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RESUMEN

Los tratamientos de reproduccion asistida (RA) son una alternativa confiable para
aguellas parejas con infertilidad que buscan embarazarse, se sabe que existen
diferentes factores que afectan la capacidad de una pareja para concebir.
Aproximadamente en el 85% de los casos, las terapias hormonales o procedimientos
quirdrgicos pueden abatir el problema (ASRM, 2010) pero un 15% de los pacientes
con infertilidad presentan factores mas complejos. Otra de las limitaciones que se
presentan es el no contar con un sistema de evaluacion y seleccion embrionaria

confiable.

Hoy en dia la evaluacion morfolégica del embrién es el criterio principal para su
seleccion y transferencia en procedimientos FIV (Fertilizacion In vitro) e ICSI (Inyeccion
intracitoplasmatica del espermatozoide), teniendo tasas de embarazo de tan solo un
30%.(Assou et al 2010). Sin embargo, se ha demostrado que la morfologia del embrién
no siempre esta relacionada con su calidad, ademas que la confiabilidad de la

evaluacion depende de la experiencia del observador.

Estas limitantes han promovido la innovacion y desarrollo de nuevas tecnologias, cuyo
objetivo es el mejoramiento en la evaluacién y seleccion embrionaria. (Assou et al
2010). Diversos grupos de investigacion, han identificado y generado sistemas de
evaluacion embrionaria basados en el perfil transcripcional de células de la camula
(CC), pues en ellas se llevan a cabo eventos moleculares importantes como es la
maduracién del 6vulo, ademas de proporcionar soporte nutrimental y metabolico al

ovocito. (Adriaenssens et al 2010)

En este trabajo se valido el sistema de seleccion embrionaria propuesto por Ocampo
y colaboradores mediante un estudio de repetibilidad y reproducibilidad (R&R) de la
metodologia empleada. También se evaluaron los parametros de operacion con el uso
de cartas de control y electroforesis capilar. Se determino que el sistema de prediccion

tiene una variacion y desviacion estandar en su repetibilidad del 0% entre los
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operadores (AZ y PO), la reproducibilidad del sistema presentdé una variacion del
21.64% debido a la procedencia de las muestras. En conclusion, este trabajo propone
el uso del sistema de Ocampo y colaboradores como herramienta de seleccion
embrionaria al mostrar un 92% de coincidencia entre el valor predictivo y el resultado

de embarazo clinico.

Palabras clave: calidad embrionaria, evaluacion morfolégica, potencial de
implantacion, células de la cimula, modelo de prediccion, competencia del ovocito,
PTGS-2, VCAN, L19
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l. INTRODUCCION

La infertilidad se define como la incapacidad de lograr un embarazo después de un
afio de mantener relaciones sexuales sin proteccion (Cooper et al 2010, Olooto et al
2012, Practice Committee of American Society for Reproductive 2008, Weiss &
Clapauch 2014). En 2016 a nivel mundial se reportaron 48.5 millones de parejas que
experimentaron algun tipo de infertilidad, la cual segun la OMS (Organizacion Mundial
de la Salud) puede ser de origen femenino (37%), masculino (8%) o de ambos (35%).
En el 2017 la Sociedad Americana de Medicina Reproductiva (American Society for
Reproductive Medicine; ASRM) reportd que existen 6.7 millones de mujeres que
presentan infertilidad (Center for Disease Control and Prevention, 2017), las etiologias
mas frecuentes son: trastornos ovulatorios (25%), endometriosis (15-35%),
adherencias pélvicas (11%), obstruccién tubarica (11-35%), anomalias tubdricas
(11%) e hiperprolactinemia (7%) (Reproductiva 2012, Unuane et al 2011, Weiss &
Clapauch 2014). Como se puede apreciar existen diversos factores bioldgicos que han
sido asociados a infertilidad femenina; hoy en dia mas mujeres deciden tener hijos en
edad avanzada, lo que reduce la calidad ovular y endometrial, afectando
considerablemente la fertilidad (Zegers-Hochschild et al 2009). Las diferentes técnicas
de reproduccion asistida (RA) como la Fertilizacién in vitro (FIV) representa la mejor
oportunidad de éxito al buscar un embarazo y nacimiento de nifio sano al ser una de

las técnicas mas efectiva para resolver este problema.

A pesar de los avances tecnoldgicos en medicina reproductiva, se siguen presentando
algunas problematicas como son: fallos de implantacion en pacientes de buen
pronéstico, insuficiencia ovarica, preservacion de fertilidad en pacientes que han sido
sometidas a tratamientos para el cancer, asi como el manejo de embarazos de alto
riesgo. Otra limitante que se presentan en tratamientos de alta complejidad es el no
contar con un sistema de evaluacion y seleccion embrionaria confiable. Hasta el
momento la evaluacion morfolégica del embrion en dia 5 de desarrollo es el criterio
principal para su seleccion y transferencia en procedimientos FIV e ICSI

(intracytoplasmic sperm injection), teniendo tasas de embarazo de tan solo un 30%
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(Assou et al 2010). Con ello se ha demostrado que la morfologia del embrién no
siempre guarda relacion con su calidad; ademas, la confiabilidad de la evaluacion
depende de la experiencia del observador. Con lo expuesto se ha promovido la
innovacion y desarrollo de nuevas tecnologias, cuyo objetivo es el mejoramiento en la

evaluacion y seleccion embrionaria (Assou et al 2010)

La busqueda de nuevos métodos de evaluacion embrionaria ha llevado a proponer el
uso de modelos biolégicos que ayuden a predecir calidad y competencia del ovocito,
sin afectar la integridad del embrién. Varias de las aportaciones han surgido del estudio
de modelos murinos que proponen el uso de células de la camula como predictores de
competencia ovular, ya que en ellas se llevan importantes eventos moleculares como

la maduracion del 6vulo.

1.1 Desarrollo folicular y maduracion ovular

Los ovarios de mamiferos estan constituidos por unidades funcionales basicas
denominadas foliculos. El foliculo es la Unica estructura en la cual la célula germinal,
el ovocito, esta en intima asociacibn con células somaticas especializadas. La
dificultad de encontrar caracteristicas que definen a un ovocito competente en
mamiferos esta probablemente asociado al desarrollo del gameto femenino y puede
explicarse por la complejidad de la interaccion bidireccional entre ovocitos y células del
foliculo (Gilchrist et al 2008) asi como por el numero de vias de sefializacién y procesos
de regulacién que participan en la formacion de un ovocito, el cual debe ser capaz de

reanudar la meiosis, el cumplimiento de la fertilizacion y mantener el desarrollo.

Los foliculos pasan por diferentes etapas de desarrollo, figura 1, clasificadas segun su
morfologia, tipo y numero de células que los componen a este proceso se le conoce
como foliculogénesis. Esta se divide en: 1) transicion de foliculo primordial a primario,

2) transicion de foliculo primario a secundario o preantral y 3) foliculo preantral a
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Figura 1 Etapas de la Foliculogénesis. Fases y moléculas implicadas durante la foliculogénesis que van desde el desarrollo del ovocito (foliculo primordial),

crecimiento (foliculo primario, secundario y terciario) y maduracion (foliculo preovulatorio). Los foliculos que no alcanzan la etapa siguiente de desarrollo van
muriendo por atresia



foliculo antral clasificados a su vez en clases desde el 2 al 8, este ultimo corresponde
al foliculo preovulatorio.(Eppig 2001)

1.1.1 Foliculo primordial

Los foliculos primordiales se caracterizan por presentar una capa de células
escamosas (pregranulosa) y por mantener al ovocito arrestado en profase | de la
primera division meiotica (Ml), este evento se debe a las altas concentraciones de
cAMP, que es inducido por la proteina cinasa A (PKA) y por sefales inhibitorias de
activacion folicular, otros genes involucrados en este proceso son: gen supresor
tumoral de esclerosis tuberosa 1 (Tsc-1), fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato 3-fosfatasa
(PTEN), Forkhead Box O3 (Foxo3a), p27 y Foxl2 (Forkhead Box 12).

Estudios en ratones genéticamente modificados, han demostrado pérdida en la
funcionalidad de cualquiera de estas moléculas conduciendo a la activacion prematura
de los foliculos primordiales (Adhikari et al 2010, Castrillon et al 2003, Raga et al 2011,
Rajareddy et al 2007, Reddy et al 2008) provocando el agotamiento temprano de la

reserva folicular.

La transicion de un foliculo primordial a uno primario se caracteriza por el aumento del
diametro de ovocito (60 mm) y la diferenciacién de células de la Granulosa (CG). Estos
cambios son promovidos por FoxI2 (Forkhead Box 12), TGF-b (Factor de crecimiento
transformante beta), varios miembros de BMP (Proteina morfogénica 6sea) y GDF-9
(Factor de crecimiento y diferenciacion 9) debido a que promueven el desarrollo

folicular y posteriormente intervienen en la reanudacion de la meiosis.

1.1.2 Foliculo preantral

Con la transicion de las CG, los foliculos primarios adquieren un revestimiento de

varias capas de CG dando lugar al foliculo pre-antral, este presenta un diametro
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aproximado de 120-150 mm, ademds se caracteriza por la formacion de la zona
peltcida (ZP) y una capa de la célula de la teca. Es durante esta etapa que comienza
a formarse la cavidad antral debido a la promocién de la vascularizacion necesaria
para el funcionamiento, desarrollo y maduracion del ovocito. La vascularizacion es
promovida por el factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) (Burnik Papler et al
2015) mediante las vias de sefializacion de Notch (Jovanovic et al 2013) y la
proquineticina 1 (PROK1). Otro regulador positivo del crecimiento del foliculo en
etapas preantral y antral es BMP-15 (Proteina morfogénica 0sea 15), estimulando la
proliferacion de células de la granulosa de una manera independiente de la FSH
(Hormona Foliculoestimulante) (Otsuka et al 2000).

1.1.3 Foliculo primordial

La formacion de la cavidad antral o antro, da lugar a la diferenciacion de dos
poblaciones de células de la granulosa originada por la actividad de BMP-6 (Proteina
morfogénica 6sea 6) que se pueden distinguir morfolégicamente y bioquimicamente:

las células murales asociadas a la pared folicular y las células del cimula.

En esta etapa, las células de la teca producen BMP-4 (Proteina morfogénica 6sea 4)
y BMP-7 (Proteina morfogénica ésea 7), estas moléculas son las encargadas de
disminuir la produccién de androgenos dependientes de LH (Hormona Luteinizante)
qgue afectara el crecimiento de algunos foliculos dando paso a la supervivencia de la
cohorte seleccionada. Posteriormente, la activina A suprime el crecimiento de foliculos
promoviendo la seleccion del foliculo dominante induciendo la expresién de los

receptores de LH en el ovocito y de FSH en CG.

La influencia de FSH induce a CG, a la sintesis de aromatasa la cual convierte los
androgenos procedentes de la teca en estrogenos (sobre todo 17p-estradiol). El
estradiol estimula la formacion de receptores de LH en las células de la granulosa,
gracias a esto, las células foliculares son capaces de responder al pico de LH que

precede inmediatamente a la ovulacién (Otsuka et al 2000).



25

En respuesta al pico de LH y tras la ovulacion la expresion de PROK1 aumenta en el
cuerpo luteo (Alfaidy et al 2016) . Con la activacion del receptor de PROCK 1 se lleva
a cabo el reclutamiento de diferentes proteinas G (proteina Gi, Gq y Gs) conduciendo
a la movilizacion de calcio, la estimulacion del cambio de fosfoinositidos, activacion de
las vias de sefializacion p44 / p42, asi como la activacion de la via de las MAP cinasas
(MAPK) (Traboulsi et al 2015). Durante la ovulacion el factor de necrosis tumoral (TNF)
causa la apoptosis del epitelio de la superficie ovarica y la ruptura de la matriz
extracelular en la pared del foliculo (Burnik Papler et al 2015) dando lugar a la
liberacion del ovocito.

