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RESUMEN 

 

•  Antecedentes y objetivos: 

 Con la incorporación de las técnicas de reproducción asistida para tratar 

el problema de la infertilidad humana, surge el reto de combatir la pérdida de 

embarazo temprano. El embrión juega un papel clave en la eficiencia de la 

implantación que, unido a la necesidad de reducir el número de embriones a 

transferir, conduce por un lado a la mejora de las condiciones de cultivo y 

desarrollo embrionario, y por otro, al avance de las técnicas de selección 

embrionaria. Con este último propósito, el objetivo principal de esta tesis ha sido 

la identificación de polimorfismos (SNPs) propios del embrión relacionados con 

la infertilidad, susceptibles de convertirse en biomarcadores genéticos. 

Posteriormente, los resultados obtenidos fueron integrados en un sistema de 

Inteligencia Artificial (IA), junto con otros parámetros derivados del ciclo 

reproductivo de los pacientes, con el objeto de crear una herramienta de 

selección embrionaria capaz de predecir el éxito de la implantación y el desarrollo 

embrionario temprano.   

• Métodos: 

 Se elaboró primeramente un panel compuesto por 27 genes cuyos SNPs 

podrían influir en el desarrollo embrionario humano y estar relacionados con el 

fallo de implantación y muerte embrionaria temprana, teniendo en cuenta el 

fenotipo que presentan modelos KO de ratón estudiados previamente para esos 

genes. El panel seleccionado ha sido investigado en 134 muestras de ADN 

procedentes de biopsia de trofoectodermo de embriones euploides. Los 

embriones procedían de un tratamiento de ICSI con PGT-A, y su destino era la 

transferencia uterina, tras la cual se realizó el seguimiento gestacional hasta el 

nacimiento. Para llevar a cabo la secuenciación masiva de las muestras de ADN 

y el análisis bioinformático de los resultados, se utilizó la metodología de Ion 

Torrent. Posteriormente, se estudiaron las secuencias proteicas, características 

estructurales y funcionales de las proteínas, así como los fenotipos asociados 

utilizando las bases de datos disponibles (Uniprot, GeneCards, Ensembl, MGI, 



 

 
II

ClinVar y OMIM). Se procedió a la identificación de SNPs deletéreos 

considerando la mutación existente, genotipo, localización del gen, posible 

efecto dañino y prevalencia en la población, comparando estos datos con los 

resultados clínicos obtenidos de la transferencia embrionaria y su posterior 

evolución. Finalmente, todos los datos fueron integrados en un sistema de IA, 

junto con otros relativos al ciclo reproductivo de los pacientes, edad, procedencia 

de los gametos, morfología y cinética de los embriones.  

• Resultados y conclusiones: 

 Tras la evaluación de los SNPs se identificaron varios genes que podrían 

estar implicados en el desarrollo embrionario temprano y/o el periodo 

periimplantacional humano, entre ellos: RAE1, F2 y GDF3. De ellos se han 

detectado 3 SNPs con posible efecto deletéreo en homocigosis del gen F2: 

chr11:46749646C>T, chr11:46750236A>T y chr11:46751102T>A; y otros dos en 

heterocigosis de los genes RAE1, chr20:55941902C>*, y GDF3, 

chr20:55941902C>*. El diseño del panel ha sido esencial para su identificación, 

y tras la verificación correspondiente, estos SNPs podrían ser utilizados como 

biomarcadores de fallo postimplantacional. La identificación de la mutación 

generada de novo en el gen PIKFYVE, chr2:209179025A>*, pone de manifiesto 

la necesidad de verificar el genotipo embrionario mediante PCR convencional y 

secuenciación de Sanger. En cuanto al sistema de IA, el algoritmo basado en el 

árbol de toma de decisiones ha sido el más adecuado, ocupando la meta-variable 

genética PC1 la segunda posición entre las más representativas. La aplicación 

de la IA presenta resultados esperanzadores, aunque, al igual que con la 

identificación de SNPs deletéreos, es necesario aumentar el número de 

muestras a analizar para obtener resultados y conclusiones más relevantes. 
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ABSTRACT 

 Background and objectives: 

 The use of Assisted Reproduction Treatments in human fertility brings the 

challenge of combating early pregnancy loss. The embryo plays a key role in the 

efficiency of implantation which, together with the need to reduce the number of 

embryos to be transferred, leads, on the one hand, to the improvement of culture 

conditions and embryonic development, and, on the other, to the advancement 

of embryo selection techniques. Following the latter, the main object for this 

project was to identify embryo polymorphisms (SNPs) related to infertility, in order 

to use them as biomarkers. Secondary, the results obtained were integrated into 

an Artificial Intelligent (AI) system adding extra data from the reproductive cycle 

of the recruited patients, with the aim of creating a tool for embryo selection, able 

to predict the success of embryo implantation and early embryonic development. 

 Methods: 

 First, a panel composed of 27 genes, whose SNPs could be involved in 

human embryonic development, implantation failure and early embryonic loss 

was created. The genetic profile of those genes had previously been reported in 

mouse knock-out models. The selected panel was researched in 134 DNA 

samples from trophectoderm biopsies of euploid embryos. The embryos came 

from an ICSI treatment with PGT-A, and their destination was uterine transfer, 

while the gestational evolution was followed up until birth. To carry out the 

massive sequencing of the DNA samples and the bioinformatics analysis of the 

results, the Ion Torrent technology was used. The sequences, structural and 

functional characteristics of the proteins, as well as the associated phenotypes 

were studied using the available databases (Uniprot, GeneCards, Ensembl, MGI, 

ClinVar and OMIM). We proceeded to identify deleterious SNPs, considering the 

mutation, genotype, location of the gene, the possible harmful effect and its 

prevalence in the population. We compared these results with the clinical ones 

obtained from the embryo transfer and follow-up evolution. Finally, all the data 

was integrated into an AI system, together with other data which belongs to the 

reproductive cycle of the patients, age, origin of gametes, morphology and 

kinetics of the embryos.  
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 Results and Conclusions: 

 After evaluating the SNPs, several genes that could be involved in human 

early embryonic development and/or the peri-implantation period were identified. 

These included RAE1, F2 and GDF3. From them, three SNPs with a possible 

deleterious effect have been detected in homozygotes on F2: 

chr11:46749646C>T, chr11:46750236A>T and chr11:46751102T>A; another 

two were heterozygous on RAE1: chr20:55941902C>*, and GDF3: 

chr20:55941902C>*. The panel design has been a key to identify them, and after 

verification, these polymorphisms could be used as biomarkers for embryonic 

post implantation failure. The novo mutation that was identified on PIKFYVE 

(chr2:209179025A>*) shows the necessity to verify the embryo genotype using 

conventional PCR and Sanger sequencing. Regarding the AI model, the 

algorithm based on the decision-making tree has been the best choice, and the 

genetic meta-variable PC1 being in second place amongst the most 

representative. Results using AI systems brings hope, although, as well as 

deleterious SNPS identification, the need of increasing the number of tested 

samples to obtain further representative conclusions is required.  
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1. INTRODUCCIÓN 

En la actualidad, el problema de la infertilidad alcanza una magnitud 

global, cada vez más común, y de mayor trascendencia en la sociedad (Inhorn, 

2015). Millones de parejas en todo el mundo se enfrentan a diario ante la 

dificultad de tener hijos, con las penurias que ello conlleva tanto a nivel cultural, 

social, de pareja e individual (López Villaverde, 2014).  

Su estudio epidemiológico permite estimar el impacto que provoca en la 

población, y a su vez contribuye a dilucidar sus causas; datos que son 

imprescindibles a la hora de crear protocolos de prevención y sensibilización 

orientados a la población infértil, que ayuden a abordar este problema con una 

mayor conciencia (Boedt et al.,2021).   

Una de las principales causas que ha incrementado la tasa de infertilidad, 

ha sido el efecto provocado por el retraso de la edad de la mujer hacia la 

búsqueda del primer embarazo que, ligado al retraso de la edad masculina hacia 

el mismo fin, repercuten de manera negativa sobre la fertilidad (Rubio et al., 

2019; Busnelli, 2020; INE, 2021). La plena incorporación de la mujer al mundo 

laboral y la posibilidad de poder desarrollar su faceta profesional ha sido uno de 

los beneficios conseguidos, entre otras cosas, gracias al control de la fertilidad. 

Sin embargo, ello ha actuado en contra de la edad biológica para procrear, 

comenzando una lucha constante que hoy en día la ciencia todavía no es capaz 

de solventar por completo, continuando la búsqueda de nuevas estrategias de 

estudio que marquen el futuro en la investigación de la infertilidad (Eijkemans et 

al., 2014; Duffy, 2021). 

Las Técnicas de Reproducción Asistida (TRA) se han convertido en una 

herramienta fundamental para solucionar gran parte del problema de la 

infertilidad, produciéndose un incremento casi exponencial de la demanda y de 

los servicios ofrecidos por las clínicas de Fecundación In Vitro (FIV) en las 

últimas décadas (Collins, 2002; Vérgez, 2020; Pérez, 2022). Muchas mujeres 

incapaces de concebir de forma natural han logrado un embarazo viable gracias 

a las TRA, con más de 8 millones de niños nacidos gracias a ellas (Faddy et al., 

2018; Biggers, 2012; Chambers, 2021). Aun así, los resultados continúan siendo 
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poco eficientes, con tasas de implantación que oscilan en torno al 30% a nivel 

mundial (Ajduk & Zernicka-Goetz, 2012; Polanski et al., 2014; Pérez, 2022). 

Entre los escenarios que podemos encontrar tras un tratamiento de 

reproducción asistida (ausencia de embarazo, embarazo único o múltiple), el 

embarazo múltiple constituía un gran problema hace tan solo unos años. En el 

año 2007, el 2,5% de las transferencias en Europa incluían 4 o más embriones, 

y tan solo el 21,4% era de un único embrión, lo que ocasionaba un alto porcentaje 

de embarazos múltiples (de Mouzon et al., 2012). El embarazo múltiple está 

asociado a una serie de complicaciones adversas: al aumento de los costes en 

la asistencia médica, un mayor riesgo de morbilidad y mortalidad tanto en la 

madre como en los recién nacidos, y un estrés adicional de las parejas afectadas 

entre otros (Ombelet et al., 2005). Todo ello ha promovido que las sociedades 

reproductivas adopten una serie de guías que fomenten la transferencia de un 

único embrión, evitando en la medida de lo posible el embarazo múltiple, 

especialmente en mujeres que exceden los 35 años (Luke & Brown, 2007; 

Matzuk et al., 2008; Tiitinen, 2012; Okun & Sierra, 2014).  

En España, en los últimos 20 años se ha conseguido reducir el índice de 

los embriones transferidos en más de uno, siendo 1,4 la media de embriones 

transferidos en ciclos de FIV en fresco en el año 2020, comparado con el 2,5 que 

se registró en el 2002 (Figura 1) (S.E.F, 2002; S.E.F, 2020). 

 

Figura 1. Evolución de la política de transferencia embrionaria FIV/ICSI. SEF 1998-2020 (Fuente: 

Registro SEF 2020). 
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Por otro lado, con la incorporación de las TRA en la clínica diaria, surge 

otro gran problema a resolver: la pérdida de embarazo temprano. Su diagnóstico 

y tratamiento se ha convertido en uno de los mayores retos en las clínicas de 

reproducción asistida (RA) (Bashiri et al., 2018). Existe un gran número de 

pacientes con fallos repetidos de implantación asociado a una edad materna 

avanzada, factores uterinos, factor embrionario, a causas multifactoriales, 

aunque, lamentablemente, en la mayoría de los casos no se consigue evidenciar 

su etiología (Polanski et al., 2014; Kim & Kim, 2017; Busnelli, 2020).  

El embrión juega un papel clave en la eficiencia de la implantación humana 

que, unido a la necesidad de reducir el número de embriones por transferencia, 

conduce por un lado a la mejora de las condiciones de cultivo, para obtener 

embriones con mayor potencial de desarrollo e implantación, y por otro, a una 

exigencia en la mejora de los criterios de selección embrionaria, para conseguir 

métodos fiables que permitan la transferencia de un único embrión (Ajduk & 

Zernicka-Goetz, 2012; Vallejos et al., 2022). 

La evaluación morfológica convencional de los embriones es el método de 

selección embrionario más utilizado desde los inicios de la reproducción asistida, 

pero sigue siendo muy limitado. Existen otros métodos, entre ellos algunos más 

invasivos como el diagnóstico genético preimplantacional de aneuploidías (PGT-

A, en inglés Preimplantation Genetic Testing for Aneuploidies), dirigidos a 

conseguir la selección del mejor embrión a transferir, y así mejorar las tasas de 

implantación y recién nacido vivo. 

Debido a mi interés en el estudio de factores que mejoren los resultados 

de infertilidad en la pareja, me uní al proyecto de investigación Embryogene, para 

enfocar mi tesis en el factor embrionario y su papel en el éxito reproductivo, 

dirigido a la búsqueda de nuevas herramientas que aporten información sobre la 

viabilidad y el potencial del desarrollo embrionario, ayudando a elegir así el 

embrión con mayores posibilidades de implantación, con el fin de aportar un 

granito de arena en la mejora de los resultados de las TRA. 

Embryogene es un proyecto concedido por el Centro para el Desarrollo 

Tecnológico Industrial (CDTI) a la Universidad de Murcia en colaboración con la 

clínica de fertilidad Next Fertility Murcia, en la que tuve el placer de trabajar 
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durante 9 años y que me permitió formar parte de este estudio realizando la 

recopilación de las muestras. Posteriormente, participé en el procesado de los 

resultados con el equipo de la Universidad de Murcia, dando forma a esta Tesis 

Doctoral. 

Diferentes estudios realizados en ratón han identificado un gran número 

de genes que muestran un papel relevante en el desarrollo temprano del embrión 

y su implantación, entre ellos Grp94 (Wanderling et al.,2007), Hsp90β (Voss et 

al., 2000), Calreticulina (Guo et al., 2002;), Zp4 (Stetson et al., 2012), Lif (Rosario 

et al., 2014), PadI6 (Yurttas et al., 2008) o Trim59 (Su et al., 2018).  Para lograr 

el éxito reproductivo, es necesario que miles de genes se coordinen entre sí, y 

el fallo en cualquier eslabón de esta cadena puede desencadenar la infertilidad. 

Aun así, ninguno de estos genes se analiza en los cribados genéticos que se 

utilizan para seleccionar el embrión a transferir en las clínicas de reproducción 

asistida (Matzuk & Lamb, 2008). 

Teniendo en cuenta estos motivos, para la realización de este estudio se 

elaboró un panel de genes cuyos polimorfismos (también SNPs del inglés Single-

nucleotide Polymorphisms) podrían ser relevantes en el desarrollo embrionario y 

estar relacionados con el fallo de implantación y la muerte embrionaria temprana. 

El panel seleccionado ha sido estudiado en muestras de ADN que provenían de 

biopsias embrionarias cuyo destino era el análisis genético de aneuploidías. 

Estas muestras fueron cedidas por la clínica de reproducción asistida (RA) bajo 

consentimiento firmado por sus participantes anónimos. Los embriones 

biopsiados con resultado negativo en aneuploidías estaban destinados a ser 

transferidos, por lo que se ha tenido acceso a los datos de implantación y 

posterior evolución del embarazo.  

El propósito era, por un lado, mejorar la comprensión del fundamento 

genético del desarrollo embrionario temprano, intentando dar respuesta a la gran 

pérdida de embriones que sucede en el tracto genital femenino y no llega a 

implantar; y por otro, incluir un nuevo método de selección embrionaria basada 

en la identificación de mutaciones que puedan ser responsables del fallo de 

implantación y de la muerte embrionaria temprana.  
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Por último, dada la relevancia que está adquiriendo la Inteligencia Artificial 

(IA) en el campo de la biotecnología médica, además de en otros muchos 

ámbitos, se decidió colaborar con la empresa Marbyt (Smart Solutions for 

Biotechnology) para realizar una prueba de IA. La idea era establecer una 

estrategia para intentar resolver la compleja tarea de clasificación de embriones 

de acuerdo con su potencial para acabar generando embarazo o no. Para ello 

se utilizaron los datos obtenidos en este proyecto. Gracias al poder de la IA, se 

procedió a diseñar un modelo que fuese capaz de clasificar nuevas muestras en 

embarazo o no a partir de datos conocidos. Esta prueba piloto, aunque con 

resultados esperanzadores, se realizó con un número limitado de datos para 

estudiar el potencial de la técnica, por lo que hace falta más trabajo e 

investigación para sacar conclusiones más robustas. 
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2. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

2.1. Infertilidad humana 

2.1.1. Definición  

La Organización Mundial de la Salud (OMS) define la infertilidad como la 

incapacidad de lograr un embarazo clínico después de un periodo de 12 meses 

de relaciones sexuales de forma regular y sin protección, o bien debido a un fallo 

en la capacidad de una persona para reproducirse como individuo, o con su 

pareja (Zegers-Hochschild et al., 2017). 

Esta situación no supone un riesgo vital para el individuo, ni compromete 

su integridad física, sin embargo, fue catalogada por la OMS como enfermedad 

del sistema reproductivo en el año 2009, considerando el deterioro que produce 

en la calidad de vida de las personas afectadas, las repercusiones médicas, 

psicológicas y sociales (Zegers-Hochschild et al., 2009; López Villaverde, 2014). 

La comunidad científica ha sufrido muchos años de controversias en 

cuanto a la nomenclatura común a utilizar en RA, lo que ha ido frenando la 

posibilidad de estandarizar y comparar los procedimientos entre los diferentes 

países. En el año 2008, se convocó una reunión en la sede de la OMS de Ginebra 

con setenta y dos profesionales clínicos, epidemiólogos, científicos básicos y 

sociales, que revisaron el ya existente glosario de terminología en TRA 

elaborado por el Comité Internacional de Monitorización de Tratamientos de 

Reproducción Asistida (ICMART) en el año 2006, y propusieron nuevas 

recomendaciones y terminologías que fueron incluidas en el glosario revisado y 

aceptadas con carácter internacional. Su última revisión se llevó a cabo en el 

año 2017 (Zegers-Hochschild et al., 2017). 

A efectos clínicos, la propia lengua española diferencia los términos de 

esterilidad (como la dificultad para conseguir embarazo) e infertilidad (como la 

dificultad para conseguir embarazo de un recién nacido vivo), aunque, en la 

práctica, son equiparables y han sido aceptados actualmente como sinónimos 

en el Diccionario de la Real Academia de la Lengua Española (Habbema et al., 

2004; Vander Borght y Wyns, 2018; SSPA, 2022; RAE, 2023). De ahora en 

adelante, se utilizará el término infertilidad en el presente trabajo. 
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Dentro de la infertilidad se distingue: 

a. La infertilidad primaria, que describe a la pareja que nunca ha 

podido lograr el embarazo de un recién nacido vivo. 

b.  La infertilidad secundaria, en la que la mujer tiene una 

historia previa de al menos un embarazo clínico, pero que no es capaz de 

concebir de nuevo (Vander Borght & Wyns, 2018).  

Establecer el tiempo estimado para lograr el embarazo también ha sido 

motivo de polémica en la sociedad científica, proponiendo periodos de uno o dos 

años si se consideraba el punto de vista clínico, 5 años el epidemiológico, o 7 

años el demográfico, en el que se priorizan los recién nacidos vivos y los 

periodos de estudio son siempre mayores (Mascarenhas et al., 2012; 

Schoenwolf et al., 2022). 

Con todo ello, la Sociedad Española de Fertilidad (SEF) establece los 

mismos criterios que la OMS en cuanto al tiempo estimado en el que una pareja 

se considera infértil, aunque recomienda que los estudios de infertilidad se lleven 

a cabo en periodos inferiores al año si existen factores predisponentes asociados 

como la edad avanzada, anomalías menstruales, cirugías del aparato 

reproductor, u otras causas que supongan un riesgo sobre la fertilidad y 

justifiquen el inicio de estos estudios cuanto antes. (Rancel, 2017; Vérgez, 2020). 

2.1.2. Epidemiología y factores de riesgo 

El conocimiento de la epidemiología de la infertilidad es esencial para 

mejorar los tratamientos y promover las políticas de prevención (Gurunath et al., 

2011; Mascarenhas et al., 2012; Winters & Walsh, 2014). En los estudios 

realizados hasta la fecha, de nuevo aparecen controversias conceptuales, 

convirtiéndolo en un verdadero reto para los investigadores (López Villaverde, 

2014; Inhorn & Patrizio, 2015, Cox et al., 2022). 

Se han llegado a estimar diversas cifras de infertilidad en la población 

como 48,5 millones de parejas (Mascarenhas et al.,2012), 72,4 millones de 

parejas (Boivin et al., 2007) o 186 millones de individuos (Rutstein & Shah, 2004). 

Los últimos estudios presentados por la OMS estiman que una de cada 

seis personas ha padecido infertilidad en algún momento de su vida. La 
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prevalencia de vida se define como la proporción de la población que ha 

experimentado infertilidad en algún momento de su vida, estimada en 17,5%; y 

el periodo de prevalencia, como la proporción de la población que padece 

infertilidad en un determinado momento o intervalo de tiempo, actual o pasado, 

estimado en un 12,6% (WHO, 2023) 

Estos porcentajes pueden variar en función del nivel de desarrollo del país, 

la cultura, factores ambientales o influencias socioeconómicas, encontrando 

diferencias incluso entre regiones de un mismo país (Boivin et al., 2007; Ombelet 

et al., 2008; Vander & Wyns, 2018). Así la OMS ha estimado que la prevalencia 

de vida es mayor en Occidente (23,2%) y menor en el Mediterráneo Oriental 

(10,7%), y el periodo de prevalencia es más alto en la Región Africana (16,4%) 

que en el Mediterráneo (10,0%) (WHO, 2023). 

Independientemente de la cifra, la infertilidad se ha convertido en un 

problema global, alcanzando una gran magnitud que tiene consecuencias 

demográficas notables e importantes implicaciones en la salud (Rutstein & Shah, 

2004; Agarwal, 2015).  

Un factor importante que merece consideración es la eficiencia 

reproductiva de la especie humana, la cual es muy baja si se compara con la de 

la mayoría de los mamíferos, que incluso pueden llegar a triplicarla (Jarvis, 

2016). En algunas especies de roedores la eficiencia reproductiva puede superar 

el 90% (Zinaman, 1996; Stevens, 1997). En humano, en condiciones fisiológicas 

se estima que tan solo un 20-25% de las parejas que aparentemente no sufren 

ninguna anomalía a nivel reproductivo logran quedarse gestantes durante el 

primer ciclo. Teniendo en cuenta este dato, se podría estimar que un 74% de las 

parejas sin problemas reproductivos podrían alcanzar el embarazo tras 6 meses 

intentándolo, un 93% a los 12 meses, y el 100% a los 24 meses (Evers, 2002; 

Teklenburg et al., 2010).  

Sin embargo, estas estimaciones vuelven a perder valor si se considera 

uno de los factores de riesgo que más daño está causando actualmente a la 

fertilidad: la edad, sobre todo en la mujer. Tanto la edad como el tiempo de 

búsqueda de embarazo son factores importantes que han sido relacionados con 

el pronóstico del éxito reproductivo (Rico, 2022). En el caso de la mujer, se ha 
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descrito por varios autores que la probabilidad de que un embarazo llegue a 

término en el primer ciclo comienza a disminuir a partir de los 31 años, 

acelerándose el proceso al alcanzar los 35 (van Noord-Zaadstra et al., 1991; 

Pellicer et al., 1995; Qi et al., 2014; Liu & Case, 2017; Rico, 2022). Este deterioro 

en el varón se aprecia un poco más tarde, pero también es evidente (Schwartz 

et al., 1983; Spira et al., 1985; Egbert & Pearson, 2002), observándose a priori 

un detrimento de los parámetros seminales. Estos cambios repercuten en los 

resultados del ciclo reproductivo, sumando nuevos riesgos de salud a la 

descendencia (Mazur & Lipshultz, 2018; Jimbo et al., 2022; Kaltsas et al., 2023).  

Recientes estudios moleculares relcionados con el deterioro del aparato 

reproductor femenino comienzan a descifrar mecanismos genéticos involucrados 

en el envejecimiento ovárico, detectando marcadores genéticos implicados en la 

regulación de la menopausia como CHEK2, GNRH1, HMCES, ZCCHC2 ó 

ZNF518A, que pueden ayudar a proponer nuevas estrategias de tratamiento 

para frenar el proceso de envejecimiento (Horikoshi et al., 2018; Ruth et al., 

2021). 

Otros factores de riesgo muy presentes en la sociedad actual, y que 

también afectan negativamente a los resultados reproductivos produciendo 

daños a veces irreparables en las células germinales, vienen determinados por 

el propio estilo de vida de las personas, por el consumo excesivo de tabaco, 

alcohol, drogas, ejercicio o estrés, por la exposición a factores medioambientales 

como agentes físicos, sustancias químicas, tóxicos o los llamados disruptores 

endocrinos, cualquiera de ellos puede estar presentes en los trabajos diarios y 

la vida cotidiana de uno o ambos miembros de la pareja (Dorfman, 2008; López 

Villaverde, 2014; Gunes et al., 2018; Garolla et al., 2021; Green et al., 2021). Las 

alteraciones del peso corporal, tanto la obesidad como la anorexia, también son 

factores que influyen negativamente sobre el éxito de las TRA, por lo que 

previamente a su realización, los profesionales recomiendan mejorar el índice de 

masa corporal (BMI) de las pacientes (Best et al., 2015; Boutari et al., 2020). 

Aunque, lamentablemente, en ocasiones el retraso que supone alcanzar un BMI 

adecuado supone el deterioro añadido que causa el envejecimiento por la edad, 

por lo que en mujeres que sobrepasan los 38 años, estas decisiones son más 

complejas y están menos definidas (Rafael et al., 2023). 
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Por todo ello, a la hora de realizar un estudio de infertilidad, la correcta 

anamnesis es imprescindible, ya que la infertilidad constituye un problema 

multifactorial en la mayoría de los casos, y puede afectar a uno o ambos 

miembros de la pareja por igual. La SEF recomienda estudiar a la pareja por 

separado y en su conjunto, para precisar al máximo el origen de la enfermedad 

(Rancel, 2017). 

2.1.3. Factor causal e influencia genética 

La casuística de la infertilidad tiene muchas condiciones asociadas, entre 

ellas la producción de los gametos masculino y femenino y su correcta 

interacción durante la fecundación; el ambiente propicio de las trompas de 

Falopio, que servirán de escenario de la fecundación y posterior desarrollo 

embrionario temprano; o la correcta conformación de la cavidad uterina, en la 

que tendrá lugar la implantación eutócica del embrión (Coy et al., 2012; Hart, 

2016; Jiand & Li, 2021). Cualquier alteración anatómica, fisiológica o genética, 

así como la influencia de factores ambientales puede provocar la reducción de 

la capacidad reproductiva, o llegar a anularla por completo (Masoumi et al., 2015; 

Deyheul et al., 2017). Por ello, en medicina reproductiva se prefiere la 

denominación de factor causal frente a causas para todos aquellos trastornos 

que contribuyen a la infertilidad (Lepage & Epelboin, 2019; S.E.F., 2012). 

El principal responsable de la infertilidad en la pareja está asociado a 

origen femenino, se estima que supone un 50% de las causas relacionadas con 

la infertilidad, un 20-30% tendrían origen masculino y un 20-30% mixto (Agarwal 

et al., 2015). De todas formas, puede llegar a existir hasta un 30% de casos en 

los que no se evidencie el origen de la infertilidad en el individuo o en la pareja, 

denominándose a esta infertilidad como inexplicable o idiopática (Ray et al., 

2012; Gunn & Bates, 2016; Mol & Hart, 2020; Wang et al., 2020). 

Gracias a los recientes avances tecnológicos de secuenciación del 

genoma humano completo (WGS del inglés Whole Genome Sequencing), se 

prevé una nueva era de conocimiento en la que probablemente se asignen 

causas genéticas, epigenéticas o ambientales a gran parte de la infertilidad 

idiopática actual (Tournaye et al., 2017; Bracke, 2018, Krausz, 2018). 
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2.1.3.1. Infertilidad femenina 

Dentro de la infertilidad femenina podemos encontrar problemas 

relacionados con la ovulación, también conocidos como problemas del factor 

ovárico, que pueden llegar a afectar a más del 25% de las mujeres en edad 

reproductiva (Carson & Kallen, 2021). La anovulación crónica es una de las 

alteraciones más frecuentes en la consulta ginecológica, como la producida por 

el síndrome de ovario poliquístico, un trastorno endocrino cuya prevalencia ha 

ido in crescendo en los últimos años (Che et al., 2023; Chaudhuri, 2023). Está 

asociado a causas multifactoriales, involucrando a varios genes y 

predisponiendo a otras alteraciones posteriores como diabetes mellitus tipo 2, o 

problemas cardiovasculares, dato que manifiesta la enorme complejidad en la 

casuística de la infertilidad (Hajivandi et al., 2020; Greenwood et al., 2020; 

Zehravi et al., 2021). Con el uso de las TRA, se describió en 1986 el síndrome 

del folículo vacío (Coulam, 1986), que se define como el fallo completo en la 

obtención de ovocitos tras una estimulación ovárica. Su incidencia puede llegar 

al 7% en pacientes sometidas a tratamientos de fecundación in vitro (Revelli et 

al., 2017), y su causa está relacionada con mutaciones en las glicoproteínas de 

la zona pelúcida conocidas como ZPs, entre ellas la ZP1, ZP2 y ZP3 (Figura 2) 

(Zhang et al., 2021; Zhou et al., 2022). Modelos de ratón knock out (KO) de Zp3 

son completamente infértiles (Chen et al., 2017). 

 

Figura 2. Ejemplo de genes alterados en diferentes patologías durante el proceso de maduración 

ovocitaria, fecundación, desarrollo embrionario y establecimiento del embarazo (Fuente: Sang et 

al., 2023). 
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Los problemas en las trompas de Falopio o factor tubárico pueden 

representar un 25-40% de las causas de infertilidad (Zou et al., 2022), 

produciendo alteración de la estructura ciliar debido a infecciones o 

inflamaciones (Hart, 2016), o por obstrucción de las trompas que impide la libre 

circulación de los gametos y puede tener origen infeccioso, tumoral, congénito 

como la fibrosis quística, endometriosis (EMs), etc (Kroon et al., 2011; Carlson, 

2019). La inflamación crónica de la capa epitelial de las trompas de Falopio se 

conoce como salpingitis, y es considerada la causa más común de infertilidad 

por factor tubárico; en ella se han involucrado bacterias como Chlamydia 

trachomatis y Neisseria gonorrhoeae, que son enfermedades de transmisión 

sexual (ETS) (Tsevat et al.,2017). 

Por último, el factor uterino puede encontrarse en un 10-15% de las 

mujeres que buscan embarazo. Puede ocurrir tanto por la ausencia de útero, 

como por la presencia de un útero no funcional, y entre su etiología encontramos 

malformaciones congénitas como el síndrome de Mayer-Rokitansky-Küster-

Hauser (MRKH), proliferación de miomas o pólipos, adherencias, endometritis, 

etc (Magendzo, 2010; SEGO, 2017; Thurston et al., 2019; Busnelli et al., 2020; 

Walker & Tobler, 2021; Sang et al., 2023). El endometrio participa en la recepción 

del embrión promoviendo la implantación, la progresión del crecimiento 

embrionario, la decidualización y el desarrollo hasta la formación de la placenta. 

La alteración de su función afectará la ventana de implantación, 

desencadenando su interrupción y causando infertilidad (Shan et al., 2023). 

Alteraciones en la expresión de genes endometriales como BMI1 o HDAC3, han 

demostrado afectar a la receptividad uterina (Xin et al., 2018; Kim et al., 2019). 

Otra de las causas que puede disminuir la receptividad endometrial es la EMs. 

Se calcula que un 30-50% de las mujeres con EMs son infértiles, y dentro de la 

población infértil, un 20-50% es diagnosticada de EMs. Es una alteración 

ginecológica muy compleja, multisistémica y heterogénea; caracterizada por la 

presencia de glándulas y estroma endometrial localizado de forma ectópica fuera 

de la cavidad uterina (Barnhart et al., 2002; Shan et al., 2023). Se produce un 

desequilibrio hormonal que afectará el desarrollo de todos los mecanismos que 

debe poner en marcha el endometrio uterino durante el periodo de implantación 
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(Marquardt et al., 2019). Se han descrito varios genes implicados en el origen de 

la EMs, aunque su estudio continúa siendo un reto (Zondervan et al., 2020). 

2.1.3.2. Infertilidad masculina 

La infertilidad masculina ha incrementado su incidencia en las últimas 

décadas, observándose un notable empeoramiento de la calidad seminal 

(Sengupta et al., 2017; Levine et al., 2022). Puede llegar a existir hasta un 50% 

de casos en los que no se encuentra causa aparente, y son referidos como 

infertilidad idiopática (Tournaye et al., 2017; Barrat et al., 2017; Bracke, 2018). A 

gran parte de esta infertilidad idiopática ya se le ha asignado origen genético, 

teniendo en cuenta los miles de genes involucrados en la espermatogénesis 

(Figura 3) (Krausz, 2011; Capalbo et al., 2021; Agarwal et al., 2021, Sang et al., 

2023). 

 

Figura 3. Representación de la espermatogénesis fisiológica y patológica indicando algunos de 

los genes patológicos involucrados en cada anomalía (Fuente: Sang et al., 2023). 

 

La alteración de la producción de espermatozoides puede verse afectada 

por diferentes factores congénitos o adquiridos, y estos pueden actuar a nivel 

pretesticular, postesticular o directamente a nivel testicular (Krausz, 2011). 

Dentro de cada categoría, puede haber factores genéticos asociados, algunos 

de los cuales se identifican durante el diagnóstico clínico del varón infértil 

(Krausz, 2011; Krausz & Riera-Escamilla, 2018) realizando pruebas que 

detectan anomalías cromosómicas (cariotipo y microdeleciones del cromosoma 
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Y) en pacientes que presentan oligozoospermia moderada/severa o 

azoospermia; o estudiando mutaciones en genes concretos de pacientes con 

condiciones específicas de enfermedad (Dimitriadis et al., 2017).  

2.2. Desarrollo embrionario temprano 

2.2.1. Evolución y actualidad de los estudios de investigación  

Al contrario de lo que ocurre con otros animales de reproducción externa, 

el proceso natural de fecundación del ser humano y posterior desarrollo 

embrionario, tiene lugar en el interior del aparato reproductor femenino, lo que 

dificulta su observación y estudio in vivo (Gasser et al., 2014). 

Las primeras publicaciones relevantes realizadas con restos embrionarios 

humanos datan del año 1883, realizadas por Foster y colaboradores. 

Posteriormente, en 1887, Franklin Mall se hizo pionero de la creación de la 

colección Carnegie, aunque no fue hasta 1941 cuando Hertig y Rock detallaron 

con imágenes las primeras etapas del desarrollo embrionario (Hertig, 1945; Rock 

& Hertig, 1948; Gasser et al., 2014). Se describieron 23 etapas durante el 

desarrollo embrionario conocidas como los estadios de Carnegie, conseguidos 

mediante cortes histológicos del útero de mujeres embarazadas que fueron 

sometidas a histerectomías durante diferentes fases del embarazo (Figura 4) 

(Hertig et al., 1956). 

