
ca la interferencia en las zonas asignadas al estiramiento y balanceo del enlace C-H producida por el aceite emple-
ado para evitar la evaporacion de los cultivos en los espectros IR-TF N es un pardmetro cualitativo h= Loso / Lisss
donde Lozs representa la altura de la banda de 2930 cm' y Lissi la altura de la banda de 1654 cm™
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Figura 3. Optimizacion del volumen de sobrenadante de cultivo a emplear. Espectros FI-IR de 15, 20 y 30 ul

de sobrenadante.
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los espectros correspondientes al Embrién #2 del
paciente 1 y al Embrién #3 del paciente 2, los va-
lores de _ obtenidos fueron de 0,42 y 0,49, res-
pectivamente (ver Seccién materiales y métodos).
En la figura se indica también el espectro FT-IR
correspondiente a un sobrenadante de cultivo pa-
ra el cual la extraccidn se realizé cuidadosamente
para evitar la presencia de aceite, mostrando un
valor de A de 0,11. Se determiné que los espec-
tros que arrojaran un valor de A <0,33 serfan des-
cartados de la base de datos de referencia.

El segundo paso en la estandarizacién de la
metodologia fue determinar la cantidad éptima
de sobrenadante de cultivo que se debia utilizar
para obtener espectros con adecuada relacién se-
fial:ruido, de manera que los mismos superaran el
ensayo de calidad espectral (QT) descripto en la
Seccién materiales y métodos. La (Figura 3)
muestra los espectros obtenidos empleando 15,
20y 30 pl de sobrenadante de cultivo. Se estable-
cié que 30 pl de sobrenadante de cultivo era el
minimo volumen necesario para ser transferido a
las celdas de ZnSe (13 mm de didmetro) de mo-
do de asegurar que el espectro obtenido tenga
una absorcién en la regién de Amida I y carbohi-

dratos que supere el rest de calidad espectral defi-

nido QT.

Evaluacién de marcadores espectroscépicos
asociados a embarazo

A fin de determinar si los sobrenadantes del
cultivo de embriones que dan como resultado em-
barazo presentan un patrén espectroscédpico dife-
rente al que muestran los sobrenadantes de em-
briones que no resultan en embarazo, se analizaron
las derivadas segundas de los espectros correspon-
dientes, normalizadas vectorialmente en todo el
rango espectral. Se desarrollé un modelo basado
en el andlisis de clusters (Figura 4) que permiti6 la
discriminacién entre los espectros correspondien-
tes a los sobrenadantes de embriones con posterior
embarazo demostrado (pacientes 10 y 11, en los
cuales los dos embriones transferidos resultaron en
dos sacos embrionarios) de los espectros corres-
pondientes a embriones que no resultaron en em-
barazo (pacientes 12, 13, 14, 15, cuyos dos em-
briones transferidos no se implantaron). En el and-
lisis se incluyeron los espectros correspondientes a
las muestras control (cultivos sin embrién), los
cuales resultaron agrupados con los espectros de
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Figura 4. Modelo basado en andlisis de clusters obtenido con las derivadas sequndas de los
espectros de los sobrenadantes del cultivo de embriones que resultaron en embarazo y de los que
no resultaron en embarazo. La combinacion de ventanas espectrales empleadas incluye marca-
dores espectrales que permitieron discriminar las dos poblaciones.
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los embriones que no se implantaron.

Desafiamos al modelo desarrollado con los es-
pectros correspondientes a los embriones de las
pacientes en las que s6lo 1 de los 2 embriones
transferidos produjo implantacién (pacientes 6,
7,8y 9) y vimos que un espectro se agrupaba con
los espectros de los embriones que implantaban,
y el otro espectro se agrupaba con los que no de-
sarrollaban embarazo (Tabla 1). La (Figura 5)
muestra que las ventanas espectrales selecciona-
das proporcionan la discriminacién buscada.

Los resultados obtenidos indicarfan que la es-
pectroscopia FT-IR es capaz de detectar marca-
dores espectroscépicos asociados a las diferencias
en la metabolémica de los cultivos de embriones

Reproduccién - Vol 26 / N° 2 / Junio 2011

con diferente potencial de implantacién. Sin em-
bargo, quedan atin aspectos por considerar en re-
lacién al impacto en la varianza o reproducibili-
dad, que podrian producir el empleo de diferen-
tes lotes de medios de cultivo o el uso de diferen-
tes suplementos que podrian generar senales es-
pectroscdpicas que enmascaren los biomarcado-
res especificos. Asimismo, debe ampliarse la libre-
rfa espectral obtenida hasta el momento, incor-
porando al estudio un mayor ndmero de mues-
tras procedentes de transferencias de embriones
de resultados conocidos para alcanzar un sistema
de discriminacién sensible y estadisticamente ro-
busto que permita predecir con certeza el poten-
cial reproductivo de una cohorte de embriones.

.
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Figura 5. Modelo basado en el andlisis de clusters obrenido con las derivadas segundas de los espec-
tros de los sobrenadantes de embriones que resultaron en embarazo y de los que no resultaron en
embarazo. La combinacion de ventanas espectrales empleadas incluye marcadores espectrales que

permitieron discriminar las dos poblaciones.
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Los estudios preliminares sobre estandariza-
cién de un protocolo y estudio de la varianza es-
pectral muestran que los cambios detectados en
el fingerprinting metabdlico de los sobrenadantes
del cultivo de 3 dias de embriones humanos po-
drian permitir el desarrollo de una metodologia
no invasiva basada en IR-TF y andlisis estadistico
multivariado capaz de predecir el potencial de los
embriones para producir embarazo antes de su
transferencia.
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