1.2 Células de la Cimula

Las células del Cumula (CC) son una subpoblacién de CG que rodean al ovocito y
forman el complejo cumula ovocito (CCO) (Kordus & LaVoie 2017), este tipo celular
presenta una alta tasa de proliferacion y participa en la expresion de las moleculas:
LHR (receptor de la hormona luteinizante), Inhibina alfa, Inhibina beta A, GNRH1
(hormona 1 liberadora de gonadotropina) y el componente 1y 2 del RP (receptor de
progresterona). La expansion de las CC depende de la estimulacién de factores de
crecimiento epidérmico (EGF), inducido por el pico de LH que activa a la proteina
cinasa A (PKA) en respuesta al aumento de los niveles de cAMP, con este estimulo se
da inicio a la transcripcion de genes como Hialuronano Sintasa-2 (HAS-2) que
promueve la produccién de acido hialuronico, TNFAIP6 (Proteina 6 inducible por el
Factor de necrosis tumoral alfa) y PTX3 (Pentraxin 3) que son regulados por
prostaglandinas y estan implicados en la estabilizacion del CCO durante el transporte

del ovocito en los oviductos y la fertilizacion.

Las CC presentan importantes receptores para la supervivencia del ovocito como son:
un receptor de BMP (BMPR2), el receptor para el factor de células madre (KIT), un
miembro de la familia de receptores de EGF (ERBB4) y un receptor frizzled (FZD3)

miembro de la via WNT. Al expresar estos receptores sus ligados estan involucrados
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en la transmision de sefiales de supervivencia y maduracién del ovocito.(Oktem &
Urman 2010)

Por otro lado, la comunicacion células de la cumula/ovocito (figura 2) depende de

proyecciones citoplasmicas que atraviesan la zona pelucida formando uniones gap con

el ovocito (Albertini et al 2001).
Células de la Unién Tipo
ciimula (CC) Proyeccion

=, - Zonal (TPZ)

Unién GAP
CCOS

Zona Pelucida

Ovocito

Figura 2 Comunicacion Células de la Camula (CC)-Ovocito. Interaccién de las CC con el
ovocito mediante dos vias de union: GAP y TPZ, que permite el intercambio de nutrientes
(bidireccional), formando el complejo cumula-ovocito (CCO). Modificado de: (Li & Albertini
2013)

Esta asociacion permite a las CC cumplir con funciones vitales como son:

e Proveer de soporte nutrimental y metabdlico al ovocito. Entre las vias
metabdlicas que se llevan a cabo se encuentran: glucalisis, ciclo de acidos
tricarboxilicos, ciclo de las pentosas que son importantes para la regulacion
meidtica del ovocito (Russell & Robker 2007, Sutton-McDowall et al 2010).

e Tienen un papel importante en la maduracion nuclear y citoplasmatica del

ovocito al ser necesaria para la formacién del pronucleo y su subsecuente
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capacidad de desarrollo (Buccione et al 1990, Eppig 2001, Sanchez & Smitz
2012).

e Durante el periodo preovulatorio, la expansion de la camula tiene varias
funciones importantes como proteger al ovocito y promover el crecimiento del

complejo ovocito cimula (Evian Annual Reproduction Workshop et al 2011).

Dichos eventos estan implicados en la reanudacion de la meiosis, adquisicion de
competencia y embarazo (Assou et al 2008, Cillo et al 2007, Feuerstein et al 2007,
Fragouli et al 2012, Gasca et al 2007, Hamel et al 2008, van Montfoort et al 2008).

1.3 Adquisicién de competencia

La competencia ovular es definida como la capacidad que tiene un 6vulo de finalizar
su maduracién, mediante la reanudacién meiética, lo cual da lugar a un gameto con el
potencial de ser fertilizado y con la facultad de desarrollar un embrién, finalizando en
un embarazo exitoso. Sin embargo, si se presenta algin defecto en el proceso de

maduracién nuclear hay una detencién del desarrollo (Conti & Franciosi 2018).

La reanudacién meidtica se da de manera simultanea a la ovulacion y se inicia con el
aumento de LH, provocando (Sanchez & Smitz 2012) la neutralizacion de las
moléculas inhibidoras de la activacion folicular, debido a la desfosforilacion del
receptor del péptido natriurético 2 (NPR2), en consecuencia se reducen las
concentraciones de CAMP y aumenta los niveles de calcio intracelular. En ovocitos de
ratén, se encontré que la disminucion de cAMP se debe a la inactivacion de PKA,
conduciendo a la desfosforilacién de dos componentes clave en la regulacién complejo
ciclina dependiente de cinasa 1 (Cdkl) / ciclina que son los genes Cdc25 (cell division
cycle 25A) y Wee2 (homélogo de WEE1 quinasa del checkpoint G2) (Conti & Franciosi
2018). De forma sincronica se da lugar a la expresion del receptor de progesterona
(RP), prostaglandina endoperoxidasa 2 (PTGS2) asi como varias proteasas entre ellas
la metaloproteinasa de la matriz (MMP) y el antigeno nuclear de proliferacién de células
(PCNA).
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La disolucion de la envoltura nuclear de ovocitos, denominada descomposicion de
vesiculas germinales (GVBD), es la primera manifestacion morfologica de la
reanudacion de la meiosis, después del estimulo hormonal hasta la aparicion del
cuerpo polar (PB). Posteriormente a la descomposicion de vesiculas germinales, tiene
lugar la maduracion nuclear de ovocitos mediante la via RAF-MEK1/2-MAP1/3 que es
activada por MAPK 1/3 (anteriormente ERK1/2). La maduracion se acompafa de una
reorganizacion del citoplasma del ovocito, esto sucede durante la transicion de
metafase | (MI) a metafase Il (MIl) (Coticchio et al 2015, Li & Albertini 2013).

En anafase, los cromosomas homadlogos se separan y un conjunto se elimina con el
primer cuerpo polar (PBI) en la telofase. La segregacion cromosémica depende de un
huso bipolar que se une a cinetocoros homélogos (Jang et al 2007), mientras se
previene la separacion de las crométidas hermanas al proteger la cohesion
centromérica de los cinetocoros, que a su vez recluta una fosfatasa que impide la

fosforilacién de la cohesion.

Finalmente, da inicio la citocinesis para evitar la pérdida de citoplasma. El nacleo y el
huso se localizan cerca de la superficie del (Coticchio et al 2015) ovocito, como
consecuencia se da la eliminacién de las células de la camula. Una vez que el cuerpo
polar se elimina, el ovocito reorganiza sus cromosomas alineandolos en la placa
ecuatorial en metafase Il, para segregar las cromatidas hermanas con el segundo PB

durante la fertilizacion.

Estudios recientes (Liu et al 2017) han confirmado la existencia de reticulos
citoplasmicos (Capco et al 1993) que funcionan como almacenamiento de ribosomas
(Liu et al 2017). Varios estudios genéticos indican que la alteracion de estas
estructuras conduce a problemas en la capacidad de desarrollo embrionario. Esposito
y colaboradores (2007) reportaron que en ratones, la deficiencia de la proteina peptidil
arginina deiminasa 6 (PADI6), que se traduce en un bloqueo de desarrollo completo
en la etapa de dos células (Esposito et al 2007, Yurttas et al 2008); también, en seres
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humanos, se confirmo6 que la mutacién en el gen PADI6 causa infertilidad femenina

debido a un arresto en el desarrollo embrionario temprano (Xu et al 2016).

1.4 Perfil de Transcripcional de Células de la Cumula

Actualmente diversos cientificos han logrado elucidar el papel que juegan CC en la
adquisicién de competencia ovular, a su vez han caracterizado e identificado genes
gue son relevantes para este proceso a través de la generacion y andlisis del perfil
transcripcional de CC (Gebhardt et al 2011).

Las CC generalmente se descartan durante la FIV e ICSI, al ser abundantes y de facil
acceso se convierten en un modelo ideal para evaluar la calidad del évulo y el potencial
de desarrollo embrionario. El analisis de la expresion génica proporciona de forma
indirecta el estado del ovocito, ayudando al embridlogo a evaluar mejor la calidad del

embrioén.

Las técnicas moleculares que han sido empleadas en la evaluacién de CC son:
microarreglos de expresion, RT-PCR y qRT-PCR (Anderson et al 2009, Assou et al
2010, Assou et al 2008, Cillo et al 2007, Feuerstein et al 2007, McKenzie et al 2004,
van Montfoort et al 2008). El andlisis genético de CC consiste en medir el nivel de

expresion de biomarcadores potenciales (indicadores de embarazo exitoso).

Assou y colaboradores en 2006, evaluaron la maduracion de ovocitos mediante el
analisis de genes implicados en la adquisicion de competencia ovular y fertilizacion.
Este estudio tomo como modelo al ovocito y a las CC. Gracias a esto se logré
establecer el transcriptoma para cada una de las etapas de maduracion del ovocito:
GV, Ml y MIl. Se demostro que los perfiles de expresion génica de ovocitos y de CC
eran completamente diferentes. Al analizar los genes en el ovocito se encontro la
sobreexpresion de genes implicados en meiosis, como MPF, APC / C y los complejos

de punto de control del huso y en CC se encontr6 la sobreexpresion de 2 600 genes
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implicados con la membrana extracelular, vias de sefializacion de progesterona, y

regulacion de varios receptores hormonales.

Cillo y colaboradores en 2007 evaluaron el nivel de expresion de genes como de acido
hialuronico sintasa 2 (HAS2), pentraxina 3 (PTX3) y gremlinl (GREM1), genes diana
para GDF9 critico para la funcion de CC. Se realiz6 un analisis semicuantitativo de RT-
PCR en CC y no se observaron diferencias entre los niveles de PTX3 en CC aisladas
de ovocitos de embriones de alta calidad y aquellos aislados de ovocitos que se
desarrollaron en embriones de baja calidad o aquellos que no se pudieron fertilizar.
Por el contrario, la expresion de HAS2 y GREM1 fue mayor en CC aisladas de ovocitos
gue se desarrollaron en embriones de alta calidad que en CC aisladas de ovocitos que
se transformaron en embriones de baja calidad. Este estudio confirmd que el analisis

semicuantitativo de genes expresados en CC puede reflejar la calidad del ovocito.

En ese mismo afio, Feuerstein y colaboradores evaluaron la expresion de los genes
STAR, COX2, CX43, AREG, SCD1 y SCD5 en CC, de acuerdo con las etapas de
madurez del ovocito (madurez nuclear y competencia del desarrollo) para establecer
si la competencia meidtica o de desarrollo del ovocito puede estar relacionada con un
patron de expresion genética. Se encontrd que en D2 se observaron cambios leves y
no significativos en los niveles de expresion de los seis genes diana cuando los
embriones se clasificaron en funcion de sus caracteristicas morfolégicas, pero en D5

se encontrd que los niveles de expresion eran bastante bajos.

Estos datos sugieren que el andlisis de expresion génica en CC refleja la calidad e
integridad de la maquinaria de sefalizacion implicita en la maduraciéon y competencia
del ovocito. Por lo tanto, al ser descartadas durante la FIV se convierten en un modelo
ideal para generar un sistema predictivo (Mackenzie et. al., 2008) para fortalecer la

evaluacién embrionaria tradicional.
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1.5 Evaluacién embrionaria

Aln con la implementacibn de mejoras tecnoldgicas a los procedimientos de
Reproduccion Asistida (RA), las tasas de embarazo que conducen a partos de nacidos
vivos siguen siendo muy bajas (Kordus & LaVoie 2017). Informacién consultada en
2018 en el sitio web de la Society for Assisted Reproductive Technology (www.sart.org,
2018), indican que las tasas de nacidos vivos en Estados Unidos por métodos FIV en
pacientes de 35 a 37 afios utilizando embriones propios es de 43.9%. En 2014 la Red
Latinoamericana Reproduccion Asistida (LARA) registré que se realizan alrededor de
38,086 tratamientos FIV, de los cuales 4,862 son realizados en México con una tasa
de éxito de 13.77% en pacientes de 34 afos con transferencia de embrion Unico
(Single Embrion Transfer, SET). En 2012, la red LARA reportd que el éxito de
transferencia en dia 3 era de 56.4% y en dia 5 de 17.3% (Zegers-Hochschild F. et al
2017). Esta tasa de éxito suboOptima podria ser una consecuencia directa de la

seleccién de embriones en funcion de la morfologia (Richard J et. al 2017).

