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GLOSARIO

Adenomiosis: presencia de tejido endometrial que se ha pasado hacia el miometrio
causando un engrosamiento uterino.

Clase I: Espectros de los sobrenadantes de cultivo de embriones que provienen de una
transferencia en la que todos los embriones transferidos implantaron.

Clase II: Espectros de los sobrenadantes de cultivo de embriones correspondientes a
una transferencia en la solo un embrion implanto6

Clase III: Espectros de sobrenadantes de cultivo de embriones que provienen de una
transferencia en la que ninguno de los embriones transferidos implantaron

Criptorquidia: trastorno del desarrollo en los mamiferos que consiste en el descenso
incompleto de uno o ambos testiculos a través del canal inguinal hacia el escroto.
Disfuncién Ovdrica: alteracion patoldgica de la funcion ovérica que se traduce en
alteraciones del ciclo menstrual.

Fertilidad: capacidad reproductiva de la pareja; en el hombre de procrear hijos y en la
mujer de concebir, lograr embarazo y dar a luz.

Foliculos: estructura compuesta por el ovocito rodeado de diferentes tipos celulares.
FSH: hormona foliculo estimulante producida en la hipofisis. Regula la maduracion de
los ovocitos en la mujer y en el hombre regula la maduracion de los espermatozoides.
GnRH: hormona producida en el hipotdlamo, encargada de estimular a la hipofisis para
que secrete las hormonas gonadotrofinas FSH y LH.

Hidrosalpinx: Acumulacion de liquido seroso en las trompas. Suele contener detritus,
bacterias y elementos inflamatorios, que pueden pasar retrogradamente al utero y
dificultar la implantacion.

Infertilidad: incapacidad de la pareja para concebir hijos. Se diagnostica después de
un afo de exposicion a la probabilidad de que ocurra un embarazo.

LH: hormona luteinizante producida en la hipofisis, regula la ovulacion y el desarrollo
del cuerpo luteo en la mujer. En el hombre estimula la produccion de testosterona.
Pacientes tipo I: Pacientes en los cuales todos los embriones transferidos implantaron
Pacientes tipo II: Pacientes en los cuales solo uno de los embriones transferidos
completd

Pacientes tipo III: Pacientes en los cuales ninguno de los embriones transferidos
completd

Sindrome de ovario poliquistico: también llamado sindrome de Stein-Leventhal, es

un trastorno endocrino que causa uno de los desequilibrios hormonales mas frecuentes
en mujeres de edad reproductiva.
Sindrome de hiperestimulaciéon ovarica: es una complicacidon ocasional en mujeres

que se encuentran bajo un tratamiento de fertilidad para el estimulo de la ovulacion.
Consiste en una respuesta anormalmente elevada de los ovarios ante una estimulacién
hormonal que persiste y se prolonga.
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Conceptos generales

La infertilidad es un trastorno multifactorial que se estima afecta al 15% de las parejas en
edad reproductiva y que constituye un problema de salud creciente debido a la tendencia
a la postergacion de la edad de la maternidad ya sea por motivos profesionales y/o
sociales. En la Argentina, se realizan unos 9.000 ciclos de Reproduccion Asistida al afo,
y se estima que esa cifra se triplicaria en los proximos afios. De todos los tratamientos
disponibles, las tecnologias de reproduccion asistida (TRA o ATR por Assisted
Reproductive Technologies) ofrecen los mas altos indices de éxito a las parejas
infértiles. Entre éstas tecnologias se incluye la fertilizacion in vitro (FIV), este
procedimiento puede realizarse por un proceso por el cual los 6vulos son fertilizados por
el esperma fuera del cuerpo o una técnica en la que un solo espermatozoide se inyecta
bajo microscopio directamente en un 6vulo maduro (inyeccion intra-citoplasmatica de
esperma-ICSI). Se ha estimado que més de 3 millones de nifios en todo el mundo han sido
concebidos a través de las TRA desde el nacimiento de Louise Brown en 1978. A pesar
de la amplia aplicacion y de los avances en estas tecnologias en las tltimas décadas, solo
el 25,2% de los embriones formados implantan y dan como resultado un nacido vivo. Uno
de los desafios mas apremiantes de estos tratamientos es entonces encontrar un método
que permita aumentar el potencial de implantacion de los embriones, mejorando la
probabilidad de un nacimiento vivo para una pareja infértil. La opcion preferida ha sido
transferir un mayor nimero de embriones, y de esta manera aumentar las posibilidades
de la pareja infértil de lograr el embarazo. Si bien este procedimiento mejora las
probabilidades de implantacién, aumenta significativamente los embarazos multiples, la
exposicion a los riesgos de sufrir hipertension arterial, diabetes, partos por cesarea y
mortalidad materna. Para superar este problema, muchos centros de fertilizacion han
disminuido el nimero de embriones a transferir a dos, conocida como la doble
transferencia de embriones o incluso a s6lo uno, denominada transferencia electiva de un
solo embrion. Estas practicas han disminuido notablemente los embarazos multiples pero
han reducido significativamente también, la tasa de embarazo. El objetivo
contemporaneo mas importante de la investigacion de la infertilidad es disminuir la
prevalencia de las gestaciones multiples, manteniendo o mejorando las tasas
generales de embarazo. El gran desafio consiste en desarrollar un método de seleccion
de embriones con gran potencial de implantacioén en el utero, reduciendo el numero de

embriones a transferir sin comprometer el pronostico de nacimiento exitoso.



1 Infertilidad

La reproduccion humana es critica para la perpetuacion de su especie, sin embargo
el proceso es relativamente ineficiente (Norwitz y col., 2001). El establecimiento de un
embarazo requiere una interaccion fisica intima y un didlogo molecular entre el embrioén
y el tracto reproductivo materno que comienza en la implantacion y continta hasta que la
placenta se forma y es completamente funcional. El fracaso de los procesos regulatorios
que aseguran la fidelidad de esta relacion puede precipitar la pérdida del embarazo
(Jessmon y col 2009). La probabilidad de concebir durante un ciclo menstrual es
aproximadamente del 30% y solo entre el 50% y 60% de las concepciones prosiguen
luego de las 20 semanas de gestacion. De los embarazos que se pierden, el 75% se debe
a una falla en la implantacion y por ello no son reconocidos clinicamente (Norwitz y col.,
2001).

La concepcidn de un hijo es un evento muy importante en la vida del ser humano,
y estd fuertemente ligado con el objetivo ultimo de la felicidad, la integridad y la
consolidacion de la familia (Kelly-Weeder y Cox, 2006). Una reproduccion exitosa es la
prueba fehaciente de la fertilidad de los individuos. La fertilidad se define como la
capacidad de un individuo para inducir el embarazo o concebir en el plazo de un afio de
relaciones sexuales sin proteccion (Benagiano y col., 2006). Mientras, la infertilidad es
la incapacidad de los individuos para establecer el embarazo, a pesar de relaciones
sexuales regulares (Gnoth y col., 2005). Hay principalmente dos tipos de infertilidad, la
infertilidad primaria, la cual denota una situacion en la que las parejas nunca han dado a
luz nifios; mientras que la infertilidad secundaria se define como la condicion en la que
las parejas son incapaces de dar a luz nifios después de doce meses de relaciones sexuales
(sin medicamentos anticonceptivos) después de una concepcion anterior (Sami y col.,
2006).

La incapacidad de tener hijos afecta a hombres y mujeres de todo el mundo. La
incidencia de la infertilidad varia ampliamente en funcion del pais, la regién, las zonas
rurales o urbanas, e incluso las costumbres. En los paises desarrollados se observa un
incremento de la infertilidad, principalmente debido a la incorporacion de la mujer al
mundo del trabajo lo cual ha retrasado la edad de la primera gestacion, con lo que aumenta
el riesgo de esterilidad.

La infertilidad afecta al 15% de la poblacion en edad reproductiva de todo el

mundo, y puede estar provocada por un factor tinico o varios factores concomitantes.



1.1 Etiologia de la infertilidad femenina

Un gran nimero de mujeres se ven afectadas por problemas de fertilidad. En los
EE.UU. se ha estimado que 6.1 millones de mujeres con edades entre 15 y 44 tienen
dificultades para concebir o mantener un embarazo (Bold, 2016). Algunas de las
principales causas incluyen el sindrome de ovario poliquistico, miomas uterinos
(fibroides), insuficiencia ovarica prematura, enfermedad inflamatoria pélvica, factor
cervical, endometriosis, otros problemas en las trompas y cuestiones genéticas, asi como
el tratamiento del cancer (Bold, 2016). La falla en la ovulacion es la causa mas frecuente
de infertilidad femenina, afectando aproximadamente al 20-25%, mientras que otro 20%

tiene patologia tubdrica y un 10% una barrera cervical (Gori y col., 2005).

1.2 Etiologia de la infertilidad masculina

Las causas de infertilidad masculinas son multiples y llegan a ser tan frecuentes
como las femeninas. El factor masculino contribuye de manera importante a la infertilidad
y es responsable aproximadamente del 50% de los casos (Stephen y col., 2006). Esta es
causada principalmente por la concentracion de espermatozoides deficientes,
disminucion de la viabilidad de los espermatozoides, volumen total reducido de semen y
la anormalidad en la morfologia de los espermatozoides (Feng, 2003). Por otra parte,
existen otros factores de riesgo responsables de la espermatogénesis defectuosa y la
infertilidad masculina, incluyendo la criptorquidia, lesiones obstructivas, varicocele,
problemas eyaculatorios, infecciones del tracto genitourinario (bacterianas, asi como
protozoos), accidente, fibrosis quistica, complicaciones genéticas, factores ambientales,
factores inmunologicos, estrés oxidativo, deficiencias nutricionales de los
oligoelementos, el nivel de fructosa y vitaminas etc. (Agarwal y col., 2008; Wong y col.,
2000). Ademas, la etiologia de la infertilidad incluye anomalias en cualquier parte del

sistema reproductivo (Jungwirth y col., 2012).

1.3 Factores psicolégicos

Existen factores psicoldgicos como causa Unica de infertilidad, inclusive cuando
muchos especialistas sobreestiman la influencia de la psiquis sobre esta afeccion. Varios

estudios relacionan la infertilidad femenina con conflictos tempranos de la relacion

7



madre-hija, donde existen sentimientos hostiles hacia la idea de maternidad, dificultades
de identificacion con el rol materno y, por lo tanto, un rechazo inconsciente al embarazo
(Pagotto, 2010).

Hay una serie de alteraciones en las que probablemente, los estados emocionales
influyan negativamente sobre la infertilidad. Pero esto debe ser evaluado en particular, ya
que las reacciones psiconeuroendocrinas ante las circunstancias de la vida son diferentes
y varian de persona a persona. Esto se refiere a la influencia del estrés, del sufrimiento
psiquico prolongado y de las experiencias emocionales inusuales e intensas, o a ciertos
tipos de personalidades que tienden a reaccionar exageradamente ante el estrés comun de
la vida cotidiana (Pagotto, 2010). Existen numerosos estudios que han explorado diversos
aspectos del estrés y el ajuste emocional en pacientes en tratamiento de infertilidad.
Mientras que algunas variables psicosociales parecen estar asociadas consistentemente
con la angustia en las pacientes de FIV, otras parecen no estar asociadas (Rockliff y col.,

2014).

1.4 Datos demograficos de infertilidad

En la segunda década del nuevo milenio, la infertilidad sigue siendo una condicién
global altamente prevalente. Se calcula que afecta entre el 8 y 12% de las parejas en edad
reproductiva en todo el mundo (Ombelet y col., 2008 a, b). Sin embargo, en algunas
regiones del mundo, las tasas de infertilidad son mucho mas altas, alcanzando el 30%
(Nachtigall, 2006; Ombelet y col., 2008 a, b). Estas regiones de alta prevalencia, incluyen
el sur de Asia, Africa sub-sahariana, Oriente Medio y el Norte de Africa, América Central,
Europa del Este y Asia Central (Mascarenhas y col., 2012).

El mas reciente estudio realizado con el apoyo de la OMS y la fundacion de
Melinda Gates, como parte del proyecto Global Burden of Disease Study 2010, involucro
un examen global de las tendencias de infertilidad basandose en el andlisis de 277
encuestas de salud reproductiva obtenidas en 190 paises y territorios durante el periodo
1990-2010 (Mascarenhas y col., 2012). En lugar de utilizar las definiciones clinicas o
epidemiologicas de infertilidad de la OMS (descriptas anteriormente), este estudio define
infertilidad primaria como la “incapacidad de tener algiin nacimiento vivo” e infertilidad
secundaria como “incapacidad para tener un nacimiento vivo adicional”. Utilizé nacido
vivo como criterio de valoracion en un periodo de 5 afios, teniendo en cuenta ademas el

estado de la union, la ausencia de uso de métodos anticonceptivos y el deseo de un nifio.
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Usando esta definicion de infertilidad, el estudio estimé que 48,5 millones de parejas se
vieron afectadas por infertilidad en 2010, una cifra que es considerablemente mas baja
que en los informes anteriores. A pesar de las diferentes estimaciones de prevalencia
global de la infertilidad -y de la completa ausencia de informacion sobre el numero total
de hombres infértiles, que contribuyen a mas de la mitad de todos los casos de la
incapacidad de concepcion (World Health Organization, 2014)- las tasas de infertilidad
no parecen haber aumentado significativamente en las Gltimas dos décadas (Mascarenhas
y col., 2012). Esto es en parte porque las tasas globales de fecundidad se han reducido de
manera significativa, debido a que menos personas estdn tratando de tener hijos

(Mascarenhas y col., 2012).

2 Globalizacion de las Tecnologias de Reproduccion Asistida (TRA, Assisted
Reproductive Technology)

Durante la tltima década, ha habido un aumento significativo en el nimero de
clinicas donde realizan fecundacion in vitro, y por lo tanto en el numero de ciclos de
TRA realizados en todo el mundo. Este proceso lo ha seguido y documentado la
Federacion Internacional de la Sociedad de Fertilidad (IFFS). Desde 1998 esta
organizacion ha emprendido un proyecto de vigilancia internacional en un intento de
evaluar el nimero de clinicas (si las hay) de cada pais, los servicios de TRA ofrecidos, y
la naturaleza del entorno legal y regulatorio de cada pais (Jones y col., 2010; Ory y col.,
2014). Las evaluaciones realizadas por la IFFS, que se repiten cada 3 afios, han
proporcionado informacién muy valiosa sobre el inexorable crecimiento global de las
técnicas de FIV.

Para el afio 2000, los servicios de fecundacion in vitro s6lo estaban disponibles en
aproximadamente una cuarta parte de las naciones del mundo, en 45 de los 191 estados
miembros de la OMS (24%).Estos eran en su mayoria paises ricos del occidente (Collins,
2002). A mediados de la década (2005), ese numero se expandio a casi un tercio de las
naciones del mundo (31%) (Jones y col., 2007). Sin embargo, para el afio 2010, cuando
la encuesta de la IFFS se repitid6 por quinta vez, los resultados informados fueron
altamente superadores. Segun el equipo de investigacion, "Ha habido una explosion en
las clinicas de fertilizacion en paises en vias de desarrollo” (International Federation of

Fertility Societies, 2010). En el afio 2015, se estim6 que existen entre 4.000 y 4.500
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clinicas encontrandose la mayoria en paises como Japon, India, EE.UU., Italia, Espafia,
Corea, Alemania y China.

Asimismo, entre los 48 paises que realizan la mayoria de los ciclos de TRA por
millén de habitantes, nueve paises de América Latina estdn en el cuartil inferior
(Argentina, Uruguay, Brasil, Chile, Perti, México, Ecuador, Republica Dominicana y
Guatemala) (Adamson, 2009). La Figura 1 muestra el nimero de clinicas de fecundacion

in vitro por habitante del mundo. (Mascarenhas y col., 2012).

IVF clinics
per 10,000,000 persons®
a8

15 M Latin America W Middle East & N. Africa » 7 ’
H [ sub-Saharan Africa [l Asia . B No data presented

|
*Bawed on UN Popurlation Division
atitinties fow 2010

Figura 1. Distribucién regional comparativa del niimero de clinicas de
fecundacién in vitro por habitante.

Al comienzo del nuevo milenio, la Sociedad Europea de Reproduccion Humana
y Embriologia (European Society of Human Reproduction and Embryology, ESHRE)
estimé que 1500 parejas por millon de habitantes requieren tratamientos de TRA
anualmente (ESHRE Capri Workshop Group, 2001). Pero en realidad, en general se
puede estimar que s6lo alrededor de una cuarta parte de las parejas infértiles (22%)

obtienen asistencia (Boivin y col., 2007).

2.1 Tecnologias de Reproduccion Asistida

De todos los tratamientos disponibles para las parejas infértiles, las tecnologias de
reproduccion asistida ofrecen los mas altos indices de éxito. Entre éstas la fertilizacion in
vitro es la mas aplicada. La FIV es el proceso por el cual los 6vulos son fertilizados por

el esperma fuera del cuerpo “in vitro”, y posteriormente son transferidos al utero materno.
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Esta técnica también es aplicable a la reproduccion de terceros, tales como la donacion
de ovulos y portadores gestacionales. La FIV implica tratamientos costosos e invasivos
y pueden ser muy estresantes y exigentes para el paciente debido a las ecografias diarias
y las inyecciones. Este tipo de intervenciones se recomiendan cuando tratamientos como
la inseminacién intrauterina no han tenido éxito, y cuando hay infertilidad por factor
masculino o en casos de trastornos de trompas. La incertidumbre durante el tratamiento
puede producir confusion emocional, diversos estudios han demostrado que las mujeres
infértiles son mas propensas a exhibir mayores niveles de angustia que las mujeres fértiles
(Tracy y col., 2013).

Los tratamientos de fertilidad son complejos, y cada ciclo de reproduccion asistida
consiste de varios pasos (Figura 2). Si alguno de los éstos se aplica incorrectamente, las
posibilidades de concepcion son practicamente nulas. La técnica consiste en
procedimientos que implican la manipulaciéon in vitro de ovocitos, espermatozoides y

embriones, con el objetivo de establecer un embarazo (Zegers-Hochschild y col., 2009).

FERTILIZACION IN VITRO

1. La production de évulos es
estimulada a través de terapia

hormonal.
P 3. Se provee
| esperma.
6. Los embriones de
mejor calidad son
2. Los 6vulos se transferidos al dtero.

extraen del
ovario.

4. Los évulos y el esperma se
combinan para permitir la
fecundacion.

5. Los évulos fecundados se
transfieren a un medio de cultivo
y se incuban entre 3 y 5 dias.

Figura 2. Esquema de los procedimientos involucrados en tratamientos
de fertilizacidon asistida.

Una vez que las parejas han realizado los andlisis pertinentes para poder iniciar el

tratamiento, los pasos que componen un ciclo de TRA son los siguientes:
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1- Tratamientos con hormonas que estimulan el crecimiento de multiples foliculos
ovaricos. Simultdneamente se suministran otros medicamentos para suprimir el ciclo
menstrual natural y disminuir la actividad de la glandula pituitaria.

2- Una vez iniciada la estimulacion ovarica, se lleva a cabo la supervision del
crecimiento de los foliculos. Cuando los foliculos han alcanzado un tamafio adecuado, el
siguiente paso consiste en provocar la maduracion final (conocido como ovulation
triggering).

3- Recoleccion de 6vulos (generalmente realizada con una sonda de ultrasonido
transvaginal para guiar el procedimiento) y, recuperacion de espermatozoides.

4- Proceso de fertilizacion, por lo general se completa con la fertilizacion in vitro
(Figura 3) o inyeccion intra-citoplasmatica de espermatozoides (ICSI, Figura 4).

5- Los embriones se transfieren a un medio de cultivo apropiado (incubacion
asistida).

6- Transferencia de embriones al utero. Es de vital importancia en este paso:
preparar el endometrio, establecer el mejor momento para la transferencia de embriones,
determinar el nimero de embriones a transferir, seleccionar los embriones a transferir, el
tipo de catéter a utilizar, el uso de guia ecografica, necesidad de reposo, etc.

Una vez transferidos el/los embriones debe mantenerse la fase lutea, para lo cual
se dispone de varias opciones que incluyen administracion de progesterona, estrogenos

(E2), y la gonadotropina coriénica humana (hCG).

Figura 3. Procedimiento de fertilizacidon in vitro.
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Figura 4. Procedimiento de inyecciéon intra-citoplasmatica de
espermatozoides.

A pesar de su amplia aplicacion y del continuo avance en la técnica de FIV, la
eficiencia de la tecnologia es en general entre el 25 y 30% (Andersen y col., 2008;
Botros y col., 2008). Resulta un gran desafio entonces incrementar el potencial de
implantacion de los embriones, en otras palabras, mejorar la probabilidad de un
nacimiento vivo para una pareja infértil. Muchas clinicas transfieren un mayor niimero
de embriones, y de esta manera aumentan las posibilidades de lograr el embarazo. Sin
embargo, esto ha llevado a una desventaja inadmisible, ya que como resultado se produce
un alto nivel de embarazos multiples (Botros y col., 2008, Dawson y col., 1995). En
EE.UU., se observo un incremento del 77% en el numero de nacimiento de mellizos y del
45% en el nimero de nacimientos multiples entre 1980 y 2001 (Martin y col., 2002). Los
embarazos multiples incrementan la posibilidad de sufrir diferentes afecciones médicas
tales como nacimientos prematuros (antes de las 37 semanas, 1 de cada 8), muy bajo peso
al nacer (menor a 2000 g, 1 de 4), paralisis cerebral (8 veces mas probable en gemelos y
47 veces mas probable en trillizos), mortalidad infantil en el primer afio de vida (6 veces
mayor probabilidad en gemelos y 17 en trillizos y embarazos de mayor nimero),
hipertension y hemorragia postparto inducida por el embarazo (Luke y col., 2004). Para
superar este problema, muchos paises restringen legalmente el nimero de embriones
transferibles. Muchos centros han disminuido el nimero de embriones transferidos a dos,
conocido como doble transferencia de embriones (DET), e incluso a uno que se llama
transferencia electiva de un solo embrion (eSET), como ya se menciond. En la practica si
bien los resultados de eSET son beneficiosos en relacion a los riesgos de embarazos

multiples, estos procedimientos reducen significativamente la tasa de embarazo. El
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desafio contemporaneo en las investigaciones en FIV es disminuir la prevalencia de
gestaciones multiples, manteniendo o mejorando las tasas generales de embarazo. Un
enfoque es identificar métodos fiables que permitan seleccionar el embrion con el mayor
potencial de desarrollo para la transferencia en el utero, lo que reduciria el nimero de

embriones necesarios sin comprometer el éxito del embarazo.

2.1.1 Seleccion de embriones

Un paso clave en FIV es la evaluacion de la calidad de los embriones, lo que
ayuda a determinar cudl es el embrién con mayores posibilidades de implantacion y el de
mayor potencial de embarazo. Muchos métodos han sido propuestos para evaluar la
calidad embrionaria. Tradicionalmente, la seleccion de embriones a ser transferidos se
realiza de acuerdo a criterios morfolégicos y tasa de desarrollo en cultivos por medio
de evaluacion microscopica (Nel-temmat and Nagy., 2011; Bolton y col., 1989).
Numerosos sistemas han sido utilizados para valorar los embriones. Con la finalidad de
unificar los criterios de evaluacion y establecer los pardmetros morfologicos que mejor
definen la calidad embrionaria, en el afio 2011 se realiz6 una reunidn internacional para
establecer un consenso sobre la evaluacion morfologica de ovocitos y embriones
(Balaban y col., 2011). El grupo de expertos elabord un conjunto de normas consensuadas
para definir los criterios minimos para la evaluacion de ovocitos y embrio-morfologicos.
Este consenso tuvo como objetivo aunar la terminologia y estandarizar las practicas de
laboratorio relacionadas a la evaluacion de la morfologia del embrion, para lograr una
comparacion mas efectiva de los resultados de tratamientos entre laboratorios. Asimismo,
se pretendia que el documento fuera de consenso mundial para permitir la notificacion
estandarizada de un conjunto minimo de datos necesarios para la descripcion precisa del
desarrollo embrionario.

Entre los métodos de evaluacion de la calidad de ovocitos y embriones, la
evaluacion por microscopia optica es técnicamente la mas practica y sencilla. Si bien la
evaluacion morfoldgica es no invasiva y ha sido parte integral de las practicas de FIV, su
precision es baja. Esto se debe a que por ejemplo dos embriones de 8 células que
morfoloégicamente son iguales no necesariamente tienen el mismo potencial de
implantacién. Asimismo, los embriones que morfoldogicamente parecen buenos (células
enteras, bien formadas, etc.) no garantizan un embarazo exitoso (Milki y col., 2000). Esto

demuestra que hay numerosos factores que contribuyen a la calidad del embrion que no
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son necesariamente reflejadas en su morfologia. Estos hechos sugieren que la obtencién
de embriones con una buena morfologia aparente no es suficiente para predecir un
embarazo y se requieren indicadores que describan su viabilidad de manera mas
confiable.

A nivel internacional, en la Gltima década han surgido una serie de tecnologias
alternativas no invasivas para estimar el potencial reproductivo de embriones previo
a su transferencia en tratamientos de FIV, muchas de las cuales son aun objeto de

investigacion.

2.2 Metabolismo del embrion en el periodo de pre-implantacion

A lo largo de 30 afios de investigaciones se ha podido demostrar que existe una
relacion entre ciertos pardmetros metabolicos como por ejemplo el consumo de glucosa,
y la viabilidad de los embriones. Diferentes experiencias han proporcionado pruebas
claras de que la funcién metabolica embrionaria esta vinculada a la viabilidad del embrion
y es independiente de la informacion proporcionada por la morfologia.

La regulacion de la produccion de energia es fundamental para que una célula se
desarrolle y multiplique. El embridon en el periodo pre-implantacional experimenta
numerosos cambios en su fisiologia y en el perfil de su expresion génica, lo que implica
un incremento de los procesos de division y biosintesis acrecentando los requerimiento
energéticos (Gardner y col., 2013).

Los cambios en el metabolismo del embridon comienzan en el estadio pronuclear,
en el cual el ovocito relativamente inactivo estd bajo el control genético de los genes
derivados de la madre. El ovocito evoluciona a un grupo de celular metabdlicamente y
biosinteticamente activas que crece predominantemente bajo su propio control genético.
La fertilizacion es un proceso complejo de interaccion célula-célula que comienza con el
reconocimiento y union del espermatozoide y el 6vulo. Después de su fusion, el esperma
genera ondas de calcio que inicia la activacion del ovocito. La célula derivada, el cigoto,
comienza su division por mitosis generando células mas pequefias. Este proceso de
division, conocido como clivaje, comienza 21 horas después. Subsecuentemente, las
divisiones se dan cada 12-15 horas, mientras hay una activacion gradual del genoma
embrionario. Alrededor del tercer ciclo de division, el embridén sufre un proceso de
compactacion para formar la moérula. En la etapa de 32 células, ocurre un segundo cambio

morfologico que da origen al blastocisto, esta transicion se encuentra acompafiada por
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diferenciacion celular donde las células de la superficie forman el trofoectodermo
(trophectoderm - TE) y la masa celular interna (inner cell mass - IMC) da lugar al embrién
(Figura 5). Posteriormente se produce el desprendimiento de la zona pelucida y el
embrion expone la cubierta externa del trofoectodermo sincitial lo que permitira la
implantacién del blastocisto en el utero materno (Norwitz, 2001; Ferrer-Vaquer and

Hadjantonakis, 2013).

Figura 5. Etapas del crecimiento del embrién humano desde el dia 0 al
dia 6 de desarrollo. d0 a d6: corresponden a la secuencia de dia 1 a dia 6.
Tomado de (Niakan y col., 2012).

En el periodo que comprende desde la fertilizacion hasta la compactacion del
embrion, el metabolismo se basa en la oxidacion de piruvato y lactato (Gardner y col.,
2001; Moreno y col., 2006). El ovocito se encuentra rodeado por las células del cumulus
que producen piruvato y lactato a partir de glucosa, lo que genera altas concentraciones
de éstos acidos alrededor del ovocito fertilizado. Por otro lado, los niveles de ATP:ADP
son elevados, produciendo una inhibicién alostérica de la fosfofructoquinasa (PFK), y asi
limitando el flujo de glucosa a través de la glucdlisis (Gardner y col.,, 2013).
Posteriormente, el embridn incrementa su consumo de oxigeno y su capacidad de utilizar
glucosa como fuente de energia (Gardner y col., 2001; Moreno y col., 2006). El
incremento en el consumo de oxigeno posiblemente refleja el requerimiento de energia
para la formacién y mantenimiento del blastocele, y el aumento de la utilizacion de
glucosa la demanda de precursores para la biosintesis. En consecuencia, hay una

reduccion en la relacion ATP:ADP, y un aumento de AMP, que tiene un efecto alostérico
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positivo sobre la PFK, facilitando de este modo un mayor flujo de glucosa a través de la
glucolisis (Gardner y col, 2013).

Antes de la compactacion, el crecimiento se ve favorecido en presencia de
aminoacidos no esenciales, mientras que posteriormente también requiere aminoacidos
esenciales. Houghton y col. (2002) determinaron que la leucina es el aminoacido mas
requerido desde la fertilizacion hasta la formacion del blastocisto, mientras que los
aminodcidos arginina, metionina y asparagina cobran importancia luego de la
compactacion. Con posterioridad Brison y col. (2004) encontraron que la disminucién de
glicina y leucina y el aumento de los niveles de asparagina en el medio de cultivo de
embriones estdn asociados a un aumento de la tasa de embarazo clinico y nacimiento.
Sturmey y col. (2009) publicaron hallazgos similares en embriones crio-preservados. Los
aminoacidos requeridos por el embrion tienen una gran variedad de funciones, se ha
descripto que la glicina se usa como buffer de pH intracelular, la glutamina en la sintesis
de moléculas esenciales, protector del estrés oxidativo y como fuentes de energia
(Gardner y col., 2013; Nel-themaat y Nagy 2011).

En cuanto a las necesidades nutricionales de acidos grasos, Haggarty y col. (2006)
detectaron una mayor concentracion de acido oleico y linoléico en embriones de 4 células,
mientras que en etapas posteriores hay un incremento de acido araquidonico y
docohexaneonico.

Lograr comprender el metabolismo del embrion durante su desarrollo temprano
se ha convirtiendo en el tema de interés de muchos grupos de investigacion, debido a la
necesidad no solo de mejorar los medios de cultivo empleados en los procedimientos de
reproduccion asistida, sino también para buscar nuevas estrategias para la determinacion
de la viabilidad de los embriones antes de ser transferidos a la madre (Hardarson, 2012).

Se pueden adoptar dos diferentes enfoques para analizar la metaboloémica
embrionaria (Figura 6): 1) analisis del perfil metabdlico dirigido: estudia metabolitos
especificos, por ejemplo el analisis del consumo de la produccion de metabolitos
particulares como glucosa, piruvato, lactato o, aminoacidos especificos. Este enfoque
proporciona informacion especifica sobre los metabolitos candidatos relacionados con la
actividad de vias metabolicas especificas (Hollywood y col., 2006; Sakkas, 2014). ii)
analisis del perfil metabdlico global analiza el metaboloma como un todo. Proporciona
un analisis del fenotipo no se identifican los metabolitos especificos. Dependiendo de las
técnicas analiticas o tecnologia empleadas se obtendran resultados de analitos particulares

o del metaboloma global (Botros y col., 2008).
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Figura 6. Esquema del metaboloma embrionario y su analisis.

Independientemente de la técnica empleada tanto sea para la deteccion de analitos

particulares o del fenotipo global se requiere del registro de un gran nimero de muestras

con el objetivo de asegurar la reproducibilidad de las medidas. Las técnicas mas

frecuentemente empleadas en el estudio del metaboloma mediante perfiles dirigidos son

las cromatograficas (CG, CL. HPLC), mientras que las técnicas empleadas para el estudio

del metaboloma por perfiles globales son las espectroscopicas y espectrométricas de

ultima generacion (NIR, FTIR, MNR, etc.) (Figura 7).

GC-MS, LC-MS, HPLC

\V

Andlisis metbélico dirigido

GC (xGC)-MS, HPLC-MS,
LCn-MS, LC-NMR, NMR, DIMS,
LDI-MS, FTIR, Raman

%

Andlisis metbélico global

Figura 7. Tecnologias de ultima generacion empleadas para el andlisis
del metaboloma de una suspension celular o tejido sistema vivo.

3 Espectroscopia Infrarroja

3.1 Interaccion de la radiacion electromagnética con la materia

Cuando la materia es expuesta a la radiacion electromagnética, ésta pude ser

absorbida, transmitida, reflejada, dispersada, o bien puede producirse fotoluminiscencia.

Este ultimo término es utilizado para designar diferentes efectos como fluorescencia,

fosforescencia y dispersion Raman (Figura 8).
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Figura 8. Interaccion de la radiacién electromagnética con la materia.

Cuando la luz incidente es absorbida surge lo que se conoce como espectroscopia

de absorcion, que puede ser ultravioleta (UV), visible (V), o espectroscopia de absorcion

infrarroja (IR), segun la energia de la luz incidente (Figura 9).
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Figura 9. Espectro electromagnético. Division de la regidn infrarroja
Tomada de Charles B. Abranms. Perkin Elmer, Argentina (Abrams, 1993).
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Tanto por razones instrumentales como por las caracteristicas de la interaccion de
la radiacion con la materia, la region IR se divide en 3 zonas: infrarrojo cercano (NIR,
Near infrared) entre aproximadamente 13000-4000 cm!, la regién del infrarrojo medio
(MIR, Middle infrared) entre 4000 — 600 cm™ y la zona del infrarrojo lejano (FIR, Far
infrared) entre 600 y 5 cm.

La region del infrarrojo lejano es especialmente 1til en los estudios de compuestos
inorganicos ya que la absorcion causada por las vibraciones de extension y flexion de los
enlaces entre d&tomos metalicos y ligandos inorganicos u organicos, se produce por lo
general a frecuencias menores de 600 cm™'. Las moléculas que solo contienen atomos
livianos, absorben en la region del infrarrojo lejano. Por su parte, MIR y NIR tienen
aplicaciones similares permitiendo analizar los estados vibracionales fundamentales en
muestras de origen bioldgico. Ambos proveen informacion sobre los estados
vibracionales, estiramientos, balanceos y estados rotacionales de las moléculas. Debido a
que el material bioldgico se estudia por lo general en suspension, en fase liquida, o en
polvos (liofilizados), el mismo se encuentra siempre en fase condensada, por lo que s6lo
los estados vibracionales seran los excitados por la radiacion IR (Naumann, 2000). La
principal desventaja de la espectroscopia NIR en contraste a la MIR es la informacion
limitada que proveen los espectros NIR debido al registro de bandas anchas de las cuales
es mas dificil extraer informacion quimica o estructural. Los espectros NIR estan
representados por bandas muy anchas que se producen por la absorcidon de enlaces tales
como O-H, C-H, y N-H, mientras que los espectros MIR contienen bandas de absorcion
producidas por casi todos los enlaces que presentan momento dipolar (C-H, C=0, C-O,
O-H, N-H, C-N, etc.). Por otra parte, debido a muchos factores dificiles de manejar que
afectan a los espectros NIR, como el contenido de humedad, cuando se construyen base

de datos NIR extensivamente el analisis espectral requiere gran cuidado.

3.1.2 Origen de las bandas de absorcion. Interpretacion tedrica

Las moléculas consisten en a&tomos, conectados por enlaces eléasticos. Debido a la
naturaleza elastica de estos enlaces entre los atomos ocurren movimientos periédicos. En
una molécula, cada dtomo pude moverse independientemente a lo largo de cada uno de
los ejes de un sistema de coordenadas Cartesiano, de modo que cada atomo tendra tres
grados de libertad de movimiento (X, y, z). Si la molécula esta constituida por N atomos,

tendra 3N grados de libertad de movimiento. Los grados de libertad traslacionales (3),
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involucran el movimiento simultaneo en la misma direccidon paralela a los ejes de un
sistema Cartesiano y no involucra un cambio en las distancias relativas entre los d&tomos.
Existen otros tres, que tampoco involucran un cambio en la distancia relativa de los
atomos y constituyen los grados de libertad rotacionales. Los otros movimientos restantes
(3N-6) constituyen los movimientos en los cuales se modifica la distancia relativa entre
los atomos: la longitud del enlace quimico y el angulo entre ellos. Todas las vibraciones
de una molécula ideal resultan de la superposicion de 3N-6 modos de vibracion no
interactivos entre si para moléculas no lineales y 3N-5 para moléculas lineales.

La interpretacion mas sencilla de una molécula vibrando consiste en considerarla
como dos dtomos unidos por un resorte. La fuerza necesaria para separarlos una distancia
x de la posicion de equilibrio es proporcional a la constante de fuerza del resorte, que
constituye una medida de la fuerza del enlace, regida por la ley de Hook, a las masas m y
su aceleracion.

La mecénica clasica aproxima este modelo de movimiento de los atomos al de un
simple oscilador armoénico, donde los atomos son particulas de determinada masa que
pueden vibrar con cualquier amplitud, es decir que el oscilador podria poseer un dado
contenido energético. De este modo la vibraciéon de una molécula biatoémica puede ser
descripta como dos masas m;y m; conectadas por un resorte de constante k. La frecuencia

de vibracion v es proporcional a la constante del resorte e inversamente proporcional a

u:ﬁf*.}% ; m=mj.mz/ (mg +my)

Cuando el resorte es estirado y luego liberado vibrara con una engria (E) igual a:

las masas:

1
E = E'{sznax

El modelo permite entonces a los 4&tomos vibrar a cualquier energia total, lo cual
no es cierto para las moléculas.

La mecénica cudntica predice la misma relacion que la mecanica clasica, entre la
frecuencia de vibracion entre dos dtomos, sus masas y su constante k, sin embargo, la
mecanica cuantica predice que la molécula solo puede existir en determinados niveles
energéticos (n). En el caso del potencial armonico, estos estados energéticos son
equidistantes y cumplen con la siguiente ecuacion:

En=(n+%)h.v n=0,1,2, 3...
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En el modelo de un oscilador armonico cuantico las transiciones so6lo pueden
ocurrir desde un nivel energético dado hasta el inmediato superior o inferior (An = £1).
Sin embargo, un espectro es un poco mas complejo que esta descripcion. Una de las
razones es que en realidad las moléculas no constituyen osciladores armoénicos sino
anarmonicos, ya que si se apartan lo suficiente el enlace se rompe. En el potencial
anarmonico la distancia entre los niveles energéticos decrece a medida que aumenta la
energia. Los niveles de energia estan igualmente espaciados solo en la region donde el
potencial anarmonico se asemeja al potencial armoénico (los primeros niveles). En este
modelo, més real que los descriptos previamente, también se permiten transiciones
vibracionales a dos niveles superiores de energia a los que se les llama sobretonos y
poseen una energia cercana a 2hv. La ultima limitacién que completa el modelo es que la
molécula debe tener un dipolo que debe cambiar cuando ocurre la transicion.

En resumen, las interacciones de la radiacion con la materia pueden ser estudiadas
en términos de cambios en los dipolos de las moléculas asociados a vibraciones y
rotaciones. Las frecuencias de vibracion dependeran de la constante de fuerza de los
enlaces entre los 4&tomos y las masas de los mismos. Las vibraciones pueden ser debidas
a cambios en la longitud del enlace (estiramiento) o cambios en el angulo de enlace
(balanceo):

Cambios en la longitud del enlace:

Estiramiento

Simétrico Antisimétrico

Se alargan y se contraen al Se alargan y se contraen en tiempos

mismo tiempo diferentes

3 &
7N < .

Balanceo
Deformacion Rocking Wagging Twisting

Flexién simétrica en Flexién antisimétrica Flexién simétrica Flexién antisimétrica
el plano en el plano fuera del plano fuera del plano

b

=

ar &n o

3.1.3 Observacion de las vibraciones moleculares
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De acuerdo a la mecanica cuantica las moléculas pueden tomar una cantidad
determinada de energia (hvs) para alcanzar el primer estado vibracional excitado. Una
molécula irradiada con un espectro continuo de radiacion IR puede absorber la luz de esta
energia. El espectro de la radiacion remanente mostrara una banda de absorcion a hvs. De
modo que el espectro IR de una muestra se obtiene escaneando la intensidad de la
radiacion infrarroja antes y después del pasaje del rayo IR a través de la muestra. Esto se
representa mediante un grafico de T= I/Iy en funcion del nimero de onda, donde T es la
transmitancia, e I y Iy las intensidades del rayo después y antes de atravesar la muestra
(Figura 10). En muchos casos la absorbancia (4) es usada en lugar de la transmitancia
(A=-logT), ya que para un nimero de onda dado, de acuerdo a la ley de Lambert Beer,
resulta directamente proporcional a la concentracion de la muestra. El espectro IR de la
mayoria de los materiales consiste entonces, en un gran nimero de picos o bandas
de absorcion. Estas bandas se originan por la interaccion (intercambio energético)
entre cuantos discretos de energia y movimientos mecanicos (modos vibracionales y
rotacionales) de moléculas, los cuales son excitados por la absorcion de radiacion IR.

La luz infrarroja es una luz de relativamente baja energia, de modo que al
producirse una absorciéon IR en las moléculas los niveles cuédnticos vibracionales o
rotacionales se excitan a un nivel cudntico vibracional o rotacional mayor pero no a un

nivel quantico electronico mayor. La Figura 10 muestra este proceso (Tu, 1982).

Niveles vibracionales

Eoy E1, niveles electronicos (negro); vi,
A niveles vibracionales (azul); niveles

. Niveles rotacionales (rojo). Los saltos vibracionales
\g" rotacionales=——= v Es no involucran un salto electrénico.
g0 = ‘\

4 — V2

3 Niveles

2 — i

electrénicos

T

Figura 10. Niveles energéticos en una molécula.