Este trabajo supone toda una enciclopedia en la que han contribuido 

diversos investigadores y que, actualmente, tiene completa accesibilidad de 

forma virtual gracias al “proyecto humano virtual” que comenzó en el año 2000, 

con el objetivo de recrear la morfología de las secciones microscópicas de cada 

espécimen para hacerlo accesible a investigadores, profesores y estudiantes 

interesados en embriología humana (Gasser et al., 2014). La clasificación detalla 

el desarrollo embrionario en base a características morfológicas externas, desde 

el día 1 (estadio 1) hasta el día 60 de desarrollo (estadio 23), momento en que 

el embrión pasa a denominarse feto (https://www.ehd.org/virtual-human-

embryo/). 
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Figura 4. Embrión humano. Estados de Carnegie 1-23 (Fuente: UNSW.EDU.AU) 

 

Actualmente, estos trabajos se consideran extraordinarios e irrepetibles. 

Las muestras de tejido embrionario son difíciles de adquirir técnicamente, y a su 

vez, son investigaciones que tropiezan con numerosas trabas éticas y jurídicas, 

obligando a continuar el camino por otras vías que se han ido abriendo gracias 

a los continuos avances de las TRAs, la extrapolación de investigaciones 

permitidas con otros animales o la embriología humana sintética, entre otras 

(Wong et al., 2010; Niakan 2012; Holmberg et al., 2012; Shao et al., 2017; de 

Oliveira Rodrigues et al.,2020). 

El periodo previo a la implantación embrionaria, los mecanismos de 

autoorganización y las diferentes etapas del desarrollo embrionario temprano 

hasta el estadio de blastocisto han sido ampliamente estudiados ex vivo gracias 

a las TRA (Edwards et al., 1970; Steptoe et al., 1971; Niakan and Eggan, 2013; 

Iwata et al., 2014; Marcos et al., 2015; Petropoulos et al., 2016; Zhu et al., 2018; 

Wong et al., 2010). Sin embargo, una vez se transfiere al útero materno, el 

embrión continúa su evolución permaneciendo de nuevo inaccesible al ojo 
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humano lo que dificulta de nuevo su estudio in vivo (Rossant, 2018; Firmin et 

al.,2022). 

El grupo de investigación de Magdalena Zernicka ha logrado cultivar 

embriones humanos hasta los 14 días de desarrollo a partir de células madre, 

extrapolando el protocolo de cultivo que utilizaban en ratones. Comparando los 

resultados de este experimento con la serie Carnegie, se ha comprobado que 

las características clave de la embriogénesis humana tienen lugar en ausencia 

de tejidos maternos, lo que revela el gran poder de autoorganización del embrión 

en esta etapa (Shahbazi et al., 2016). 

La política internacional que rige las investigaciones del desarrollo 

embrionario en el ser humano limita los estudios in vitro a los primeros 14 días 

de desarrollo (Pera, 2017). Actualmente, existen protocolos de cultivo utilizados 

en especies de primates no humanos que han conseguido prolongar el estudio 

hasta día 25 de desarrollo (Zhai et al., 2022; Gong et al., 2023). Como 

consecuencia, la regla de los 14 días en humanos comienza a generar 

controversias dentro de la comunidad científica, incitando a llevar a cabo una 

posible extensión (Peng et al., 2022). 

La aplicación de la ingeniería genética en otros modelos de mamíferos, 

especialmente en el ratón (modelos KO), han proporcionado conocimientos 

claves sobre la fase temprana del desarrollo embrionario en la especie humana, 

incluyendo el periodo pos-timplantacional (Bedzhov et al., 2014; Bedzhov & 

Zernicka-Goetz, 2014).  

Durante el desarrollo embrionario preimplantacional, hay muchos 

mecanismos comunes entre la especie humana y murina que han permitido su 

comparación (Niakan, 2012; Schulz, 2019), aunque otros dispares limitan la 

completa extrapolación (Rossant et al., 2003; Berg et al, 2011; Rossant, 2015; 

Plant & Zeleznik, 2014; Ortega et al., 2018).  

Los avances en el campo de la genética, transcriptómica y la mejora de 

los métodos de análisis de datos han ayudado a sumar piezas al puzle, de los 

que se espera que generen nuevas estrategias en la intervención terapéutica de 

la pérdida de embarazo temprano (Godini & Fallahi, 2018; Ortega, 2018; 

Shahbazi, 2020). 



 REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 17

 La biología sintética combina los principios de la biología de células madre, 

biología del desarrollo y ciencias de la ingeniería, construyendo tejidos 

embrionarios y embriones funcionales in vitro que imitan características 

moleculares y estructurales del modelo in vivo. Permite disgregar el ensamblaje 

de los patrones celulares embrionarios y estudiarlos de forma individual, 

descifrando funciones y conexiones del enorme inventario de genes que 

participan en la formación del individuo (Davies, 2017; Shahbazi et al., 2019; 

Tarazi et al., 2022). 

La elaboración de “blastoides”, estructuras similares a los embriones 

humanos a partir de células madre pluripotenciales, aunque con limitaciones, es 

otra alternativa capaz de imitar gran parte de los acontecimientos que suceden 

durante el desarrollo embrionario (Yu et al., 2021).   

2.2.2. Periodo preimplantacional 

El periodo de tiempo comprendido entre la fecundación del ovocito y la 

implantación embrionaria se denomina “periodo preimplantacional”, y tiene una 

duración aproximada de una semana en la especie humana (Figura 5) (Niakan 

et al., 2012).  

 

Figura 5. Desarrollo folicular en el ovario, ovulación, fertilización y transporte embrionario hasta 

implantación en el útero (Fuente: Mundy & Vilchez, 2018) 
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El estudio dinámico y la comprensión de los eventos que se suceden 

durante esta etapa tiene grandes implicaciones en nuestra especie, entre ellas 

el avance de las TRA o las terapias basadas en células madre embrionarias 

(Niakan et al., 2012; Meistermann et al., 2021).  

2.2.2.1. Fecundación   

La fecundación es el proceso biológico mediante el cual dos células 

germinales haploides (n) altamente especializadas, el ovocito y el 

espermatozoide, se unen y combinan su material genético dando lugar a una 

única célula de carácter totipotencial denominada cigoto, que reestablece la 

dotación cromosómica diploide de una célula somática (2n) y es capaz de iniciar 

el desarrollo de un nuevo individuo con las características propias de la especie 

(Hertwig, 1876; Clift & Schuh, 2013; Okabe, 2014).  

Mediante el acto de la reproducción sexual, el hombre debe eyacular e 

introducir millones de espermatozoides en la vagina de la mujer, que 

comenzarán un proceso de capacitación espermática e irán disminuyendo en 

número a medida que ascienden por el aparato reproductor femenino 

(Yanagimachi, 1994; Ikawa et al., 2010).  

La capacitación conlleva una serie de modificaciones funcionales y 

estructurales como la hiperactivación de la motilidad, o la reacción acrosómica, 

que son indispensables para poder llevar a cabo la fecundación in vivo (Bianchi 

& Wright, 2016). 

Las estructuras del oviducto también juegan un papel esencial en el éxito 

de la fecundación regulando el tránsito de los espermatozoides. Diferentes líneas 

de ratones KO han demostrado que la presencia de moléculas como la 

glicoproteína ADAM3 en la superficie del espermatozoide, facilita su paso a 

través de la unión útero-tubárica (UTJ). Además, esta proteína también 

desempeña un papel de reconocimiento cuando alcanza la zona pelúcida 

(Bhakta et al., 2019). 

Posteriormente, los espermatozoides se almacenan en los pliegues de la 

mucosa del istmo, donde se crea un ambiente idóneo que permite su 

estabilización y ralentiza de algún modo la capacitación durante unas horas 

(Murray & Smith, 1997). En la especie vacuna se ha visto como la proteína BSP 
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en la superficie del espermatozoide, o las anexinas en el epitelio del oviducto, 

colaboran en este almacenamiento temporal (Suarez, 2008).  

Cuando la ovulación se acerca, se liberan una serie de factores de origen 

femenino que promueven el desplazamiento gradual de los espermatozoides 

hacia la ampolla del oviducto, modificando el patrón de movimiento del flagelo e 

iniciando un estilo más singular, agitado y asimétrico conocido como 

hiperactivación. Para que se inicie la hiperactivación, es indispensable la 

activación de los canales CATSPER del espermatozoide, que permiten la 

entrada de calcio en el interior de la célula (Figura 6) (Ikawa et al., 2010; 

Trebichalská & Holubcová, 2020). Ratones KO para este gen son incapaces de 

despegarse del epitelio del oviducto (Ho et al., 2009). 

 

Figura 6. Hiperactivación del espermatozoide basal (Fuente: Trebichalská & Holubcová, 2020). 

 

Tan solo unos pocos espermatozoides alcanzan la porción ampular de las 

trompas de Falopio, donde deben coincidir con un ovocito metafase II recién 

ovulado al que reconocen y con el que comienzan a interactuar (Carlson, 2019). 

Curiosamente, el número de espermatozoides que alcanza el lugar de 

fecundación se mantiene constante entre algunas especies, lo que potencia el 

papel de barrera selectiva que ejerce el tracto reproductivo femenino. Aunque, a 

su vez, también debe crear un ambiente propicio que facilite la capacitación 

espermática (Bianchi & Wright, 2016). 
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Si la fecundación no ocurre, estas células no son capaces de sobrevivir 

durante mucho tiempo por sí solas, y se produce su degeneración en el tracto 

genital femenino (Suarez, 2015). De lo contrario, si el espermatozoide 

capacitado se aproxima al ovocito y logra introducirse en su interior, mantendrá 

asegurada su supervivencia (Clift & Schuh, 2013; Tosti & Ménézo, 2016; Bianchi 

& Wright, 2016; Carlson, 2019). 

Los ovocitos son liberados del ovario rodeados de una matriz glicoproteica 

denominada zona pelúcida, que está rodeada de una capa de células del cúmulo 

conocido como complejo cúmulo oóforo (CCO) que producen ácido hialurónico. 

Ambas estructuras deben mantener su integridad e interactuar con el 

espermatozoide, que logrará reconocerlas y penetrarlas para alcanzar al ovocito 

(Ikawa et al., 2010; Bianchi & Wright, 2016).  

Durante la fecundación, la zona pelúcida posee además una capacidad 

selectiva específica de especie, aunque se ha demostrado que no es igual de 

eficaz en todas las especies (Bedford, 1977; Yanagimachi, 1978; Dean, 2014). 

Por otro lado, la zona pelúcida también ejerce un papel de barrera frente a la 

poliespermia, impidiendo que se unan espermatozoides a ella una vez que 

ocurre la fecundación (Yanagimachi, 1994). Estas características han levantado 

el interés de muchos investigadores, que continúan estudiando la estructura y 

funciones de la zona pelúcida en profundidad (Bianchi & Wright, 2016; Moros-

Nicolás et al., 2021; Gupta, 2023). 

El paso por el CCO es facilitado por las hialuronidasas presentes en la 

superficie del espermatozoide, tales como SPAM1 o HYAL5 (Kimura et al., 2009; 

Martin-Deleon, 2011), y en cuanto a la zona pelúcida, son las enzimas 

proteolíticas liberadas por el acrosoma mediante la reacción acrosómica, tales 

como ACR, TESP1-TESP5 (Yamashita et al., 2008), las que permitirán la 

disgregación de sus proteínas. A su vez, el movimiento característico del 

espermatozoide hiperactivado se cree que también facilita el avance hacia el 

interior del ovocito (Ikawa et al., 2010; Okabe, 2014; Bianchi & Wright, 2016). 

Finalmente, el espermatozoide se adhiere a la membrana plasmática del 

ovocito y se fusiona con ella. Para que tenga lugar su reconocimiento, adhesión 

y fusión, también hay proteínas esenciales que se expresan en la superficie de 
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ambos gametos de la especie humana. El estudio de estos procedimientos 

continúa revelando nuevas interacciones y moléculas involucradas: IZUMO, 

SPACA6, TMEM95 y MAIA en el espermatozoide, o JUNO y CD9 en el ovocito, 

son algunos de los ejemplos (Figura 7) (Trebichalská & Holubcová, 2019; 

Bianchi & Wright, 2020; Tang et al., 2022; Vondrakova et al., 2022). 

 

Figura 7. Mecanismos de fertilización. A) proteína ADAM3 en la superficie de espermatozoide 

en migración; B) Reconocimiento de zona pelúcida; C) Reacción acrosómica del 

espermatozoide; D) espermatozoides reaccionados recuperados del espacio peri vitelino, 

penetrando nuevamente la zona pelúcida (Inoue et al., 2011) (Fuente: Okabe, 2014) 

 

Antes de que ocurra la fecundación, los gametos se encuentran 

transcripcionalmente silenciados (Niakan et al., 2012) pero, cuando ésta se 

produce, el espermatozoide provoca la liberación del factor fosfolipasa C zeta 

(PLC-zeta), que induce oscilaciones en los niveles de calcio intracelular 

desencadenando la activación del ovocito (Saleh et al., 2020; Rojas et al., 2021; 

Tarozzi et al., 2021). En este momento comienzan a ponerse en marcha una 

serie de mecanismos como la reacción cortical o la reanudación de la meiosis, 

que ayudan a prevenir la poliespermia y promueven la continuación del 

desarrollo del embrión (Wassarman & Listscher, 2008; Okabe, 2014; Rojas et al., 

2021; Tarozzi et al., 2021). 
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La reacción cortical produce la transformación de la zona pelúcida, 

endureciendo su estructura e impidiendo el paso de más espermatozoides al 

interior del ovocito (Wassarman & Listscher, 2008; Okabe, 2014). La exocitosis 

de los gránulos corticales libera proteasas, glicoproteínas y proteínas 

estructurales entre otras moléculas, que atacan y transforman a la zona pelúcida. 

En concreto, la ZP2 sufre una proteólisis por acción de la ovastatina liberada por 

los gránulos, cuya difusión por la matriz se ha demostrado que ocurre pocas 

horas tras la fecundación (Burkart et al., 2012). Otro ion presente en los gránulos 

que participa en el endurecimiento de la zona pelúcida es el zinc, y su liberación 

es conocida como “chispas de zinc”. Se ha visto como la exposición de este 

metal en la zona pelúcida, reduce la cantidad de espermatozoides que 

interaccionan con el ovocito (Que et al., 2017; Fahrenkamp et al., 2019; Rojas et 

al., 2021).  

Con la reanudación de la meiosis, se ponen en marcha una serie de 

mecanismos celulares: se completa la segunda división meiótica del ovocito que 

estaba detenido en metafase II, se determina la transición materno-cigótica, 

proceso en el que se degradarán progresivamente los depósitos moleculares 

pertenecientes al ovocito coincidiendo con la activación del genoma de cigoto 

(Schulz & Harrison, 2019), y se promueve la protección del embrión hasta su 

implantación (Rojas et al., 2021; Tarozzi et al., 2021). 

Cuando se fusionan las membranas de ambos gametos, el núcleo del 

espermatozoide libera su cromatina condensada que sufrirá una remodelación, 

reemplazando las protaminas por histonas de origen materno. A continuación, y 

de forma independiente, los genomas de ambos gametos son rodeados por una 

membrana constituyendo los pronúcleos masculino y femenino (Van Blerkom et 

al., 1995; Carlson, 2019; Tarozzi et al., 2021).  

Una vez formados, migran al centro del ovocito y se posicionan uno frente 

al otro, liberándose de su envoltura para proceder a la singamia, momento en el 

cual se combinan las parejas de cromosomas paterno y materno formando el 

verdadero núcleo del cigoto, y dando por concluida la fecundación (Perreault, 

1992; Valdés Valdés et al., 2010; Carlson, 2019; Tarozzi et al., 2021).  
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2.2.2.2. Formación del cigoto 

El cigoto posee un carácter totipotencial, y para ello es necesario que 

ocurra una reorganización de la cromatina y un borrado general de las marcas 

epigenéticas existentes en los genomas de los progenitores. Este proceso se 

conoce como “reprogramación”, y se expresa mediante una pérdida de la 

metilación de ADN y una modificación de las proteínas histonas que sufren de 

forma asincrónica el genoma materno, y sobre todo el paterno tras la fecundación 

(Ladstätter et al., 2019; Schulz and Harrison, 2019).  

Es un proceso altamente conservado en el reino animal (Zeng & Chen, 

2019; Lu et al., 2021), y debe ocurrir durante el desarrollo de cada nueva 

generación en la que se identifican dos olas claras de desmetilación y 

remetilación global. La primera ola ocurre en la línea germinal, durante la 

gametogénesis, y la segunda, poco después de la fecundación, alargándose 

durante las primeras etapas de la embriogénesis (Figura 8) (Zeng & Chen, 

2019). 

 

Figura 8. Cambios dinámicos en la metilación del ADN durante el desarrollo en mamíferos 

(Fuente: Zeng & Chen, 2019) 

Posteriormente, y de forma gradual, el embrión irá perdiendo este carácter 

totipotencial para dar paso a la diferenciación y especificación celular, 

reestableciendo su identidad y adaptando sus nuevos perfiles epigenéticos a los 

diferentes tipos celulares, tejidos y órganos que conformarán al nuevo individuo 

(Plant et al., 2014; Hanna et al., 2018; Canovas & Coy, 2019).  
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Esta reprogramación epigenética también es un proceso altamente 

conservado en el reino animal, aunque pueden encontrarse representados en 

formatos diferentes (Zeng & Chen, 2019; Lu et al., 2021). 

2.2.2.3. Primeras divisiones embrionarias: Segmentación 

Las primeras etapas del desarrollo embrionario comienzan cuando el 

cigoto, localizado todavía en las trompas de Falopio, continúa su libre circulación 

hacia el útero (Ezzati et al., 2014; Suarez, 2015). Este tránsito es promovido por 

los movimientos ciliares, las contracciones musculares y las secreciones del 

epitelio del oviducto y, recientemente, se ha demostrado su regulación genética 

identificando en ratones el gen Agrd1 como uno de los protagonistas (gen 

receptor de adhesión acoplado a proteínas G D1). Este gen se expresa en el 

epitelio del oviducto, y el modelo KO de Agrd1 presenta una retención de los 

embriones en la ampolla del oviducto causando esterilidad (Bianchi et al.,2021). 

Cuando el cigoto inicia el proceso de divisiones mitóticas conocido como 

segmentación, genera dos células iguales que se denominan blastómeras, 

aproximadamente a las 24 horas tras la fecundación.  Cada blastómera da lugar 

a otras dos, y así sucesivamente durante los primeros días de desarrollo, 

acortando progresivamente el tiempo en que se sucede cada división. Las 

blastómeras poseen una morfología esférica y, aunque van aumentando en 

número, no lo hacen en tamaño, siendo cada vez más pequeñas y permitiendo 

que el embrión conserve durante estas primeras divisiones el tamaño original del 

cigoto.  

Durante la etapa de segmentación, el embrión se encuentra todavía 

envuelto por la zona pelúcida, lo que le proporciona cierta rigidez y protección 

(Moore et al., 2016; Carlson, 2019; Schoenwolf et al., 2022). 

Fisiológicamente, la síntesis de proteínas que se produce en el cigoto 

depende todavía del ARN mensajero (ARNm) materno, y los primeros 

acontecimientos del desarrollo embrionario están dirigidos por depósitos 

moleculares pertenecientes al ovocito primitivo (Geldziler et al., 2011; Cockburn 

& Rossant, 2010). Es en este momento cuando tiene lugar la transición materno-

cigótica, imprescindible para la supervivencia del embrión durante el desarrollo 

temprano (Braude et al, 1988; Schulz & Harrison, 2019; Mu et al., 2022).  
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Los cambios transcripcionales que se suceden durante la activación del 

genoma embrionario es un proceso dinámico que coinciden con determinados 

puntos críticos de división de las blastómeras, evidenciando una ola temprana 

de activación que coincide con la división en 4 células, seguida de otra mayor a 

las 8 células (Braude et al., 1988; Schulz & Harrison, 2019). Algunos estudios 

realizados en la especie humana han observado los primeros signos de 

transcripción en el estadio bicelular (Vassena et al., 2011), e incluso poco 

después de la fecundación (Asami et al., 2022), pero se mantiene que es en la 

etapa de 8 células cuando ocurre la mayor oleada de transcripción del genoma 

embrionario, esencial para la segregación de los diferentes linajes celulares 

(Niakan et al., 2012; Eckersley-Maslin et al., 2018).  

Gran parte de estas modificaciones moleculares se pueden observar en 

diferentes especies del reino animal, aunque los tiempos en los que se producen, 

así como los factores que lo regulan, pueden variar de forma significativa (Schulz 

& Harrison, 2019).  

2.2.2.4. Formación de la mórula 

Coincidiendo aproximadamente con el periodo de 8 células (Tocci, 2020), 

aunque sin interrumpir el proceso de división de las blastómeras que continúa 

aumentando de 8 a 16 y 32 células, el embrión comienza a estrechar la unión 

entre ellas, ampliando el área de contacto y modificando las conexiones 

intercelulares (Shahbazi, 2020). Ello le proporciona un aspecto más compacto, 

parecido a una mora, que dará nombre a esta fase de mórula (Edwards et al., 

1969; Plant et al., 2015; Wamaitha & Niakan, 2018), considerada como el primer 

signo de diferenciación celular (Mihajlović & Bruce, 2017; Coticchio et al., 2019). 

Paralelamente, aunque regulado por diferentes vías (Stephenson et al., 

2010; Zhu et al., 2021), se sucede una polarización apico-basal de un grupo de 

blastómeras, las más superficiales, seguido de otro proceso de internalización 

que reestructurará al embrión en dos capas bien definidas, aunque todavía con 

cierta capacidad reversible durante esta etapa (De Paepe et al., 2013; Toyooka, 

2020; Guo et al., 2020). 

Así, en función de la posición que ocupen las blastómeras, pasarán a 

formar parte del trofoectodermo (o TE), la capa más externa de células 
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polarizadas en contacto con la superficie y que mantiene una arquitectura interna 

con mayor definición; o la masa celular interna (o MCI), la capa de células 

apolares localizada en profundidad, con un patrón de distribución sin disposición 

aparente y cuyo potencial de diferenciación pasa a tener carácter pluripotencial 

(Coticchio et al., 2019; Zhu & Zernicka-Goetz, 2020; Gauster et al., 2022).  

La modificación que se produce en las conexiones intercelulares conlleva 

la formación de nuevos complejos de unión con diferentes propiedades 

estructurales, moleculares y funcionales, que tendrán un papel fundamental en 

la comunicación celular, la adhesión y la diferenciación celular. Así encontramos 

una predominación de uniones intercelulares estrechas (tight juntions), 

adherentes y de tipo desmosomal en el grupo de células más superficiales, 

permitiendo la polaridad e impermeabilidad de esta capa; y por otro lado la 

formación de uniones de tipo hendidura o comunicantes (gap junctions), que 

aparecen de forma más densa en la capa externa y de forma puntual en las 

células más internas. Este último tipo de unión facilita la comunicación más 

directa y fluida entre los citoplasmas de las células vecinas (Hardy et al., 1996; 

Sozen et al., 2014; Tocci, 2020).  

Todos estos mecanismos están dirigidos por los nuevos factores de 

transcripción procedentes de la activación del genoma embrionario, y gracias a 

que se han conservado en gran medida en los mamíferos, nos ha permitido 

estudiarlos en diferentes modelos animales, aclarando gran parte de la forma en 

la que se origina esta etapa y cómo influye en sucesivos acontecimientos 

moleculares y celulares del embrión (Jedrusik, 2015, Coticchio et al., 2019).  

En reproducción asistida, la mórula ha sido catalogada como una masa 

indistinguible de células en día 4 de desarrollo (Magli et al., 2012; Coticchio et 

al., 2019; Gauster et al., 2022). Debido a que su morfología no se ha prestado a 

una clasificación clara y práctica, el análisis de otros momentos del desarrollo 

embrionario se ha considerado más relevantes: 

1. Día 1: se confirma la fecundación 

2. Día 2-3: se evalúa la segmentación 

3. Día 5-6: se clasifica la calidad del blastocisto 
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Durante la etapa de mórula, se han descrito mecanismos de 

autocorrección de anomalías cromosómicas, ganando importancia el estudio de 

esta etapa en profundidad (Lagalla et al., 2017).  

El momento exacto en el que inicia y se completa esta etapa en la especie 

humana no está claro, y puede ser bastante heterogéneo, aunque el momento 

en el que el embrión abandona las trompas de Falopio y entra en la cavidad 

uterina para continuar con la formación del blastocisto y proceder a la 

implantación corresponde con la etapa de mórula (Red-Horse et al., 2004; Kim 

& Kim, 2017; Coticchio et al., 2019; Zhu et al., 2021). 

2.2.2.5. Formación del blastocisto 

Fruto de la primera diferenciación celular, se forma en el quinto día de 

desarrollo embrionario el blastocisto, una estructura multicelular formada por una 

fina capa de células epiteliales superficiales o TE, una cavidad interna llena de 

líquido o blastocele, y un grupo de células internas pluripotenciales localizado en 

uno de los polos, la MCI (Shahbazi, 2020).  

El trofoectodermo irá adquiriendo madurez durante esta etapa para 

desarrollar las diferentes funciones que lo caracterizan. La función de actuar 

como barrera permeable (Firmin & Maitre, 2021) impidiendo la salida del líquido 

que se está acumulando en su interior, y a su vez favoreciendo la entrada de 

agua a través de canales de acuaporinas y del gradiente osmótico activo que se 

crea por la entrada continua de iones de sodio (Watson and Barcroft, 2001; van 

Marion et al., 2022; Gauster et al., 2022); o su papel fundamental durante la 

implantación en la mucosa uterina (Meistermann et al., 2021), pues es el primero 

que establecerá el contacto estrecho con el endometrio materno. También es el 

precursor de las células del trofoblasto que, tras la implantación, se localizarán 

en la placenta y en las membranas fetales (Turco & Moffett, 2019; Gauster et al., 

2022). 

La formación del blastocele es crucial para el desarrollo preimplantacional 

(van Marion et al., 2022), y poco a poco la MCI se irá desplazando hacia uno de 

los polos, el polo embrionario (Ryan et al., 2019). A medida que avanza su 

expansión, aumenta el diámetro del embrión y la presión hidrostática que se 

genera sobre sus paredes, provocando el aplanamiento de las células del TE 
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que lo rodean (Alarcon & Marikawa, 2022). A estos eventos se suma la acción 

química de factores enzimáticos procedentes del TE y la acción mecánica de 

pequeñas contracciones, ambas invaden una zona concreta de la zona pelúcida 

del polo abembrionario, provocando finalmente la rotura de la zona pelúcida y la 

salida completa del embrión hacia el exterior, acto que se conoce como eclosión 

(Sathananthan et al., 2003; Gauster et al., 2022). En este momento, el blastocisto 

puede continuar con su crecimiento y tiene plena capacidad para implantar, por 

lo que se verá obligado a abandonar su libre circulación e iniciar el proceso de 

implantación en el endometrio uterino (Posfai et al., 2019). Se ha descrito que el 

grado de expansión del blastocisto proporciona información sobre su potencial 

de implantación, al contar con mayor superficie de contacto (Du et al., 2016). 

Las células de la masa celular interna llevarán a cabo la segunda 

diferenciación celular antes de la implantación, dando lugar al epiblasto (EPI), 

que contribuye a la formación de los tejidos propios del feto, y al hipoblasto o 

endodermo primitivo (PrE), que dará lugar junto con las células del trofoblasto a 

los tejidos extraembrionarios (Rossant & Tam, 2022). Estudios recientes han 

observado que, a diferencia del ratón, en el que estas dos capas se forman al 

mismo tiempo, en el ser humano primero se produce una diferenciación del EPI, 

y es este último el que promueve seguidamente la del PrE, estableciendo 

también un diálogo molecular con el TE para ayudarlo a completar su 

maduración (Meistermann et al., 2021). La región del TE adherida a las células 

de MCI se denomina polo embrionario, y será la primera zona del blastocisto que 

interaccione con el endometrio uterino (Gauster et al, 2022). 

2.2.2.6. Características morfocinéticas y clasificación ASEBIR 

Gracias a las técnicas de imagen en tiempo real y al cultivo prolongado de 

embriones que se realiza en los laboratorios de RA, se han caracterizado 

diferentes parámetros morfológicos y cinéticos durante el desarrollo embrionario 

preimplantacional. Muchos de ellos se utilizan como indicadores de la calidad 

embrionaria y potencial de implantación (Basile et al., 2015; Nasiri & Eftekhari-

Yazdi, 2015; Cuevas Saiz et al., 2018; Liu et al.,2020).  

La Asociación para el Estudio de la Biología de la Reproducción (ASEBIR) 

junto con la SEF, han establecido un sistema de clasificación embrionaria en 
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base a las características morfológicas ideales para el éxito en la implantación 

(Martínez et al., 2021). A continuación, basado en estos criterios, se detallan las 

principales características morfocinéticas del embrión según el día de desarrollo 

que presenta: 

Día 0: Evaluación y selección del ovocito  

Aunque el ovocito no se incluye como parámetro relevante en la 

clasificación embrionaria, se recomienda tener en consideración las 

características morfológicas intra y extra citoplasmáticas que pueden 

comprometer el desarrollo futuro del embrión. Se calcula que un 60-70% de los 

ovocitos extraídos pueden presentar alteraciones morfológicas (Saiz et al., 

2017). Las principales características que debe presentar el ovocito metafase II 

son un tamaño moderado de 110-115 μm (<200 μm), un citoplasma nítido y no 

excesivamente granulado, un espacio perivitelino pequeño, un corpúsculo polar 

intacto y una zona pelúcida clara (Figura 9) (Alvarez et al., 2007; Rienzi et al., 

2012; Saiz et al., 2017).       

 

 

Figura 9. Ovocito metafase II (Imagen cedida por el laboratorio de Next Fertility Clinic, Murcia) 

 

Día 1: Cigoto y segmentación temprana 

La confirmación de la fecundación y estado de cigoto se confirma con la 

presencia de los 2 corpúsculos polares de igual tamaño y 2 pronúcleos 

(2PN2PB), aproximadamente a las 16-18 horas postinseminación (Figura 10.A) 

(Payne et al., 1997; Balaban et al., 2011). Embriones con patrones diferentes 

están asociados con evolución errónea por aneuploidías o partenogénesis 

(Mateo et al., 2013). Algunas características morfológicas del cigoto se han 
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utilizado como indicadores de la calidad de ambos gametos y del potencial de 

implantación del embrión: el número y distribución de los cuerpos precursores 

nucleolares (Tesarik & Greco, 1999), o aspectos morfológicos del pronúcleo 

(Balaban et al., 2001), son algunos de los parámetros evaluados. Dichas 

característiacas están estrechamente vinculadas al tiempo, y su utilidad cobra 

sentido únicamente con el uso de sistemas avanzados como la microscopía en 

tiempo real (Montag et al., 2011; Gardner & Balaban, 2016). 

La primera división celular se evalúa aproximadamente a las 25-27 horas 

tras la fecundación, con la fracción del cigoto en 2 blastómeras iguales 

mononucleadas y menos de un 20% de fragmentación (Figura 10.B) (Gardner 

& Balaban, 2016; Saiz et al., 2017). 

 

   

Figura 10. Cigoto (A) y primera división embrionaria (B)   

(Imagen cedida por el laboratorio de Next Fertility Clinic, Murcia) 

 

 Día 2 y 3: Embrión temprano 

 Durante esta etapa, se definen 4 categorías relacionadas con el potencial 

de implantación del embrión, siendo la categoría A la de mayor potencial de 

implantación y D la de menor. Se valora el tiempo de división, número y tamaño 

de las blastómeras, el grado y tipo de fragmentación, la visualización del núcleo 

y multinucleación, la vacuolización y la zona pelúcida entre otras anomalías 

(Tabla 1) (Gardner & Balaban, 2016; Saiz et al., 2017). 

 

A B 
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Tabla 1. Clasificación del embrión temprano en D+2 y D+3 según criterios ASEBIR. Las 

características negativas dominan el grado de asignación (Saiz et al., 2017) 

 
(2) “bn” = Binucleada 

(3) Ejemplo de grave alteración citoplasmática: anillo citoplasmático muy evidente 

 

 

 A las 43-45 horas se identifican cuatro blastómeras iguales, aunque 

después de la primera mitosis no siempre se guarda sincronía en las divisiones, 

pudiendo observarse embriones de 3, 5 o 6 células (Martínez & Peláez, 2017); 

el citoplasma, no contiene vacuolas ni granulación excesiva; los porcentajes de 

fragmentación deben mantenerse en valores inferiores al 20% durante esta 

etapa; debe haber ausencia de multinucleación; por último, la zona pelúcida debe 

presentarse sin anomalías. A las 67-69 horas postfecundación, encontramos 

idealmente un embrión dividido en 8 blastómeras iguales, con el resto de las 

características iguales al día anterior (Figura 11) (Alvarez et al., 2007; Balaban 

et al., 2011; Nasiri & Eftekhari-Yazdi, 2015; Gardner & Balaban, 2016; Saiz et al., 

2017). 
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Figura 11. Embrión en 4 células (A) y 8 células (B)   

(Imagen cedida por el laboratorio de Next Fertility Clinic, Murcia) 

  

 Día 4: Mórula 

 De entre todos los estadios del desarrollo embrionario, la mórula ha sido 

el menos determinado. Su valoración se realiza a las 90-94 horas de desarrollo 

embrionario, en este momento el embrión debe haber comenzado su cuarta 

ronda de divisiones mitóticas (> 8 blastómeras), y se caracteriza por la 

compactación celular que idealmente debe presentarse de forma homogénea en 

casi la totalidad del embrión, disminuyendo el tamaño total de la mórula y 

aumentando el espacio existente entre el embrión y la zona pelúcida (Balaban et 

al., 2011; Gardner & Balaban, 2016). Igualmente, deben tenerse en cuenta el 

resto de las características morfológicas de mal pronóstico de implantación, 

como la fragmentación, vacuolización y la cavitación intracelular.  

 ASEBIR propuso una clasificación de la mórula basada en 4 categorías, 

cada categoría establecida en D+4 se asigna teniendo en cuenta la se había 

establecido en D+3, y cualquier embrión que presentase una fragmentación 

celular superior a 35% y una excesiva vacuolización, se le asignaba directamente 

la categoría D. Se puede observar en detalle en la Tabla 2 (Saiz et al., 2017; 

Martínez et al, 2021). 

 

 

 

A B 
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Tabla 2. Esquema de gradación de la etapa de mórula D+4 según criterios de ASEBIR 2021.  

 

 

 Día 5 y 6: Evaluación morfológica del blastocisto 

 El intervalo de observación de día 5, está ajustado a las 114-118 horas 

postinseminación, y el día 6, a las 136-140 horas. El blastocisto se caracteriza 

por su capa envolvente o TE, que idealmente es homogéneo y con numerosas 

células epiteliales elípticas en cohesión; la cavidad interna o blastocele en 

expansión; y la MCI o embrioblasto, localizado en uno de los polos, presentando 

una composición compacta, clara y definida. Conforme avanza el grado de 

expansión del blastocele, el blastocisto aumenta su tamaño y disminuye el grosor 

de la zona pelúcida hasta producirse la eclosión liberándose de la zona pelúcida 

(Figura 12) (Hardarson et al., 2012; Saiz et al., 2017). 
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Figura 12. Blastocisto expandido (A) y blastocisto eclosionando (B) (Imagen cedida por el 

laboratorio de Next Fertility Clinic, Murcia) 

 

El sistema de clasificación de ASEBIR considera como parámetros 

principales la expansión del blastocele, las características del TE y la MCI. En 

este caso no se tienen en cuenta las valoraciones realizadas en estadios 

anteriores (Saiz et al., 2017), y se unifican los criterios de día 5 y día 6 tal y como 

se muestra en la Figura 13 (Martínez et al., 2021).  