La evaluacion morfoldgica se realiza desde hace méas de 30 afios en funcién de
caracteristicas basadas en: puntuacion del tamafio, numero de blastomeras,
porcentaje de fragmentacion, multinucleacion, morfologia del citoplasma, aparicion del
cuerpo polar y grado de expansion de CC (Conti & Franciosi 2018). Esta evaluacion
no necesariamente refleja el estado fisioldgico del embrién debido a que se basa en la
experiencia y habilidad del observador (Munne et al 2007, Munne et al 2009) siendo
una de las limitantes que ha impulsado la busqueda de criterios méas confiables (Conti

& Franciosi 2018) para la selecciébn embrionaria.

Ebner y colaboradores de acuerdo con su revision en 2003, mencionan que
independientemente del dia de transferencia es crucial combinar las metodologias de
evaluacion tradicional con aquellas que reflejen el estado genético del embrion que va

a ser transferido.

En 2007, Munne y colaboradores demostraron que la mayoria de los embriones

morfolégicamente normal pueden presentar aneuploidias. En un andlisis de 6000
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embriones producidos a partir de ovocitos de mujeres menores de 35 afos,
aproximadamente el 56% de los embriones con mejor morfologia y tasa de desarrollo,
fueron aneuploides (Munne et al., 2007). En un estudio posterior, Munne vy
colaboradores (2009) sugirieron que ademas de la evaluacion tradicional se debe
implementar una evaluacion genética previa a la implantacion, basada en una
metodologia no invasiva y reproducible para la transferencia embrionaria que

garanticen un resultado exitoso en la gestacion y nacido vivo.

1.6 Modelos de Prediccién de Embarazo

En la busqueda de implementar modelos de seleccidon embrionaria con el objetivo de
poder evaluar la calidad ovular y potencial de implantacién, varios autores proponen el
uso del perfil transcripcional de CC como un método de analisis no invasivo en la
tecnologia de RA (Feuerstein et al 2007, McKenzie et al 2004, Wathlet et al 2011)

El primer estudio retrospectivo con el objetivo de determinar la expresion génica de
genes que funcionaran como indicadores de embarazo en CC fue el de Assou y
colaboradores (2008). En este estudio se analizaron un total de 50 muestras de CC
provenientes de 6vulos individuales (5 no fertilizaron, 11 no se transfirieron, 16 no
embarazo y 18 embarazo), pertenecientes a mujeres de entre 30-35 afios de edad en
donde la infertiidad de la pareja era de origen masculino. El analisis para la
identificacion de genes se realizd por microarreglos en una matriz que contenia mas
de 30 000 genes humanos. Se identificd la expresion de 2605 genes en muestras de
CC que no fertilizaron y 630 genes que resultaron en embarazo, entre ellos se
identificaron la sobreexpresion de interleucinas, quimiciocinas, proteinas adaptadoras
y quinasas. Como parte de un analisis mas detallado, se analizaron Unicamente las
CC que originaron embriones que terminaron en un embarazo exitoso, teniendo a
BCL211 (proteina 11 del facilitador de apoptosis BCL-2), PCK1 (Fosfofenol piuvato
carboxiquinasal) y NFIB (Factor nuclear IB) como marcadores de potencial de

embarazo.
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Assou et al. (2010) identificaron 45 genes como biomarcadores en CC asociados con
embarazo. Este grupo llevo a cabo un estudio prospectivo en pacientes menores de
36 afios, sometidas a Fertilizacion in vitro con inyeccién intracitoplasmatica de
esperma (ICSI). El estudio se dividi6 en dos grupos. Grupo 1, embriones seleccionados
a partir de su perfil de expresion, Grupo 2, embriones seleccionados por evaluacion
morfolégica. Para el primer grupo, se analizaron 267 CC individuales provenientes de
30 pacientes. La tasa de embarazo para el grupo 1 fue del 70% comparado con un
47% del grupo 2.

Wathlet y colaboradores en el 2011, analizaron variables que podrian influir en la
expresion génica, tal es el caso de aquellas pacientes que presentan como etiologia
desbalances hormonales o patologias concretas como endometriosis y sindrome de
ovario poliquistico (SOP). Ademas consideraron hallazgos de otros grupos donde se
relaciona la morfologia del embrion (desarrollo nuclear, grado de fertilizacion,
fragmentacién, velocidad de desarrollo, puntuacion del embribn en D3 y D5) y
pardmetros relacionados con el tratamiento de estimulacién como posible causa del
fallo de implantacién, en este estudio se analizaron ocho genes: VCAN, SDC4,
ALCAM, GREM1, PTGS2, ITPKS, CALM2 y TRPM7, el andlisis del perfil
transcripcional muestra que Ovulos maduros e inmaduros presentan diferentes
patrones de expresion para ITPKA, CALM2 y TRPM7. Por otro lado, el analisis de CC,
de 6vulos maduros muestran un aumento de PTGS2 y una disminucion de la expresion
de VCAN. Otro hallazgo importante fue el encontrar diferencias en el perfil de
expresion de oOvulos maduros, de una misma paciente. Este hallazgo ha sido
relacionado con las caracteristicas morfolégicas observadas durante el dia 3 y 5 de
desarrollo embrionario. Ademas de VCAN, todos los genes demostraron una
correlacion positiva con embriones dia 3 y 5. En general, el protocolo de estimulacion
de las pacientes no influy6 en el patron de expresion entre CC de ovocitos inmaduros
0 maduros. Por ultimo, en CC de ovocitos MIl maduros, se obtuvieron modelos
especificos para cada protocolo de estimulacion, este modelo se baso en la expresion
TRPM7 e ITPKA, y la prediccion de embarazo se baso en la expresion de SDC4 y
VCAN. Los modelos de regresion multivariado desarrollados para la prediccion de
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embarazo tuvieron una sensibilidad de 70% y una especificidad de 90% en el conjunto
de datos actual.

En el 2012 Wathlet y colaboradores publica un estudio de seguimiento. En el
analizaron el perfil transcripcional de en 99 muestras de CC provenientes de 33
pacientes. La poblacion estaba conformada por pacientes con problemas de factor
masculino en un 55%, factor femenino de un 9% (endometriosis, trastorno de ovulacion
y miomatosis), factor masculino y femenino 12% (tubal y PCO) y 24% de infertilidad
idiopética. Ellos sugieren que el mejor modelo de prediccion de nacido vivo se da
cuando se evalla a los genes CAMKI1D (proteina cinasa D dependiente de
calmodulina EFNB2 y STC2 (estanniocalcina 2). El modelo predictivo completo para el
nacimiento vivo contenia los mismos genes y los dias de estimulacion. Aunque VCAN
se evaluo de nuevo en este estudio, su expresion génica no difirié entre las pacientes
embarazadas y las no embarazadas. Esto puede deberse al hecho de que los
diagnésticos de infertilidad del paciente difieren entre los dos estudios con respecto a
la proporcién de cada tipo de infertilidad como PCOS y se ha demostrado que la
endometriosis altera el transcriptoma. Teniendo como base estudios anteriores, se
realizé un tercer estudio para validar el modelo CAMK1D, EFNB2 y STC2 y evaluar 9
genes candidatos adicionales (Wathlet et al., 2013). También por primera vez, se
examin6 un modelo intrapaciente en relacion con embriones congelados /
descongelados del mismo paciente. Se analizaron CC de 47 pacientes sometidos a
transferencia de embrién Gnico en dia 3 o 5 y estimulados con protocolos de
antagonistas de GnRH. Utilizando solo CAMK1D, EFNB2 y STC2 en el modelo, se
obtuvo una precisioén del 72%. Cinco de los 12 genes dieron el mejor modelo predictivo
e incluyeron EFNB2, glutation peroxidasa 3 (GPX3), glutation S-transferasa alfa 3
(GSTA3), glutation S-transferasa alfa 4 (GSTA4) y receptor de progesterona (PGR). El
modelo arrojo un valor predictivo positivo del 78%, un valor predictivo negativo del 83%
y una precision del 81%. Al agregar los dias de estimulacién, el estradiol sérico relativo

y la edad al modelo, los tres puntos finales modelo aumentaron al 93%.

Ekart y colaboradores (2013), genero un sistema de clasificacion, para seleccion de

ovocitos maduros en una poblacion caucasica, el estudio se basé en el andlisis



35

transcripcional de los genes HAS2, FSHR, VCAN y PGR mediante la validacion de la
gRT-PCR como método de analisis cuantitativo. Este grupo sugirié que un blastocito
que presenta una alta expresion de los genes antes mencionados tiene una
probabilidad de implantacion del 76%; sin embargo, los autores mencionan que el

método aun debe ser validado en una poblacién mayor.

Los estudios anteriores demuestras que el uso de un panel de genes puede generar
un modelo de prediccion certero, a su vez es evidente la necesidad de validar y de
enriquecer el sistema mediante la adiccion de diferentes factores que pudieran hacer
mas robusta la prueba y asi descartar variables que puedan ser silenciadas y no
tengan significancia estadistica en el analisis que pudiera influir en el nivel de expresion

del transcriptoma de CC.

1.7 Sistema de Evaluacion via PVL

En México, Ocampo y colaboradores analizaron distintos genes involucrados en
calidad y desarrollo embrionario con el fin de obtener un panel de genes que puedan
ser utilizados en seleccion de embriones. Los genes que muestran relacion con
embarazo y desarrollo embrionario fueron PTGS2 y VCAN, como control endégeno

utilizaron al gen L19.

La prostaglandina sintetasa 2 (PTGS2) también conocido como COX2, es una enzima
clave en la biosintesis de prostanoides (prostaglandinas, prostaciclinas y tromboxanos)
a través de mecanismos autocrinos y paracrinos. Se ha descrito que PTGS2 aumenta
su expresion un par de horas antes de la ovulacion; sin embargo, la cascada de
ovulacion depende fuertemente de la regulacion autocrina en las CC. En este proceso
se ven involucrados miembros de las familias EGF-like, asi como la familia de
prostaglandinas. Ptgs 2 es una enzima que limita la produccién de prostaglandina E y
del receptor de prostaglandinas Ep2 en ratones nulos a Ep2, se ha demostrado que la
falta de este gen es esencial para la expansion de las CC; con esto, se concluye que

la expresion de esta prostaglandina es crucial para la expansién de CC que se ve
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reflejada en la competencia del oOvulo (Acosta et. al., 2009; Envian Annual
Reproduction (EVAR) Workshop Group et. al.,, 2010; Feuerstein et. al.,, 2007;
Gerbhardt et. al., 2011; McKenzie et. al., 2004; Russell et. al., 2007; Sirois et. al., 2004)
y es capaz de generar la expansion de la camula (Feurestein et. al., 2007).

Versican (VCAN) es un componente importante del complejo ovocito cimula (COC),
ubicado en la matriz extracelular, y su expresion se ha informado como uno de los
marcadores de calidad de ovocitos mas prometedores, debido a que en ratones, VCAN
aumentd un paso crucial en el desarrollo embrionario, la expansion de cumulos y
promovio la expresion de PTGS; en los cerdos, la estimulacion con FSH aument6 la
expresion de VCAN en CC, promoviendo la madurez de los ovocitos y en humanos, la
calidad de los ovocitos se ha asociado positivamente con la expresion aumentada de
VCAN. Por ultimo, el aumento de la expresion de VCAN en la etapa de ovocitos dio
lugar a una mayor probabilidad de embarazo y de nacidos vivos (Ocampo et al 2018).