(/q

O -

Como se menciond previamente, una molécula poli-atdémica puede tener distintos
modos vibracionales activos, de modo que es posible a través de radiacion IR excitar dos

0 mas vibraciones al mismo tiempo (Smith, 1999). Para una molécula poli- atomica
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observaremos un total de 3N-6 modos normales de vibracion. Si tomamos como ejemplo
al pentano (CsHi2), deberiamos considerar para el andlisis 45 modos de vibracion
normales lo cual, aunque ya ha sido realizado en trabajos quimicos, resulta muy
complicado. Sin embargo, podriamos simplificar este analisis asumiendo que cada grupo
funcional en la molécula puede ser tratado independientemente.

En el ejemplo del n-pentano, podriamos asumir que estamos en la presencia de
dos grupos funcionales: metilos (CH3) y metilenos (CH») (Figura 11). Cada grupo
funcional tiene un conjunto propio de frecuencias de vibracidon que corresponden a sus
modos normales de vibracidon. Bajo esta consideracion el espectro del pentano seria la
suma de los picos debido a ambos grupos funcionales tomados independientemente sin

considerar donde se encuentre el grupo dentro de la molécula (Figura 12).

Pentano

Figura 11. Esquema simplificado de la molécula del pentano
que permite la interpretacién de las bandas espectrales
obtenidas. El modelo simplificado para el pentano asume
que esta molécula puede ser tratada como constituida por
dos grupos funcionales: metilo (CHz) y metileno (CHz). Cada
grupo funcional en la molécula puede considerarse
independientemente. Tomado de Abrams, 1993.

Los picos que se encuentran a nimero de onda mayor a 1400 cm™ (Figura 12 a'y
¢) corresponden a los estiramientos simétricos y antisimétricos y a los balanceos de los
enlaces C-H correspondientes al -CH3 y >CH». Las bandas a nimero de onda menor a
1400 cm! son parte de la denominada regién de huella dactilar (fingerprint) (Figura 12
b y ¢). Las bandas observadas en esta region dependen de la estructura global de la
molécula, mas que a estiramientos o balanceos de un enlace quimico. El dibujo (pattern)
en esta region es ESPECIFICO para cada molécula, por lo que permite la comparacion
con espectros de referencia para identificar o discriminar entre moléculas muy similares.

La Figura 12 ¢ muestra el espectro total IR de la molécula de pentano.
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Figura 12. Interpretacion del espectro IR de la molécula de pentano.
Tomado de Charles B. Abrams, 1993.

3.1.4 Intensidad y ancho de banda

Hasta aqui hemos analizado el origen de algunas bandas de absorcion IR
encontradas en diferentes moléculas, sin tener en cuenta la intensidad o el ancho de las
mismas. Existen dos causas principales que dan origen a la diferente intensidad de
bandas. Una es la concentracion del componente en la muestra y la otra es la magnitud
del cambio en el momento dipolar del grupo funcional que dio origen a dicha banda
en la muestra (Smith, 1999). La relacion que tiene en cuenta ambas causas es la ley de
Lambert Beer

A=¢glec
donde A representa la absorbancia, la cual es medida por el alto o por el area de

la banda, 1 constituye el paso dptico que por lo general tiene un valor del orden de los
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micrones para muestras solidas y liquidas. La concentracién (¢) puede ser medida en
moles.I"!, ppm, % (p/p), o cualquier otro tipo de unidad de concentracion. Finalmente, la
absortividad molar (&) es un pardmetro proporcional al cambio en el momento dipolar y
representa, para una muestra dada a un determinado numero de onda, una constante

invariante, como lo es el punto de fusion, de ebullicion o el peso molecular (Figura 13).

Hazdeluz

Figura 13. Camino 6ptico de la luz infrarroja a través de la muestra.
I'y Iplas intensidades del rayo después y antes de atravesar la muestra. d:
longitud de trayectoria

Ademas de la posicion y la intensidad, otro importante parametro a tener cuenta
en la caracterizacion de una banda o pico es su ancho de banda. En el estudio de muestras
condensadas (sélidas o liquidas), que seran las analizadas en este trabajo, los diferentes
grupos funcionales en las moléculas dan origen a diferentes anchos de banda. El ancho
de una banda en un espectro infrarrojo estad determinado por el nimero de entornos
quimicos presentes en la molécula. Estos estan relacionados con la fuerza de las
interacciones intermoleculares. Un ejemplo de un fuerte enlace intermolecular es el
enlace o puente de H. Cuando un puente de H estd presente, la banda de absorcion
correspondiente a los grupos funcionales involucrados es ancha. Este tipo de interaccion
afecta la estructura electrénica, y por lo tanto la constante de fuerza de los enlaces de una
molécula. Esta constante de fuerza es la que determina a qué frecuencia se producira la
absorcion de luz IR.

Una de las principales razones por la cual es posible observar un aumento en el
ancho de bandas es el caso de que exista superposicion de picos (Smith, 1999). Podria
suceder que dos o mas grupos funcionales provenientes de una o mas moléculas tengan
su banda de absorcién a un nimero de onda similar o muy cercano, esto producira un
aumento en el ancho de banda debido a la superposicion de picos. Esta superposicion de
bandas es observada en los espectros IR de material de origen bioldgico.

26



4 Tecnologia de la espectroscopia Infrarroja

4.1 Espectrometro Infrarrojo con Transformada de Fourier (FTIR)

El fundamento principal que da origen a la espectroscopia contemporanea, se basa
en la construccion de un interferograma. El mismo se origina por la interferencia de la
radiacion entre dos rayos y constituye una sefial producida en funcion del cambio de paso
optico entre dos rayos, ocasionado por el desplazamiento de un espejo movil. Los
parametros obtenidos son luego inter-convertidos por el algoritmo matematico de la
Transformada de Fourier (Stuart y Ando, 1997).

En el espectrometro FTIR la radiacion IR emerge de una fuente de luz blanca que
pasa a través del interferometro y luego por la muestra para posteriormente alcanzar al
detector. Una vez amplificada dicha sefial, los datos son digitalizados por un convertor
analogico-digital y luego transferido a una computadora para llevar a cabo la
transformada de Fourier (Figura 14). El interferometro mas ampliamente utilizado es el

llamado interferdbmetro de Michaelson.

I Fuente H Interferdmetra H Muestra H Detector H Amphficador H Convertor A/D H Computadora H Buardar |

Figura 14. Esquema de las partes que componen a un espectrémetro
FTIR. La luz IR emitida desde una fuente (SiC Globar) es direcciona hacia
el interferometro. Luego pasa a través del compartimiento de la muestra
y es enfocada hacia el detector. La senal medida por el detector se
denomina interferograma que luego es decodificado y transformado en
un espectro FTIR. (Tomado de Bruker Optics)

El auxilio informatico, en el caso de FTIR es indispensable. Sin entrar en un
estudio exhaustivo sobre la conversion de un “pattern” de interferencia en un espectro, la

transformada de Fourier consiste en un modo matematico de clasificar las frecuencias
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individuales para lograr la representacion final de un espectro (nimero de onda vs.
absorbancia).
El rango operativo efectivo y real de un espectrometro FTIR es funcién del tipo

de material de la Fuente, del Beamsplitter y del Detector (Tabla 1).

Tabla 1. Partes que componen a un espectrometro.

Eltipo de fuente IR Ceramico para IR Medio y Lejano -SiC-
Tungsteno Halégeno para NIR y Visible

El material del Beanspleater KBr, Csl, CaF,, etc.
El material de la ventana del Detector KBr, Csl, CaF,, etc.

Tipo de detector DTGS/KBr, (baja velocidad, temperatura ambiente)
MCT- High, A o B criogénico para alta velocidad

El material de la celda quese elija para realizar las medidas, ZnSe, CaF,, Csl

4.2 Tecnologia de medicion de espectros FTIR

Las tecnologias de medicion de los espectros FTIR mas empleadas son
Transmision o Absorbancia/Transmitancia (A/T), Reflectancia Total Atenuada (ATR), y
Reflectancia Difusa (DRIFT) y microespectroscopia FTIR (Figura 15) .

En la técnica de Transmision o A/T la muestra se ubica en el camino optico de
la luz infraroja. En relacion a ATR, la luz IR es direccionada a través de un cristal con
alto indice de reflexion. La luz es totalmente reflejada internamente en la superficie del
cristal, que se encuentra en contacto con la muestra. Sobre la reflexién en la interfaz
cristal/muestra la luz IR penetra en un pequeiio grado a la muestra. En la técnica de
Reflexion difusa el espectro es el resultado de la combinacion de reflexiones internas y
externas. La luz que incide y penetra directamente en una o mas particulas es reflejada en
todas las direcciones, la Optica colecta luego la radiacion dispersada y la dirige al detector.
Las mediciones de microespectroscopia FTIR pueden ser clasificadas en dos categorias:
“Point and shoot”, donde el analisis se aplica a muestras homogéneas, pequefias, donde
un 1 solo espectro es necesario para la identificacion de la muestra; “Analisis de multiples
puntos”, en ésta se exploran muestras heterogéneas, permite investigar la composicion
quimica espacial, obtener la imagen quimica de una muestra y conocer la distribucion de

algiin componente en una muestra organica, inorganica o biolégica.
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Figura 15. Técnicas de medicion FTIR. A. Medidas por
Absorbancia/Transmitacia, B. ATR, C. Reflexion difusa, D.

Microespectroscopia FTIR.

Entre las tecnologias mencionadas, la técnica A/T poseen la ventaja que para una
misma muestra los espectros obtenidos poseen las mayores relaciones sefial/ruido. Esto,
como se analizara mas adelante, constituye una gran ventaja a la hora de realizar analisis
espectrales. Las medidas por A/T pueden realizarse sobre muestras liquidas, soluciones y
films dispuestos sobre ventanas o celdas transparentes a la radiacion IR (Naumann y col.,
1991; Bruker Optik, 2011). Existen diferentes técnicas para realizar mediadas por A/T,
entre ellas: 1) muestras solidas disueltas en solventes, ii) suspensiones mezcladas con
polvo secas, iii) pastillas formuladas con polvos o liquidos, vi) films delgados entre o
sobre soportes transparentes denominada técnica del film seco, siendo la ultima
nombrada la utilizada durante este trabajo (Figura 16).

Debido a que el agua estd presente en practicamente la totalidad de las muestras
biologicas los materiales Opticos que constituyen estas ventanas deben ser ademas de
transparentes a la radiacion IR, insolubles en agua. Los mas cominmente utilizados son
CaF,, BaF,, ZnSe, ZnS, KRS-5, Ge o Si, entre cllos difieren en el indice de refraccion, la

zona del espectro IR donde son transparentes y la solubilidad en agua. Las celdas
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Introduccion

construidas con ZnSe son insolubles y poseen un rango de transparencia a la luz IR entre

7000 y 650 cm’.
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Figura 16. Técnica del film seco. A. Films preparados sobre celdas de
CaF.. B. Films preparados en una celda de ZnSe con 15 pocillos. C. Films
preparados sobre una celda multipocillo de Si con 96 pocillos para
determinaciones automaticas.

4.3 Espectroscopia FTIR en materiales biologicos complejos

Es posible obtener espectros IR de cualquier tipo de materiales biologicos tales
como: células procariotas y eucariotas, tejidos y fluidos bioldgicos. Cualquiera sea el
sistema en estudio, para su interpretacion debemos tener una idea sobre su tamafio,
composicion y estructura quimica. En modelos de interpretacion mas sencilla la mayoria
de los sistemas bioldgicos estdn compuestos por agua, acidos nucleicos, lipidos, proteinas
y carbohidratos (Naumann, 2000).

Como se menciond previamente, debido a que las muestras de los sistemas
bioldgicos se encuentran en fase condensada (s6lido, liquido o suspensiones), los modos
rotacionales no son observados, solo los vibracionales son los que dardn origen a las
bandas de absorcion en la region del infrarrojo medio (entre 700 y 4000 cm™'). La Figura
17 muestra espectros IR de diferentes materiales biologicos: células animales (cerebro de
raton), bacterias (Staphylococcus aureus) y fluido bioldgico (liquido sinovial). Tal como
puede observarse en dicha figura los tres espectros si bien son diferentes, por estar
constituidos por las mismas macromoléculas, poseen una forma similar. Del mismo modo
que se analizo el espectro IR del pentano, podriamos hacer una primera aproximacién a
una interpretacion de los espectros de la Figura 17. Las bandas de absorcion observadas
entre 4000 y 1400 cm™! provienen principalmente de estados vibracionales fundamentales

y pueden ser generalmente asignados a estiramientos y balanceos de grupos funcionales
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en particular. A nimeros de onda menores de 1400 cm’! se pueden encontrar bandas
debidas principalmente al balanceo de enlaces, bandas que no resultan de modos
vibracionales localizados, sino més bien de acoplamiento de bandas vibracionales o de
movimientos del “esqueleto” de las moléculas, los cuales son muy dificiles de interpretar

o describir.

Cerebro deraton

Bacteria

Liquido sinovial

Unidades de absorvancia

,

4000 3000 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Figura 17. Espectros IR obtenidos de diferente material bioldgico:
Muestra de tejido: células obtenidas de cerebro de raton (rojo). Muestra
microbiana: suspensiéon de Staphylococcus aureus (verde). Fluido
biolégico: liquido sinovial aspirado de un paciente con artritis
reumatoidea (violeta). Todos los espectros fueron medidos en forma de
film seco sobre una celda de ZnSe. (Tomado de Naumann, 2001).

A fin de simplificar la interpretacion de los espectros de materiales bioldgicos,
diversos grupos de trabajo han realizado estudios que permiten llevar a cabo la asignacion
de bandas a diferentes grupos funcionales. Los primeros estudios para realizar una
correlacion espectro-estructura se hicieron comparando los espectros producidos por las
macromoléculas que constituyen los componentes principales de todo material biologico:
lipidos, ADN, proteinas y carbohidratos (Li-Vien y col.,, 1991). En una primera
aproximacion, se superpusieron espectros de cuatro macromoléculas purificadas
(fosfatidilcolina, ADN, hemoglobina y glucogenos), toméndolas como representantes de
dichos constituyentes. Asi, se le pudo asignar a cada banda ancha de un espectro IR, su
correspondiente componente macromolecular presente en los materiales bioldgicos
(Figura 18). Estos fueron los primeros estudios que indicaron que el espectro FTIR, en

particular de una bacteria, representaba un fenotipo que contenia informacion sobre las
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biomoléculas de la pared celular, membranas plasmaticas, citoplasma, polimeros
intracelulares. Asi se pudo establecer que un espectro constituye una representacion del
fenotipo, que resulta altamente especifico y reproducible bajo las mismas condiciones de
operacion.

Posteriormente se vio que la asignacion de picos o frecuencias de absorcion a una
determinada estructura o grupo funcional, se trataba ciertamente de una tarea muy
compleja debido a que el ancho de las bandas hacia dicha asignacion muy dificil y
ambigua. Sin embargo, se aplicaron sobre los espectros técnicas de aumento de resolucion
como son la derivada segunda o la deconvolucion (se discutirdn mas adelante) que
permitieron distinguir mejor los picos que componen las bandas anchas de los espectros
de materiales bioldgicos complejos. Aplicando estas técnicas es posible diferenciar de un
espectro con aproximadamente 10-15 bandas anchas un total de 50-70 componentes. La
utilizacion de la derivada segunda ha permitido llevar a cabo no so6lo la asignacion de
bandas a grupos funcionales, sino también saber la composicion quimica de los materiales
en estudio, en muchos casos conocer los estados conformacionales de algunas
macromoléculas y diversos tipos de interacciones y materiales intra e intermoleculares

presentes en los mismos (Naumann, 2000).

Acidos
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Figura 18. Espectro FTIR de un sistema biolégico tipico que muestra las
asignaciones de los picos a biomoléculas de 3000-800 cm-!, donde
v=vibraciones de estiramiento, &=vibraciones de balanceos,
s=vibraciones simétricas y as=vibraciones asimétricas. (Baker et al.,
2014).
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Unidades de absorvancia

Para facilitar la interpretacion de los espectros de materiales bioldgicos se puede
hacer una division de los mismos en lo que se denominan ventanas espectrales (W;): La
Figura 19 muestra un espectro FTIR de una suspension de bacterias deshidratada en
forma de film transparente sobre una celda de ZnSe. En la figura se indican dichas
ventanas espectrales con las correspondientes asignaciones a macromoléculas y grupos

funcionales mas importantes.
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Figura 19. Espectro FTIR de suspension bacteriana deshidratada.
Asignaciéon de los principales grupos funcionales y macromoléculas
encontrados. Se tom6 como ejemplo un espectro de una sus pension de
bacterias gram negativas (Burkholderia contaminans) sobre una celda de
ZnSe. Se indican las cinco ventanas espectrales (Wia Ws) en las que es
posible dividir un espectro IR para su analisis.

La region entre 4000 y 3100 cm™!, estd dominada principalmente por una banda
muy ancha debida al grupo O-H (3400 cm™) y a la absorcién de dos modos vibracionales
del estiramiento de N-H, denominados Amida A y B, 3300 y 3030 cm™", respectivamente.

1- La region 3100 a 2800 cm™!, W1, exhibe las vibraciones correspondientes a los
estiramientos y balanceos de C-H en los grupos funcionales CH3 y CH». Aunque dicha
region es atribuida por lo general a la absorcion de las cadenas de acidos grasos de

membranas y a fosfolipidos, también se le puede atribuir a vibraciones de algunas cadenas
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laterales de aminodcidos y carbohidratos (Maquelin, 2003; Naumann, 2001). Es posible
extraer alguna informacion complementaria de estos grupos funcionales observando las
vibraciones correspondientes al balanceo del enlace C-H que se encuentra entre 1470 y
1350 cm™!

2- La regién W2, entre 1800 y 1500 cm™, es la region denominada Amida Iy I1.
En particular la region Amida I (1700-1600 cm™) es la banda mas intensa en los espectros
de microorganismos y es sensible a estados conformacionales. Dicha banda es indicativa
de la estructura secundaria del pool de proteinas, es decir de la composicion porcentual
en estructura alfa hélice o hoja beta del total de las proteinas. En esta ventana se observa
la banda correspondiente al estiramiento del grupo >C=0 de ésteres (~1740 cm™)
presente en lipidos y otras moléculas, también, aunque de mucha menor intensidad, las
bandas debidas los estiramientos de los enlaces >C=0, >C=N, >C=C< presentes en las
bases heterociclicas de los acidos nucleicos, ADN y ARN (Li-Vien y col., 1991). Es
asimismo, muy caracteristica la presencia en esta region de las vibraciones
correspondientes a las cadenas laterales de los aminoacidos fenilalanina (1498 cm™) y
tirosina (1516 cm™), asi como también las del aspartato y del glutamato (1585 y 1570
cm’!, respectivamente).

3- La region correspondiente a la W3, entre 1300 y 1500 cm™ es la que se
denomina region mixta, ya que involucra grupos funcionales presentes en lipidos,
proteinas, carbohidratos y acidos nucleicos. En la region de mayor energia de esta
ventana, cercana a 1450-1460 cm™' se encuentran, como se menciond previamente, los
estados vibracionales de balanceo del C-H correspondientes al CH, y CH3. En 1400
cm’! es posible observar una banda tipica correspondiente al estiramiento simétrico del
-COO:'. Este grupo funcional puede ser indicativo de la presencia de carbohidratos acidos,
asi como también a acidos grasos libres, o cadenas laterales de aminoacidos. Por tltimo,
en la zona de menor energia de esta ventana, cercana a 1240 cm™, se encuentra una banda
ancha debido al estiramiento asimétrico del enlace >P=0O, que constituye una
superposicion de bandas tipicas que podrian provenir de fosfodiésteres, monoésteres, y
fosfatos libres. Dependiendo del material biolodgico considerado, aplicando técnicas de
aumento de resolucion en esta region pueden discriminarse entre dos y cuatro bandas
débiles: 1) las provenientes del grupo funcional fosfodiéster del AND y ARN -presente
en practicamente todos los espectros de células-, 2) las frecuencias de estiramientos >P=0
debidas a la presencia de estos grupos en fosfolipidos, 3) las debidas a carbohidratos que

contienen P, 4) en bacterias Gram-positivas las debidas a dcidos teicoicos y lipoteicoicos.
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4- La region espectral Wa, entre 1200 y 900 cm™!, es generalmente dominada por
el estiramiento simétrico del grupo PO,™ correspondiente a acidos nucleicos (1080 cm™)
y por una secuencia compleja de picos debidos principalmente a un fuerte acoplamiento
de los estiramientos C-C y C-O y de las deformaciones C-O-C y C-O-H de diversos oligo
y polisacaridos (Naumann, 2001).

5- El intervalo de frecuencias entre 900 y 650 cm’!, Ws, region de fingerprint,
exhibe una gran variedad de picos de muy baja intensidad, pero extremadamente
caracteristicos. Esta region puede contener también bandas muy débiles de vibraciones
de anillos aromaticos de fenilalanina, tirosina, triptofano y de varios nucle6tidos. En esta
region resulta muy poco probable poder efectuar una asignacion de determinados grupos
funcionales a frecuencias de vibracion, aqui se encuentran las bandas correspondientes a
movimientos de las macromoléculas. Solo se puede asignar con certeza el pico
correspondiente a 720 cm! por tratarse de una frecuencia de vibracion caracteristica de
los modos vibracionales de torsion del >CH> de acidos grasos.

La mayoria de los estudios de composicion quimica realizados por métodos
vibracionales de muestras “multicomponentes” como son las provenientes de material
biologico complejo, se basan en asignarle a los picos observados (u obtenidos por
derivada segunda) los grupos funcionales correspondientes. Este tipo de estudio tiene en
cuenta la informacion disponible en bibliografia. Sin embargo, es posible realizar otro
tipo de estudios, no de composicidon quimica, sino estudios de tipo estructural. A través
de la espectroscopia FTIR es posible analizar la estructura secundaria o terciaria de
macromoléculas (proteinas, carbohidratos), a través de las caracteristicas de ciertas
bandas espectrales. Estas bandas especificas tienen la propiedad de ser sensibles a
cambios estructurales, a diferentes interacciones intra e intermoleculares, incluyendo el
puente de H, interaccion lipido-lipido y diferentes estados conformacionales tales como
los de la estructura secundaria de proteinas dentro de la banda Amida I o estado de orden

en las membranas (Naumann, 2001; Fabian, 2002).

4.3.1 Procedimientos para el analisis de muestras biolégicas

La principal ventaja de la espectroscopia IR es que es aplicable a practicamente a
cualquier tipo de material biologico y en cualquier estado fisico (soluciones, liquidos
viscosos, suspensiones, s6lidos no homogéneos, polvos, etc.). También es posible medir

espectros IR de una muestra sometida a diferentes condiciones fisicoquimicas como
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variaciones de temperatura, presion, estado de dispersion y pH. Otra caracteristica
destacable de la espectroscopia IR es que permite realizar mediciones sobre muestras
intactas, hidratadas o deshidratadas. Se suman a estas ventajas la posibilidad de realizar
estudios de caracterizacion, clasificacion e identificacion de organismos a muy bajo costo
(debido a que la técnica no requiere reactivos) y en muy breve lapso de tiempo, debido a
que la preparacion es rapida y sencilla de llevar a cabo.

En general las muestras bioldgicas no se comportan idealmente como los
compuestos puros. Los principales aspectos que deben tenerse en cuenta cuando se

estudian muestras biologicas son:

1) Las bandas espectrales obtenidas no deben ser ni muy débiles ni muy intensas
para evitar falta de linealidad en el detector.

2) Las muestras deben tener una concentracion tal que se cumpla la ley de Lambert
Beer.

3) En caso de que dos o mas espectros estén siendo comparados, sus absorbancias
IR no deben ser muy diferentes

4) Larelacion sefial/ruido debe ser suficientemente alta.

5) Las muestras una vez preparadas y secas deben tener un aspecto de film
transparente y homogéneo (se detallard mas adelante la forma de obtener un film
de estas caracteristicas). La heterogeneidad (irregularidades, formacion de
grumos) de las mismas produce una dispersion difusa (scattering) en la superficie

de la muestra que provoca desplazamientos de la linea de base.

4.3.1.1 Muestreo y Adquisicion de datos

El empleo de espectroscopia vibracional para la identificacion y caracterizacion
de muestras bioldgicas requiere de procedimientos de estandarizacién muy rigurosas en
la preparacion de las muestras, asi como también un estricto control en los parametros de
adquisicion de los espectros. La espectroscopia FTIR es una técnica sumamente sensible
a cambios en la composicion quimica de la muestra, por lo que ain pequefias
modificaciones en la constitucion de las muestras se traduce en importantes efectos en el
espectro resultante. Cumplimentar todos los requisitos de estandarizacion permite obtener
reproducibilidad y robustez en los resultados. (Helm y col., 1991; Naumann, 2000; Oust

y col., 2004; van der Mei y col., 1993). Los estudios quimicos, estructurales, de
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identificacion y discriminacion de muestras de origen bioldgico solo son absolutamente
confiable si la preparacion y condiciones de medida se realizan bajo condiciones
rigurosamente controladas a lo largo de todo el proceso desde la toma de muestra hasta
la adquisicion de los espectros. En este sentido, el procedimiento empleado en la toma de
muestra (modo y momento de la de toma de muestra), el tratamiento de dicha muestra
(disposicion y forma de secado), la técnica de medida y los pardmetros de adquisicion de
los espectros son algunos de los puntos mas criticos a tener en cuenta (Bruker Optik,
2011; Maquelin y col., 2003; Naumann, 2000).

A pesar de no existir un procedimiento Unico para responder a todos los
requerimientos de estandarizacion, la necesidad de compartir, intercambiar resultados
entre diferentes laboratorios y construir bases de datos de referencia ha hecho que se
publicaran protocolos de estandarizacién en muchas areas de estudio tales como la
identificacion de microorganismos, el analisis de células eucariotas, de fluidos bioldgicos,
etc. En estos casos, la tendencia general es tratar de seguir las pautas de dicha metodologia
de manera de poder compartir los espectros entre laboratorios o construir base de datos

validadas que puedan ser compartidas por los diferentes laboratorios.

4.3.2 Tratamiento de los datos y técnicas de evaluacion

Los espectros IR proporcionan una gran cantidad de informacion sobre las
propiedades fisicas y quimicas de las moléculas o las muestras estudiadas. Sin embargo,
no siempre resulta sencillo extraer y analizar dicha informacion. La quemometria es la
aplicacion de métodos estadisticos y/o matematicos a los espectros para poder obtener de
manera eficiente la informacion contenida en los mismos.

Desde hace mas de 50 afios que se realizan andlisis cualitativos y cuantitativos
sobre espectros IR. No obstante, dichos andlisis han consistido en emplear
CALIBRACIONES UNIVARIADAS. Estos procedimientos, que aun son utilizados en
quimica orgénica e inorgdnica, consisten en asignar a una variable una caracteristica
espectral (ej. altura/area de un pico determinado a una concentracion de glucosa). Con el
empleo de los métodos univariantes resulta dificil para los espectroscopistas obtener
resultados en muestras complejas, donde la variable que se desea estudiar estd
representada por mas de una sefal, o presenta bandas anchas y/o superpuestas con otras,
y mas aun cuando se desean analizar varias variables simultdneamente. Recién a fines de

los afios ‘80, con el desarrollo de los primeros espectrometros con transformada de
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Fourier, que permitieron obtener espectros con alta relacion sefial:ruido, y con mayor
sensibilidad, el analisis quemométrico MULTIVARIANTE comienza a ser factible. Estos
métodos permiten analizar simultdneamente varias caracteristicas espectrales para
describir una o varias variables simultdneamente, o asignar una propiedad a un
“pattern” espectral lo que los hace de gran utilidad para realizar estudios de

caracterizacion, identificacion y cuantificacion de muestras biologicas.

4.3.2.1 Analisis multivariantes

Los métodos multivariantes emplean mas de una sefial espectral o un conjunto de
sefiales, para caracterizar una o mas variables. Se utilizan cuando la banda de absorcion
de un componente presenta superposicion con otras bandas o cuando se desea cuantificar
multiples propiedades o variables simultaneamente. Los métodos multivariantes también
pueden ser aplicados cuando no se puede determinar puntualmente una o mas sefales
espectrales que representen una variable, sino que ésta estd representada por un conjunto
de sefiales, que se conoce como el pattern, el patrdn, la forma, el aspecto, el dibujo, de
los espectros en una region, en varias regiones, 0 mas aun, en todo el rango espectral. De
modo que para llevar a cabo una cuantificacion, caracterizacion o identificacion basada
en un analisis multivariante, muchas veces no es necesario identificar bandas,
intensidades, o frecuencias de las propiedades que se desean estudiar (Bruker Optik,
2011; Salvador Figueras 2000; Naumann, 2000). Estos métodos asumen que es posible
observar modificaciones sistematicas en el pattern de los espectros, que son consecuencia
de las variaciones de las variables que se desean estudiar. Los andlisis basados en el
reconocimiento de patterns se llevan a cabo sobre los espectros o sus derivadas
normalizadas, consideradas como verdaderas huellas dactilares o fingerprint de las
muestras a analizar.

Debido a su complejidad espectral, las muestras bioldgicas requieren de métodos
matematicos y estadisticos complejos para su caracterizacion, diferenciacion,
clasificacion y/o cuantificacion. El hecho que la espectroscopia FTIR esté siendo utilizada
actualmente en estudios analiticos de rutina, en analisis microbioldgico y en medicina,
hace que se le exija a los métodos de estudio confiabilidad, reproducibilidad y robustez.
Esto sumado al hecho que para llegar a un resultado de estas caracteristicas es necesario

analizar simultaneamente cientos de espectros, hace que el uso de técnicas multivariantes
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sea cada vez mas necesario (Naumann, 2001; Schmitt y Udelhoven, 2001). Los métodos
mutlivariantes pueden ser aplicados para diferentes propdsitos:

1- Calibracion: Desarrollar un modelo para predecir una propiedad de interés
basada en otras determinaciones: determinacion de la concentraciéon de uno o mas
componentes en muestras bioldgicas por analisis componente principal (ACP) o Minimos
Cuadrados Parciales (Partial Least Squares - PLS).

2- Clasificacion: Encontrar una distribucion de los datos. Se aplica
particularmente en clasificacion e identificacion de microorganismos, pudiendo
diferenciar en muchos casos hasta nivel de cepa.

3- Prediccion: Predecir, a través de la aplicacion de ACP y PLS propiedades
fisicas o quimicas del material biologico.

Actualmente existe una gran cantidad de técnicas multivariantes, que involucran
una amplia gama de metodologias para el pre-tratamiento, evaluacion y representacion
de los datos. Estas técnicas permiten el andlisis directo y la interpretacion de la estructura
e interrelacion de una nube de datos. Los métodos multivariantes pueden clasificarse
teniendo en cuenta el fundamento de su aplicacion en aquellos basados en la estadistica
y los que se fundamentan en la inteligencia artificial (Naumann, 2001; Schmitt y

Udelhoven, 2001) (Figura 20).

Herramientas para el tratamiento de los datos espectrales

Entrada Objetivo Herramientas

1 a

Estadistica multivariante

5 Analisis de Cluster (AC),

i Componente Principal (ACP)
: Discriminante lineal (LDA)

45,1 TE il 3] smca

: Clasificacion

s MLV |:> basada en |a estadistica
multivariante o

: |3 inteligencia artificial

“Sistemas de aprendizaje” o
“intelignecia artificial”

Machine Learning Systems (MLS)
Redes Neuronales Artificiales (ANNs)
Programacion genética (GP)

Légica difusa (Fuzzy Logic, FZ)

Figura 20. Herramientas para el tratamiento de los datos espectrales.

Las éareas de estadistica multivariante ¢ inteligencia artificial a pesar de

superponerse en cierto modo, ya que los dos campos se fundamentan en el anélisis de
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patterns y estudian un importante numero de datos, se diferencian en que la inteligencia
artificial se basa en la implementacion de algoritmos computacionales mas complejos.
Los métodos conocidos como “sistemas de aprendizaje” (Machine Learning Systems,
MLS) consisten en el desarrollo de técnicas que permiten a las computadoras “aprender”.
Mas especificamente, son métodos que crean programas computacionales basados en el
analisis del set de datos. En los Gltimos afios han tenido una amplia gama de aplicaciones
en distintos campos como biologia, medicina, bioquimica (Ellis y col. 2002; Ellis y col.
2004; Goodacre y col. 2000; Lim y col., 2011; Lux y col., 2013; Panagou y col., 2011;
Rabiner, 1989). Los tres métodos mencionados en el esquema de la Figura 20 basados
en el “aprendizaje”, se diferencian entre si en la manera de “aprender” y la manera de
expresar los resultados.

Las técnicas quemométricas utilizadas en espectroscopia, también pueden ser
clasificadas sobre la base del conocimiento previo que se requiere sobre las muestras a
analizar. De acuerdo a este esquema de clasificacion las técnicas multivariantes pueden
ser no supervisadas, o también denominadas técnicas de clasificacion objetivas, que
analizan los grupos naturales que existen en el conjunto de datos y las técnicas
supervisadas que requieren un conocimiento previo sobre la identidad de las muestras

(Mariey y col., 2001; Naumann, 2000) (Figura 21).

NO SUPERVISADOS Analisis Factorial (AF)
NO_ Iequierentun Analisis de Componente Principal (PCA)
conocimiento previo de Andlisis de Clusters (HCA)

las muestras

METODOS

MULTIVARIANTES
Analisis de Clusters Supervisado (HCAS)

Analisis discriminante lineal (ADL)
Linear discriminant analysis

Analisis de funcién discriminante (AFD)
Discriminant function analysis

Analisis candnico (CVA)

Canonical variate analysis, Lefebvre
Redes neuronales artificiales (RNA)
Artificial Neural Networks

SUPERVISADOS
Requieren un
conocimiento previo
de la identidad de las
muestras

Figura 21. Clasificacién de los métodos multivariantes de acuerdo al
conocimiento previo que es necesario tener de la identidad de las
muestras.
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4.3.2.1.1 Métodos multivariantes no supervisados

Los métodos no supervisados, también llamados métodos exploratorios, o de

clasificacion objetiva, describen la estructura de los datos espectrales sin un

conocimiento previo de la identidad de las muestras. Estan basados en criterios objetivos

de pertenencia a un grupo en el conjunto de datos. Un ejemplo de este tipo seria efectuar
un andlisis de heterogeneidad en una poblacion de microorganismos: establecer el grado
de diversidad en un conjunto de aislamientos, por ejemplo hospitalarios o de una region
del pais, determinar si los mismos son similares o no desde el punto de vista de su
expresion fenotipica. Estos métodos tratan de encontrar estructuras de grupos intrinsecas
dentro del conjunto de datos sin la necesidad de una asignacion o particion previa.

Otra aplicacion de los métodos multivariantes no supervisados, de gran utilidad
en diagnostico médico y microbiologia, es el desarrollo de modelos de clasificacion. Para
llevar a cabo estos estudios debe contarse con cierta informacion previa sobre las
muestras, es decir que cada espectro debe estar asociado a un dato cualitativo, debe estar
previamente caracterizado con algin criterio que permite asignarle pertenencia a un
grupo. Cuando se aplican estos métodos a la caracterizacion o identificacion de
microorganismos, por ejemplo, deben incluirse en el esquema de analisis, espectros de
muestras perfectamente caracterizadas por otras técnicas (bioquimicas o de biologia
molecular), cada espectro incluido en el analisis debe ser formalmente asignado a una
clase (género, especie o cepa). Posteriormente espectros de muestras desconocidas son
desafiados a estos esquemas de clasificacion y se evalta el grado de pertenencia a alguna
de las clases previamente definidas (Mariey y col., 2001; Naumann, 2000; Schmitt y
Udelhoven, 2001).

4.3.2.1.2 Métodos multivariantes supervisados

Las técnicas quemométricas denominadas supervisadas emplean un conocimiento

previo sobre la identidad o caracteristica de las muestras, y cada espectro debe a priori

ser formalmente asignado a una clase definida por su identidad o caracteristica. Se
desarrolla un modelo en base a estas diferencias que permitird luego identificar o
caracterizar muestras desconocidas (Maquelin y col., 2003; Naumann, 2000).

Estos modelos supervisados pueden desarrollarse en base a diferentes estrategias

matematicas. Una de ellas consiste en hacer combinaciones lineales de los datos,

41



asignando diferentes pesos para minimizar la varianza dentro de un grupo y maximizar la
varianza entre grupos. La distancia entre los diferentes grupos o clases, se mide a través
de la distancia Mahalanobis, la cual caracteriza la particién obtenida. Estos métodos una
vez desarrollados deben ser validados a través de diferentes tests de validacion externa
que indicaran la robustez del sistema de clasificacion desarrollado. Para realizarse los
test de validacion externa se emplea otro conjunto de muestras perfectamente conocidas
y clasificadas no empleadas para la etapa de desarrollo del modelo. De modo que por lo
general los estudios supervisados requieren de un gran nimero de muestras perfectamente
identificadas. Como se describird mas adelante (seccion de Materiales y Métodos) son
clasificadas en dos grupos, uno mayoritario (70% de los datos) denominado un grupo de
entrenamiento que se utiliza para elaborar el método y un grupo de testeo que se emplea
para su validacion.

Otra de las estrategias matematicas empleadas para la clasificaciéon o
identificacion de muestras por métodos supervisados es el desarrollo de redes neuronales
artificiales (RNA). Las mismas constituyen uno de los procedimientos mas utilizados para
el desarrollo de sistemas supervisados basados en el entrenamiento. Se definen como
sistemas no lineales, flexibles y con gran capacidad de generalizacion.

El desarrollo de RNA ha tenido un gran impacto en el desarrollo de modelos para
identificacion de microorganismos. En este sentido, Grunert y colaboradores (Grunert y
col., 2013) desarrollaron un sistema de RNA sobre espectros FTIR de Staphylococcus
aureus para diferenciarlos segin sus serotipos capsulares. Asimismo, en los ultimos
tiempos el desarrollo de estos modelos ha tenido un gran auge en area del diagndstico
médico. El andlisis infrarrojo de las modificaciones que sufren lineas celulares de
carcinoma ovarico humano frente a la exposicion a diferentes antibidticos estudiadas por
FTIR en combinacién con RNA y ACP permitio el desarrollo de prototipos de métodos
automatizados para determinar el fenotipo de resistencia del cancer (Zendehdel y col.,
2012). Del mismo modo, entre otros logros de la espectroscopia FTIR combinada con
analisis supervisados multivariantes basados en RNA podemos mencionar el desarrollo
de un método de diagndstico alternativo a los métodos clinicos y genéticos utilizados
hasta el momento, para la deteccion en los trastornos vasculares de tipo Telangiectasia
hemorrégica hereditaria (Lux y col., 2013).

Si bien el estudio y la aplicacion de herramientas quemométricas multivariantes
aplicadas en espectros FTIR de muestras biol6gicas incrementan continuamente a nivel

mundial, su estudio y desarrollo es limitado en nuestro pais. Siendo asi de gran
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relevancia la adquisicion de conocimientos que permitan su utilizacion para poder ser

empleadas en diferentes estudios de espectroscopia.

4.4 Aplicaciones de la espectroscopia FTIR en la biologia, la microbiologia,

la industria y el diagnostico médico.

La gran cantidad de ventajas que posee la espectroscopia FTIR, entre las que se
destacan la rapidez de la metodologia para la obtencion de resultados comparada con las
técnicas convencionales; la amplia aplicabilidad a diversos tipos de muestras (solidas,
liquidas, suspensiones); la gran especificidad para diferenciar composicion molecular
entre distintos materiales y su alta sensibilidad en la detecciéon de grupos funcionales,
hace a esta técnica sumamente atractiva y de amplia aplicaciéon en distintas areas.
Asimismo, debido a que la espectroscopia IR requiere de una pequeia cantidad de
consumibles y los sistemas computacionales que necesitan ser aplicados no requieren de
un hardware especifico el costo de la aplicacion de esta metodologia es reducido si se
cuenta con el equipo correspondiente. Se debe reconocer en este sentido que la inversion
inicial puede resultar importante, pero que la misma es compensada ampliamente durante
la vida util del equipo.

La posibilidad de crear bases de datos espectrales que pueden ser compartidas e
intercambiadas entre los diferentes laboratorios nacionales e internacionales es una de sus
principales ventajas. Existen universalmente bases de datos espectrales de proteinas que
son utilizadas para determinar estados conformacionales en las mismas (Fabian 2002),
bibliotecas espectrales de microorganismos relacionados con la salud y con la industria
alimenticia (Bosch y col., 2010; Lecellier y col., 2014; Maquelin y col. 2003; Rebuffo y
col., 2006; Wenning 2002; Wenning y col., 2014). En el area microbiologica,
especialmente en el tema de salud, se ha demostrado la capacidad de la técnica para
realizar estudios epidemioldgicos con gran eficiencia, para la deteccion de cadenas de
infeccion, asi como también para el control en el mantenimiento de colecciones de
microorganismos. También ha sido reportada la aplicaciéon en las industrias de la
alimentacion, las farmacéuticas y estudios de calidad de aguas (Schmidt y col., 2012;
Shapaval y col., 2012; Wenning y col., 2014). En el monitoreo y control de los procesos
biotecnoldgicos constituye una técnica alternativa a los procedimientos quimicos

convencionales (Havlik y col., 2013; Sampaio y col., 2017; Shuster, 1999; Tseng y col.,
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1996), que permite obtener, en tiempos reales, informacion del fenotipo de las
poblaciones en crecimiento.