 

Figura 13. Gradación embrionaria en estadio D+5/D+6 según criterios de ASEBIR 2021 

(Blastocisto en expansión: tamaño ≤165 µm, blastocisto expandido: >165 µm; Trofoectodermo 

A: 14 células o más, B: 11-13; C: ≤10; MCI tipo A: compacta con tamaño 1900 - 3800 µm², tipo 

B: pierde la compactación, tipo C: tamaño < 1900 µm², y D: con signos de degeneración) 

(Martínez et al., 2021) 

A B 
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2.2.2.7. Diferencias y similitudes entre la especie humana y murina 

 El conocimiento de la embriología humana ha ido ligado históricamente a 

la comparación de otros modelos animales. Dentro de los mamíferos, y teniendo 

en cuenta la gran diversidad que existe en el reino animal, es curioso que los 

primeros estadios del desarrollo embrionario sean muy similares entre ellos 

(Gerri et al., 2020).  

 Una de las especies más utilizadas como modelo de experimentación 

animal durante más de 40 años ha sido la especie murina, por la capacidad para 

manipular sus embriones. Con la aplicación de los modelos KO para estudiar la 

funcionalidad de los genes y la secuenciación del genoma completo se ha 

conseguido identificar cualquier gen fácilmente, así como comprender sistemas 

biológicos más complejos (Artzt, 2012).  

 Durante el desarrollo preimplantacional, la morfología de los embriones en 

ambas especies es muy parecida, pero, aunque guarden muchos aspectos en 

común, también hay otras diferencias a considerar, ya que no reflejan la realidad 

del comportamiento humano (Cockburn & Rossant, 2010; Blakeley et al., 2015; 

Rossant, 2015; Ortega et al., 2018).  

 Después de la fecundación, ambos inician divisiones mitóticas, 

compactación y cavitación para formar el blastocisto (Blakeley et al., 2015; 

Toyooka, 2020; Biondic et al., 2023). Durante esta etapa, el desarrollo 

embrionario del humano va un poco más ralentizado con respecto al de ratón 

(Sozen et al., 2014; Gerri et al., 2020; Shahbazi, 2020). Por ejemplo, la primera 

división del cigoto ocurre a las 16-20 horas en ratón, comparado con 25-27 horas 

en humanos (Chazaud & Yamanaka, 2016; Schulz et al., 2019), o si 

consideramos la duración del periodo preimplantacional, conlleva 4,5 días en 

ratón, a diferencia de los 7 días en la especie humana (Figura 14) (Niakan et al., 

2012; Molè et al., 2020; Gerri et al., 2020). 
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Figura 14. Desarrollo preimplantacional en el ratón (A) y en el embrión humano (B) (Fuente: 

Sozen et al., 2014) 

 Cada vez son más numerosos los estudios de análisis de la expresión 

génica que revelan similitudes relevantes en los mecanismos de regulación de 

los linajes celulares durante la preimplantación; sin embargo, también sugieren 

la existencia de programas genéticos y vías de señalización que pueden variar 

entre ambas especies, cuya identificación es importante a la hora de interpretar 

marcadores moleculares (Sozen et al., 2014; Blakeley et al., 2015; Petropoulos 

et al., 2016; Boroviak et al., 2018; Shahbazi, 2020; Gerri et al., 2020; Zhu et al., 

2021).    

 La mayor oleada de la activación del genoma embrionario en el ratón se 

produce cuando se encuentra dividido en 2 células (Schulz & Harrison, 2019), 

estando implicados genes como Dux (Hendrickson et al., 2017), o factores 

dependientes de la madre como Dppa2, Dppa4 o Smarca5 (Eckersley-Maslin et 

al., 2019; Alda-Catalinas et al., 2020). En el embrión humano, este proceso 

ocurre cuando se encuentra dividido en 8 células (Blakeley et al., 2015; Rossant 

& Tam, 2017), y también parece tener un papel relevante el gen DUX4 (ortólogo 

de DUX) (Ortega et al., 2018; Vuoristo et al., 2022), aunque se ha identificado la 
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expresión de otros genes colaboradores como POU5F1 o SOX2 que no se 

expresan en el ratón en ese momento (Gao et al., 2018; Liu et al., 2019).  

 La segregación de las líneas celulares comienza con la compactación y 

polarización del embrión, que reorganiza el patrón de conexiones y la 

arquitectura interna de las blastómeras (Jedrusik, 2015; Zhu et al., 2021). Ambos 

procedimientos ocurren en el ratón a los 2,5 días postfecundación, cuando el 

embrión se encuentra dividido en 8 células. Durante la compactación, las 

blastómeras estrechan su contacto aplanando las células y estableciendo 

diferentes tipos de uniones intercelulares (Fleming et al., 1989). Mediante 

imágenes en tiempo real se ha observado la formación de prolongaciones entre 

ellas denominados filopodios, con altas concentraciones de E-cadherina y 

Myosin-10 que contribuyen a generar fuerzas de tensión entre las células (Fierro-

González, 2013; Chazaud & Yamanaka, 2016; Toyooka, 2020). Se crea una 

polaridad apico-basal disponiendo el dominio apical en la parte más superficial, 

rico en proteínas relacionadas con la polaridad, microvellosidades, microtúbulos 

dinámicos, actina y Cdx2; por otro lado, el dominio basolateral, orientado hacia 

el interior, tiene una conformación más estable con microtúbulos y proteínas de 

adhesión (Figura 15) (Vinot et al., 2005; Cockburn & Rossant, 2010; Zhu et al., 

2020). En el embrión humano, compactación y polarización comienzan un poco 

más tarde, en el estadio de 16 células, lo que puede sugerir una regulación 

diferente de estos procesos (Molè et al., 2020; Zhu et al., 2021), aunque los 

primeros signos de polarización pueden apreciarse a partir de las 8 células (Iwata 

et al., 2014; Gerri et al., 2020). 

 En general, la polarización y el establecimiento de las comunicaciones 

intercelulares es un mecanismo bastante conservado entre especies (Gerri et al., 

2020). Sin embargo, la diferenciación del TE es independiente de la polarización, 

aunque se vea reforzada por ella (Zhu et al., 2021), y son necesarios más 

estudios en el ser humano que confirmen estas conclusiones (Biondic et al., 

2023). 

 



 REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 38

 

Figura 15. Compactación y polarización en el ratón durante el estadio de 8 células. Ambos 

procesos reorganizan los patrones de contacto y la arquitectura interna de las blastómeras 

pudiendo ocurrir de forma independiente (Fuente: Jedrusik, 2015) 

 

 La diferenciación de la ICM y del TE en ratón ocurre en el estadio de 

mórula, apreciándose la madurez del TE a las 32 células (Cockburn & Rossant, 

2010). Está controlada por factores de transcripción como Cdx2 y Pou5f1 (Niwa 

et al., 2005). La diferenciación de ambos linajes en el ser humano ocurre de 

forma simultánea cuando el embrión ya se encuentra en estadio de blastocisto 

(Petropoulos et al., 2016). La expresión de CDX2 también se identifica durante 

esta etapa, aunque, a diferencia del ratón, tanto CDX2 como POU5F1 se 

expresan en las células de TE (Niakan & Eggan, 2013; Cockburn & Rossant, 

2010; Petropoulos et al., 2016). 
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 Aunque hay factores de transcripción críticos durante la diferenciación del 

TE o de la MCI que se expresan en ambas especies, genes como CDX2, GATA3, 

YAP1, OCT4, SOX2, NANOG, GATA6, GATA4, SOX17 o FGF; algunos lo hacen 

en momentos diferentes del desarrollo embrionario, o incluso en otra localización 

celular, pudiendo variar entre ambas especies el papel que pueda desempeñar 

un determinado gen en ese momento (Niakan & Eggan, 2013; Gerri et al., 2020).  

 El gen YaP1 es activo cuando está localizado en el núcleo celular en lugar 

del citoplasma, y ocurre durante el estadio de 8 células en todas las blastómeras 

de ratón. A partir de las 16 células y hasta el blastocisto temprano (E3.5), la 

localización nuclear está restringida a las células superficiales del embrión. Se 

ha demostrado el papel regulador de este gen sobre la expresión de Cdx2, 

precursor de la formación del trofoectodermo (Nishioka et al., 2009). 

Posteriormente YaP1 también se expresa en el blastocisto expandido, 

participando en la diferenciación de las células del epiblasto (Hashimoto & 

Sasaki, 2019). En los últimos estudios de la especie humana se comparte que, 

tanto el proceso de polaridad, como la expresión de YAP1, juegan un papel 

importante en la diferenciación del TE (Gerri et al., 2020, Regin et al., 2022), 

aunque en humanos este gen se expresa en las células polarizadas superficiales 

y en las no polarizadas que se encuentran en el interior del embrión (Regin et 

al., 2022). 

 El grupo de Blakeley y colaboradores (2015) identificó factores de 

transcripción como Id2, Cdx2, Eomes y Elf5 durante la diferenciación de las 

células de TE de ratón que no se expresaban durante la misma fase en el 

embrión humano (Blakeley et al., 2015). En cuanto al gen CDX2, los estudios de 

Niakan y colaboradores ya identificaban su expresión en el estadio de blastocisto 

en la especie humana (Niakan & Eggan, 2013); aunque estudios posteriores han 

defendido que la expresión más tardía de CDX2 está relacionada con la 

segregación celular que también se identifica en humanos en un estadio más 

avanzado (Ng et al., 2008; Guo et al., 2010; Petropoulos et al., 2016). Por otro 

lado, el factor TFAP2C, necesario también en el mantenimiento del TE en ratón, 

se encuentra expresado en las células trofoblásticas de la placenta en humanos 

(Kuckenberg et al., 2010; Biadasiewicz et al., 2011), por lo que no tendría sentido 

su utilización para evaluar la identidad del TE en la especie humana. 
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 Boroviak y colaboradores (Boroviak et al., 2018), examinando la expresión 

génica unicelular de ratón, ser humano y una especie de primate (tití) durante la 

etapa preimplantacional, identificaron similitudes en cuanto a la transcripción de 

las moléculas de ARN de origen materno, en la que se observó que un 53% de 

los genes expresados eran comunes entre ratón y humano. Genes como DPPA3, 

AZR1, PADI6 o ZAR1L se expresaban en las 3 especies. Así mismo, tanto la 

presencia de complejos represivos Polycomb que actúan durante la activación 

del genoma embrionario, como la actividad secuencial de los marcadores 

GATA6, SOX17 y GATA4 en el endodermo primitivo, o la expresión de ETV4, 

SMAD6, KLF6 en la masa celular interna, eran procesos comunes en la especie 

humana y murina 

 Todavía se requieren más estudios para identificar el impacto que las 

diferencias en la expresión génica entre ambas especies causan sobre el 

desarrollo en esta etapa y, sobre todo, para aclarar los mecanismos que rigen la 

regulación y diferenciación celular en el desarrollo embrionario de la especie 

humana (Biondic et al., 2023). 

2.2.3. Implantación embrionaria 

La implantación es el acto mediante el cual el embrión abandona 

finalmente su libre circulación para establecer el primer contacto íntimo con el 

útero materno, introduciéndose en la mucosa endometrial y garantizando así una 

nueva fuente de alimentación (Posfai et al., 2019; Rossant & Tam, 2022). Se 

produce alrededor del día 7-10 posfecundación (Wamaitha & Niakan, 2018), y 

se completa a lo largo de una semana (Moore et al., 2016). Durante este proceso, 

se pueden diferenciar 3 etapas: (A) aposición, referida al primer contacto que 

realiza el TE con la zona de implantación del endometrio; (B) adhesión, en la que 

las células denominadas ya trofoblásticas se unen al epitelio endometrial; (C) e 

invasión, que ocurre cuando las células invasoras del trofoblasto penetran la 

membrana basal de epitelio endometrial e invaden el estroma (Enders & 

Schlafke, 1967; Bischof & Campana, 1996). Durante su transcurso, las células 

epiteliales del TE deben modificar su naturaleza y transformarse en células de 

carácter mesenquimal, proceso que se conoce como transición epitelio-

mesénquima (EMT, del inglés Epithelial-Mesenchymal Transition) (Kalluri & 
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Weinberg, 2009), proporcionándole un carácter migratorio e invasivo que facilita 

la penetración del embrión en el estroma endometrial (Figura 16) (Oghbaei et 

al., 2022).   

 

Figura 16. Implantación humana (Fuente: Wamaitha & Niakan, 2018) 

 

 Pero ¿quién regula la comunicación entre el embrión y el endometrio? 

Para que ocurra la implantación debe existir un estrecho y sincronizado diálogo 

entre el endometrio receptivo y el embrión competente, es decir, el endometrio 

debe encontrarse en su ventana de implantación, en la que se expresarán una 

serie de genes que facilitarán el proceso de implantación; y el embrión en su 

estado de blastocisto eclosionado, con el TE en pleno estado de maduración 

preparado para establecer el primer contacto con la mucosa uterina (Ochoa-

Bernal & Fazleabas, 2020).  

 El endometrio es una capa dinámica que sufre una transformación 

continua y regular en cada ciclo menstrual. Está formado por una región basal y 

una funcional. La región más superficial o funcional, en la que se produce la 

implantación, es susceptible a modificaciones hormonales, y en cada ciclo 

experimenta una compleja y coordinada preparación hormonal dirigida por el 

ovario (Gauster et al., 2022), y orientada a proporcionar un ambiente celular y 

nutricional adecuado para el embrión (Carlson, 2019). Si no hay fecundación, la 

región funcional se desprende, y comienza un nuevo ciclo menstrual que se 

sucederá de forma periódica durante toda la etapa reproductiva de la mujer 
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(Ochoa-Bernal & Fazleabas, 2020; Sadler, 2022). La región basal del 

endometrio, aunque no se desprende, sí jugará un papel importante en la 

regeneración de la capa funcional (Mazur et al., 2015).  Por el contrario, si hay 

fecundación y se dan las condiciones señaladas, el endometrio modificará su 

curso cíclico para participar en la implantación y contribuir a la formación de la 

placenta (Carlson, 2019; Moore et al., 2016; Sadler, 2022).  

La duración de la ventana de implantación es limitada y temporal, 

persistiendo un máximo de 4 días que corresponden al 7-10º día tras la ovulación 

(Ochoa-Bernal & Fazleabas, 2020). En su transcurso, el endometrio se 

encuentra en la fase secretora del ciclo y se caracteriza por la presencia de 

microvellosidades denominadas pinópodos (Nikas & Makrigiannakis, 2003). que 

se han asociado al aumento del factor inhibidor de la leucemia (Leukemia 

Inhibitory Factor, LIF) y sus receptores (Aghajanova et al., 2003), al aumento de 

progesterona y de Integrinas αVβ3, todos ellos indispensables en la correcta 

comunicación entre blastocisto y endometrio (Ochoa-Bernal & Fazleabas, 2020).  

El ambiente uterino que exige el embrión para desarrollarse necesita la 

colaboración de factores hormonales, moleculares y de expresión génica tales 

como moléculas de adhesión, citoquinas, factores de crecimiento, lípidos, 

proteínas, hormonas, factores que actúan sobre la inmunotolerancia materna, y 

muchos otros, cuya expresión se ha detectado de forma activa durante la 

implantación, dando una idea de la inmensa complejidad  que conlleva el proceso 

(Aplin & Ruane, 2017; Mrozikiewicz et al., 2021). 

Destacando algunos de ellos cabe citar la hormona gonadotropina 

coriónica humana (hCG), que ayuda en el mantenimiento del embarazo al 

asegurar la síntesis de progesterona, colabora en la angiogénesis y 

vasodilatación, en el crecimiento uterino, inhibe las contracciones uterinas, 

promueve la tolerancia materna y participa en la decidualización (Afshar et al., 

2007; Cole, 2010; Ochoa-Bernal & Fazleabas, 2020). Esta hormona es 

sintetizada por las células del sincitiotrofoblasto (STB) (Gauster et al., 2022), y 

se utiliza a nivel clínico como indicador precoz de la presencia de embarazo 

(Ochsenkühn et al., 2009).  
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Las citoquinas adquieren un papel fundamental en la implantación debido 

al carácter “inflamatorio” del proceso, colaborando con la adaptación inmune, la 

remodelación tisular, adhesión y el desarrollo de la placenta. La interleucina 6 

(IL-6) e interleucina 1 (IL-1), que se expresan también en el trofoblasto, junto con 

el LIF, actúan tanto en el desarrollo embrionario como durante la ventana de 

implantación (Ochoa-Bernal & Fazleabas, 2020). El estrecho vínculo que 

mantiene LIF con la receptividad endometrial, se observa en la disminución de 

sus niveles en mujeres con fallo recurrente de implantación (Wu et al., 2013; 

Mrozikiewicz et al., 2021). En 1992 Stewart y colaboradores generaron ratones 

transgénicos homocigotos para la deficiencia del gen Lif (modelo KO), 

observando la presencia de fenotipo con fallo de implantación embrionaria que 

ya ilustraba el papel relevante de este gen durante la implantación (Stewart et 

al., 1992).  

La familia de moléculas de adhesión celular (CAMs de sus siglas en inglés 

Cellular Adhesion Molecules) incluye integrinas, cadherinas, selectinas, 

inmunoglobulinas y mucinas que median la adhesión celular durante la 

implantación. Sus funciones incluyen diferenciación, apoptosis, motilidad del 

trofoblasto, adhesión e invasión celular, expresándose tanto en el endometrio 

uterino como en la superficie del trofoblasto (Achache & Revel, 2006; Ochoa-

Bernal & Fazleabas, 2020). La mucina 1 (MUC-1) tiene unos niveles de expresión 

muy altos en la superficie endometrial durante la ventana de implantación, y su 

función se ha relacionado con la inhibición de la adhesión celular, actuando como 

una guía para el blastocisto evitando que se una a determinadas zonas o escoja 

momentos inadecuados en los que el embrión tendría escasas posibilidades de 

éxito en la implantación (Achache & Revel, 2006).  

También cabe destacar el papel regulador de factores genéticos como los 

micro ARN (miRNAs), que son liberados por las propias células del endometrio 

durante la fertilización, implantación y placentación, y que favorecen el diálogo 

entre las células maternas y el embrión (Ochoa-Bernal & Fazleabas, 2020). Son 

capaces de actuar a nivel postranscripcional, y modificar la expresión de una 

proteína inhibiendo la traducción de su ARNm o disminuyendo sus niveles. Se 

ha visto como la alteración en la expresión de estos miRNAs termina generando 

fallos de implantación (Azizi et al., 2023). Otras mutaciones como la del factor V 
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de Leiden, el gen MTHFR, o las existentes en polimorfismos de P53, HLA-G, 

VEGF y ESR1, también se han asociado con fallos recurrentes de implantación 

uterina (Mrozikiewicz et al., 2021). 

El fallo de implantación embrionaria ha generado numerosas técnicas 

diagnósticas y terapéuticas en las clínicas de RA, que están a disposición de los 

pacientes para lograr combatir este problema: histeroscopia diagnóstica, biopsia 

endometrial, prueba de receptividad endometrial o test ERA, laparoscopia 

terapéutica, infusiones uterinas de hCG, plasma rico en plaquetas, hormona del 

crecimiento, o el raspado endometrial, entre otros (Moustafa et al., 2020).  

Sin embargo, el éxito de la implantación se lleva a cabo entre dos 

componentes principales y la correcta comunicación entre ellos, y cuando se 

considera una calidad embrionaria óptima y ocurre el fallo de implantación, todos 

los estudios se centran en el factor endometrial, obviando otras causas 

intrínsecas propias del factor embrionario que puedan estar influyendo en ese 

fracaso gestacional. 

En cuanto a la diferenciación celular que se sucede alrededor del 

momento de implantación, inicialmente, la unión del polo embrionario con el 

endometrio uterino induce la formación de las células trofoblásticas a partir del 

TE. Estas proliferan progresivamente y de manera invasiva dentro del estroma 

uterino hasta conseguir introducir gran parte del embrión en su interior, a 

excepción de una pequeña zona correspondiente al polo abembrionario, que es 

sellada por un material acelular, el “tapón de coagulación”. Las células más 

cercanas al embrión constituyen el citotrofoblasto (CTB), y las más alejadas dan 

lugar a un sincitio multinucleado que se denomina sincitiotrofoblasto (STB), y que 

terminará englobando la totalidad el embrión (Schoenwolf et al., 2022; Gauster 

et al., 2022). 

Las células del estroma uterino que rodean al embrión son alargadas y de 

tipo fibroblástico, y sufren también una transformación conocida como 

decidualización, dando lugar a células redondeadas, de tipo epitelial o 

deciduales, que proporcionan una fuente nutritiva esencial durante el proceso de 

implantación (Moore et al., 2016; Okada et al., 2018) 
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Por otro lado, el embrioblasto, separado por una membrana basal en EPI 

y PrE, se denomina disco embrionario bilaminar, y durante la semana de 

implantación darán lugar a la formación del amnios, la cavidad amniótica, el saco 

vitelino, el mesodermo extraembrionario y la cavidad coriónica (Carlson, 2019; 

Schoenwolf et al., 2022), Parte de estos conocimientos han sido revelados 

gracias a los estudios de la colección Carnigie, así como las características 

relacionadas con el periodo postimplantacional que se detallan en el siguiente 

apartado (Hertig, 1945; Rock & Hertig, 1948; Hertig, 1956; Benirschke, 1973; 

Hamilton, 1972; O´Rahilly & Müller, 2010; Gasser et al., 2014). 

2.2.4. Periodo postimplantación   

 Aproximadamente a los 14 días desde la fecundación se inicia la 

gastrulación, apareciendo la línea primitiva como primer signo de esta etapa, e 

iniciando la especificación de las líneas germinales primordiales (Witchi, 1948; 

Carlson, 2019; Schoenwolf et al., 2022). Al tratarse de una etapa cuyo estudio in 

vivo es práctica, ética y jurídicamente incuestionable, se ha convertido en un 

verdadero desafío para los investigadores (Wamaitha & Niakan, 2018). 

 El conocimiento del desarrollo estructural del embrión humano una vez 

terminada la implantación, se ha basado en los estudios de la colección Carnegie 

de la universidad de Cambridge. A esta colección le siguen 7 colecciones 

adicionales: la de Kyoto, Harvard, Blechschmidt, Madrid, Hinrichsen, Hubrech y 

HUDSEN, que han supuesto un amplio conocimiento anatómico e histológico de 

la etapa post implantación (Hertig, 1945; Rock & Hertig, 1948; Hertig, 1956; 

Benirschke, 1973; Hamilton & Mossman, 1972; O´Rahilly & Müller, 2010; Gasser 

et al., 2014).  

 Para completar este atlas anatómico, se han sumado posteriormente 

estudios transcripcionales unicelulares (Tyser et al., 2021; Xiang et al., 2020), 

Por ejemplo, el que realizó Tyser y colaboradores (2021) entre los días 16 y 19 

tras la fecundación (correspondiendo al estadio 7 de la colección Carnegie) 

revelaba que, durante esta etapa, el embrión presenta células germinales 

primordiales y glóbulos rojos, pero todavía no se ha iniciado la neurulación (Tyser 

et al., 2021). 
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 En cuanto a la comparación durante el proceso de gastrulación con otros 

modelos animales, es un poco más compleja que en estadios anteriores, ya que 

no existen tantas similitudes. Si se considera la especie murina, en esta ocasión 

además de presentar grandes diferencias en cuanto al tiempo en el que se lleva 

a cabo el proceso, difiere también en la organización celular y los patrones de 

expresión génica. La geometría de los embriones de ambas especies es 

claramente diferente, presentando una estructura cilíndrica en ratón frente a la 

forma de disco en humanos (Figura 17) (Ghimire et al., 2021; Fu et al., 2021).  

  

 
 

Figura 17. Comparación del desarrollo embrionario en el ratón (arriba) y el ser humano (abajo) 

desde la preimplantación hasta el inicio de la gastrulación (Epiblasto (EPI): azul claro, Hipoblasto 

(EP): amarillo, Ectodermo amniótico (AM): azul oscuro, Inicio de la gastrulación en el 

compartimento posterior del EPI: rojo) (Fuente: Fu et al.,2021). 

 

 Con relación a los patrones génicos, la expresión de FG2 y FG4, y la 

inexpresión de FG8 es detectada en muestras de embriones humanos durante 

la gastrulación. El gen Fg8 es indispensable en el proceso de gastrulación de 

ratones, mientras que Fg2 y Fg4 no son necesarios para su desarrollo (Sun et 

al., 1999). Del mismo modo Cripto, otro gen implicado en la gastrulación de ratón, 

no se identifica en humanos (Minchiotti et al, 2000) o SNAI2, que se expresa 

durante la gastrulación en humanos y no está implicado en la de ratón (Jiang et 

al., 1998). Sin embargo, otros genes sí que han conservado su expresión en 

ambas especies, como el gen BMP expresado en el amnios, OTX2, HESX1, o 
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T/BRA, aunque la forma en la que surgen estos patrones puede diferir entre 

ambas especies (Yang et al., 2020; Ghimire et al., 2021). 

 Aunque los modelos animales continúan siendo necesarios para validar 

estudios unicelulares de transcriptómica que no es posible testar en humanos, la 

divergencia génica entre especies es mayor conforme avanza el desarrollo del 

embrión hacia la organogénesis temprana (Xu et al., 2021). Modelos animales 

más cercanos filogenéticamente, en concreto primates no humanos u otras 

especies con mayores similitudes durante el proceso de gastrulación pueden 

resultar muy valiosos (Boroviak & Nichols, 2017; Niu et al., 2019; Ma et al., 2019; 

Tyser et al., 2021). 

 Sin embargo, para describir y finalmente comprender la verdadera 

dinámica del desarrollo embrionario humano, lo ideal sería poder realizar los 

estudios en embriones humanos (Ghimire et al., 2021). En este sentido, la 

embriología sintética es una herramienta que actualmente brinda una 

oportunidad similar a la comunidad científica. Esta tecnología también plantea 

ventajas en cuanto a la separación de la diferenciación, la forma y la función 

celular, principios que están íntimamente conectados en el modelo in vivo 

mediante diferentes vías de regulación génica y celular, pero que in vitro pueden 

disgregarse para su estudio individual (Sozen et al., 2022). 

 Recientemente, varios trabajos han recreado la formación del saco 

amniótico, gastrulación y tubo neural por separado a partir de células 

pluripotenciales (Shao & Fu, 2020). Durante la formación del saco amniótico se 

describe un mecanismo de “fusión vesicular” que ya había sido observado 

anteriormente en la formación del blastocele humano y de ratón (Shahbazi et al., 

2017; Ryan et al., 2019). Como ya se ha comentado, la gastrulación comienza 

con la formación de la línea primitiva, y culmina con la segregación de las 3 líneas 

germinales; los cultivos en 2D presentan un modelo muy útil para descifrar los 

mecanismos de diferenciación y organización de las líneas germinales, pero son 

necesarios futuros modelos en 3D, que caractericen con mayor fidelidad 

estructural las movilizaciones celulares (Shao & Fu, 2020). En cuanto al proceso 

de neurulación, se han desarrollado modelos de cultivo en 2D y 3D para el 

estudio de la formación de la placa neural a partir del neuroectodermo (Xue et 
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al., 2018), así como para la formación posterior del tubo neural (Ogura et al., 

2018). 

 Entender el periodo que transcurre alrededor y durante la gastrulación no 

es importante únicamente para conocer los mecanismos que configuran el plan 

corporal del ser humano y la diferenciación con otros mamíferos, sino también 

para revelar las razones que conducen a la aparición de abortos tempranos tanto 

en embarazos normales como en tratamientos de FIV. Tan solo un 30% de los 

embarazos consiguen evolucionar hasta el nacimiento, y mientras el 30% de 

ellos se pierden en etapas cercanas a la preimplantación, otro 30% lo hacen 

alrededor de la gastrulación (Jarvis, 2016; Larsen, 2013). 

2.3. Técnicas de selección embrionaria  

 El objetivo esencial que persiguen los programas de FIV y transferencia 

embrionaria (FIV-ET) es el de conseguir un embarazo saludable y un recién 

nacido sano en casa, preferiblemente a partir de la selección y transferencia de 

un único embrión competente (Gardner & Balaban, 2016; Kim et al., 2022). El 

criterio de selección del embrión es decisivo en los resultados clínicos y en la 

reducción del tiempo necesario para alcanzar este objetivo. Por ello se ha 

convertido en otro de los grandes desafíos para la comunidad científica, que 

recurre constantemente a multitud de técnicas de selección embrionaria tanto 

invasivas como no invasivas, continuando su avance y mejora, para lograr la 

transferencia del embrión con mayores posibilidades de implantación, 

acompañado de un incremento en las tasas de recién nacido vivo (Mastenbroek 

et al., 2011; Montag et al., 2013; Pons et al., 2021; Dimitriadis et al., 2022; 

Glatstein et al., 2023). 

 Entre los métodos de selección no invasivos, la selección morfológica 

consiste en la observación microscópica puntual de los embriones, y constituye 

la herramienta más antigua y habitual utilizada en las clínicas de reproducción 

asistida (Edwards et al., 1984). Actualmente, continúa ofreciendo grandes 

ventajas gracias a su rapidez, bajo coste y naturaleza no invasiva. Sin embargo, 

la utilización como único método de selección resulta incompleta y muy limitada 

(Montag et al., 2011; Gardner & Balaban, 2016; Kim et al., 2022). En España, 

ASEBIR estableció una clasificación morfológica basada en cuatro categorías, 
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de la A a la D (de mayor a menor probabilidad de implantación), con el fin de 

homogeneizar los criterios de observación entre la comunidad científica, 

convirtiéndose en el método más utilizado por los profesionales de las clínicas 

de reproducción asistida (Martínez et al., 2021). 

 La llegada de tecnología Time-lapse (imagen en tiempo real) ha supuesto 

una importante mejora de las técnicas de selección no invasivas. Dicha técnica 

incorpora una cámara acoplada al incubador que permite la monitorización 

continua de parámetros morfocinéticos durante el desarrollo embrionario, 

facilitando al embriólogo la evaluación de la calidad embrionaria y la velocidad 

de las divisiones mitóticas sin necesidad de modificar las condiciones de cultivo, 

entre otras ventajas (Lundin & Park, 2020; Martínez et al., 2021). Los cambios 

durante el desarrollo embrionario son anotados junto con el momento exacto en 

el que se ha producido, teniendo en cuenta el tiempo (en horas) transcurrido 

desde la microinyección (Figura 18).  

 

 

Figura 18. Representación gráfica de los cambios morfocinéticos durante el desarrollo 

embrionario (Fuente: Meseguer et al., 2011) 
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 Se han definido hasta la fecha diversos parámetros morfocinéticos, 

creando modelos algorítmicos en función del objetivo que se buscaba: 

seleccionar entre una cohorte de embriones aquel con mayor capacidad de 

implantación, con mayor capacidad para alcanzar el estadio de blastocisto, con 

mayores probabilidades de ser euploide, etc (Meseguer et al., 2011; Chavez et 

al., 2012; Campbell et al., 2013; Herrero et al., 2013; Milewski et al., 2015; Basile 

et al., 2015). Entre los parámetros cinéticos más relevantes se pueden citar: t2, 

t3, t4 y t5, que corresponden al momento de división en 2,3,4 y 5 células 

respectivamente; cc2, que es la duración del segundo ciclo celular o tiempo 

transcurrido de 2 a 3 células o blastómeras (t3-t2); s2, que corresponden a la 

segunda sincronía o tiempo de sincronía de 3 a 4 células (t4-t3); y tC, tSB, tB. 

Que hacen referencia al tiempo de inicio de compactación, inicio de blastulación 

y llegada a blastocisto. 

 Del mismo modo, la inteligencia artificial comienza a tener un gran impacto 

en la práctica clínica de RA (Dimitriadis et al., 2022), incorporando la 

automatización de datos generados por los sistemas time-lapse o por otros 

sistemas que recopilen información sobre características del desarrollo 

embrionario. Con ello genera programas de valoración en los que prima la 

objetividad y reproducibilidad. Aunque todavía existen algunas barreras que 

impiden su completa expansión como método para la optimización de las TRA, 

sus posibilidades ofrecen un futuro muy prometedor con respecto a la selección 

embrionaria en RA, así como en otros aspectos de la medicina reproductiva 

(Curchoe, 2021).  

 Otras técnicas prometedoras que se han ido desarrollando en las últimas 

décadas son las que se conoce como ómicas (la genómica, la transcriptómica, 

la metabolómica y la proteómica), basadas en la identificación de biomarcadores 

relacionados con la calidad ovocitaria, espermatozoides, embriones y su 

capacidad para implantar y llevar a cabo su evolución (Vallejos et al., 2022). Por 

ejemplo, la metabolómica consiste en el análisis no invasivo de los metabolitos 

que expulsa el embrión al medio durante su desarrollo, y permite identificar los 

niveles de ciertos aminoácidos, vitaminas y lípidos cruciales para la implantación 

del embrión; además esta técnica proporciona información sobre el metabolismo 

de los embriones durante las fases tempranas del desarrollo (Motiei et al., 2020; 
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Eldarov et al., 2022). En general, estos métodos constituyen una herramienta 

adicional que, junto a los métodos tradicionales de selección embrionaria, 

pueden ayudar a incrementar las tasas de implantación embrionaria (Motiei et 

al., 2020; Eldarov et al., 2022), pero sin llegar a suplementarlos (Siristatidis et al., 

2021). 

 Por otro lado, entre las técnicas de selección invasivas destaca el 

diagnóstico genético preimplantacional (PGT), prueba en el que se analiza el 

ADN de ovocitos o embriones para la tipificación de HLA o para determinar 

anomalías genéticas incluyendo aneuploidías (PGT-A), defectos monogénicos 

(PGT-M) o reordenamientos estructurales cromosómicos (PGT-SR) (Zegers-

Hochschild et al., 2017). Su evolución ha ido acompañada de otros avances 

tecnológicos que han supuesto un papel clave en el éxito de la técnica, tales 

como la inyección intracitoplasmática (ICSI en inglés Intracytoplasmatic Sperm 

Inyection), la mejora de las técnicas de cultivo, o la vitrificación embrionaria. Del 

mismo modo, con la mejora de las técnicas de citogenética y genética molecular 

se ha contribuido al perfeccionamiento del análisis de ADN a partir de las células 

embrionarias biopsiadas (Parikh et al., 2018).  

 Los beneficios que ofrece el PGT-M y PGT-SR han sido bien aceptados 

entre la comunidad científica (Wilkins-Haug et al., 2022). Sin embargo, el uso de 

PGT-A ha fomentado mayor controversia, continuando los debates con relación 

a su aspecto tecnológico, económico, ético y moral (Tiitinen, 2019; Gleicher et 

al., 2021; Vallejos et al., 2021; Yang et al., 2022). 