Una vez identificados los genes que tienen correlacion con embarazo su siguiente
paso fue generar un indice al cual llamaron P/V/L por los genes PTGS2/VCAN/L19. El
indice permite hacer una prediccion del potencial de implantacion del embrién, asi
como la probabilidad que tiene de terminar en embarazo clinico. Con el indice PVL, se
logré definir un valor de cohorte (>58) que correlaciona con embarazo clinico, ellos
también sugieren que la transferencia de embriones genéticamente normales no
asegura éxito de embarazo clinico en tratamientos de RA ya que pueden presentar
indices inferiores a 58. Este nuevo sistema de evaluacion de calidad y desarrollo
embrionario puede contribuir significativamente en la toma de decisién al momento de
seleccionar a los embriones candidatos a transferencia. Es importante mencionar que
el nimero de embriones transferidos en clinicas de reproduccion asistida es un
promedio de 3 pues lo que se busca es aumentar las posibilidades de embarazo, con
el uso de PVL como sistema de seleccion de embriones se busca hacer transferencias
anicas, ya que este sistema presenta una exactitud del 0.87 con un IC del 95%, el

porcentaje de fertilizacion de los embriones fue de 59.89%.



37

Entre las bondades del sistema se encuentran:
¢ No requiere biopsia.
e Células de la cumula obtenidas por dispersion mecanica.
e Material biolégico minimo (20,000 células de la camula).
¢ No se afecta la integridad del 6vulo.
e Diagndstico de 6vulos individuales.
e Diagndstico en 8 horas a partir de la obtencion de la muestra.
e Probabilidad de implantacién del embrién/cohorte embrionaria a transferir.
e Asertividad de éxito del 90% en la seleccion de embriones.
e Permite dar valor agregado a la paciente al fundamentar y reportar, mediante

biologia molecular, un indice matematico que califica al embrion.

Mediante el uso combinado de criterios de seleccion embrionaria y el analisis del indice
transcripcional PVL en células de cumula, Ocampo y colaboradores lograron
establecer un valor predictivo para calificar el potencial de implantacion y asi poder
pronosticar un embarazo clinico con éxito. Esto se logré6 mediante el modelado
matematico de los resultados obtenidos del perfil transcripcional de los genes
candidatos en un estudio prospectivo en 10 pacientes, combinado con factores
etiologicos de cada una. Con estos criterios se logré generar una herramienta
diagndstica, personalizada y no invasiva, con resultados certeros y confiables. Dicho
sistema presenta un nivel de sensibilidad de 80% y especificidad de 90%.
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Il. JUSTIFICACION

El sistema de evaluacion embrionaria via PVL, es una herramienta molecular basada
en el andlisis transcripcional de células de la cumula. Este permite seleccionar
embriones candidatos a transferencia, aportando al FIV y al médico tratante elementos
adicionales sobre el potencial de implantaciéon del embrién y manejo de la paciente.
Expuestas las bondades de la prueba, el préximo paso para su uso es incrementar la
eficiencia y poder predictivo, a través de la generacion de mejoras metodoldgicas para
establecer y desarrollar un plan logistico que permita implementar este sistema de

seleccién embrionaria a nivel clinico.
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Il HIPOTESIS

Las mejoras en el sistema de seleccibn embrionaria via PVL incrementaran la

eficiencia de seleccion de embriones con potencial de implantacion y desarrollo

V. OBJETIVOS

4.1 General

Evaluar la generacion de mejoras metodoldgicas al sistema de analisis del perfil

transcripcional en células de la cimula para determinar calidad embrionaria (PVL)

4.2 Particulares

e Validar la reproducibilidad del sistema PVL

e Evaluar el uso del iniciador PTGS2-60 para la generacion del perfil de
expresion PVL en CC como alternativa del primer PTGS2-ACTUAL

e Elaboracion de manual de procedimientos y programa de capacitacion del

sistema de expresion PVL
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V. MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio de tipo prospectivo en el Instituto INGENES, en el participaron
pacientes con consentimiento informado, que fueron sometidas a procedimientos de
alta complejidad. Las pacientes fueron sometidas a estimulacién ovarica controlada,
cuya respuesta fue evaluada midiendo los niveles de estradiol en suero, asi como
monitoreo del desarrollo folicular mediante foliculometria por ultrasonido transvaginal.
Los criterios de seleccion de las pacientes se muestran en la tabla 1 y se eligieron con
base en investigaciones previas en las cuales se buscaba identificar una correlacion
entre las variables que fueran significantes en él y nivel de expresion del transcriptoma

en CC de diversos paneles de genes que se evaluaron.

Tabla 1. Criterios de Seleccion de pacientes

Pacientes con IMC entre 19y 25
Pacientes sin factor masculino como causa de infertilidad
Pacientes normorespondedoras con recuento folicular de 10 a 15
Pacientes con edades entre los 25 y los 37 afios que realicen un FIV
Inclusion  convencional
Pacientes entre 37 a 41 afios, quienes decidan hacer Diagndstico
Genético Preimpantacion
Pacientes con transferencia embrionaria producto de ovodonacion
entre los 25 y los 40 afios
No Pacientes con Diabetes mellitus (tipo | y IlI), insuficiencia renal,
inclusion  hipertension (enfermedades crénicas preexistentes)
Pacientes con baja respuesta ovarica
Pacientes con Miomatosis uterina de grandes elementos
Pacientes con factor masculino severo como causa de infertilidad
Pacientes que no presenten una evolucioén adecuada en los niveles de
Exclusion estradiol durante el seguimiento folicular
Pacientes con hidrosalpinx.
Pacientes con antecedentes de enfermedad pélvica inflamatoria
Pacientes con VIH
Pacientes con antecedentes de tratamientos con radiacioén pélvica o
quimioterapia
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El procesamiento y andlisis de las muestras tuvo el esquema siguiente:

Donantes/Pacientes

Obtencion de CC

Extraccion de RNA

Rango dindmico

gRT-PCR en un
solo paso

Evaluacion del perfil transcripcional
PTGS2, PTGS2-60, VCAN, L19

Analisis de resultados: Ct, Curva
, de Melting, Tm, indice PVL
Validar

reproducibilidad
PVL

EVALUACION DEL MEJORAMIENTO DEL
SISTEMA PVL

Manual de procedimientos
PVL

CAPACITACION AL NUEVO
PERSONAL
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5.1 Obtencidn de Células de la Cumula (CC)

Las pacientes fueron sometidas a estimulacion ovarica controlada con un agonista de
la GnRH (Hormona liberadora de Gonadotropina), seguida de hiperestimulacion
ovarica con inyecciones diarias de FSH (Hormona Foliculoestimulante). Los protocolos
de estimulacion empleados fueron disefiados de acuerdo a los criterios del médico
tratante. Se utilizaron niveles séricos de estradiol y ecografia transvaginal para
monitorizar la respuesta ovarica. Después de la administracion de hCG

(Gonadotropina Coriénica Humana) para la maduracion folicular final.

La puncion folicular para la recoleccion ovular se realiz6 bajo anestesia general al
concluir el ciclo de estimulacion hormonal (que oscilo entre de 10 a 14 dias). Primero,
se inici6 localizando los foliculos antrales mediante ultrasonografia abdominal,
posteriormente se introdujo una guia via vaginal que lleva una aguja conectada a un
sistema de aspiracion para puncionar los foliculos maduros (18 mm) y aspirar de 3a 5
ml del liquido folicular que contiene a los ovocitos. Esta muestra se remiti6 al
laboratorio FIV en un tiempo menor a 5 minutos para localizar los 6vulos rapidamente
bajo la lente de un microscopio estereoscépico. Los Ovulos se mantuvieron en
incubacion en medio global total y GTL a 37.5°C en una atmosfera al 8.3% de CO:
hasta el momento de la fertilizacion. Se registré el nimero y la calidad de acuerdo a
los criterios de la Tabla II. inicamente de 6vulos recuperados (variable, de 10-25
Ovulos por paciente). Una vez que se tuvieron los 6vulos, y antes de la fertilizacion, se
hizo el aislamiento las CC mediante dispersion mecéanica; éstas se depositaron en una

gota de 20 pl de medio de cultivo Global Total.

5.2 Procesamiento de CC y extraccion de RNA total

Las muestras de Cumula individual se recolectaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL
afiadiendo 100 ul de agua DEPC y 70 ul de Trizol ® Reagent. Posteriormente se
adicioné 70 ul de Cloroformo y se incubaron durante 2 minutos a temperatura

ambiente. Las muestras fueron centrifugadas a 15000 g durante 15 minutos en una
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Centrifuga Sorvall Legend Micro 17, refrigerada. El sobrenadante se transfirié a un
tubo eppendorf de 600 ul con 150 ul de Isopropanol, se mezcld por inversion durante
1 minutos y se incubd durante 20 minutos a temperatura ambiente. Las muestras
fueron centrifugadas a 15000 g durante 20 minutos decantando el sobrenadante. Para
realizar los lavados del RNA se adicionaron 100 ul de Etanol Absoluto seguido de una
centrifugacion a 13000 g durante 5 minutos. Para finalizar el lavado del RNA se
decanto el etanol y evaporo durante 10 minutos. Finalmente se hidrato el pellet con 12
ul de agua DEPC durante 15 minutos. A continuacion, se cuantific6 el RNA en

espectrofotometro NanoDrop 2000c.

5.3 qRT-PCR

Se disefiaron oligonucleétidos sintéticos de DNA para amplificar productos especificos
de los genes PTGS 2, VCAN y L19; el disefio se realizé usando el programa Primer 3
plus, la confirmacién de nuestros oligonucleétidos se hizo a través del programa Perl
Primer, basandonos en los criterios de la tabla 2. Ademas, se consideraron otros
pardmetros como es la formacion de dimeros, en dado caso que se presentaran estas
estructuras se consideré que la energia de disociacién del oligonucleétido deberia ser
menor a >-3 kcal/mol, tabla 3.

Tabla 2. Parametros para el disefio de oligonucledtidos

CRITERIO PARAMETROS ACEPTABLES
Tamafio 20-24 nucleétidos
Similaridad Debe tener al menos 90% (%PC)
(MFE primer)

Formacion de mas productos Si los oligonucleétidos producen mas
de 1 producto, este debe ser >1000
para evitar su acumulacion durante la
amplificacion (MFE iniciador)
Autocomplementaridad Los dimeros extensibles son

INACEPTABLES
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Tabla 3. Parametros de aceptacion de energia de disociacion

Energia de disociacién (Kcal/mol) Aceptacion
0
1 BUENO
1.5
2 ACEPTABLE
3 POCO ACEPTABLE
4 INACEPTABLE

Las secuencias obtenidas fueron:

Gene Forward Primer Reverse Primer

PTGS2 5-CTGAAGCCCTATGAATCATTT-3' 5-CATTACCCATAAGTCCTTTCAA-3'
VCAN 5-TCAGCAAAGGACAATTCAATA-3 5-TTTAAAATGTTTTGGGAGCA-3'
L19 5-TCAGGCTACAGAAGAGGCTTGC3 5-ATCAGCCCATCCTTGATCAGC-3'

(Ocampo A et al 2018)

El perfil transcripcional de cada muestra se obtuvo mediante la técnica de gRT-PCR

en un solo paso, en el equipo StepOne Plus (Appled Biosystems) mediante el método

de ACt comparativo. Para la preparacion de la mezcla maestra se uso el kit Kappa

Biosystems High Performance Reagents, con las especificaciones siguientes por
reaccion: 5.0 ul de Sybr Green (Sybr®Fast), 0.2 ul ROX High Reference Dye, 0.2 ul
de dUTP y 0.2 ul RT Mix, 0.2 ul del oligonucletido sentido, 0.2 ul del oligonucletido

antisentido.