El desarrollo de nuevos espectrometros de alta tecnologia, sumado a las estrategias
de evaluacion de los espectros obtenidos, ha hecho posible el analisis sobre muestras
biologicas como virus, células animales y vegetales y atn en el estudio de tejidos, y
fluidos bioldgicos que por otras metodologias no resulta posible analizar.

La Figura 22 muestra las aplicaciones de la espectroscopia FTIR en estudio de
sistemas biologicos. Las investigaciones sobre la complementariedad de FTIR con otras
técnicas como FTNIR y FTRaman, y el desarrollo de nuevos sistemas de computacion
para el andlisis de reconocimiento de patterns, abre caminos impensados en las

aplicaciones bioldgicas y biomédicas.

Andlisisde estructura-funcion en moléculas biolégicas
folding/misfolding en proteinas, interacciénreceptor-ligando,reacciones

Caracterizacion de células intactas
microorganismos, plantas, células animales

Caracterizacion de cultivos en biofilms
Analisis de células y exopolimeros

Monitoreo de bioprocesos

Caracterizacion de tejidos: imagenes de cortes de tejidos basadas en
microespectroscopia IR

Diferentes formas de cancer (Ej. melanoma, cancer de colon)

Diferentes formas de desordenes neuroldgicos (Ej: esclerosis multiple, Alzheimer,
enfermedades producidas por priones)

Analisis de fluidos bioldgicos
Ej: sangre, suero, orina, liquido sinovial, liquido amniético, etc.

Figura 22. Aplicaciones de espectroscopia Infrarroja en el estudio de
material biolégico.
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Hipotesis



-Durante su crecimiento en medios liquidos los embriones obtenidos por
Fertilizacion in vitro producen metabolitos que son liberados al medio de cultivo. Los
sustratos consumidos y los productos del metabolismo a lo largo de 3 dias de
incubacion dependen de la evolucion de cada embrion en particular.

-El metaboloma de los embriones que implantan es diferente a la de los
embriones que no implantan.

-Las técnicas fisicoquimicas basadas en espectroscopia FTIR combinadas con
métodos quemométricosmultivariantes permiten detectar la presencia de marcadores
bioquimicos en los sobrenadante de cultivos de embriones asociados a su potencial de
implantacion.

-Este estudiometabolomico permitird seleccionar dentro de una cohorte de
embriones el/los embriones con mayor potencial de implantacion.

-La inclusion de pardmetros asociados a la madre y a los embriones en los
modelos de prediccion del potencial de implantaciéon basados en la metabolomica,

mejoraran la probabilidad de éxito del tratamiento de fertilizacion.
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1 Objetivo general

Desarrollar una nueva estrategia no invasiva que permita determinar, con mayor
precision que los métodos actualmente en uso, el potencial de implantacion de embriones
obtenidos en procedimientos de fertilizacion asistida. La nueva metodologia implicara
desarrollar un sistema informéatico basado en estadistica multivariante, que permita el
analisis y la discriminacion de espectros infrarrojos de sobrenadantes de cultivo de
embriones por su distinta capacidad de implantacion.

Se pretende desarrollar una herramienta que combine espectroscopia infrarroja
con transformada de Fourier (FTIR) con procedimientos bioinformaticos para detectar el
potencial de implantacién de un embriéon y que en consecuencia permita reducir la

gestacion multiple.

1.1 Objetivos especificos

1- Instalar, poner a punto y adquirir los conocimientos necesarios para manejar el
espectrometro FTIR VERTEX 70 (Bruker Optik, Alemania) acoplado al médulo externo
HTS-XT de alta performance (High-Throughput Screening). Este equipo fue adquirido
en el marco de este estudio a través del Premio Internacional a la Innovacion en
Fertilizacion Asistida -Grant for fertility innovation, GFI 2012-. Estudiar el manejo del
software OPUS/LAB (Bruker Optik, Alemania) que permite la adquisicidon, control y
evaluacion de los datos espectrales registrados con este espectrometro FTIR.

2- Optimizar y estandarizar los pardmetros de preparacion de muestra y registro
de espectros. Registrar espectros infrarrojos de los sobrenadantes de cultivo de embriones
obtenidos de pacientes sometidas a tratamientos de fertilizacion in vitro en la clinica de
fertilizacion asistida PREGNA Medicina Reproductiva, en el periodo 2012-2015.

3- Analizar de cada embridon incluido en el estudio, las caracteristicas
morfologicas mediante microscopia optica, registrar la capacidad de implantacion, en el
caso de los embriones transferidos.

4- Aplicar técnicas de pre-tratamiento espectral para: 1) eliminar los espectros que
no cumplan con los requisitos de calidad espectral, y ii) preparar los espectros para ser
sometidos a estudios estadisticos multivariantes.

5- Construir una base de datos espectrales que incluya no menos de 2000 espectros

de sobrenadantes de cultivo de embriones provenientes de no menos de 300 pacientes a
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tratar. Ordenar y clasificar dichos espectros en clases seglin si los mismos provienen de
embriones transferidos o no y dentro de los primeros si provienen de embriones que
implantaron o no.

6- Aplicar métodos quemomeétricos (uni- y multi-variantes) a los espectros pre-
tratados con el objetivo de buscar marcadores espectroscopicos asociados a la
implantacion. Se pretende desarrollar un moldeo informatico basado en FTIR que permita
predecir el potencial de implantacion de embriones antes de ser transferidos a las madres.
Con este propdsito se analizaran las caracteristicas espectrales como bandas, picos, areas
espectrales, y se llevaran a cabo andlisis basados en el estudio de patterns como analisis
de clusters, redes neuronales artificiales, andlisis factorial, analisis de componentes
principales, cuadrados minimos parciales.

7- Estudiar la posibilidad de mejorar los modelos de discriminacion basados en la
metaboldémica -reflejada en los espectros FTIR de sobrenadantes de cultivo-, combinando
esta variable con otros parametros que podrian influir favorable o desfavorablemente a la
probabilidad de implantacion del embrion. Entre estos factores consideraremos: i) las
caracteristicas morfologicas del embrion (MI, MII, MIII, MIV); ii) la edad de la madre
(joven, media, avanzada); iii) el indice de masa corporal materno; y iv) tabaquismo. Estos
estudios se realizaran combinando los espectros FTIR, con datos obtenidos de las madres
y de los embriones, y la aplicacion de métodos multivariantes de minimos cuadrados
parciales y discriminacion lineal (parcial least square -linear discrimination —PLSLD-)
desarrollados en el Departamento de Ciencias Matematicas y Tecnologia de la Norwegian

University of Life Sciences, As Noruega.

Es importante sefialar que el desarrollo de esta investigacion se llevo a cabo en el
marco de un TRIAL CLINICO' cumpliendo estrictas normas internacionales de

bioseguridad, aplicando las "Buenas Practicas en Manejo de Datos para Investigacion".

! La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) define un TRIAL CLINICO como «estudios de
investigacion que exploran si una estrategia médica, tratamiento o dispositivo es seguro y eficaz
para los seres humanosy.
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Para asegurar y facilitar el almacenamiento y manejo de datos, se trabajo bajo el
“OpenClinica”, uno de los sistemas informaticos de captura electronica de datos
empleado a nivel internacional para la investigacion clinica. El “OpenClinica” es una
herramienta informatica basada en un sistema de formularios y protocolos que permite
para cada pareja incluida en el tratamiento registrar su consentimiento a formar parte del
estudio, los datos correspondientes a la madre y el padre, el nimero y caracteristicas de
los embriones obtenidos, datos asociados a la evolucion del embarazo, etc. Este sistema
fue instalado en un servidor Web para ser operado desde los tres centros involucrados en
la investigacion (CINDEFI, PREGNA Medicina Reproductiva, e IECS Instituto de

Efectividad Clinica Sanitaria).
Los procedimientos realizados en esta investigacion fueron evaluados y

aprobados por el Comité de Etica en Investigacion, Centro de Educacion Médica e

Investigaciones Clinicas “Norberto Quirno” (CEMIC) (ANEXO I).
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Materiales y Métodos

ESQUEMA GENERAL DEL TRIAL CLIiNICO

La ejecucion de la investigacion implicod un trabajo interdisciplinario del que participaron
médicos y biodlogos del Centro de fertilizacion PREGNA Medicina Reproductiva,
investigadores/docentes del laboratorio de bioespectroscopia del CINDEFI-CONICET, UNLP y
estadisticos e informaticos especializados en el area clinica del Instituto de Efectividad Clinica
y Sanitaria (IECS). Debido a la diversidad de las actividades involucradas en esta investigacion,
y con el objetivo de optimizar la descripcion y comprension de las mismas, se dividieron los

estudios realizados en tres modulos:

MODULO A
Obtencion de embriones in vitro
/
1. La production de évulos es
estimulada a través de terapia r
hormonal.
3. Se provee
esperma.
.
®CH
2. Los dvulos se i
D

extraen del

ovario.

4.Los évulos y el esperma se
combinan para permitir la
fecundacidn.

LK

5. Los 6vulos fecundados se
transfieren a un medio de cultivo
yse incuban 3 dias.

Informaciénde pacientesy

tratamientos .‘ \ /('\
> 0]

Digitalizacién
St aver—
de los datos 1

— - _ Estudio del Metaboloma @@
‘ — embrionario @
caabri] <9

obrenadantes de cultivo Informacién del registro de Anilisis de los /

de embriones espectros datos recopilados

-

Andlisis |
Quemométrico

MODULO ¢
Analisis de sobrenadantes de cultivo de
embriones por FTIR
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Moédulo A: Obtencion de embriones in vitro. Estudios morfologicos de los
mismos por microscopia. Extraccion de sobrenadantes del cultivo de embriones (en
PREGNA Medicina Reproductiva) y envio al CINDEFI manteniendo cadena de frio.

Moédulo B: Construccion de una plataforma electronica para almacenamiento de
datos. Abarca el registro y manejo de datos generados en PREGNA Medicina
Reproductiva asociados a los pacientes, las caracteristicas y nimero de embriones, y la
informacion proveniente del laboratorio de Bioespectroscopia del CINDEFI. No se
incluyo en esta plataforma los espectros FTIR registrados.

Moédulo C: Involucra la preparacion de las muestras para el registro de los
espectros FTIR de los sobrenadantes del cultivo de embriones y su analisis de

discriminacion.
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MODULO A

OBTENCION DE EMBRIONES Y SOBRENADANTES DE
CULTIVOS DE EMBRIONES IN VITRO

1 Pacientes y procedimiento para la obtencion de évulos

Todas las investigaciones fueron realizadas en el marco de un Trial Clinico en el
cual se definieron en primer lugar, los criterios de seleccion de las pacientes a incluir. Las
pacientes elegidas fueron las provenientes de parejas con infertilidad de mas de 1 afio de
duracién, con no mas de 2 tratamientos previos de FIV, mujeres menores de 42 afios y
con al menos 1 embridén seleccionado para la transferencia. Fueron excluidas del
proyecto, aquellas con més de 2 intentos previos de FIV, mujeres de 42 afios o mas, uso
de tratamiento hormonal distinto de la estimulacion ovérica, carencia de embriones para
la transferencia, pérdida recurrente del embarazo, hidroséalpinx, patologia uterina que
impide la implantacion (miomas intramurales o submucosos, adenomiosis, polipos o
endometrio Hiperplasia), o anomalias mullerianas, trombofilia, sindrome de ovario
poliquistico, enfermedades cronicas; asi como también factor masculino severo que
requiere biopsia testicular. Aquellas parejas que cumplian con los requerimientos y
deseaban formar parte del proyecto y autorizaban ademds la divulgacion de la
informacion médica, dejaron constancia de ello a través de la firma de un Formulario de
Consentimiento, ¢l cual fue elaborado para este caso particular (ANEXO 1II).

Teniendo en cuenta los criterios antes descriptos, las pacientes de hasta 42 afos
de edad recibieron un tratamiento de hiperestimulacion ovarica controlada mediante el
uso de gonadotrofinas recombinantes, urinarias 0 combinadas, y agonistas o antagonistas
de GnRH para el control del pico de LH. Se realizaron monitoreos del crecimiento
folicular y endometrial por via ecografica transvaginal. Al cumplirse los criterios de
desarrollo folicular (crecimiento adecuado), se procedié a la maduracion ovocitaria final
con gonadotrofina coriénica humana, o agonistas de GnRH.

La puncion para la recuperacion ovocitaria se realizé en quirdfano, bajo sedacion
endovenosa y anestesia local. Los liquidos foliculares resultantes fueron entregados

inmediatamente al laboratorio de embriologia, contiguo a la sala quirargica (Figura 1).
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Figura 1. Imagen tomada en el Centro de fertilizacion PREGNA. Los
liquidos foliculares son entregados inmediatamente a su obtencién al
laboratorio de Reproduccion Asistida, contiguo a la sala quirurgica.

2 Laboratorio de embriologia

El esquema general del trabajo realizado en la Clinica de fertilizacion asistida

PREGNA Medicina Reproductiva, se indica en la Figura 5.

1) El dia de la puncién folicular los complejos cumulus-corona recuperados (entre
1 y 14 ovocitos aproximadamente segin la paciente) se lavaron en medio tamponado
sobre platina térmica y luego se colocaron en placas de cuatro pocillos conteniendo 500
uL de medio G-IVF (Vitrolife) cubierto con aceite mineral (Ovoil, Vitrolife) y llevados
de inmediato a la incubadora.

i1) Las muestras de semen se procesaron mediante gradientes discontinuos de
densidad 90-50 % (Sperm Grad, Vitrolife). La suspension final fue dejada a temperatura
ambiente hasta el momento de la inseminacion.

ii1) Obtencion del embrion:

-Por FIV convencional, la inseminacién se llevé a cabo 2-4 horas después de la
recuperacion de los ovocitos en medio G-IVF bajo aceite. La concentracion de
espermatozoides para inseminacion se ajusté a 200.000 espermatozoides progresivos
rapidos/mL.

-Por ICSI, 2-4 horas después de la aspiracion folicular, los ovocitos captados se
denudaron de sus células del cumulus mediante un método mecénico y tratamiento con
hialuronidasa (Hyase, Vitrolife) (Figura 2). Los procedimientos de ICSI se llevaron a

cabo de acuerdo a protocolos estandarizados (Palermo y col., 1992).
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La fecundacion fue verificada 18-20 horas después de la inseminacion. Los
ovocitos fertilizados normales (2PN) fueron transferidos para ser cultivados
individualmente en microgotas de 35 pL. de medio G1 Plus (Vitrolife) cubiertos con aceite
para evitar la evaporacion del medio de cultivo, e incubados por 3 dias.

iv) Durante la incubacion los embriones fueron observados microscopicamente y
clasificados de acuerdo a su morfologia segtin el Consenso de Estambul (Balaban y col.,
2011) en clases de I a IV (en la siguiente seccion se daran los detalles de los criterios de
clasificacion morfologica).

v) Dentro de la cohorte de embriones de cada paciente (entre 1 y 14 embriones)
se seleccionaron los de mejor calidad desde el punto de vista morfolégico y se
transfirieron utilizando catéteres EchoTip® Soft-Pass™ TVP (Cook Medical,
Bloomington, Estados Unidos) o PM Trans Set Mini CH3© (Prince Medical, Erculs,
Francia) para las transferencias mas dificiles (Figura 3). El numero de embriones
transferidos vari6 entre 1 o 2 segun las caracteristicas de la cohorte de embriones (nimero
total y morfologia).

Los embriones no transferidos a las madre tuvieron dos destinos posibles: a) se
llevaron a cultivos en medio G2 (una gota de medio cultivo cubierta de aceite) para
prolongar su incubacion por 2 o 3 dias adicionales, obteniendo asi blastocistos de 5 0 6
dias de desarrollo; b) se criopreservaron para futuras transferencias

vi) Los blastocistos de 5 o 6 dias de desarrollo se clasificaron morfolégicamente
segin el Consenso de Estambul (Balaban y col., 2011) y luego fueron transferidos o
criopreservados. Los sobrenadantes de los embriones de 5 o 6 dias de incubacion,

tanto transferidos como criopreservados no fueron incluidos en esta investigacion.

Figura 2. Imagen de dos ovocitos porcinos. 1: Ovocito rodeado por sus
células del cumulus oophorus expandidas tras la maduracién in vitro
(40X), 2: Ovocito denudado antes de ser sometido a la digestion de la zona
pelicida (ZP) (40X) (Romar Andrés, 2001).
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Catéter

Figura 3. Transferencia de embriones utilizando catéter.

2.1 Clasificacion morfolégica de embriones

Como se mencion6 anteriormente la clasificacion morfoldgica de los embriones

se realiz6 teniendo en cuento los parametros internacionales establecido en el Consenso

de Estambul (Balaban y col., 2011), entre los cuales se incluyen:

Parametros establecidos para la clasificacion de embriones segun la

morfologia. Embriones en etapa de escision (Tabla 1).

Fragmentacion: un fragmento puede ser definido como una estructura anuclear,
extra-citoplasmatica unida a la membrana. La incidencia de la fragmentacion es
dificil de evaluar, ya que primero es necesario diferenciar los fragmentos de las
células, y luego estimar la proporcion relativa del embridon que esta fragmentado.
Los grados relativos de la fragmentacion se definieron como: leve (<10 %),
moderado (10-25 %) y severo (>25 %). Los valores de los porcentajes se basan en
los equivalentes de células, por lo que para un embrion de 4 células, el 25% de

fragmentacion equivaldrian en volumen a una de sus blastomeras.

Multinucleacion: Una blastomera que contiene mas de un nucleo en interfase se
define como multinucleada. La presencia de multinucleacion se considera anormal
y se ha informado tanto en embriones in vivo (Hertig et al., 1954) y en particular in
vitro (Tesarik et al., 1987; Winston et al., 1991; Pickering et al., 1995). Se establecid
que la multinucleacion se asocia con una disminucién del potencial de
implantacién, y que los embriones multinucleados estan asociados con un mayor
nivel de anomalia cromosdmica y, como consecuencia, aumenta el riesgo de aborto
espontaneo. Se acordod que la evaluacion de la multinucleacion debe llevarse a cabo

en el dia 2 (es decir, 44 + 1 horas después de la inseminacion), y que la observacion
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de multinucleacion en una célula es suficiente. Asimismo se establecio que evaluar
la multinucleacion en el dia 3 es mas dificil debido al tamafio mas pequeno de las

células, y por lo tanto seria menos confiable.

o Tamario de las células: Se acordo que para los embriones en las estadios de 2, 4 y
8 de células, las blastomeras deben ser de igual tamafio. Para todas las demas etapas,
se podria esperar una diferencia de tamafo en las células, debido a que la fase de

escision no se ha completado.

o Otras caracteristicas morfologicas de embriones de Dia 2 y 3: granularidad
citoplasmatica, apariencia de la membrana y presencia de vacuolas, también pueden
ser evaluadas. Es importante destacar que estas caracteristicas pueden variar entre
los embriones de un paciente y entre pacientes. No hay evidencias significativas
para apoyar un efecto bioldgico claro de estas caracteristicas en el potencial de

implantacion.

e Embrion no viable. Un embridén no viable es un embrion en el que el desarrollo se
ha detenido durante al menos 24 horas, o en el que todas las células han degenerado

o lisado.

Tabla 1. Sistema de puntuacidn para los embriones en etapa de escision.

Bueno -<|0% fragmentacidn
(Morfologia 1) - tamafio celular especifico del estadio

-sin multinucleacion

Intermedio - 10-25% fragmentacian
(Morfologia II) - mayoria de |as células con tamafio celular especifico del estadio

- sin evidencias de multinucleacian

Pobre - fragmentacian severa (>20%)
(Morfologia Il1) - tamafio celular no especifico del estadio
- evidencia de multinucleacian
No viable - desarrollo detenido durante al menos 24 horas

(Morfologia IV) - todas las células han degenerado o lisado
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2.2 Muestras adicionales empleadas como control

En todos los ensayos dentro de la cohorte de embriones obtenida para cada pareja
se incluy6 un control que consistié en una gota de medio de cultivo cubierta con aceite
incubada bajo las mismas condiciones que los embriones.

Se tomaron también alicuotas de medio de cultivo de diferentes lotes y de aceite
mineral de diferentes partidas y/o proveedores para controlar la variabilidad en su

composicion quimica.

2.3 Identificacion de las muestras

Para cada pareja se gener6 un codigo identificador (ID), que constaba de un valor
numérico de 4 digitos (en orden creciente) y dos letras que eran establecidas al azar.
Posteriormente, los embriones, y los correspondientes sobrenadantes de cultivo de los
embriones de cada paciente eran enumerados consecutivamente (del al 14), y tanto el
numero del embridn, como los dias de desarrollo de los mismos fueron incluidos en el
ID. De este modo, cada embrion y cada sobrenadante de cultivo, de cada paciente quedaba

perfectamente individualizado e identificado (Figura 4).

(a) (b)

0001VQ - DO3 0002TJ - DO3
EMBO1 EMB02

Figura 4. Ejemplo de c6digos identificadores (ID) generados
para los embriones y sus correspondientes sobrenadantes.
(a) Identificacion del embriéon 01 de 3 dias de desarrollo,
paciente 0001VQ. (b) Identificacion del embrion 02 del
paciente 0002T], con 3 dias de incubacion.

2.4 Obtencion y preservacion de los sobrenadantes de cultivo

Una vez registrada la morfologia de cada uno de los embriones (paso v), previo a

la transferencia, criopreservacion, o prolongacion del cultivo del embrion a 5 o 6 dias
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(paso vi), se tomo el sobrenadante de cultivo (aproximadamente 30 uL) teniendo especial
cuidado en no arrastrar el aceite que cubria al medio de cultivo de cada embrion.

Las muestras de sobrenadante fueron rotuladas como se menciond arriba y
congeladas a -80° C en crioviales hasta su envio a La Plata. El envio al laboratorio de
Bioespectroscopia se realizd bajo estrictas normas de bioseguridad, en cajas de telgopor,

herméticamente cerradas, conteniendo las muestras en hielo seco.

Los procedimientos de obtencion de embriones in vitro y de sobrenadantes de

cultivo de embriones se resumen en manera esquematica en la Figura S.
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MODULO B

CONSTRUCCION DE UNA PLATAFORMA PARA ALMACENAR,
EXTRAER Y UTILIZAR LA INFORMACION GENERADA

El ordenamiento y la utilizacion sistematica de la informacion recopilada, surgida
de: 1) los pacientes, ii) los tratamientos seguidos, iii) laboratorio de embriologia, y iv) del
laboratorio de bioespectroscopia; resulté una tarea muy compleja pero fundamental para
llevar a cabo los diferentes tipos de andlisis de este trabajo.

Los métodos y las herramientas que se han empleado tradicionalmente para la
recoleccion y visualizacion de datos biologicos han mejorado en forma considerable en
los ultimos afios. Entre las herramientas disponibles en la actualidad se cuenta con
aquellas que permiten la captura electrénica de datos clinicos de manera mas limpia,
permitiendo realizar estudios supervisados y monitoreados. Uno de los sistemas mas
empleados a nivel internacional es la plataforma OpenClinica. El desarrollo e
implementacion de la misma se realiz6 en colaboracion de los profesionales del Instituto
de Efectividad Clinica y Sanitaria (IECS).

El sistema de datos online desarrollado permiti6 recopilar datos de los
establecimientos, Centro de Fertilizacion PREGNA y del Laboratorio de
Bioespectroscopia (CINDEFI-Universidad de La Plata).

La elaboracion de la base de datos incluy6 los siguientes procedimientos:

1) Creacion de un nuevo estudio en la plataforma
- Creacion de un perfil para el estudio
- Descripcion y Estado
- Configuracion de pardmetros basicos
i1) Creacion de formularios de reporte (Case Report Forms - CRF)
- Elaboracion de los diferentes formularios electroénicos para la entrada de
datos (clinicos y de laboratorio)
- Disefo de la configuracion de CRF

- Definicién de las estructuras de datos
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- Incorporacion de capacidades dinamicas (mostrar/esconder, omitir
modelos, calcular y asignar puntuacion)
- Reutilizacion de formatos y elementos de datos
i) Creacion de Eventos/Visitas
- Definicion de un tipo de evento (programado, no programado, repetitivo)
- Seleccion de los CRF que se asociaron con el evento
- Indicacion si el CRF es para un paciente o uso clinico
- Establecimiento de requisitos para la Verificacion de la fuente de datos
(Source Data Verification —SDV), doble ingreso de datos, etc.
v) Creacion de grupos tematicos
Creacion de categorias por temas como por ejemplo: seguimiento de grupos con
tratamiento, cohortes, etc.
V) Creacion de reglas
Definicion de reglas para automatizar tareas rutinarias de limpieza de datos,
enviar notificaciones, manejar calendarios de estudios, y mas
Vi) Creacion de sitios
Aditamento de sitios para el estudio. Adaptacion del protocolo segun el sitio si
s necesario
vil)  Asignacion de usuarios
Ingreso de usuarios al estudio y gestion de los derechos de acceso

viii))  Incorporacién de mddulos disponibles para el estudio

Siguiendo estas pautas y pasos se genero la plataforma y se desarroll6 un Manual
o instructivos dirigidos al personal involucrado para su entrenamiento y formacion
técnica. Una vez optimizado el sistema se continud con el ingreso de datos a lo largo de
todo el Trial Clinico y paralelamente se resolvieron inconsistencias y discrepancias.

La plataforma OpenClinica como se mencion6 anteriormente presenta una alta
eficiencia para el registro y almacenamiento de datos involucrados en un Trial Clinico.
Sin embargo, poder disponer de dicha informacion para realizar andlisis posteriores
requiri6é de la reestructuracion de los datos de los pacientes (edad, peso, altura, etc.),
laboratorio de embriologia (nimero de embriones, morfologia, etc.), evolucion del
embarazo (implantacién, nimero de embriones que implantaron, tipo de embarazo), entre
otros (Figura 6). Los procedimientos necesarios para reestructurar y analizar los datos

generados fueron realizados en el laboratorio de Bioespectroscopia (CINDEFI).
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Figura 6. Obtencidn y reestructuracién de los datos almacenados en la
plataforma OpenClinica.
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MODULO C

ANALISIS DE SOBRENADANTES DE CULTIVO DE
EMBRIONES POR ESPECTROSCOPIA FTIR

Los espectros IR de los sobrenadantes del cultivo de embriones constituyen un
fingerprinting metabdlico que es altamente especifico y reproducible si se mantienen las
mismas condiciones operativas. La composicion quimica de los sobrenadantes (proteinas,
lipidos, carbohidratos, pequefias moléculas), depende de una serie de variables tales como
la composicion del medio de cultivo, los tiempos y las condiciones de incubacion.
Pequefios cambios en estos pardmetros, asi como en la preparacion de las muestras, o la
adquisicion de datos espectrales, producen efectos significativos en el espectro resultante.
Por lo tanto, con el fin de obtener resultados reproducibles, es necesario construir una
base de datos robusta de los espectros infrarrojos, para lo cual el desarrollo de un
procedimiento de estandarizacion es critico. Los estudios de caracterizacion de muestras
biologicas por FTIR son absolutamente fiables solo si las condiciones de preparacion y
registro estan perfectamente ajustadas. Por esta razén, es necesario estudiar en
profundidad las diferentes fuentes de variacion en los espectros FTIR de sobrenadantes
de cultivo de embriones, con el fin de minimizar, eliminar o estandarizar estos factores.

Para el procedimiento de estandarizacion se utilizaron lotes de medio de cultivo
Gl Plus remitidos por el Centro de fertilizacion PREGNA al laboratorio de
Bioespectroscopia y muestras de pacientes que salieron del estudio por presentar alguna
dificultad (cancelacion del ciclo por endometrio fuera de condiciones para la
transferencia, riesgo de sindrome de hiperestimulacion ovérica).

El proceso de optimizacién y estandarizacion de la adquisicion de los espectros
FTIR de sobrenadantes de cultivo de embriones, el pre-procesamiento espectral y el

analisis espectral incluy6 una serie de pasos que se indican en el esquema de la Figura 7.
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Instalaciéon y puesta en marcha del espectréometro FTIR

Entrenamiento en el uso del software OPUS/LAB con placa multipocillo de ZnSe

a

Parametros de adquisicion de espectros

Optimizacion de cantidad de muestra
Optimizacién y estandarizacion de parametros de registro de espectros
Optimizacion del proceso de secado

a

Pre-procesamiento de los datos espectrales

Test de Calidad

Normalizacion

Correccion multiplicativa de la sefial
Técnicas de aumento de resolucion

Sustraccion espectral

Construccion de libreria espectral

a

Analisis espectral

Estudio de bandas espectrales, asignacion de picos a grupos
funcionales.
Aplicacion de métodos multivariantes

Figura 7. Etapas involucradas desde la optimizacién y estandarizaciéon
del registro de espectros FTIR hasta el analisis espectral.

1 Instalacion y puesta en marcha del espectrometro FTIR

Se puso en marcha en el laboratorio el espectrometro FTIR, VERTEX 70 acoplado
al modulo HTX-XT de alta performance (Bruker Optics, Alemania, Figura 8) el cual fue
adquirido por el CINDEFI en el marco del desarrollo de este proyecto.
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1) Instalacion del equipamiento (espectréometro y modulo de lectura automatica)
con expertos enviados por la empresa Bruker Optics desde Alemania.

2) Optimizacién de las condiciones de trabajo (instalacion apropiada, circulacion
de corriente de aire seco, etc.).

3) Puesta a punto de las lecturas FTIR empleando la placa multi-pocillo para el
registro de 96 muestras de manera automatizada.

4) Implementacion del uso del paquete OPUS/LAB del software Opus 7.0 para la
lectura automatica de las muestras empleando el modulo HTX-XT y el andlisis de los

espectros.

Figura 8. Espectrometro VERTEX 70 acoplado al mddulo HTX-XT de alta
performance.

2 Parametros de adquisicion de espectros

Previo a la adquisicion de los espectros, se registré en la base de datos del
OpenClinica la recepcion de cada una de las muestras de sobrenadante recibidas en el

laboratorio de Bioespectroscopia en La Plata.

2.1 Cantidad optima de sobrenadante de cultivo

Desde los inicios de la utilizacion de la espectroscopia FTIR para caracterizar,
discriminar o identificar sistemas biologicos, se considera la preparacion y toma de
muestra como los pasos esenciales para obtener reproducibilidad en las medidas y
robustez en los modelos desarrollados (Bruker Optik 2011; Helm y col. 1991; Helm 1995;
Naumann, 2000).

67



El primer pardmetro que se optimizé fue entonces el volumen de muestra que se
requiere para que los espectros presenten una absorbancia suficiente para superar el test
de calidad espectral (QT) (que se describiré a continuacidon). Dado que los embriones se
cultivan en 40 pL de medio G1 Plus, el maximo volumen de muestra a analizar con el
que se contaria a lo largo del estudio seria de 30 a 35 pL. Con el objetivo de estudiar si
era posible obtener mas de un replicado por muestra donde cada uno cumpla con los
requisitos que se van a describir posteriormente en el test de calidad, se evaluaron 3
volumenes diferentes de medio de cultivo G1 Plus (10, 20 y 30 uL.) realizando 10
repeticiones de cada uno para comprobar qué volumen minimo de sobrenadante de cultivo

podria ser analizado.

2.2 Optimizacion y estandarizacion de los parametros de registro de

espectros FTIR

Se ajustaron los principales parametros de adquisicion de los espectros FTIR:
resolucion, velocidad de medida, nimero de escaneos, intervalo de medida, y se evalud
la variacion en el valor de absorbancia maxima, relacion sefial:ruido en la region 1700-

1500 cm™ y 1200-900 cm! .

i) Resolucion

Los valores de resolucion utilizados en las muestras de origen bioldgico,
microorganismos, tejidos, fluidos, etc., son por lo general entre 4 y 6 cm™!(Lasch and
Wolfgang, 2011; Naumann 2000). Valores superiores a 6 cm™' son muy elevados y no
permiten resolver los detalles de los espectros, y a valores inferiores a 4 cm™! es muy
dificil extraer informacion debido a que las bandas caracteristicas de los sistemas
biologicos son bandas anchas. En base a la experiencia previa del laboratorio se decidi6

registrar los espectros con resolucion de 6 cm.

ii) Escaneos y velocidad de lectura

Se ensayaron diferentes nimeros de escaneos a diferentes velocidades de lectura

de manera de optimizar la relacion sefal:ruido. Se obtuvieron finalmente como
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parametros Optimos para el espectrometro VERTEX 70 acoplado al médulo HTX-XT de

alta performance 64 escaneos a una velocidad de lectura de 0.2 cm/s.

iii) Intervalo de medida

Se comprobo si la placa de ZnSe de lectura multiple (96 pocillos) del dispositivo
HTX-XT tenia el mismo intervalo de lectura -de 4000 a 650 cm™-, que las celdas

individuales de ZnSe de 13 mm de diametro, de uso corriente en el laboratorio.

2.3 Optimizacion del tiempo y modo de secado de las muestras en las celdas

de ZnSe.

En el presente trabajo se realizaron las medidas FTIR por
Absorbancia/Transmitancia empleando como celda de lectura una placa de ZnSe de 96
“pocillos” utilizando la técnica del film seco. Como primordial requisito para que las
medidas sean reproducibles y de buena calidad, el film que se forma sobre la celda debe
ser delgado, transparente y homogéneo. La formacion de una pelicula adecuada resulta
un desafio que requiere del testeo experimental de una gran cantidad de parametros
(Bruker Optik, 2011). Esto se logra optimizando entre otros parametros, los asociados al
secado de la suspension acuosa sobre la celda: temperatura y tipo de secado. En este
sentido, se evaluaron diferentes métodos de secado: secado al vacio en desecador en
presencia de silicagel, a temperatura ambiente, en estufa a 30 °C y 60 °C. La calidad del
film obtenido se evalud por su transparencia y homogeneidad, reflejadas a través de las
caracteristicas espectrales generales, como desvio de la linea de base, la absorbancia

maxima obtenida y forma de las bandas espectrales.

3 Pre-procesamiento de datos espectrales en muestras biologicas

El desarrollo de nuevas tecnologias en el campo de la espectroscopia IR y Raman,
han permitido la generacién de un gran numero de datos, por lo que se ha producido una
necesidad urgente del desarrollo de nuevos métodos automatizados de almacenamiento y
nuevas estrategias de pre-procesamiento y andlisis de datos espectrales (Lasch, 2012).

El pre-procesamiento espectral es un primer paso importante en el flujo de trabajo

del analisis de los espectros FTIR, que implica la realizacion de tratamientos especificos
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sobre los datos originales. Se demostro que el pre-procesamiento tiene una crucial
importancia para las subsiguientes tareas de data-mining (proceso computacional que
permite descubrir patrones en conjuntos de datos). De hecho, es ampliamente reconocido
que los modelos cuantitativos y de clasificacion elaborados sobre la base de datos pre-
procesados generalmente se desempenan mejor que los modelos que utilizan tnicamente
los datos originales crudos (Baker y col., 2014; Heraud y col., 2006; Kohler y col., 2006;
Lasch, 2012; Wenning y Scherer, 2013).
Los objetivos del pre-procesamiento espectral son:
a- Mejoramiento de la robustez y precision de los posteriores analisis cuantitativos y
de clasificacion.
b- Mejoramiento de la interpretacion: los datos originales se transforman en un
formato que va a ser mejor comprendido por el operador y los software.
c- Deteccion y eliminacion de valores atipicos y tendencias.

d- Reduccion de la dimension de la informacion irrelevante y redundante.
3.1 Test de calidad

Uno de los pasos claves del pre-procesamiento espectral, es evaluar la calidad de
un espectro para determinar si el mismo tiene las propiedades minimas necesarias para
ser incorporado a un estudio del tipo caracterizacion, discriminacion y/o identificacion.
En los inicios de las investigaciones de la espectroscopia aplicada al estudio de los
sistemas biologicos el grupo del Dr. Dieter Naumann del Robert Koch Institute, Berlin,
Alemania, junto a Bruker Optics definieron ciertos criterios o umbrales (thresholds)
maximos y minimos en los valores de absorbancias y ruido que los espectros debian
superar antes de ser analizados, y los resumieron en lo que hoy se conoce como el Test
de Calidad espectral o Quality Test (QT) (Naumann, 2000). El QT incluye entonces, la
evaluacion de: i) valores de absorbancias en diferentes regiones del espectro, ii)
intensidades de las bandas rotacionales del vapor de agua ya que éstas interfieren en el
analisis espectral de las muestras biologicas principalmente por sus bandas caracteristicas
en la region Amida I, iii) la intensidad del ruido, iv) la relacion sefal:ruido en diferentes
rangos y v) la deriva de la linea de base (fringes opticos). Todos los software desarrollados

por Bruker Optics desde entonces, Opus 4.0 en adelante, poseen una funcion denominada

QT ( bd) que realiza todos estos andlisis simultdneamente para cada espectro, e indica
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si los valores de absorbancia, ruido y vapor de agua son los adecuados para que dicho
espectro pueda ser analizado. Desde entonces, el test de calidad se ha adoptado como paso
fundamental en el pre-tratamiento espectral.

Para determinar el valor de la sefial espectral en las diferentes regiones del
espectro, el software evalua los valores que alcanzan las derivadas primeras en dichas
regiones. La Tabla 2 resume los parametros evaluados por el software Opus 7.0 en las
diferentes regiones espectrales y contiene los valores umbrales (thresholds) méximos y
minimos descriptos por Naumann (2000) para que un espectro obtenido de una
suspension microbiana sea incluido en una base de datos de identificacion y/o
caracterizacion (Bruker Optik, 2011). Teniendo en cuenta estos antecedentes sera
necesario para cada estudio en particular analizar previamente cudles seran los limites
admitidos para estos parametros. En nuestro caso, al comenzar las investigaciones se
realizaron mas de 200 medidas entre muestras de medio de cultivo G1 Plus (que se empled
para cultivar los embriones) y sobrenadantes de cultivo de 3 dias para establecer los

limites maximos y minimos de estos parametros.

Tabla 2. Test de Calidad espectral (QT). Ejemplo del Test de calidad establecido

para el analisis espectral de suspensiones bacterianas (Opus 7.0).

Longitudes de onda en cm-1

Parametros
1800-1600 1200-900 2100-2000 1847-1837 2200-2000
Proteinas Carbohidratos
A A minima 0.354
A A maxima 1.245
Ruido maximo 0.00015
Seiiall /ruido 200 40
Seial 2/ ruido
Vapor agua 0.0003
Sefiall/Vapor agua 100 20
Senal 2 / vapor agua
Fringes 5x10-3
AA: variacién de absorbancia (absorbancia maxima -absorbancia
minima)

El céalculo de los pardmetros mencionados anteriormente se realiza del siguiente

modo (Bruker Optik, 2011; Lasch, 2012; Naumann 200; Figura 9):
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(1) Variacién de absorbancia maxima y minima entre 1800 y 1600 cm™! (AA)

Region Amida . Esta region es donde la mayoria de las muestras biologicas tienen
el maximo de absorbancia, por lo cual se considera para analizar si la cantidad de muestra
utilizada fue la correcta. Se ha demostrado que la absorbancia IR cumple la Ley de
Lambert y Beer entre 0.345 y 1.245 unidades de absorbancia para la mayoria de las
muestras bioldgicas. Para evaluar este parametro se calcula la diferencia entre el maximo
y el minimo de absorbancia registrados en el espectro (A absorbancia). Es el inico criterio
del test de calidad que se mide sobre el espectro “crudo” sin derivar.

Dado que los medios de cultivo empleados para el cultivo de embriones (por
ejemplo el medio de cultivo G1 Plus), estan formulados con suero humano, el principal
componente es la albumina sérica. De modo que la maxima absorbancia de los espectros
de los sobrenadantes es en la region de Amida I, por lo que nosotros tomamos también el

valor de AA de absorbancia maximos y minimos en la regiéon 1800-1600 (Figura 9).

(2) Célculo del ruido (r)

Se calcula la diferencia entre el maximo y minimo valor de la derivada primera de
los espectros en la region 2100 a 2000 cm™’. Se elige este intervalo porque en él no se
registran absorbancias asociadas a moléculas bioldgicas o componentes de sobrenadantes
de cultivo, de modo que si hay bandas presentes en esa region son debidas al ruido de

base del espectrometro. Dicha diferencia debe ser <7.5x107.

(3) Relacion sefial/ruido
Los valores de las senales, (Serial S; y Serial S>), se evaltian en la derivada 1™ de
los espectros.

Serial S;: la diferencia entre el méximo y el minimo valor de la derivada primera
en la region de 1800 a 1600 cm™ (asignada al enlace peptidico).

Serial S>: 1a diferencia entre el maximo y el minimo valor de la derivada primera
en laregion de 1200 a 900 cm™! (asignada a carbohidratos). En el caso de los espectros de
bacterias (para las cuales se desarrollo el QT) la absorciéon en la region asignada a
carbohidratos es siempre mas baja que la absorcion en Amida I. De modo que este valor
es evaluado para asegurarse que atn a bajos valores de Amida I, el valor de la sefial en la
region 1200-900 cm™! sea valido para el anélisis espectral.

Una vez que el software determina los valores de S;y S, calcula el cociente entre
estos valores y el valor del ruido (7) obtenido segun el punto (2). En estudios microbianos
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se ha establecido que estos cocientes deben ser mayores que 200 y 40 respectivamente
(Tabla 2). En el caso de los sobrenadantes de cultivos de embriones, al igual que en el
estudio de microorganismos, es importante evaluar la sefial de los espectros en la region
de carbohidratos (1200-900 cm™). Esta region es de significancia en nuestro estudio
(asociada al metabolismo de carbohidratos) por lo que debe asegurarse que su absorbancia

sea suficientemente alta para que pueda ser analizada (Figura 9).
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Figura 9. Espectro FTIR del medio de cultivo G1 Plus. Se indican las
distintas regiones del espectro y su respectiva derivada 12 donde se
determinan los parametros del QT.