 Las aneuploidías representan aquellas alteraciones genéticas debidas a 

un número anormal de cromosomas en la célula (Zegers-Hochschild et al., 2017), 

y ha resultado ser un problema frecuente en embriones humanos (Franasiak et 

al., 2014; Capalbo et al., 2016). Están descritas como causa principal de 

infertilidad con incidencias que oscilan entre el 20% y el 100% de los casos de 

TRA, sobre todo en mujeres de edad avanzada (Hassold & Hunt, 2009; Rubio et 

al., 2019; Greco et al., 2020; Navarro-Sánchez et al., 2022) y es que, aunque en 

ocasiones los embriones aneuploides no son compatibles con la vida y no llegan 

a evolucionar a un recién nacido vivo, también pueden resultar en embarazos 

viables y terminar con el nacimiento de un niño enfermo (Navarro-Sánchez et al., 
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2022). Por ello, la evaluación del factor genético se ha convertido en una 

herramienta complementaria a la ICSI como opción preventiva de esta situación 

(Carvalho et al., 2020; Tiegs et al., 2021), y su aplicación ha crecido 

significativamente en las últimas décadas (De Rycke et al., 2017), ya no solo en 

los casos recomendados por sociedades científicas como la ESHRE (Carvalho 

et al., 2020): edad materna avanzada (≥38 años), fallos repetidos de 

implantación (≥3 fallos previos), abortos recurrentes (>2 abortos previos) (Werlin 

et al., 2003) o factor espermático severo (Munne et al., 2007; Franasiak et al., 

2014; Rodrigo, 2020; Yang et al., 2022), sino también como práctica habitual 

para aumentar las tasas de implantación de los pacientes sometidos a ICSI 

(Brezina & Kutteh, 2015; Sciorio et al., 2020; Yang et al., 2022).  

 En España, los registros de la SEF indican una clara tendencia in 

crescendo de ciclos de PGT iniciados en los últimos años, alcanzando un 10,3% 

del total de casos de ICSI en el 2020, en comparación al 4,7% registrado 10 años 

antes; y entre las indicaciones de la técnica, el 59,6% de los casos correspondía 

a edad materna avanzada (SEF, 2010; SEF, 2020). La técnica de PGT conlleva 

la realización de una biopsia de células embrionarias y posterior análisis genético 

antes de ser transferidos al útero materno, lo que hace posible la selección de 

aquellos embriones libres de carga genética asociada a determinadas 

enfermedades (Carvalho et al., 2020; SSPA, 2022). Actualmente, el protocolo 

más utilizado para el PGT-A es la biopsia en día 5 de desarrollo, aspirando de 5 

a 10 células del TE, seguida de un análisis genético mediante secuenciación 

masiva (NGS, Next Generation Sequencing en inglés), que permite determinar 

la euploidía, aneuploidía y la cuantificación del mosaicismo embrionario 

(Cimadomo et al., 2016; Friedenthal et al., 2018; Sciorio et al., 2020; Chen et al., 

2020). La técnica supone la vitrificación del embrión antes de su transferencia, 

con el fin de disponer del tiempo suficiente para analizar los resultados (Greco 

et al., 2020).  

 En cuanto al análisis molecular que ofrece la tecnología de NGS, ha 

supuesto grandes ventajas en los laboratorios médicos en general. Dicha 

tecnología permite generar de forma masiva millones de fragmentos de ADN o 

ARN en un único proceso de secuenciación y un corto periodo de tiempo, lo que 

supone una mejora del rendimiento a un menor coste que muchas de las técnicas 
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tradicionales utilizadas con anterioridad (secuenciación de Sanger). Además, 

presenta mayor sensibilidad y precisión a la hora de detectar variantes de baja 

frecuencia, y responde de manera eficaz ante grandes volúmenes de muestra 

(Zhong et al., 2021). Dentro de sus aplicaciones encontramos la secuenciación 

de todas las regiones codificantes del genoma o exoma completo (WES, whole-

exome sequencing en inglés), del genoma completo (WGS, whole-genome 

sequencing en inglés), el transcriptoma o regiones que se están transcribiendo 

activamente en un determinado momento (RNA-seq), o bien la elaboración de 

paneles de genes y patrones genómicos de metilación concretos, ofreciendo en 

su conjunto una amplia gama de estrategias para identificar mutaciones 

(Metzker, 2010; Zhong et al., 2021).  

 Por último, cabe nombrar la detección y análisis del ADN libre en el medio 

de cultivo del embrión, también conocido como PGT-A no invasivo (niPGT-A). 

Esta técnica pretende identificar la dotación cromosómica de los embriones a 

partir del ADN libre en el medio de cultivo. Podría convertirse en un biomarcador 

de gran valor, pero, aunque los resultados son muy esperanzadores (Chen et al., 

2021), todavía necesita algunas mejoras y aclarar algunas controversias en 

cuanto al origen del ADN. por lo que, actualmente no es capaz de sustituir el 

PGT-A invasivo. Sin embargo, supone un importante avance a la hora de 

considerar un método no invasivo que pueda sustituir a la biopsia de TE para 

realizar el PGT-A (Figura 19) (Rubio et al., 2019; Rubio et al., 2020; Tomic et al., 

2022; Kim et al., 2022; García-Pascual et al., 2023). 

 

Figura 19. Comparación de análisis de aneuploidías realizado en blastocisto a partir de células 
de trofoectodermo biopsiadas (izquierda) y ADN libre en el medio de cultivo (derecha). (Fuente: 
Rubio et al, 2020). 
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2.4. Relevancia de genes relacionados con el fallo de implantación y el 
desarrollo embrionario temprano 

En España, el número de clínicas de RA que realiza estudios genéticos en 

el embrión previamente a la transferencia embrionaria, en concreto PGT-A, es 

cada vez mayor. Sin embargo, la tasa de gestación por transferencia en el mejor 

de los casos presenta valores que apenas supera el 50% (Tabla 3) (SEF, 2020). 

 

Tabla 3. Tasas de embarazos y partos después de realizar PGT según los registros de la SEF, 

2020 (SEF, 2020) 

 
 

Teniendo en cuenta estos resultados, ¿Hay otros aspectos ligados al 

embrión y desapercibidos por los métodos de PGT-A que se están obviando? 

Utilizando modelos animales transgénicos, sobre todo de ratón, se han 

publicado numerosos estudios que analizan el papel de determinadas proteínas 

intrínsecas del ovocito o del embrión en la búsqueda de marcadores moleculares 

que determinen la calidad ovocitaria y/o embrionaria (Sang et al., 2021). Para 

ello, se inactivan los genes codificantes de las proteínas objetivo de estudio 

(modelos KO) y se analizan las consecuencias fenotípicas en la población. 

La expresión del gen TUBB8 está presente en ovocitos y en la etapa 

temprana del desarrollo embrionario de humanos. Diferentes mutaciones 

localizadas en este gen han demostrado ser la causa de arresto completo del 

ovocito maduro o posterior deterioro tras la fecundación. Teniendo en cuenta que 

en la clínica de RA se realiza la selección de ovocitos metafase II mediante 

microscopio, sin tener en cuenta su dotación genética, la determinación de las 

mutaciones presentes en el gen TUBB8 podría ser un criterio adicional a tener 

en cuenta para la selección del ovocito previo a su inyección intracitoplasmática 

(Feng et al., 2016).  
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Hasta la fecha, son varios los genes que han sido descritos como 

causantes de arresto ovocitario, fallo de fecundación, arresto embrionario y 

muerte preimplantacional en humanos (Figura 20) (Sang et al., 2021). 

 

Figura 20. Factores genéticos responsables de alteraciones en el ovocito y desarrollo 

embrionario descubiertos recientemente (Fuente: Sang et al., 2021). 

 

El SNPs del gen P53 localizado en el codón 72 (p53 P72) ha resultado 

tener un importante impacto sobre la fertilidad humana (Kang et al., 2009). En 

ratones, el gen p53 regula la implantación del blastocisto mediante el efecto que 

causa sobre Lif (Hu et al., 2007), estudio que sirvió para demostrar la asociación 

del polimorfismo de P53 con la regulación de la fertilidad en humanos. Sin 

embargo, su efecto en humanos únicamente se observa en mujeres de edad 

inferior a 35 años, y según los últimos datos de la SEF, las indicaciones para las 

técnicas de PGT corresponden en un 59,6% a mujeres con edad avanzada, por 

lo que este marcador genético no sería de gran utilidad para este grupo de 

pacientes (SEF, 2020). 

En cuanto a la etapa postimplantacional, aparecen en la bibliografía 

numerosos ejemplos de modelos KO de ratón para genes que producen fallo de 

implantación y muerte embrionaria temprana. Aunque, como se ha visto 

anteriormente ambas especies aumentan sus diferencias conforme avanza el 

proceso de gastrulación (Figura 21), durante la etapa de implantación y 

desarrollo embrionario temprano, SNPs de estos genes en humanos podrían ser 

susceptibles de estudio con el objetivo de encontrar marcadores genéticos que 

puedan indicar estas condiciones en humanos. A continuación, se mencionan 

algunos de ellos.  
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Figura 21. Comparación del desarrollo embrionario en el ser humano (arriba) y el ratón (abajo) 

hasta el final de la gastrulación. h/m EGA: Activación del genoma embrionario humano/ratón; dpf: días 

tras la fecundación; E: día de desarrollo embrionario; CTBs: citotrofoblasto; STBs: sincitiotrofoblasto 

(Fuente: Sozen et al., 2022). 

 

El gen Kap1 juega un papel importante en el desarrollo postimplantacional 

temprano. Los mutantes homocigotos no consiguen progresar más allá del día 

E5.5, siendo incapaces de sobrellevar el proceso de gastrulación (Cammas et 

al., 2000).  

El gen Grp94 codifica una chaperona del retículo endoplasmático que ha 

demostrado desempeñar funciones esenciales durante el desarrollo embrionario. 

El modelo KO embrionario provoca la muerte en el día 7 de gestación, momento 

en el que se produce la diferenciación del mesodermo. Las células 

pluripotenciales cultivadas grp94-/- no son capaces de formar tejido muscular 

(Figura 21) (Wanderling et al., 2007). 

El gen Rae1, codifica para la proteína RAE1, transportador de ARNm 

(Brown et al., 1995; Kraemer & Blobel, 1997; Nakano et al., 2011). Otra función 

asignada es la de prevenir la formación de aneuploidías asegurando la correcta 

disgregación cromosómica (Jeganathan et al., 2005; Ren et al., 2010) o la 

formación del huso mitótico (Blower et al., 2005; Wong et al., 2006; Ren et al., 

2010). La similitud que guarda con el gen Bub3 y los estudios realizados con 

ambos genes, han puesto de manifiesto su actividad reguladora sobre los puntos 

de control de la mitosis (Babu et al., 2003; Reddy et al., 2008). En el modelo KO 
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de ratón, el embrión no supera el día E8.5 de desarrollo. La MCI no consigue 

expandirse entre E6.5 y E8.5, y se degenera, pero mantiene las células del 

trofoblasto intactas hasta E8.5. Con respecto a los heterocigotos, aunque son 

viables, se observa un incremento de la disgregación anormal de los 

cromosomas desencadenando un aumento en el número de aneuploidías (Babu 

et al., 2003). 

El gen Gdf3 codifica para la proteína factor de crecimiento y diferenciación 

3 que ejerce su función activando vías de señalización que estimulan o inhiben 

la proliferación y diferenciación celular, el establecimiento de los patrones 

celulares, o el mantenimiento de la pluripotencialidad celular (Shen, 2007; 

Sherbet, 2011; Morikawa et al., 2016; Miller & Hill, 2016). El modelo KO de ratón 

produce letalidad incompleta durante una etapa embrionaria temprana, 

detectando la expresión del gen Gdf3 en las células pluripotentes de la MCI y el 

EPI. Cerca del 35% de los ratones presentan fenotipo alterado entre E6.0 y E8.5, 

de ellos un 5% se reabsorben, un 11% presenta saco visceral vacío en E8.5, y 

otros, menos afectados (21%), incluyen alteraciones del endodermo visceral 

anterior, mesodermo o tubo neural (Chen et al., 2006). Andersson y 

colaboradores demostraron que este gen necesitaba la presencia de otros 

ligandos de función similar para activar las vías de señalización, como el Gdf1, 

dato que concordaba con la falta de penetrancia observada por Chen (Andersson 

et al., 2008; Ye et al., 2010). En la especie humana, mediante RNAseq en células 

embrionarias durante la preimplantación, se ha detectado la expresión de este 

gen en células del EPI (Blakeley et al., 2015).  

El gen Nr5a2 codifica para la proteína del mismo nombre, moléculas 

reguladoras que funcionan como factores de transcripción. Nr5a2 está implicado 

en multitud de procesos biológicos, entre ellos el transporte del colesterol, la 

pluripotencialidad de células madre, esteroidogénesis, desarrollo y 

diferenciación del embrión, y la homeostasis en el humano adulto (Sandhu et al., 

2021). En el ratón, su expresión se establecía en etapas tempranas del 

desarrollo embrionario, durante el periodo de preimplantación (Labelle-Dumais 

et al., 2006), aunque recientemente se ha detectado el inicio de su actividad a 

partir del estadio de 8 células, coordinando la proliferación, estabilidad genómica 

y especificación de las líneas celulares durante el desarrollo de la mórula 
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(Festuccia et al., 2023). Después de la implantación se detectan transcriptos de 

Nr5a2 en el endodermo visceral y tejidos extraembrionarios, y el modelo KO 

muere durante la etapa de gastrulación E6.5-7.5 (Labelle-Dumais et al., 2006; 

Sandhu et al., 2021). 

El gen F2 codifica para la proteína protrombina (factor II de la 

coagulación), con un papel fundamental en múltiples funciones celulares, entre 

ellas la proliferación celular, reparación tisular, angiogénesis y mantenimiento de 

la integridad vascular durante el desarrollo y periodo postnatal (Martineau et al., 

2004). La expresión de este gen y los receptores involucrados en sus funciones 

han sido detectados en fases de organogénesis en ratón, lo que sugiere su 

involucración en estos procesos. Para aclarar este aspecto, varios autores 

crearon modelos KO del gen de la protrombina, obteniendo una pérdida de la 

integridad vascular con muerte embrionaria alrededor del día 10 de gestación en 

parte de la camada (Sun et al., 1998; Xue et al., 1998). 

El gen Hsp90β codifica una chaperona localizada en el citosol de la célula. 

El modelo heterocigoto mutante de ratón es fenotípicamente normal, sin 

embargo, el homocigoto evoluciona de forma normal hasta el día 9-9.5, momento 

en el que comienzan a desarrollar alteraciones a nivel de la placenta, provocando 

su muerte poco después (Figura 22) (Voss et al., 2000). 

 

Figura 22. Morfología del embrión wild-type en E9.5 y 10.5 (A y C) comparado con el homocigoto 

mutante de Hsp90β en E9.5 y E10.5 (B y D) (Fuente: Voss et al., 2000) 

 

El gen Trim59 tiene un papel relevante en la gastrulación, y ratones 

mutados en este gen forman blastocistos fenotípicamente normales, pero no son 

capaces de desarrollarse posteriormente. Los ratones Trim59 -/- no son viables 

A B C D 



 REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 59

tras E9.5, afectando a la formación de las líneas germinales primordiales (Su et 

al., 2018). 

El gen Abca1 codifica para la proteína del mismo nombre cuya 

superfamilia es conocida como las proteínas dependientes de ATP o 

transportadores ABC, que participan en los mecanismos de transporte activo de 

diversas sustancias químicas como proteínas, lípidos, iones y azucares a través 

de las membranas biológicas. La proteína ABCA1 participa en la exportación 

celular del colesterol y los fosfolípidos para formar las lipoproteínas de alta 

densidad (HDL). Se expresa en multitud de tejidos en la especie humana, 

aunque es especialmente aparente en los macrófagos (Santamarina-Fojo et al., 

2000). La proteína ABCA1 de humano y ratón comparten el 94% de su secuencia 

(Santamarina-Fojo et al., 2000), existiendo también similitud en la organización 

del gen en ambas especies (Remaley et al., 1999). Diferentes laboratorios han 

estudiado modelos KO de este gen en ratones, obteniendo, en función de la línea 

genética estudiada, distintos fenotipos con alteraciones en la acumulación de 

lípidos. Todos ellos tienen en común una disminución significativa de los niveles 

de HDL (Christiansen-Weber et al., 2000; Hamon et al., 2000; McNeish et al., 

2000; Aiello et al., 2003). En el trabajo realizado por el grupo de Weber et al. se 

observó un porcentaje significativo con malformaciones en la placenta, retraso 

en el crecimiento uterino y muerte fetal con reabsorción en el día 14 de gestación. 

En las hembras -/- que sobrevivían, un 55% no conseguía gestar después de la 

copulación (Christiansen-Weber et al., 2000). El bajo porcentaje de recién 

nacidos homocigotos en el estudio de McNeish también sugería una muerte 

perinatal (McNeish et al., 2000). 

El estudio de este tipo de genes a la hora de seleccionar el embrión con 

mejor pronóstico para transferir podría ser relevante, por lo que, continuando esa 

línea de investigación, se elaboró un proyecto de búsqueda de genes candidatos 

para identificar posibles variantes polimórficas deletéreas en embriones que 

habían sido transferidos.
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3. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

Este proyecto parte de la hipótesis de que la presencia de determinados 

SNPs en el ADN influyen en el correcto desarrollo y evolución del embrión 

durante el periodo periimplantacional. 

El reto planteado supone la identificación de marcadores genéticos que 

determinen un efecto deletéreo sobre estos procesos. Estos biomarcadores 

podrían ser integrados como una herramienta de selección embrionaria en las 

clínicas de reproducción humana, con el único fin de seleccionar al mejor 

candidato e incrementar las tasas de implantación, disminuyendo también el 

tiempo necesario para alcanzar el embarazo exitoso. 

Por otro lado, con los datos obtenidos, e incluyendo datos morfológicos, 

clínicos y cinéticos, se integraría la aplicación de la IA para diseñar un modelo 

capaz de predecir la evolución de los embriones hacia embarazo o no embarazo.  

3.1. Objetivo principal 

Evaluar de forma multifactorial los mecanismos involucrados en el fallo 

embrionario durante el periodo periimplantacional 

3.2. Objetivos específicos 

Diseñar un panel genético que esté relacionado con el desarrollo 

embrionario tras la etapa de blastocisto. 

Identificar polimorfismos genéticos y su relación con el desarrollo 

embrionario temprano. 

Elaborar una estrategia de IA para predecir el éxito reproductivo de 

embriones euploides, teniendo en cuenta parámetros morfológicos, clínicos, 

cinéticos y genéticos.
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4. MATERIAL Y MÉTODOS 

4.1. Comité ético 

Los procedimientos realizados en el presente trabajo se llevaron a cabo 

bajo la supervisión y aprobación de la Comisión de Ética de Investigación (CEI) 

y el Comité de Bioseguridad en Experimentación (CBE) de la Universidad de 

Murcia. 

- CEI: 2147/2018 

- CBE: 165/2018 

4.2. Selección de genes 

Para la selección de los genes potencialmente interesantes para el 

proyecto se realizó un análisis in silico (simulación informática de un proceso 

biológico) de genes con implicación en el desarrollo embrionario temprano e 

implantación en la especie murina, priorizando aquellos que tuviesen origen 

embrionario. 

Se inició una búsqueda bibliográfica exhaustiva en revistas científicas de 

interés con la ayuda de la herramienta PubMed 

(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/), centrada en experimentos realizados con 

modelos de ratones KO y knock down (KD) para genes esenciales en esos 

procesos. 

Del mismo modo, con la base de datos “Mouse Genome Database” 

(https://www.informatics.jax.org/), se incluyeron aquellos genes con el fenotipo 

del modelo animal de ratón KO correspondiente a “letalidad embrionaria previa 

organogénesis”, que engloba la muerte embrionaria que ocurre antes, durante y 

después de la implantación. 

Después, se realizó un filtrado en función de la frecuencia alélica en la 

población, estableciendo un límite del 5%, con la ayuda de la herramienta 

gnomAD (https://gnomad.broadinstitute.org/), seleccionando todos aquellos 

genes que presentaban mutaciones o polimorfismos deletéreos con mayor 

frecuencia alélica en la población y con ausencia de homocigotos. En dicha base 

de datos también se consideró la información que proporciona sobre la 

haploinsuficiencia de cada gen mediante los valores de pLI (del inglés probability 
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of being loss-of-function intolerant). Aquellos genes con un valor de pLI próximo 

a 1 son más intolerantes a perder una copia del gen, por lo que se consideran 

haploinsuficientes todos aquellos genes con un valor de pLI≥0,9 (Lek et al., 

2016). 

4.3. Población de estudio 

La población de estudio estaba formada por pacientes de la clínica de 

reproducción asistida Next Fertility Murcia, sometidos a un tratamiento de 

reproducción asistida que consistía en una ICSI con PGT-A.  

Se incluyeron tratamientos realizados con gametos propios y con gametos 

donados, tanto femenino (tratamiento de ovodonación), como masculino 

(tratamiento con semen de donante). 

Los pacientes fueron informados previamente sobre el proyecto que se 

estaba llevando a cabo, y se les solicitó la firma expresa de un consentimiento 

informado para hacer uso de los resultados de su tratamiento clínico, así como 

para permitirnos el análisis del material genético de sus embriones analizados 

para PGT-A, o del suyo propio, mediante la obtención de ADN a partir de hisopos 

bucales en caso de que fuera necesario. 

A la hora de reclutar los embriones que participarían en el estudio, se 

incluyeron todos aquellos embriones euploides transferidos durante el estudio 

prospectivo comprendido entre el año 2017 y 2020, incluyendo algunos 

embriones con carácter retrospectivo de ciclos de PGT-A que pertenecían a los 

mismos pacientes que estaban participando en ese momento en el proyecto, ya 

que se consideró interesante tenerlos en cuenta a la hora de comparar los 

resultados clínicos entre embriones hermanos. Se descartaron todos aquellos 

embriones mosaicos de los pacientes reclutados que habían sido transferidos.  

Se excluyeron todos aquellos casos en los que se realizaba la 

transferencia de dos embriones (en inglés Double Embryo Transfer, DET) y en 

los que solamente implantó un embrión, ya que no era posible identificar cual 

había implantado, pero se incluyeron aquellos casos en los que se realizaba 

transferencia de dos embriones e implantaban los dos o no implantaba ninguno.  
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Finalmente se seleccionaron 84 parejas y 134 embriones, cuyos detalles 

se revelan en el apartado de resultados 5.1.(Tabla 9).  

4.4. Tratamiento de Reproducción Asistida 

Este procedimiento se ha llevado a cabo en diferentes centros: los 

tratamientos de ICSI y la biopsia embrionaria se realizaron en Next Fertility 

Murcia; y las células de TE se procesaron y analizaron en el centro de genética 

clínica DiNA Science de Madrid (https://dinascience.com/es/). 

Para los protocolos y procedimientos de las TRA realizados en la clínica 

Next Fertility Murcia se han seguido las indicaciones y recomendaciones del 

Manual Práctico de Esterilidad y Reproducción Humana del Dr. Remohí y 

colaboradores, adaptado a la dinámica de trabajo de la clínica (Remohí et al., 

2018). A continuación, se detallan algunos aspectos más relevantes de todo el 

procedimiento de forma cronológica. 

4.4.1. Estimulación ovárica controlada 

El primer paso para comenzar un tratamiento de fecundación in vitro es la 

estimulación del ovario y su desarrollo folicular múltiple, para ello se utilizan 

gonadotrofinas que inducen el desarrollo folicular, y análogos de la GnRH para 

conseguir la supresión hipofisaria de la paciente y evitar una ovulación 

espontánea prematura. 

Existen diferentes protocolos en función del momento y tipo de análogo 

utilizado. En los pacientes del estudio se ha utilizado el protocolo corto con 

antagonista de la GnRH. 

De forma resumida, desde el inicio de la regla, se pauta la administración 

de gonadotrofinas, ajustando la dosis en función de la edad, peso y reserva 

ovárica de la paciente. Entre las gonadotropinas empleadas se incluyen FSH 

recombinante (Puregon, Organon y Gonal F, Merck, Alemania), gonadotropina 

menopáusica humana (Menopur, Ferring, Suiza) y coriofolitropina alfa (Elonva, 

Organon, España). 

En función de la respuesta de la paciente, la estimulación tuvo una 

duración aproximada de 7-12 días. 
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El crecimiento folicular se controlaba mediante ecografías seriadas, y 

cuando los folículos alcanzaban un tamaño aproximado de 14 mm, o bien en el 

sexto día de medicación, se introducía el antagonista de la GnRH (Orgalutran, 

Organon, España) para evitar el pico ovulatorio espontáneo de la paciente. 

Cuando el folículo dominante tenía un diámetro mayor de 18 mm, se 

inducía la maduración ovocitaria mediante la administración de otro análogo de 

la GnRH, en este caso un agonista: Leuprorelina (Procrin, Abbott, EE-UU.) o 

Triptorelina (Decapeptyl, Ipsen, Francia), y se programaba la punción folicular 36 

horas después. 

Durante la estimulación ovárica se realizaron también controles de 

estradiol y progesterona séricos, y se valoraba el crecimiento y grosor 

endometrial.  

4.4.2. Punción folicular y captación de ovocitos 

Esta técnica se realiza llevando a cabo un procedimiento quirúrgico de 

unos 20 minutos de duración, bajo condiciones de sedación de la paciente y 

mediante ecografía transvaginal. El equipo médico procede a la aspiración de 

los folículos con una aguja acoplada a la sonda ecográfica y a un sistema de 

vacío, recogiendo el líquido folicular en tubos Falcon de fondo redondeado (tubos 

de colección de ovocitos 14 ml, ref: 16101, Vitrolife, Suecia) atemperados a 37ºC. 

Estos tubos son trasladados de forma inmediata al laboratorio de FIV, donde el 

equipo de embriólogos continúa con el proceso. 

4.4.3. Identificación, aislamiento y denudación de ovocitos. 

Una vez trasladados los tubos con líquido folicular aspirado al laboratorio 

de FIV, son vertidos en placas de Petri (Nunc de 9 cm de diámetro, ref: 150360, 

ThermoFisher Scientific, EE. UU.) para localizar por inspección directa con el 

estereomicroscopio (Nikon, SMZ 800-1000, Japón) y bajo la cabina de flujo 

laminar con superficie calefactada (K-Systems, Dinamarca) los ovocitos 

recogidos en la punción. Los CCO son relativamente fáciles de identificar gracias 

a su aspecto refringente. Con la ayuda de una pipeta Pasteur (estériles y 

embriotestadas, Humagen, U.S.A.) llena de medio de lavado y acoplada a un 

chupete, son captados y lavados en un medio tamponado (G-MOPS PLUS, 

Vitrolife, Suecia), retirándose con jeringas de insulina parte de las células de la 
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granulosa y sobre todo restos de sangre para, a continuación, depositarlos en 

medio de cultivo de gametos (G-IVF PLUS, Vitrolife, Suecia), donde 

permanecerán en la incubadora, a 37ºC y 6% de CO2, unas 2 horas hasta que 

se decumulen.  

Los CCO son clasificados morfológicamente en 3 grados en función del 

grado de expansión del cúmulo y la corona que lo rodea (Veeck, 1988); aunque 

no será hasta después de la decumulación, cuando se verifique el estado de 

madurez de los ovocitos, y se identifiquen las alteraciones morfológicas 

citoplasmáticas:  

- Grado 1: Las células del cúmulo están expandidas y luteinizadas. 

Corresponden generalmente a ovocitos maduros, de metafase II (MII), que 

se verifica posteriormente con la visualización del primer corpúsculo polar.  

- Grado 2: Las células del cúmulo están menos expandidas. 

Corresponden generalmente a ovocitos de metafase I (MI), aunque algunos 

corresponden a ovocitos MII.  

- Grado 3: Las células del cúmulo están compactadas. Suelen 

corresponder con vesículas germinales.  

La decumulación tiene dos fases: enzimática y mecánica. En la fase 

enzimática los CCO se depositan con una pipeta Pasteur en una placa de Nunc 

de 6 cm de diámetro (Nunc, ref: 150270) con 75 UI de enzima hialuronidasa 

(HYASE, Vitrolife, Suecia), para a continuación, utilizando pipetas de diferente 

diámetro decreciente desde 300 µm a 130 µm (Stripper Midatlantic con puntas 

de 300 µm y pipetas Swemed de 134-145 µm y 130-133 µm de diámetro), realizar 

la fase mecánica con el fin de eliminar las células de la granulosa que rodean al 

ovocito por aspiraciones repetidas. Una vez realizado este proceso se evalúa el 

grado de madurez nuclear del ovocito para diferenciar ovocitos de metafase I, 

metafase II o vesículas germinales, y seleccionar los maduros o metafase II que 

se depositarán en una placa de medio de gametos (G-IVF PLUS, Vitrolife, 

Suecia) para mantenerse bajo condiciones controladas de temperatura y CO2  en 

el incubador hasta el momento de la microinyección. 
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4.4.4. Procesado del eyaculado  

El paciente debe recoger y entregar la muestra seminal al laboratorio 

mediante masturbación y bajo condiciones higiénicas, siguiendo las 

recomendaciones de abstinencia de 2 a 5 días que marca la OMS para la 

extracción de semen (Björndahl & Brown, 2022).  

Tras dejar la muestra licuar se procederá a su capacitación que se realiza 

con la técnica de centrifugación de gradientes de densidad utilizando el medio 

Isolate Sperm Separation Medium (Irvine Scientific, Fujifilm, EE. UU.), siguiendo 

las instrucciones del fabricante. Se deposita un volumen de 0,5 a 2 ml 

(dependerá de la cantidad y calidad de la muestra inicial) del gradiente de mayor 

densidad (90%) en primer lugar quedando al fondo del tubo cónico (tubo de 

centrifugación 15 ml, ref: 16105, Vitrolife, Suecia), y cuidadosamente se añade 

sobre este el mismo volumen del gradiente de menor densidad (45%) 

previamente atemperados; por último, se añade encima el mismo volumen de 

muestra de semen y se centrifuga a 300xg (Centrifuga Heraeus Labofuge 400) 

durante 10-30 minutos a temperatura ambiente. Con ello se consigue 

incrementar la calidad de la muestra seleccionando aquellos espermatozoides 

con mejor movilidad y morfología, que serán los que se localicen en el fondo del 

tubo tras la centrifugación, ya que tienen la capacidad de avanzar entre los dos 

medios de diferente densidad y a su vez el proceso facilita la eliminación del 

plasma seminal y los espermatozoides inmóviles o con movilidad no progresiva, 

las células inmaduras y los detritos. Tras la aspiración y recuperación del pellet 

con una pipeta Pasteur estéril (Hunter Scientific, Reino Unido, ref: PPS230-100) 

o una pipeta automática se deposita la muestra en otro tubo cónico y se realiza 

un lavado (G-MOPS PLUS, Vitrolife, Suecia) de 5-10 minutos a 400xg y 

temperatura ambiente añadiendo una proporción más o menos de 1:5. 

Finalmente se elimina el sobrenadante y se añade cuidadosamente y resbalando 

por la pared del tubo entre 0,4 y 2 ml de medio de cultivo G-MOPS PLUS al 

sedimento para mantenerlo hasta la aplicación de la siguiente técnica (Figura 

23). 
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Figura 23. Representación esquemática de capacitación espermática mediante centrifugación 

con gradientes de densidad (Imagen cedida por Next Fertility Clinic) 

Si la muestra pertenece a semen de donante (procedente del banco de 

semen con el que trabaja la clínica: CEIFER https://www.ceifer.com/ o 

BIOKIBNANK https://biokibank.com/) o semen del propio paciente 

criopreservado, se lleva a cabo su descongelación y procesamiento 2 horas 

antes de la hora programada para la inseminación. Para ello se coloca un bote 

para recogida de muestras de orina/semen (Deltalab, España, ref: 409726) con 

agua en la estufa a 37 ºC; la pajuela, píldoras o criotubo se introducen en un tubo 

cónico, y se meten en el bote con agua durante 15 minutos. Transcurrido ese 

tiempo, y si se observan espermatozoides móviles en la muestra, se lava la 

muestra con medio G-MOPS PLUS centrifugándola 5-10 min a 400 xg, se elimina 

el sobrenadante y se resuspende el pellet con 0,3-0,5 ml de G MOPS PLUS para 

entonces tratarla como si fuese una muestra en fresco. En el caso de las 

muestras procedentes de un banco de semen, se siguen las indicaciones de 

descongelación del proveedor.  

Además de la preparación de las muestras seminales mediante gradientes 

de densidad, en los pacientes que se van a someter a un ciclo de PGT se añade 

un proceso de separación espermática con columnas de anexina (en inglés 

Magnetic Activated Cell Sorting, MACS), utilizando MACS® ART Annexin V 

5-10 min     
400xg 

10-30 min      
300xg 

Medio lavado      
1:5 

Medio cultivo          
0,4-2 ml 
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Reagent y MACS ART MS Column (Miltenyi Biotec, Alemania) bajo las 

indicaciones del fabricante. Este método es capaz de eliminar espermatozoides 

apoptóticos gracias al reconocimiento de la fosfatidilserina en su superficie, 

propiedad que caracteriza a estos espermatozoides. La fosfatidilserina es capaz 

de unirse a la anexina V, que viene acoplada a pequeñas esferas metálicas. Tras 

un proceso de incubación, la solución se vierte sobre una columna en un campo 

magnético en el que quedan atrapados los espermatozoides que se hayan unido 

a las microesferas, permitiendo recoger únicamente los espermatozoides 

presentes en el medio y libres de apoptosis (Pacheco et al., 2020).  

Los espermatozoides, sumergidos en el medio tamponado propio de la 

técnica, son trasladados al laboratorio FIV donde se mantienen a temperatura 

ambiente a la espera de que se realice la microinyección. 

4.4.5. Microinyección espermática (ICSI)   

La técnica elegida, generalmente, para realizar la fecundación de los 

ovocitos en los casos de PGT es la microinyección espermática, ya que minimiza 

las posibilidades de contaminación de la muestra con células de la granulosa o 

espermatozoides unidos a la zona pelúcida mientras se realiza la biopsia del 

embrión. Esto suele ocurrir cuando se utiliza la FIV convencional (Palmerola et 

al., 2019). 

Esta técnica consiste en la introducción de un espermatozoide en el 

interior del citoplasma de un ovocito, y para ello se utiliza un equipo formado por 

un sistema de mandos inyectores (Eppendorf, Almemania y Narishige, Japón) 

acoplados a pipetas de sujeción (Holding Pipette, ref: MPH-SM-30, 

CooperSurgical, EE. UU.) e inyección (ICSI Pipette, ref:MIC-SLM-30-B1.0, 

CooperSurgical, EE. UU.), dirigidos con un mando (Narishige, Japón), montados 

sobre un microscopio invertido con óptica de Hofmann (Nikon, TE-2000S, Japón) 

y placa térmica (Tokai, Japón). 

Se captan los espermatozoides con buena morfología y motilidad con la 

pipeta de inyección aspirando el espermatozoide por la cola, con el objetivo de 

introducir primero la cabeza de este cuando sea inyectado en el ovocito, y se 

coloca el ovocito, ayudado con la pipeta de sujeción, de manera que quede 

inmóvil y el corpúsculo polar situado a las 7 u 11 horarias, para evitar dañar el 
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huso meiótico al introducir el espermatozoide (Matsunaga & Horiuchi, 2015). Con 

la pipeta de inyección se traspasa de forma delicada y gradual la zona pelúcida 

y se rompe la membrana plasmática, depositando el espermatozoide en el 

citoplasma (técnica original de Palermo et al., 1992). 

4.4.6. Análisis de la calidad embrionaria 

Además de las valoraciones de la calidad embrionaria realizada 

rutinariamente en la clínica para verificar la fecundación y posterior desarrolllo 

embrionario, antes de proceder a la biopsia de los embriones, se realiza una 

evaluación en día 5 de desarrollo, clasificándose según los criterios de ASEBIR 

2015 que se describen en la Tabla 4. En ellos se tiene en cuenta: la presencia y 

grado de expansión del blastocele; la distribución homogénea, el número y la 

cohesión de las células del trofoectodermo; y el tamaño, forma y compactación 

de las células de la masa celular interna.  