La amplificacion se llevd a cabo en el termociclador de tiempo real StepOne Plus

(Applied Biosystems), con los siguientes programas:

Ciclos de Amplificacion (40 ciclos)
e 42 °C — 5 minutos

e 95 °C — 5 minutos

e 95°C — 15 segundos

e 56y61°C — 30 segundos

e 72 °C — 1 minuto (Lectura)
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Curva de disociacion
e 95°C — 15 segundos
e 60 °C — 1 minuto

e 95 °C — 15 segundos (Lectura)

5.4 Rango dinamico

Como parte de las mejoras metodoldgicas se hicieron curvas de rango dinamico con
ellas se evaluaron cambios cuantitativos de cada gen. Para el analisis cuantitativo se
validé a cada uno de los genes blanco, esto para asegurar que el gen en cuestion
como el enddgeno presentara eficiencias de amplificacion similares. La validacion se
hizo a partir de una curva estandar que cumplio los siguientes criterios:

e El analisis incluyo 5 logaritmos de la cantidad de RNA inicial

e Se hicieron diluciones seriadas para las concentraciones: 25, 20, 15, 10y 5

ng para los genes PTGS2 y VCAN

Los valores de Cr obtenidos se graficaron para hacer un andlisis de regresion semi
logaritmica contra el logaritmo de las cantidades usadas para la construccion de la

curva estandar.

Se generaron gréficas de regresion logistica para cada uno de los genes, calculando

el valor de la pendiente e indice de correlacion (R?)

La ecuacion para el coeficiente de correlacion es:
_Ie-D0-)
V=02 - 7)?

Donde:

x = promedio de la variable x
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y = promedio de la variable y

5.5 Electroforesis Capilar

Con los productos de PCR generados por el rango dinamico de cada gen, se realizd
una dilucion 1:1 para evaluar el peso molecular, concentracion del fragmento y pureza
de los amplicones generados mediante electroforesis capilar en el equipo LabchipGX
bioanalyzer de Caliper LifeSciences de acuerdo a las especificaciones del fabricante
utilizando el chip DNA 5K/RNA/CZE LabChip

VI. PRUEBAS ESTADISTICAS

6.1 Estudios R&R

Los estudios de repetibilidad y reproducibilidad (R&R) determinan que parte de la
variacion observada en el proceso se debe al sistema de medicidén usado (Portuondo
Y, et. al., 2010).

La repetibilidad se refiere a la precisién o variabilidad de las mediciones cuando se
tienen varias observaciones del mismo objeto en condiciones similares (mismo
operador); mientas que la reproducibilidad es la precision o variabilidad de las
mediciones del mismo objeto en condiciones variables (diferentes operadores)
(Gutiérrez H, 2013)

Las fuentes de variabilidad que se pueden evaluar en un estudio R&R son: variabilidad
del producto, del instrumento y de los operadores, la cual puede expresarse:

2 — 2 2 2
0 total = O prod +0o oper +0 instr
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Donde:

0%¢ota1 = variabilidad total observada

azprod = varianza atribuible al producto (partes o piezas)

azoper = variabilidad o error del instrumento de medicion

02 sty = variabilidad o error debido a operadores

Por lo tanto, el error o variabilidad de las mediciones debido a la repetibilidad y

reproducibilidad se obtiene:

2 — 2 2
O0“R&R = O repeti T 0 reprod

Donde:

02rer = variabilidad del estudio R&R

02 repeti = variabilidad atribuible a la repetibilidad

azrepmd = variabilidad atribuible a la reproducibilidad

Los métodos para determinar la repetibilidad y la reproducibilidad de las mediciones
estan basados en la evaluacion estadistica de las dispersiones de los resultados, ya
sea en forma de rango, varianza o desviacion estandar. Los métodos que se utilizan
son: analisis de medias, promedio y rango, y ANOVA (Andlisis de Varianza) (Llamosa
L et. al., 2007)
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Segun las recomendaciones del manual del grupo Automotive Industry Action
Group (AIAG), si la variacion del sistema de medicion es inferior a 10% de la variacion
del proceso, entonces es aceptable. Para evaluar la variacion del proceso, se comparé
la contribucion del R&R total del sistema de medicion en la columna %Var. del estudio

(%Tolerancia, %Proceso) indicada en la salida con los valores de la tabla 4.

Tabla 4. Criterios de Aceptacion de Estudio R&R

Porcentaje de variacion Aceptabilidad
del proceso
Menos de 10% El sistema de medicién es aceptable
Entre el 10% y 30% El sistema de medicion es aceptable

dependiendo de la aplicacion, el costo del
dispositivo de medicidon, el costo de Ila

reparacion u otros factores.

Mas del 30% El sistema de medicion no es aceptable y debe

ser mejorado

6.2 Cartas de control

El objetivo de una carta de control es observar y analizar el comportamiento de un
proceso a través del tiempo. Las cartas de control pueden aplicarse para analizar la
variabilidad de variables de entrada o de control del mismo proceso. En una carta de
control, figura 4, el objetivo es analizar de donde a donde las observaciones
(mediciones) presentan variacion (ver campana) y como varia el estadistico de la carta

de control a través del tiempo.

Las cartas de control para variables se aplican a caracteristicas de calidad de tipo
continuo, que requieren de un instrumento de medicidon. En este tipo de cartas, las
variables mas comunes a analizar son: X (de medias), R (de rangos), S (de

desviaciones estandar) y X (de medidas individuales).
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Se considero el uso de cartas de control, para evaluar las concentraciones propuestas

en el rango dinamico: se establecié como LS y LI los valores de operatividad utilizados

con la concentracion actual.

Ak
o
c
=
(=3
o
=
o
=

Limite de control superior (LS)

AN
N\
j E_“\/ Linea central

Limite de control inferior

—'—
Tiempa (LI)

Figura 3. Carta de Control. Los limites de control, inferior (LI) y superior (LS), definen el inicio y fihal del
rango de variacion del estadistico, de forma que, cuando el proceso estd en control estadistico existe
una alta probabilidad de que los valores de W caigan dentro de los limites. Pero, si se observa un punto
fuera de los limites de control, es sefial de que existe variacién que puede influir en el proceso de

calidad.

6.3 Prueba U de Mann-Whitney

La prueba de U de Mann-Whitney es una alternativa a la prueba “t” sobre diferencias
de medias cuando: 1) no se cumplen los supuestos en los que se basa la prueba de t
(normalidad y homocedasticidad), o 2) no es apropiado utilizar la prueba de t porque
el nivel de medidas de los datos es ordinal (Rivas-Ruiz et al. 2013)
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Consideremos dos muestras independientes: Y,de tamafio n,, e Y,, de tamafo n,,
extraidas de la misma poblacién o de dos poblaciones idénticas. Si mezclamos las
n,+n, = n observaciones y, como si se trataran de una sola muestras, asignamos
rangos R; a las n puntuaciones (un 1 a la mas pequefia, un 2 a la mas pequefa de las
restantes, un n a la mas grande; resolviendo los empates asignando el rango
promedio), tendremos n; rangos R;; (los n; rangos correspondientes a las
observaciones de las muestras Y;) y n, rangos R;, (los n, rangos correspondientes a

las observaciones de las muestras Y5).

Consideremos ahora los estadisticos S;= “suma de los rangos asignados a la muestra
1” y S,= “suma de los rangos asignados a la muestra 2”. El estadistico U adopta la

siguiente forma en cada grupo:

ny (n1 + 1)
2

np (le + 1)

U1 =nn, + >

=51 YU, =nn; + Sz

Puesto que suponemos que las dos muestras se han extraido de dos poblaciones
idénticas, cabe esperar que U; y U, sean aproximadamente iguales (excepto en la
cantidad atribuible a las fluctuaciones propias del azar muestral). Si U; y U, son muy
distintos, existira cierta evidencia de que las muestras proceden de poblaciones
distintas. Por tanto, la hipo6tesis nula de que ambos promedios poblacionales son
iguales podria rechazarse si U; o (U,) es demasiado grande o demasiado pequefio.
Para determinar esto Ultimo, podemos basar nuestra decisién en la probabilidad
concreta asociada al estadistico U:

U:U1 S| U1<n1n2/2

U=U2 Sl U1>n1n2/2
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VII. RESULTADOS

7.1 Validacioén del sistema PVL

Se llevo a cabo la validacion del sistema de seleccién embrionaria y prediccion de
embarazo, denominado PVL en pacientes que se someten a procedimientos de alta
complejidad. Antes de que una prueba diagndstica aparezca en el mercado es
necesario generar y validar los protocolos que seran empleados durante su operacion,
por ello se debe establecer un estricto control de evaluacion de la prueba en cuestion
control, que inicia desde el procesamiento de muestras hasta la obtencion de un

resultado.

La primera fase de este proyecto consistio en validar el sistema de seleccion de
embriones, para ello participaron un total 11 pacientes, con una edad promedio de
37.45 afnos y un promedio de IMC de 24.01 (tabla 5).

Tabla 5. Caracteristicas de la poblacion para la validacion del sistema PVL

Prom. DE Rango
Edad 37,45 4,12 30-43
IMC 24,01 3,216 19,23-29,64
%FERTILIZACION 72,5 21,64 30,77-100

La evaluacién del sistema consistié en reproducir cada uno de los pasos del protocolo
de seleccién embrionaria, que incluy6 la recoleccion y procesamiento de células de la
CC individuales por paciente, para la extraccion de ARNm. Posteriormente se generé
y analizd el perfil transcripcional de CC por paciente. Cabe mencionar, que la
generacion del analisis genético de cada ovulo fue obtenida por duplicado via qRT-
PCR tiempo real, por dos operadores distintos, (AZ o PO). Una vez que el equipo arroja
los datos de CT (Cycle Threshold) de cada una de las muestras, se realiza la
normalizacion de la expresién de cada gen con el control endégeno L19, como

resultado se generod el indice de expresion PVL.



a) Tabla 6. Andlisis Mann Whitney

Mann-Whitney

Muestra | N Maediana
PVLAZ 27 54.0393
PVLPO | 27 53.7500
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b) Tabla 7. Resultados Estudio R&R

Estudio R&R
0.8058
(-3.520;
4.889)
95.14%
0.665

0.000

0.000

C) Grdfica 1. Superposicién de indice PVL entre Operadores
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Figura 4. Evaluacion de reproducibilidad y repetibilidadidad entre operadores para 27 muestras. a)
Prueba de Mann-Whitney, b) Estudio R&R y c) Superposicion de indice PVL
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Con la obtencion del indice PVL de cada una de las muestras, se inicio con el analisis
de datos, la prueba estadistica que se utilizé para evaluar la reproducibilidad del
sistema fue Mann-Whitney, con ella se valor6 la diferencia entre las medias de los
operadores AZ y PO esto se logro al generar una gréafica de superposicion para evaluar

las mediciones del indice PVL de cada operador.

El analisis de la prueba de Mann-Whitney (panel a, figura 5) y la grafica de
superposicion (panel b, figura 5). La prueba de Mann-Whitney encontré una diferencia
de 0.2893 entre la media del indice PVL del operador AZy PO. Como parte del andlisis
de reproducibilidad y repetitividad incluimos los resultados generados a partir del
estudio R&R (panel c, figura 5). Esta prueba arroja una desviacion estandar para
repetitividad de 0.000 y para reproducibilidad del sistema es de 0.0000, con una
confianza de 95.14% para el estudio R&R y un p valor de 0.665 siendo no significativo.
Por lo tanto, al presentar una variacion menor al 10% nuestro sistema cumple con los

rangos de aceptabilidad para el analisis R&R.

7.2 Evaluacioén del uso del iniciador PTGS2-60 para la generacion del perfil de
expresién PVL en CC como alternativa del iniciador PTGS2-A (actual)

Como parte de las mejoras al sistema se generaron nuevos iniciadores para el gen
PTGS2, con el objetivo de aumentar la sensibilidad y especificidad del sistema de
selecciéon. Las secuencias de los iniciadores no son mostradas debido a que son

propiedad del Instituto Ingenes.

El nuevo iniciador de PTGS2, fue llamado ptgs2-60 por su temperatura de alineamiento
a 60°C., su disefio, se efectud de acuerdo a los parametros de la tabla 2 y 3, para la

secuencia de mRNA del gen ptgs2.