(4) Vapor de agua (va)

En los espectros FTIR se observan bandas debidas a los estados rotacionales del
vapor de agua que surgen de la deteccion del vapor de agua presente en el ambiente, y
por lo tanto en la cadmara de lectura. La Figura 10 muestra el espectro registrado del aire
de la camara de lectura (sin muestra alguna) aun habiendo realizado previamente un
blanco. En la figura se indican las bandas debidas al estiramiento de CO» en la region

2365 —2330 cm! y 670 cm™ (intensidad variable) y bandas debidas al vapor de H2O con
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una intensidad entre 107 o 10 (dependiendo de la humedad ambiente). Las bandas
debidas al CO2 no interfieren porque en los espectros de muestras bioldgicas en esas
regiones no se observan estiramientos ni balanceos de las principales macromoléculas.
En relacion a las bandas del vapor de agua para la mayoria de las aplicaciones de FTIR
en la industria farmacéutica o control de calidad (donde se analiza, el nimero de bandas
presentes, la posicion de las mismas, o el calculo de areas o alturas de determinadas
bandas), éstas no constituyen una interferencia importante. Sin embargo, su interferencia
es significativa en el andlisis de los espectros vibracionales de las muestras de origen
biologico (Helm y Naumann, 1995; Baker y col., 2014, Lasch y Wolfgang, 2011).

Para evaluar la contribucion de dichas bandas en cualquier espectro registrado se
emplea la region del espectro 1847 y 1837 cm™!, donde las bandas rotacionales del vapor
de agua presentan un pico caracteristico (1844 cm™), y a la vez las macromoléculas
biologicas no poseen bandas vibracionales intensas (Tabla 2, Figura 9 y 10). La
intensidad de dicha contribucion en los espectros se evalua a través de la derivada primera
de los espectros calculando la amplitud de la misma en el mencionado intervalo, donde
la diferencia entre el maximo y minimo debe ser < 3x10™. Si un espectro registra una
sefal de vapor de agua menor al valor establecido, el mismo no afectara el analisis de los
resultados.

Dada la humedad ambiente que existe en esta region los valores del pardmetro
vapor de agua son por lo general mayores 3x10™, estos suelen ser del orden de 102-1073.
Es por ello que hemos implementado un sistema de circulacién de aire seco que purga
permanentemente tanto la cdmara de lectura como el detector del espectrometro. Para
alcanzar los valores de vapor de agua inferiores a los que exige el test de calidad se instalo
un equipo de secado del aire (Figura 11). Este instrumento de secado es un sistema de
adsorcidon que trabaja con aire comprimido, modelo HLB, que consiste en dos tubos
rellenos con un tamiz molecular A4 el cual trabaja con un aire de salida que contiene
0.11g/m? de humedad. Dichos tubos funcionan alternativamente en ciclos de 300/600
segundos (ciclado electrénico) permitiendo el secado por temperatura del tubo que no
esta siendo utilizado. Se optimizo la presion de trabajo en 7 bar y a la entrada de los

desecadores y el caudal del aire de ingreso al espectrometro en 8 L/h (Figura 11).
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Figura 10. Espectro FTIR del aire. Las bandas indicadas con circulo
amarillo corresponden a estados rotacionales del vapor de agua y las
bandas indicadas con circulo verde a bandas vibracionales del CO», en un
circulo rojo se marca el pico caracteristico del vapor de agua 1844 cm-1.

Caracteristicas

#Libre de CO; menor a 1 ppm

*Aire ultra seco -1009F / -732C

#Funclonamiento aute-regensrativo continue

#Capacidad de flujo de salida a 2 SCFM (60 lpm)

#Prezslones de funclionamiento de 50 a 150 PSIG (345 a1000 kPa)

(a) (b) Tower 1 Tower 2

Figura 11. Purga de aire seco libre de CO; para FTIR.
(a) Imagen ilustrativa del modelo HLB
(b) Esquema del funcionamiento del modelo HLB

A modo de ejemplo en la Figura 12 (tomada de Lasch, 2012) se muestran las
contribuciones producidas por la presencia de vapor de agua atmosférico en la regioén

1345-1950 cm™! sobre una muestra de la mucosa del colon humano (espectro (a)). Al

75



comparar la derivada segunda del espectro (a) y el espectro de absorbancia de vapor de
agua (d), puede observarse la superposicion de los picos de las macromoléculas de interés
y las bandas del vapor de agua. Mientras que en el espectro (d) y su respectiva derivada
segunda dichas contribuciones no se observan, ya que el espectro ha sido registrado
utilizando un equipo que funciona bajo una purga de aire seco. Lo que demuestra que esta
metodologia permite obtener espectros cuyas sefiales de vapor de agua estan dentro del

nivel admisible para poder realizar andlisis utilizando sus derivadas.

absorbance (AU)

3500 3000 2500 2000 1500 1000
wavenumber (cm™')

Figura 12. Correcciéon del vapor de agua en un espectro FTIR. (a)
Espectro FTIR de la mucosa del colon humano mostrando la presencia de
vapor de agua atmosférico en la region 1345-1950 cm-. (b) Derivada
segunda del espectro (a). Las bandas espectrales estan fuertemente
superpuestas por bandas del agua. (c) Espectro de absorbancia FTIR de
vapor de agua. (d) Espectro de la mucosa del colon humano corregido. (e)
Derivada segunda del espectro (d). Las contribuciones espectrales del
vapor de agua en el espectro (c) y su respectiva derivada segunda han
sido minimizadas por medio del empleo de un sistema de corriente de
aire seco en el equipo (Obtenido de Lasch, 2012).

(5) Relacion senal/vapor de agua (S/va)
Permite comparar la relacion de las sefiales debidas a proteinas y carbohidratos
con la absorbancia del vapor de agua (S;/va y S»/va) de manera de asegurar que el valor

de las senales son significativamente mayores al valor de las sefales debidas a vapor de
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agua. Para el caso de los espectros de suspensiones bacterianas se establecio que dichos
valores tienen que ser mayores a 100 y 20 respectivamente (Tabla 2). Para el caso de los
espectros de los sobrenadantes de cultivo estos valores maximos debieron ser calculados

y optimizados.

(6) Fringing

El finging es la desviacion sinusoidal o “la deriva” de la linea de base provocada
por problemas eléctricos en la linea del espectrometro o por el funcionamiento del
espectrometro en si. El fringing se mide a través de la amplitud de la derivada primera de
los espectros, en la region donde no hay contribucion de bandas de absorcion de las
muestras bioldgicas (2200 a 2000 cm™) (Tabla 2). Para asegurar que éste no sea una
interferencia en el analisis de los datos espectrales se debe asegurar que su valor sea

<5x10*,

(7) Cantidad de aceite (L)

Este es un parametro que hemos incluido nosotros para asegurarnos que los
espectros que fueran incorporados al estudio no tuvieran bandas debidas al aceite que
pudieran interferir en el andlisis. El aceite se utiliza para cubrir los cultivos de embriones
y evitar su evaporacion. Este pardmetro permite evaluar el contenido de aceite mineral
presente en los sobrenadantes de cultivo de embriones a través de la intensidad de las
sefales presentes en la region de lipidos. Se definié como la relacion de las intensidades
A= T30 /l16s4, donde Ino30 representa la altura del pico 2930 cm™ (estiramiento -CH;
asignado al contenido de lipidos) e Ii¢s41a altura del pico 1654 cm™ (estiramientos C=0,
C-N y balanceos N-H de la banda Amida I asignado a proteinas). Se registraron espectros
de medio de cultivo G1 Plus con el agregado de distintas proporciones de aceite mineral
y se evaluo la variacion de la intensidad de las bandas en la region de lipidos.
Considerando mas de 100 espectros de sobrenadantes de cultivo con aceite mineral
pudimos establecer un valor limite para este pardmetro.

Teniendo en cuenta los parametros pre-establecidos para el estudio de
microorganismos (Tabla 2), se calcularon los valores limites maximos y minimos para
las sefiales, el ruido, el vapor de agua y el contenido de aceite para nuestro sistema de
estudio. Para ello como se mencion6 anteriormente se emplearon mas de 200 espectros

de medio G1 Plus y de sobrenadantes de cultivo de embriones.
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Una vez confeccionada la tabla del QT para nuestro sistema, la misma fue incorporada al
software de manera de testear todos los espectros registrados. Los espectros que superaron
el test de calidad desarrollado fueron considerados dentro del estudio y los espectros que
por algiin motivo, tal como valores mas altos o mas bajos de absorcion en Amida I,
valores altos de vapor de agua o valores de ruido fuera de los limites establecidos, no

superaron el QT fueron descartados.

3.2 Normalizacion

El principal requisito cuando se comparan una serie de espectros FTIR es que
todos ellos deben ser registrados para la misma cantidad de muestra. Sin embargo, en
muchos casos esto es variable, por lo general debido a errores experimentales
involuntarios. De modo que para compensar estos errores se lleva a cabo una
normalizacion (Baker y col., 2014).

Existen diversos métodos de normalizacion, entre ellos el que realiza la mayoria
de los software es la Normalizacion mdxima. Esta consiste en igualar la absorbancia de
los espectros que se van a normalizar en alguna banda en particular (por lo general Amida
I). Sin embargo, el software de Bruker Optics (en cualquiera de sus versiones) realiza otro
tipo de normalizacion como la Normalizacion Vectorial. Para llevarla a cabo primero
calcula el valor promedio de y del espectro considerado. Este valor de y promedio es
restado al espectro, de modo que el centro del mismo es llevado a y=0. Luego calcula la
suma de los cuadrados de todos los valores de y para luego dividir el espectro por la raiz
cuadrada de dicha suma. Este método arroja un nuevo espectro que sin modificar las
alturas relativas de las bandas tiene la caracteristica de que la suma de todos los valores
de absorbancia al cuadrado es igual a 1 (Bruker Optik, 2011; Lasch y Wolfgang, 2011;
Lasch, 2012).

3.3 Correccion Multiplicativa de la Sefial Extendida (Extended Multiplicative
Signal Correction- EMSC)

El punto de partida de las técnicas de pre-procesamiento basadas en métodos de
modelado se iniciaron con el desarrollo de la Correccion Multiplicativa de la Sefial
(Multiplicative Signal Correction -MSC). El método fue disefiado originalmente para

espectroscopia infrarroja-cercana (NIR) aplicada en estudio sobre alimentos. Inicialmente
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el término MSC fue usado como una abreviacion de Correccion Multiplicativa de la
Dispersion, pero luego al entender que éste puede servir como una herramienta genérica
para el pre-procesamiento, se introdujo el término Correccion Multiplicativa de la Sefial.
Asimismo con posterioridad se extendi6 y aplicé al campo de la espectroscopia FTIR,
debido a la flexibilidad que aporta y a que permite la correcciéon de varios tipos de
dispersion y otros efectos no deseados. A partir de ese momento se lo denomino
Correccion Multiplicativa de la Senal Extendida (EMSC).

Este método de pre-procesamiento funciona siempre que haya diferencias
despreciables entre la referencia y el espectro corregido o, alternativamente, si el analisis
de regresion se lleva a cabo en una region carente de informacion quimica y, por lo tanto,
solo influenciada por la dispersion de la luz. (Afshet y Kohler, 2012; Malek y col., 2014).

EMSC demostroé ser una herramienta confiable para perfeccionar efectos de linea
de base aditivos, efectos multiplicativos de escala y efectos de interferencia. Esta técnica
se ha utilizado para corregir el grosor/cantidad (thikcness) de muestra, vapor de agua,
didxido de carbono, temperatura de las muestras y concentracion de sales.

La ventaja que presentan las técnicas de pre-procesamiento basadas en métodos
de modelado sobre las otras técnicas es que permiten cuantificar y separan los diferentes
tipos de variaciones quimicas y fisicas en los espectros, lo cual permite el estudio de estos

efectos de manera separada (Afshet y Kohler, 2012; Kohler y col., 2010).

3.3 Aumento de resolucion espectral

Como ya se mencion6 los espectros IR poseen informacion de la totalidad de la
composicion quimica de la muestra que se esta analizando. Debido a la gran diversidad
de componentes que forman parte de las muestras bioldgicas, los espectros constituyen
una superposicion de picos que dan como resultado unas pocas bandas anchas (ver Figura
17, Introduccion). Esto hace sumamente dificil el entendimiento y analisis de la
informacion contenida en ellos. Para poder aumentar la resolucion de dichas bandas
anchas y poder analizar los picos que las componen, al menos parcialmente, la estrategia
mas empleada en espectroscopia IR es la obtencion de derivadas (Lasch, 2012; Naumann,
2000). A través de la derivada primera se obtiene un primer aumento de resolucion. Al
igual que en una funcion matematica la derivada primera registra los cambios de
pendiente a lo largo de la curva y se hace nula en los maximos y minimos. La derivada

segunda por su parte muestra un minimo por cada mdximo encontrado en la curva. Esta
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ademas de dar un patrén de bandas con mayor informacion que la derivada primera,
muestra la posicion exacta de los picos que componen las bandas. El andlisis detallado de
la derivada segunda permite conocer a la composicion quimica de las muestras a través
de las posiciones de los picos (Malek y col., 2014).

El anélisis de los espectros a través de las derivadas, ademas de enriquecer el
analisis espectral mostrando un mayor niumero de picos dentro de las bandas anchas, nos
permite independizarnos de los problemas de corrimiento de la linea de base. Sin
embargo, este tipo de pre-procesamiento solo se puede aplicar a espectros que tengan una
alta relacion sefial/ruido (Lasch, 2012; Lasch y Wolfgang, 2011; Wenning y Scherer,
2013).

Para la obtencion de las derivadas de un espectro, el algoritmo mas aplicado es el
desarrollado por Savitzky y Golay (1964) que simultaneamente deriva y suaviza los
espectros (smooths), permitiendo aumentar la resolucién por la derivada y disminuir el
ruido mediante el suavizado.

En este trabajo se aplicaron ambas derivadas sobre todos los espectros registrados.
La primer derivada se obtuvo para establecer la calidad espectral y medir los valores de
las sefales y las relaciones sefial:ruido. La segunda derivada, fue calculada para analizar
la posicion de los picos dentro de las bandas anchas a fin de estudiar la composicion
quimica de los sobrenadantes de cultivo, y como estrategia para aumentar la resolucion

de las bandas y obtener un “pattern” mas rico en informacién que los espectros crudos.

3.4 Sustraccion espectral

Las muestras de sobrenadante de cultivo de embriones fueron tomadas de una gota
de cultivo que tal como se mencion6 anteriormente, se encontraba cubierta con aceite
mineral para evitar la evaporacion. La extraccion de 40-30 puL de sobrenadante de cultivo
contenia por lo tanto en muchos de los casos, una fraccion de aceite que produce
distorsiones en el espectro FTIR de los sobrenadantes de cultivo de embriones.

En los espectros de sobrenadantes de cultivo que mostraban una importante
contribucion de aceite, evaluada a través del factor A descripto anteriormente, se analizd
la posibilidad de eliminar este contaminante de los espectros mediante la estrategia
matematica de sustraccion espectral (Lasch, 2012).

Los principios basicos de la sustraccion espectral incluyen, primero obtener un

espectro de alta calidad (alta relacion senal/ruido) del contaminante puro. Luego,
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basandose en parametros espectrales seleccionados del contaminante en el espectro de la
muestra, se determina un factor de ponderacion. A continuacién se lleva a cabo la
correccion espectral, restando el espectro del contaminante puro multiplicado por el factor

de ponderacion del espectro de interés (Lasch, 2012).

4 Generacion de identificadores de espectros

Para facilitar el andlisis de los resultados se decidio incluir en el nombre de los
espectros de los sobrenadantes de cultivo algunas caracteristicas adicionales al nombre
identificador de la pareja (ID) y el nimero de embridn (embrion 1: 1, embrion 2: 2, etc.).
Incluimos entonces en el nombre de cada espectro datos tales como: 1) la morfologia del
embriodn, i1) el dia de registro del espectro (los registros de espectros de un mismo dia
corresponden a un unico pack, registros de diferentes dias tienen nimeros de pack
diferentes), iii) los dias de cultivo del embrién (D3: 3 dias de cultivos, D5: 5 dias de
cultivo), iv) el destino del embrién (T: transferido, N: no transferido), v) el lote de medio
de cultivo utilizado. En caso que correspondiera al espectro control se indicaba como

“BLA”, (Figura 13).

| Identificador del espectro |

‘M IlI_Pack 19_0078JR_D3_2_T_AE81

| Descripcion |

‘ Dias de cultivo ‘

Diade Lote de
registro del iedis

espectro de
cultivo

Morfologia <—|M_Pack 19 A581 .

El embrion fue
transferido

Numero de
embridén

Figura 13. Descripcion del identificador de un espectro de sobrenadante
de cultivo de embrion.

81



5 Libreria espectral

La libreria espectral es una base de datos donde se almacenan los espectros, sus
derivadas primeras y segundas normalizadas, ordenadas de manera que sea posible
disponer de ellos de forma répida y sencilla. Una vez registrados y pre-procesados todos
los espectros fueron almacenados en una libreria espectral, agrupados y clasificados en
carpetas para facilitar estudios quemométricos.

La libreria desarrollada a lo largo de este trabajo incluyo6 espectros de medio de
cultivo, aceite mineral puro y sobrenadantes de cultivo de embriones.

Todos los espectros registrados fueron almacenados en la computadora agrupados

por carpetas

GRUPO A
Se almacenaron en este grupo los espectros de diferentes lotes de medio de cultivo,

cultivos controles y aceite utilizados a lo largo de todo el proyecto.

GRUPO B
Corresponde a los espectros de sobrenadante de cultivo de embriones registrados

durante la totalidadad del estudio. A partir de los cuales se generaron dos subgrupos.

GRUPO Bl

Incluy6 los espectros de sobrenadante de cultivo de embriones de 3 dias de
desarrollo que fueron transferidos a la madre, criopreservados o transferidos a otro
medio de cultivo para prolongar la incubacion 2 dias mas.

Dentro de este grupo se construyeron 4 carpetas en las que se agruparon los

espectros segiin la morfologia observada por microscopia (Clases I a IV).

GRUPO B2

Incluy6 los espectros de sobrenadante de cultivo de embriones que fueron
transferidos y dentro de este grupo se clasificaron de acuerdo a su resultado de
implantacion.

Dentro de este grupo se agruparon 3 clases de acuerdo al resultado de

impalantacion (los que implantaron todos los embriones transferidos, los que de los dos
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embriones transferidos implantd uno solo pero no es posible identificar cual, los que no

implantaron ninguno de los dos embriones transferidos).

6 Analisis de los espectros para caracterizacion y construccion de modelos de

discriminacion

Los estudios de clasificacion, diferenciacion e identificacion, asi como también
los analisis cualitativos, se realizaron utilizando diferentes herramientas
computacionales:

e Opus, Bruker Optics, Alemania: en diferentes versiones.

Opus 4.5 (para windows NT) que incluye los paquetes IDENT (para
Andlisis de Clusters y construccion de bibliotecas) y el paquete QUANT
(para analisis multivariante cuantitativo).

Opus 7.0 (para Windows NT), software con el cual se registraron los
espectros IR y se realizaron las técnicas de pre-procesamiento,
determinaciones de posicion de bandas. Incluye también los paquetes que
permiten realizar Analisis de Cluster y Analisis Factorial.

e  NeroDeveloper®, desarrollado por Synthon Analytics, Heildelberg,
Alemania para la creacion de modelos basados en redes neuronales
artificiales.

e PyChem, software de uso libre que incluye las herramientas para el estudio
espectral por medio de Analisis de Cluster, Componente Principal, entre
otros.

o MATLAB (version R 2015a). Los codigos fueron desarrollados por el
grupo de Bioespectroscopia de la Universidad de As, Noruega, a cargo del
Dr. Achim Kohler. Estos permiten aplicar correcciones a los espectros por
metodologias EMSC, y realizar analisis de tipo Componente Principal,
Minimos Cuadrados Parciales.

e OMNIC 7, (Thermo Scientific), permite la recopilacion de datos,
visualizacion, procesamiento y herramientas de analisis

o The Unscrambler® X (CAMO Software), permite la calibracion y

desarrollo de modelos predictivos en espectroscopia.

6.1 Estudio y analisis de los espectros
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Como se menciond anteriormente se denomina quemometria la aplicacion de
métodos estadisticos y/o matematicos a los espectros para poder obtener de manera
eficiente la informacidén contenida en los mismos. Los espectros FTIR pueden ser
estudiados mediante la aplicacion de dos grandes estrategias, los métodos univariantes o

métodos multivariantes.

6.1.1 Analisis Univariante

6.1.1.1 Analisis de bandas espectrales

Mediante este tipo de andlisis se realizd el estudio y caracterizacion de los
componentes de los medios cultivos empleados, y de las principales macromoléculas y
metabolitos secundarios presentes en los sobrenadante de cultivo de embriones.

Este andlisis se basa en identificar dentro de los espectros picos o bandas
caracteristicas, variaciones en la posicion de alguna banda caracteristica o identificacion
de picos o bandas de absorbancia de interés relacionadas a un grupo quimico en particular.
Para este tipo de estudio se utilizé principalmente el software Opus 7.0 de Bruker Optics
el cual permite la localizacion de picos en las bandas espectrales a través de la derivada
segunda de los espectros. La asignacion de picos o bandas a grupos funcionales se realizo

luego en base a datos bibliograficos.

6.1.2 Analisis multivariantes por reconocimiento de patterns

El estudio de los espectros por reconocimiento de patterns se basa en considerar
los espectros FTIR como complejos fingerprints que pueden ser diferenciados mediante
diversas técnicas informaticas de analisis multivariante. Para llevar a cabo estos estudios
se emplearon los espectros como tales, sus derivadas primeras y sus derivadas segundas

normalizadas.

6.1.2.1 Analisis de Cluster

El andlisis de cluster es una de las técnicas quemométricas mas sencillas, cuyo

principal objetivo es establecer similitudes y disimilitudes entre los espectros y
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representar dichas diferencias mediante dendrogramas que agrupan los mas semejantes
en categorias o clusters. Estas distancias pueden calcularse por diferentes algoritmos, en
particular en este trabajo las medidas de similitud fueron obtenidas por el calculo del
Coeficiente de Correlacion de Pearson, distancia Euclideana (Standard) y Normal to
reprolevel.

La metodologia mas ampliamente utilizada es el coeficiente de correlacion de
Pearson, en este se minimiza la heterogeneidad espectral al dividir la distancia por la

desviacion estandar residual normalizada:

Donde rjx es el coeficiente de correlacion, x;j; representa el espectro, xx; representa
el espectro a comparar y n es el nimero total de los espectros. Para dos espectros muy
similares el ru=1 (es decir, la distancia~0), mientras que para los espectros
completamente diferentes este valor se aproxima a 0 (es decir, la distancia es grande).
Posteriormente, los dos espectros mas similares se fusionan en un "cluster", y se calcula
una nueva matriz de distancia para el nuevo grupo y todos los espectros existentes. El
proceso de fusion de espectros en nuevos grupos se repite, y la matriz de distancia se
recalcula hasta que todos los espectros se han combinado en unos pocos grupos. El
objetivo es lograr que la varianza intra-clase sea la menor posible, mientras que la
varianza inter-clase sea maxima. Todos los objetos pertenecientes a un cluster poseen la
mayor similitud, mientras que los que pertenecen a distintos c/uster son los mas diferentes
posible (Naumann, 2000).

Una vez calculadas las distancias y agrupados ya los espectros por similitud
existen diferentes algoritmos que nos permiten representar graficamente esas diferencias
en un diagrama denominado dendrograma. Este consiste en una representacion en forma
de arbol que muestra los datos en categorias, grupos o clusters. En este trabajo para
obtener dicha representacion se aplicaron 2 tipos de algoritmos: el algoritmo de Ward que
muestra la distribucion de los clusters en funcion de la heterogeneidad de los espectros y
Average linkage que muestra dicha distribucion en funcion de la distancia espectral

(Malek y col., 2014).
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Los AC pueden realizarse teniendo en cuenta dos enfoques, no supervisados y

supervisados.
6.1.2.1.1 Analisis de cluster no supervisado

Previamente a realizar los estudios de discriminacion de sobrenadantes de cultivo
de embriones se llevaron a cabo estudios de variabilidad de los medios de cultivo. Se
cuantificé la variabilidad de los medios de cultivo en los distintos lotes a lo largo de los
4 afios de investigaciéon empleando AC no supervisado.

1- Sobre los espectros almacenados en la base de datos GRUPO A (contiene los
espectros de los medios de cultivo G1 Plus y G2 de distintos lotes) se realizo el pre-
tratamiento espectral (derivada y normalizacion).

2- Para el calculo de la distancia espectral del conjunto de espectros se empleo la
metodologia propuesta por Rebuffo y col. (Rebuffo y col., 2006). Se tomaron todas las
derivadas de los espectros normalizadas se analizaron en todas las ventanas espectrales
independientemente y todas juntas para observar si existia variabilidad en la composicion
de carbohidratos (1200-900 cm™), proteinas (1800-1500 cm™) o lipidos (3000-2800 cm’

1. La variabilidad o varianza dentro de la poblacion se midié a través de la distancia

espectral media ( 3) mas o menos dos veces la desviacion de la distancia espectral (s)
(D +2s) , que es una medida de la disimilitud. D es igual a (1-r) x 1000 y r es el
coeficiente de correlacion de Pearson (Bosch y col., 2008; Kohler y col., 2105; Rebuffo
y col., 2006).
3- Las matrices de correlacion obtenidas se emplearon para construir
dendrogramas aplicando el algoritmo Average Linkage. Los valores de fusion obtenidos
para los dendrogramas generados se correspondieron con las distancias espectrales

indicativas de las varianzas entre los espectros.
6.1.2.1.2 Analisis de cluster supervisado

El procedimiento para realizar un AC supervisado es el siguiente (ver esquema
de trabajo en la Figura 15):
1- Se clasifican primeramente los espectros de la base de datos en las clases o

grupos que se desean discriminar. Por ejemplo en el estudio que se realizdé sobre la
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discriminacion de los embriones por su morfologia, los espectros de los sobrenadantes de
cultivo almacenados en la libreria espectral en el GRUPO Bl, fueron clasificados
primeramente en 4 clases segun si provenian de embriones con morfologia I, IL, Il o IV.
En el caso del estudio de discriminacion entre espectros que provenian de embriones que
implantaban de los que no implantaban primeramente se clasificaron los espectros en dos
clases, los que provenian de embriones que implantaron de los que no implantaron
(GRUPO B2 de la libreria espectral).

2- Se cargan los espectros, sus derivadas primeras y segundas empleando el
software Opus 7.0 (Bruker Optics) coloreando con diferentes colores cada clase de
manera de poder diferenciarlos en la pantalla de la computadora.

3- Se analizan primero los espectros, luego las derivadas primeras y por ultimo las
derivadas segundas. Se busca en ellos las principales diferencias entre los grupos de
espectros a analizar. Para ello se analiza de manera visual qué ventanas o regiones
espectrales contienen las mayores diferencias entre dichas clases, es decir qué ventanas
espectrales contienen la menor varianza entre los espectros de la misma clase, y la
maxima varianza entre los espectros de diferente clase. A modo de ejemplo en la Figura
14 se indica una comparacion entre derivadas primeras de dos clases de espectros
(derivadas primeras de espectros una clase en rojo y las derivadas primeras de los
espectros de la otra clase en azul). En amarillo se indican las ventanas espectrales que se
seleccionaron donde las diferencias entre las derivadas de una misma clase fueron
minimas y las diferencias entre clases fueron maximas

4- Se emplean dichas regiones espectrales para calcular el coeficiente de Pearson,
distancia Euclideana (Standard) o Normal to reprolevel y poder establecer
matematicamente la disimilitud entre los grupos o espectros comparados.

5- Se construye el dendrograma que mostrara dichas diferencias o disimilitudes.
Como se mencion6 anteriormente, éste puede ser representado utilizando el algoritmo de

Ward o Average linkage.
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1. Derivative
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Figura 14. Ejemplo: diferenciacion entre dos clases de espectros. Las
zonas amarillas son las zonas donde la varianza entre los replicados de
las derivadas de los espectros de cada tipo de muestra (espectros rojos o
espectros azules) son minimas y las diferencias entre las clases son

maximas.
Espectros o sus derivadas Busqueda de ventanas Empleo de las regiones espectrales
primeras y segundas espectrales donde seleccionadas para el calculo de las
clasificados previamente en existan las maximas . distancias espectrales.
clases varianzas entre las ‘ Representacion de las diferencias a
clases través de un dendograma
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Figura 15. Esquema del procedimiento para el andlisis de cluster
supervisado. Paso 1- clasificacion de los espectros, Paso 2- carga de
espectros y sus derivadas, coloreo de espectros segun el grupo al que
pertenezcan, Paso 3-busqueda de diferencias entre los grupos, Paso 4-
calculo de AC por diferentes metodologias, Paso 5- contrucciéon del

dendrograma.

6.1.2.2 Redes Neuronales Artificiales (RNAs)

Las redes neuronales artificiales son modelos computacionales inspirados en los

principios "de organizacion" utilizados en el ser humano. Estos sistemas de calculo se
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asemejan a las redes neuronales bioldgicas al utilizar nodos (neuronas) interconectados.
Estos nodos reciben la informacion, realizan operaciones sobre los datos y transmiten sus
resultados a otros nodos. En los sistemas de RNA el conocimiento es adquirido por la red
por un proceso de aprendizaje y luego la fuerte conexion entre las neuronas guarda esa
informacion adquirida (Dayhoff'y DeLeo 2001; Ozaki y Murayama 2001).

Las RNA se utilizan como aproximadores universales, capaces de adaptar
cualquier funciéon continua, lineal o no lineal, entre variables independientes y
dependientes. Consisten basicamente en inputs (como sinapsis), que se multiplican por
pesos/importancia (weights). Si el peso es alto, entonces el input sera fuerte. Mediante el
ajuste de los pesos podemos obtener el output (salida) que queremos para inputs
especificos. Pero cuando tenemos una RNA de cientos o miles de neuronas, seria bastante
complicado encontrar manualmente todos los pesos necesarios. Para ello se cuenta con
algoritmos que pueden ajustar los pesos de las RNAs para obtener la salida deseada. Este
proceso de ajustar los pesos se llama aprendizaje o entrenamiento. El entrenamiento
comienza con pesos al azar, y la meta es ajustarlos para que el error sea minimo.

Entre las arquitecturas o patrones de conexion que pueden adoptar, uno de los mas
empleados son los basados en perceptron multicapa (Multilayer Perceptron-MLP)
(Figura 16). Estas son redes neuronales de tres capas (capa de ingreso, capa oculta, capa
de salida) totalmente conectadas, que se re-alimentan (feedforward: la modificacion o
control de un proceso se realiza utilizando los resultados o efectos previos). Esto significa
que la salida de cada input y neurona oculta distribuye a todas las neuronas en la siguiente
capa (Figura 16). La arquitectura de las redes neuronales puede ser variable (pueden tener
diferente nimero de capas ocultas) pero todas ellas tienen una capa de entrada y una capa
de salida. Cuando hay més de una capa oculta, la salida de cada una se introduce en la

siguiente capa.

8 Y1

X, .
5 Q e
X4 O Syn 'Zn
Xy O

Figura 16. Estructura de Multilayer Perceptron. En este caso la RNA
consta de una capa de ingresos (xs), una interna (y,) y una de salida (zn).
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Para llevar a cabo el proceso de aprendizaje hay diferentes alternativas, una de
ellas es emplear el algoritmo de Back propagation. Este algoritmo calcula la magnitud
del error entre las respuestas experimentales y predichas, a continuacion optimiza los
parametros y vuelve a generar una RNA. El procedimiento se repite hasta que se alcanza
la convergencia, es decir que se logra un nivel de error bajo. Las RNA que implementan
este tipo de algoritmo tienen pocas capas, ya que el tiempo de entrenamiento crece
exponencialmente (Gupta, 2013; Udelhoven y col., 2003).

El software NeuroDeveloper® (Synthon, Heidelberg, GmbH) fue la herramienta
elegida en este trabajo para realizar el estudio de discriminacion por RNA. Este consta de
cuatro modulos especializados, cada uno disefiado con la finalidad de desarrollar el
procedimiento de clasificacion mas sencillo para el operario. El estudio comienza con el
FeatureDeveloper que ofrece una visualizacion facil de los espectros crudos, en esta
etapa se emplean métodos altamente sofisticados para la seleccion de longitudes de onda
y compresidon que permitirdn obtener mejores algoritmos de clasificacion. Luego,
empleando los espectros pre-procesados el NeuroSimulator realiza un entrenamiento de
redes neuronales artificiales basadas en estructuras definidas por el usuario. El desarrollo
de redes neuronales modulares y organizadas jerdrquicamente de cualquier grado de
complejidad se lleva a cabo en el ModuleDeveloper. Posteriormente, la evaluacion de
nuevos datos por las RNA construidas y el uso de redes jerarquicas se logra mediante el
modulo de Classification, que ofrece una documentacion completa a través de
impresiones y archivos de registro (Figura 17) (Udelhoven y col.,, 2003, The
NeuroDeveloper® 2.5 Manual, 2014).
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FeatureDeveloper

Formato de archivo
* OPUS, JCAMP, ASCII
Pre-tratamiento de datos
* Suavizado, derivadas (Stavitzky-Golay), promedio de espectros, auto escalado,
normalizacién vectorial.
Seleccidn de caracteristicas
* Seleccidn de ventanas espectrales interactiva/manual, seleccion
univariante/multivariante de niimeros de onda
Extraccidn de caracteristicas
* PCA, transformacién niimeros de onda
Visualizacidn
* Visualizacién espectral, visualizacion de pasos de pre-procesamiento y reduccion de
nimeros de onda
Separabilidad del pre-test
Separacién del set de datos
* Creacion de set de datos de entrenamiento por seleccidn al azar o manual
Documentacidn
* Lista de archivos, lista de seleccién de niimeros de onda, archivo de los pardmetros dela
creacion automadtica de set de datos

NueroSimulator
* Entrenamiento supervisado de la red
* Guardado de la red cuando un nuevo error minimo de entrenamiento es alcanzado
* Retroceso de una red neuronal a una posicion arbitraria en la curva de error una vez
terminado el entrenamiento
* Visualizacion del error
* Blsqueda automatica de una buena topologia de RNA

ModuleDeveloper

* Creacion de redes neuronales modulares, permitiendo para cada sub-red un flujo de
trabajo de pre-procesamiento separado para la clasificacion de muestras desconocidas

Classification

VAV AN

* Clasificacién de espectro desconocidos/nuevos usando una RNA tinica o modular
* Deteccion de valores atipicos (outlier) usando diferentes anélisis

* Acceso alos resultados de cualquier sub-red en una RNA modular

* Visualizacion de outputs de la red

* Reporte detallado de la clasificacion

Figura 17. Esquema general de los mddulos del software
NeuroDeveloper® (The NeuroDeveloper® 2.5 Manual, 2014).

Teniendo en cuenta los modulos que ofrece el software NeuroDeveloper® ¢l
esquema de trabajo para el entrenamiento y validacion de las redes fue el siguiente

(Figura 18):
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Ingreso de datos 'y :> Agrupamiento :> Optimizacion de
pre-tratamiento del set de datos parametros de la red

Desafio de la ‘;?llti;l::;én Entrenamiento
red neuronal <: Y <: de lared
externa

Figura 18. Esquema general de trabajo para el entrenamiento y
validacion de las RNAs.

Clasificacion de los datos de ingreso: Los datos de ingreso lo constituyen los
espectros de los sobrenadantes de cultivo de embriones previamente clasificados en la
libreria espectral del GRUPO B2 por su potencial de implantacion (produjo implantacion,
no produjo implantacion). Dentro de cada grupo los datos fueron reagrupados del
siguiente modo:

Set de entrenamiento: Se eligieron al azar 70 % de los espectros para ser
empleados para el entrenamiento y validacion interna. De modo que dentro de este grupo
se armaron dos carpetas, una con el 80% de los espectros para ser empleados para el
entrenamiento de la red (training set), y la otra con el 20% restante se empleard en un la
validacion interna (test set).

Set de validacion externa: comprendio el 30 % restante. Estos espectros se
reservaron para levar a cabo la validacion externa

En todos los espectros de todas las carpetas se realizan los procedimientos de pre-
tratamiento, obtencion de derivadas segundas y normalizacion (global o respecto alguna
ventana en particular). Luego se seleccionan ventanas espectrales.

Optimizacion de parametros de la red neuronal: Para cada estudio realizado se
llevé a cabo una optimizacion del nimero de niveles jerarquicos de la red, del numero de
capas ocultas (topografia de la red), este software utiliza RNA con arquitecturas del tipo
Multilayer Perceptrons con el algoritmo de entrenamiento Resilient propagation (Rprop).
Los parametros de la red fueron optimizados teniendo en cuenta el error minimo (SSE)
calculado en cada paso (Figura 19).

Validacion de las RNAs: Con el 30 % de los espectros que se no fueron utilizados
en el entrenamiento de la RNA se llevo a cabo la validacion externa. La clasificacion
obtenida fue luego validada mediante dos técnicas: “winner takes all” (WTA) y la regla

402040.
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La habilidad de las RN As para aprender automaticamente de los ejemplos las hace
atractivas y emocionantes. En lugar de seguir un conjunto de reglas especificadas por
expertos, parecen aprender reglas subyacentes del conjunto de datos representativo de la
poblacion. Esta es una de las principales ventajas de las redes neuronales sobre los

sistemas tradicionales de clasificacion.

() (b)

Estructura de la red Entrenamiento (SSE vs. ciclos de entrenamiento)

RProp

Training
—— Validation

SSE Error

output layer
output units

hidden units T T T T T T T T
hidden layer 0 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200

Training cycles

Input layer
Input units

Figura 19. (a) Estructura de la red neuronal artificial. (b) Grafico de
determinacion del error minimo.

6.1.2.3 Analisis de datos por métodos no supervisados

Los métodos multivariantes no supervisados tienen como objetivo encontrar una
agrupacion en una nube de datos no clasificados previamente.

En contraposicion a los métodos supervisados, la mayoria de los métodos de
modelado estadistico cldsicos, imponen un minimo de presunciones distributivas y de
requisitos de independencia, la idea es “dejar que los datos hablen por si mismos”
(Kohler y col., 2008).

La aplicacion de métodos multivariantes no supervisados se puede llevar a cabo,
por Analisis Factorial (AF) y Andlisis de Componente Principal (ACP), los cuales nos
permiten analizar un solo tipo de datos, en este caso los espectros FTIR. Dentro de los
estudios mas complejos podemos citar el andlisis de Minimos Cuadrados Parciales
(Partial Least Squares-PLS), que permite encontrar y revelar las principales covarianzas
dentro de dos grupos de datos (un grupo constituido por espectros FTIR y otro compuesto
por las caracteristicas registradas de los pacientes y los embriones).

La aplicacion y estudio de las metodologias de analisis no supervisados de tipo

AF, PCA y PLS se realizaron bajo la guia y entrenamiento del Dr. Achim Kohler y su
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grupo de especialistas, en un primer momento via Skype y luego mediante una estadia de
dos meses que realicé en su laboratorio en el Departamento de Matematicas y Tecnologia,

de la Universidad de As, Noruega.

6.1.2.3.1 Analisis de un solo conjunto de datos

Cuando se recoge la informacion de un conjunto de datos, lo mas frecuente es
tomar el mayor nimero posible de variables. Sin embargo, si tomamos demasiadas
variables sobre un conjunto de objetos, tendremos que considerar un gran nimero de
posibles coeficientes de correlacion. Otro problema que se presenta es la fuerte
correlaciéon que muchas veces se presenta entre las variables: si tomamos demasiadas
variables, puede que estén relacionadas o que midan lo mismo bajo distintos puntos de
vista. Es por ello que se hace necesario reducir el numero de variables. Es importante
resaltar el hecho de que el concepto de mayor informacion se relaciona con el de mayor
variabilidad o varianza. Cuanto mayor sea la variabilidad de los datos (varianza) se

considera que existe mayor informacion (Tusell, 2012).

6.1.2.3.1.1 Analisis de Componente Principal (ACP)

Como se dijo anteriormente el ACP empleado como método no supervisado es
exploratorio, o de clasificacion objetiva. Busca describir la estructura de los datos
espectrales sin un conocimiento o clasificacion previa de las muestras.

Para estudiar las relaciones que se presentan entre p variables correlacionadas (que
miden informacion comun) este tipo de analisis utiliza una transformacion ortogonal.
Convierte el conjunto original de variables en otro conjunto de nuevas variables no
correlacionadas entre si (que no tengan repeticion o redundancia en la informacion),
llamado conjunto de componentes principales (CP). Las nuevas variables son
combinaciones lineales de las anteriores, y se van construyendo segun el orden de
importancia en cuanto a la variabilidad total que recogen de la muestra (Li y Wang, 2014;
Kohler y col., 2015). Es decir, los CP se ordenan de tal manera que el primer CP da cuenta
de la varianza principal, mientras que el segundo contiene la segunda variacion, y asi
sucesivamente. Cada CP se relaciona con un patrén de variacion de muestra

independiente y un patrén de variacion variable independiente, que puede representarse
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en graficos de scores y correlaciones de loading, respectivamente (Figura 20) (Kohler y
col., 2015).