Posteriormente a la realización del presente trabajo, estos criterios se han 

unificado para D+5/D+6, y se puede consultar la nueva gradación en la Figura 

13 del apartado de revisión bibliográfica 2.2.2.6. 

 

Tabla 4. Clasificación embrionaria del blastocisto según criterios de ASEBIR 2015 (Saiz et 

al.,2018). 
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4.4.7. Biopsia Embrionaria   

La obtención de células embrionarias mediante biopsia se realiza en día 

5 de desarrollo embrionario, es decir, en estadio de blastocisto. Es un proceso 

muy delicado y que requiere un alto grado de especialización por parte del equipo 

de embriólogos.  

Para hacer la biopsia en estadio de blastocisto, previamente en día 3 de 

cultivo se llevará a cabo la ruptura de la zona pelúcida del embrión, mediante un 

sistema de láser (Zylos-tk laser, Hamilton-Thorne, EE. UU.) que está montado 

sobre un microscopio invertido. De esta manera, la eclosión del embrión se 

acelera y facilita la biopsia en el quinto día. El embrión se pondrá en una gota de 

G-MOPS PLUS, cubierta con aceite, y con una aguja de sujeción (Holding Pipette 

150 μm, ref: 15316, Vitrolife, Suecia) se fijará situando la masa celular interna en 

la posición más alejada posible de la pipeta de aspiración para evitar dañarla, y 

con otra de biopsia (Biopsy Pipette 30 μm, ref. 15118, Vitrolife, Suecia) se 

aspirarán unas pocas células del trofoectodermo realizando unos pulsos de láser 

para liberarlas (Montag & Morbeck, 2017). 

Las células biopsiadas son aisladas, bajo condiciones estériles, en tubos 

de 0,2 ml (Sarstedt PCR MULTIPLY-PRO tube, ref: 72737002) con 2,5 µl de 

medio de lavado, que contiene 0,1% de PVA (alcohol polivinílico PVA, Sigma-

Aldrich, ref: P8136-250G), PBS (Cell Signaling Technologies, ref: 06/2009) y 

agua (Promega, ref: P1193), y se mantienen en condiciones de frío a 4ºC hasta 

su llegada al laboratorio de genética, donde se almacenarán congeladas a -20ºC 

hasta su análisis.   

Una vez los embriones son biopsiados, se deben crioconservar hasta 

disponer del resultado del análisis genético. 

4.4.8. Criopreservación de embriones 

Esta es una parte esencial del tratamiento de PGT. La técnica que se 

utiliza para crioconservar los embriones es la vitrificación (Vitrification Media, ref. 

91101, y Cryotop®, ref. 81112, Kitazato, Japón) siguiendo las indicaciones del 

fabricante. 

Esta técnica permite que los embriones pasen de temperatura ambiente a 

-196ºC en tan solo unos segundos, gracias a un proceso de deshidratación que 
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se consigue pasándolos por diferentes medios con un orden creciente de 

crioprotectores. Después se colocan sobre el dispositivo cryotop con la mínima 

cantidad de medio, y se introducen directamente en un recipiente pequeño con 

nitrógeno líquido, para posteriormente almacenarlos en un tanque de nitrógeno 

líquido donde permanecerán hasta su desvitrificación. 

4.4.9. Test genético preimplantacional de Aneuploidías  

A partir de las 8-10 células biopsiadas procedentes del trofoectodermo, el 

centro de genética clínica DiNA Science de Madrid (https://dinascience.com/es/) 

llevó a cabo la lisis celular para liberar el ADN genómico y posterior amplificación 

completa del genoma (WGA) mediante el kit “PICOPLEX/Sureplex” (PicoPLEX® 

Single Cell WGA Kit User Manual), siguiendo las indicaciones del fabricante. 

Para la secuenciación de la muestra utilizaron la tecnología Veriseq NGS 

(Illumina). 

Una vez analizado todo el complemento cromosómico de la/las muestras 

embrionarias recibidas de un determinado paciente elaboran el informe genético 

en el que se detalla qué tipo de aneuploidías presenta cada uno de los embriones 

analizados, y si es o no transferible.  

El criterio que utiliza el centro de referencia (DiNA science) para clasificar 

las aneuploidías, duplicaciones o deleciones en la muestra mediante NGS se 

determina en función de los valores de variación del número de copias (CNV), y 

definen 6 posibles escenarios: 

- Embrión EUPLOIDE: Una célula cromosómicamente euploide contiene 23 

pares de cromosomas sin pérdida ni ganancia de material genético. En las 

biopsias de trofoectodermo se considera un embrión euploide cuando 

presenta <30% de células aneuploides. Los embriones clasificados como 

euploides tienen un riesgo muy reducido de presentar anomalías 

cromosómicas. 

- Embrión ANEUPLOIDE: Una célula aneuploide contiene una ganancia y/o 

pérdida de material genético afectando a 1 ó 2 parejas de cromosomas. En 

biopsias de trofoectodermo se define un embrión aneuploide cuando se 

observa en, al menos, el 70% de las células. Puede tratarse de: 
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 TRISOMÍA (T): Ganancia de una copia extra de un cromosoma o 

fragmento de cromosoma. 

 MONOSOMÍA (M): Pérdida de una copia de un cromosoma o 

fragmento de cromosoma. 

 TETRASOMÍA (TT): Ganancia de 2 copias extras de un cromosoma o 

fragmento de cromosoma. 

 NULISOMÍA (N): Pérdida de 2 copias de un cromosoma o fragmento 

de cromosoma. 

- Embrión ANEUPLOIDE COMPLEJO: Ganancias y/o pérdidas en 3 o más 

parejas de cromosomas. En biopsias de trofoectodermo cuando se observe 

en, al menos, el 70% de las células analizadas. Los embriones 

diagnosticados como aneuploides complejos presentan múltiples anomalías 

y tienen un riesgo elevado de ser cromosómicamente anormales. 

- Embrión MOSAICO: Cuando se observen ganancias y/o pérdidas de material 

genético afectando al 30-70% de las células analizadas. El mosaicismo es la 

existencia de, al menos, 2 líneas celulares distintas con diferente dotación 

cromosómica, y puede afectar a embriones normales y anormales.  

- Embrión POLIPLOIDE: Dotación cromosómica completa de más de 2 juegos 

cromosómicos (>2n). 

- NO RESULTADO (NR): No es posible establecer un diagnóstico de la 

muestra analizada, bien porque ha habido un fallo en la amplificación de ADN 

impidiendo su detección, o bien por degradación del ADN. En este último 

caso todos los cromosomas presentan individual y colectivamente pérdidas y 

ganancias. Este proceso puede ser debido a procesos apoptóticos, o también 

consecuencia de procesos artefactuales, propio de embriones dismórficos o 

bloqueados. 

4.4.10. Preparación endometrial 

Una vez obtenido el resultado del análisis genético de los embriones, y si 

los pacientes tienen algún embrión euploide, se procede a preparar el 

endometrio de la paciente para desvitrificar el o los embriones sanos y 

transferirlos. 

Este proceso es otro factor imprescindible para el éxito de las TRA, ya que 

es necesaria una receptividad endometrial óptima para la implantación y la 
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evolución de la gestación. La preparación se lleva a cabo en la consulta 

ginecológica mediante seguimiento ecográfico, control de los niveles de 

estradiol/progesterona en sangre, y valoración de la calidad y grosor 

endometrial. 

Por norma general, se utiliza el protocolo de ciclo sustituido, que consiste en 

la administración de estrógenos y progesterona sintética para conseguir la 

proliferación del endometrio y su transformación secretora. Este protocolo se 

inicia en los primeros días de sangrado del ciclo menstrual de la paciente, 

asegurando la supresión de la función ovárica. Se pauta una dosis de estradiol 

diaria vía oral (Valerato de Estradiol 2mg/8 horas, Progynova), y pasados unos 

8-12 días se realiza un control de niveles séricos de estradiol/progesterona, y de 

grosor y morfología del endometrio. Si en ese momento el endometrio cumple 

las características óptimas para introducir la progesterona (estructura trilaminar, 

con un grosor por encima de los 7 mm, y la función ovárica está ausente), se 

pauta el inicio de la progesterona a una dosis de 600-800 mg/día vía vaginal, y 

se programa la transferencia embrionaria 5 días después (Wang et al., 2018). En 

total, este protocolo tiene una duración aproximada de 18 días desde el inicio de 

la mediación hasta la programación de la transferencia embrionaria. 

Posteriormente, la administración de estradiol y progesterona se mantendrá 

hasta la semana 11-12 de embarazo siempre y cuando la implantación y 

viabilidad del embrión sean adecuadas.  

En casos excepcionales se ha utilizado para la preparación endometrial el 

protocolo de ciclo natural, en el que se aprovecha la función ovárica de la 

paciente monitorizando la foliculogénesis. La elección de un método de 

preparación u otro depende de múltiples factores relacionados con la paciente, 

aunque en este estudio ha predominado el uso del protocolo de ciclo sustituido 

para la realización de las transferencias (Lawrenz et al., 2020). 

4.4.11. Desvitrificación embrionaria 

Una vez el endometrio de la paciente está preparado, se programa la 

transferencia. Para ello hay que desvitrificar los embriones que, como están 

vitrificados en estadio de blastocisto, se debe realizar el mismo día en el que se 

programe la transferencia.  
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Para la desvitrificación se sigue el protocolo de Kitazato (Japón). Este 

proceso es más sencillo y rápido que la vitrificación, basándose en la 

rehidratación de los embriones. 

Al sacar el dispositivo de vitrificación cryotop del tanque de nitrógeno, se 

sumerge rápida y directamente en el primer medio de desvitrificación (TS), 

calentado previamente a 37ºC, donde el embrión permanece un minuto. Que 

este paso se haga correctamente es tan importante, o quizás más, que el 

momento de la introducción del embrión en nitrógeno líquido (Mazur & Seki, 

2011). A continuación, el embrión se pasará a la solución diluyente (DS) durante 

3 minutos y seguidamente se pondrá en la solución de lavado (WS) 6 minutos. 

Por último, los embriones se trasladarán a medio de cultivo G-TL (Vitrolife, 

Suecia), donde se comprobará su calidad y se mantendrán hasta el momento de 

la transferencia.  

4.4.12. Transferencia embrionaria  

La transferencia embrionaria se realiza en el quirófano del centro para 

optimizar el buen manejo de los embriones.  Se lleva a cabo introduciendo el 

embrión aproximadamente a 1,5 cm del fondo uterino. Para ello se canaliza la 

cavidad uterina a través del cérvix, y mediante ecografía transabdominal guiada 

se consigue precisar el lugar donde se va a depositar el embrión. Cuando está 

todo preparado, el ginecólogo avisa al embriólogo que cargará el embrión en la 

cánula (Embryo Transfer Catheter Set, ref: 14690, Labotec, Alemania) y la llevará 

al quirófano para introducirla en el útero por la canalización previa. Una vez 

depositado el embrión, el embriólogo revisa la cánula bajo la lupa para asegurar 

que no ha quedado retenido en ella (Mains & Van Voorhis, 2010).  

4.4.13. Diagnóstico y seguimiento de embarazo   

Una vez realizada la transferencia embrionaria, los pacientes reciben el 

protocolo que deben seguir hasta el momento en el que se realice la prueba de 

embarazo. Básicamente la paciente seguirá con la administración de estrógenos 

y progesterona vaginal pautada para la preparación endometrial (apartado 

4.3.11), y mantendrá una vida normal.  

La primera prueba de embarazo que se realiza es la medición de los 

niveles de la hormona beta-hCG en sangre, cuyo ascenso considerable puede 
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ser detectado pasados 10 días desde que se realiza la transferencia del embrión 

(Ochsenkühn et al., 2009). Cuando esta prueba es positiva, se programa la 

primera ecografía transvaginal a las 2 semanas, que corresponde con la 6ª 

semana de gestación. Aquí se comprueba la visualización del saco gestacional, 

vesícula vitelina, el embrión y la presencia de latido cardiaco, cuya detección es 

la que permite establecer verdaderamente la viabilidad de la gestación. Se 

realiza posteriormente otro control a la octava semana de embarazo, y es 

entonces cuando se le da el alta a la paciente, que si el embarazo ha 

evolucionado correctamente continuará el seguimiento con su ginecólogo 

habitual.  

Se mantiene contacto telefónico con todos los pacientes hasta el final del 

embarazo, lo que permite conocer si la evolución ha sido satisfactoria, o si ha 

presentado alguna complicación, anotando finalmente y si procede, los datos del 

recién nacido y del parto.  

Puede ocurrir que la prueba de la hormona beta-hCG sea positiva pero 

unos días después la paciente presenta un sangrado y descenso exponencial de 

niveles de dicha hormona, o que inicialmente los valores sean bajos y no se 

produce un incremento posterior. En ninguno de los casos se observa la 

presencia del saco gestacional durante la primera ecografía programada, 

definiéndose este escenario como embarazo bioquímico (Macklon et al., 2002). 

4.5.  Obtención de las muestras para secuenciar 

Una vez extraído el ADN embrionario para llevar a cabo el diagnóstico 

genético preimplantacional en el centro de genética clínica DiNA Science de 

Madrid (https://dinascience.com/es/), el ADN sobrante se conserva en el 

laboratorio de genética correctamente identificado. Parte de este ADN 

correspondiente a los 134 embriones euploides transferidos de las 84 parejas 

seleccionadas para el proyecto fue solicitado a dicho laboratorio y recibido en el 

Departamento de Biología Celular e Histología de la Universidad de Murcia 

obteniendo el permiso previo de los pacientes. Tras recibir las muestras de ADN 

fueron correctamente identificadas, anonimizadas y entregadas a la plataforma 

de genómica del Instituto Murciano de Investigación Biosanitaria (IMIB) Pascual 

Parrilla, donde se llevó a cabo la secuenciación de las muestras usando el 
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sistema Ion Torrent (Life Technologies), basado en el uso de la tecnología de 

semiconductores.  

Previamente, las muestras de ADN pasaron un control de calidad 

comprobando la concentración y la pureza. Esta última está determinada por la 

ratio de absorbancia A260/A280, considerándose calidad óptima cuando la 

relación está entre 1,8-2,0. Todas las muestras cumplían los requisitos para 

secuenciar.  

4.6.  Secuenciación masiva  

 La secuenciación masiva de 134 muestras de ADN embrionarias se realizó 

en la Plataforma de Genómica del IMIB (Instituto Murciano de Investigación 

Biosanitaria Pascual Parrilla, como servicio central de apoyo a la investigación, 

siguiendo los pasos que se detallan a continuación. 

4.6.1. Diseño del panel genético dirigido Ampliseq™ 

Bajo el asesoramiento de la plataforma de genómica IMIB Pascual Parrilla 

se elaboró un panel genético dirigido (Panel AmpliSeq™). Este método permite 

reducir la cantidad de información que potencialmente se dispondría si se 

secuenciara el genoma completo, para centrarla únicamente en la secuenciación 

de los genes y polimorfismos o SNPs de interés. El panel estaba constituido por 

el diseño de parejas de cebadores o primers que amplificarían las regiones diana 

a partir del ADN de la muestra, dando lugar al conjunto de librerías que se 

utilizarían para la secuenciación. 

Para aquellos genes que presentaban múltiples polimorfismos de interés, 

se optó por amplificar toda la región codificante (todos los exones), pero dada la 

imposibilidad de incluir la región codificante de todos los genes, para aquellos 

que presentaban menor número de polimorfismos de interés se seleccionó una 

única región priorizando aquella que contenía polimorfismos que no se 

encontraban en homocigosis en la población, y cuyo fenotipo no había sido 

descrito como benigno.  

De entre los polimorfismos más comunes en la población con frecuencia 

alélica similar, se optó por escoger aquellos que producían un codón de 

terminación, o cambios en el patrón de lectura. Se incluyeron también los que 

presentaban mayor frecuencia alélica en la población del Sur de Europa.  
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Cuando se trataba de amplificar genes completos, se tuvo en cuenta tanto 

la región codificante o exónica como la región UTR 3´y 5´, localizando los 

cebadores en zonas intrónicas (no codificantes) para asegurar la amplificación 

completa de los exones. 

Finalmente, el diseño del panel se compuso por el conjunto de cebadores 

para la amplificación de 132 amplicones a partir de los 27 genes diana: 3 de los 

genes se amplificaron por completo (ABCA1, F2 y NR5A2) utilizando para ello 

62, 22 y 24 amplicones respectivamente, y en el resto de los genes se diseñó un 

solo amplicón para obtener la región de interés. En la Tabla 5 se especifica la 

región amplificada de cada gen y el rs asignado de los polimorfismos incluidos 

(rs: reference SNP o polimorfismo de nucleótido único de referencia) conforme a 

la secuencia del genoma humano GRCh37/hg19, el valor pLI, que define la 

haploinsuficiencia y los fenotipos más característicos que presenta el modelo 

homocigoto KO en ratón de cada gen con la referencia del artículo científico que 

así lo demuestra. 

El diseño de los cebadores específicos para la amplificación de las 

regiones de interés se ha realizado mediante el algoritmo “Ion Ampliseq Designer 

7.4” (ThermoFisher Scientific, EE. UU.), utilizando como referencia la secuencia 

del genoma humano GRCh37/hg19. 
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Tabla 5. Listado de genes y polimorfismos que se incluyeron en el panel Ampliseq™  

Código 

GEN 

pLI¹ Región amplificada² Polimorfismo/gen³ Fenotipo KO Homocigoto⁴ Referencia (DOI) 

ABCA1 0 chr9:107543282-

107690527 

gen completo Muerte perinatal con defectos en la placenta. Penetrancia 

incompleta. Disfunción metabólica y reproductiva. 

10.1016/S0002-

9440(10)64614-7 

BYSL 0 chr6:41889505-

41889515 

rs144207756 Muerte posterior a implantación. 10.1016/j.febslet.2006.09.072 

DENND4C 0 chr9:19286789-

19286799 

rs191652418 Muerte durante crecimiento y desarrollo fetal (E14).  10.1038/nature26002 

DNM2 1 chr19:10930623-

10930633 

rs199655883 Muerte anterior a E8-E12. Deterioro muscular en 

heterocigotos 

10.1016/j.devcel.2009.11.005 

DSC3 0 chr18:28588349-

28588359 

rs114245564 Muerte preimplantacional. Heterocigotos sin anomalías 10.1242/jcs.02769 

F2 0 chr11:46740715-

46761065 

gen completo Necrosis y fallo vascular. Muerte durante gestación (E9.5-

11.5) o al nacimiento  

10.1073/pnas.95.13.7597 

GDF3 0 chr12:7842773-

7842783 

rs140926412 Muerte prenatal. Penetrancia incompleta. Desórdenes 

endocrinos. 

10.1242/dev.02210 

HMGCL 0 chr1:24164630-

24164640  

rs538622150 Muerte a mitad de gestación afectando al tamaño del 

embrión, hígado, corazón y placenta. 

10.1093/hmg/7.13.2057 

HS6ST1 0,92 chr2:129075939-

129075949 

rs202247387  Mortalidad durante desarrollo y crecimiento fetal. 10.1074/jbc.M607434200 

IPPK 0,87 chr9:95380817-

95380827 

rs184462941 Muerte previa a E8.5. 10.1073/pnas.0503656102 
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Código 

GEN 
pLI¹ Región amplificada² Polimorfismo/gen³ Fenotipo KO Homocigoto⁴ Referencia (DOI) 

KCTD10 0,86 chr12:109898518-

109898528 

rs377314709 Muerte durante organogénesis (E10.5 y E11.5). Defectos 

circulación vascular. 

10.1371/journal.pone.0112275 

KMT2A/MLL 1 chr11:118373179-

118373189 

rs141727765 Muerte durante organogénesis (E11.5 y E14.5). Defectos 

hematopoyesis. 

10.1242/jcs.080523 

KMT2C 1 chr7:151962134-

151962144 

rs146238849 Muerte embrionaria. Penetrancia incompleta. Defectos 

crecimiento, oculares, infertilidad. 

10.1073/pnas.0607313103 

MMACHC 0 chr1:45973218-

45973227  

rs398124292 Muerte preimplantacional. Fallo en formación de blastocisto 

y eclosión de embriones en cultivo. Alteraciones en 

hembras heterocigotas. 

10.1016/j.ymgme.2014.05.002 

MYO18A 0,99 chr17:27446394-

27446404 

rs114765291 Muerte embrionaria previa a E13.5. Defectos en miocitos 

cardiacos. 

10.1074/jbc.RA118.004560 

NOC3L 0 chr10:96110027-

96110037 

rs564137729 Muerte con arresto en mórula y fallo en formación del 

blastocele.  

10.1016/j.bbrc.2013.07.061 

NR5A2 0,24 chr1:199996729-

200146552  

gen completo Muerte E7.5. Heterocigotos con niveles bajos de colesterol, 

aumento de ácidos biliares y acortamiento de crestas 

intestinales. 

10.1074/jbc.M401523200 

NRF1 1 chr7:129311285-

129311295 

rs146404476 Muerte embrionaria temprana (E3.5-E6.5). Baja 

proliferación celular y contenido de ADN mitocondrial. 

10.1128/MCB.21.2.644-

654.2001 

PAXIP1 1 chr7:154745911-

154745921 

rs376799795 Muerte embrionaria temprana E3.5-E5.5, o en algunos 

casos en E9.5. Retraso en desarrollo. 

10.1101/gr.3826505 
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Código 

GEN 
pLI¹ Región amplificada² Polimorfismo/gen³ Fenotipo KO Homocigoto⁴ Referencia (DOI) 

PIKFYVE 0 chr2:209179036-

209179046 

rs146158348 Muerte embrionaria antes de la implantación. Disminución 

de células MCI/TE y blastocele defectuoso. 

10.1074/jbc.M111.222364 

RAE1 1 chr20:55941872-

55941882 

rs147168854 Muerte embrionaria anterior a E8.5. Heterocigotos con 

defecto en mitosis y segregación de cromosomas. 

10.1083/jcb.200211048 

RBM19 0 chr12:114352870-

114352880 

rs201853997 Muerte preimplantacional anterior a E6.5.  Arresto en 

mórula y apoptosis. 

10.1186/1471-213X-8-115 

RFK 0,06 chr9:79002397-

79002407 

rs146146902 Muerte previa a E7.5. 10.1038/nature08206 

RFT1 0 chr3:53164412-

53164422 

rs185366134 Según IMPC embriones homocigotos con muerte E9.5-

12.5 

10.1016/j.ejmg.2018.07.023 

SMG6 0,98 chr17:2203527-

2203537 

rs151078665 Muerte prenatal 10.15252/embj.201489947 

TJP1 1 chr15:30053397-

30053407 

rs191883147 Mortalidad embrionaria durante organogénesis (E10.5-

11.5). Retraso crecimiento, defectos angiogénesis de 

placenta, tubo neural, alantoides. 

10.1091/mbc.e07-12-1215 

UBA5 0 chr3:132394747-

132394757 

rs114925667 Muerte embrionaria durante organogénesis (E12.5) 10.1074/jbc.M109.036814 

 

¹pLI mide la intolerancia a la pérdida de función considerando un gen haploinsuficiente si pLI≥0,9 y tolerante si pLI≤0,1.  
²Coordenadas de la región amplificada siguiendo la secuencia del genoma humano GRCh37/hg19. 
³Se indica el identificador de la región del polimorfismo (rs) o los casos en los que se ha amplificado el gen completo. 
⁴Descripción de fenotipo del modelo KO homocigoto en ratón según la fuente de datos “Mouse Genome Database” 



 MATERIAL Y MÉTODOS 

 81

4.6.2. Preparación de las librerías  

 Para la generación de las librerías (que se denomina al conjunto de 

amplicones o regiones de interés correctamente identificadas y amplificadas), a 

partir del ADN de la muestra y el panel Ampliseq diseñado, se realizó una 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) con el uso de la tecnología PCR 

multiplex AmpliSeq™ (Ion AmpliSeqTM Library Kit 2.0; Life Technologies, EE. 

UU.). Esta tecnología es capaz de generar todos los amplicones en una única 

reacción asignándoles códigos de barras "IonXpress Barcodes Adapter" para 

permitir multiplexar todas las muestras en una misma carrera de secuenciación 

(Figura 24).  

 

Figura 24. Esquema de preparación de librerías con la tecnología Ion AmpliSeq™ (Thermofisher, 
Alemania) 

 

Obtenidas las librerías se purificaron con el sistema de bolas magnéticas 

“Beckman Coulter™ Agencourt AMPurex XP” (ThermoFisher Scientific, EE. UU.) 

y para su cuantificación se realizó una qPCR utilizando el sistema "Kappa Library 
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Quantification Kit Ion Torrent" (Roche, Suiza), que permite un cálculo preciso de 

la concentración de cada librería para su normalización previa a la mezcla de 

todas las librerías. 

4.6.3. Templado y secuenciación  

El templado es la preparación que requiere el sistema Ion Torrent para la 

secuenciación de las muestras de ADN, disponiendo y reamplificando los 

amplicones sobre partículas esféricas que serán depositadas posteriormente en 

un chip semiconductor. Su preparación se realiza de forma automática en el 

equipo Ion Chef, utilizando el kit Ion 530 Kit-Chef (Life Technologies, EE. UU.) 

que genera fragmentos de hasta 400 pb (Figura 25). 

 

Figura 25. Representación del flujo de trabajo de Ion Torrent.  (Fuente: Ion Torrent Amplicon 
Sequencing, Application note, 2011) 

 

Por último, la secuenciación de las partículas ISPs (Ion Sphere Particles) 

se realizó en el equipo Ion GeneStudio S5 System (Ion Torrent, ThermoFisher 

Scientific, EE. UU.). Este tipo de secuenciación aprovecha el hecho de que la 

adición de un dNTP a un polímero de ADN libera un ion hidrógeno produciendo 

cambios en el pH. Millones de estos cambios de pH se miden simultáneamente 

usando semiconductores, y convirtiendo las señales químicas en digitales para 

finalmente determinar la secuencia de cada fragmento. 
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4.6.4. Análisis Bioinformático  

El análisis bioinformático se ha realizado con los parámetros de análisis 

establecidos en Torrent Suite 5.12.1 incluyendo: 

1. La eliminación de las secuencias de los adaptadores usados en la fase de 

preparación de las librerías y de los índices que identifican las distintas 

muestras.  

2. El alineamiento de las secuencias leídas frente al genoma humano de 

referencia (GRCh37/hg19) con el alineador Torrent Mapping Alignment 

Program (TMAP). En este punto se generan los archivos .bam. 

3. La identificación de los polimorfismos mediante Variant Caller a nivel germinal 

(es decir con 20-30X de cobertura) generando archivos tipo .vcf. (no 

anotados). 

4. La anotación de los polimorfismos mediante Ion Reporter 5.14.1.0 , con el 

que se obtuvieron los archivos .vcf anotados. 

 Tras la recepción de los archivos .vcf anotados, se utilizó la herramienta 

de programación RStudio (R versión 4.1.3) (RStudioTeam, 2020) para facilitar la 

gestión y el análisis de todos los datos. 

El estudio de las secuencias proteicas y características estructurales y 

funcionales de las proteínas se llevó a cabo consultando la base de datos de 

UniProt (uniprot.org), GeneCards (genecards.org) y Ensembl (Ensembl.org). 

Por último, para el estudio de los fenotipos que se producen tanto en la 

especie humana como en modelos animales, se utilizaron las bases de datos de 

MGI (informatics.jax.org), ClinVar (ncbi.nlm.nih.gov/clinvar) y OMIM (omim.org). 

4.6.5. Cultivo embrionario monitorizado mediante la tecnología en tiempo 

real (Time-lapse) 

Los ovocitos, una vez microinyectados, se cultivan con medio único (GTL 

PLUS, Vitrolife, Suecia) en un incubador con tecnología en tiempo real 

(EmbryoScope™, Vitrolife, Suecia) a 5,1% de O2, 6,3% de CO2 y 37ºC. Esta 

tecnología nos permite seguir el desarrollo y la morfocinética embrionaria sin 

tener que sacar los embriones del incubador, de donde únicamente saldrán para 
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realizarles la eclosión asistida, necesaria para la biopsia de los embriones 

(Sciorio et al., 2018). 

Cada ovocito se coloca en uno de los 12 pocillos que contiene la placa de 

cultivo del EmbryoScope, lo que nos permite seguir su desarrollo de forma 

individualizada. 

4.7. Obtención y purificación del material genético de los hisopos bucales de 

los progenitores. 

Para purificar el ADN de los hisopos bucales se han seguido las 

instrucciones del fabricante del kit Gentra Puregene Buccal Cell Kit (Qiagen, 

Alemania) utilizando los siguientes reactivos: 

- Solución de lisis 

- Solución RNasa A 

- Solución para precipitación de proteínas 

- Solución para hidratar el ADN 

- Isopropanol  

- Etanol al 70% en agua 

- Solución de glucógeno   

- Proteinasa K 

El protocolo se divide en 5 pasos detallados a continuación: 

1. Tras la obtención de células bucales mediante el raspado de la mucosa bucal 

(10 veces con el bastoncillo) una hora posterior a la ingesta de sólidos o 

líquidos como mínimo, se lleva a cabo la lisis celular introduciendo en un tubo 

cónico de 1,5ml (Eppendorf®, Alemania) la punta del bastoncillo junto con 

300 μl de solución de lisis y 1,5 μl de proteinasa K, dejándolo incubar a 55ºC 

en el termobloque durante toda la noche. Al día siguiente, se extrae la punta 

del bastoncillo del tubo cónico de 1,5ml escurriéndola fuertemente contra las 

paredes para recuperar el máximo líquido posible.  

2. Posteriormente se añaden 100 μl de solución para la precipitación de 

proteínas y proceder así a su eliminación agitándola 20 segundos en el 

mezclador de vórtice (vórtex) e incubando la solución en hielo durante 5 

minutos. Después se centrifuga (Gyrozen, Korea del Sur) la muestra durante 

3 minutos a 16000xg, acumulándose un pellet de proteínas en la base del 
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tubo que será desechada para recuperar el resto de contenido o 

sobrenadante que permanece líquido.  

3. Para la precipitación del ADN se mezcla en un tubo limpio 0,5 μl de glucógeno 

y 300 μl de isopropanol al 100% junto con el sobrenadante obtenido del paso 

anterior, se mezcla suavemente invirtiendo el tubo con delicadeza unas 50 

veces, y posteriormente se centrifuga durante 5 minutos a 16000xg. Se extrae 

el sobrenadante delicadamente para desecharlo con cuidado de que el pellet 

formado de ADN no se despegue, se vuelca el tubo y se deja secar sobre 

una superficie limpia de papel absorbente.  

4. A continuación, se añade 300 μl de etanol al 70% y se invierte el tubo varias 

veces hasta conseguir despegar el pellet, se centrifuga un minuto a 16000xg 

y se vuelve a desechar con cuidado el sobrenadante secando nuevamente el 

tubo sobre una superficie limpia de papel absorbente durante 5 minutos, 

asegurándonos de que el pellet continúa en el tubo. 

5. Por último, se procede a la hidratación del ADN añadiendo 100 μl de solución 

hidratante y mezclándolo bien mediante 5 segundos en el agitador vórtex 

para proceder a disolver el ADN incubándolo durante una hora a 65ºC. 

Después se deja incubando el tubo a temperatura ambiente y movimiento 

constante durante toda la noche y a la mañana siguiente, se da por finalizada 

su purificación midiendo la cantidad y calidad recuperada en el 

espectrofotómetro NanoDrop (Thermofisher, Alemania). 

4.8. Reacción en cadena de la polimerasa (PCR) convencional  

En aquellos casos en los que la mutación era relevante, se llevó a cabo 

una PCR convencional y una posterior secuenciación por el método de Sanger 

para la verificación de los resultados obtenidos. 

Para la PCR se diseñaron dos pares de cebadores: directo y reverso 

(forward y reverse) a partir de la secuencia genómica de la base de datos 

GenBank (referencia NG_021188.2) que incluyese la región a amplificar con el 

polimorfismo de interés. Los cebadores fueron sintetizados por Sigma-Aldrich 

(EE. UU.) y la secuencia nucleotídica fue la siguiente: 

Cebador Directo: 5'-GTTGCCAATTACTGCTCTTCTT-3' 

Cebador Reverso: 5'-AAGAGCTGCCTTTCACACC-3' 

Tamaño del amplicón: 300pb 
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La polimerasa utilizada para la PCR fue la enzima KAPA2G Fast HotStart 

DNA Polymerase (Roche, Suiza). La reacción se llevó a cabo con un volumen 

final de 25 μl y la mezcla consistía en (Tabla 6). 

 

Tabla 6. Condiciones empleadas para las amplificaciones por PCR a partir de ADN 

Reactivo Concentración Final Volumen 

KAPA2G ReadyMix  (PCR kit) 1X 12,5μl 

Cebador directo 0,5 μM 12,5μl 

Cebador reverso 0.5 μM 1,25μl 

ADN  1000ng/embrión 350ng/hisopo 1 o 5μl 

Agua de biología molecular  Hasta 25μl 

 

Las muestras se amplificaron en el termociclador (Mastercycler® personal 

Thermal Cycler, Eppendorf®, Alemania) según las indicaciones del fabricante. 

Las condiciones y fases del programa utilizado para la amplificación consistieron 

en una desnaturalización inicial de 2 min a 95ºC; 35 ciclos en los que se sucedía 

una desnaturalización (10s a 95ºC), una hibridación (10s a 53ºC) y una extensión 

(1s a 72ºC); y una extensión final de 1 min a 72ºC. Por último, el enfriamiento de 

la muestra a 4 ºC. La amplificación de las muestras se determinó mediante la 

lectura en gel de agarosa (1,5%), y aquellas que presentaron amplificación se 

purificaron con el Gel/PCR Purification Mini Kit (Favorgen Biotech Corporation, 

Austria) antes de enviarse a secuenciar. 

 La plataforma de genómica (IMIB-Pascual Parrilla) llevó a cabo la 

secuenciación de la muestra de ADN mediante el método de Sanger, y una vez 

obtenidas las secuencias se compararon los diferentes resultados con el fin de 

hallar la zona mutada. Se definió entonces la ausencia o presencia del 

polimorfismo y su carácter homocigoto o heterocigoto. 

4.9. Elaboración de un método de predicción de embarazo mediante IA 

 Para considerar los beneficios que la aplicación de los sistemas de 

Inteligencia Artificial podía aportar a este estudio, se contrató a la empresa 

Marbyt Smart Solutions for Biotechnology S.L. (Murcia), que realizó un estudio 

preliminar en base a los datos genéticos obtenidos durante la identificación de 

polimorfismos, junto con otros parámetros derivados del ciclo reproductivo.  

 



 MATERIAL Y MÉTODOS 

 87

4.9.1. Selección de datos 

El correcto tratamiento de los datos es crucial en este tipo de proyectos, 

por lo que es una de las fases que mayor tiempo conlleva. En cuanto a la 

selección de los embriones que iban a participar en este proyecto se 

determinaron los siguientes criterios de inclusión: 

- Aquellos embriones que procedían de parejas que habían tenido, al menos, 

un embrión positivo (que incluía RNV o aborto) y otro negativo (que incluía 

resultado de β-hCG negativo o bioquímico). Esto se traduce en que las 

pacientes seleccionadas tienen un endometrio funcional en cuanto a 

receptividad endometrial que, aunque pueda variar de un ciclo a otro, 

resuelve gran parte de la interferencia que pueda causar el factor endometrial 

sobre la implantación embrionaria, permitiendo así obtener información 

acerca de otros factores que puedan estar influyendo en el éxito o fracaso del 

embrión. Esta característica es esencial a la hora de entrenar al clasificador 

para discernir el potencial del embrión de resultar en embarazo o no. 