La caracterizacion de los amplicones para los iniciadores PTGS2-A, PTGS2-60 y
VCAN se muestran en las figuras 6, 7 y 8 respectivamente. En el panel a de todos los

casos, se presentan las curvas de disociacion de cada uno de los amplicones, este
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analisis se baso en evaluar la Tm (temperatura de melting) de cada iniciador, la Tm es
definida como la temperatura a la que el 50% del ADN de la molécula esta
desnaturalizado. En el panel b, se observa un aumento en la fluorescencia que es
directamente proporcional al aumento en el nimero de ciclos en la reaccién, lo que
indica que hubo amplificacion. Cada fragmento amplificado tiene una Tm
caracteristica, que depende de su longitud y composicién, con este analisis
demostramos que en todos los casos soélo existe un producto y éste presenta Tm
esperada de 81 para PTGS2-Ay VCAN y de 80 para PTGS2-60. Tras la amplificacion
de los mensajeros, el siguiente paso fue generar una curva de rango dinamico para
los iniciadores (PTGS2, PTGS2-60, VCAN) (panel c). Como parte de la evaluacion de
marcadores se hizo el corrimiento electroforético (electroforesis capilar) de los

productos de PCR provenientes del rango dinamico de PTGS2 y VCAN (panel d).

La evaluacion de la eficiencia de amplificacion, de los iniciadores PTGS2-A, PTGS2-
60 y VCAN fue basada en la capacidad que tienen los oligonucleétidos de duplicar la
cantidad de ADNc molde disponible en cada ciclo, es decir cuando se tiene un 100%
de amplificacion significa, que en cada ciclo se copi6 todo el ADNc del ciclo anterior.
La eficiencia de amplificacion de cada iniciador se calcul6 utilizando la siguiente

ecuacion:

E = [(107Y/%) — 1] x 100%,
en donde:

k = valor de la pendiente de la recta
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a)
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Grdfica 4. Regresion Logistica del rango dindmico de Ptgs2-A
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Tabla 8. Resultados qRT-PCR de Ptgs2-A
Concentracion de RNA
100ng 80ng 60ng 40ng 20ng
26.27 2670 27.12 27.70 28.94
PVEETS 8127 81.19 81.12 80.97 80.98
d)

Tabla 9. Resultados Electroforesis Capilar para Ptgs2-A

Figura 5. Caracteristicas del amplicon PTGS2-A. Gréafica de amplificacion (a). Curva de disociacion (b). Rango
dinamico de PTGS2, muestra la gréfica resultante de concentraciones que van de 20 a 100 ng de RNA molde
en diluciones seriadas (c). Corrimiento electroforético de los productos de PCR provenientes del rango
dindmico.
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Grdfica 7. Regresion Logistica del rango dindmico de Ptgs2-60
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Tabla 10. Resultados de qRT-PCR de Ptgs2-60
100ng 80ng 60ng 40ng 20ng
26.34 2673 26.88 27.64 28.68
PYETTS 80.08 80.08 80.08 80.00 80.00

d)
Tabla 11. Resultados Electroforesis Capilar para Ptgs2-60

-— 300

—

- 100

81.88 | 81.72 | 79.88 | 70.10 | 67.78
69.57 | 67.05 | 61.53 | 55.64 | 50.32

Ptgs2-60

Figura 6. Caracteristicas del amplicén PTGS2-60. Gréafica de amplificacion (a). Curva de disociacion (b). Rango
dinamico de PTGS2, muestra la grafica resultante de concentraciones que van de 20 a 100 ng de RNA molde
en diluciones seriadas (c). Corrimiento electroforético de los productos de PCR provenientes del rango
dindmico.
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Grdfica 10. Regresion Logistica del rango dindmico de VCAN
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Tabla 12. Resultados de qRT-PCR de VCAN
Concentracion de RNA
100ng 80ng 60ng 40ng 20ng
25.12 2571 26.12 26.87 27.84
PVEETS 81.58 81.43 81.43 81.28 81.29

d)
Tabla 13. Resultados Electroforesis Capilar para VCAN

93.61 | 90.90 | 88.21 | 84.63

VCAN

54.49 | 51.38 | 45.61 | 39.74

Figura 7. Caracteristicas del amplicon VCAN. (a). Curva de disociacion (b). Rango dinamico de PTGS2,
muestra la gréfica resultante de concentraciones que van de 20 a 100 ng de RNA molde en diluciones
seriadas (c). Corrimiento electroforético de los productos de PCR provenientes del rango dindmico.
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El resultado para el iniciador PTGS2-A fue de una eficiencia de amplificacion del
83.88% con una pendiente de -3.78, mientras que PTGS2-60 present6 una eficiencia
del 100 % con una pendiente de -3.32; por ultimo VCAN demuestra una eficiencia de
78.86%, con una pendiente de -3.96. Cabe mencionar que, un valor de la pendiente

cercano o igual a -3.3 origina amplificaciones del 100%.

El coeficiente de correlacion (R?) para PTGS2-A fue de 0.9984, PTGS2-60 de 0.9910
y para VCAN de 0.9976. Este valor determina si el protocolo es reproducible, es decir
si nuestra regresion logistica presenta un indice de correlacion > 0.95 es aceptable

para el rango dindmico establecido.

Con estos resultados se observo que el iniciador PTGS2-60 presenté una mejor
eficiencia de amplificacion en comparacién al iniciador PTGS2-A. Sin embargo, fue
necesario evaluar otras propiedades especificas, como es el producto de amplificacion
del rango dindmico. Para ello se realizd un corrimiento de electroforesis capilar (EC),
en el que se evaluo tamafio, pureza y concentracion del amplicon (Figura 5y 6, panel
d). Con los datos obtenidos se confirm6 que el tamafio del amplicon para PTGS2-A
es de 199 pb, al evaluar la concentracion y pureza de los amplicones se encontré que
el producto de PCR proveniente de un molde de 20 ng presenta una pureza de 90.86
% y una concentracién 63.12 ng, mientras que el producto de PCR proveniente de un

molde de 100 ng presenta una pureza del 95.98% y una concentracion de 78.08.

Para el amplicon de PTGS2-60 ng se tuvé un fragmento de 189-190 pb, con una
pureza de 67.78% y una concentracion de 50.32 para un producto de PCR proveniente
de un molde de 20 ng. Por otro lado, el producto de PCR de un molde de 100 ng

presento una pureza del 81.88% y una concentracion de 67.78

Finalmente, el amplicon de VCAN presentd un tamafio de 233 pb, con una pureza de
84.63 y una concentracion de 39.74 para un producto de PCR proveniente de un molde
de 20 ng. La pureza del producto de PCR de un molde de 100 ng fue de 94.43 con una
concentracion de 55.62.
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Una vez que se obtuvieron los datos de expresion, se realizo un analisis de Cartas de
control, para comparar los valores de Ct obtenidos por los iniciadores PTGS2-A y
PTGS2-60. En la construccion de las cartas de control, la linea central (puntos) de
27.30 simboliza el valor medio de la caracteristica de calidad. Finalmente, las otras
dos lineas, limite inferior de 25.74 e superior de 28.6, flanquean a la anterior a una
distancia determinada, grafico 11. Estos limites fueron escogidos de manera que, si el
proceso esta bajo control, casi la totalidad de los puntos muestrales se halle entre ellos.
Asi que, un punto que se encontrado fuera de los limites de control se interpreta como
una evidencia de que el proceso esta fuera de control. Los resultados sugieren que
ambos iniciadores cumplen con la calidad del proceso (Tabla 14).

25

25,5 m— P2 -A Ptgs2-60

LI=25.74
26
26,5

o0 S et LC=27.30
27,5
28
28,5

29 = |5=28.86
29,5

100 80 60 40 20

Concentracion RNA

Grdfica 11. Andlisis de carta de control (inversa) para el gen PTGS2. La grafica muestra los valores de Ct
del gen PTGS2 cuando se utilizan los iniciadores PTGS2-Ay PTGS2-60. La linea roja marca el Limite
Inferior (L1)=25.74, linea amarilla corresponde al Limite Central (LC)=27.30 y la linea verde denota el
Limite Superior (LS)=28.86

El siguiente analisis de Cartas control fue valorar la pureza de los productos de PCR.
De igual forma se construyo una carta de control para la pureza con las caracteristicas
siguientes: linea central de 86.60, el limite superior establecido fue de 92.99 y el limite

inferior fue de 80.21, lo anterior se presenta en el gréafico 12.
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Tabla 14. Ct obtenidos de qRT-PCR para construccion de Cartas de Control para el gen Ptgs2

Ct Concentracion RNA
100 80 60 40 20 Promedio Rango
Ptgs2-A | 26,27 26,7 27,12 27,7 28,94 27,35 2,67
Ptgs2-60 | 26,34 26,73 26,88 27,64 28,68 27,25 2,34
Limite Superior (LS) | 28,86 28,86 28,86 28,86 28,86
Limite Inferior (LI) A 25,74 25,74 25,74 25,74 25,74
Limite Central (LC) | 27,3 27,3 27,3 27,3 27,3

Al analizar los datos de pureza, tabla 15, se encontré que la pureza de los productos
para PTGS2-A (linea azul) y VCAN (linea gris) presentan una pureza >94% situandolos
por arriba de la linea central, no asi para PTGS2-60 (linea naranja) quien presenté una
pureza del 81.88%. Otra de las observaciones fue que a medida que la concentracion
del molde disminuia, los productos de PCR presentaban una pureza menor, siendo

mas notorio el cambio para los productos de PCR de PTGS2-60 (Grafico 12).

96,6 e Ptgs2-A Ptgs2-60 Vcan

91,6 ———

Pureza

81,6

76,6
71,6

66,6
100 80 60 40 20

Concentracion RNA
Grafica 12. Cartas de control para el andlisis de pureza de los productos de PCR. La grafica muestra
los valores de pureza obtenidos por electroforesis capilar. La linea verde marca el Limite
Superior (LS)=92.99, linea amarilla corresponde al Limite Central (LC)=86.60 y la linea roja
denota el Limite Inferior (LS)=80.21.



Tabla 15. Pureza de amplificaciones de los genes Ptgs2 y VCAN

PUREZA Concentracion RNA
100 80 60 40 20 Promedio Rango

Ptgs2-A | 95,98 94,89 93,23 91,41 90,86 93,27 5,12

Ptgs2-60 | 81,88 81,72 79,88 70,1 67,78 76,27 14,1

VCAN | 94,43 93,61 90,9 88,21 84,63 90,36 9,8
Limite Superior (LS) | 93,02 93,02 93,02 93,02 93,02
Limite Inferior (LI) | 80,24 80,24 80,24 80,24 80,24
Limite Central (LC) | 86,6 86,6 86,6 86,6 86,6
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Con el analisis anterior, se concluy6 que a pesar de que el iniciador para PTGS2-60
mostré una eficiencia de amplificacion del 100%, su concentracibn y pureza
disminuyeron a medida que la concentracion del molde bajo, por lo tanto, este iniciador
no cumple con los estandares establecidos por el laboratorio, pues la pureza y

concentracion ideal de los amplicones debe ser por arriba del 90%

El siguiente paso de valoracion de los iniciadores, consisti6 en verificar su
comportamiento al generar el indice de expresién PVL para una cohorte embrionaria,
utilizando a los iniciadores PTGS2-A, PTGS2-60, VCAN y L19, al término de la
generacion del indice se gener6 una prediccion de embarazo para ambos iniciadores
del gen PTGS2 con el fin de comprobar la prediccion con el resultado clinico de
embarazo. En esta etapa del proyecto se reclutaron un total de 17 pacientes con una
edad promedio de 38.53 (Tabla 16). EI nUmero de muestras de CC de Ovulos
individuales analizados fue de 41, de los cuales 18 embriones fueron transferidos, 22

embriones presentaron aneuploidias y uno se encuentra en espera de ser transferido.