De modo ideal, se buscan m < p variables que sean combinaciones lineales de las
p originales y que estén no correlacionadas, recogiendo la mayor parte de la informacion
o variabilidad de los datos. El ACP es una técnica matematica que no requiere la
suposicion de normalidad multivariante de los datos, aunque si esto ultimo se cumple se

puede dar una interpretacion mas profunda de las componentes.

- - Nuevo espacio
Conjunto de Espacio de :
A s de componentes
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Figura 20. E1 ACP se aplica al "conjunto de datos original" (arriba a la
izquierda). El algoritmo gira el espacio de datos original (centro superior) en un
"nuevo espacio de componentes principales” (arriba a la derecha), como los nuevos
ejes; aqui PC1 y PC2 corresponden a la direcciéon de mayor varianza calculada a
partir de los datos. En este ejemplo, el "grafico de scores del PCA" (abajo a la
derecha) representa un plano bidimensional que normalmente permite extraer

conclusiones cualitativas sobre la separacidn de las muestras.

Este andlisis puede ejecutarse utilizando diferentes algoritmos como la
descomposicion de valores singulares (singular value decomposition-SVD) o los minimos
cuadrados parciales no iterativos (non-iterative partial least squares-NIPALS).

Los software PyChem y MATLAB fueron las herramientas disponibles en este
trabajo para realizar el estudio de discriminacioén por ACP.

» Los procedimientos involucrados para el ACP en el Software PyChem

incluyeron:
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1- Los espectros en formato .0 (Opus 7.0) se convirtieron en formato .CVS, para
esto se debid recurrir al software OMNIC 7 (Thermo Fisher Scientific).

2- La carga de los datos en PyChem se realiza en dos pasos, primero se importan
las absorbancias espectrales registradas para los espectros y posteriormente los nimeros
de onda de la region espectral.

3- Seleccion de las regiones espectrales para el analisis.

4- El pre-tratamiento que dispone el software permite realizar una derivada con
diferentes filtros y una normalizacién vectorial.

5- El software dispone de diferentes opciones para realizar el calculo del ACP, ya

sea por SVD o NIPALS.

» Los pasos involucrados para analizar el ACP en el Software MATLAB
incluyeron:

1- Los espectros en formato .0 (Opus 7.0) se convirtieron en formato saisr, para
esto se debio recurrir al software The Unscrambler® X (CAMO Software). De todos los
espectros se genera un unico archivo que incluye las absorbancias, numeros de onda y
nombres de los espectros.

2- Para la carga de los espectros se incorpora en los codigos Matlab la ubicacion
donde se almaceno el archivo generado en el paso 1.

3- Seleccion de las regiones espectrales para el analisis.

4- El pre-tratamiento incluye la aplicacion del método EMSC y la derivada
segunda normalizada.

5- Los cddigos MATLAB fueron desarrollados en base al algoritmo NIPALS para

realizar los calculos de ACP.

6.1.2.3.1.2 Analisis Factorial

El Anélisis Factorial es un método multivariante que pretende expresar p variables
observables como una combinacion lineal de m variables hipotéticas o latentes,
denominadas factores (Cuadras, 2014). Este analisis se utiliza para identificar un conjunto
de factores no observados que reconstruyen la complejidad de los datos observados. El
factor extraido debe retener toda la informacidon importante disponible en los datos
originales, mientras que la informacion innecesaria y/o redundante, asi como el ruido se

eliminan. Es una herramienta destinada a generar una nueva teoria explorando factores
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latentes que explican mejor las variaciones e interrelaciones de las variables manifiestas
(Matsunaga, 2010).

El AF tiene una formulacion similar a la del ACP, por ello puede ocurrir que se
tomen como sindénimos sin embargo ambas estrategias son diferentes. El objetivo de
ambas es reducir la dimensionalidad de un conjunto de datos, pero los enfoques adoptados
para hacerlo son diferentes.

El AF busca reproducir las inter-correlaciones entre las variables, en las que los
factores "representan la varianza comun de las variables, excluyendo la varianza tinica”.
En términos de la matriz de correlacion, esto se corresponde a centrarse en explicar los
términos fuera de la diagonal (es decir, la covarianza compartida), mientras que la ACP
se centra en explicar los términos que se sitiian en la diagonal. Es decir en ACP, si alguna
variable individual es casi independiente de todas las demas variables, entonces habréa un
componente principal correspondiente a cada una de esas variables, por lo que ese CP
sera casi equivalente a la variable correspondiente. Por el contrario, un factor comtn en
el analisis factorial debe contribuir a al menos dos de las variables, por lo que no es posible
tener un factor comuin de "una sola variable".

Por lo tanto, para un conjunto dado de datos, el nimero de factores requeridos
para un modelo de factor adecuado no es mayor -y puede ser estrictamente menor- que
el nimero de CPs requeridos para explicar la mayor parte de la variacion en los datos.

A pesar de sus diferentes formulaciones y objetivos, puede ser informativo mirar
los resultados de ambas técnicas en el mismo conjunto de datos.

» El software Opus 7.0 dispone del método quemométrico de AF, su aplicacion
requiere de los siguientes pasos:

1- Abrir el Pack Indetity Test en el software.

2- Carga de los espectros

3- Seleccion de regiones espectrales que se desean estudiar.

4- El pre-procesamiento incluyo la derivada segunda normalizada de forma
vectorial.

5- Seleccidn el método de analisis Factorization.

6.1.2.3.2 Analisis de dos conjuntos de datos

6.1.2.3.2.1 Minimos Cuadrados Parciales (Partial Least Squares - PLS)
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El analisis de datos biologicos a menudo implica problemas debido a la alta
dimensionalidad y multicolinealidad. El analisis de PLS, fue introducido por Wold
(1966), y se ha utilizado como un enfoque alternativo para la regresion de minimos
cuadrados ordinarios (MCO) en los modelos de regresion lineal que surgen en varias
disciplinas como la quimica, la economia, la medicina, la psicologia y la ciencia
farmacéutica (de Jong, 1993).

El PLS es una técnica ampliamente utilizada para optimizar la separacion entre
diferentes grupos de muestras, que se alcanza uniendo dos matrices de datos X (por
ejemplo, datos brutos/crudos/raw) e Y (por ejemplo, grupos, pertenencia a clases, etc.)
Este andlisis pretende maximizar la covarianza entre las variables independientes X
(lecturas muestrales) y la correspondiente variable dependiente Y (clases, grupos, es decir,
los objetivos que uno quiere predecir) de variables de datos altamente
multidimensionales, mediante la busqueda de un sub-espacio lineal de las variables
explicativas. Este nuevo sub-espacio permite la prediccion de la variable ¥ basada en un
nimero reducido de factores (componentes PLS). Estos factores describen el
comportamiento de las variables dependientes Y y abarcan el sub-espacio sobre el cual se
proyectan las variables independientes X. Esta metodologia proporciona una
interpretacion visual de conjuntos de datos complejos a través de una disminucion de su
dimension, utilizando graficos de scores de facil interpretacion que ilustran la separacion
entre los diferentes grupos (Gromski y col., 2015).

» En PLS-DA se corre bajo el software MATLAB, y conlleva los diferentes

procedimientos (Figura 21):

1- Los espectros en formato .0 (Opus 7.0) se convirtieron en formato saisr, para
esto se debid recurrir al software The Unscrambler® X (CAMO Software).

Una vez cargados los espectros se deben corroborar y volver a escribir sus
nombres. Las variables que formardn la matriz ¥ se generan a partir de los datos
incorporados en los nombres de los espectros. Por ello, es fundamental corroborar que los
nombres de los espectros incluyan las variables ¥ que se desean analizar, y que éstas se
encuentren en el mismo orden y tengan la misma cantidad de caracteres.

De todos los espectros y sus nombres se genera un unico archivo que incluye las
absorbancias, nimeros de onda y nombres de los espectros (formato saisr).

2- Para la carga de los espectros se incorpora en los codigos Matlab la ubicacion
donde se almaceno el archivo generado en el paso 1.

3- Seleccion de las regiones espectrales para el analisis.
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4- El pre-tratamiento incluye la aplicacion del método EMSC y la derivada
segunda normalizada.

5- Los c6digos MATLAB permiten seleccionar de manera conjunta y alternada
las diferentes caracteristicas que se quieran incluir en la matriz ¥. Para ello se indica en
los codigos Matlab la posicién que ocupa en el nombre la caracteristica que quiere
estudiarse, y esta serd transformada e incluida en la matriz en una matriz.

De ser necesario se deben normalizar los datos incluidos en la matriz ¥

6- Se corren los codigos que permiten realizar el analisis PLS.

The Unscrambler@)‘g

5] e ot e s bt

1- Se importan los espectros al software The Unscrambler® X.
Se corroborar los nombres de los espectros.
Se genera un solo archivo (formato sairs).

@\ MathWorks:

2- Carga de los espectros

3- Seleccidn de las regiones espectrales
4- Pre-tratamiento: EMSC y la derivada

segunda normalizada. =
5- Seleccién de manera conjunta y alternada
las diferentes caracteristicas que se quieran

incluir en la matriz Y.

Normalizar los datos incluidos en la matriz Y.

6- Se corren los cddigos que
permiten realizar el andlisis PLS.

Figura 21. Procedimientos para realizar PLS-DA bajo el software
MATLAB. 1- Se importan los espectros al software The Unscrambler® X.
Se corroborar los nombres de los espectros. Se genera un solo archivo
(formato sairs), 2- Carga de los espectros, 3- Seleccién de las regiones
espectrales, 4- Pre-tratamiento: EMSC y la derivada segunda
normalizada, 5- Seleccién de manera conjunta y alternada las diferentes
caracteristicas que se quieran incluir en la matriz ¥. Normalizar los datos
incluidos en la matriz Y. 6- Se corren los c6digos que permiten realizar el
analisis PLS.
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MODULO A

OBTENCION DE EMBRIONES Y SOBRENADANTES DE
CULTIVOS DE EMBRIONES IN VITRO

1 Pacientes y procedimiento de fertilizacion in vitro

Durante el periodo comprendido entre octubre 2012 a diciembre de 2015 firmaron
el formulario de consentimiento y participaron del estudio de investigacion propuesto 414
pacientes. De acuerdo a los datos extraidos posteriormente de la plataforma digital
OpenClinica, las mujeres incluidas tenian entre 27 y 41 afios de edad (edad promedio
37), y sus parejas entre 28 y 56 afios (dentro de este grupo se verifico un solo paciente de
63 afios, edad promedio del grupo 39). Las causas de infertilidad que presentaban los
pacientes incluyeron: 54,35% factor masculino, 15,45% baja respuesta, 14,73% edad
reproductiva avanzada, 9,9% tubo peritoneal, 8,21% endometriosis y 4,34% sindrome de
ovario poliquistico. En algunos casos mas de un factor contribuy¢ a la infertilidad. Las
estadisticas encontradas en la poblacion analizada en este trabajo sobre la incidencia del
factor masculino en la incapacidad de poder concebir un hijo de manera natural, coincide
con datos reportados previamente que indican que el hombre es responsable
aproximadamente del 50% de los casos de infertilidad (Stephen y col., 2006).

Contrariamente a lo que se cree, los tratamientos de FIV no garantizan el éxito de
embarazo en la mujer, entre el 38-49% de las parejas que inician dichos tratamientos no
tendran éxito (van Loendersloot y col., 2013). Debido a esta baja efectividad es que los
pacientes se someten a varios ciclos hasta lograr concebir. La Figura 1 muestra la
distribucion de las pacientes analizadas en este estudio teniendo en cuenta el numero de
ciclos de tratamientos de FIV que hubieran experimentado previamente. Para la mayoria
de las parejas incluidas (63%), éste representaba su primer ciclo de reproduccion asistida
de alta complejidad. El 38,89 % de las parejas habian transcurrido algun ciclo previo, y
solo el 1,69 % tuvieron mas de 2 tratamientos anteriores. Si bien entre los criterios de
inclusion especificados para este estudio se indicaba que se incluirian solo parejas con no

mas de 2 tratamientos previos, 7 pacientes no cumplieron con dicho criterio.

101



60,63

28,02

Pacientes (%)

9,18 1,45 0,24

NINGUNO I I1 I 1\%
Numero de ciclos previos

Figura 1. Distribucién de pacientes segin el numero de ciclos previos de
tratamientos de alta complejidad.

Con cada ciclo menstrual natural, el sistema hormonal femenino regula la
ovulacion de un unico ovocito. La hormona GnRH (sintetizada por el eje hipotdlamo)
promueve la secrecion de las gonadotrofinas FSH y LH, quienes ejercen su funcion en el
ovario. Existen dos tipos de andlogos de la GnRH, agonistas y antagonistas, ambos se
consideran idoneos para evitar que en las estimulaciones ovaricas controladas se produzca
un pico prematuro de LH que provocaria no poder captar los ovocitos en la punciéon y por
tanto tener que cancelar el ciclo. Como puede observarse en la Figura 2 las agonistas
producen un incremente inicial de FSH y LH y luego su supresion, mientras que los
analogos antagonistas dan una supresion inmediata de las hormonas (Barros San
Cristobal, 2014). No hay evidencia de una diferencia en la posibilidad de lograr un
embarazo tras comparar el uso de antagonista y agonista de la GnRH (Al-Inany y col.,
2016, Mackey y col., 2016). En cuanto al tratamiento hormonal dado en este estudio para
la hiperestimulacion ovarica, el 93,48 % de las pacientes recibid tratamiento con

antagonistas y solo 4,6% con agonistas.

Agonistas GnRH
Incremento inicial de FSHy
LH seguido de supresion Antagonistas GnRH
Supresion inmediata y
profundade FSHy LH

Figura 2. Perfil sérico de las gonadotrofinas tras la administracién de los
dos tipos de analogos de GnRH.
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Al mismo tiempo que se estudian posibles causas de infertilidad en la mujer y se
realizan los procedimientos para la recuperacion de ovulos, se obtiene y analizan las
caracteristicas seminales. La calidad del semen se emplea como medida sustitutiva de la
fecundidad masculina a través del analisis de los parametros espermaticos, los que suelen
dirigir la clasificacion del diagnostico de la enfermedad y la seleccion de FIV o ICSI
(Zheng y col., 2015). En los ultimos afios se ha observado un gran incremento en la
aplicacion de procedimientos de ICSI por sobre los de FIV. Sin embargo, no se cree que
se deba al aumento proporcional de la infertilidad masculina, sino a un uso mas difundido
de esta técnica en casos de infertilidad mixta, infertilidad inexplicada, infertilidad
masculina leve, bajo nimero de ovocitos y fallas de fertilizacion (Calhaz-Jorge y col.,
2016). Durante los procedimientos de fertilizacion en este estudio en 173 casos se realizo
FIV, 174 casos ICSI y para uno de los pacientes se realizd un tratamiento combinado de
FIV+ICSI. De estos procedimientos se obtuvo ovocitos en metafase Il y posteriormente
se observaron 1421 cigotos con 2 pronucleos (PN), y 1448 embriones clivados.

De cada paciente se obtuvo entre 1 y 14 embriones, los cuales eran evaluados
durante su desarrollo registrando las diferentes caracteristicas morfoldgicas como se
detall6 en la seccion de Métodos (2.1 Clasificacion morfologica de embriones). Teniendo
en cuenta el nimero de embriones totales de la cohorte de embriones de cada paciente y
sus caracteristicas morfologicas se transfirieron 1 o 2, eligiendo aquellos que presentaran
las mejores caracteristicas morfologicas de la cohorte.

De los ciclos iniciados un total de 497 embriones se transfirieron en dia 3 (39
transferencias de 1 embrion y 229 transferencias de 2 embriones). Por otro lado, 39
embriones se transfirieron en el estado de blastocisto en dia 5 (14 transferencias de 1
embrion y 12 transferencias de 2 embriones), sin embargo estos ultimos no fueron
considerados en este estudio.

A lo largo de todo el periodo en que transcurrié esta investigacion se fueron
tomando muestras de los diferentes lotes de medios de cultivo G1 Plus, G2 y aceite
utilizados. Se colect6 un total de 90 muestras de cada uno. Los sobrenadantes recuperados
junto con las muestras de los medios de cultivo y el aceite se enviaron desde el Centro de
fertilizacion PREGNA al laboratorio de Bioespectroscopia en la ciudad de La Plata. El
envio se realizo bajo estrictas normas de seguridad bioldgica. Para ello se contratd un
servicio de envio especial puerta a puerta que trasladaba el material en contenedores

adecuados para las muestras, con hielo seco y perfectamente embalado.
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MODULO B

CONSTRUCCION DE UNA PLATAFORMA PARA ALMACENAR,
EXTRAER Y UTILIZAR LA INFORMACION GENERADA

1 Construccion de la plataforma OpenClinica

Durante el desarrollo de esta investigacion se aplicaron estrictas normas
internacionales de bioseguridad, aplicando las "Buenas Practicas en Manejo de Datos para
Investigacion". Para tal efecto fue necesario desarrollar una herramienta informatica
basada en un sistema de formularios y protocolos para el almacenamiento, clasificacion,
analisis y visualizacion de datos.

Los obstaculos cientificos, reglamentarios, contractuales y de seguridad del
paciente para iniciar un estudio clinico son bastante dificiles, por lo cual la tecnologia no
debe formar parte de esa lista. OpenClinica, es un software para ensayos clinicos de
codigo abierto, el cual se generd debido a que los existentes eran poco flexibles, caros e
imponian obstaculos para un inicio rapido y eficiente del estudio. Lanzado por primera
vez en 2005, OpenClinica se ha convertido en el software para ensayos clinicos de mas
rapido crecimiento del mundo, en parte porque ayuda a eliminar estos obstaculos.

La base de datos (Figura 3) se encuentra operando efectivamente en el sitio web

http://OpenClinica/pages/login el cual estd restringido por claves personales a los

integrantes del proyecto. Una vez construida, se almacenaron en ella los datos
recolectados en el Centro de fertilidad PREGNA asociados a la obtencion de los 6vulos
y espermatozoides, cultivo de embriones, evaluacion de la morfologia, recoleccion de
sobrenadantes de cultivo, transferencia de embriones seleccionados, datos asociados a
estos procedimientos tales como edad de la madre, altura, peso, tabaquismo, etc. Por otro
lado, en el laboratorio de Bioespectroscopia se registrd la informacion relacionada al
analisis espectral de los sobrenadantes de cultivo de embriones.

La construccién de dicha herramienta informatica se bas6 en el desarrollo de 7

formularios (ANEXO III) que en conjunto reclutan el total de la informacion:
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Figura 3. Esquema de la base de datos OpenClinica.

Formulario 00: Evaluacion de Elegibilidad. Este formulario consta de un

cuestionario en el que la pareja da su consentimiento o no, a ser parte de esta investigacion
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y autoriza la divulgacion de la informacion médica, permite a su vez evaluar si la misma
retne los requisitos para aceptar su admision al mismo.

Formulario 01: Admision. Contiene los datos clinicos de la pareja que participara
de la investigacion.

Formulario 02: Datos del tratamiento. En €l se vuelcan los datos sobre la
estimulaciéon a la madre (drogas empleadas, tiempos, etc.) y las condiciones y
caracteristicas de los 6vulos recolectados.

Formulario 03: Datos recolectados durante la fertilizacion in vitro. Registra la
cantidad de embriones fecundados, la informacion sobre las caracteristicas morfologicas
de los embriones, las caracteristicas y calidad de la transferencia embrionaria.

Formulario 04: Datos espectroscopicos. Datos sobre el envio de muestras de
sobrenadantes de medios de cultivo desde el Centro de Fertilidad Buenos Aires-Pregna al
laboratorio de Bioespectroscopia. Esta planilla registra los ID de los sobrenadantes
enviados, indica la calidad morfoldgica del embrion del cual proviene cada sobrenadante
remitido y otros datos de interés sobre los embriones y la madre.

Formulario 05: Datos del embarazo. Registra la evoluciéon de parametros
sanguineos de la madre asociados al embarazo (subunidad Beta de la Hormona
Gonadotropina Corionica), las caracteristicas de la evolucion del embarazo (bioquimico,
aborto clinico, embarazo ectopico, embarazo clinico), tipo de embarazo (unico, multiple).

Formulario 06: Datos del recién nacido. Contiene la descripciéon sobre
complicaciones durante el embarazo, fecha del parto, edad gestacional, peso, sexo, de/los
recién nacidos.

Paralelamente a la construccion de la base OpenClinica se desarrollé un manual
o instructivo dirigido al personal involucrado que describen: los procedimientos para la
recoleccion y manejo de datos empleando estos formularios; y el acceso y manejo del

sistema de OpenClinica (ANEXO IV).

2 Procedimientos del Ensayo Clinico

Teniendo en cuenta la informacion generada durante los tratamientos de
reproduccién asistida re realizdo un esquema del flujo de trabajo con los datos mas
relevantes (Figura 4). A partir de ellos se determind que la tasa de embarazo fue del 37%
(109/294), pero debido a abortos involuntarios y embarazos ectopicos, la tasa de

embarazo en curso fue del 27,2% (80/294).
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El Registro Argentino de Fertilizacion Asistida (RAFA, 2004-2014) (Mackey,
2016) muestra valores similares al que fue hallado por nosotros (28,92 % periodo 2004-
2012; 27,62 % afio 2013 y 26,87% aiio 2014). Sucede lo mismo con los datos arrojados
por el ultimo reporte publicado por la Sociedad Europea de Reproduccion Humana y
Embriologia (28,6 % afio 2012, ESHRE, 34 paises participantes) (Calhaz-Jorge y col.,
2016), mientras que el divulgado por la CDC de los Estados Unidos (36,4 % afio 2012)
(Sunderam y col., 2014) es un poco superior.

Tradicionalmente en los tratamientos de reproduccion asistida se transferian
embriones de 3 dias de crecimiento. Posteriormente y gracias a los avances en la dindmica
de cultivo embrionario que permitié6 obtener blastocistos, comenzaron a transferirse
embriones de 5 dias de desarrollo, la eleccion de esta practica experimenta un incremento
constante. La transferencia en esta etapa se considera un momento fisiolégicamente mas
apropiado, ya que imita mas de cerca el tiempo de la implantacion natural y puede mejorar
la sincronia entre el endometrio y el desarrollo del embrién (Kaur y col., 2014). El
objetivo principal de este estudio era desarrollar una metodologia que permitiera evaluar
el potencial de implantacion de embriones de 3 dias de desarrollo es por ello que la
incidencia de transferencias de blastocistos es mucho menor (8,89%) en este estudio. Al
analizar la tasa de embarazo en curso de las transferencias de embriones de 3 dias de
desarrollo este valor (26%) permanece similar al global, mientras que incrementa a un
46% si solo se tienen en cuenta los ciclos donde se transfirieron embriones de 5 dias de
desarrollo. Esta diferencia entre los valores de tasa de embarazo en curso coinciden con
lo reportado en el review realizado por Glujovsky y col. (2016) quienes analizando los
registros de que si una clinica tiene una tasa de embarazo del 29% transfiriendo embriones
de 3 dias de desarrollo, entonces ésta incrementara a un 32-42% si la clinica transfiriera
blastocistos (Glujovsky y col., 2016).

Si bien los ciclos de FIV donde se realizan transferencias de blastocisto suelen
mostrar mejores tasas de embarazo en curso en comparacion con aquellos donde se
transfieren embriones de 3 dias de cultivo, la obtencion de blastocisto en mujeres de
edades avanzadas es mads incierta, es por ello que la mayoria de las clinicas realizan
tratamientos donde se transfieren embriones en la etapa de clivaje (3 dias de cultivo).

Durante el proyecto se recolectaron sobrenadantes de cultivo de embriones de 5
dias de desarrollo, sin embargo el nimero de muestras recuperado fue muy bajo, e incluso

aun menor fue la cantidad de sobrenadantes de embriones analizados que lograron
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implantar. Por lo cual, no fue posible determinar las diferencias metabodlicas entre

embriones de 5 dias de desarrollo que implantan o no.

Pacientes enrolados (n=414)

g Ciclos cancelados (n=14)

\ 4

Pacientes con recuperacion exitosa (n=400)

Desviacion del protocolo (n=50)
Fertilizaciones canceladas (n=3)
Criopreservacion de todo el ciclo (n=1)

v

FIV 0 ICSI (n=346)

q| Fallo de fertilizacion (n=24)

v

Ciclos de fertilizacion (n=322)

i AN

Detencion del clivaje n=5)

\ 4

Ciclos en clivaje (n=317)

Figure 4. Procedimientos del Ensayo Clinico
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Transferencia dia 3 (n=317)

!

Si(n=268)

No (n=49)
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}
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Ciclos con resultados (n=294)
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(n=80)

Beta hCG negativo (n=163)
Embarazo bioquimico (n=22)
Aborto espontaneo (n=26)
Embarazo ectopico (n=3)

Figure 4. Procedimientos del Ensayo Clinico.

3 Analisis de factores que afectan la probabilidad de implantacion

I

No se transfiere
endia6
Criopreservado
(n=2)

Dado que la aplicacion de las tecnologias de reproduccion asistida (TRA) se

incrementa constantemente y sus costos emocionales asi como el tiempo y el dinero

invertido son significativos, es muy importante conocer los factores que pueden afectar

la tasa de éxito. Un area clave de investigacion, debido a que los datos reportados son

muy disidentes, es estudiar como los factores asociados al estilo de vida tales como el

tabaquismo, el consumo de alcohol y la ingestion adecuada de frutas y verduras, entre

otros, inciden en los resultados de FIV. Varios informes han sugerido que €stos repercuten
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en la reproduccion natural y la fertilidad y, por tanto, podrian ser causa de infertilidad
incrementando el nimero de parejas que requieren tratamientos de TRA. Es totalmente
posible que cambios en los estilo de vida antes de los ciclos de FIV puedan conducir a
una restauracion natural de la fertilidad, y asi reducir la necesidad de estos
procedimientos. En consecuencia, es esencial comprender como estos factores de estilo
de vida pueden afectar a los resultados, particularmente porque son comportamientos
modificables que podrian ser modificados para aumentar la probabilidad de éxito.

La informacion registrada y almacenada en la plataforma OpenClinica, cuya
eficiencia fue guiada por especialistas de IECS, debid ser reestructurada en el laboratorio
de Bioespectroscopia para poder estudiar las caracteristicas y factores relacionados a

habitos de vida de la poblacion.

3.1 Edad materna

Teniendo en cuenta los datos incorporados en la base OpenClinica se determiné
que la edad promedio de las pacientes de nuestro estudio fue de 34,4 afios para los casos
en los cuales todos los embriones transferidos implantaron (Pacientes tipo I), de 36,91
afios para aquellos en los que solo uno de los embriones transferidos completé el ciclo
(Pacientes tipo II), y de 37,9 afios promedio para los cuales no hubo implantacion de
embriones (Pacientes tipo III).

Estos resultados estarian indicando una fuerte influencia de la edad promedio de
la mujer con el resultado de la implantaciéon. Sin embargo, esto se hace notorio si
desglosamos la distribucion de edades de la mujer en 3 grupos, menores a 34 afos, entre
34 y 40 anos y mayores de 40. Analizando esta distribucion se pudo observar que en la
Pacientes tipo I (todos los embriones implantaron) no hay mujeres mayores de 39 afios,
mientras que en aquellas parejas que forman la Pacientes tipo III (no hubo implantacion)
hay una mayor proporcion de mujeres mayores a 40 afios (Figura 5). Del mismo modo
analizando la tasa de embarazo en curso global teniendo en cuenta estos tres rangos de
edades (< 34 afos, entre 34 a 39 afios y > 40 afios), nuevamente se observa que las mujeres
de edades menos avanzadas tienen mas probabilidad de lograr un embarazo cuando
transcurren por un ciclo de TRA (Figura 6). Esta misma tendencia se obtuvo al analizar

las transferencias de blastocistos.
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Figura 6. Porcentaje de embarazo en curso segun tres rangos de edades
(=34 anos, 34 a 39 aflos y = 40 afios) de las mujeres participantes.

El aumento en el retraso en la busqueda de la maternidad es resultado de la
educacion femenina, la participacion de la mujer en la fuerza de trabajo y en la busqueda
de mejorar los ingresos en el hogar. Ademas, la creciente incertidumbre econdmica, el

desempleo en jovenes-adultos y los nuevos valores incompatibles con la paternidad han
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sido identificados como factores importantes en la reciente transicion de postergacion
(Basten y col., 2013). Esto conlleva a que las mujeres de edades avanzadas requieran de
TRA para lograr un embarazo. De modo que por lo general las mujeres afrontan estos
tratamientos en edades avanzadas cuando diversos estudios han demostrado que la edad
femenina se correlaciona negativamente con el nacimiento vivo después de FIV o ICSI
(Choi y col., 2013; Nelson y col., 2011; Ottosen y col., 2007; van Loendersloot y col.,
2013). Incluso mujeres que requieren técnicas de reproduccion asistida de mas de 40 afios
pueden llegar a ser madres casi exclusivamente a través de la donacion de 6vulos de
donantes jovenes, ya que los tratamientos de FIV usando ovocitos propios muestran tasas
de éxito mas bajas debido a una combinacion de ciclos bajos de embarazo y altas tasas de
pérdida de embarazo (Kocourkova y col., 2015; Sobotka, 2013;).

De modo que lo hallado en nuestra poblacion de estudio fue consistente con los
estudios que sugieren que la edad es uno de los principales factores predictivos del
embarazo en mujeres (Calhaz-Jorge y col., 2016; Mackey, 2016; Vaegter y col., 2016;
Wiweko y col., 2010).

3.2 Indice de masa corporal materna

Otro factor que podria influenciar los resultados de los ciclos de FIV es el
sobrepeso. Se ha demostrado que la obesidad tiene consecuencias negativas para la
salud, afectando practicamente todos los sistemas del cuerpo humano (Guh y col., 2009;
Haslam y col., 2005). En mujeres se ha relacionado con un mayor riesgo de disfuncion
menstrual, anovulacion e infertilidad (Zain y Norman, 2008), inclusive un indice de
masa corporal (body mass index-BMI), dado por la relacion peso a talla, superior a lo
normal produce problemas adicionales durante el embarazo. Mientras que los efectos
negativos de la obesidad femenina se asocian con un mayor riesgo de infertilidad y
complicaciones del embarazo entre las mujeres que intentan concebir sin asistencia
médica (Aune y col., 2014; Brewer y col., 2010), su impacto sobre el resultado en
técnicas de reproduccion asistida, sigue siendo controvertido (Koninget y col., 2012).

En lo que concierne a los valores de BMI de las pacientes participantes en este
estudio no se contd con una alta incidencia de mujeres con obesidad (7,41%) de hecho
la mayoria tenian una talla saludable (Pacientes tipo I 79%, Pacientes tipo II 92%,

Pacientes tipo 111 84%).
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Al considerar la tasa de embarazo clinico teniendo en cuenta el BMI de la
mujeres participantes llama la atencion ver que aquellas mujeres con los indices mas
altos presentan tasas de embarazo (27.77%) similares a las que tienen una talla normal
(25.14%), mientras que aquellas cuyo BMI es muy bajo (12.5%) o por sobre lo normal
(17.39%) toman valores menores. Estos resultados si bien parecerian contradictorios
pueden deberse al hecho de que solo se consideraron los valores de BMI y no otros
posibles factores que estarian cooperando negativamente al éxito del tratamiento.
También podrian explicarse debido a que en realidad no hay una asociacion entre la talla
de la mujer y su posibilidad de lograr un ciclo de TRA exitoso.

Nuestros resultados coinciden con lo reportado en numerosos estudios quienes
hallaron que no hay asociaciones significativas entre la obesidad y el embarazo o el éxito
del nacimiento vivo. Inclusive Legge y col. (2014) observaron que mujeres de peso
normal y obesas requerian dosis comparables de gonadotropinas para una estimulacion
folicular adecuada (Farhi y col., 2010; Legge y col., 2014; Sathya y col., 2010; Schliep
y col., 2015; Thum y col., 2007; Zhang y col., 2010). Contrariamente, una revision
sistematica de 2011, inform6é que mujeres con sobrepeso y obesidad tenian menores
tasas de embarazo clinico y de nacidos vivos, y mayores tasas de aborto involuntario
después de someterse a fecundacion in vitro (Rittenberg y col., 2011).

Un estudio del afio 2012 investigo el efecto del cambio de peso a corto plazo en
los resultados de FIV encontrando que la pérdida de peso mejord la calidad del ovocito,
pero no logré modificar las tasas de embarazo clinico o nacidos vivos (Chavarro y col.,
2012). En este mismo trabajo proponen que futuros analisis que incluyan programas de
intervencion para la pérdida de peso deberian dirigirse a mujeres obesas que planean un
tratamiento de FIV, y evaluar si la reduccion de peso lleva a mejoras en los resultados.

Debido a que los estudios que evaluaron la relacion entre el BMI de una mujer y
los resultados de la FIV han sido contradictorios, el verdadero impacto de la obesidad

sobre los tratamientos de fertilizacion atn no esta claro.

3.3 Tabaquismo

La posibilidad de identificar con precision el efecto del consumo de tabaco sobre
la fertilidad es dificil debido a multiples factores de confusion, que pueden contribuir a
una fertilidad disminuida, tales como el estatus socioecondémico, el consumo de cafeina

y alcohol, entre otras. El mecanismo exacto por el cual fumar puede disminuir la

113



fertilidad es desconocido (Wright y col., 2006). Sin embargo, las toxinas del humo de
cigarrillo han sido implicadas como posibles inductoras de perturbaciones en los ciclos
menstruales, originando ciclos mas corto o irregulares (Liu y col., 2004), asi como la
disminucién de la reserva ovarica, que se refleja en un menor recuento de foliculos
antrales y los niveles séricos mas bajos de la hormona antimulleriana (Freour y col.,
2012). Asimismo se ha reportado que el inicio mas temprano de la menopausia es mayor
en individuos fumadores en comparacion con los no fumadores, y curiosamente, el
riesgo de inicio de menopausia temprano se reduce en las mujeres que habian dejado de
fumar en comparacion con aquellas fumadoras actuales (Hayatbakhsh y col., 2012).
Estas investigaciones demuestran la influencia significativa del tabaquismo en varios
aspectos de la fertilidad femenina.

Con respecto a la fertilidad masculina, en individuos fumadores se ha
demostrado una disminucion significativa de la densidad del esperma, en el nimero de
espermatozoides moviles y el recuento total (Gaur y col., 2010; Kiinzle y col., 2003).
Mas especificamente, Kiinzle y col. (Kiinzle y col., 2003) encontraron que el consumo
de cigarrillos causé una disminucion del 15,3% en la densidad del esperma, del 16,6%
en el nimero de espermatozoides moviles y del 17,5% en el recuento total de
espermatozoides. También se ha indicado que tiene un efecto en la fragmentacion de
ADN del esperma y otros pardmetros morfologicos (Anifandis y col., 2014).

Aunque es tentador extrapolar el efecto aparente del consumo de tabaco en
mujeres que conciben de manera natural a aquellas que realizan técnicas de reproduccion
asistida, en la actualidad estos dos grupos son bastante diferentes. Las técnicas de
reproduccion artificial pueden hacer que las gametas sean menos susceptibles a las
toxinas presentes en el humo del cigarrillo, y es posible que otros factores de infertilidad
subyacentes puedan enmascarar cualquier pequeio efecto nocivo del tabaco.

Teniendo en cuenta los datos de los pacientes participantes en este estudio se
pudo observar que la mayoria de las mujeres son no fumadoras (Pacientes tipo I 77%,
Pacientes tipo II 53%, Pacientes tipo III 61,6%). En la Pacientes tipo III un 3,3% de las
pacientes declararon consumir al menos 5 cigarrillos. Por otro lado, se observo que
aquellas mujeres que eran fumadoras tuvieron una tasa de embarazo de solo el 8.7 %,
mientras que aquellas que nunca consumieron tabaco fue del 50.72%.

Lo hallado en este estudio es consistente con lo informado por un estudio que

analizo el efecto del tabaquismo sobre la tasa de éxito de FIV en 8457 mujeres (Lintsen
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y col., 2005). Asi mismo, Firns y col. (2015) observaron que las tasas de fertilizacién
disminuyeron a medida que aument6 el nimero de afios de consumo de tabaco.
Asimismo un meta-andalisis realizado en 2008 incluyé 21 estudios que se
centraron en los resultados reproductivos y los factores de estilo de vida. Ellos
encontraron que los fumadores de cigarrillos tenian una tasa de embarazo y nacidos
vivos significativamente menor por ciclo en comparacion con los no fumadores. En el
mismo meta-analisis, el tabaquismo también se asocid significativamente con un mayor
riesgo de aborto espontaneo. Sin embargo, no hubo asociacion entre el tabaquismo y las
tasas de fertilizacion en 17 trabajos que incluyeron los parametros de tasa de fertilizacion
(Waylen y col., 2009). Es por ello que los estudios que evaltian el efecto del tabaquismo
en parejas bajo tratamientos de reproduccion asistida han producido resultados no
concluyentes (Cinar y col., 2014; Wright y col., 2006). Esto puede deberse a los
diferentes criterios de valuacion del tabaquismo utilizados, siendo asi es que algunos
autores establecen que la manera mas objetivamente de evaluar la exposicion al tabaco

es estudiando la nicotina urinaria (Freour y col., 2008).

3.4 ;Las caracteristicas morfologicas del embrion estan asociadas a la

capacidad de implantacion?

Un paso critico en todos los procedimientos de TRA es el cultivo de ovocitos
fertilizados y la posterior seleccion de uno o mas embriones presumiblemente viables
para la transferencia (Meseguer y col., 2012). La morfologia del embriéon determinada
por microscopia Optica, se inspecciona y se evalua en unos pocos momentos discretos
durante su desarrollo (Meseguer y col., 2012). Su calidad depende en gran medida de la
edad del paciente, las causas de infertilidad, la calidad de los ovocitos y del esperma
(Wiweko y col.,, 2010). Sin embargo, estos procedimientos tienen limitaciones
significativas cuando se trata de predecir la probabilidad de éxito de la implantacion y de
los nacimientos vivos. Ademas, ha sido demostrado que la evaluacion morfolégica no
refleja completamente el potencial de desarrollo de un embriéon (Kotze y col., 2014). A
pesar de ello sigue siendo la técnica mas ampliamente utilizada en las clinicas.

Teniendo en cuenta el criterio de seleccion de los embriones en etapa de clivaje
(dia 3), en nuestra poblacion de estudio, observamos que en los casos donde hubo
embarazo prevalecieron las transferencias de embriones de morfologia I y II, mientras

que en los ciclos en los cuales no hubo embarazo se pudo observar la transferencia de
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embriones de morfologia IIl y una disminucion de transferencia de embriones de
morfologia I y II (Figura 7). Se debe tener en cuenta que las transferencias de embriones
de baja calidad se realizan en los casos en que la paciente no cuente con otro tipo de
embrion para transferir.

Como se menciond anteriormente, numerosos estudios ya reportaron la
incapacidad de la evaluaciéon morfoldgica en predecir con precision el potencial
reproductivo de un embrién individual (Vergouw y col., 2014). Incluso se ha encontrado
que embriones de dia 3 con una morfologia "normal" son en realidad cromosdmicamente
anormales (Kotze y col., 2014). Alfarawati y col. (2011) contemplaron la posibilidad de
que prolongar el cultivo de embriones hasta la etapa de blastocisto puede ser utilizado
como una manera de eliminar muchos embriones cromosdémicamente anormales antes de
su transferencia. En contraposicion, Kotze y col. (2012) informaron que el 67% de los
ovocitos aneuploides progresaron y desarrollaron hasta el dia 5. Por lo tanto, alcanzar esta
etapa de desarrollo no garantizaria tampoco, que los embriones sean euploides y/o
"competentes”.

Sin embargo, en nuestro estudio se pudo observar una cierta tendencia sobre la
posible influencia de la morfologia sobre el éxito de un tratamiento de FIV, ya que no se
han registrado dentro del grupo Pacientes tipo I (todos los embriones transferidos
implantaron) embriones de morfologia III.
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Figura 7. Prevalencia de transferencia de las diferentes morfologias
embrionarias segin los resultados de implantacién.
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Es interesante resaltar que la informacion almacenada hoy en la base
OpenClinica es sumamente rica, por lo que a través de un enfoque multidisciplinario
por diferentes grupos de profesionales, se podrian realizar asociaciones y correlaciones
de datos que permitirian conocer otros factores de relevancia a tener en cuenta a partir
de la poblacién en estudio.

A modo de ejemplo se podria analizar en el futuro la influencia de otros factores
sobre los ciclos TRA, entre ellos la alimentacion, el alcoholismo, grosor del endometrio,
altura femenina, tales como los realizados por Firns y col., (2015), Rockliff y col.,
(2014), y Vaegter y col. (2016).

Otro de los factores que deben tenerse en cuenta en estos tipos de andlisis que
muchas veces producen variaciones no deseadas es la diferente respuesta emocional que
de cada paciente en particular. Las diferencias en la respuesta del tratamiento FIV al
estrés pueden producir modificaciones en los resultados obtenidos.

No podemos dejar de remarcar sin embargo, que hay una serie de factores que
contribuyen a las discrepancias entre los estudios, entre ellos se pueden incluir el tamafio
de las muestras, diferencias en los protocolos de estimulacidn, variacion de los sistemas
de clasificacion y las medidas de resultado definidas de manera incoherente.
Consecuentemente, es claramente necesario el desarrollo de estudios que estén
optimamente disefiados y adecuadamente impulsados para correlacionar con precision

el impacto de diferentes factores sobre la fertilidad y los resultados de los tratamientos.
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MODULO C

ANALISIS DE SOBRENADANTES DE CULTIVO DE
EMBRIONES POR ESPECTROSCOPIA FTIR

Como se indico en las secciones anteriores, €l analisis de los sobrenadantes de

cultivo por espectroscopia FTIR involucré la siguiente secuencia de trabajo (Figura 8).