- Aquellos embriones de los que se disponía de datos cinéticos obtenidos 

mediante el sistema time-lapse. 

Los datos previamente anonimizados fueron cedidos para su análisis a la 

empresa Marbyt Smart Solutions for Biotechnology S.L. (Murcia). Por un lado se 

entregaron los datos clínicos de los pacientes junto con los datos morfológicos y 

cinéticos de los embriones (Tabla 7), y por otro, los datos crudos en formato .tsv 

obtenidos tras el análisis genético de la presente tesis, añadiendo los datos 

genéticos obtenidos del proyecto de investigación realizado por la Dr. Paula Cots 

(Cots, 2022). 
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Tabla 7. Datos clínicos, morfológicos y cinéticos para IA 

 Datos clínicos MF³ R⁴ Datos cinéticos5 

 Edad 
madre 

Edad 
Padre 

Edad 
donante 

Emb 
BX¹ 

Emb 
EU² 

Clasif. 
morfo 

Beta t2(h) t3(h) t4(h) t5(h) tB(h) 

P15E1 39 52 X 4 1 BE AA + 30,0734261 30,4067903 42,4120253 44,4562681 116,473719 

P15E4 42 55 X 5 1 BE CC - 24,7452222 34,7498872 35,0832803 36,4169264 100,808492 

P17E1 44 37 20 6 2 BH AA - 20,758975 30,1601983 30,4934919 42,632025 88,3932517 

P17E9 44 37 20 6 2 BE AA  + 24,5112458 35,1822794 35,1822794 47,6529128 100,130433 

P26E2 47 49 26 7 5 BE AA + 22,7086658 33,3789353 34,0457914 46,7343686 99,5847114 

P26E3 47 49 26 7 5 BH AA + 18,7083319 29,0463514 29,3798317 42,717425 95,6932297 

P28E12 40 Donante X 7 2 BE AB - 27,3425194 39,3468569 39,6823736 49,5378842 100,146821 

P28E15 40 Donante X 7 2 BE AA + 23,9907633 34,9974039 35,6643633 45,6961317 87,459785 
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P33E1 39 39 26 7 3 BE AA - 23,9260383 34,9421797 36,2766244 46,9473303 106,293684 

P33E8 39 39 26 7 3 BE AA + 24,2830464 36,6259789 37,29253 49,6315167 109,31261 

P45E3 46 41 25 8 4 BH AB + 25,1975294 26,1978583 44,5363319 48,4030197 97,3041856 

P45E8 46 41 25 8 4 BE AB - 24,210325 34,8798381 34,8798381 48,7496189 101,651857 

P48E11 39 44 24 4 3 BE AA + 24,7946064 26,4615453 31,4635092 38,4643681 - 

P48E12 37 42 18 3 2 BE AA + 27,5339511 39,2096106 41,543552 54,2337922 98,2901633 

P48E9 37 42 18 3 2 BE BB - 25,1901789 36,5355817 37,8688997 52,2265253 99,617442 

P50E11 41 43 X 5 1 BE BB + 24,5243075 35,5259467 37,8607581 47,9552539 115,392064 

P50E2 41 43 X 5 1 BE AA - 24,1678003 35,1715014 35,1715014 35,8383711 126,77361 

P56E3 50 51 28 7 3 BE AB - 21,4422003 32,4465842 36,4476908 43,1167081 97,6908197 
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P56E4 50 51 28 7 3 BE AA + 21,4444872 31,1159944 31,4516556 40,4510714 89,9815336 

P56E9 50 51 30 6 3 BE AA + 23,3189428 33,3198075 33,3198075 46,6563178 97,3055911 

P68E6 45 42 20 6 4 BH AA - 24,0465692 34,7196775 35,0541714 47,3892364 100,078356 

P68E9 45 42 20 6 4 BH AA - 23,3927372 35,0650042 35,7292825 50,4125683 88,8331095 

P72E2 39 36 20 9 7 BE AA + 24,3559767 35,0226347 35,0226347 47,8421411 97,7335639 

P72E8 39 36 20 9 7 BE AA - 26,3724408 36,0387169 36,0387169 50,1934256 93,0818689 

P74E1 30 30 X 3 2 BE AA  + 24,8891719 34,8950558 35,56179 47,2617494 101,871609 

P74E3 30 30 X 3 2 BE AA  - 23,2249178 32,5665344 34,5669675 42,5988231 99,5428972 

¹Embriones biopsiados (BX) 

²Embriones euploides (EU) 

³MF: morfología, clasificación morfológica 

⁴R:  Resultado, análisis de βhCG en sangre 

5Datos cinéticos: t2, t3, t4 y t5= momento de división en 2,3,4 y 5 células; tB= tiempo de llegada a blastocisto. (h)= horas.
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4.9.2. Selección de variables  

 Esta etapa fue crucial en este proyecto, ya que es recomendable 

tener al menos 10 observaciones (embriones en este caso) por variable 

estudiada para obtener unos resultados muy robustos. En este caso hubo que 

reducir el número de variables ya que éste excedía demasiado con relación al 

número de observaciones (embriones) disponibles. Se incluyeron finalmente las 

siguientes: 

- Variables morfológicas y clínicas: edad de la madre, edad del padre, % de 

embriones biopsiados (con respecto a fecundados), % de embriones 

euploides (con respecto a biopsiados), clasificación morfológica. 

- Variables cinéticas: t2, t3, t4, t5 y tB. 

- Variables genéticas: referencia genética del cambio genómico y genotipo 

alélico. 

 Por último, se añadieron las “etiquetas de resultado”, es decir, 

aquella clase o tipo final en la que se quieren clasificar las muestras problema, 

también conocida como “etiquetas de output”, seleccionando para ello el 

resultado de la β-hCG: “β-hCG positiva” o “β-hCG negativa”, ya que este valor 

representaría el éxito o fallo de la implantación embrionaria.  

4.9.3. Preprocesamiento de los datos 

 Debido a la naturaleza de los datos, antes de continuar con el 

entrenamiento, fue necesario su preprocesamiento. 

 En cuanto a las variables morfológicas y clínicas, como edad de la donante 

se tuvo en cuenta la edad de la madre en los casos de TRA con ovocitos propios. 

En los casos de espermatozoides procedentes de donación, la edad del padre 

se consideró como la media de donantes de esperma en España (18-35=27 

años). Con relación a la clasificación morfológica de los embriones se asignaron 

códigos en función del tipo de blastocisto (BE:0, BC:1, BH:2), calidad interna o 

MCI (en A:0, B:1, C:2) y calidad externa o TE (en A:0, B:1, C:2). 

 En cuanto a las variables cinéticas se tuvo que realizar un escalado para 

que aportaran información en la misma medida. Se utilizaron 2 tipos de escalado 

diferente (Min-Max y Z-Mean) para ver las variaciones y posibles mejoras en el 

modelo creado en fases posteriores. 
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 En cuanto a las variables genéticas el número era tan grande (1996 

variables), que se decidió llevar a cabo su reducción mediante un análisis 

estadístico de componentes principales o PCA, que permite extraer información 

en meta-variables conservando el 100% de la variabilidad de los datos y 

simplificando su complejidad. Tras ese proceso, resultó una tabla con 30 

columnas (30 meta-variables). 

 Finalmente, la tabla se estructuró con 26 filas (correspondientes a los 

embriones estudiados) y 43 columnas: 8 de variables morfológicas y clínicas, 5 

de variables cinéticas y 30 de meta-variables genéticas como se muestra a 

continuación (Figura 26): 

 
 

MVar1 … MVar8 CVar1 … CVar5 GPCA1 … GPCA30 Out 

Emb1 
          

Emb2 
          

… 
          

 
Emb26 

          

Figura 26. Estructura final de la tabla de datos 

 

4.9.4. Entrenamiento, validación y selección del modelo de clasificación 

 Estas tres etapas se realizan de forma conjunta, ya que el modelo o 

algoritmo de clasificación seleccionado será aquel que mejor puntuación 

balanceada obtenga tras la fase de entrenamiento y validación. 

 Entre los algoritmos de clasificación probados para este proyecto se 

escogieron 5 modelos que han demostrado ejercer una buena predicción en 

otras tareas similares de clasificación, los cuales se detallan a continuación: 

- Decision Tree o árbol de decisión es un modelo que divide los datos en 

subgrupos más pequeños y homogéneos en función de ciertos criterios, y 

cada subgrupo se representa por una hoja del árbol que indica la clase de los 

datos en ese subgrupo. El proceso de ramificación se repite hasta que se 

alcanza una condición de parada, como un número máximo de niveles o una 

cantidad mínima de datos en cada subgrupo. 

- Random Forest es un modelo en el que se crean múltiples árboles de 

decisión utilizando diferentes subconjuntos de datos y características 

aleatorias. Cada árbol de decisión en el conjunto de árboles se entrena con 
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un subconjunto diferente de datos y características, lo que permite obtener 

una variedad de modelos que combinan la aleatoriedad y la diversidad. 

- SVC o clasificador basado en máquina de soporte de vectores que tiene 

como objetivo encontrar el hiperplano que mejor separa dos clases de datos 

en un espacio de características de alta dimensión. En el caso de la 

clasificación binaria, este hiperplano es una línea que divide el espacio en 

dos regiones. Este modelo busca encontrar la línea que maximiza la distancia 

entre los puntos más cercanos de cada clase, lo que se conoce como “la 

margen”. 

- KNC es un proceso de clasificación que comienza con la elección del valor 

de k, que es el número de vecinos más cercanos que se utilizarán para 

determinar la clase de un nuevo punto de datos. Luego, se mide la distancia 

entre el nuevo punto de datos y todos los demás puntos de datos en el 

conjunto de entrenamiento. Los k puntos de datos más cercanos se 

seleccionan como los vecinos más cercanos. 

- Gaussian Naive Bayes se construye utilizando una distribución de 

probabilidad Gaussiana para cada clase. Una vez que se tienen las 

distribuciones de probabilidad, el modelo puede predecir la clase de una 

nueva instancia mediante el cálculo de la probabilidad condicional de cada 

clase dado los valores de las características de la nueva instancia. La clase 

con la probabilidad condicional más alta se asigna a la instancia. 

 Para llevar a cabo la fase de entrenamiento y validación se dividieron los 

embriones en 2 sets de datos: 80% de los datos (21 embriones) se destinaron a 

la fase de entrenamiento y 20% de los datos (5 muestras) para validar o 

comprobar la efectividad del modelo en una situación “desconocida”. 

 Durante la etapa de entrenamiento se lleva a cabo la fase de aprendizaje, 

que se completa utilizando la técnica de “Cross Validation”. Gracias a ella se 

divide la fase de entrenamiento en 5 sub-fases (CV=5), y cada una de ellas 

incluye un entrenamiento y validación. De esta forma, la construcción del modelo 

es mucho más robusta, ya que de manera aleatoria se selecciona un 20% de los 

datos para una validación interna. El valor de puntuación es una media de todos 

los valores de puntuación (Balanced Score) obtenidos en cada una de las vueltas 

o “folds” del Cross Validation.  
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 Por otro lado, con el objetivo de establecer los mejores hiper-parámetros 

del modelo, se ha hecho uso de la función GridSearchCV, en la que se puede 

realizar de manera automática todas las combinaciones de hiper-parámetros 

seleccionados y devolver los que mejores resultados arrojan. 

 La totalidad de la fase de entrenamiento se ha realizado con la librería 

SciKit-Learn de Python.
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5. RESULTADOS 

5.1. Muestra poblacional 

 La población de pacientes reclutada para participar en el proyecto consta 

de 84 parejas, en las que se incluyen 93 ciclos de reproducción asistida (algunas 

pacientes llevaron a cabo más de un ciclo durante su tratamiento), utilizando 

tanto ovocitos pertenecientes a la paciente (ovocitos propios), un 57% de las 

parejas (48), como ovocitos pertenecientes a una donante anónima (ovocitos 

donados), un 43% de las parejas (36), y 11 de las parejas utilizaron semen de 

donante para llevar a cabo su tratamiento (Tabla 9).  

5.1.1. Dotación cromosómica de los embriones 

 De los 93 ciclos seleccionados (cada ciclo hace referencia a una sola 

punción, incluyendo todos los embriones que se generen en ella), se realizó la 

biopsia en un total de 497 embriones, obteniendo 249 embriones euploides de 

los cuales se transfirieron 134 embriones, que son los que se han incluido en 

este trabajo.  

 Al analizar el origen de los ovocitos de todos los embriones biopsiados, se 

observó que los embriones que provenían de ovocitos propios mostraban una 

diferencia significativa en cuanto a la euploidía que presentaban comparados 

con los embriones que provenían de ovocitos donados, como se detalla a 

continuación en la Tabla 8. 

 

Tabla 8. Contingencia de la dotación cromosómica de los embriones obtenidos a partir de 
ovocitos propios o donados. 

 Dotación Cromosómica 

Euploides Aneuploides y 

mosaicos 

 

Total  

 

Origen de los 

embriones 

Ovocitos donados 

(54,7%) 

56,4% (127) * 43,5% (98) 225 

Ovocitos propios 

(45,3%) 

44,8% (122) 55,1% (150) 272 

 

Total 

249  

(134 transferidos) 

248  

497 

497 

Prueba de Fisher. P-value= 0,016.   

*A (B), donde “A” es el porcentaje y “B” la N total  
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Tabla 9. Datos clínicos de los pacientes que participaron en el estudio. 

Código 
paciente 

Edad 
madre 

Edad   
padre 

Edad 
donante¹ 

Tipo de Transferencia: 
Embrión transferido² 

Calidad 
embrionaria³ 

Resultado 
Beta⁴ 

Resultado 
Final5 

Éxito final por 
pareja6 

P1 37 44 23 DET: P1E12+P1E9 BE AA + BE AA +  RNV RNV 
P2 40 40 PROPIOS SET: P2E2 BE AA - - NO RNV 
P3 32 39 PROPIOS SET: P3E5 BH BA + RNV RNV 
P4 39 46 PROPIOS SET: P4E3 BE AA + BQ NO RNV 
P5 43 48 20 SET: P5E12;  

DET: P5E13+P5E16;  
SET: P5E4 

BH BA; 
BT C + BH BC;  
BC BB 

-; 
+ ; 
 - 

-; 
BQ; 
 - 

NO RNV 

P6 40 DONANTE 27 SET: P6E13 BH BB - - NO RNV 
P7 40 44 PROPIOS DET: P7E7+P7E8 BH BC + BH BC +  RNV  RNV 
P8 40 43 PROPIOS SET: P8E5;P8E9 BC BB; BE AA +; + AB; RNV RNV 
P9 40 47 PROPIOS SET: P9E2  BE AA + RNV RNV 
P10 34 36 PROPIOS SET: P10E17 BE AA + RNV RNV 
P11 40 42 PROPIOS SET: P11E5  BE AA + RNV RNV 
P12 50 52 20 SET: P12E18; P12E2; P12E4 BE AA; BE AB; BEAB +; +; - BQ; AB; - NO RNV 
P13 36 38 26 SET: P13E6 BE BC + RNV RNV 
P14 40 DONANTE PROPIOS SET: P14E1 BE AA   + RNV RNV 
P15 39/42* 52/55 PROPIOS SET: P15E1; P15E4 BE AA; BE CC +; - RNV; - RNV 
P16 36/37* 36/37 PROPIOS SET: P16E4; P16E5 BE AA; BE AA -; - -; - NO RNV 
P17 44 37 20 SET: P17E1; P17E9 BH AA; BE AA -; + -; RNV RNV 
P18 34 37 PROPIOS SET: P18E8 BE AA + RNV RNV 
P19 36 37 PROPIOS SET: P19E1 BE CC + RNV RNV 
P20 29 29 PROPIOS SET: P20E2; P20E3 BE AA; BE AA -; - -; - NO RNV 
P21 40 DONANTE PROPIOS SET: P21E4  BE AA - - NO RNV 
P22 37 39 PROPIOS SET: P22E5 BH AA + RNV RNV 
P23 42 35 PROPIOS SET: P23E2 BE AA + RNV RNV 
P24 39 39 PROPIOS SET: P24E4 BE AA + RNV RNV 
P25 45 DONANTE 26 SET: P25E10 BE AA + RNV RNV 
P26 47 49 26 SET: P26E2; P26E3 BE AA; BH AA +; + AB; BQ NO RNV 
P27 39 41 PROPIOS SET: P27E1; DET: P27E3+P27E6 BH BB; BE AA + BE AA -; + -; BQ  NO RNV 

Continua 
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Código 
paciente 

Edad 
madre 

Edad   
padre 

Edad 
donante¹ 

Tipo Transferencia: 
embriones transferidos² 

Calidad embrionaria³ Resultado 
Beta⁴ 

Resultado 
Final5 

Éxito final por 
pareja6 

P28 40 DONANTE PROPIOS SET: P28E12; P28E5  BE AB; BE AA -; + -; RNV RNV 
P29 42 44 25 SET: P29E14; P29E3 BE AB; BH BB -; - -; - NO RNV 
P30 37 31 PROPIOS DET: P30E1+P30E3;  

SET: P30E4 
BE BB + BEAA;  
BE CC 

+ ; 
  - 

BQ; 
  - 

NO RNV 

P31 40 37 PROPIOS SET: P31E3 BE AA  + RNV RNV 
P32 38 40 PROPIOS SET: P32E2 BE BB - - NO RNV 
P33 39 39 26 SET: P33E1; P33E8 BE AA; BE AA -; + -; RNV RNV 
P34 35 38 PROPIOS SET: P34E17 BH AB + RNV RNV 
P35 33 49 PROPIOS DET: P35E6+P35E7 BE AA + BE AA -  -  NO RNV 
P36 33 34 PROPIOS DET: P36E1+P36E10;  

SET: P36E11; P36E4;  
         P36E5; P36E6; P36E7 

BEAA+BEAA; 
BEBB; BEBB; 
BEAC; BEBB; BEAB 

- ; 
-;-; 
-;-;- 

- ; 
-;-; 
;-;-;- 

NO RNV 

P37 39 41 PROPIOS SET: P37E1  BE AB + RNV RNV 
P38 43 44 18 SET: P38E2; P38E3 BEAB; BEAB +; + RNV; AB RNV 
P39 43 29 PROPIOS SET: P39E2 BE AA - - NO RNV 
P40 33 33 PROPIOS SET: P40E2 BE BB - - NO RNV 
P41 35 35 PROPIOS SET: P41E5 BE AA + RNV RNV 
P42 31 30 PROPIOS SET: P42E2 BC AA + RNV RNV 
P43 34 37 PROPIOS SET: P43E7 BE AA + RNV RNV 
P44 30 32 PROPIOS SET: P44E5 BC AB - - NO RNV 
P45 46 41 25 SET: P45E3; P45E8 BH AB; BE AB +;  - AB;  - NO RNV 
P46 28 38 PROPIOS SET: P46E7 BE AB + RNV RNV 
P47 40 51 29 SET: P47E5 BE AB + RNV RNV 
P48 37/39* 42/44 24 SET: P48E12; P48E9; P48E11 BE AA; BE BB; BE AA +; -; + RNV; -; RNV RNV 
P49 39 43 PROPIOS DET: P49E3+P49E4 BE AA+BE AA -  - NO RNV 
P50 41 43 PROPIOS SET: P50E11; P50E2 BE BB; BE AA +; - RNV; - RNV 
P51 40 40 PROPIOS SET: P51E3 BEAA + AB NO RNV 
P52 27 30 19 DET: P52E10+ P52E6 BEAA + BEAA +  RNV  RNV 
P53 38 44 20 SET: P53E14; P53E2 BEBB; BEAB -;- -;- NO RNV 
P54 45 36 21 DET: P54E1+P54E9 BEBB+BE AC +  RNV  RNV 
P55 36 45 PROPIOS DET: P55E12+P55E2 BEAB+BEBB + BQ  NO RNV 
P56 50 51 28 SET: P56E3; P56E4; P56E9 BEAB; BEAA; BEAA -; +; + -; AB; BQ NO RNV 
P57 37 49 PROPIOS SET: P57E7 BEAA + BQ NO RNV 
P58 33 DONANTE 18 DET: P58E1+P58E12 BEAB+BEAA  +  RNV  RNV 
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Código 
paciente 

Edad 
madre 

Edad   
padre 

Edad 
donante¹ 

Tipo Transferencia: 
embriones transferidos² 

Calidad 
embrionaria³ 

Resultado 
Beta⁴ 

Resultado 
Final5 

Éxito final por pareja6 

P59 38 DONANTE PROPIOS SET: P59E4 BE AA - - NO RNV 
P60 37 39 PROPIOS SET: P60E4 BE AA + RNV RNV 
P61 43 DONANTE PROPIOS SET: P61E3 BH AA + RNV RNV 
P62 42 41 19 SET: P62E8 BE AA + RNV RNV 
P63 32 DONANTE 21 SET: P63E9 BE AA - - NO RNV 
P64 29 31 PROPIOS SET: P64E3 BE AA + RNV RNV 
P65 43 40 19 SET: P65E8 BE BB + BQ NO RNV 
P66 46 35 24 SET: P66E7 BE AB + RNV RNV 
P67 46 44 22 SET: P67E2 BE AA + BQ NO RNV 
P68 45 42 20 SET: P68E6; P68E9 BH AA; BH AA -; -  -; -  NO RNV 
P69 36 34 20 SET: P69E7 BH BB - - NO RNV 
P70 36 36 PROPIOS SET: P70E3 BE AB +  RNV  RNV 
P71 38 41 PROPIOS DET: P71E1+P71E11 BHAA+BEAA -  -  NO RNV 
P72 39 36 20 SET: P72E2; P72E8 BEAA; BEAA +; - RNV; - RNV 
P73 36 37 PROPIOS SET: P73E3 BE AA +  RNV  RNV 
P74 30 30 PROPIOS SET: P74E1; P74E3 BEAA; BEAA +; - RNV; - RNV 
P75 44 48 25 SET: P75E1; P75E7; P75E9 BEAA; BEBB; BEAA -;+;- -;RNV;- RNV 
P76 51 46 24 SET: P76E3 BE AA - - NO RNV 
P77 41 37 21 DET: P77E16+P77E17 BEAA+BEAA +  RNV  RNV 
P78 38 33 29 SET: P78E10 BEAA + BQ NO RNV 
P79 49 45 18 SET: P79E5; P79E11 BEAA; BEAA -; +  -; BQ NO RNV 
P80 38 33 PROPIOS SET: P80E1 BEAA + RNV RNV 
P81 37 36 PROPIOS SET: P81E1 BEAA + RNV RNV 
P82 32 DONANTE PROPIOS SET: P82E4 BEAA - - NO RNV 

P83 34 DONANTE 27 SET: P83E2  BC BB + RNV RNV 

P84 41 41 23 DET: P84E2+P84E4;  
SET: P84E5 

BEAA+BEAA;  
BEAA 

 - ; 
 - 

 - ; 
 - 

NO RNV 

¹Edad de las donantes en los casos de tratamiento de ovodonación, o la indicación de PROPIOS si se han utilizado los ovocitos de la madre o receptora. 
²Tipo de transferencia realizada: DET= transferencia de 2 embriones A+B (en negrita); SET= transferencia de un solo embrión. Cada transferencia está separada por punto y coma “;”.  
³Clasificación según criterios de ASEBIR (BE=Blastocisto Expandido, BC=Blastocisto Cavitado, BH=Blastocisto en Eclosión (Hatching en inglés), BT=Blastocisto Temprano. Las dos iniciales siguientes 
indican primero la calidad de la masa celular interna y segundo el trofoectodermo (“BE AB”: Blastocisto expandido con MCI calidad A y TE calidad B). 
⁴ Resultado del análisis de la beta-hCG en sangre por transferencia. Resultado positivo (+), > 5mUI/mL, o negativo (-). 
5 Resultado final del embarazo por transferencia (“RNV” = recién nacido vivo, “-“= negativo, “BQ” = bioquímico, “AB” = aborto primer trimestre. 
6Resultado de embarazo por pareja logrado = RNV o fracasado = no RNV. 
(*) Pacientes que realizaron más de un ciclo de RA se indica las diferentes edades en las que se llevaron a cabo separados por una barra diagonal “/”. 
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5.1.2. Clasificación de los embriones  

 Cada embrión fue catalogado de forma individual como positivo o 

negativo, según los resultados de la medición de β-hCG; o como “recién nacido 

vivo” (RNV), “negativo” (-), “bioquímico” (BQ) o “aborto” (AB) si se tenía en cuenta 

toda la evolución del embarazo. De esa forma aquellos casos en los que se 

realizaba una doble transferencia con resultado clínico positivo o negativo, se 

consideraba cada embrión de forma individual como 2 embriones positivos o 2 

embriones negativos. Los negativos, bioquímicos y abortos se han englobado en 

el grupo de los “no recién nacidos vivos” con el fin de analizar el éxito final del 

tratamiento (no RNV) (Tabla 10). 

 

Tabla 10. Descripción de los resultados clínicos por embrión 

Resultado Beta 

% (N) 

Resultado Final 

% (N) 

 

 

Positivos 

 

 

58,2% (78) 

RNV 40,3% (54) 

Bioquímico 12,7% (17)  

NO RNV 

 

59,7% (80) Aborto 5,2% (7) 

Negativos  41,8% (56) Negativos  41,8% (56) 

 

 En la Tabla 9 se pueden consultar los resultados clínicos tras la 

transferencia embrionaria. Como algunas de las transferencias fueron dobles (2 

embriones o DET), en concreto 15 de ellas, el total de transferencias realizadas 

fue de 119; y de las 15 transferencias múltiples, 6 de ellas fueron positivas, 

correspondiendo en su totalidad a gestaciones múltiples obteniendo 2 recién 

nacido vivos, y el resto negativas. 

 El máximo número de transferencias realizadas por paciente fue de 6. 

 De los 134 embriones transferidos, 62 de ellos correspondían a embriones 

donados y 72 a embriones propios. Al considerar tanto el resultado de la 

medición de la β-hCG como el resultado clínico final de todos los embriones en 

función del origen ovocitario (propio o donado), no se han encontrado diferencias 

estadísticamente significativas mediante la prueba exacta de Fisher (test de 

Fisher) (Tabla 11). 
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Tabla 11. Contingencia de la β-hCG y los RNV con relación al origen de los ovocitos 

 Beta – 

N (%) 

Beta + 

N (%) 

No RNV 

N (%) 

RNV 

N (%) 

Ovocitos donados  25 (18,7) 37 (27,6) 39 (29,1)  23 (17,2) 

Ovocitos propios 31 (23,1)  41 (30,6)  41 (30,6)  31 (23,1) 

Test de Fisher    P-value (Beta)= 0,86  P-value (RNV)= 0,60 

 

 Finalmente, el porcentaje de las parejas que consiguieron el éxito en el 

embarazo después de todas las transferencias realizadas a lo largo del proyecto 

fue del 56%, cuyos datos se reflejan en la última columna de la Tabla 10. 

5.1.3. Rango de edades en las receptoras 

 La edad de las receptoras en el momento de la transferencia presentaba 

una media de 38 años, y se han encontrado diferencias estadísticamente 

significativas en cuanto al rango de edades en las que se obtenían gestaciones 

evolutivas frente a las que no, siendo menor el porcentaje de RNV en el grupo 

con mayor rango de edad. La media de edad del grupo de los RNV era de 

37,7±4,7 años frente a la media de 39,9±5,6 años que presentaba el grupo de 

los no RNV (n de RNV= 54, n de no RNV= 80) (Figura 27). 

 

 
Figura 27. Representación de rango de edades en función del resultado clínico RNV. 
Prueba T-Student con P-value=0.014.  
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 Al separar los resultados en función de la procedencia del ovocito (propio 

o donado), la diferencia es más evidente en el grupo de ovocitos donados, donde 

es mayor, estadísticamente significativa, la media de edad del grupo de no RNV 

(43,7±4,7 años), respecto a RNV (38,9±5,4 años). Sin embargo, en el grupo de 

ovocitos de origen propio, la diferencia no es significativa, siendo la media de 

edad de no RNV de 36,3±3,6 años y RNV 36,8±3,9 años (Figura 28). 

 

            

 

Figura 28. Representación de rango de edades según la procedencia de gameto femenino 

Prueba T-Student con P-value (donados)=0,0009 y P-value (propios)=0,54 

5.2. Análisis in silico de genes de interés 
 

 En la Tabla 5 (apartado de material y métodos 4.6.1.) se muestran los 27 

genes detallando su código genético, el valor pLI que define la haploinsuficiencia, 

la región amplificada del gen conforme a la secuencia del genoma humano 

GRCh37/hg19, la localización del polimorfismo deletéreo, los fenotipos más 

característicos que presenta el modelo homocigoto KO en ratón de cada gen, y 

la referencia (DOI) de su artículo científico. La falta de expresión de cada uno de 

los genes escogidos para el estudio provoca muerte embrionaria, dando 

prioridad a la que ocurre durante el periodo cercano a la implantación. 

 En aquellos genes en los que el modelo KO de ratón no estaba disponible 

en la base de datos de “Mouse Genome Database” (MGI) 

(https://www.informatics.jax.org) , se consideraron las referencias del consorcio 

IMPC (International Mouse Phenotyping Consortium) 

Donados Propios 
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(https://www.mousephenotype.org/) para describir el fenotipo correspondiente, 

como es el caso del gen RFT1.  

5.3. Análisis de resultados y selección de marcadores polimórficos. 

Para la selección de mutaciones potencialmente deletéreas se estudió 

cada mutación, su localización y su posible efecto dañino sobre los embriones. 

Para ello:  

- Las mutaciones detectadas en homocigosis en embriones que dieron lugar a 

un RNV se catalogaron como no dañinas, por lo que también fueron 

descartadas en los embriones negativos (recogidas en Anexo 1).  

- Se descartaron las mutaciones sinónimas, es decir, aquellas en las que el 

cambio de base en su ADN no produce un cambio de aminoácido en la 

proteína final, por lo que no se consideran potencialmente dañinas. 

- Se descartaron todas las mutaciones intrónicas que entraban dentro del 

rango de la secuenciación, a excepción de las que se localizaban en las 

zonas de empalme (en inglés splicing site) o en zonas de regulación de la 

expresión (UTR 3´y 5´). 

- Se seleccionaron las mutaciones en homocigosis que producían un codón de 

terminación prematuro o cambio en el patrón de lectura. 

- Se seleccionaron las mutaciones en homocigosis de cambio de aminoácido 

en la proteína final que cumplían los requisitos del algoritmo de filtrado 

IMHOTEP (del inglés Integrating Molecular Heuristics and Other Tools for 

Effect Prediction), basado en un árbol de toma de decisiones a partir de otros 

predictores de malignidad popularmente utilizados: MutationTaster2, 

MutPred, FATHMM y PolyPhen-2 (Knecht et al., 2017).  

5.4. Análisis de mutaciones 

5.4.1. Tipo de mutaciones  

 Antes de proceder al análisis y filtrado de las mutaciones para identificar 

aquellas deletéreas y no deletéreas en el desarrollo embrionario temprano, se 

clasificaron los distintos tipos de mutaciones detectadas en los embriones en 

función de su manifestación a nivel genético (Tabla 12). 
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Tabla 12. Clasificación de las mutaciones en función de su manifestación a nivel genético 
 

Naturaleza Mutaciones RNV 
Homocigotos¹ 

no RNV 
Homocigotos² 

% mutaciones % RNV 
Homocigotos 

% no RNV 
Homocigotos 

Intrónicas 377 31 43 44,8 47,0 45,3 

utr_3 123 12 23 14,6 18,2 24,2 

Missense 166 6 10 19,7 9,1 10,5 

Sinónimas 90 10 10 10,7 15,2 10,5 

utr_5 25 3 4 3,0 4,5 4,2 

Aguas arriba 21 4 3 2,5 6,1 3,2 

Aguas abajo 6 0 1 0,7 0,0 1,1 

Marco de lectura/deleción 18 0 1 2,1 0,0 1,1 

Sin sentido 9 0 0 1,1 0,0 0,0 

Zona de empalme_3 4 0 0 0,5 0,0 0,0 

Zona de empalme_5 2 0 0 0,2 0,0 0,0 

Marco de lectura/inserción 1 0 0 0,1 0,0 0,0 

Total 842 66 95 100% 100% 100% 

 
¹RNV Homocigotos se refiere a los embriones con resultado positivo o recién nacido vivo y la mutación en homocigosis. 
²no RNV Homocigotos se refiere a los embriones con resultado negativo, bioquímico o aborto y la mutación en homocigosis.
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 Se registraron un total de 842 mutaciones, la mayoría aparentemente 

inocuas, es decir que correspondían a zonas intrónicas, UTR, aguas 

arriba/aguas abajo y sinónimas (76,3%). 

 No hay diferencias estadísticamente significativas con relación al tipo de 

mutación que presentan los embriones que dieron lugar a RNV frente a las de 

no RNV, aunque el número de mutaciones totales encontradas en positivos 

homocigotos (RNV) es ligeramente menor al de las encontradas en negativos 

homocigotos (no RNV) (66 vs 95, respectivamente). 

5.4.2. Mutaciones no deletéreas en el desarrollo embrionario temprano 

 Para evaluar las mutaciones potencialmente deletéreas en el desarrollo 

embrionario temprano, lo primero que hicimos fue recopilar todas las mutaciones 

que aparecían en homocigosis en embriones positivos, y que por lo tanto 

consideramos como no dañinas con respecto al desarrollo embrionario 

temprano. Esto nos permitía poder descartarlas en los sucesivos análisis de 

embriones negativos, bioquímicos, o que hubiesen resultado en aborto. 

 Al final del estudio compusimos un listado de 66 mutaciones que 

nombramos como “no deletéreas”, y que se pueden consultar en el Anexo 1. 

5.4.3. Mutaciones potencialmente deletéreas en el desarrollo 

embrionario temprano 

 Después de proceder al filtrado de las mutaciones potencialmente 

deletéreas para el desarrollo temprano siguiendo los criterios explicados en el 

apartado de material y métodos, obtuvimos 5 polimorfismos presentes en 

embriones negativos (incluyendo negativos, bioquímicos y aborto). Tres de ellos 

pertenecen al gen F2, uno al gen PIKFYVE y otro al gen RAE1 (Tabla 13). 

 Todos los polimorfismos aparecen en homocigosis excepto RAE1, que al 

tener un valor pLI de 1, podría actuar ejerciendo un efecto dominante negativo 

sobre el mismo. 