Tabla 16. Demografia de la Poblacién para la evaluacién del indice PVL

PROM. DE RANGO
EDAD | 38.53 3.06 32-43
IMC | 24.28 3.44 19,68-32,76
%FER 71.7 17.62 37,50-100

El analisis inicial fue evaluar reproducibilidad y repetibilidad de la expresion del gen
PTGS2 utilizando a los iniciadores PTGS2-Ay PTGS2-60. Se evaluaron las medias de
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los valores obtenidos por cada iniciador para el gen PTGS2 a través de la prueba
estadistica de Mann-Whitney (panel a, figura 9), en donde se encontré una diferencia

de 0.114 entre las medias de los Cit.

La reproducibilidad y repetibilidad de los niveles de expresion se midio a través de la
prueba R&R (panel c, figura 9), los resultados mostraron una desviacion estandar para
repetibilidad de 0.18210 y para reproducibilidad de 0.0000, con una confianza del
99.99% y un p valor de 0.8239. Con lo anterior, se aprecia que no existe diferencia
estadisticamente significativa en el valor del Ct generado por cada uno de los

iniciadores del gen PTGS2.

Al comprobar que PTGS2 muestra el mismo patrén de expresion, se genero el indice
PVL, la diferencia de la media para el indice PVL (PTGS2-Ay PTGS2-60) fue de 0.091
de acuerdo a la prueba de Mann-Whitney (panel a, figura 10). El andlisis de
reproducibilidad y repetibilidad mediante un estudio R&R (panel b, figura 10) mostro
una desviacion estandar para repetibilidad de 0.0000 y para reproducibilidad de
0.0000, con una confianza de 99.99% y un p valor de 0.9335. Los resultados
demuestran gue no existen diferencia estadisticamente significativa en la generacién
del indice PVL (Figura 10). Sin embargo, el grafico de superposicién (panel c, figura
10) mostrd evidencia que existe diferencia evidente entre el comportamiento los
indices PVL generados por cada iniciador, siendo una posible variable que pueda

generar falsos diagndsticos al ser reemplazado.



a) Tabla 17. Analisis Mann Whitney b) Tabla 18. Resultados Estudio R&R
Estudio R&R
CtPtgs2-60 41  27.781 (LSS, 1250
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¢) Grdfica 13. Superposicion de los valores del Ct de cada juego de oligonucleétidos para el gen Ptgs2
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Figura 8. Evaluacion de reproducibilidad y repetibilidad para el indice de expresion PVL. La imagen muestra

el indice PVL generado por la expresion de los genes PTGS2 y VCAN. El gen PTGS2 se amplifico
utilizando a los iniciadores PTGS2-A 'y PTGS2-60.



a) Tabla 19. Analisis Mann Whitney b) Tabla 20. Resultados Estudio R&R

Mann-Whitney Estudio R&R

Muestra N Mediana
PVLPtgs2-A | 41 55.836
PVL Ptgs2-60 41  56.498

-0.091
(-4.528; 4.207)
99.9 %
0.9335
0.000
0.000

¢) Grdfica 14. Superposicion de indice PVL entre los oligonucledtidos para el gen Ptgs2
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Figura 9. Evaluacion de reproducibilidad y repetibilidad entre indice PVL de Ptgs2-A y Ptgs2-60 para 41

muestras. a) Prueba de Mann-Whitney, b) Estudio R&R y c) Superposicién de valores Ct de Ptgs2-A y Ptgs2-
60
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7.3 Manual de procedimientos y programa de capacitacion del sistema de

expresion PVL

Como parte final de la validacion del sistema de analisis del perfil transcripcional de
CC via gRT-PCR, se realiz6 un manual de procedimientos y plan de capacitacion para
el nuevo personal como herramienta de seleccidon embrionaria para el laboratorio de

investigacion y diagnostico molecular del Instituto Ingenes (LIDMOL).

La elaboracién del manual de procedimientos estuvo sujeta a especificaciones propias
del instituto Ingenes, figura 11. Este manual, esta dirigido a pacientes con historial de
perdidas recurrentes, edad materna avanzada, Fallo de implantacién tras varios
intentos FIV, Pacientes con endometriosis, baja reserva y aquellas pacientes que no
se han embarazado con diagnostico normal de PGD. Este procedimiento aplica para
las areas médicas, laboratorio FIV y LIDMOL del instituto Ingenes, asi mismo el manual
de procedimientos fue revisado por el jefe inmediato y el jefe del departamento para

su operatividad inmediata.

1. TiTULO PROCEDIMIENTO PARA REALIZAR LA METODOLOGIA DE SCORE DE
IMPLANTACION (51) POR MEDIO DE UN ANALISIS TRANSCRIPCIONAL
UTILIZANDO LA TECNICA DE RT-PCR.
2. DEFINICION Y Describir el procedimiento de procesamiento de muestras de células de la camula
PROPOSITO para realizar el analisis del perfil transcripcional de los biomarcadores (Ptgs2, Vcan y
L13) relacionados con calidad ovular y competencia en embriones candidatos a
transferencia, mediante la generacion del Score de Implantacion como herramienta
de prediccion del potencial de implantacidn.
3. ALCANCE Este procedimiento aplica para las areas Médica, Laboratorio de Fertilizacion In
Vitro (FIV) y el Laboratorio de Investigacion y Diagndstico Molecular (LIDMOL) del
Instituto Ingenes.

Figura 10. Manual de procedimientos para el andlisis del perfil transcripcional de Células de la
Clamula (CC)

El programa de capacitacion se elaboro para personal con conocimientos basicos en

Biologia Molecular y gRT-PCR (figura 12). Este programa esta dividido en 4 puntos de
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aprendizaje: Colecta y almacenamiento de CC, extraccion de RNA, qRT-PCR en un
solo paso y analisis e interpretacion de resultados. Teniendo una duracion aproximada
de 15 dias habiles.

SEGUIMIENTO DE TRANSFER
Capacitacion de nuevo personal Y
Dia 10/15 Verificacion de

Prediccion de

15 dias Dia 7/15 .,.,,é.i,i,e Operador V.S.
Interpretacion de
qRT-PCR en un solo resultados resu Ita d 0 de
' paso ndce i embarazo
Dia 3/15 + Grdfico de
Amplificacion
.Entmecién de RNA * Curva de Melting
« Relacidn 260/280 * Valor de Ct
. :::,a:;:"..::;’f: RNA Calidad de mediciones
Dia1/15 _ (repetibilidad y reproducibilidad)
.Coleetn
Y
de CC

» Registro con
trazabilidad

Figura 11. Programa de capacitacion para el nuevo personal. La flecha marca el progreso de la
capacitacion, punto morado 1) Colecta y almacenamiento de CC, rojo 2) Extraccion de RNA amarillo 3)

gRT-PCR y verde 4) Andlisis e interpretacion de resultados

Los indicadores de eficiencia para la evaluacion de la capacitacion se establecieron de
acuerdo a los pardmetros de calidad mediante un estudio R&R. La evaluacién de los
indicadores se programara al finalizar cada una de las etapas de aprendizaje del nuevo
operador, se tomara como referencia el operador que esta a cargo de la capacitacion.
Sin embargo, para cada una de las etapas se tomaran parametros especificos, en la
etapa 1, se evaluara el registro correcto y almacenamiento de la muestra; en la etapa
2, la concentracion y los radios de pureza del RNA; en la etapa 3, la cercania numérica
en los duplicados de los Ct y graficos de melting y finalmente se evaluara la etapa la

interpretacion y generacion de resultados utilizando el modelo matemaético.
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VIII. DISCUSION

La validacién es un proceso que determina la idoneidad de una prueba que se ha
desarrollado, optimizado y estandarizado adecuadamente para un fin concreto. La
validacion incluye estimaciones de las caracteristicas de rendimiento analitico y

diagnostico de una prueba.

Para que una prueba esté validada es necesario realizar un cuidadoso seguimiento del
rendimiento de la misma a diario, a menudo controlando el comportamiento de los
controles internos a lo largo del tiempo. Esto garantiza que la prueba, segun la
validacion original, mantenga siempre sus caracteristicas de rendimiento. En el caso
de que empiece a dar resultados que no concuerden con los datos de la validacion

original, la prueba podria no ajustarse al fin deseado.

El desarrollo de este proyecto tuvo como objetivo validar una prueba diagndstica que
sera empleada para la seleccion de embriones con potencial de implantacién con miras
hacia el futuro de transferencias Unicas. Es evidente que la identificacion y validacion
de un modelo de prediccion de potencial de implantacion puede mejorar las tasas de
embarazo, reduciendo el nimero de intentos y el nimero de embriones candidatos a
transferir, haciendo cada vez mas tangible las transferencias SET (Single Embrion
Transfer). En medicina Reproductiva existen grandes avances, Wathlet y
colaboradores (2011-2013), lager y colaboradores (2013) y Ekart y colaboradores
(2013), sustentan que el uso de un panel de genes puede generar modelos predictivos
con buena precision (Kordus R. et al., 2017) y sensibilidad al adicionarle caracteristicas
propias de la paciente, proporcionando un método de evaluacién cuantitativa para
seleccion embrionaria. En el presente estudio, se evaluo y validé el modelo predictivo

propuesto por Ocampo y colaboradores (Tesis doctoral, A. Ocampo, 2018).

Al ser un modelo de prediccién cuantitativa, es de gran relevancia determinar la

repetitividad y reproducibilidad (R&R) de las mediciones con el fin identificar
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variaciones observadas durante el proceso (Portuondo-Paisan Y. et al., 2010) que

influyan en el resultado.

Los métodos para determinar la repetibilidad y la reproducibilidad de las mediciones
denominados estudios R&R estan basados en evaluaciones estadisticas de las
dispersiones de los resultados. Estos métodos permiten descomponer la variabilidad
del sistema en dos componentes independientes: la repetibilidad y la reproducibilidad
(Llamosa R. et al., 2007). La repetitividad es la precision de un sistema en condiciones
controladas posibles y la reproducibilidad es la variabilidad de las mediciones de una
caracteristica que pueda modificar el resultado de la medicion (Vinasco L.E, 2018).
Para la validacion del modelo de prediccion de Ocampo y colaboradores se emplearon
estudios R&R.

Los resultados de la evaluacién del sistema de medicion mostraron que la variacion y
desviacion estandar de la repetibilidad del estudio es de 0% al establecer como
variable de estudio a los operadores (AZ y PO), debido al adiestramiento y capacitacion
del operador 2 (PO) en esta metodologia se comprob6 que esta variacién disminuy6 a
lo largo del estudio, siendo comprobable con el prondstico de embarazo realizado por
el operador 2 (PO) (Ver Anexo. Ill)

Como parte de las mejoras al sistema PVL, se evalu6 el uso de un nuevo iniciador para
el gen PTGS2, su analisis fue estricto pues se consideraron varios parametros como
fueron: eficiencia de amplificacion, pureza y concentracion de los productos de PCR.
El iniciador PTGS2-60 presento una eficiencia de amplificacion del 100% con respecto
al iniciador para PTGS2-A usado actualmente. Sin embargo, al analizar la pureza y
concentracion de los productos de PCR, se encontré que el iniciador PTGS2-60 no
cumplia con los requerimientos minimos aceptables de estas propiedades para el
sistema de seleccion. Debido a que, a medida que la concentracion del molde

disminuye, la pureza del amplicon es menor, lo que sugiere que el amplicon
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posiblemente presenta algiin remanente de la reaccién de PCR o en su defecto restos

de iniciadores.

A pesar de se encontraron algunas que limitaciones en el uso del iniciador PTGS2-60,
el siguiente paso fue generar el indice PVL para su evaluacion. En esta etapa se
analizaron 41 muestras las cuales fueron procesadas simultaneamente y por
duplicado; para fines del analisis cada juego de iniciadores se tomé como un operador
independiente, teniendo a PTGS2-ACTUAL como P-1 y PTGS2-60 como P-2. El
andlisis de los datos no mostro una diferencia estadisticamente significativa con un

nivel de confianza de 99.9%.