1- Preparacion de

AT 2- Pre-procesamiento 3- Construccién de
Pardmetros de de los datos libreria espectral

adquisicién de espectros

5 Andlisis espectral

Andlisis espectral del sobrenadante de cultivo 4- Estudios de reproducibilidad
Estudio de marcadores espectrales

Aplicacién de métodos multivariantes

Figura 8. Esquema general de trabajo del Médulo C - Analisis de
sobrenadantes de cultivo de embriones por espectroscopia FTIR.

1 Preparacion de muestras y parametros de adquisicion de espectros

1.1 Optimizacion de la cantidad de sobrenadante de cultivo, del tiempo y

modo de secado de las muestras en las celdas de ZnSe

La obtencion de un film adecuado para espectroscopia infrarroja representa un
desafio que requiere pruebas experimentales empiricas de las condiciones de preparacion,
necesarias para obtener un espectro de alta calidad. Uno de los pardmetros a considerar
es la siembra de las muestras en la celda de ZnSe donde las suspensiones deben completar
el area del pocillo de registro. Esto garantiza que el film que se genera cubra la totalidad
del area definida para la medida (tamafio del haz IR). El volumen de la muestra, la

homogeneidad y concentracion de la suspension determinan la calidad del film formado.
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La preparacion de films defectuosos puede ocurrir por diversas causas que pueden
ser reconocidas facilmente por inspeccidon visual o posteriormente a través de ciertas
caracteristicas del espectro. Si el sobrenadante de medio de cultivo no cubre la totalidad
del area de medida consecuentemente el haz IR penetra por regiones donde no hay
muestra, esto introduce artificios en los registros, causando posteriores errores en los
procedimiento de identificacion y clasificacion (Figura 9 (b) y (c)). Films de
suspensiones heterogéneas, como aquellas originadas por la presencia de aceite en los
sobrenadantes de cultivo, pueden generar inconvenientes similares. La luz IR puede
saturarse en la muestra y esto puede conducir a efectos de no-linealidad en las bandas de
los espectros. Suspensiones muy concentradas pueden distorsionar el film produciendo
estructuras en forma de crateres lunares o montafias centrales, causando consecuencias
parecidas a las observadas por muestras heterogéneas (Figura 9 (d)). De menor
consideracion son los efectos surgidos por concentraciones por debajo de cierto limite,
generado por la utilizacion de muy poca muestra, y que luego se eliminardn por no

cumplir con el test de calidad.

Suspension -
Filmseco
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Filmincorrectamente seco

(c)

Filmseco heterogéneo

(d)

Filmseco conformaanormal

Figura 9. Formacion de films normales y posibles deformaciones que
pueden producir debido al secado incorrecto.
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El espectrometro FTIR, VERTEX 70 acoplado al moédulo HTS-XT de alta
performance (Bruker Optics, Alemania) permite el registro de espectros de hasta 2 pul de
muestra. Sin embargo al evaluar 3 volumenes diferentes de medio de cultivo G1 Plus se
pudo observar que los espectros obtenidos para 15 y 20 pl de muestras daban valores de
absorbancias muy bajas. Esto dificultaria en un futuro su posterior analisis por métodos
quemométricos y por lo tanto la deteccion de diferencias que podrian existir entre los
espectros de sobrenadantes de embriones que implantaron y los que no lo hicieron,
(Figura 10). Por lo tanto, se determind que los espectros obtenidos con 30 pl de muestra
eran aquellos cuyos parametros de absorbancia permitirian dar suficiente informacion
para los posteriores analisis espectrales.

Asimismo, se observo que 30 pl de medio de cultivo es suficiente para cubrir el
area de la muestra por completo de manera homogénea.

La metodologia de secado al vacio a temperatura ambiente fue aquella que
permiti6 la obtencion de films sin grumos, bordes uniformes y un secado sincronizado de
todas las muestras en la celda (96 pocillos). El tiempo requerido para el secado varid
segun la cantidad de muestras sembradas en los pocillos de la celda, siendo 3 horas el

tiempo maximo requerido.
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Figure 10. Optimizacioén del volumen de sobrenadante de cultivo.
Espectros FTIR de 15, 20 and 30 ul de muestra de medio G1 Plus.
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2 Pre-procesamiento de datos espectrales en muestras biologicas

El pre-procesamiento tiene como objetivo esencial mejorar la robustez y precision
de los analisis multivariados posteriores y de esta forma aumentar la certeza en la
interpretacion de los datos a través de la correccion de artificios asociados con la

adquisicion de datos espectral (Lasch y col., 2013).

2.1 Test de calidad

Empleando aproximadamente 200 mediciones entre medio de cultivo G1 Plus y
muestras de sobrenadantes de cultivo de embriones de 3 dias se calcularon los valores de
los parametros del QT que debian cumplir los espectros para poder ser incluidos en los
tratamientos matematicos (Tabla 1). Para establecer dichos limites de aceptacion del QT
se calcularon las derivadas primeras de todos los espectros, y se determinaron para cada
uno de los parametros el valor medio y el desvio estandar. El limite superior o inferior de
cada parametro del test se establecié sumando o restando el desvio estandar al valor

medio, respectivamente.

Tabla 1. Descripcion del pre-procesamiento y region espectral para calcular los

parametros del Test de Calidad.

Denominacion Elemento empleado Region (cm1)
Absorbancia maxima Espectro original 1800 - 1600
Ruido Derivadal® 2100 - 2000
Sefial S; enlace peptidico Derivadal® 1800 - 1600
Senal S; carbohidratos Derivadal® 1200 - 960
Vapor de agua Derivadal® 1847 - 1837
Fringing Derivadal® 2200-2000
Cantidad de aceite Espectro original 2930, 1650
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2.1.1 Evaluacién de la cantidad de aceite (1)

Como se indico previamente si bien este parametro no estaba incluido en el test
de calidad propuesto originariamente por el Dr. Dieter Naumann (Naumann, 2000), en
nuestro caso debi6 desarrollarse a causa de la posible presencia de aceite en las muestras
de sobrenadantes de cultivo. A pesar de los esfuerzos de los bidlogos de PREGNA en
tratar de retirar el sobrenadante de cultivo sin incluir el aceite, y luego de los
procedimientos de centrifugacién durante 5 min a 3000 rpm realizados en el Laboratorio
de Bioespectrocopia para buscar separarlo, un alto porcentaje de las muestras incluidas
en el estudio contenian dicha contaminacion.

Por lo anteriormente mencionado y para poder determinar la cantidad de aceite
que tiene cada muestra se defini6 y evaluod el parametro A que representa el contenido
relativo de lipidos/proteinas en las muestras. Este parametro fue calculado entonces como
se indico en Métodos mediante la relacion de las intensidades A= 12930 /I1654. La Figura
11 muestra los espectros FTIR correspondientes a sobrenadantes de cultivo de embriones
en los cuales se arrastraron distintas cantidades de aceite al tomar la muestra. En el caso
de los espectros correspondientes al Embrion 2 del paciente 0001VQ (Figura 11 (a)) y al
Embrién 3 del paciente 0003RC (Figura 11 (b)), los valores de A obtenidos fueron de
0.49 y 0.42, respectivamente (ver seccion Métodos). En la Figura 11 se indica también
el espectro FTIR correspondiente a un sobrenadante de cultivo para el cual no se habia
arrastrado aceite, mostrando un valor de A de 0.11 (Figura 11 (c¢)). Se determin6 que de
no poderse eliminar el aceite de los espectros por algin procedimiento matematico,
los espectros que arrojaran un valor de A > 0.33 serian descartados de la base de
datos de referencia.

Luego de evaluar todos los parametros que incluye el QT se pudieron establecer
los limites de aceptacion del mismo (Tabla 2). A modo de ejemplo, en la Figura 12 se
indican los resultados de un test de calidad obtenido para un espectro. En la Tabla incluida
en la figura se indican los valores maximos y minimos admitidos por el test de calidad
mencionados en la Tabla 2 (min y max) y los valores medidos para el espectro analizado
(measured).

El resultado de la evaluacion del test de calidad puede ser Q7=0, que indica que
alguno de los parametros no se ajusta a los requerimientos del test, o Q7=I que indica

que el espectro ha cumplido con todos los requisitos de calidad.
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Figura 11. Espectros FTIR de sobrenadantes de cultivo de embriones
humanos de 3 dias de incubacion. Se indica la interferencia en las zonas
asignadas al estiramiento y balanceo del enlace C-H producida por el
aceite —empleado para evitar la evaporacién de los cultivos en las
respectivas camaras- en los espectros FTIR. A es un parametro cualitativo
A= I2030/11654 donde 2926 representa la altura de las bandas de 2930 cmle
l1654 12 altura de la banda de absorcién a 1654 cm-L.

Tabla 2. Parametros establecidos para el QT aplicado a la evaluacion de la calidad

espectral de sobrenadantes de embriones de 3 dias de cultivo.

Parametro 1800-1600 1200-300 2100-2000 | 1847-1837 | 2200-2000 | 12930 /1654
Proteinas Carbohidratos

A A minima 0.125
A A méxima 1.200

Ruido méximo 0.00015
Seiial/ruido 2a0 170
Vapor agua 0.0003
Seial/Vapor agua 2al 170
Fringes 5xI0°®
A <[.33
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Quality Test Report
Test result ok/not ok [1/0]:

Method file; OP0S 7.0.129\0pusLab\QTVQT PM3.QT
min max measured

Absorption (X-Range 1): 0.125000 1.200000  0.550435

Moise (X-Range 4): 0.000150  0.000040
Signal/Moise (X-Range 2): 250000000 445.278341
Signal/Moise (X-Range 3):  170.000000 217193702

Water vapour (X-Range 5): 0.000300  0.000021
Signal/Water (X-Range 2):  250.000000 842105492
Signal/Water (X-Range 3):  170.000000 4098330356

Fringes ({-Range 6): 0.000050  0.000039

Figura 12. Test de calidad espectral realizado por el software Bruker.

En base a la experiencia adquirida con las muestras de sobrenadantes de cultivo,
podemos afirmar que los pardmetros de mayor influencia sobre la calidad de los espectros
y la reproducibilidad de los mismos son los relacionados con la recuperacion de muestras

libres de aceite y la obtencion de un film homogéneo y transparente.

2.2 Normalizacion

El uso de espectroscopia IR en analisis de identificacion y clasificacion requiere
alguin tipo de normalizacidon que permita una comparacion efectiva a través del conjunto
de muestras (Lasch., 2013). El método de normalizacion que resultd mas efectivo de
aplicar para este estudio es la normalizacion vectorial, por medio del cual se obtiene un

espectro en el que la suma de todos los valores de absorbancia al cuadrado es igual a 1.

2.3 Aumento de resolucion

A fin de aumentar el grado de resolucion de los espectros y la capacidad de
discriminacion se calcul6 la derivada primera y segunda de los espectros las cuales fueron
normalizadas vectorialmente en todo el rango espectral. Si bien la derivada primera es la
que se suele usar en los analisis de muestras microbianas (Bosch y col., 2010; Rebbufo y
col., 2008), al estudiar las caracteristicas de las derivadas, se determin6 que la derivada

segunda fue aquella que brindaba mayor informacién a partir de los sobrenadante de
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cultivo de embriones (Figura 13). El manejo de los datos a través de las segundas
derivadas ofrece las siguientes ventajas: i) aumento de resolucién ii)) correccion de
posibles modificaciones presentes en la linea de base, iii) resolucion de las bandas que se
solapan, iv) reduccion de la variabilidad de replicacion, v) amplificacion de las
variaciones de los espectros (Malek y col., 2014). Debido a lo descripto previamente no
fue necesario realizar la correccion de linea de base antes de la aplicacion de metodologias

de pre-procesamiento.
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Figura 13. Espectro original (a), derivada primera (b) y segunda (c)
normalizadas vectorialmente de un sobrenadante del cultivo de un
embrion de 3 dias de desarrollo.

2.4 Sustraccion espectral

El procedimiento es relativamente sencillo ya que se realiza a través del software
Opus 7.0, pero deben cumplirse algunos requisitos importantes. El primero es que las
mediciones deben cumplir con la ley de Lambert y Beer. El segundo requisito es la
independencia de las senales. Para dar un ejemplo, la eliminacion de las bandas
espectrales de los compuestos no deseados tendra éxito s6lo en los casos en que no haya

interaccion molecular entre los constituyentes de la muestra y el contaminante. En tercer
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lugar, se requiere la ausencia de efectos Opticos distintos de absorcion (dispersion). La
sustraccion espectral serd valida iinicamente en los casos en los cuales estos requisitos
estén plenamente satisfechos.

Al analizar los espectros de diferentes lotes del aceite mineral puro empleado para
cubrir los cultivos de embriones, se observo que éste presenta absorbancias IR en la region
asociada a los enlaces —CH (2953, 2922, 2854 cm™!) y >CH, y >CHj de lipidos (1460,
1376, 1304 cm™) y C-H del rocking del >CH, (722 cm™') (Naumann, 2000) (Figura 14).
Dado que como se mencion6 anteriormente existen ventanas espectrales donde los picos
de absorcion del aceite se superponian con los de absorcion de los sobrenadantes de
cultivo de embriones, se evaluo la posibilidad de restar el espectro del aceite al de los
espectros de sobrenadante de cultivo, por medio de la sustraccion espectral. Se ensayo
dicha sustraccién empleando el procedimiento indicado en la seccion de Métodos pero
los resultados no fueron satisfactorios. Los espectros obtenidos luego de la sustraccion
quedaban “deformados” en la region de Amida I, respecto a los espectros que no se habia
realizado dicha sustraccion. Se llevaron a cabo entonces, ensayos sencillos de agregado
de diferentes cantidades de aceite a medios de cultivo G1 Plus (30 pL de medio + 1 gota
de aceite) y se observaron los espectros obtenidos. Estos ensayos nos permitieron
confirmar que la presencia de aceite en los medios de cultivo produce cambios en la
region Amida I del espectro obtenido, mostrando que efectivamente el aceite podria estar
causando una modificacion conformacional de las proteinas del medio de cultivo
alterando por tanto la region Amida I. Se comprobé de este modo que la sustraccion
espectral no era un método valido para eliminar el aceite de los espectros de
sobrenadantes de cultivo ya que no cumplia uno de los requisitos para la aplicacion de
la sustraccion como esta herramienta matematica.

Luego de ensayar diferentes operaciones matematicas, finalmente concluimos que
no iba a ser posible eliminar el espectro del aceite del espectro de sobrenadantes de
cultivo. De modo que se opté por evitar las ventanas de los lipidos en los analisis. Si
bien con esta solucion se perderia informacidon que podria ser interesante para analizar,
consideramos prioritario eliminar regiones que podian causar variabilidad e
interferencias. De modo que los estudios quemométricos se realizaron en las ventanas

1800-1600 y 1280-730 cm™.
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Figura 14. Espectro FTIR promedio del aceite empleado en la incubacién
de embriones (obtenido de 5 replicados).

Teniendo en cuenta las optimizaciones hasta aqui descriptas, respecto a la toma
de muestra y registro de espectros se elabor6 un esquema que resume la metodologia

optimizada (Figura 15).

Adquisicion de espectros FT-IR

Descongelamiento de los

sobrenadantes
Separaci6n del aceite Registro de espectros FTIR
por centrifugacién 64 scans, resolucién 6 cm!

bajo purga de aire seco

30 pl transferidos a las celda de ZnSe
La multi-celda se seca al vacio hasta
obtener un film transparentemente

Pre-procesamiento

Figura 15. Esquema de los procedimientos realizados para la
preparacién de muestras y adquisicion de espectros FTIR.
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3 Construccion de la Libreria o base de datos espectral

La base de datos FTIR contiene los espectros y sus correspondientes derivadas
primeras y segundas normalizadas vectorialmente que superaron el QT. Antes de
comenzar los andlisis quemométricos los espectros incluidos en la libreria fueron

clasificados en grupos y clases (carpetas).

GRUPO A

Clase A: espectros de diferentes lotes de medio de cultivo G1 Plus. 59 espectros
Clase B: espectros de diferentes lotes de medio de cultivo G2. 62 espectros
Clase C: espectros de diferentes lotes de aceite. 30 espectros

Clase D: espectros de medios de cultivo controles incubados bajo las mismas

condiciones que los embriones (Figura 16). 90 espectros

Libreria espectral GRUPO A, Clase D
224 Pacientes
224 Espectros controles de sobrenadantes de cultivo de 3 dias de incubacién
Test de calidad (QT)

QT=0 QqQr=1
Espectros que no superaron QT Espectros con valores de Espectros con valores de
v'Debido a la sefial sefial/ruido > 250 sefial/ruido entre 250 a 100
v'Debido a valores de sefial/ruidos 31 % (69 espectros) 40 % (90 espectros)
<100
29% (65 espectros)

Figura 16. Esquema y organizacion de la Libreria Espectral de
sobrenadantes de cultivo de embriones GRUPO A, Clase D.

GRUPO B
Corresponde a los espectros de sobrenadante de cultivo de embriones
desarrollados durante la totalidadad del estudio, a partir de los cuales se generaron dos

subgrupos.

GRUPO Bl
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Incluye los espectros de sobrenadante de cultivo de embriones que se transfirieron
y los que no han sido transferidos, es decir aquellos que fueron o bien crio-preservados o
transferidos a otro medio de cultivo para prolongar la incubacion. Estos espectros se
emplearon para realizar un estudio adicional que permitiria establecer si existe alguna
asociacion entre la MORFOLOGIA de los embriones y la metabolémica registrada a
través de los espectros FTIR. Este grupo esta dividido en 4 subgrupos o clases (I a IV) de
acuerdo a la morfologia registrada en el laboratorio PREGNA (Morfologias I a 1V,
respectivamente) (Figura 17).

Morfologia I: 105 espectros

Morfologia II: 270 espectros

Morfologia III: 170 espectros

Morfologia IV: 40 espectros

Libreria espectral GRUPO B1
224 Pacientes

O

1300 espectros de sobrenadantes de 3 dias de cultivo de embriones NO TRANSFERIDOS

Test de calidad (QT)

QT=0 QT=1
Espectros que no superaron QT Espectros con valores de Espectros con valores de
v'Debido a la sefial sefial/ruido > 250 sefial/ruido entre 250 a 100
v'Debido a valores de sefial/ruidos 28 % (365 espectros) 46 % (595 espectros)

<100
26 % ( 339 espectros)

Base de datos FTIR
Contiene espectros y sus derivadas segundas normalizadas

Morfologia | Morfologia Il Morfologia Il Morfologia IV
105 espectros 270 espectros 170 espectros 50 espectros

Figura 17. Esquema y organizacién de la Libreria Espectral de
sobrenadantes de cultivo de embriones GRUPO B1.

GRUPO B2 (Figura 18)
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Clase I: Corresponde a los espectros de los sobrenadantes de cultivo de embriones
que provienen de una transferencia en la que TODOS los embriones transferidos
implantaron (23 espectros).

Clase II: Incluye los espectros de los sobrenadantes de cultivo de los embriones
correspondientes a una transferencia en la que un embrion implant6 y el otro no implanté
(15 pares, 30 espectros).

Clase III: Corresponde a los espectros de sobrenadantes de cultivo de embriones
que provienen de una transferencia en la que NINGUNO de los embriones transferidos

implantaron (111 espectros).

Libreria espectral GRUPO B2
224 Pacientes

2

440 espectros de sobrenadantes de cultivo de 3 dias de incubacién provenientes de
embriones TRANSFERIDOS

Test de calidad (QT)

QT=0 Qr=1
Espectros que no superaron QT Espectros con valores de Espectros con valores de
v'Debido a la sefial sefial/ruido > 250 sefial/ruido entre 250 a 100
v'Debido a valores de sefial/ruidos 30 % (131 espectros) 45 % (199 espectros)

<100
25% ( 110 espectros)

Base de datos FTIR
Contiene espectros y sus derivadas segundas normalizadas

Clase 1 Clase 2 Clase 3
Espectros de sobrenadante Espectros de sobrenadante de Espectros de sobrenadante de
de cutivo de embriones cutivo de embriones cutivo de embriones
pertenecientes a pertenecientes a transferencias pertenecientes a transferencias
transferencias donde todos donde ninguno embridn donde solo uno de los dos
lo embriones implantaron implanté embriones implanté
23 espectros 111 espectros 65 espectros

Figura 18. Esquema y organizacion de la Libreria Espectral de
sobrenadantes de cultivo de embriones.
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4 Estudios de reproducibilidad o variabilidad

Se estudi6 la homogeneidad, o similitud dentro de cada grupo de muestras
analizando la “distancia espectral (D)”. Un conjunto de espectros caracterizados por una
distancia espectral media pequena (d < 25) indica que es una poblacion homogénea, con
poca varianza o dispersion, mientras que un conjunto de espectros caracterizado por una
distancia espectral grande indica que es un grupo heterogéneo, con gran diversidad. Estos
criterios fueron establecidos en los afios 90 cuando se comenzd con el andlisis de

discriminacion de diferentes tipos de muestras biologicas (Naumann, 2000)

4.1 Analisis de variabilidad en los espectros registrados en los pocillos del

plato de ZnSe

El registro de espectros de los 96 pocillos con los que cuenta el plato de ZnSe,
registrados bajo condiciones estandarizadas tiene una duracion de 1.3 h. A fin de analizar
si durante el transcurso de la lectura entre la primera y ultima medida se produce algin
efecto (resecado de las muestras, cambios eléctricos, desvio de las linea de base, cambio
de vapor de agua en la camara de lectura, etc.), se cargaron los 96 pocillos con medio de
cultivo G1 Plus (la misma muestra e igual volumen en todos los pocillos) y se evaluaron
los espectros obtenidos.

La reproducibilidad de los registros se calculd sobre las derivadas segunda de los
espectros teniendo en cuenta la totalidad de las ventanas espectrales (3000-2800, 1800-
1550, 1500-1250, 1200-900 cm™), segun lo descripto en la seccion de Materiales y
Métodos (6.1.2.1.1 Analisis de cluster no supervisado). Brevemente, los calculos se
realizaron utilizando el método Normal to reprolevel (Software Opus 7.0) y los
dendrogramas se construyeron mediante el algoritmo Av. Linkage.

El anélisis de cluster muestra que la distancia espectral entre las medidas es menor
a 14 y que no agrupan en orden de registro (en el primer cluster se agruparon el registro
de la muestra 1 con la muestra 84), demostrando que los espectros no presentan
caracteristicas diferentes segiin el momento de medida o el sector del plato considerado.

(Figura 19).
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Figura 19. Andlisis de cluster de las derivadas segundas de espectros de
medio de cultivo G1 Plus registrados en una misma lectura de la celda de
ZnSe. Las regiones espectrales consideras fueron: 3000-2800, 1800-
1550,1500-1250, 1200-900 cm'?, el método de célculo fue Normal to
reprolevel y el dendrograma se construyé aplicando el algoritmo Av.
Linkage.
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4.2 Analisis de la variabilidad del medio de cultivo proveniente de diferentes

muestras y lotes

Un mismo lote de medio de cultivo puede estar abierto y mantenerse en
condiciones Optimas en el laboratorio de fertilizacion por 15 dias, es por ello que se
analiz6 la variabilidad espectral en un mismo frasco abierto y mantenido en el laboratorio.
Se evalu6 si hubo cambios quimicos globales sensibles a la espectroscopia FTIR en los
diferentes lotes de medio que se compraron durante el transcurso del proyecto. Para tal
fin se midio la reproducibilidad en todo el rango espectral a través de la distancia D, para
las diferentes partidas de medio de cultivos adquiridos.

La reproducibilidad se calculd sobre las derivadas segunda de los espectros
teniendo en cuanta la totalidad de las ventanas espectrales (3000-2800, 1800-1550, 1500-
1250, 1200-900 cm™), segun lo descripto en la seccion de Materiales y Métodos (6.1.2.1.1

Analisis de cluster no supervisado).

4.2.1 Variabilidad espectral en un mismo lote de medio de cultivo G1 Plus

En el andlisis de cluster realizado con las muestras tomadas de cada lote de medio
de cultivo G1 Plus, el nivel de distancia espectral maxima encontrada fue de hasta 25 en
los casos mas extremos. En ningun caso se observa una separacion segun las fechas de
toma de muestra. En la Figura 20 se muestran los AC obtenidos para tres lotes de cultivos

(A756, A808, B470).
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Figura 20. Analisis de cluster de 3 lotes de medio y cultivo G1 Plus (A756,
B001, B470). Las regiones espectrales consideras fueron: 3000-2800,
1800-1550,1500-1250, 1200-900 cm'?, el método de célculo fue Normal
to reprolevel y el dendrograma se construy6 aplicando el algoritmo Av.
Linkage. Las distancia espectrales maximas encontradas para estos lotes
de medio de cultivo fueron de 8 (lote A756), 14 (lote A808) y 3 (lote
B470) (se muestran encerradas en un circulo).

4.2.2 Variabilidad espectral entre diferentes lotes de medio de cultivo G1 Plus

Teniendo en cuenta que durante el transcurso de la investigacion se emplearon
varios lotes de medio de cultivo para embriones resultd necesario evaluar la variabilidad
entre ellos a fin de determinar si las posibles varianzas entre los lotes de medio de cultivo
podrian enmascarar las diferencias entre sobrenadaste de embriones.

La variabilidad entre la primer y tltima muestra tomada para los diferentes lotes
de medio de cultivo se evaluo por analisis de cluster. A partir de los espectros se calculd
la derivada segunda y teniendo en cuanta la totalidad de las ventanas espectrales (3000-
2800, 1800-1550, 1500-1250, 1200-900 cm™'), se realizaron los calculos utilizando el
método Normal to reprolevel (Software Opus 7.0) y los dendrogramas se construyeron
mediante el algoritmo Av. Linkage (Figura 21).

Para el analisis de 79 espectros de diferentes lotes de medio de cultivo G1 Plus
(muestras tomadas desde el 8.09.2012 primer extraccion hasta 24.10.2014, ultima

extraccion, Tabla 3) se pasaron de formato .0 (Software Opus) a CVS (Software
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PyChem) y se ingresaron al software PyChem. El Analisis de Componente Principal se
calculd sobre la derivada de los espectros en las regiones 3000-2800, 1800-1550, 1500-
1250, 1200-900 cm™! utilizando el método NIPALS (Figura 22).

Distanciaespectral

0E

or

Figura 21. Andlisis de cluster de 2 muestras de cada lote de medio
(primeray tultima extraccion) de cultivo G1 Plus. Las regiones espectrales
consideras fueron: 3000-2800, 1800-1550,1500-1250, 1200-900 cm-1, el
método de calculo fue Normal to reprolevel y el dendrograma se

A681-09 0413
A756-160413
A636-190313
A455-09 1012
AB46-02 0713
A403-02 1012
A403-180912
ABB3I-041212
A759-140513
B174-14 0114
AS558-11 0814
A636-080113
AS53-27 1112
B171-191213
B171-191213
B228-27 01 14
A681-260313
A455-20 1112
BO01-27 0813
AB0B-04 0613
ABS0-18 0613
AB0B-12 0613
AB46-25 0613
B0O54-051113
B054-22 1013
B001-08 1013
B470-28 0514
B558-03 07 14
B470-12 0614

construy6 aplicando el algoritmo Av. Linkage.
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Tabla 3. Lotes de medio de cultivo utilizados a lo largo del ensayo que superaron

el QT analisis.

PC2(14,70%)

A 403 2012 3

A 455 2012 10

A 553 2012 2

A 636 2013 12

A 681 2013 2

A 756 2013 3

A 808 2013 4

A 846 2013 2

A 850 2013 1

B 001 2013 3

B 054 2013 2

B171 2013 3

B 174 2014 1

B 228 2014 1

B 470 2014 3

B 558 2014 7
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Figura 22. ACP Score plot (PC1 vs PC2) de los espectros de diferentes
lotes de medio de cultivo, realizado en las regiones espectrales 3000-
2800, 1800-1550, 1500-1250, 1200-900 cm-1con los espectros derivados

linealmente, normalizadas vectorialmente,

En el AC (Figura 21) las muestras no agrupan segun el lote de medio de cultivo

ni el momento de toma de muestra, en el ACP (Figura 22) en el cual todas las muestras

de los diferente lotes de medio de cultivo fueron evaluadas la distribucidon de éstas es
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levemente al azar, mientras que para algunas muestras de lotes hay un cierto

acercamiento, en otros se observa lo contrario.

4.3 Analisis de heterogeneidad de los espectros dentro de cada clase

La variabilidad de los espectros de sobrenadantes de embriones que implantaron
y los que no implantaron se evalué por AC. A partir de los espectros se calculd la
derivada segunda y teniendo en cuenta las ventanas espectrales donde la presencia de
aceite no interfiere (1800-1600, 1280-730 cm™), se realizaron los célculos utilizando el
método Normal to reprolevel (Software Opus 7.0) y los dendrogramas se construyeron
mediante el algoritmo Av. Linkage.

Los espectros de los sobrenadantes de cultivo de embriones que provienen de una
transferencia en la que todos los embriones transferidos implantaron (Clase I) presentaron
una varianza espectral de 11.70 = 7.00 (Figura 23), mientras que los espectros de donde
no implantaron mostraron una varianza de 21.98 + 16.97 (Figura 24), indicando que
ambas muestras son homogéneas. Esto muestra una relativa homogeneidad entre los
espectros del medio de cultivo de los embriones que implantaron y una mayor diversidad
dentro de los que no implantaron. Estos resultados podrian sugerir que los embriones que
implantaron estarian respondiendo a una metabolémica determinada, bastante similar
entre si. Mientras que los que no implantaron tuvieron una metabolémica mas dispersa,
un fingerprinting metabdlico muy diferente unos de otros, quizds por diferentes
“alteraciones” que llevan a diferentes metabolomicas. Es decir que podria estar mostrando

la gran diversidad de fenotipos o metaboldmicas que llevan a la no implantacion.
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Figura 23. Distribucion de valores de distancia espectral de los espectros
de sobrenadantes de medio de cultivo del Grupo B2, Clase I (implantaron
todos los embriones transferidos)
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Figura 24. Distribucién de valores de distancia espectral de los
espectros de sobrenadantes de medio de cultivo del Grupo B2, Clase Il
(no implanté ninguno de los embriones transferidos).

5 Analisis espectral

Durante su crecimiento en medios de cultivo los embriones obtenidos por
fertilizacion consumen sustratos y producen metabolitos que son liberados al medio de
cultivo (Gardner y col., 2013). Nuestra hipotesis de trabajo es que los espectros IR
registrados de los sobrenadantes del cultivo constituyen un fingerprinting metabolico que
permitiria detectar la presencia de marcadores bioquimicos en los sobrenadante de
cultivos de embriones asociados a su potencial de implantacion

En los espectros registrados en este estudio los modos vibracionales de la region
de 3400 cm™! corresponden al estiramiento O-H del agua. Las principales caracteristicas
espectrales de la region W1 (entre 2800-3000 cm™), fueron las bandas detectadas en 2969
y 2874 cm’!, asignadas a las vibraciones anti-simétrica y simétrica de estiramientos de -
CH3 y la banda 2933 cm™! asignada a estiramientos anti-simétricos de -CH, (Naumann,
2000). Los espectros en la region asociada a proteinas (W») exhibieron bandas de Amida
Iy Amida II con picos en 1655 y 1545 cm™! respectivamente. La regioén mixta de 1460-
1110 cm’!, contiene la informacion de 4cidos grasos, polisacaridos, dcidos nucleicos y
proteinas. También en el intervalo entre 1200-900 cm™ se encuentran modos

vibracionales de polisacaridos (Figura 25).
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Figura 25. Espectro FTIR del sobrenadante de cultivo de embriones
humanos de 3 dias de incubacién. Se indican las principales ventanas
espectrales y las asignaciones de bandas de absorcién correspondientes
a los principales constituyentes moleculares en cada region.

5.2 Estudio de la asociacion entre la morfologia de los embriones de 3 dias de

incubacion y la metaboléomica

Desde el inicio de la aplicacion de las técnicas de reproduccion asistida, la
morfologia embrionaria ha sido el método de eleccion para determinar la “calidad” de los
embriones, y por lo tanto el pardmetro a tener en cuenta para seleccionar aquellos que
seran transferidos a la madre. Como se indicé en la seccion de Materiales y Métodos, en
el afio 2011 en el marco del Congreso Europeo de Reproducciéon Asistida realizado en la
ciudad de Estambul los especialistas en fertilizacion in vitro establecieron un consenso
mundial que permitié aunar los criterios de clasificacion y seleccion de embriones previo
a su transferencia. El laboratorio de embriologia de la Clinica de Fertilizacion PREGNA,
ha empleado estos criterios para la evaluacion de los embriones previo a su transferencia
a la madre. Teniendo en cuenta estos criterios fueron ingresados a la base de datos de
OpenClinica las morfologias observadas por microscopia de todos los embriones,

transferidos y no transferidos. Es decir de los 595 espectros de sobrenadante de cultivo

139



de embriones almacenados en la libreria espectral se tienen registradas sus morfologias
correspondientes.

Analizamos entonces si existe alguna correlacion entre las caracteristicas
morfologicas de un embrion y su metaboloma analizado por FTIR. Para ello
primeramente se analizd la heterogeneidad de los espectros de sobrenadantes de
embriones agrupados segiin morfologia (Tabla 4, Figura 26). Empleando las derivadas
segundas normalizadas y teniendo en cuenta la totalidad de las ventanas espectrales donde
la presencia de aceite no interfiere (1800-1600, 1280-730 cm™), se realizaron los calculos
utilizando el método Normal to reprolevel (Software Opus 7.0). Como indica la Figura
26, las muestras incluidas en cada grupo segun la morfologia embrionaria presentaron

una gran variabilidad.

Tabla 4 Valores de distancia espectral de los espectros de sobrenadantes del

cultivo de embriones agrupados segun la morfologia embrionaria.

Morfologia X-Means of D-Values
I 76.23 + 48 BE
Il 7116 + 50.87
[] 78,73 + 54.78
IV 91,85 + B9,74

(b)MII

71 NGB ¢ .

" WAVAVE lmr‘*\lr——‘r—"
I

T L

Figura 26. Histogramas del andlisis de varianza de los diferentes grupos
de morfologia. (a) M I: Morfologia 1, (b) M II: Morfologia 2, (c) M III:
Morfologia 3, (d) M IV: Morfologia 4.
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Para estudiar si existen relaciones entre las caracteristicas morfoldgicas de un
embrion y su metaboloma se realizé un andlisis factorial (AF) en las regiones espectrales
1800-1600 y 1280-730 cm™! utilizando el software Opus 7.0 (Figura 27).

Segin los resultados obtenidos mediante el AF no fue posible hallar una
asociacion entre la morfologia de los embriones registrada microscopicamente y la
metabolomica observada a través de espectroscopia FTIR (Figura 27). Esto era de esperar
dado la gran variabilidad o varianza encontrada en los grupos correspondientes a cada
morfologia. Estos resultados estarian indicando que la morfologia no estaria asociada a
la metabolomica. En otras palabras que embriones de morfologia I, con sus células
enteras, de tamafo acorde al estadio y sus nucleos intactos, no necesariamente tienen un
metabolismo similar. Lo mismo sucede para los embriones de morfologia II y III,
indicando entonces que embriones de una misma morfologia no responden a un patrén
determinado de metabolismo. Es decir que la morfologia no pareceria estar asociada a

la metabolomica y por lo tanto a la probabilidad de implantacion.
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Figura 27. AF (Score 2 vs. Score 3) de espectros de sobrenadantes de
cultivo de embriones segin la morfologia descripta durante su
desarrollo. El andlisis se realizé con la derivada segunda normalizada de
los espectros en las regiones espectrales 1800-1600, 1280-730 cm-1, por
medio del método de factorizacién (Software Opus 7.0).

Referencias: Morfologia 1 (rojo), Morfologia II (verde), Morfologia III
(azul), Morfologia IV (amarillo).
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Estos resultados coinciden con lo expresado por Seli y col. (2009) que validan el
concepto de que un metabolismo diferente es evidente en embriones viables y no viables
y que embriones de la misma morfologia pueden diferir en su actividad metabolica
medida a través de los espectros NIR de los sobrenadantes de cultivo.

Esto también fue confirmado a través de diferentes estudios realizados por
Vergouw y col. (2012) y Sfontouris y col. (2013) y un meta-analisis realizado también
por Vergouw y col. (2014), quienes mostraron que el estudio de la viabilidad embrionaria
combinando datos morfologicos y perfiles metabolomicos de medio de cultivo obtenido
mediante la técnica de espectroscopia NIR no permite incrementar las tasas de embarazos
en los ciclos de FIV. Incluso en un estudio realizado por Hardarson y col. (2012) llegan
a las mismas conclusiones.

Lo expresado anteriormente cobra mayor relevancia al considerar lo reportado por
Magli y col. (2000), quienes informaron que embriones de 3 dias de desarrollo que
presentaban morfologia “normal” pueden ser cromosémicamente anormales (Magli y
col., 2000). Inclusive mas recientemente en un interesante estudio realizado en 2013 por
Mertzanidou y col., donde se analizé el genoma completo de embriones, se presentd
evidencia de que alrededor del 70% de los embriones de buena calidad portan anomalias
cromosoémicas, incluyendo aberraciones estructurales.

El método tradicional de seleccion de embriones por criterios morfologicos y
tasa de division se ha convertido en un tema de debate entre expertos. La preocupacion
principal es la dependencia exclusiva de algunas evaluaciones predeterminadas de
morfologia estatica y el considerable grado de variabilidad intra e inter-observador en la
clasificacion de embriones entre embridlogos con experiencia (Baxter Bendus y col.,
2006; Paternot y col., 2009). La incapacidad de la evaluacion morfologica para predecir
con exactitud el potencial reproductivo de un embrion individual es lo que ha llevado a

la biisqueda de nuevas herramientas de seleccion de embriones.

5.3. Desarrollo de métodos basados en FTIR para determinar el potencial
de implantacion de embriones

Con la finalidad de extraer la informacion contenida en los espectros vibracionales
a fin de establecer asociaciones e inferencias o discriminaciones entre las muestras de
sobrenadantes de cultivos de 3 dias se emplearon métodos sencillos de biisqueda de picos

y bandas asociadas a metabolitos y métodos estadisticos multivariados sofisticados. Se
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emplearon técnicas estadisticas supervisadas, conocidas por proporcionar indices de
clasificacion/identificacion o cuantificacién a un gran conjunto de muestras y/o variables
de respuesta (Berrueta y col., 2007) no supervisadas, conocidas como técnicas

exploratorias multivariadas (Correia y Ferreira, 2007)

5.3.1 Desarrollo de métodos de discriminacion basados en la presencia de

marcadores espectrales asociados a la implantacion

Las vias metabolicas en las células captan ciertas sustancias del ambiente y liberan
productos al espacio extracelular donde son cultivados. Por lo tanto, la recuperacion y
estudio de los medios de cultivo deberia proporcionar informacion que refleje las
actividades celulares y el potencial de desarrollo general durante el periodo de cultivo. La
relacion entre la viabilidad del embrion y la actividad metabolica se informd por primera
vez en 1980 por Renard y col. (1980). La gama de metabolitos que se han ensayado por
diferentes técnicas cromatograficas fue amplia. En estudios metabdlicos dirigidos se han
reportado que los principales metabolitos relacionados a la viabilidad embrionaria son los
sustratos asociados a energia, tales como glucosa y piruvato, y la formacion de lactato y
amonio como subproductos del metabolismo en sobrenadantes de cultivo de embriones
que implantaron y que no implantaron (Brison y col., 2004; Brison y col., 2007; Gardner
y col., 2011; Gardner y col., 2013; Houghton y col., 2002; Leese, 1987).

Consideramos entonces los espectros de los sobrenadantes de cultivo de los
embriones transferidos que implantaron (Clase I de la base de datos espectral) y los
espectros de sobrenadantes de cultivo de embriones que no implantaron (Clase III de la
base de datos espectral). Tomamos los espectros y sus derivadas segundas normalizadas.
A simple vista pare el ojo del operador ni los espectros crudos ni sus derivadas

presentaban diferencias en ninguna ventana espectral (Figura 28).
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Figura 28. Espectros de sobrenadantes de cultivo de embriones que
implantaron y no implantaron. Espectros FTIR rojos: corresponden a
sobrenadante de cultivo de embriones que implantaron; espectros FTIR
azules: corresponden a espectro de sobrenadante de cultivo de
embriones que no implantaron.

Se aplicé entonces el analisis de cluster supervisado (ACS) como una primera
aproximacion para la discriminacion espectral supervisada, orientando el analisis a las
ventanas donde absorben los principales compuestos asociados al metabolismo activo
de los embriones. Para ello se elabor6 una resefia de los modos vibracionales
correspondientes a carbohidratos, piruvato, lactato y aminoacidos (Tablas 5 y 6).
También se ha descripto que los lipidos (acidos palmiticos, oleico y linoleico) podrian
participar en esta diferenciacion pero dado que las ventanas de lipidos las hemos
ignorado en nuestro andlisis por la interferencia del aceite mineral, estas no fueron
consideradas. En las Tablas 6 y 7 se indican los picos asignados a los diferentes

compuestos y las referencias de donde se tomaron.

144



Resultados y Discusion

Tabla S. Carbohidratos y otros metabolitos liberados por el embrion al medio de

cultivo y sus respectivas asignaciones de modos vibracionales en infrarrojo medio.