 Las mutaciones de los genes PIKFYVE y RAE1 corresponden a cambio 

del marco de lectura introduciendo un codón stop prematuro, y las otras 3 

mutaciones del gen F2 son de cambio de aminoácido.  
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Tabla 13. Descripción de mutaciones potencialmente deletéreas en el desarrollo embrionario temprano 

Gen pLI¹ Embriones 

portadores² 

Genotipo Cambio genómico³ Cambio proteico⁴ Resultado 

clínico 

PIKFYVE 0 P4E3 Homocigoto chr2:209179025A>* Frameshift Deletion p.Leu568fs BQ 

F2 0 P5E12 Homocigoto chr11:46749646C>T Missense p.Pro411Ser - 

P33E1 Homocigoto chr11:46750236A>T Missense p.Ile441Leu - 

P4E3 Homocigoto chr11:46751102T>A Missense p.Phe549Ile BQ 

RAE1 1 P4E3 Heterocigoto chr20:55941902C>* Frameshift Deletion p.Pro139fs BQ 

 

¹pLI mide la intolerancia a la pérdida de función considerando un gen haploinsuficiente si pLI≥0.9 y tolerante si pLI≤0.1.  
²Código de embriones “PXEY”, donde PX es el número de paciente y EY el número de embrión correspondiente. 
³Localización del cambio genómico. A>B, donde A es el nucleótido de referencia y B el nucleótido detectado. “*” hace referencia a la deleción del nucleótido de 
referencia. 
⁴Los cambios de la secuencia proteica están nombrados en inglés como Frameshift,Deletion: mutación con cambio de marco de lectura (en este caso por 
deleción del nucleótido de referencia), Missense: mutación con cambio de sentido (cambio del nucleótido de referencia
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5.4.4. Detección del polimorfismo chr2:209179025A>* del gen PIKFYVE 

mediante PCR convencional y secuenciación de Sanger a partir las 

muestras de ADN embrionario y progenitores 

 Para validar los resultados y verificar las lecturas obtenidas tras la NGS 

del embrión P4E3 (mutación chr2:209179025A>* en homocigosis), se procedió 

a la amplificación de la muestra de ADN embrionaria mediante la técnica PCR 

convencional, incluyendo el ADN procedente de los hisopos bucales de sus 

progenitores recogidos en una de las fases del proyecto Embryogene.  

  Al revelar las muestras de PCR en el gel de agarosa, se detectó 

señal positiva en las tres calles correspondiente al ADN embrionario y 

progenitores paterno y materno (Figura 29). 

 

Figura 29. PCR convencional de la región que incluye el polimorfismo chr2:209179025A>* del 

gen PIKFYVE sobre las muestras del embrión P4E3 y sus progenitores.  

 Posteriormente se secuenciaron las muestras mediante la técnica Sanger, 

detectándose el genotipo mutado únicamente en el embrión y en heterocigosis, 

a diferencia de lo detectado por el panel Ampliseq. Sin embargo, el genotipo de 

los progenitores no presentaba dicha mutación (Figura 30).  
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Figura 30. Cromatograma de secuenciación de Sanger correspondiente al ADN de los 

progenitores (arriba) y del embrión P4E3 (abajo) incluyendo el polimorfismo chr2:209179025A>* 

de PIKFYVE. 

5.4.5. Otras mutaciones potencialmente deletéreas en el desarrollo 
embrionario temprano presentes en embriones negativos. 

 

 Las mutaciones recogidas en la Tabla 14 se han descrito, según los 

predictores bioinformáticos, como potencialmente peligrosas cuando se 

presentan en homocigosis. Sin embargo, en el presente estudio, han sido 

detectadas en heterocigosis, aunque el resultado de la transferencia ha sido 

negativo. 
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Tabla 14. Descripción de mutaciones potencialmente deletéreas cuando aparecen en homocigosis. 

Gen pLI¹ Embriones 
portadores 

Genotipo Cambio genómico² Cambio proteico³ Resultado clínico 

NR5A2 0,24 P36E11 Heterocigosis chr1:200017554T>* Frameshift Deletion p.Phe240fs - 

P20E2 Heterocigosis chr1:200080331T>* Frameshift Deletion p.Asp372fs - 

RFT1 0 P75E1 Heterocigosis chr3:53164412C>T Missense p.Gly2Asp - 

ABCA1 0 P36E11 Heterocigosis chr9:107546660A>G Missense p.Val2241Ala - 

P20E2 Heterocigosis chr9:107550322G>A Missense p.Ala2028Val - 

P57E7 Heterocigosis chr9:107550766T>C Missense p.Arg2004Gly BQ 

P50E2 Heterocigosis chr9:107555450A>G Splice Site - 

P30E1 Heterocigosis chr9:107562834A>T Nonsense p.Leu1577Ter BQ 

P29E3 Heterocigosis chr9:107564342A>G Missense p.Leu1564Pro - 

P15E4 Heterocigosis chr9:107568555A>T Nonsense p.Cys1477Ter - 

P74E3 Heterocigosis chr9:107568654G>* Frameshift Deletion p.Ile1445fs - 

P56E4 Heterocigosis chr9:107578618C>T Missense p.Ala1182Thr AB 

P82E4 Heterocigosis chr9:107581959C>* Frameshift Deletion p.Gly1050fs - 

P56E9 Heterocigosis chr9:107582262G>* Frameshift Deletion p. p.Leu1017fs BQ 

P27E1 Heterocigosis chr9:107584807C>* Frameshift Deletion p.Gly933fs - 

P29E3 Heterocigosis chr9:107586755T>* Frameshift Deletion p.Ile883fs - 
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Gen pLI¹ 
Embriones 
portadores 

Genotipo Cambio genómico² Cambio proteico³ Resultado clínico 

ABCA1 0 

P45E3 Heterocigosis chr9:107591422G>* Splice Site AB 

P36E10 Heterocigosis chr9:107593999C>* Frameshift Deletion p.Gly540fs - 

P4E3 Heterocigosis chr9:107602723G>* Frameshift Deletion p.Thr298fs BQ 

RFK 0,06 P2E2 Heterocigosis chr9:79002397C>T Missense p.Arg129Gln - 

KMT2A 1 P35E7 Heterocigosis chr11:118373179G>A Missense p.Arg2191Gln - 

F2 0 

P2E2 Heterocigosis chr11:46744793T>* Frameshift Deletion p.Ile127fs - 

P53E2 Heterocigosis chr11:46747515G>* Frameshift Deletion p.Arg224fs - 

P28E12 Heterocigosis chr11:46749544A>T Splice Site - 

P33E1 Heterocigosis chr11:46750213G>* Splice Site - 

P36E4 Heterocigosis chr11:46760932A>T Nonsense p.Lys615Ter - 

GDF3 0 P56E9 Heterocigosis chr12:7842840G>T Nonsense p.Cys243Ter BQ 

MYO18A 0.99 P36E5 Heterocigosis chr17:27446450T>C Missense p.Met578Val - 

 

¹pLI mide la intolerancia a la pérdida de función considerando un gen haploinsuficiente si pLI≥0.9 y tolerante si pLI≤0.1.  
²Código de embriones “PXEY”, donde PX es el código del paciente y EY el código del embrión correspondiente. 
³Localización del cambio genómico. A>B, donde A es el nucleótido de referencia y B el nucleótido detectado. “*” deleción del nucleótido de referencia. 
⁴Los cambios de la secuencia proteica están nombrados en inglés como Frameshift Deletion: mutación con cambio del marco de lectura por deleción, Missense: mutación 
con cambio de sentido, Nonsense: mutación sin sentido, esta mutación produce un codón stop en la proteína, que viene indicado con las siglas “Ter” de terminación,  Splice 
Site: mutación localizada en un sitio de empalme. 
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5.4.6. Otros hallazgos de interés 

  En la Tabla 15 se han recogido aquellos polimorfismos que aparecen 

como deletéreos en homocigosis según la base de datos de gnomAD, o que no 

han sido descritos hasta la fecha, identificados en embriones heterocigotos que 

han obtenido un resultado de β-hCG positivo, indicando que la presencia del 

polimorfismo en una sola copia del gen no estaría relacionada con el fallo de 

implantación del embrión. 

  Se han encontrado mutaciones en varios embriones no hermanos, como 

la localizada en rs1060499568 del gen MMACHC (mutación por cambio del 

marco de lectura por inserción chr1:45973216*>A) que aparece en 2 embriones; 

o la localizada en rs185366134 del gen RFT1 (mutación por pérdida de sentido 

chr3:53164412C>T) presente en 4 embriones no hermanos. 

 El valor pLI en todos ellos no supera el 0.9, exceptuando la mutación del 

gen MYO18A cuyo embrión no ha sufrido ningún efecto negativo en su evolución 

al perder una copia del gen, dato incoherente con su categoría de 

haploinsuficiencia. 

  Se exponen 2 casos de embriones homocigotos para una mutación con 

cambio de sentido en el gen ABCA1 (chr9:107646709T>C) y otra en el gen F2 

(chr11:46750995C>T) sin predicción bioinformática de carácter deletéreo con 

resultado negativo.  

 Por último, en la Tabla 16 se han recogido aquellos embriones con 

resultado clínico negativo que presentaban más de una mutación potencialmente 

deletérea. 
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Tabla 15. Polimorfismos catalogados como deletéreos en homocigosis (gnomAD) o sin previa descripción en gnomAD, localizados en embriones 
heterocigotos que han evolucionado hacia β-hCG positiva 

Gen pLI 
Embriones 

portadores 
Genotipo Cambio genómico Cambio proteico Resultado clínico 

NR5A2 

0,24 P37E1 Heteterocigoto chr1:200008822C>A Missense p.Pro34His RNV 

0,24 P38E3 Heteterocigoto chr1:200014707T>C Missense p.Leu153Pro RNV 

0,24 P77E16  Heteterocigoto chr1:200080447C>T Nonsense p.Gln410Ter RNV 

MMACHC 0 
P48E12 Heteterocigoto chr1:45973194TG>* Frameshift Deletion p.Val83fs RNV 

P19E1, P23E2 Heteterocigoto chr1:45973216*>A Frameshift Insertion p.Arg91fs** RNV 

RFT1 0 
P19E1, P24E4, 

P38E2, P54E9 
Heteterocigoto chr3:53164412C>T Missense p.Gly2Asp*** RNV 

ABCA1 

0 P41E5 Heteterocigoto chr9:107560726C>T Nonsense p.Trp1699Ter RNV 

0 P62E8 Heteterocigoto chr9:107568596G>* Frameshift Deletion p.Gln1464fs RNV 

0 P38E2 Heteterocigoto chr9:107582217G>A Nonsense p.Gln1032Ter RNV 

0 P61E3 Heteterocigoto chr9:107591405A>G Missense p.Met636Thr RNV 

0 P25E10 Heteterocigoto chr9:107595010G>A Nonsense p.Gln452Ter RNV 

0 P38E2 Heteterocigoto chr9:107599320C>T Missense p.Glu418Lys RNV 

0 P41E5 Heteterocigoto chr9:107602726G>* Frameshift Deletion p.Ser297fs RNV 

0 P67E2 
 

Homocigoto chr9:107646709T>C Missense p.Ile101Val BQ 
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Gen pLI 
Embriones 

portadores 
Genotipo Cambio genómico Cambio proteico Resultado clínico 

RFK 0,06 P43E7 Heteterocigoto chr9:79002447T>C Splice Site RNV 

F2 

0 P7E8 Heteterocigoto chr11:46740842T>A Nonsense p.Cys19Ter RNV 

0 P3E5 Heteterocigoto chr11:46748387G>* Frameshift Deletion p.Trp377fs RNV 

0 P31E3 Heteterocigoto chr11:46749647C>T Missense p.Pro411Leu RNV 

0 P26E2 Homocigoto chr11:46750995C>T Missense p.Ala513Val AB 

RBM19 0 P74E1 Heteterocigoto chr12:114352772A>G Splice Site RNV 

GDF3 0 P3E5 Heteterocigoto chr12:7842643T>C Missense p.Asn309Ser RNV 

MYO18A 0,99 P48E11 Heteterocigoto chr17:27446366C>* Frameshift Deletion p.Asp606fs RNV 

 
¹pLI mide la intolerancia a la pérdida de función considerando un gen haploinsuficiente si pLI≥0.9 y tolerante si pLI≤0.1.  
²Código de embriones “PXEY”, donde PX es el código del paciente y EY el código del embrión correspondiente. 
³Localización del cambio genómico. A>B, donde A es el nucleótido de referencia y B el nucleótido detectado. “*” hace referencia a la deleción del nucleótido de 
referencia. 
⁴Los cambios de la secuencia proteica están nombrados en inglés como Frameshift,Deletion: mutación con cambio del marco de lectura por deleción, 
Frameshift,Insertion: mutación con cambio del marco de lectura por inserción, Missense: mutación con cambio de sentido, Nonsense: mutación sin sentido,  
Splice Site : mutación localizada en un sitio de empalme. 
**Mutación patogénica según ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1421/?new_evidence=true) 
***Mutación de significado incierto según ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/697945/?new_evidence=true) 
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Tabla 16. Embriones con más de una mutación potencialmente deletérea identificada 

Embrión¹ Gen  pLI² Genotipo Cambio genómico³      Cambio proteico⁴                               Resultado clínico 

P2E2 

  

RFK 0,06 Heterocigosis chr9:79002397C>T missense p.Arg129Gln  

- F2 0 Heterocigosis chr11:46744793T>* frameshift p.Ile127fs 

P4E3 

  

  

  

PIKFYVE 0 Homocigosis chr2:209179025A>* frameshift deletion p. Leu568fs  

 

 

BQ 

F2 0 Homocigosis chr11:46751102T>A missense p.Phe549Ile 

RAE1 1 Heterocigosis chr20:55941902C>* frameshift deletion p. Pro139fs 

ABCA1 0 Heterocigosis chr9:107602723G>* frameshift p.Thr298fs  

P20E2 

  

NR5A2 0,24 Heterocigosis chr1:200080331T>* frameshift p.Asp372fs  

- ABCA1 0 Heterocigosis chr9:107550322G-A missense p.Ala2028Val  

P29E3 

  

ABCA1 0 Heterocigosis** chr9:107564342A>G missense p.Leu1564Pro  

- ABCA1 0 Heterocigosis** chr9:107586755T>* frameshift p.Ile883fs 

P33E1 

  

F2 0 Homocigosis chr11:46750236A>T missense p.Ile441Leu  

- F2 0 Heterocigosis chr11:46750213G>* splicesite 

P36E11 

  

NR5A2 0,24 Heterocigosis chr1:200017554T>* frameshift p.Phe240fs  

- ABCA1 0 Heterocigosis chr9:107546660A>G missense p.Val2241Ala 

P56E9 

  

ABCA1 0 Heterocigosis chr9:107582262G>* frameshift p. p.Leu1017fs  

BQ GDF3 0 Heterocigosis chr12:7842840G>T nonsense p.Cys243Ter 

¹ Código de embriones “PXEY”, donde PX es el código del paciente y EY el código del embrión correspondiente. 
² pLI mide la intolerancia a la pérdida de función considerando un gen haploinsuficiente si pLI≥0.9 y tolerante si pLI≤0.1. 
³Localización del cambio genómico. A>B, donde A es el nucleótido de referencia y B el nucleótido detectado. “*” deleción del nucleótido de referencia. 
⁴Los cambios de la secuencia proteica están nombrados en inglés como Frameshift Deletion: mutación con cambio del marco de lectura por deleción, Missense: mutación 
con cambio de sentido, Nonsense: mutación sin sentido, esta mutación produce un codón stop en la proteína, que viene indicado con las siglas “Ter” de terminación, Splice 
Site: mutación localizada en un sitio de empalme. 
**Posible Heterocigoto compuesto. 
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5.4.7. Esquema proteico de las mutaciones relevantes 

 Algunas de las mutaciones encontradas pueden producir una proteína 

truncada si apareciesen en homocigosis o heterocigosis con haploinsuficiencia. 

En este grupo incluiríamos todas aquellas con una alteración proteica tipo 

cambio de marco de lectura o mutación sin sentido. 

 Conforme a nuestros resultados, lo genes PIKFYVE, F2, MMACHC, 

MYO18A, ABCA1, RAE1, NR5A2 y GDF3 presentan este tipo de mutación, por 

lo que a continuación, se ha representado de forma gráfica la proteína WT y 

cómo sería la potencialmente mutada según su localización. Para ello se ha 

tenido en cuenta la localización de sus dominios según la base de datos de 

Uniprot (Figura 31 a 37). 

 

Figura 31. Esquema proteico del gen PIKFYVE (WT) y su mutante (mutant) (Brennan, 2018) 

 

 

Figura 32. Esquema proteico del gen F2 y sus mutantes (a la derecha el resultado clínico 

obtenido) (Brennan, 2018).  

- Negativo 

Negativo 

Negativo 

Negativo 
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Figura 33. Esquema proteico del Gen MYO18A y su mutante (resultado clínico debajo del código 

embrionario) (Brennan, 2018). 

 

 

Figura 34. Esquema proteico del Gen ABCA1 y sus mutantes (a la derecha el resultado clínico 

obtenido) (Brennan, 2018). 
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Figura 35. Esquema proteico del Gen NR5A2 y sus mutantes (a la derecha el resultado clínico 

obtenido) (Brennan, 2018). 

 

Figura 36. Esquema proteico del Gen MMACHC y sus mutantes (a la derecha el resultado clínico 

obtenido) (Brennan, 2018). 

 

  

Negativo 

Negativo 

RNV 



RESULTADOS 

 117 

 

Figura 37. Esquema proteico del Gen RAE1 y la variante mutante (resultado clínico debajo del 

código embrionario). 

 Respecto al gen GDF3, presenta una mutación que introduce un codón 

stop en el aminoácido 243, lo que conlleva una pérdida completa del factor de 

crecimiento que en condiciones normales es separado por una proteasa de su 

propéptido mediante corte entre los aminoácidos 250 y 251. 

5.5. Método de selección embrionaria mediante IA 

5.5.1. Selección del modelo de clasificación embrionaria 

 Se obtuvieron distintos valores de puntuación balanceada para cada uno 

de los modelos probados, usando las dos estrategias de estandarización para 

los datos cinéticos (Zvalue y Min-Max) (Tabla 17). 

 El clasificador basado en máquina de soporte de vectores (SVC) sin 

ADABoost con ZValue es el que mejor resultados ofrece en cuanto a la 

puntuación del Cross Validation (aprendizaje). Sin embargo, no ocurre lo mismo 

con la puntuación del Test (validación), lo que sugiere un claro sobreajuste en 

los datos de entrenamiento u “overfitting”. En general, ADABoost no mejora el 

algoritmo básico (exceptuando el modelo Random Forest con ZValue). 

 

Negativo 
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Tabla 17. Puntuación balanceada de los distintos modelos de clasificación probados 

Modelo ADABoost ZValue Min-Max 

CV Score Test Score CV Score Test Score 

Decision Tree No 0,650 0,583 0,700 0,583 

Si 0,533 0,000 0,533 0,000 

Random 
Forest 

No 0,383 0,167 0,650 0,583 

Si 0,467 0,333 0,467 0,333 

SVC No 0,767 0,333 0,433 0,167 

Si 0,333 0,333 0,333 0,333 

KNC No 0,567 0,333 0,567 0,333 

Gaussian 
Naive Bayes 

No 0,500 0,500 0,500 0,500 

Si 0,5 0,500 0,5 0,500 

  

 El siguiente modelo con mejores resultados de puntuación del Cross 

Validation es Decision Tree con Min-Max. En este modelo (sin ADABoost), los 

resultados con el set de datos Test son superiores a 0,5, sugiriendo que no existe 

“overfitting”. No obstante, el set de datos de Test era muy pequeño (5 

observaciones), por lo que es estrictamente necesario probarlo con un set de 

datos más grande.  

5.5.2. Aplicación del modelo Decision Tree  

 Finalmente, ha sido el modelo Decision Tree sin ADABoost con Min-Max 

el que se ha tomado como referencia para seguir estudiando. La matriz de 

confusión obtenida tras su aplicación durante la validación se puede observar en 

la Figura 38, donde tres de las muestras se clasificaron de manera correcta: dos 

β-hCG positivos y uno negativo. 
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Figura 38. Matriz de confusión con el set de datos test. Se representa el grado de acierto en la 

clasificación de cada una de las muestras (5) en β-hCG positiva o negativa. En el eje Y se 

muestra la clasificación real de las muestras, mientras que en el eje X se muestra la clasificación 

realizada por el modelo supervisado. 

 Analizando la construcción de este modelo, al ser un árbol de toma de 

decisiones se puede extraer información muy valiosa acerca de cómo se ha 

formado, observando en qué basa sus decisiones para la clasificación entre 

embarazo o no embarazo (en este caso β-hCG positiva o negativa). A priori, de 

todas las variables introducidas en el sistema, las que parecen tener más peso 

en la clasificación son el tipo de blastocisto, la meta-variable genética PC1, la 

edad de la donante de óvulos (este concepto se refiere a la edad de la paciente 

que ha sido sometida a la punción ovocitaria) y la variable cinética t3 (Figura 39). 

 

Figura 39. Estructura del árbol de decisiones entrenado.  
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6. DISCUSIÓN 

6.1. Selección embrionaria y PGT-A 

 Una de las grandes aspiraciones de la medicina reproductiva se centra en 

lograr la tecnología capaz de identificar y seleccionar el embrión con mayor 

potencial reproductivo, traducido en el embrión que posea buena capacidad para 

implantar, desarrollase y obtener un recién nacido vivo sano en casa (Tiegs et 

al., 2021). Con esta herramienta, sería posible hacer frente a la pérdida de 

embarazo espontánea que ocurre desde el momento de la fecundación hasta las 

20 semanas de gestación, y que se estima que afecta a un 10-15% de los 

embarazos al año (Grandone et al., 2021).  Además, en un pequeño porcentaje 

de esas mujeres (3-5%), puede convertirse en recurrente (Tise et al., 2021) y se 

ha visto como mujeres con historia previa de pérdida de embarazo son más 

propensas a volver a sufrir otro episodio (Magnus et al., 2019; Grandone et al., 

2021). 

 Muchos de estos embriones no llegan a implantar, y así se define el fallo 

repetido de implantación (RIF del inglés Recurrent Implantation Failure) como la 

ausencia de embarazo clínico tras la transferencia de 4 embriones de “buena 

calidad” en un mínimo de 3 ciclos de RA, considerando que estos pacientes son 

de buen pronóstico reproductivo (Coughlan et al., 2014). El porcentaje de 

pacientes que sufre el RIF puede alcanzar el 15% y superarlo en casos de 

infertilidad (Busnelli et al., 2020).   

 La mayoría de las interrupciones de embarazo se asocian a un origen 

genético, y en concreto las alteraciones cromosómicas han demostrado su 

efecto deletéreo sobre la implantación y desarrollo embrionario, presentes no 

sólo en mujeres de edad avanzada, donde claramente son más frecuentes, sino 

también en otro tipo de pacientes que se someten a TRA para lograr el embarazo 

(Brezina & Kutteh, 2015; Sciorio et al., 2020; Yang et al., 2022). Recientemente, 

la presencia de aneuploidías ha sido descrita en un alto porcentaje de mujeres 

con edades inferiores a los 20 años (Charalambous et al., 2023).  

 Gracias al avance de las TRA y la genética molecular, analizar el estado 

genético de los embriones previamente a su transferencia al útero materno es 

una práctica muy común en las clínicas de RA, y los cribados genéticos que se 
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ofrecen consisten en el análisis de alteraciones cromosómicas numéricas (PGT-

A), estructurales (PGT-SR), o alteraciones monogénicas (PGT-M) relacionadas 

con enfermedades hereditarias específicas (como fibrosis quística, enfermedad 

de Huntington, etc) (Matteo, 2022). 

 La práctica del diagnóstico genético preimplantacional ha sido muy 

recomendada en pacientes que obtienen un buen número de embriones de 

buena calidad y que previamente han sufrido múltiples episodios de 

transferencias embrionarias con resultado fallido (Gleicher & Orvieto, 2017). A 

su vez, se ha convertido en una alternativa muy esperanzadora para pacientes 

con historia clínica de pérdida gestacional recurrente, logrando el embarazo tras 

la transferencia de embriones euploides (Wang et al., 2019).  

 Sin embargo, existe cierta controversia en cuanto a su utilización debido 

a algunos casos de nacimiento de bebés sanos tras la transferencia de 

embriones clasificados como aneuploides o mosaico (Patrizio et al.,2019; 

Gleicher et al., 2023). Además, el hecho de que la biopsia embrionaria se centra 

en 8-10 células del trofoectodermo, cuya línea celular difiere de la MCI, es un 

dato relevante que crea bastante cautela a la hora de interpretar los resultados 

y extrapolarlos a todo el embrión (Gleicher & Orvieto, 2017). Estudios en ratón 

revelan una capacidad de autocorrección de las aneuploidías en la MCI y TE 

más allá del estadio de blastocisto, siendo incluso mayor en la línea celular de la 

MCI (Bolton et al., 2016). El grupo de la Dra. Marta Shahbazi, utilizando una 

reciente plataforma de cultivo para prolongar el desarrollo de embriones 

humanos tras la implantación, también detectó cambios en la dotación 

cromosómica de células embrionarias que habían sido clasificados como 

aneuploides según la biopsia de trofoectodermo realizada en día 5 de desarrollo, 

y, por el contrario, en día 9 los embriones presentaban euploidía en sus células. 

Estos resultados podrían indicar que existe también una capacidad de 

autocorrección en embriones humanos posterior al estado de blastocisto, similar 

a la que ocurre en ratón (Shahbazi et al., 2020).  
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 A pesar de todo, continúan los trabajos que defienden el PGT como mejor 

herramienta de selección embrionaria, y abogan por un niPGT que se espera 

que pronto pueda ponerse en marcha (Cimadomo et al., 2023). 

 Por otro lado, entre los factores que influyen en la pérdida de embarazo 

ajenos a las aneuploidías se han propuesto otros como el grosor endometrial, el 

microbioma uterino, defectos genéticos o aneuploidías que no son detectadas 

con PGT-A, causas inmunológicas, endocrinas, deterioro de los embriones 

durante su manipulación por congelación/descongelación o biopsia, entre otros 

(Maxwell et al., 2016; Meldrum, 2016; Meldrum & de Ziegler, 2016). 

  En otras especies animales existen alteraciones genéticas ajenas a las 

cromosomopatías, tipo SNPs, que desembocan igualmente en fallos de 

implantación e interrupción del embarazo (Voss et al., 2000; Guo et al., 2002; 

Wanderling et al., 2007; Yurttas et al., 2008; Stetson et al., 2012; Rosario et al., 

2014; Su et al., 2018). Con el propósito de seguir esta línea de investigación en 

el ser humano nació el proyecto Embryogene y el resultado de esta tesis, ya que, 

con la tecnología genética actual, la aplicación de ese tipo de valoración sería 

posible en la clínica de RA, pero todavía no se han definido biomarcadores 

fiables que permitan su cribado y lo conviertan en una herramienta adicional y 

disponible para la selección embrionaria humana. 

 En el presente trabajo, se ha reclutado un grupo de pacientes que se 

sometían a un tratamiento de ICSI con PGT-A en el que, a partir del ADN de 

embriones euploides, se estudiaban determinadas regiones genéticas 

previamente seleccionadas, con el fin de identificar posibles biomarcadores 

causantes de fallo de implantación o interrupción del desarrollo embrionario 

temprano. 

6.2. Muestra poblacional  

 Primeramente, se evaluó el porcentaje de alteraciones numéricas 

(aneuploidías) presentes en todas las muestras embrionarias que fueron 

biopsiadas, comparando aquellas cuyo origen ovocitario había sido donado con 

las que provenían de ovocitos de la propia pareja. Se comprobó que existía una 

diferencia estadísticamente significativa, con un mayor porcentaje de 

alteraciones numéricas en aquellos casos en los que los ovocitos procedían de 
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la paciente. Este dato concuerda con otros estudios que apoyan el hecho de que 

la edad avanzada de los progenitores influye sobre la dotación cromosómica 

aneuploide de los embriones (McCoy et al., 2015; Demko et al., 2016; Simon et 

al., 2018; Gruhn et al., 2019). 

 En cuanto a la población seleccionada, ni el origen de los ovocitos 

(donados o propios), ni la edad de las receptoras fueron motivo de exclusión, y 

analizando hasta qué punto ambos factores influían en los resultados clínicos del 

tratamiento, se observó que con relación al origen de los ovocitos no había 

diferencias significativas. Sin embargo, el grupo de pacientes con ovocitos 

donados mostraba diferencias estadísticamente significativas con relación a la 

edad de la receptora, obteniendo mayor porcentaje de RNV cuanto menor era la 

edad de las pacientes. Realmente, la media de edad en el grupo de pacientes 

que utiliza ovocitos donados es significativamente mayor que el grupo de 

pacientes de ovocitos propios (43,7 años en el grupo de ovocitos donados vs 

36,3 años en el grupo de ovocitos propios para no RNV y 38,9 años en el grupo 

de ovocitos donados vs 36,8 años en el grupo de ovocitos propios para RNV). 

Este dato conduce a pensar que, independientemente de que se transfieran 

embriones con dotación cromosómica euploide, la edad materna avanzada 

influye sobre otros aspectos ajenos a los embriones, contrariamente a 

publicaciones anteriores (Navot el al., 1991; Paulson et al., 1997; Shapiro et al., 

2016; Simon et al., 2018; Rubio et al., 2019). 

 De todas formas, hay otras características, como el índice de masa 

corporal (IMC), grosor endometrial o niveles de progesterona que no se han 

tenido en cuenta en este trabajo, y que podrían ayudar a discernir de forma más 

precisa los factores que afectan a los resultados clínicos, por lo que considero 

relevante incluirlos en futuros estudios (Liu et al., 2018). 

 De las 84 parejas seleccionadas para el proyecto, 43 lograron el 

nacimiento de un recién nacido vivo (56%) contando con todas las transferencias 

embrionarias que llevaron a cabo en la clínica. Si se tiene en cuenta el porcentaje 

de partos por transferencia (40,3%), los resultados concuerdan con los obtenidos 

en el registro de la SEF del año 2020 (39,7%) (SEF, 2020), pero todavía existe 

un importante rango de mejora, por lo que considero relevante proseguir la 
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identificación de las causas vinculadas al factor embrionario que estén 

provocando el fallo de implantación e interrupción temprana del embarazo. 

6.3. Panel Ampliseq  

 El panel Ampliseq utilizado incluye 27 genes, seleccionados mediante 

análisis in silico a partir del estudio de modelos KO en ratón para genes que 

producen muerte embrionaria y, aunque podría haber enfermedades del ser 

humano adulto relacionadas con alteraciones en algunos de los genes 

estudiados, se desconocen las repercusiones que podrían tener durante el 

desarrollo embrionario humano. 

 Para predecir el carácter deletéreo de las mutaciones encontradas se ha 

utilizado una predicción computacional, en este caso IMOTHEP (Knecht et al., 

2017), ya que en la mayoría de los casos no hay datos experimentales en 

humanos que incluyan estas variantes concretas. El ratón KO es letal según las 

revisiones bibliográficas, pero el hecho de que cualquiera de estos polimorfismos 

corresponda a un alelo KO, hipomorfo o incluso deletéreo permanece incierto en 

repetidas ocasiones. 

 Respecto a los tipos de mutaciones estudiadas (missense, nonsense, 

splicesite, etc), no se encontraron grandes diferencias entre los que afectaban a 

embriones que dieron lugar a RNV vs los que no. Existe un número total de 

mutaciones en homocigosis detectadas en embriones positivos (RNV) 

ligeramente menor que el obtenido en los embriones negativos (no RNV), 

aunque en general destaca el alto número de mutaciones en ambos grupos. Esto 

concuerda con trabajos realizados con secuenciación del genoma embrionario 

completo (WGS), en los que se describe la existencia de millones de variantes o 

mutaciones heredadas, así como variantes de novo, que surgen tras la 

fecundación (Peters et al., 2015; Murphy et al., 2020; Kumar et al.,2022).  

 Entre los genes analizados en el proyecto, 3 de ellos han resultado más 

relevantes en cuanto a su posible efecto deletéreo: F2, PIKFIVE y RAE1. 

 El gen F2 codifica para la proteína protrombina, un factor de coagulación 

que participa en numerosas funciones celulares, entre ellas la coagulación, 

angiogénesis, la proliferación celular y el sistema inmune (Martineau et al., 2004; 

Hurley et al., 2013). Su modelo KO en ratón cursa con muerte embrionaria de 

penetrancia incompleta alrededor del día 10 de gestación (Sun et al., 1998; Xue 
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et al., 1998), y la alteración de este gen en humanos está asociada a una 

enfermedad rara que cursa con trastornos en la coagulación (Lancellotti et al., 

2013; Daneshi et al., 2018). Mediante estudios de proteómica en placentas de 

mujeres con pérdida temprana de embarazo se ha detectado la participación de 

esta proteína durante el desarrollo embrionario, cuyo defecto predispone a 

trombosis, una de las causas principales que desencadenan la pérdida de 

embarazo (Pan et al., 2018).  

 En el presente estudio, este gen se secuenció por completo, y entre los 

polimorfismos detectados cabe destacar como potencialmente deletéreos 3 de 

ellos que aparecían en homocigosis, de tipo missense o cambio de sentido, que 

provoca un cambio en la secuencia proteica. Los embriones afectados fueron: 

P5E12 (chr11:46749646C>T) y P33E1 (chr11:46750236A>T), cuya mutación 

afectaba al aminoácido 411 y 441 respectivamente, y el análisis de β-hCG en 

sangre fue negativo; y P4E3 (chr11:46751102T>A), que obtuvo como resultado 

clínico un embarazo bioquímico y cuya mutación se localizaba en el aminoácido 

549 (Tabla 13). La protrombina está formada por 622 aminoácidos que se 

disponen en 3 fragmentos (fragmento 1, fragmento 2 y dominio proteasa), 

constituyendo la forma inactivada de la proteína. Para dar lugar a su forma activa, 

la trombina, la protrombina debe perder los fragmentos 1 y 2 y conservar 

únicamente el dominio proteasa que se encuentra en el extremo C-terminal, el 

cual comienza a partir del aminoácido 272 (Pozzi et al., 2014). Las 3 mutaciones 

mencionadas se localizaron en el dominio proteasa de la proteína, por lo que 

podrían tener un efecto deletéreo alterando su función. Ninguna de las 3 

mutaciones, que según la predicción computacional estarían clasificadas como 

deletéreas, se encuentra en la base de datos de gnomAD, es decir, no han sido 

descritas anteriormente en el ser humano, bien porque su frecuencia es 

irrelevante, o bien porque su letalidad impide que hayan podido ser identificadas 

en el individuo adulto (Karczewski et al., 2020).  

 Otro dato por considerar en el embrión P33E1, es la presencia de otra 

mutación de F2 en heterocigosis. Dicha mutación se localiza en un sitio de 

empalme o splicesite (chr11:46750213G>*). Splicing es el nombre que recibe el 

proceso de eliminación de intrones en un gen, y cuando la mutación se localiza 

en esta región, puede dar lugar a diferentes escenarios, entre ellos la exclusión 
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de un exón, la retención de parte del intrón o la inclusión de secuencias intrónicas 

(Scotti & Swanson, 2016; Vaz-Drago et al., 2017). Cualquiera de estos cambios 

puede desencadenar tanto en la formación de una proteína truncada o con 

secuencia alterada, como en la introducción de un codón de parada prematuro 

que finalmente produzca la pérdida de función de la proteína (Singh & Cooper, 

2012). Dicho esto, se concluye que el embrión P33E1 correspondería a un caso 

de heterocigosidad compuesta, referida a aquellos individuos que portan dos 

variantes diferentes en el mismo gen, una en cada copia del gen y que puede 

tener como consecuencia un efecto recesivo en el fenotipo (Jiang et al., 2015). 

En este caso un alelo contendría la mutación missense del aminoácido 441 y el 

otro la mutación de splicesite mencionada (además de la misma mutación 

missense del otro alelo que se presentaba en homocigosis). 