Como parte final del proyecto, se dio seguimiento a los embriones transferidos. Un
total de 10 pacientes fueron transferidas, el resultado: 3 pacientes con prediccion
acertada de embarazo positivo y 3 pacientes con prediccién de falso positivo de
embarazo, la falla en la prediccion posiblemente se debe a la condicion de la paciente
pues entre los factores etioldégicos que presentan estan la endometriosis y también la
baja respuesta al tratamiento hormonal. El indice de expresién acerté en embarazo

negativo para 4 pacientes.

Lo habitual es que las modificaciones técnicas realizadas en una prueba validada,
como los cambios o mejoras de los protocolos, asi como la conversion de una prueba
en un sistema semiautomatico o totalmente automatico no exijan una completa
revalidacion de la prueba. En lugar de ello, se lleva a cabo una comparacion de los
meétodos para determinar si las modificaciones relativamente pequefias de la prueba

afectan a los resultados.

La comparabilidad puede establecerse ejecutado el procedimiento modificado y el
original en paralelo, con el mismo conjunto de muestras en ambos, y realizando varias
ejecuciones. El conjunto de muestras escogido para esta comparacion debe

representar el intervalo completo de funcionamiento de ambas pruebas. Si los
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resultados del procedimiento modificado y del método original validado se determina
gue son comparables en un experimento basado en un criterio pre-especificado, la

prueba modificada sigue considerandose validado para el fin deseado.
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IX. CONCLUSIONES

e EIl sistema de seleccibn embrionaria PVL, es un sistema reproducible que

cumplié con una estricta validacion en sus procedimientos

e EI andlisis de repetitividad y reproducibilidad, presenté un alto nivel de
concordancia entre operadores, demostrando que no existen variaciones en la

ejecucion del protocolo y el resultado final.

e Eluso del iniciador PTGS2- 60, podria ser una alternativa al generar el perfil de
expresion de células de la camula, sin embargo, aun se necesita hacer una
seleccién mayor de embriones, en donde el indice de expresidn se genere con
el iniciador PTGS2-60.

e La demostracion definitiva de la prueba comprobé la eficiencia en la seleccion

de embriones con potencial de implantacién.
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X. PERSEPECTIVAS

El uso combinado de la evaluacion morfologica tradicional y el modelo de prediccion
propuesto por Ocampo y colaboradores son una herramienta de diagnostico molecular
que puede ser utilizada para la seleccion de los mejores embriones candidatos a
transferencia, reduciendo asi el nimero de embriones transferidos y el nimero de

tratamientos FIV.

Las modificaciones metodolégicas que se proponen al sistema de andlisis
transcripcional de CC via PVL propuesto por Ocampo y colaboradores, no son viables,
debido a la premisa de que al utilizar un modelo matematico todos los parametros que
influyen en el resultado deben de modificarse para tener los resultados confiables, es
decir se debe reestructurar un nuevo estudio basado en el modelo empleado por

Ocampo y colaboradores.

Es necesario, continuar con las investigaciones sobre las problematicas mas comunes
presentadas en pacientes con infertilidad, con el fin de reducir el desgaste emocional
que tienen dichas parejas; sin embargo, el uso de un modelo matematico de prediccion
proporciona un valor de cohorte que puede ser usado, no so6lo en medicina
reproductiva, sino también existe una variedad de estudios que puedan dar pie, al uso
de herramientas analiticas para poder realizar diagnésticos personalizados basados
en un valor de cohorte, evitando los falsos diagnésticos.

Asi mismo, una premisa importante debe ser que las investigaciones de diagnéstico
no se queden solo en la parte de incubacion de idea, sino que contintden a la validacion
y generacion de un producto que se util, no solo para los investigadores sino para la

sociedad.
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I POBLACION OBIJETIVO 1

Muestra Edad IMC Etiologia FIV/ICSI % Fert. Prediccion Transfer Beta Dest. Emb
M8-8 37 25,63 Mala Calidad FIV 100 Positivo SI Positivo Cong
M8-9 37 25,63 Mala Calidad FIV 100 Negativo Cong

M95-1 32 22,19 Baja respuesta ICSI 87,5 Positivo Si 1
M95-2 32 22,19 Baja respuesta ICSI 87,5 Negativo NO No aplica Congela
M95-3 32 22,19 Baja respuesta ICSI 87,5 Positivo NO No aplica Congela
M95-4 32 22,19 Baja respuesta ICSI 87,5 Positivo Si 4
M95-5 32 22,19 Baja respuesta ICSI 87,5 Negativo SI 5
M95-6 32 22,19 Baja respuesta ICSI 87,5 Negativo NO No aplica Mil
M95-7 32 22,19 Baja respuesta ICSI 87,5 Negativo NO No aplica ZR

M106-2 34 27,82 Tubarica ICSI 30,77 Negativo Congela

M107-6 35 29,64 Mala Calidad FIV/ICSI 58,33 Positivo NO No aplica Anormal

M107-9 35 29,64 Mala Calidad FIV/ICSI 58,33 Negativo Congela

M107-12 35 29,64 Mala Calidad FIV/ICSI 58,33 Positivo Congela

M108-4 41 21,19 Edad FIV 50 Negativo NO No aplica No amplifico

M110-4 37 24,02 Edad FIv 66,67 Positivo NO No aplica No amplifico

M110-12 37 24,02 Edad FIV 66,67 Negativo NO No aplica No amplifico

Fallo

M111-4 30 20,2 Gestacional ICSI 60 Positivo NO No aplica Anormal

M113-2 41 254 Edad FIV 69,23 Negativo NO No aplica Anormal

M113-6 41 254 Edad FIV 69,23 Negativo NO No aplica Anormal

M113-8 41 254 Edad FIV 69,23 Negativo NO No aplica Anormal

M113-11 41 254 Edad FIV 69,23 Negativo NO No aplica Anormal

M114-3 42 19,23 Baja respuesta FIV 75 Positivo NO No aplica Anormal

M116-1 43 27,06 PCO FIV/ICSI 100 Negativo NO No aplica Bloqueo

M116-2 43 27,06 PCO FIV/ICSI 100 Positivo NO No aplica Mill

M116-3 43 27,06 PCO FIV/ICSI 100 Negativo NO No aplica Ml

M117-1 40 21,76 Endometriosis  FIV/ICSI 100 Positivo NO No aplica Bloqueo

M117-2 40 21,76 Endometriosis  FIV/ICSI 100 Negativo NO No aplica Bloqueo




. POBLACION OBIJETIVO 2

Muestra Edad IMC Etiologia FIV/ICSI % Fert. F::g(i;:(el_;) pl;::;:;)) Transferencia trEstfz:)i:Io
M132-1 39 25,33 Edad FIV 50 53,52 54,51 NO No Aplica NV
M132-3 39 25,33 Edad FIV 50 54,74 54,64 NO No Aplica NV
M132-7 39 25,33 Edad FIV 50 58,32 59,41 NO No Aplica Anormal
M132-14 39 25,33 Edad FIV 50 57,14 58,34 NO No Aplica VG
M149-1 39 19,68 Edad FIV 37,5 63,02 62,53 NO No Aplica C
M149-4 39 19,68 Edad FIV 37,5 72,30 71,45 Sl Positivo 4
M149-5 39 19,68 Edad FIV 37,5 72,62 72,17 Sl Positivo 5
M149-7 39 19,68 Edad FIV 37,5 58,59 58,31 NO No Aplica Anormal
M150-2 41 27,06 Edad FIV/ICSI 75 60,10 59,81 NO No Aplica Anormal
M150-3 41 27,06 Edad FIV/ICSI 75 54,76 54,37 NO No Aplica Anormal
M151-8 35 2571 Endometriosis/ Fallo ICs| 50 62,26 62,20 NO No Aplica Anormal
gestacional
M152-1 35 18,37 Baja Respuesta FIV 100 55,70 56,79 NO No Aplica Anormal
M152-2 35 18,37 Baja Respuesta FIV 100 52,18 52,79 NO No Aplica Anormal
M157-1 40 21,48 Edad FIV 66,67 57,62 57,66 NO No Aplica Anormal
M157-2 40 21,48 Edad FIV 66,67 59,35 59,33 NO No Aplica Anormal
M157-3 40 21,48 Edad FIV 66,67 56,22 56,93 NO No Aplica BLOQ
M158-1 43 25,91 Edad FIV 100 56,69 58,24 S| Negativo 1
M159-2 43 32,76 Edad FIV 90 54,89 53,20 NO No Aplica Anormal
M159-3 43 32,76 Edad FIV 90 54,13 52,01 NO No Aplica Anormal
M159-4 43 32,76 Edad FIV 90 51,80 49,89 NO No Aplica Anormal
M160-4 38 24,54 Baja Respuesta FIV/ICSI 80 43,85 44,02 Sl Negativo 4
M162-1 35 27,1 PCO FIV 54,55 53,70 53,78 NO No Aplica C
M162-9 35 27,1 PCO FIV 54,55 50,79 50,62 NO No Aplica Anormal
M162-11 35 27,1 PCO FIV 54,55 50,41 50,14 NO No Aplica Anormal
M164-1 41 20,55 Endometriosis FIV 71,43 56,55 56,50 Sl Negativo 1

M164-2 41 20,55 Endometriosis FIV 71,43 53,74 54,45 S| Negativo 2
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Il.  POBLACION OBJETIVO 2 (CONTINUACION)

Muestra Edad IMC Etiologia FIV/ICSI % Fert. F::g(i;:(el_;) pl;::;:;)) Transferencia trEstfz:)i:Io
M164-3 41 20,55 Endometriosis FIV 71,43 65,80 64,79 Sl Negativo 3
M171-9 41 26,5 Baja Respuesta FIV 81,82 59,14 57,75 Sl Positivo 9
M171-10 55,84 54,97 Sl Positivo 10
M172-2 39 25,51 Edad FIV 71,43 51,53 50,17 Sl Negativo 2
M173-3 57,56 58,32 Sl Positivo 3
M173-10 32 21,48 Normal FIV 70 52,71 53,61 Sl Positivo 10
M176-2 40 22,49 Baja Respuesta FIV 80 65,09 65,04 NO No Aplica Anormal
M176-5 40 22,49 Baja Respuesta FIV 80 52,21 52,68 Sl Negativo 5
M176-7 40 22,49 Baja Respuesta FIV 80 51,84 52,36 NO No Aplica Anormal
M176-10 40 22,49 Baja Respuesta FIV 80 45,58 45,88 Sl Negativo 10
M178-3 36 24,46 Endometriosis FIV/ICSI 57,14 49,39 50,04 Sl Negativo 1
M179-4 38 23,83 Edad FIV 83,33 47,09 48,52 Sl Negativo 4
M179-5 38 23,83 Edad FIV 83,33 57,11 58,72 Sl Negativo 5
M179-8 38 23,83 Edad FIV 83,33 72,56 75,41 Sl Negativo 8




Prediccion PTGS2-A Prediccion PTGS2-60 Transferencia

Positivo

Positivo

Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo

Positivo

Positivo

Negativo
Positivo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo

lll.  ACERTIVIDAD ENTRE OLIGONUCLEOTIDOS PARA EL GEN PTGS2

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

SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI
SI

Beta
Positivo
Positivo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
ERROR

COINCIDENCIA

PTGS2-A v.s Beta
real

COINCIDE
COINCIDE
ERROR
COINCIDE
COINCIDE
COINCIDE
ERROR
COINCIDE
COINCIDE
COINCIDE
COINCIDE
ERROR
COINCIDE
COINCIDE
COINCIDE
COINCIDE
COINCIDE
ERROR

PTGS2-60 v.s Betareal
COINCIDE
COINCIDE

ERROR
COINCIDE
COINCIDE
COINCIDE
COINCIDE

ERROR

ERROR
COINCIDE
COINCIDE

ERROR
COINCIDE
COINCIDE
COINCIDE
COINCIDE

ERROR

ERROR
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