(730
Piruvato 13a0
1210 Extraidos de un espectro de
1120 piruvato
(020
380
1211(1297-1163) C-Dest.
Lactato 127 (163-1107)
(097 (107-1065)
1046 (1065-100B) Petibois y col. 1399
Glucosa 1033 (1062-397) C-Dest.
1080 (1I00-1063)

Teniendo en cuanta los modos vibracionales correspondientes a los diferentes

metabolitos se elaboraron distintos analisis de cluster. Se fueron seleccionando distintas

ventanas en base a las absorciones de las Tablas 5 y 6. Se ensayaron entre ellas las

ventanas (1800-1700) cm™!, (1500- 1400) cm™, (1490-1300) cm™, (1200-900) cm™,

solas y combinadas de a pares o de a tres. Se realizaron los célculos de las distancias por

Scaling to 1°' range (Coeficiente de correlacion de Pearson). Los resultados sin embargo

no mostraban discriminacion entre los espectros de Clase I y Clase III. La Figura 29

muestra 2 ejemplos de analisis de cluster realizados en ventanas espectrales y

procedimientos de calculo diferentes. En ambos ejemplos se observan que los grupos

discriminados indicado como el grupo 1 y 2, no estan asociados a la implantacion.
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Tabla 6. Aminoacidos liberados por el embrion al medio de cultivo y sus

respectivas asignaciones de modos vibracionales en infrarrojo.

Manina (Ala) 146a CHz bal.
Valina (Val) 1430 CHs bal. asim.
Leucina (Leu) 1373
Serina (Ser) 1350-1250 0-H defor. 1420-1181 1030 COH o CO?H bal., CO est.
983 C-0 est.
CO Est., COH bal.
Asparagina (Asn) 1640 C=0 est. I677-1678 1622- C=0 est.
612 NH; bal.
Arginina (Arg) I695-1625 1663- CNsHs est. asim.
1614 CNzHs est. sim.
Glutamina (GIn) 1615 NHz val. 1410 CN est.
1610-1586 1668- NH; bal.
1687 C=0 est.
Lisina (Lys) |640-1610; 1550-1485 NHs" defor. 1629-1626 1527- NHz" bal. as.
[160-100 NHz" rocking 1a26 NHz" bal. sim.
Aspartato (Asp) 1720 (ac. aspartico) =0 est. 716 C=0 est.
1a73-1374 1402 COD est. as.
COO" est. sim.
Glicina (Gly) 1670
1410
Glutamato (Glu) laG0 CO:" est. asim 172 C=0 est.
1413 COz" est. sim. 1a60-1a56 1404 COO est. as.
(ac. glutdmico) COD" est. sim.
Asp + Glu 1450-1264 1233- C-0est.
1160

146




(A) (B)

Distancia espectral

Grupo 1 ‘é
e
£
£

Distancia espectral

S
0z
S
or
S
o
0€
0
0
0

Grupo 1

=t

Grupo 2

&
%%% .
& '
o AR T e
] [ ] [ ] L ] | ]

Figure 29. Andlisis de cluster supervisado de espectros de sobrenadante
de cultivo de embriones de Clase I (implantaron: gris) y Clase III (no
implantaron: negro). (A) La regidn espectral considera es la asociada a
aminodacidos: 1750-1600 cm-l, el método de calculo fue Normal to
reprolevel y el dendrograma se construyé aplicando el algoritmo Av.
Linkage. (B) La regidn espectral considera es la asociada a carbohidratos:
1250-900 cm, el método de célculo fue Scaling to I range y el
dendrograma se construyd aplicando el algoritmo Av. Linkage.

Se ensayaron ventanas espectrales mas pequefias por ejemplo las asociadas a
piruvato, o la glucosa (1700-1730) cm™ con (100-950) cm™! pero los calculos de
distancias espectrales por Scaling to 1*' range, Normal to repro level producian artificios

matematicos otorgando resultados erréneos.
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Por lo tanto, en este contexto no fue posible encontrar ventanas espectrales
compatibles con el andlisis de cluster que permitieran discriminar los espectros segun

los principales metabolitos asociados al catabolismo y anabolismo.

Posteriormente, en lugar de analizar toda la poblacion de espectros de las
carpetas de Clase I y Clase III, se estudiaron cada cohorte de embriones de diferentes
paciente de manera independiente. Empleamos la misma estrategia de seleccion de
ventanas asociadas a metabolitos para la discriminacion y seleccionamos las cohortes de
espectros de sobrenadantes de cultivo de embriones por pacientes con su respectivo
control. Se eligieron pacientes que tuvieron dentro de una cohorte variable de embriones
(entre 4 y 14) 2 embriones transferidos y ambos implantados. A modo de ejemplo se
muestra en la Figura 30 los resultados de 3 pacientes. Se realizo el ACS analizando
diferentes regiones al igual que el caso anterior. La discriminacion que arrojé mejores
resultados fue la que considerd la ventana (1200-900 cm™), con Normal to reprolevel
como método de céalculo (Figura 30).

De las cohortes de embriones disponibles para realizar el analisis en el 53,33 %
de éstas se pudo observar que los sobrenadantes de embriones transferidos se separan de
las muestras control, y de alguno de los otros sobrenadantes de embriones que no han
sido transferidos.

Estos resultados sugerian cierta tendencia que podria estar indicando que la
metabolémica embrionaria estudiada por medio de espectroscopia FTIR podria ser
capaz de detectar las diferencias entre los embriones que habian implantado de aquellos
que no. Dado que los resultados fueron muy dispares, se recurridé a otro sistema de
discriminacion supervisada mas sofisticado y robusto como las redes neuronales

artificiales.
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Figura 30. Andlisis de cluster supervisado de diferentes cohortes de
espectros de sobrenadantes de cultivo embriones de pacientes donde
todos los embriones transferidos implantaron. El andlisis se realiz6 con
la derivada segunda en laregién espectral asignada a hidratos de carbono
(1200-900 cm), el método de calculo fue Normal to reprolevel y el
dendrograma se construy6 aplicando el algoritmo Av. Linkage. (A)
Cohorte de embriones del paciente 0015KF, (b) Cohorte de embriones del
paciente 0062BT, (C) Cohorte de embriones del paciente 0202LW.
Referencias: EMB: embrion, M: morfologia, T: transferido, N: no
transferido. Se marcan en un circulo los espectros de sobrenadante de
embriones transferidos.

5.3.2 Desarrollo de un modelo basado en Redes Neuronales Artificiales

(RNAs) para predecir el potencial de implantacion de embriones

Como segundo enfoque en la busqueda de un modelo de discriminacion de los

espectros de Clase I (implantacion) y III (no implantacion), fue la busqueda de un

modelo basado en redes neuronales artificiales. En la Figura 31 se describen los pasos

involucrados en la elaboracion de este tipo de modelos aplicando el software

NeuroDeveloper®
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Ingreso de datos y :> Agrupamiento :> Optimizacion de
pre-tratamiento del set de datos parametros de la red

Desafio de la red <:| Validacién <:| Entrenamiento

neuI‘OIlal interna Y externa de la I‘ed

Figura 31. El esquema de trabajo para el entrenamiento y validacion de
Redes Neuronales Artificiales.

Al momento de encarar este analisis se contaba con 20 espectros de
sobrenadantes de cultivo de embriones de Clase I y 90 espectros de sobrenadantes
de cultivo de embriones de Clase III. Como se indico en la seccion de métodos los
espectros de cada clase se agruparon como se indica en la Figura 32: 50% de los
espectros para entrenamiento; 20% de espectros para validacion interna, previamente un
30% de espectros se ha dejado para la validacion externa. El primer conjunto se utiliz6
para crear el modelo (set de entrenamiento), el segundo (set validacion interna) para
verificar el sistema desarrollado, y el tercer grupo (no se utiliz6 para el entrenamiento ni
la validacion) para realizar la validacion externa.

Se ensayaron diversas combinaciones en busqueda del mejor modelo de
discriminacion:

- se intercambiaron los set de datos, entre los espectros considerados para
entrenamiento y validacion.

- se modificaron las ventanas espectrales de donde se seleccionan los nimero de
onda para analizar las caracteristicas espectrales.

-se modifico el nimero de inputs para ser evaluados por la red neuronal (se
desarrollaron redes considerando desde solo 7 numeros de onda hasta 50 para realizar la
discriminacion),

-el numero de capas internas (1 a 3).
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Desarrolle de modelos de RNAs combinando
diferentes parametros de arquitectura y
topografia the RNAs

|

Optimizacion de nimero de inputs, capas internas, ventanas espectrales

\ 4

Optimizacion

Ventanas espectrales : 1800-1600, 1280-700 cm™
Inputs: 7 to 30
Capasinternas:1to 3
Outputs: 2

Error del set de validacion: 0,12 = 1,82

¥

————= Validacién externa de la RNA desarrollada <«

-6 positivos — 4 correctos, 1 missclassificafied, 1 falso negativo
- 27 negativos —> 23 correctos, 4 missclassificafied, 1 falso positivo

¥

Sensibilidad = 66%
Especificidad= 85%
Exactitucd = 81%

Figure 32. Optimizacion y desarrollo de RNA basadas en espectros FTIR
de sobrenadante de embriones.

Una de las ventajas que tienen las RNAs es que las variables a ser consideradas
para la clasificacion no son ventanas espectrales, sino numero de ondas espectrales
(Figura 33). Para ello en las regiones espectrales de interés definidas por el operador el
software busca un nimero de longitud de onda donde las diferencias entre los grupos
son las méximas. Las longitudes de onda mas significativas se destacan con barras de
color que van desde el amarillo (mayor significancia) hasta el azul (menor significancia).
Es interesante observar que los nimeros de onda de mayor discriminacion entre los dos

grupos encontrados por el software eran los asociados a la absorcién de piruvato, lactato,
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glucosa, glutamina y serina. De modo que lo que no fue posible realizar en el estudio

por analisis de cluster supervisado lo pudimos resolver con las redes neuronales.

1773 1723 1673 1623 157 1S3 1473 1423 B33 133 123 123 173 123 073 023 97

Figura 33. Seleccion de longitudes de onda diferenciales en las regiones
1800-1600, 1280-730 cm! en derivadas segundas normalizadas entre
espectros de las Clase I (rosa) y la Clase II (celeste). Las lineas de color
que van desde el amarillo (mayor significado) hasta el azul (menor
significado) son los nimeros de onda en los cuales el Software encontré
las mayores diferencias entre las clases.

Todos los modelos ensayados se desarrollaron con una significancia del 85 a
95%. Para todos los casos, se calculé el error de validacion, sensibilidad,
especificidad y exactitud. La Figura 32 muestra la RNA para la cual se encontro la
mejor combinacion de parametros (16 valores de inputs y 3 capas internas, la cual
denominamos IRlifel). En este caso al testear la red con los 33 espectros empleados
para la validacion externa, 6 correspondientes a sobrenadante de embriones que
implantaron (positivos) y 27 a sobrenadantes de embriones que no implantaron
(negativos), se obtuvo que dentro de los 6 positivos 4 fueron clasificados como positivos
y 2 como negativos, y entre los 27 negativos, 22 fueron clasificados correctamente y 5
fueron mal clasificados o no clasificados

Estos resultados estan indicando que mediante la red IRlifel podria ser
posible discriminar espectros pertenecientes a sobrenadantes de embriones que
implantan de los que no implantan con valores de sensibilidad del 66%,

especificidad del 85% y de exactitud del 81%.
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De modo que este modelo propone que en un tratamiento FIV, en el cual se
dispone luego de 3 dias de cultivo de una corte de embriones (por ejemplo de 9
embriones). Al momento de tener que seleccionar qué embrion transferir, se toman los
sobrenadantes de cultivo de los 9 embriones, se mide los correspondientes espectros
FTIR, se los introduce en el programa NeuroDeveloper®, se desafian en el modelo
desarrollado IRlifel y se obtiene el resultado. Por ejemplo un resultado podria ser, de
los 9 embriones, 3 con resultado positivo (implantacion) y los restantes negativos (no
implantacién) o no clasificados (no son reconocidos por la red). Ante este resultado
sugeririamos en menos de 1 hora qué embriones podrian ser transferidos con una
exactitud del 81 % (Figura 34).

Dentro de las metodologias de seleccion de embriones en tratamientos IFV,
como se mencion6 anteriormente, estan aquellas que se fundamentan en la morfologia
(estudiada por microscopia Optica), morfo-cinética (Time-lapse) y genética
(Preimplantation Genetic Screening-PGS). En relacion a la seleccién por morfologia,
como ya se dijo, poseen una baja eficiencia, menor al 35%. Las técnicas de tipo Time-
lapse por su parte son mas precisas, tiene la ventaja no requerir la manipulacion de los
embriones fuera de la incubadora, pero poseen la desventaja de involucrar equipos de
muy alto costo. Finalmente, las técnicas genéticas presentan la gran desventaja de ser
invasivas, el ultimo protocolo de PGS desarrollado es aquel que evalia el estado
genético en blastocistos, su principal desventaja es que los resultados se obtienen en 24
a 48 horas, por lo que generalmente se deben congelar los blastocistos. Asimismo, su
beneficio sobre la posibilidad de incrementar las tasas de embarazo han dado resultados
inconclusos (Gleicher y col., 2014).

Los tratamientos de Fertilizacion asistida son tecnologias muy caras que recién
en los tltimos tiempos se intenta que cubran las obras sociales. A los costos directos que
derivan de la aplicacion del tratamiento en si, se le debe sumar los costos indirectos que
incluyen la demanda de tiempos que normalmente son laborables para la pareja, gastos
de traslados a centros especializados, los que son dificiles de estimar. En ocasiones la
falla durante un ciclo de FIV conlleva a que las mujeres estén expuestas a una mayor
probabilidad de ser victimas de violencia doméstica y a sufrir diversas formas de abuso
verbal y emocional, lo cual se incrementa en entornos donde la paternidad es socialmente
obligatoria.

Si bien, hoy en dia se cuenta con una ley que protege a las familias donde gran

parte de la responsabilidad econdémica radica en las obras sociales y el Estado, no todas
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las parejas cuentan con dicha cobertura. Por lo tanto, cualquier aumento en la
probabilidad de éxito durante los ciclos de FIV permitird a aquellas parejas de recursos
limitados lograr una reducciéon importante de costos de tratamiento. Esta mejora en los
procedimientos también disminuiria el gasto publico generado en hospitales que brindan
dicho servicio.

En este escenario la aplicacion de esta nueva metodologia ademas de incrementar
la exactitud en la seleccion de los embriones, representaria una herramienta de
diagnostico no invasiva, rapida, simple, confiable. Asimismo si bien es necesaria una
inversion inicial para adquirir el espectrometro FTIR, el hecho de no requerir insumos,
la transforma ademas en una técnica de bajo costo. Esto seria una ventaja adicional para
ser aceptada por las clinicas y obras sociales, ya que aumenta la certeza del tratamiento

sin incrementar el valor total del mismo.

IRIife1
Input Capas ocultas OUTPUT
Sobrenadante @\
de cultivo de @—>

embriones de : /
dia 3 @

Figura 34. Esquema de procedimientos involucrados en la evaluacion
por la RNA [Rlifel de sobrenadantes de medio de cultivo de embriones.
Los parametros de la red desarrollada incluyen 16 inputs y 3 capas
ocultas

Si bien los resultados obtenidos fueron alentadores y el modelo neuronal
desarrollado mostraba significativas posibilidades de ser aplicado ofreciendo mejores
resultados, no fue posible incrementar los valores de sensibilidad, exactitud y
especificidad.

A pesar de haber avanzado significativamente en el desarrollo de nuevas
tecnologias no quedaba aun claro por qué este modelo no podia ser mejorado y era tan
variable el resultado segin qué set de espectros se tomaran como entrenamiento o

validacion.
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Luego de un andlisis cuidadoso observamos que este modelo no puede ser
mejorado porque en los métodos de RNAs se entrenan las redes “ensefidndoles” que los
espectros que tiene una metabolémica asociada a la implantacion son los que estan en la
Clase I, lo cual no ofrece mayores objeciones. Pero se les “ensefia” también que los
espectros que estan en la Clase III tiene una metabolomica negativa para la implantacion.
Esta afirmacion no es del todo cierta, ya que dentro de ese pool de espectros de Clase 111
(negativos) hay una fraccion que efectivamente tiene una metabolomica no favorable,
pero hay otros que quizas tienen una metabolomica favorable y la no implantacion se dio
por otras causas ajenas al metabolismo. Esto nos llevé a “confundir” el entrenamiento.
Algunos de los espectros del set de muestras que se tomaron como de metabolémica
desfavorable (Clase III) podrian haber sido favorables.

Esto nos llevé a pensar que cualquier método supervisado donde a priori
tuviéramos que separar entre implantados y no implantados, dentro de los negativos
podria haber embriones con “buena metabolémica” que no implantaron por razones
ajenas al metabolismo. Esto nos llevaria a conclusiones erroneas. Por lo que decidimos
ensayar modelos sofisticados pero no supervisados, donde no tuviéramos que separarlos
previamente en clases.

Recurrimos con estos cuestionamientos al grupo de trabajo del Prof. Dr. Achim
Kohler del Departamento de Ciencias Matematicas y Tecnologicas de la Universidad de
Ciencias de la Vida de Noruega. Este grupo es referente a nivel mundial en quemometria
aplicada al andlisis de espectros de muestras de origen biologico. Este laboratorio cuenta
con un gran nimero de especialistas en biologia, quimica y matematicas, quienes han
desarrollado los cédigos necesarios para aplicar sobre muestras espectrales analisis de
componente principal (ACP), minimos cuadrados parciales (PLS), entre otros.
Emprendimos un trabajo en cooperacion a través del cual se realizd una visita a su
laboratorio donde pudimos entender y aprender la aplicacion de sus modelos no

supervisados.

5.3.3 Desarrollo de un modelo matematico no supervisado para la estimacion

del potencial de implantacion de embriones

Como se mencion6 en materiales y métodos El Analisis Factorial y Analisis de
Componente Principal son algoritmos matematicos que reducen la dimension del

problema que se estéd tratando. En otras palabras, en lugar de usar muchas variables, la
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variabilidad de los datos es descripta por s6lo unos pocos Factores o componentes
principales (CPs). La reduccién se logra encontrando la correlacion entre las variables
(Zwielly y col., 2010).

Durante el desarrollo del trabajo se ensayaron diferentes herramientas a medida
que se iban incorporando nuevos software al estudio.

Primeramente, se contaba con el método de factorizacion que ofrece el software
Opus 7.0 (Figura 35) que permite realizar un AF. Para este andlisis tomamos todos los
espectros de las carpetas de Clase [ y Case III sin ninguna clasificacion previa, re realizd
el AF sin seleccionar ventanas espectrales (solamente eliminamos las ventanas asociadas
a la absorcion de lipidos), posteriormente se obtuvo diagrama de scores correspondiente

(Figura 35).
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Figura 35. AF (Score 2 vs. Score 3) de espectros de sobrenadantes de
embriones de Clase I (rojo) y Clase III (verde). El andlisis se realiz6 con la
derivada segunda normalizada vectorialmente de los espectros en las
regiones espectrales 1800-1600, 1280-730 cm'!, por medio del método
de factorizacion (Software Opus 7.0).

Referencias: rojo: espectros de sobrenadantes de cultivo de embriones
que implantaron, verde: espectros de sobrenadantes de cultivo de
embriones que no implantaron.

Se ensayaron de igual manera analisis de componente principal (Figuras 36 y 37)

utilizando diferentes software y algoritmos. Se adquirio6 el software PyChem de acceso
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libre que tiene disponible los modelos matematicos SVS y NIPALS para realizar ACP
(Baker y col., 2014). Por ultimo se obtuvo el software MATLAB, otorgado por el grupo
dirigido por el Prof. Dr. Achim Kohler del Departamento de Ciencias Matematicas y
Tecnologicas de la Universidad de Ciencias de la Vida de Noruega. Ademas, de los
codigos desarrollados para el uso de MATLAB han desarrollado técnicas de pre-
procesamiento basadas en métodos de modelado de tipo Correccion Multiplicativa de la
Senal Extendida (EMSC).

Por medio de éstos andlisis es posible determinar que aquellos espectros de
embriones que se encuentran alejados de la nube de positivos no deberian haberse
transferido, ya que su espectro no es similar al de los embriones que implantaron, es decir
que alrededor del 40% de los embriones transferidos no hubieran sido seleccionados para
iniciar un ciclo de FIV si se hiciera el andlisis por FTIR, disminuyendo asi el porcentaje
de ciclos no exitosos. La posibilidad de incrementar el éxito en los ciclos de FIV
permitiria a su vez disminuir las transferencias multiples de embriones, disminuyendo asi

la incidencia de embarazos multiples.
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Figura 36. PCA Score Plot, (t1 vs. t2) de espectros de sobrenadantes de
cultivo de embriones de Clase I y Clase IlII. El analisis se realizé en las
regiones espectrales 1800-1600, 1280-730 cm-1, sobre los espectros pre-
procesados por derivacion lineal y un filtro de 9 puntos, por medio del
método de SVS (PyChem).

Referencias: en rojo se indican los espectros de sobrenadante cultivo de
embriones que implantaron.
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Figura 37. PCA Score Plot (PC1 vs PC2) de espectros de
sobrenadantes de cultivo de embriones de Clase I y Clase II.
El andlisis se realiz6 sobre los espectros pre-procesados por
derivaciéon segunda normalizada vectorialmente y EMSC
analisis en las regiones espectrales 1800-1600, 1280-730
cm-1, por medio del método NIPALS (MATLAB).
Referencias: P: espectros de sobrenadantes de cultivo de
embriones que implantaron, N: espectros de sobrenadantes
de cultivo de embriones que no implantaron.

Como ya se menciond anteriormente son numerosos los estudios que han
demostrado que los sobrenadantes de cultivo de embriones que resultan en embarazo
tienen un perfil metabolomico diferente en comparaciéon con los embriones que no
implantan (Gardner y col., 2013; Katz-Jaffe y col., 2009; Katz-Jaffe y col., 2013;
Nyalwidhe y col., 2013).

La investigacion del metaboloma de los medios de cultivo de embriones,
utilizando anélisis espectroscopico y bioinformatica ha sido empleado por diversos
grupos de estudio. Sakkas y colaboradores fueron los primeros en publicar reportes del
empleo de espectroscopia NIR para el andlisis de espectros de sobrenadantes de
embriones (Ahlstrom y col., 2011; Seli y col., 2007; Seli y col., 2009; Seli y col., 2011;
Vergouw y col., 2008). En un principio los modelos obtenidos, los cuales habian sido
desarrollados con tamafios muestrales de entre 69 a 304 sobrenadantes de cultivo de
embriones, dieron resultados que parecian prometedores. Esto los alentd a desarrollar un

prototipo comercial del modelo (Molecular Biometrics Inc., ViaMetrics). Sin embargo,
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varios estudios clinicos mostraron n resultados inconsistentes (Hardarson y col., 2012;
Sfontouris y col., 2013). Uno de los problemas subyacentes encontrados en el sistema
basado en espectrocopia NIR era que el umbral de la sefial que distinguia entre un
embrion viable y no viable era altamente sensible al ruido de la sefial. Por lo tanto,
cuando se aplico en ensayos clinicos rigurosos, no ha mejorado la posibilidad de
seleccionar un solo embrion viable, esta tecnologia NIR parece necesitar un mayor
desarrollo antes de ser utilizada como un modelo objetivo de la viabilidad del embrion

(Sakkas, 2014).
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Figura 38. AF (Score 2 vs. Score 3) de espectros de sobrenadantes de
cultivo de embriones de Clase I (rojo) y Clase III (verde). El andlisis se
realizé con la derivada segunda normalizada vectorialmente de los
espectros en las regiones espectrales 1800-1600, 1280-730 cm'!, por
medio del método de factorizacion (Software Opus 7.0).

Se indica con un circulo amarillo los espectros de Clase III que se
encuentran cercanos a los Clase I.

Referencias: rojo: espectros de embriones que implantaron, verde:
espectros de sobrenadantes de cultivo de embriones que no implantaron.

Ademas de la desventaja de las bajas sefiales espectrales que se obtienen por
medio de espectroscopia NIR, como se describié en Introduccion, NIR solo registra los
estados vibracionales de los enlaces O-H, C-H, y N-H, mientras que por FTIR se
obtienen espectros que contienen informacion de los modos vibracionales del material

biologico (C-H, C=0, C-0O, O-H, N-H, C-N, etc.) global. Es probable que los resultados
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desalentadores obtenidos por el grupo de Sakkas se deban en parte a la falta de
informacion que otorgan los espectros NIR. Asimismo, la espectroscopia FTIR permite
obtener espectros mas rapidamente y tiene un mayor rendimiento (throughput).

El analisis preliminar de medios de cultivo de embriones cultivados durante 26
horas realizado por Brison y col. (2007), es el tnico disponible que aplica espectroscopia
FTIR. En ¢l incluyeron espectros de sobrenadantes de embriones que dieron embarazo
clinico (dos muestras de un mismo paciente), espectros de sobrenadantes de embriones
que dieron embarazo bioquimico pero que no lograron embarazo clinico (dos muestras
de un mismo paciente) y espectros de sobrenadantes de embriones que no dieron
embarazo (tres muestras de tres pacientes). Si bien observaron que cada grupo de
muestras se distribuye con cierta tendencia en cuanto a su resultado de implantacion
indicando el potencial que tendria la técnica, en el estudio se utiliza un numero de
muestras muy pequefio lo cual implica que lo observado debe ser tomado con cautela.
Lamentablemente, no han hecho nuevos reportes donde se incluya un mayor tamano de
muestra. Aunque emplean el mismo tipo de espectroscopia que nosotros existen
diferencias en el tiempo de desarrollo de los embriones y el modo de preparacion de las
muestras.

Es importante destacar que todos los estudios mencionados arriba donde se
emplean técnicas espectroscopicas como posibles herramientas para la evaluacion no-
invasiva del potencial de implantacion embrionaria utilizaron métodos de analisis
supervisados, donde el set de sobrenadantes tomados como negativos (no implantacion)
puede estar incluyendo embriones que son metabdlicamente no viables y también
embriones que no han implantado por razones a ajenas a la metaboldémica.

Como mencionamos anteriormente existe una gran cantidad de factores que
pueden afectar la implantacion ya que los tratamientos de fertilizacién asistida son
procesos multifactoriales. Diversos estudios han observado cémo en mayor o menor
medida estos tratamientos pueden verse afectados por diferentes hdbitos tales como el
tabaquismo, estatus socioeconémico, consumo de alcohol entre otros (Wright y col.,
2006), por lo cual no dependeria solo del estado metabdlico del embrion.

Teniendo en cuenta lo antes expresado es posible que los espectros de embriones
que no implantaron que se encuentran en la nube de embriones que implantaron tengan
una metaboldémica similar a estos Ultimos, y que el resultado negativo del ciclo se deba a
otros factores que influyeron de manera negativa (Figura 38). Se decidi6 ir més alla en

estos estudios metabolomicos y estudiar la posibilidad de tener en cuenta otros factores
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que pueden influenciar los tratamientos de FIV, con el fin de incrementar los resultados

observados.

5.3.4 Construccion de un modelo basado en analisis PLS que combine datos

espectrales con otro tipo de datos

Los analisis de tipo PLS permiten realizar modelos que combinan datos de dos
matrices X e ¥, donde la matriz X suele tener un dominio (espectros FTIR asociados a la
metaboloémica) e ¥ (otro conjunto de datos). Para la aplicacion de éste tipo de métodos se
empled el modelo matematico PLS por medio del software MATLAB. En este sentido
se analizo si al combinar la base de datos de espectros FTIR construida con los espectros
de sobrenadantes de cultivo (matriz X) y los datos almacenados en la plataforma
OpenClinica (matriz ¥) permitian mejorar los resultados obtenidos.

Los factores considerados incluyeron: morfologia embrionaria, edad de la madre,
indice de masa corporal materna (BMI) y tabaquismo. Para poder incluir éstos factores,
la informacion incorporada en OpenClinica debi6 ser recuperada. En los casos de la
edad de la madre, indice de masa corporal materna y tabaquismo, debido a que son
variables continuas se debieron transformar en variables categoricas.

Las edades maternas se separaron en 3 grupos, aquellas que tenian entre 27 a
34,9 anos pertenecian al grupo 1, las que tenian entre 35 a 39,9 afos al grupo 2 y las
mujeres mayores a 40 afios eran incluidas en el grupo 3.

Los datos BMI se calcularon para cada caso y se separaron en 4 categorias, donde
mujeres con un BMI entre 18-20 (peso normal) corresponderian a la primera categoria,
BMI menores a 18 (bajo peso) a la categoria 2, BMI entre 21-26.9 (sobre peso) a la
categoria 3 y BMI superiores a 27 (obesidad) a la categoria 4.

Teniendo en cuenta los valores informados sobre tabaquismo se generaron 5
categorias. El grupo que serd identificado como cero contenia mujeres que nunca habian
fumado, en el grupo 1 se incluyeron ex-fumadoras que consumian menos de 10
cigarrillos por dia, en la segunda categoria ex-fumadoras que consumian mas de 10
cigarrillos por dia, fumadoras activas de al menos 9 cigarrillos al dia pertenecian al grupo
3, en el grupo 4 se incluyeron aquellas que eran fumadoras activas de entre 10 y 19
cigarrillos por dia y en el ultimo grupo se incorporaron mujeres que consumian mas de

20 cigarrillos por dia. También se tuvo en cuanta el tabaquismo del padre, los datos se
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separaron en 2 categorias, padres que nunca fumaron pertenecian al grupo 0, mientras
que el grupo 1 estaba formado por aquellos que eran ex-fumadores.

Los datos se transformaron y se incluyeron en un estudio de tipo PLS. En cuanto
a la matriz X de datos espectrales se seleccionaron para el analisis las regiones
espectrales 1800-1600, 1280-730 cm™, el pre-procesamiento incluy6 una correccion de
tipo Correccion Multiplicativa de la Sefial Extendida (EMSC) y la segunda derivada
noramlizada vectorialmente.

Por otro lado, con datos colectados en la base OpenClinica que fueron re-
categorizados como se explico anteriormente se construyo una matriz ¥. Se evaluaron
los resultados incluyendo los factores considerados, y diferentes combinaciones de ellos

(Figura 39).
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Figura 39. PLS-AD Plot (PC1 vs PC2) de espectros de sobrenadantes de
embriones de Clase I y Clase Il combinados con los datos colectados en
la base OpenClinica. El analisis se realiz6 sobre los espectros pre-
procesados por la derivada segunda y EMSC andlisis en las regiones
espectrales 1800-1500, 1280-730 cm-1, por el método NIPALS (MATLAB),
y los datos relacionados a la morfologia embrionaria, edad de la madre,
indice de masa corporal (BMI) materna y tabaquismo.

Referencias: P: espectros de sobrenadantes de cultivo de embriones que
implantaron, N: espectros de sobrenadantes de cultivo de embriones que
no implantaron.

La incorporacion de otros factores que podrian estar influenciando los ciclos de

TRA al analisis otorga resultados similares a los anteriores, donde los espectros de
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sobrenadantes de cultivo de embriones que implantaron forman una nube en la cual
muestras de sobrenadantes de cultivo de embriones que no implantaron se superponen
con aquellas que si lo hicieron.

Al analizar las caracteristicas de los sobrenadantes de cultivo de embriones
pertenecientes a la Clase III, que se encuentran alejados de la nube de Clase I, los mismos
presentaban uno o mas factor desfavorables (Tabla 7, Figura 40), mientras que las
muestras de Clase III, cercanas los espectros de Clase I, tienen caracteristicas mas
“saludables”. Las razones por las cuales un ciclo de TRA no es exitoso no estan del todo
esclarecidas. Por un lado, se observan fallas de ciclos en transferencias de embriones de
buena calidad, lo cual podria estar apoyado en el hecho de la falta de exactitud de
valoracion morfoldgica. Asimismo, como se describid anteriormente se han propuestos
otros factores que podrian afectar los ciclos, sin embargo no se tiene certeza de su
influencia. Esto conlleva a que se desconozcan las causas de la falla del ciclo en el grupo
de muestras de espectros correspondientes a embriones que no lograron implantar.
Consecuentemente desarrollar métodos de comparacion entre muestras que implantan o
no lo hacen se debe hacer con suma cautela ya que el grupo de no implantados podria
estar enmascarando embriones con buena metabolomica pero que en realidad tenga otro

factor que le impidi6 concluir exitosamente.

Tabla 7. Determinacion de las caracteristicas de los espectros de sobrenadante
embriones que no implantaron y se encuentran alejados de la nube de espectro de

sobrenadantes de cultivo de embriones que implantaron.

Clase lll cercanos a Clase | Clase Il alejados a Clase |
Morfologia embrionaria 1 2 3 4 1 2 3 4
29% %  208% 208% al8%  222%
Edad materna | 2 3 1 2 3
alB%  304%  129% 148%  40% §4%
BMI 1 2 3 4 1 2 3 4
80.6% 19.3% T4% 37% T4%  148%
Tabaquismo materno 0 | 2 3 4 § 0 | 2 3 4 9
T4)%  B4% E4%  12.9% 4%  180%  14.8% 148%  74%
Tabaguismo paterno 0 1 2 0 | 2
713% 98%  B4% @B% 383% 1B5%
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Figura 40. PLS-AD Plot (PC1 vs PC2) de espectros de sobrenadantes de
cultivo embriones de Clase I y Clase Il combinados con los datos
colectados en la base OpenClinica. En este grafico se muestra el
resultado del andlisis y se grafica indicando las edades maternas. El
analisis se realizé sobre los espectros pre-procesados por la derivada
segunda y EMSC andlisis en las regiones espectrales 1800-1500, 1280-
730 cm-, por el método NIPALS (MATLAB), y los datos relacionados a la
morfologia embrionaria, edad de la madre, indice de masa corporal (BMI)
materna y tabaquismo.

Referencias: P: espectros de sobrenadante de cultivo embriones que
implantaron; N: espectros de embriones que no implantaron; Agel:
mujeres menores a 34,9 afos; Age2: mujeres entre 35 a 39,9 afios; Age2:
mujeres mayores a 40 afios.

Se marca con un circulo amarillo la zona donde se encuentran los
espectros de embriones que implantaron.

Nuestros resultados confirman que a pesar de que la metabolomica embrionaria
tiene un papel clave en el proceso de implantacion del embridn, €sta representa un evento
multifactorial. Por lo tanto, el desarrollo de modelos capaces de estimar el potencial
reproductivo de embriones individuales dentro de una cohorte no seran lo
suficientemente robustos si se basan tinicamente en los resultados de metaboldmica.

Por otro lado, al igual que lo reportado por Freour y col. (2008) la falta de
contundencia en los resultados pudo deberse a que se contd con un nimero limitado de
muestras. En un principio se especuld que se iba a disponer de un gran numero de
pacientes, alrededor de 1000, sin embargo no fue posible alcanzar esta cantidad debido
por un lado a que las parejas se encontraban a la espera de que la Ley de Reproduccion

Medicamente Asistida (Ley N° 26862) se aplicara e instrumentara, asimismo

164



posteriormente debido a las restricciones en la importaciones no fue posible adquirir el
medio de cultivo utilizado hasta el momento.

Se debe tener en cuenta que el estudio de la influencia de factores relacionados
a los habitos de vida de los pacientes requiere la incorporacion de un nimero muy grande
de muestras para poder observar preponderancia. Es asi que los trabajos que abordan el
analisis de factores mas predictivos para el nacimiento vivo después de la fecundacion
in vitro tales como el tabaquismo, fumadores pasivos, alcoholismo, grosor del
endometrio, nivel socioecondmico, entre otros, incluyen a veces hasta 7000 casos
(Aleman y col., 2016; Schliep y col., 2015; Vaegter y col.,2017), inclusive en un trabajo
realizado por Domar y col. (2015) realizado en EEUU con el objetico de analizar la
prevalencia de comportamientos negativos de estilo de vida, el impacto de la region y la
cobertura de seguros médicos fue realizado en base a la informacion de 12800 pacientes
de diferentes clinicas.

Durante la realizacién de la investigacion se trabajé en conjunto con los
especialistas de IECS, institucion que se dedica a promover la utilizacion de la evidencia
cientifica para acortar la brecha existente entre el conocimiento disponible y la toma de
decisiones. En cuanto al estudio de la influencia de factores sobre los resultados de los
tratamientos de TRA, se consultd a los especialistas quienes cuentan con una vasta
experiencia en conducir y promover proyectos de investigacion que involucran a miles
de personas a nivel global, ellos advirtieron la posibilidad de la obtencion de resultados
no concluyentes debido la necesidad de contar con un nimero de muestra del orden de
los miles.

Asimismo, también se trabajo en colaboracion con el grupo de especialistas en
espectroscopia y desarrollo de modelos quemométricos del Departamento de Ciencias
Matematicas y Tecnolégicas de la Universidad de Ciencias de la Vida de Noruega
(NMBU). Si bien ellos advirtieron que el nimero de muestras podria no ser el ideal para
el desarrollo de modelos donde se desean combinar bloques de datos, nos alentaron a
estudiar la influencia de las caracteristicas de los pacientes en combinacion con la
metaboldmica estudiada por espectroscopia FTIR.

Las investigaciones dirigidas a determinar la influencia de héabitos de vida sobre
el éxito de los tratamientos de reproduccion asistida son numerosas, asi como aquellos
tendientes a desarrollar nuevas tecnologias no-invasivas para la seleccion de embriones.
Sin embargo, hasta el momento no se han reportado ensayos donde se combinen ambas

tematicas. Por lo tanto, esta investigacion es la primera en proponer un abordaje
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abarcativo que permite evaluar el/los embriones a transferir durante ciclos de FIV. No
obstante, futuros trabajos tendientes a obtener resultados mas concluyentes deberan
involucrar mayor cantidad de pacientes, pacientes de diferentes centros de fertilizacion
y deberan evaluar exhaustivamente la inclusién de factores asociados a la falla en la
implantacion

Las metodologias aplicadas en este estudio otorgan las bases necesarias para su
aplicacion en futuros estudios donde se desee estudiar la distribucién y ponderar la
influencia de factores que estan afectando un mismo proceso. Incluso su relevancia
radica en la posibilidad de combinar datos epidemioldgicos y espectrales, un area de
estudio que se encuentra en amplio desarrollo a nivel mundial y que no tiene referentes

en nuestro pais.
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Conclusiones



1 Conclusion general

Este trabajo de Tesis doctoral, se ha llevado a cabo en el marco de un proyecto de
innovacion en el que participaron el sector cientifico y productivo. A través de este proyecto
multidisciplinario en el que intervino el Laboratorio de Biospectroscopia del CINDEFI,
PREGNA Medicina Reproductiva, el Instituto de Efectividad Clinica y Sanitaria (IECS),
Synthon Analytics (Heildelberg, Alemania), y el Departamento de Matematicas y Tecnologia
de la Universidad de As (Noruega), se ha podido realizar un valioso aporte para mejorar las
técnicas de eleccion de embriones a ser transferidos en las practicas de fertilizacion asistida
(FA).

Se ha demostrado por primera vez el potencial que tiene la espectroscopia FTIR
combinada con analisis mutivariante, para analizar la metabolomica embrionaria a partir del
estudio de sobrenadantes de cultivo de embriones de 3 dias de incubacion. Se desarrolld un
método bioinformatico basado en redes neuronales artificiales que permite estimar el
potencial de implantacion de embriones previa a su transferencia en tratamientos de
fertilizacion asistida con una certeza mayor a la obtenida con los métodos de seleccion
actuales basados en la morfologia embrionaria. La nueva metodologia de diagnostico
desarrollada resulta no invasiva, rapida, simple, confiable y se independiza de interpretaciones
subjetivas del operador. Asimismo, estas tecnologias en combinaciéon con otros métodos
multivariantes no supervisados permitieron analizar aspectos importantes asociados a la
fertilizacion asistida. Esta investigacion constituye un aporte significativo en el area de
fertilizacion asistida ya que optimiza la eleccion de embriones a través del uso de una técnica
inédita, que permitiria disminuir los riesgos que conlleva los embarazos multiples y mejorar
la efectividad de estos tratamientos, donde la conclusion no exitosa de los mismos genera

graves consecuencias en los pacientes.

1.1 Conclusiones particulares

Moédulo A Obtencion de embriones y sobrenadantes de cultivos de embriones in vitro y
Médulo B Construccion de una plataforma para almacenar, extraer y utilizar la

informacion generada
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En base al estudio realizado de acuerdo al trial clinico, que se llevo a cabo sobre una
poblacion de 414 pacientes, restringida a pacientes menores a 42 anos, que presentaban
infertilidad de mas de 1 afio de duracion, con no mas de 2 tratamientos de fertilizacion previos,

se obtuvieron las siguientes conclusiones:

» La utilizacion del OpenClinica como plataforma informadtica para la recopilacion y
administracién de datos en trial clinicos, donde intervienen varias instituciones y
pacientes, mostrd ser una herramienta versatil y eficaz por las posibilidades que brinda
tanto en la verificacion de inconsistencias, como en la aplicacion de "Buenas Practicas
en Manejo de Datos para Investigacion". Para este trabajo de Tesis ajustarnos a este
procedimiento si bien al principio resultdé muy tedioso, con el tiempo demostrd ser
esencial para el racional manejo de toda la informacion que se fue recopilando en una
tematica que es multifacética.

» Lamayor causa de infertilidad dentro de las parejas de la poblacion estudiada, se debid
al factor masculino.

» Se comprobo6 una relacion indirecta entre la edad de la mujer y la probabilidad de éxito
de los Tratamientos de Fertilizacion Asistida. Las mujeres menores de 39 afios
tuvieron la mayor tasa de éxito. En mujeres mayores de 40 afios la tasa de embarazo
fue menor al 10%.

» Este estudio mostrd una prevalencia de mujeres de edad mas avanzada (mayor a 40
anos), dentro de las que recurren a los tratamientos de fertilizacion asistida. En este
sentido, se observd la mayor incidencia en mujeres entre 34 a 40 afios, aunque
seguramente si el estudio hubiera incluido pacientes mayores de 42 afios esta tendencia
se habria profundizado.

» En la poblacion analizada se vio una relacion entre la morfologia embrionaria y la
probabilidad de implantacion. Las pacientes que mostraron doble implantacion fueron
transferidas con embriones de morfologia I y II.

» A pesar que la mayoria de los pacientes incluidos en este estudio eran no fumadores,
se puede ver una disminucion de la tasa de embarazo clinico en fumadoras activas

durante la realizacion del tratamiento.

Modulo C Analisis de sobrenadantes de cultivo de embriones por FTIR
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El espectrometro FTIR VERTEX 70 acoplado al médulo externo HTS-XT de alta
performance y la implementacioén del software OPUS/LAB resultaron herramientas
muy apropiadas para el desarrollo de este tipo de estudios, por su gran sensibilidad y
reproducibilidad en la respuesta a lo largo del tiempo.

La estandarizacion de la toma de muestra y registro de espectros en los analisis de
espectroscopia IR son un paso fundamental para lograr una buena reproducibilidad
entre las medidas.

El pre-procesamiento de los espectros adquiridos demostrd ser un paso indispensable
para eliminar de manera sencilla y eficaz los espectros outliers y desarrollar modelos
de prediccion robustos y estables, mejorando la interpretabilidad de los resultados.
La comprobacion de la baja variabilidad espectral de los medios de cultivo a lo largo
del tiempo en que se llevo a cabo este trabajo y entre los distintos lotes, aseguraron la
posibilidad de poder desarrollar un método de evaluacion del potencial de
implantacion basado en el estudio de la metaboldémica en los sobrenadantes de cultivo
de embriones.

Este estudio demuestra por primera vez el potencial que tiene la aplicacion de
espectroscopia FTIR empleando la técnica del film seco, para analizar la
metaboldmica embrionaria a partir de sobrenadantes de cultivo de embriones de 3 dias
de incubacion.

La morfologia embrionaria estudiada a través de microscopia Optica pareciera no
guardar relacion con la metabolémica embrionaria estudiada por medio de
espectroscopia FTIR.

Se desarrolld6 un sistema basado en Redes Neuronales Artificiales, al que
denominamos IRlifel que permite predecir el potencial de implantacién de embriones
previo a su transferencia en un tratamiento de fertilizacion (66% de sensibilidad, 85%
de especificidad y 81% de exactitud). La nueva metodologia de diagndstico es no
invasiva, rapida, simple, confiable y se independiza de interpretaciones subjetivas del
operador.

La aplicacion de modelos matematicos basados en Analisis Factorial (AF) o Analisis
de Componente Principal (ACP), realizado a través del software MATLAB,
permitieron estudiar la variabilidad y heterogeneidad de los espectros, y confirmaron
que si bien los espectros de sobrenadantes de cultivo que provienen de embriones que
implantaron poseen baja heterogeneidad, los que provienen de embriones que no

implantaron son sumamente heterogéneos.
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» Los analisis de tipo Minimos Cuadrados Parciales (PLS) que combinaron datos de
espectros FTIR asociados a la metabolomica y el conjunto de datos de los pacientes y
embriones confirmaron que la metaboldémica embrionaria tiene un papel clave en el
proceso de implantacion del embridén, sin embargo ésta representa un evento

multifactorial.

A partir de estas investigaciones se han generado nuevos conocimientos en esta
tematica que sientan precedentes importantes para continuar con el desarrollo de futuros
ensayos basados en FTIR combinados con métodos multivariantes con el fin ultimo de
desarrollar una metodologia que permite transferir la menor cantidad de embriones con la

mayor probabilidad de éxito de implantacion.
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Anexo I

CEMIC

Comite de Etica en Investigacion
Centro de Educacion Médica e Investigaciones Clinicas “Norberto Quirno”

FORMULARIO DE APROBACION

Buenos Aires, 23 de julio de 2012

Investigador Principal: Dr. Horton J

EN REFERENCIA A:

Titulo del protocolo: “Development of a non-invasive method for selection of human
embryos with high implantation potencial based on Fourier Transform Infrared (FT-IR)
spectroscopy and artificial neuronal networks™

El Comité de Ftica en Investigacion del CEMIC resolvio aprobar el protocolo de referencia y su
consentimiento informado.

El Comité requerird, cuando lo crea oportuno, informacién re el desarrollo del presente
estudio y podra reconsiderar su valoracion inicial.

Saluda a Ud. atte.

Miembros del Comité:

Enrique Gadow — Académico, Presidente Consultores: i
Hugo Krupitzki - Prof. TUC, Efectividad Clinica Roberto Arana - Académico )
Roberto Lede — Médico, Investigador CONICET, Asesor externo Jorge Lopez Camelo - Investigador CONICET
Ana Maria Martirena - Lego

Julio Ravioli - Médico Legista

Juan Carlos Tealdi - Médico, Bioeticista

José Molina — Enfermero

Analia Lopez — Médica, Efectividad Clinica

Sebastian Lipina — Psiclogo, Investigador CONICET

Maria Eufemia Juérez — Lego

Calificaciones Internacionales:
Department of Health and Human Services (HHS) TRB00001745 - IORG 0001315
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Consentimiento
Informado
PROTOCOLO
METABOLOMICA

Consentimiento para participar en un estudio de investigacién clinica y autorizacién para
divulgar informacién médica

Titulo del estudio
Desarrollo de un método no invasivo para seleccion embrionaria mediante el analisis
espectroscopico del medio de cultivo en Fertilizacion In Vitro.

pregna

Lugar de realizacion medicina reproductiva

e Pregna Medicina Reproductiva, JUNCAL 3490
(C1425AYV)

e CINDEFI, (CONICET) Universidad Nacional de La Plata Calle 115y 47

Por favor, lea atentamente le siguiente informacion y no dude en realizar cualquier consulta a
su médico, quien respondera cualquier pregunta que tenga acerca de la misma. Su
participacion en el estudio no perjudicara en ningln caso su tratamiento de Fertilizacidn
Asistida, no afectara sus resultados, ni tampoco le ocasionara gastos adicionales.

Objetivo Principal
Poder crear un método no invasivo de evaluacidon embrionaria, que permita en el futuro
seleccionar con mayor precision el/los embriones con mayor potencial de implantacion.

Fundamento Tedrico

Un problema que se presenta frecuentemente al realizar una fertilizacion asistida (FIV o ICSI)
es determinar cuales son los embriones que tienen mayor probabilidad de implantar y generar
un embarazo. Actualmente esto se realiza mediante una evaluacién morfolégica del embridn,
es decir, los bidlogos en el laboratorio miran los embriones con el microscopio y evaluan la
morfologia de las células de los embriones dandoles un puntaje.

Los embriones se colocan en un liquido (medio de cultivo) especialmente disefiado que
permite su crecimiento y desarrollo. Luego de realizar la transferencia de los embriones al
utero, este liquido habitualmente es descartado.

Estudios recientes han demostrado que los embriones eliminan ciertas sustancias al medio de
cultivo que los rodea, y en algunos Centros mundiales se estan realizando estudios sobre ese
liquido para tratar de determinar qué sustancias son las que produce y elimina el embrién al
medio de cultivo. La finalidad de esto es realizar una mejor seleccién embrionaria para
aumentar las probabilidades de embarazo sin aumentar el riesgo de embarazo multiple y sin
perjudicar al embridn.
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Procedimientos

Se incluirdn aquellas pacientes de hasta 42 afios que requieran una Fertilizacion in Vitro para el
tratamiento de su infertilidad. El momento de la transferencia embrionaria (dia 3 o dia 5 de
desarrollo) dependera de lo determinado en conjunto con su médico de cabecera y en ningln
caso se vera afectado por este estudio. Asimismo, la seleccién de embriones para transferir se
hara siguiendo los criterios actuales, descriptos anteriormente, segin la morfologia del
embrion.

WwWWw.pregna.com.ar

Consentimiento Informado
PROTOCOLO METABOLOMICA

Una vez realizado el tratamiento de FIV segun las pautas clinicas habituales de PREGNA, y
transferidos el/los embriones al Utero, el bidlogo tomara una muestra del medio de cultivo en
el cual estuvo desarrollando el embridn, y esa muestra se criopreservara para enviar en forma
diferida al CINDEFI de La Plata para su posterior analisis.

Efectos adversos posibles

El estudio no tiene complicaciones ya que utiliza un material que normalmente se descarta
(medio de cultivo donde se encontraba el embrién), luego de que se transfirié el mismo al
utero.

Informacién de contacto

Podra realizar preguntas acerca de este formulario o del estudio en todo momento y su
médico tratante podra aclarar cualquier duda al respecto. Si Ud tiene preguntas adicionales
durante el curso del estudio podra dirigirlas a su médico de cabecera, o eventualmente a los
coordinadores del Proyecto, Dres. Marcelo Garcea, Ignacio de Zuiiiga, o

Marcos Horton en Pregna, con direccién en JUNCAL 3490 (C1425AYV), Argentina, Tel. (5411)
4831-5900

En caso de duda sobre sus derechos de como participar de un estudio de investigacién puede
comunicarse con el Comité de Etica de CEMIC al 4546-8228.

Participacion voluntaria/Procedimientos para el fin de su participacion

La participacion en este estudio es completamente voluntaria. Podra/n negarse a participar o
discontinuar la participacion en cualquier momento durante el estudio. El negarse a participar
del estudio no influird de ningiin modo en los tratamientos o seguimientos que debe/n recibir.

Confidencialidad y autorizacién de acceso y uso de la informacidon médica

La informacidn recabada durante el presente estudio sera conservada en forma confidencial
en la medida de lo dispuesto por las leyes nacionales (Ley de Habeas Data 25.326 y Ley de
Derechos del Paciente 26529). Solo se utilizara un nUmero como identificacién. No habra
identificacion personal en ningn informe o publicacidon que pudiera resultar de este estudio
de investigacion.

177



La firma del presente formulario implica su aceptacion para participar en este estudio y
que autoriza a Pregna Medicina Reproductiva a utilizar la informacion descripta
anteriormente para llevar a cabo el objeto del estudio de investigacion.

Tiene/n derecho a ver y copiar la informacion médica recabada durante el curso de la
investigacion.

Declaracién de consentimiento y autorizacidn del paciente

He/hemos leido y comprendido las declaraciones contenidas en el presente consentimiento
informado. He/mos tenido la oportunidad de realizar preguntas que han sido respondidas y
explicadas a mi entera satisfaccion durante el proceso de consentimiento. Acepto/amos

voluntariamente participar en el estudio, autorizando el uso de la informacidn relacionada con
el estudio. Comprendo que recibiré/recibiremos una copia firmada del presente formulario de

consentimiento y autorizacion.

WwWWw.pregna.com.ar
d

Consentimiento Informado
PROTOCOLO METABOLOMICA

e
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Desarrollo de un método no invasivo para la seleccién de
embriones humanos con alto potencial de
implantacion basado en la espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier (FT-IR) y redes artificiales

neuronales
Pregna
Versién 2.1 21/09/12 Formulario 00: Evaluacién de Elegibilidad Paginaldel
Evaluacion de los criterios de elegibilidad
Si No
Paciente con indicacién de FIV/ICSI
3 0 menos ciclos previos de FIV/ICSI
Edad menor a 42 aios
Endocrinopatia no tratada o no controlada
Aborto recurrente
Hydrosalpinx no tratado
Miomas submucosos
Miomas intramurales > 5 cm
Adenomiosis confirmada por laparoscopia o biopsia
Pdlipos endometriales
Hiperplasia endometrial
Anomalias millerianas conocidas
Trombofilias previamente diagnosticadas
Enfermedades crénicas que el médico tratante considere que
pueden impactar en el resultado reproductivo
Factor masculino severo que requiere tratamiento con biopsia
testicular
Consentimiento otorgado por la mujer:
Y si
D 2. No - Razdn por la cual no consiente:

Fecha: / /

Si la mujer consiente, complete y pegue etiqueta
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Nombre y Apellido de la mujer Pegue etiqueta

Pegar etiqueta con
numero de estudio

Nombre del médico:

Firma:_
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Desarrollo de un método no invasivo para la seleccion de embriones
humanos con alto potencial de implantacién basado en la
espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FT-IR) y redes
artificiales neuronales

Pegar etiqueta
con niimero de paciente

Pregna
Versién 2.1 . s -
21/09/12 Formulario 01: Admisién Pagina 1de 2
A. DATOS DE LA MUIJER
1. Fecha de nacimiento: / /
2. Fumadora
I:' 1. Si —> CONTINUE EN PREGUNTA 4
D 2. Ex - fumador
E 3. Nunca fumo —> CONTINUE EN PREGUNTA 6
4, No disponible en HC —> CONTINUE EN PREGUNTA 6
3. Edad en que dejo de fumar: anos No disponible D en HC
4. N° de cigarrillos diarios que fuma/fumaba: No disponible D en HC
5. Edad que comenzé a fumar: afos No disponible en HC
6. Infertilidad primaria:
D 1. Si —> CONTINUE EN PREGUNTA 7
2. No
6.1. N° de gestas: No D disponible en HC
6.2. N° de partos o cesdreas: No E disponible en HC
6.3. N° de abortos: No O] disponible en HC
6.4. N° de embarazos ectépicos: No disponible en HC
7. N° de ciclos previos de trat. de alta complejidad: No disponible en HC

8. Factor femenino:

HE si

D 2. No —> CONTINUE EN PREGUNTA 10

U

No disponible en HC

9. Tipo de Causa ovulatoria/No ovulatoria
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I

No Uk wNe

PCO

Baja respuesta

Edad reproductiva avanzada
EDT

Tubo-peritoneal

Otro

No disponible en HC
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Desarrollo de un método no invasivo para la seleccion de embriones
humanos con alto potencial de implantacién basado en la
espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FT-IR) y redes

Pegar etiqueta
con numero de paciente

artificiales neuronales

Pregna
Versién 2.1 . . -
21/09/12 Formulario 01: Admisién Pagina 2 de 2

10. FSH Previa (dltimo valor): Ul/mL No disponible D en HC
11. AMH: ng/mL No D disponible en HC
12. RFA (Foliculos totales en ambos ovarios)

12.1. cantidad menor o iguala 6 No disponible en HC D

12.2. cantidad entre 7y 12: No disponible % en HC
12.3. cantidad mayor o igual a 12 No disponible en HC

B. DATOS DE LA PAREJA (completar solo si se utilizara semen autélogo para el ciclo)

13. Factor masculino que requiere ICSI:

(] 1. i
g

No disponible en HC

14. Fecha de nacimiento: / / I:' No disponible en HC

15. Semen autédlogo:

] 1 si
D 2. No

3.  Nodisponible en HC

16. Fumador
Y si
D 2 Ex-fumador
D 3. Nunca fumo
D 4 No disponible en HC

17. Fecha en que se completo el formulario: / /

18. Persona que completé el formulario:

Firma:

184




Desarrollo de un método no invasivo para la seleccion de embriones
humanos con alto potencial de implantacién basado en la
espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FT-IR) y redes
artificiales neuronales

Pegar etiqueta
con numero de paciente

Pregna
Vzei';(l)c;r}lzzl Formulario 02: Datos del tratamiento Pagina 1 de 2
1. Peso al comenzar el estimulo:______ kg No disponible D en HC
2. Talla: cm No disponible D en HC

3. Pretratamiento (tratamiento previo a comenzar el estimulo)

] 1. Si
[]

2.
D 3. No disponible en HC

4. Tipo de Pretratamiento

No —> CONTINUE EN PREGUNTA 5

D 1. ACOS
D 2. Noresteroides
D 3. Nosesteroides/estradiol
% 4, Estradiol
5. No disponible en HC
5. Fecha de ultima menstruacion: / / D No disponible en HC

6. Dosajes hormonales del Ciclo de tratamiento

6.1. Estradiol: pg/ml No disponible en HC
6.2. FSH: U/l No disponible en HC
6.3. LH: U/l No disponible en HC
6.4. Progesterona: ng/ml No disponible en HC

7. Fecha de inicio de la estimulacion

||

con gonadotrofinas: / / D No disponible en HC

8. Protocolo de estimulacion

I:' 1. Antagonistas

D 2. Agonistas

D 3. Otros

D 4 No disponible en HC
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9. Recibid estimulacion con LH:

L] 1. Si
SR

No disponible en HC
10. Dosis total de gonadotrofinas (FSH + LH): ui No disponible en HC

11. Dias totales de estimulo: No disponible

2. Ciclo contintia hacia puncidn folicular

HE si

D 2. No - Especifique

I:l razén:

3.  Nodisponible en HC

Si responde No o la informacion no estd disponible en HC - CICLO CANCELADO. Fin de formulario.

Firme y feche el formulario

13. Descarga de ovulacion

L] 1. hCG

D 2. GnRHa

U 3

No disponible en HC

14. Grosor endometrial dia de descarga: mm No disponible en HC
15. Tipo de endometrio dia de descarga: No disponible en HC
I:l 1. Tipo | (Trilaminar)
2. Tipo Il (Homogeneo)
D 3. No disponible en HC

16. Estradiol dia de la descarga de la ovulacion: pg/ml No disponible en HC

17. Progesterona dia de la descarga de la ovulacion: ng/ml No disponible en

18. Puncion folicular realizada

[] 1. si
D 2. No

O O

0O

0O

en HC

HC
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Si responde No -» Fin de formulario. Firme y feche el formulario. No complete el resto de los
formularios para esta participante

19. Fecha en que se completo el formulario: / /

20. Persona que completé el formulario:

21. Observaciones:

Firma:
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Pregna

Desarrollo de un método no invasivo para la seleccion de embriones
humanos con alto potencial de implantacién basado en la espectroscopia
infrarroja transformada de Fourier (FT-IR) y redes
artificiales neuronales

Pegar etiqueta
con nimero de paciente

Versiéon 2.1
21/09/12

Formulario 03: Datos recolectados durante la Fertilizacion in vitro

Pagina 7 de 7

1. Fecha de la puncién folicular: / /

Dato no disponible

2. Volumen inicial: ml
[] Dato no disponible

3. Concentracion inicial: x10%ml

Dato no disponible

4. Motilidad Progresiva a+b inicial: %
[] Dato no disponible

5. Volumen final: ml

Dato no disponible

6. Concentracion final: x10%ml

Dato no disponible

7. Motilidad Progresiva a+b final: %

Dato no disponible

8. Morfologia espermatica:

Dato no disponible

9. Fecha de la morfologia: / /

Dato no disponible
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DIA 0:

10. N° de ovocitos totales:

Dato no disponible

11. N° de ovocitos M2:

disponible

1. [ ]rv - N° de ovocitos inseminados:
disponible
2. Jicsl - N° de ovocitos inyectados:

12. Tipo de tratamiento:

Dato no disponible

3.[ ] pato no disponible

Datos del medio de cultivo (G1)

13. Lote Numero G1:

disponible

14. Fecha de vencimiento G1: /

disponible

15.

Fecha apertura del frasco G1: /

disponible

Datos del aceite (G1)

16.

17.

18.

Lote Numero Aceite G1:
Dato no disponible

Fecha de vencimiento Aceite G1:

Dato no disponible

Fecha apertura del frasco Aceite G1:

Dato no disponible

DIA 1

19.

Cantidad de embriones

[ ] Dato no

|:| Dato no

[ ] Dato no

[ ] Dato no

[ ] Dato no
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OPN 1PN 2PN 3PN 4PN Lisados
Cantidad de
embriones
No disponible en HC [] [] [] [] [] []
20. Clivaje temprano de embriones
Numero de Clivaje temprano Dato no disponible
embridn
01 1.Si[] 2.No[] []
02 1.Si[] 2.No[ ] []
03 1.Si[ ] 2.No[ ] []
04 1.5i[] 2.No[ ] []
05 1.Si[ ] 2.No[ ] []
06 1.Si[] 2.No[] []
21. Horas de incubacion pre clivaje temprano: hs
DIA 2
22. Transferencia embrionaria realizada en dia 2
1.[]Si
2. |:|No —> CONTINUE EN PREGUNTA 24
3.[_]pato no disponible —> CONTINUE EN PREGUNTA 24
23. Fecha de transferencia : / / []

Dato no disponible

Si es respondio si— Fin de formulario. Firme y feche el formulario

Datos del medio de cultivo (G2)
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24. Lote Numero G2:
Dato no disponible

25. Fecha de vencimiento G2: / /

Dato no disponible

26. Fecha apertura del frasco G2: / /

Dato no disponible

Datos del aceite (G2)
27. Lote Numero Aceite G2:
Dato no disponible

28. Fecha de vencimiento Aceite G2: / /

Dato no disponible

29. Fecha apertura del frasco Aceite G2: / /
Dato no disponible

DIA 3

30. Transferencia embrionaria realizada en dia 3

1. [ ]si

2. |:|No — CONTINUE EN PREGUNTA 37

3.[_]pato no disponible

31. Fecha de transferencia : / /

Dato no disponible

Pegar etiqueta con niimero
de estudio

32. ID del blanco G1: {

33. Informacion de los embriones

—> CONTINUE EN PREGUNTA 37

Numero de Calidad Numero de | Blastomeras Destino ID del liquido Fecha de envio
embrion blastomeras | desparejas alaPlata
4
Pegar etiqueta con niimero
01 de estudio
\§
4
Pegar etiqueta con niimero
02 de estudio
\\
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Va

Pegar etiqueta con niimero

S

03 de estudio
. J
4 N
Pegar etiqueta con niimero
04 de estudio
. J
s N
Pegar etiqueta con niimero
05 de estudio
. J
s N
Pegar etiqueta con niimero
06 de estudio
. J
s N
Pegar etiqueta con niimero
07 de estudio
\ J
4 N\
Pegar etiqueta con niimero
08 de estudio
\ J
4 N\
Pegar etiqueta con niimero
09 de estudio
\ J
4 ™\
Pegar etiqueta con niimero
10 de estudio
\ J
4 ™\
Pegar etiqueta con niimero
11 de estudio
\ J
4 ™\
Pegar etiqueta con niimero
12 de estudio
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34. Horas de incubacion pre-transferencia: L]
Dato no disponible

35. Calidad de la transferencia:

1.[]A
2.[ B
3.[]c
4. ]o

5.[ ]Dato no disponible

36. Hubo embriones para cultivo prolongado:

1. [ ]si
2. |:|No

3.[_]pato no disponible

Si responde No o la informacion no esta disponible — Fin de formulario. Firme y

feche el formulario

DIA 5

37. Transferencia embrionaria realizada en dia 5

1. [ ]si
2. |:|No

3.[_]pato no disponible

Si responde No o la informacion no esta disponible — Fin de formulario. Firme y

feche el formulario

38. Fecha de transferencia : / / []

Dato no disponible

Pegar etiqueta con niimero
de estudio

39. ID del blanco G2: {
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40. Informacion de los blastocistos

Numero de| Estadio de | Calidad MCI Calidad Destino ID del liquido Fecha de envio
embrion desarrollo Trofoectoder ala Plata
mo
s N
Pegar etiqueta con nimero
01 de estudio
\ J
e N
Pegar etiqueta con niimero
02 de estudio
\ J
4 N
Pegar etiqueta con niimero
03 de estudio
\ J
- N
Pegar etiqueta con niimero
04 de estudio
N\ J
4 N
Pegar etiqueta con niimero
05 de estudio
\ J
s ~
Pegar etiqueta con niimero
06 de estudio
\ J
s ~
Pegar etiqueta con nimero
07 de estudio
\ J
s ~
Pegar etiqueta con niimero
08 de estudio
\ J
s N
Pegar etiqueta con niimero
09 de estudio
\ J
4 N
Pegar etiqueta con niimero
10 de estudio
\ J
41. Horas de incubacion pre-transferencia: [ ] Dato no
disponible
42. Calidad de la transferencia:
1.[]A
2.[ ]
3.[]c
4.[ Jo
5.[ ]Dato no disponible
43. Fecha en que se completo el formulario: / /

44. Persona que completo el formulario:
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Firma:
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Desarrollo de un método no invasivo para la seleccién de embriones
humanos con alto potencial de implantacién basado en la espectroscopia

infrarroja transformada de Fourier (FT-IR) y redes

artificiales neuronales

Pegar etiqueta
con nimero de paciente

Pregna
Versién 2.1 . , . . (.
21/09/12 Formulario 04: Envio de muestras de medio de cultivos Pagina 1 de 2
Informacidn de los embriones enviados
Numero de | Calidad Destino ID del liquido Fecha de Fecha de Fecha de Test de Observaciones
embridn 0: no envioala | recepcion |procesami calidad
transf. Plata ento 0/1
1:transf.
Pegar etiqueta con
o1 ndmero de estudio
Pegar etiqueta con
02 ndimero de estudio
Pegar etiqueta con
03 ndimero de estudio
Pegar etiqueta con
04 ndmero de estudio
Pegar etiqueta con
05 numero de estudio
Pegar etiqueta con
06 ndmero de estudio
Pegar etiqueta con
07 ndimero de estudio
Pegar etiqueta con
08 ndimero de estudio
Pegar etiqueta con
09 nuimero de estudio
Pegar etiqueta con
10 ndmero de estudio
Pegar etiqueta con
11 numero de estudio
Pegar etiqueta con
12 ndmero de estudio
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Desarrollo de un método no invasivo para la seleccién de embriones
humanos con alto potencial de implantacién basado en la espectroscopia

infrarroja transformada de Fourier (FT-IR) y redes

artificiales neuronales

Pegar etiqueta
con nimero de paciente

Pregna
Versién 2.1 . , . . (.
21/09/12 Formulario 04: Envio de muestras de medio de cultivos Pagina 2 de 2
Pegar etiqueta con numero de estudio
ID del blanco G1:
Informacidn de los blastocistos
Numero de | Calidad Destino ID del liquido Fechade | Fechade Fechade | Testde Observaciones
embridn 0: no envio a recepcion procesa calidad
transf. la Plata miento 0/1
1:transf.
Pegar etiqueta con
01 ndmero de estudio
J
Pegar etiqueta con
02 numero de estudio
J
Pegar etiqueta con
03 ndmero de estudio
J
Pegar etiqueta con
04 ndmero de estudio
J
Pegar etiqueta con
05 numero de estudio
J
Pegar etiqueta con
06 numero de estudio
J
Pegar etiqueta con
07 ndmero de estudio
J
Pegar etiqueta con
08 numero de estudio
J
Pegar etiqueta con
09 ndmero de estudio
J
Pegar etiqueta con
10 numero de estudio

J
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Desarrollo de un método no invasivo para la seleccion de embriones
humanos con alto potencial de implantacién basado en la
espectroscopia infrarroja transformada de Fourier (FT-IR) y redes

Pegar etiqueta
con niimero de paciente

artificiales neuronales
Pregna

Versiéon 2.1

21/09/12 Formulario 05: Datos del embarazo Pagina 1 de 1

1. Sub-beta positiva

L] 1 s
D 2. No
3. No disponible en HC

Si responde No o la informacion no estd disponible en HC - Fin de formulario. Firme y feche el
formulario

2. Evolucién del embarazo

1. Bioquimico
2. Aborto clinico
D 3. Embarazo Ectépico
4. Embarazo clinico
5. No disponible en HC

Si responde bioquimico, aborto clinico o embarazo ectépico o la informacion no estd disponible en HC
-> Fin de formulario. Firme y feche el formulario

3. Tipo de embarazo:

[] 1. Unico
D 2. Multiple
D 3. No disponible en HC

4. Fecha en que se completé el formulario: / /

5. Persona que completo el formulario:

Firma:
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Desarrollo de un método no invasivo para la seleccion de embriones
humanos con alto potencial de implantacion basado en la espectroscopia
infrarroja transformada de Fourier (FT-IR) y redes

artificiales neuronales

Pegar etiqueta
con nimero de paciente

Pregna
Version 2.1 . » . .
Formulario 06: Datos del recién nacido Paginaldel
21/09/12
1. Complicaciones durante el embarazo:

8.

Fecha de parto: / / DDato no disponible

Recién nacido:
1. Vivo
Muerto (Feto muerto)
D 3. Dato no disponible

Edad gestacional: D Dato no disponible

. Sexo

D 1. Femenino
2. Masculino
3. Dato no disponible

Pesoalnacer: |_|_ | __ | | gramos D Dato no disponible

Si el embarazo es multiple, complete la informacién del 2do gemelar:

7.1 Recién nacido 2°:
E 1. Vivo

Muerto (Feto muerto)
D 3. Dato no disponible

7.2 Edad gestacional 2° Recién Nacido: D Dato no disponible
7.3 Sexo 2° Recién Nacido:
D 1. Femenino

D 2. Masculino
3. Dato no disponible

Fecha en que se completé el formulario: / /
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9. Persona que completo el formulario:

Firma:
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Anexo IV



Procedimiento para la recoleccion, carga y archivo de datos

OBJETIVOS:

Instructivo para el personal involucrado para el manejo de la recoleccion y manejo de
datos, los formularios relacionados y su correcto archivo.
ALCANCE:

Este procedimiento alcanza a todo el personal responsable en el manejo de datos del
proyecto “Desarrollo de un método no invasivo para la seleccion de embriones
humanos con alto potencial de implantacion basado en la espectroscopia infrarroja
transformada de Fourier (FT-IR) y redes artificiales neuronales”

LISTA DE RESPONSABLES:

« IECS: IECS estar4 a cargo del Manejo de Datos del Proyecto

Data Manager: Luz Gibbons
Asistente de Data Manager: Mabel Berrueta
- PREGNA

Investigador Principal (PI): Marcos Horton - -Osvaldo Yantorno
Investigador/Coordinador (IN):- Marcelo Garcea

ANEXOS
A. Formularios
B. Planilla Excel - Envio de muestras Aceite-Cultivo

C. Flujograma de manejo de datos DOCUMENTOS RELACIONADOS

Manual de Operaciones del Estudio
Manual de Manejo, Conservacion y Envio de muestras biologicas
Manual de Manejo de Datos en Open Clinica
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CONSULTA PRE FIV

|Determinar elegibilidad, invitar a participar y completar FORMULARIO 00,01 Y 02

Responsables: Médico-Fellow

10.

Tomar un set de formularios 00,01 y 02 y consentimiento informado de la Carpeta
Amarilla que estara disponible en cada consultorio.

Al llegar la mujer a la consulta pre FIV, verificar los criterios de elegibilidad
listados en el formulario 00. En los casos que los criterios se cumplan, invitarla
a participar en el estudio.

Si la mujer acepta a participar en el estudio, pedir que firme el consentimiento
informado.

Escribir el Nombre de la mujer y el nimero de HC en el formulario 00, con lapiz.

Asignar y pegar una Etiqueta consecutiva con el nimero de estudio (ID de la
participante) en el consentimiento y set de formularios formulario 00, 01 y 02.

Colocar el ID de la participante con “color rojo” en el texto de la evolucion en la
HC informatizada.

Guardar el resto de las Etiquetas en Carpeta de Etiquetas

Si la mujer no consiente participar, marcar la opcion “no consiente” en el
formulario 00 y cerrarlo.

Revisar que todos los datos posibles estén completos en los formularios 00, 01,02.
Archivar
i) Consentimiento: en Carpeta para Consentimientos

i) Formulario 00: separarlo del set y guardarlo en Carpeta para Formularios
00/division
CONSIENTEN 6 division NO
CONSIENTEN iii) Formulario 01 y 02:

(1) Si TODOS LOS DATOS ESTAN COMPLETOS: guardar en Carpeta
Formularios 01/02 Division LISTOS PARA CARGAR

(2) Si FALTAN COMPLETAR DATOS: guardar en Carpeta Formularios
01/02 Division PARA COMPLETAR
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TRATAMIENTO
Completar datos del Tratamiento
Responsables: Médico-Fellow

11.

12.

13.

En el momento que se Programa el Tratamiento, el médico a cargo deberd enviar
un mail a los Recolectores datos (Fellows) y Biologos con la fecha programada
del procedimiento, nombre de la paciente y numero de ID de la participante
(Agregar en OBSERVACIONES el ID de la participante en el estudio).

Completar los datos del Formulario 01 y Formulario 02.

Archivar Formulario 01 y 02 en la Carpeta de Formularios 01 y 02 , Division
LISTOS PARA CARGAR

LABORATORIO PREGNA - LA PLATA
Responsables: Biologos

14.

15.

16.

17.

18.

Laboratorio Pregna: Tomar una muestra de ACEITE todos los martes, asignarle
un ID (fecha de toma de muestra + letra que identifica el medio) , completar los
datos en Planilla Excel-Envio de muestras Aceite-Cultivo (ver anexo), enviar
muestra al Laboratorio de La Plata con copia de la Planilla Excel-Envio de
muestras Aceite-Cultivo con frecuencia a determinar (ejemplo: mensual).

Laboratorio Pregna: Tomar una muestra de cada MEDIO DE CULTIVO todos los
martes, asignarle un ID (fecha de toma de muestra + letra que identifica el medio)
, completar los datos en Planilla Excel-Envio de muestras Aceite-Cultivo (ver
anexo), enviar muestra al Laboratorio de La Plata con copia de la Planilla Excel-
Envio de muestras Aceite-Cultivo con frecuencia a determinar (ejemplo: mensual).

Laboratorio Pregna-La Plata-IECS: compartiran Planilla Excel-Envio de muestras
Aceite-Cultivo en Google Doc.

Laboratorio Pregna: Asignar ID de muestras embriones dia 3 y dia 5 a cada
muestra de la participante y colocar Etiquetas sucesivas a cada tubo de muestra de
embriones (EMBRIONES DIA 3, Y SI CORRESPONDE EMBRIONES DIA 5)

Laboratorio Pregna: Colocar etiqueta con ID de la participante en el formulario 04
en papel y completar datos y etiquetas de Muestras Blanco y Muestras Embriones
dia 3 y dia 5 en el Formulario 04.
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19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Laboratorio Pregna: Enviar Formulario 04 junto a las muestras de blancos y
embriones al Laboratorio de La Plata.

Laboratorio Pregna: Colocar Etiqueta con ID de la participante en la Ficha del
laboratorio de Pregna.

Laboratorio Pregna: Abrir Formulario 03 con el ID de la participante en Open
Clinica y cargar los datos correspondientes.

Laboratorio Pregna: Todos aquellos datos que no figuren en la historia clinica
y/o registros de Laboratorio correspondientes al Formulario 03 deberdn marcarse
como No disponibles. Si mas tarde el dato es registrado en la historia clinica y/o
registros de laboratorio se podra recuperar el dato y cargar en el sistema.

Laboratorio Pregna: Enviar muestras de ACEITE, MEDIO DE CULTIVO,
BLANCOS, EMBRIONES DIA 3 Y EMBRIONES DIA 5 a laboratorio de La
Plata segtin procedimiento descripto en Manual Operativo de Manejo de Muestras
junto a copia de Planilla Excel-Envio de muestras AceiteCultivo y Formulario 04
completo.

Laboratorio La Plata: Recibe las muestras y completa Formulario 04 en papel, las
columnas: Fecha de recepcion, Fecha de procesamiento, Test de calidad y
Observaciones del formulario

04.
Laboratorio La Plata: Carga estos datos en Open Clinica

CONTROL DE LA MUJER POST TRATAMIENTO
Responsables: Médico-Fellow

26.

27.

Médico en control Post tratamiento: Completar en la Historia Clinica los datos
necesarios para completar el Formulario 05 y en forma alejada el formulario 06.

Enviar aviso por mail a Recolectores de Datos (Fellows) para que puedan abrir
el formulario 05 y mas tarde el formulario 06 en Open Clinica.

DATA ENTRISTA/RECOLECTOR DE DATOS
Responsable: Fellow

28.

Todos los dias Revisar la Carpeta Formularios 01 y 02 PARA COMPLETAR
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29.

30.

31.

32.

33.

34,

35.

36.

Buscar la historia clinica de esa mujer (en Formulario 00 est4 el nombre y ID de
la participante, y en la HC esta también el ID del estudio cargado, chequear ambos
datos para estar seguro que esta tomando los datos de la mujer correcta)

Completar los datos faltantes en Formularios 01 y 02, una vez completos pasarlos
a Carpeta LISTOS PARA CARGAR

Todos los dias Revisar la Carpeta Formularios 01 y 02 LISTOS PARA CARGAR

Cargar en OpenClinica el Formulario 01 de admision y el Formulario 02 , de los
datos del tratamiento

Verificar si recibiéo mail de datos post tratamiento completos en HC para abrir
formularios 05 y

06.

Una vez por semana verificar en el Excel enviado por IECS los formularios 05 y
06 faltantes, abrirlos y completarlos con los datos de la Historia Clinica, si
corresponde en el tiempo transcurrido post-tratamiento.

Una vez por semana verificar en el Excel enviado por IECS los formularios
faltantes, abrirlos y completarlos con los datos de la Historia Clinica o del
Laboratorio.

Todos aquellos datos que no figuren en la historia clinica y/o registros de
Laboratorio deberan marcarse como No disponibles. Si mas tarde el dato es
registrado en la historia clinica se podra recuperar el dato.

CONTROL DE CALIDAD DE LOS DATOS/IECS
Responsables: Luz-Mabel

37.

38.

39.

Produccion de reportes de Inconsistencias: Se suministraran a Pregna reportes
quincenales de inconsistencias que deberan ser resueltos en Pregna.

Produccion de reportes periddicos de monitoreo de los datos: Se haran reportes
mensuales sobre el estado de los participantes, el porcentaje de datos faltantes de
las diferentes variables para evaluar la carga de los datos y los formularios
faltantes por participante.

Preparacion de las bases de datos para extracciones durante el estudio: Se armaran
los formatos de las bases de datos en Open Clinica para que puedan ser extraidas
por Pregna cuando sea necesario.
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40. Extraccion de datos de Open Clinica para el Laboratorio de La Plata , en forma
mensual

| CONTROL DE CALIDAD DE LOS DATOS/PREGNA

41. Verificar que los CRF en papel estén completos al momento de cargarlos
(Formulario 01 y 02)

42. Verificar tener todos los datos para completar el CRF electronico (Formulario 03,
05 y 06) antes de abrir el formulario en Open Clinica, y antes de cerrarlo.

43. Corregir y Cerrar inconsistencias en el sistema

ETIQUETAS

44. Etiquetas ID de la participante

i) Consentimiento ii)
Formulario 00 iii)
Formulario 01 (dos
paginas) iv) Formulario 02

(dos paginas)

v) Ficha de Laboratorio vi)
Formulario 04 (dos
paginas) vii) Otros

45. Etiquetas para muestras biologicas (ID de las muestras)

EMB0001 DIA03 al EMB4500 DIA03
EMB0001_DIA05 al EMB0560 DIAOS

BL0001 DIA03 al BL0O560 DIA03 (560)

BLO0001 DIAO5 al BLO120 DIAOS (560%0.20=~120)
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46. Las mismas etiquetas que se hacen para las muestras biologicas se hacen en papel

autoadhesivas para ser usadas para enviarlas a la Plata.

FORMULARIOS
En quien se Quien lo
Nimero Tipo Nombre completa completa
Formulario 00 papel Evaluacion de | Todas las Médico a cargo
Elegibilidad mujeres pre
FIV
Formulario 01 papel Admision Todas las Meédico a
mujeres pre cargo-
FIV elegibles | Completa
Fellow
Formulario 02 papel Datos del Todas las Meédico a
Tratamiento mujeres pre cargo-
FIV elegibles | Completa
Fellow
Formulario 03 electronico | Datos Mujeres que se | Biologos
recolectados realiza puncion
durante la ¢
Fertilizacién in | inician
vitro tratamiento
Formulario 04 papel Envio de Mujeres que Bidlogos
muestras de obtuvieron
medio de embriones Dia
cultivos 3y
EMBRIONES | Dia 5
Formulario 05 electronico | Datos del Mujeres que se | Fellow
Embarazo realizo ' (toma datos de
transferencia HC)
Formulario 06 electronico | Datos del Mujeres que Fellow
Recién Nacido | lograron (toma datos de
embarazo HC)
clinico
Excel envio Papel- Excel Muestras Bidloga
Aceite- Google semanales de
Cultivo Doc. Aceite y
Medios de
Cultivo
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CARPETAS PARA ARCHIVO

47. Carpetas con Etiquetas

i) Para Formularios ii) Para Muestras bioldgicas iii) Para

Formulario 04 (iguales numeros que para Muestras

Biologicas)

48. Carpeta Amarilla con Formularios 00/01/02en Blanco y Consentimientos en cada

consultorio

49. Carpeta para archivar CONSENTIMIENTOS
50. Carpeta Formularios 00 , division CONSIENTEN/division NO CONSIENTEN

51. Carpeta Formularios 01/02 division LISTOS PARA CARGAR/ division PARA
COMPLETAR/ division CARGADOS

52. Carpeta Formulario 04 y planilla EXCEL de envio de muestras de Aceite y Cultivo

a La Plata

(Laboratorio)

LISTA DE LOS RESPONSABLES EN EL ESTUDIO Y SUS ROLES

Nombre del Staff Rol Funciones email
MARCOS P Investigator Coordinacion gral, mhorton@pregna.com.ar
HORTON PREGNA responsable ante

Sponsor
MARCELO Study Coordinator |Coordinacion y mgarcea@pregna.com.ar
GARCEA control de data

entry /clinica/nexo

con LP
IGNACIO DE Director Cientifico |Control idezuniga@pregna.com.ar
7ZUNIGA PREGNA interno/monitoreo

PREGNA
MARIANA Biologa Coordinacion gral lab, | mgomezpena@pregna.com.ar
GOMEZ PEN A data entry lab
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