 Por otro lado, el embrión P26E2 presentó también una mutación en 

homocigosis chr11:46750995C>T tipo missense localizada en el aminoácido 513 

cambiando una alanina por una valina. A pesar de que esta mutación no ha sido 

clasificada como deletérea según las predicciones bioinformáticas utilizadas, 

además de que tampoco se ha descrito hasta la fecha en la base de datos de 

gnomAD con carácter homocigoto (aunque sí en heterocigosis), su hallazgo 

resultó también de interés al aparecer únicamente en un embrión que resultó en 

aborto, por lo que no se puede descartar que no esté relacionado con el resultado 

clínico obtenido (Tabla 15). 

 Por último, se detectaron otros polimorfismos en heterocigosis en 5 

embriones con resultado negativo tras el análisis de β-hCG en sangre (Tabla 14) 

estando su presencia en homocigosis catalogada como deletérea según la 

predicción computacional. El polimorfismo chr11:46744793T>* presente en el 

embrión P2E2 produce un cambio del marco de lectura por deleción a partir del 

aminoácido 127. Esta mutación sí aparece en la base de datos de gnomAD en 

heterocigosis, por lo que en este caso no puede considerarse que esté 

involucrado en el fallo de implantación, aunque su hallazgo ilustra sobre la 

incidencia en la población de embriones estudiados y la gravedad potencial que 

supondría encontrarla en homocigosis si se aumentara el número de casos a 

estudiar. El resto de los polimorfismos no han sido descritos en la base de datos 

de gnomAD ni en homocigosis ni en heterocigosis, por lo que, teniendo en cuenta 
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el resultado clínico, se podría pensar que puedan haber influido en el fracaso de 

la implantación.  

 Con los hallazgos encontrados, sería interesante verificar el genotipo del 

embrión mediante PCR convencional y secuenciación de Sanger. Después se 

podrían realizar ensayos funcionales tipo cultivo celular para identificar la 

actividad de la proteína mutada, y finalmente crear un modelo animal transgénico 

para comprobar el efecto de esa mutación en ratón y evaluar el posible daño 

durante la implantación embrionaria. Con respecto a las mutaciones que 

aparecen en heterocigosis y que han sido consideradas hallazgos interesantes, 

habría que seguir considerándolas como biomarcadores potenciales hasta que 

la presencia de un RNV no demostrase lo contrario, por lo que el aumento del 

número de embriones a estudiar sería un requisito indispensable y quizás el 

principal para continuar esta investigación y obtener conclusiones más robustas. 

 El gen PIKFYVE sintetiza una enzima con 2098 aminoácidos que actúa 

sobre el metabolismo de los fosfolípidos de membrana (PIs), en concreto 

PtdIns(3,5)P2/PtdIns5P, por ello se relaciona también con la homeostasis de los 

endosomas/lisosomas, con el transporte retrógrado, las vías de degradación y la 

autofagia celular (Sbrissa et al., 1999; Rutherford et al., 2006; Martin et al., 2013; 

Bissig et al., 2017). La falta de expresión del gen en ratón (individuos KO) 

provoca muerte embrionaria en el estadio de 32-64 células (Ikonomov et al., 

2011); en otros organismos como Caenorhabditis elegans y Drosophila, la 

pérdida de función de este gen se asocia con alteraciones en el desarrollo y 

letalidad temprana (Nicot et al., 2006; Rusten et al., 2006). En el ser humano, la 

presencia de determinados polimorfismos en PIKFYVE son causantes de la 

distrofia corneal moteada, una enfermedad rara autosómica dominante que se 

caracteriza por múltiples opacidades asintomáticas no progresivas que se 

diseminan por todo el estroma corneal (Li et al., 2005). Esta enfermedad fue 

descrita por primera vez en 1957, y en el año 2012 se publicó el hallazgo de una 

paciente con distrofia corneal moteada que presentaba una nueva mutación en 

el aminoácido 1389 con una deleción de 4 bases, ocasionando un cambio en el 

marco de lectura y un codón stop prematuro que provocaba un impacto 

significativo sobre la función de la proteína. Hasta esa fecha, todas las 

mutaciones descritas habían sido localizas en regiones anteriores al aminoácido 
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1389, es decir que, incluso apareciendo una mutación con una localización 

posterior, sigue causando alteraciones relevantes sobre la función de la proteína 

(Kawasaki et al 2012). 

 La proteína del gen PIKFYVE, a la hora de regular los niveles de PIs, no 

actúa de forma independiente, sino formando un complejo denominado PAS en 

el que están implicados otros dos genes: Sac3 y ArPIKfyve (Shisheva, 2012). En 

un principio parecía interesante plantear el estudio del complejo entero en futuras 

investigaciones, puesto que es el conjunto de los 3 genes el que colabora en 

mantener los niveles de PIs PtdIns (3,5) P2/PtdIns5P en las células (Shisheva, 

2012). Sin embargo, para estos genes el modelo KO de ratón cursa con letalidad 

poco después de nacer; el ratón ArPIKfyve (-/-) lo hace 1 o 2 días tras su 

nacimiento, y el ratón Sac3 (-/-) pasados 45 días (Chow et al., 2007; Zhang et 

al., 2007), por lo que de momento se descartaría su estudio con respecto a la 

investigación del periodo periimplantacional. 

 Para el estudio de este gen se seleccionó una región localizada en el exón 

14 de los 43 exones que componen este gen. Como se detalla en material y 

métodos, estas regiones fueron seleccionadas teniendo en cuenta aquellas que 

contenían polimorfismos que no se encontraban en homocigosis en la población 

y cuyo fenotipo no había sido descrito como benigno. Tras su estudio, se 

identificó la mutación chr2:209179025A>* en homocigosis de tipo cambio del 

marco de lectura por deleción como potencialmente deletérea en un embrión con 

resultado clínico bioquímico. Esta mutación no ha sido anteriormente descrita en 

la base de datos de gnomAD, y su repercusión podría desembocar en una 

proteína truncada poco después del aminoácido 568, con la consecuente pérdida 

de gran parte de los dominios de la proteína, entre ellos el dominio catalítico 

PIPKc, que es el responsable de la localización de la membrana, o el dominio 

tipo chaperona TCP-1, esencial para el ensamblaje con otras estructuras 

proteicas (Sasaki, 2009; Shisheva, 2008). Debido a la relevancia de estos 

resultados, se procedió a verificar la presencia de la mutación en el ADN del 

embrión y de ambos progenitores mediante secuenciación con el método de 

Sanger. La mutación fue detectada en el embrión en heterocigosis estando 

ausente en ambos progenitores, con lo que se determinan dos conclusiones 

relevantes: por un lado, la existencia de un error de secuenciación inicial, 

identificando la mutación en homocigosis en lugar de heterocigosis, y por otro, 
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que la mutación encontrada correspondería a una mutación de novo al no estar 

presente en ninguno de los progenitores. Ambas conclusiones ponen de 

manifiesto la necesidad de realizar estudios complementarios para confirmar la 

presencia de una determinada mutación en el embrión cuando se emplean 

muestras de ADN utilizadas para PGT-A. 

 Uno de los errores que puede causar el exceso en la identificación de 

homocigotos reduciendo la capacidad diagnóstica de la PCR molecular es la 

originada por el fenómeno drop-out alélico (Allele drop out o ADO), que se define 

como el fallo de amplificación de un alelo. Este fenómeno puede ocurrir cuando 

las muestras de ADN son muy pequeñas o de poca calidad, como podría ser 

este caso en el que las muestras de ADN son derivadas de una biopsia para 

PGT-A de un máximo de 8-10 células de TE; o bien debido a la propia naturaleza 

del locus investigado, en el que puede haber presencia de SNPs en las zonas 

de unión de los cebadores que conduce a errores en la amplificación del 

amplicón (Wang et al., 2012). Para este último caso se ha propuesto como 

solución diseñar nuevos cebadores que eviten la zona de conflicto (Shestak et 

al., 2021), pero dada la escasa cantidad de ADN de la que se dispone en este 

tipo de estudios, esta solución no sería la más factible, por lo que para futuras 

investigaciones se ha propuesto incluir la verificación mediante PCR 

convencional y secuenciación por Sanger de las mutaciones más relevantes, 

sobre todo las que aparecen en homocigosis. 

 En cuanto a las mutaciones de novo, surgen tras la fecundación y son en 

general más deletéreas que las mutaciones heredadas, jugando un papel 

importante en enfermedades humanas (Murphy et al., 2020; Noyes et al., 2022). 

Ocurren en cada generación a partir de errores en la replicación, reparación del 

ADN alterado o recombinación de alelos no homólogos entre otros mecanismos, 

y cuando se expresan de forma dominante o como heterocigoto compuesto 

pueden causar fenotipos de carácter patogénico severo. Su presencia se ha 

relacionado con la edad avanzada de los progenitores, sobre todo con la edad 

paterna (Besenbacher et al., 2016). En este caso concreto la pareja utilizó 

ovocitos propios siendo la edad materna de 39 años y la paterna de 46 años 

respectivamente, por lo que concuerda con lo descrito en la bibliografía. 

Recientes estudios han llegado a detectar hasta SNPs de novo de media por 

individuo, cuando anteriormente se había estimado un número máximo de 75 
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SNPs (Besenbacher et al., 2016; Noyes et al., 2022). De todos los SNPs de novo, 

alrededor de un 3% ocurren como resultado de un fenómeno conocido como 

variación de múltiples nucleótidos (MNVs), definido como la acumulación de dos 

o más mutaciones de novo a muy poca distancia (menos de 20kb) dentro de un 

mismo individuo (Besenbacher et al., 2016). Teniendo en cuenta estos datos, 

sería interesante secuenciar ampliar la región a estudiar del gen o incluso incluir 

todo el gen para comprobar si la mutación ha ocurrido de forma independiente o 

ligada a fenómenos de MNVs, lo que podría comprometer otras zonas del gen. 

 La nucleoporina codificada por el gen RAE1, es una proteína 

transportadora de ARNm (Brown et al., 1995; Kraemer & Blobel, 1997; Nakano 

et al., 2011), aunque también ejerce un importante papel en la regulación de la 

mitosis (Babu et al., 2003, Chen et al., 2021). RAE1 es un gen haploinsuficiente, 

por lo que la presencia de una sola copia normal del gen es insuficiente para 

obtener un fenotipo normal del organismo (Lek et al., 2016; Karczewski et al., 

2020). El modelo KO de ratón es letal durante la etapa embrionaria, y los 

embriones no consiguen superar el día 8,5 de desarrollo; sin embargo, no hay 

alteraciones apreciables a nivel del complejo del poro nuclear (NPC), teniendo 

en cuenta su función como transportador de ARNm. Ello significa que esta 

función continúa realizándose en su ausencia, dirigiendo la causa de su muerte 

al papel que ejerce sobre los puntos de control de la mitosis (Babu et al., 2003). 

RAE1 guarda gran similitud con BUB3, otro regulador de los puntos de control 

de la mitosis cuyo ratón KO también muere durante la etapa embrionaria 

temprana, alrededor del día 4.5-6.5 (Kalitsis et al., 2000; Dove, 2003). Por otro 

lado, los ratones heterocigotos de ambos genes muestran un fenotipo similar, y 

aunque en este caso es viable, presenta deficiencias en los puntos de control de 

la mitosis y la disgregación cromosómica (Babu et al., 2003; Oh et al., 2017). En 

humanos, la alteración de este gen no tiene ninguna enfermedad asociada en la 

base de datos de OMIM, aunque se ha visto su papel colaborador en la 

progresión de algunos tipos de cáncer como el colorrectal o de pulmón (Oh et 

al., 2017; Kobayashi et al., 2021). En futuros estudios, sería interesante añadir 

el estudio del gen BUB3 para profundizar en este aspecto. 

En cuanto a la estructura de la proteína, se organiza en un dominio N-

terminal de 30 aminoácidos (NTE) seguido de la repetición de 7 dominios WD40 

que forman una hélice plegada (β) de 7 aspas actuando como una plataforma de 
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interacción proteína-proteína capaz de mediar la asociación con diversas 

proteínas (Reddy et al., 2008; Ren et al., 2010). La mutación identificada en el 

embrión P4E3 (chr20:55941902C>*) corresponde a un cambio en el marco de 

lectura por la deleción de un nucleótido. El alelo alterado produciría un cambio 

en la secuencia proteica a partir del aminoácido 139 que tendría como resultado 

una proteína truncada en el aminoácido 145, que corresponde con la localización 

del tercer dominio WD40 (Figura 37 de apartado de resultados 5.4.7.). El 

embrión tuvo como resultado clínico un bioquímico y, aunque esta mutación haya 

aparecido en heterocigosis, debido al carácter haploinsuficiente del gen, la 

predicción computacional de su efecto deletéreo y la ausencia de su descripción 

en la base de datos de gnomAD, se ha considerado su papel relevante como 

posible causante del fallo postimplantacional que sufre el embrión. 

Con respecto al grupo de polimorfismos expuestos en la Tabla 14 

(apartado de resultados 5.4.5.) en genes como NR52A, RFT1, ABCA1, RFK, 

KMT2A, F2, GDF3 y MYO18A, su presencia en homocigosis ha sido catalogada 

como deletérea según la predicción computacional. Además, ninguno de estos 

polimorfismos ha sido descrito en homocigosis en la base de datos de gnomAD, 

aunque alguno de ellos sí aparece en heterocigosis. En el presente estudio, han 

estado presentes en heterocigosis, pero su frecuencia no ha sido lo 

suficientemente alta como para encontrar homocigotos o heterocigotos 

compuestos. Sin embargo, ninguno de estos embriones ha evolucionado 

favorablemente, por lo que la causa de su fracaso podría estar relacionada con 

casos de heterocigosidad compuesta, o bien con la acumulación de diferentes 

polimorfismos en heterocigosis localizados en genes funcionalmente conectados 

con el fallo de implantación, algo similar a lo que se ha descrito para el síndrome 

de múltiples anomalías morfológicas del flagelo espermático (MMAF) en ratón. 

Los varones que presentaban un mayor número de mutaciones en heterocigosis 

para genes implicados en el síndrome de MMAF mostraban un espermiograma 

alterado con un aumento significativo del porcentaje de anomalías morfológicas 

y una disminución de la motilidad espermática (Martínez et al., 2021). 

Una vez más el aumento del número de embriones a investigar, así como 

la ampliación de la región a estudiar de algunos genes e incluso el hecho de 
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incluir más genes relacionados con el fallo de implantación y el desarrollo 

embrionario temprano serían los objetivos por tratar en futuras investigaciones. 

En los genes que se han secuenciado por completo: F2, ABCA1 y NR5A2, 

se han detectado únicamente 2 embriones que tuviesen más de una mutación 

por gen, el caso ya comentado de F2 y otro caso relacionado con el gen ABCA1. 

El gen ABCA1 codifica para una proteína de 2261 aminoácidos que 

participa en la exportación celular del colesterol y los fosfolípidos (Quazi & 

Molday, 2013), con una estructura molecular que contiene dos dominios 

transmembrana (TMD de transmembrane domain) y dos dominios citosólicos 

(ABC o NBD de ATP-binding cassette domain) (Segrest et al., 2022). Su modelo 

KO en ratón no sobrevive más allá del día 14 de gestación, mostrando 

alteraciones en la placenta y disminución del crecimiento intrauterino 

(Christiansen-Weber et al., 2000). En el ser humano, la alteración de este gen 

produce la enfermedad de Tangier, un trastorno autosómico recesivo que cursa 

con la ausencia casi completa de HDL en plasma desencadenando la 

acumulación de esteres de colesterol en los tejidos (Brook et al., 1977; Bodzioch 

et al., 1999). En el presente estudio se detectó en el embrión P29E3 dos 

mutaciones de este gen en heterocigosis: una mutación tipo frameshift o cambio 

del marco de lectura por deleción (chr9:107586755T>*) que produciría una 

proteína truncada a partir del aminoácido 883 y otra mutación tipo missense 

(chr9:107564342A>G) que modificaría el aminoácido 1564 cambiando una 

leucina por una prolina. Este embrión resultó en un análisis β-hCG negativo, 

aunque como no se puede identificar mediante la técnica empleada si ambas 

mutaciones están localizadas en el mismo alelo o en diferentes (heterocigosidad 

compuesta), además de que se desconoce el impacto que podría tener la 

mutación missense sobre la proteína, no hay criterios suficientes para concluir 

que estos polimorfismos hayan sido la causa del resultado clínico obtenido. Por 

otro lado, se identificó en el embrión P67E2 una mutación en homocigosis 

(chr9:107646709T>C) tipo cambio de sentido, en la que se sustituye una 

isoleucina por una valina localizada en el aminoácido 101 de su secuencia 

proteica. Esta mutación no fue clasificada como deletérea según los predictores 

bioinformáticos, pero tampoco está descrita en la base de datos de gnomAD y 
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resultar el embrión objeto en un embarazo bioquímico, hace que se pueda 

sospechar de un posible efecto deletéreo. 

El gen NR5A2 codifica un nucleoreceptor, NR5A2, al que se le han 

asociado funciones relacionadas con el transporte del colesterol, 

pluripotencialidad de las células embrionarias, esteroidogénesis, o desarrollo y 

diferenciación del embrión entre otras funciones (Sandhu et al., 2021). Comparte 

similitudes con el gen Nr5a1 que regula la expresión de Oct4 en las células del 

epiblasto de ratón, función que finalmente también se le atribuyó a Nr5a2 (Gu at 

al., 2005). El gen Oct4 es uno de los factores de transcripción que juega un papel 

esencial tanto en el mantenimiento de la pluripotencialidad, como en las primeras 

decisiones embrionarias de diferenciación (Niwa et al., 1998; Gu et al., 2005). La 

expresión de Nr5a2 en el ratón se hace evidente a partir del embrión de 8 células 

(Festuccia et al., 2023) y los embriones KO mueren durante la etapa de E6.5-7.5 

(Paré et al., 2004; Sandhu et al., 2021). En el ser humano, la alteración de su 

función está asociada a la inflamación y cáncer gastrointestinal, pancreatitis 

crónica, cáncer de páncreas y otra multitud de enfermedades (Sandhu et al., 

2021). En cuanto a la proteína, contiene 541 aminoácidos estructurados en 4 

dominios principales: el dominio amino terminal (A/B) que contiene la región de 

activación AF-1, seguido del dominio de unión a ADN (DBD), responsable de 

dirigir el receptor a secuencias de ADN específicas; la caja Ftz-F1, característica 

distintiva y común a varios miembros de la subfamilia NR5A, responsable de la 

identificación de la secuencia específica de ADN, un dominio D o bisagra que 

conecta DBD con LBD y al que se le han asignado funciones relevantes de 

regulación y fosforilación, y el dominio carboxilo terminal que corresponde a la 

región E o dominio de unión a ligandos (LBD) capaz de unirse a otros 

fosfolípidos, este último dominio incluye la región de activación AF-2 que regula 

el inicio de la transcripción (Meinsohn et al., 2019; Sandhu et al., 2021). 

Este gen se secuenció por completo y se identificaron 2 SNPs de tipo 

cambio de marco de lectura por deleción en heterocigosis que resultaron en 

embriones con β-hCG negativa: el embrión P36E11 con chr1:200017554T>* 

(que produciría la proteína truncada a partir del aminoácido 240) y el embrión 

P20E2 con chr1:200080331T>* (que produciría la proteína truncada a partir del 

aminoácido 372). Estos SNPs han sido categorizados como potencialmente 
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deletéreos en homocigosis según la predicción computacional. En la base de 

datos de gnomAD han sido descritos en heterocigosis por lo que, no se pueden 

considerar como deletéreos y causantes del fallo de implantación en estos casos. 

Sin embargo, fue interesante el hallazgo de que uno de estos embriones, en 

concreto el embrión P20E2, presentaba además otra mutación en heterocigosis 

del gen ABCA1: chr9:107550322G-A, tipo cambio de sentido, que sustituye una 

alanina por una valina en el aminoácido 2028. Esta mutación también ha sido 

descrita en heterocigosis en gnomAD, y según la herramienta computacional, 

sería deletérea en homocigosis. Ambos genes comparten la función que ejercen 

sobre el metabolismo del colesterol, por lo que, la hipótesis de que pudiesen 

causar, junto con otras mutaciones en heterocigosis de genes que también 

participen en el metabolismo del colesterol, un efecto deletéreo podría ser 

interesante de investigar. 

Por otro lado, se identificó otro embrión, P77E16, con una mutación sin 

sentido en heterocigosis (chr1:200080447C>T). El alelo mutado produciría una 

proteína truncada a nivel del aminoácido 410, correspondiendo con la 

localización del dominio LBD. Sin embargo, en este caso el embrión evolucionó 

favorablemente, siendo claramente no deletéreo, aunque cabe destacar que este 

SNPs no ha sido descrito hasta la fecha en la base de datos de gnomAD. 

Otro hallazgo a tener en cuenta es el relacionado con los genes KMT2A y 

MYO18A, en los que se ha estimado una posible haploinsuficiencia en el ser 

humano, presentando valores de pLI de 1 y 0,99 respectivamente (Lek et al., 

2016; Sun et al., 2017; Buschman & Field, 2018). Conforme a esto, la presencia 

de una copia mutada cabría esperar que causase algún efecto en el individuo. 

Sin embargo, tanto en el gen KMT2A como en el MYO18A se han descrito en la 

población individuos heterocigotos que presentan mutaciones que provocan una 

proteína truncada (base de datos de gnomAD) con fenotipos normales. Esto 

pone de manifiesto que los valores de pLI han de considerarse como 

estimaciones, y que en determinados casos no corresponden con la realidad. 

Como he comentado, en el presente trabajo las mutaciones detectadas en estos 

dos genes aparecían en heterocigosis descritas previamente en la base de datos 

de gnomAD, por lo que no se ha considerado que hayan sido la causa del fallo 

de implantación. 
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El gen MYO18A codifica para una glicoproteína transmembrana que se 

corresponde con el marcador de linfocitos CD245, con 2054 aminoácidos. Se le 

han asociado funciones de migración celular, receptor de la proteína surfactante 

tipo A, citotoxicidad de las células NK (del inglés Natural Killer), entre otras (Yang 

et al., 2005; De Masson et al., 2016; Horsthemke et al., 2019). El modelo KO en 

ratón es letal durante la fase embrionaria, expresándose mayoritariamente en el 

corazón e impidiendo que los individuos progresen más allá del día 12.5 de 

desarrollo (Horsthemke et al., 2019). En humanos, recientemente se ha descrito 

la utilidad de su proteína como posible biomarcador diagnóstico y pronóstico de 

pacientes con leucemia mieloide aguda, en los que los niveles de la proteína 

están incrementados (Ali et al., 2023). 

En el presente trabajo se detectó una mutación categorizada como 

potencialmente deletérea en homocigosis según la predicción computacional, 

pero que en este caso se presentaba en heterocigosis: una mutación de tipo 

missense (chr17:27446450T>C) en el embrión P36E5, localizada en el 

aminoácido 578, cambiando una metionina por una valina y dando lugar a un 

resultado de análisis β-hCG negativo. Por otro lado, el embrión P48E11 presentó 

una mutación tipo frameshift (chr17:27446366C>*) que afectaría al producto 

proteico a partir del aminoácido 606 y generando un codón stop a partir del 

aminoácido 650. Esta mutación también se caracterizó como deletérea en 

homocigosis según la predicción computacional, aunque en el presente trabajo 

se presentaba en heterocigosis, pero en este caso resultando en una gestación 

evolutiva. Esta última mutación, sin embargo, no ha sido descrita en la base de 

datos de gnomAD ni en homocigosis ni en heterocigosis, por lo que podría 

considerarse como un caso de SNPs con una frecuencia muy baja en la 

población o bien una nueva variante que todavía no ha sido descrita.  

En cuanto al gen GDF3 codifica para un factor de crecimiento que activa 

las vías de señalización que regulan la proliferación y diferenciación celular, el 

establecimiento de los patrones celulares y el mantenimiento de la 

pluripotencialidad celular (Shen, 2007; Sherbet, 2011; Morikawa et al., 2016; 

Miller & Hill, 2016). Mientras en el ser humano es la sobreexpresión de este gen 

el que mantiene la pluripotencialidad de las células madre, en el ratón es 

necesaria la baja expresión del gen para su mantenimiento (Levine & Brivanlou, 
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2006). La expresión del gen en ratones se ha detectado en las células 

pluripotentes de la masa celular interna y el epiblasto (Chen et al., 2006), y en 

las células del epiblasto en humanos (Blakeley et al., 2015). El modelo KO de 

ratón cursa con letalidad entre E6.0 y E8.5, aunque parte de la camada 

sobrevive, presentando alrededor de un 30% fenotipos alterados (Chen et al., 

2006). Este gen en humanos se expresa en diversidad de tejidos del individuo 

adulto, involucrado en la regulación del desarrollo de tejido esquelético y ocular, 

con mutaciones descritas asociadas al síndrome de Klippel-Feil, Microftalmia y 

Coloboma (Tracy et al., 2004; Ye et al., 2010). En cuanto a la proteína GDF3 

posee 364 aminoácidos y está estructurada en 3 segmentos: la señal peptídica 

en el extremo amino-terminal, que se desprende durante la translocación al 

retículo endoplasmático, un predominio largo, y el extremo carboxilo-terminal, 

que corresponde con la proteína activa o madura (Morikawa et al., 2016; Ratcliff 

et al., 2021). Para que el factor de crecimiento se una a su receptor afín y 

desencadene la vía de señalización, debe liberarse del predominio mediante un 

proceso de proteólisis, por lo que, hasta ese momento, el predominio actuará 

compitiendo con el receptor afín e impidiendo su unión (Sherbet, 2011; Miller & 

Hill, 2016; Hinck et al., 2016; Ratcliff et al., 2021).  

En el presente trabajo se detectó en el embrión P56E9 un polimorfismo 

(chr12:7842840G>T) en heterocigosis del gen GDF3 correspondiente a una 

mutación sin sentido que provocaría una proteína truncada en el aminoácido 243. 

Este embrión tuvo como resultado un embarazo bioquímico. La mutación 

detectada no ha sido descrita ni en homocigosis ni en heterocigosis en la base 

de datos de gnomAD, y según la predicción computacional su presencia en 

homocigosis sería deletérea. La mutación detectada se localiza en el predominio 

de la proteína, por lo que se podría llegar a hipotetizar que el predominio esté 

compitiendo con el receptor afín, impidiendo la unión de la proteína activa. Por 

lo tanto, no hay criterios suficientes para descartar que este polimorfismo pueda 

haber sido la causa del fallo de implantación. 

En cuanto a aquellos polimorfismos que se han encontrado repetidos en 

más de un embrión, se identificaron el polimorfismo del gen MMACHC 

(chr1:45973216*>A), que corresponde con un cambio en el marco de lectura por 

inserción que produciría una proteína truncada a partir del aminoácido 91 de los 
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282 aminoácidos que componen la proteína. Estaba presente en dos embriones 

en heterocigosis, P19E1 y P23E2. Esta variante está clasificada en ClinVar como 

patogénica (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1421/?new_evidence=true) y 

ha sido identificada en 81 individuos homocigotos y 86 individuos en 

heterocigosidad compuesta con aciduria metilmalónica y homocistinuria tipo 

cblC, localizándose la proteína truncada 14 aminoácidos aguas abajo (Lerner-

Ellis et al., 2006; Richard et al., 2009). Con estos resultados el uso de este 

polimorfismo por sí solo no sería relevante como biomarcador genético. 

En cuanto al gen RFT1, se identificó el polimorfismo chr3:53164412C>T 

que corresponde a un cambio de sentido en el aminoácido 2, sustituyendo una 

glicina por una asparagina. Este polimorfismo fue detectado en 4 embriones no 

hermanos en heterocigosis: P19E1, P24E4, P38E2 y P54E9. Todos ellos dieron 

lugar a recién nacido vivo. Con respecto a esta mutación, en un principio fue 

considerada de significado incierto con relación a la enfermedad congénita de 

glicosilación (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar/variation/1421/?new_evidence=true), 

pero estudios posteriores la han caracterizado como probablemente benigna  

 Por último, mencionar la identificación de otros dos polimorfismos 

localizados en un sitio de empalme (splice site) correspondientes a los genes 

RFK (chr9:79002447T>C) en el embrión P43E7 y RBM19 

(chr12:114352772A>G) en el embrión P74E1. Ninguno de estos polimorfismos 

ha sido descrito en la base de datos de gnomAD, aunque su presencia en 

heterocigosis ha dado lugar a dos embriones con una gestación evolutiva 

satisfactoria, por lo que su efecto deletéreo en heterocigosis está descartado, 

aunque se desconoce en efecto que podrían tener en homocigosis. 

 Teniendo en cuenta las mutaciones detectadas en el presente análisis y 

el total de embriones que no han llegado a implantar, es evidente que queda 

mucho trabajo por hacer. Por un lado, el aumento de embriones a analizar es 

crucial para obtener resultados y conclusiones más potentes. Para futuros 

experimentos, se ha propuesto incluir aquellos embriones de pacientes que se 

han sometido a un PGT-A combinado con un PGT-M para ampliar el número de 

casos. A su vez, esto permite reducir los fallos ADO, ya que en estos casos se 

utiliza una técnica de ampliación de ADN más compatible con los posteriores 
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análisis que se llevan a cabo en el panel Ampliseq pudiendo disponer de 

muestras de ADN de mayor calidad. 

  Por otro lado, la posibilidad de añadir nuevos genes al panel en base a 

estudios recientes publicados sobre etapas del desarrollo postimplantación es 

otro de los puntos objetivos que se pretende analizar (Gong et al., 2023), así 

como añadir la secuenciación de todo el gen en lugar de buscar regiones con 

polimorfismos concretos, que en parte dificulta la detección de embriones 

heterocigotos compuestos. Al aumentar el número de genes también se podría 

mejorar la selección teniendo en cuenta los niveles de expresión génica en base 

a estudios realizados tanto en el ser humano como en ratón con RNAseq (Yan 

et al., 2013; Groff et al., 2019).  

 Otro punto a tener en cuenta es la verificación de los resultados mediante 

PCR y secuenciación de Sanger, la cual se ha podido comprobar que es esencial 

es este tipo de investigaciones. Del mismo modo, la participación en el estudio 

de los progenitores y la posibilidad de analizar su ADN ha permitido la 

confirmación de los resultados obtenidos y la identificación de mutaciones 

generadas de novo, por lo que también se considera su inclusión en futuras 

investigaciones.  

 De todas formas, se ha podido observar casos clínicos en los que la 

paciente no ha conseguido una gestación tras un número elevado de 

transferencias embrionarias, por lo que cabe esperar la presencia de otros 

factores como puedan ser problemas endometriales, que siguen sin ser 

esclarecidos. Además, hay que tener en cuenta que las manipulaciones y el 

impacto al que se somete el embrión en las TRA no son las condiciones óptimas 

para su desarrollo y terminan afectando a la viabilidad embrionaria. 

6.4. Inteligencia artificial aplicada a las TRA 

 La inteligencia artificial está ganando terreno a pasos agigantados en los 

diferentes ámbitos que rodean al ser humano, solucionando nuevos problemas 

y acortando el tiempo de respuesta a muchos de los retos a los que se enfrenta. 

Todo ello gracias al desarrollo tecnológico de algoritmos avanzados, la 

acumulación masiva de datos y el poder del almacenamiento computacional a 

bajo coste (Ergen, 2019). 
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 En los últimos años, la IA ha iniciado un camino de investigación en el 

campo de la reproducción asistida, con el propósito de crear una potente 

herramienta que pueda ser utilizada en las clínicas de fertilidad. Esta tecnología 

podría en unos años automatizar por completo las TRA, aunque su objetivo no 

pretende sustituir el trabajo médico, sino facilitar y optimizar su productividad. 

Entre sus posibilidades, además de lograr disminuir el problema de la 

subjetividad del observador, se encuentra la capacidad de poder ajustar los 

protocolos de medicación, realizar la selección y valoración de la calidad de los 

gametos y/o embriones, o ayudar en la selección de donantes entre otros. Sin 

embargo, también se enfrenta a barreras como la protección de datos, la 

legislación establecida, o la integración de la propia experiencia médica en la 

toma de decisiones clínicas, que impiden en cierta manera su completo avance 

y puesta en marcha (Kragh & Karstoft, 2021; Raimundo & Cabrita, 2021). 

 Ya son varios los trabajos que han aplicado esta herramienta para la 

selección de blastocistos euploides a partir de datos morfocinéticos recogidos en 

sistemas time-lapse, y a la vez de obtener datos prometedores, han encontrado 

limitaciones en cuanto al número de datos introducidos. Una cantidad masiva de 

datos es necesaria para fidelizar el algoritmo utilizado en estos sistemas y 

conseguir trasladar su aplicación a la práctica clínica (Nicolielo Barreto et al., 

2022; Meseguer et al., 2022; Buldo-Licciardi et al., 2023; Cimadomo et al., 2023; 

Duval et al., 2023) 

 En el presente estudio, se ha realizado una prueba de la aplicación de esta 

tecnología en las TRA con el objetivo de seleccionar el mejor embrión a transferir 

en base a los datos clínicos, morfocinéticos y genéticos obtenidos durante la 

elaboración de esta tesis, además de incluir los datos genéticos cedidos por los 

estudios de investigación de la Dr. Cots (Cots, 2022). Esta tecnología tiene una 

fase de aprendizaje y otra de verificación, y el primer problema que hubo que 

solventar fue el de cumplir los criterios de inclusión necesarios para optimizar la 

fase de aprendizaje. Finalmente, de los 134 embriones de los que se disponía 

en este estudio, solo pudieron incluirse un total de 26 embriones (21 para la fase 

de aprendizaje y 5 para la de verificación), todos ellos con fertilidad probada, es 

decir que el útero de las pacientes había sido funcional en cuanto a receptividad 

endometrial, por lo que se eliminaba en gran parte el efecto deletéreo que causa 
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el factor endometrial sobre la implantación embrionaria. Teniendo en cuenta el 

escaso número de elementos introducidos para “entrenar” al sistema, la 

herramienta fue capaz de alcanzar un alto grado de presión. 

 El algoritmo con el que mejor resultados se obtuvo la clasificación 

embrionaria fue el árbol de toma de decisiones, aunque una vez más sería 

necesario probarlo con un mayor número de datos para potenciar estas 

conclusiones. Este algoritmo permite averiguar de qué forma “piensa” el sistema, 

es decir, en qué basa sus decisiones para elaborar la clasificación. De esta 

manera fue posible averiguar cuales habían sido las variables más 

representativas, entre las que se encontraban el tipo de blastocisto, esto es, 

blastocisto expandido, cavitado o realizando eclosión; la PC1, que correspondía 

a una variable genética; la edad de las donantes, que correspondía a la edad de 

la paciente sometida a punción ovocitaria para obtener los ovocitos, y la t3, una 

variable cinética que corresponden al número de horas en las que el embrión 

alcanza el estadio de 3 células desde la ICSI. De todas ellas, la variable genética 

PC1, ocupaba el segundo lugar, por lo que a partir de aquí sería interesante 

comprobar qué genes y polimorfismos están influyendo es esta variable. En 

cuanto a la variable cinética t3, ha sido la más destacada con respecto a otras 

como t2, t4, t5, tB o cc2. Este dato concuerda con otros estudios previos como 

los del grupo de Rubio o Basile, en los que analizaban la aplicación de la 

morfocinética como predictor de la implantación embrionaria, e identificaban t3 

como el mejor predictor cinético (Basile et al., 2015; Rubio et al., 2014). 

 Estos resultados son prometedores y dejan constancia de que, con muy 

poca información utilizada, el sistema es capaz de generar resultados muy 

potentes, por lo que, a medida que avancen este tipo de investigaciones, la IA 

se convierte en una herramienta complementaria muy valiosa, y conforme 

aumente el número de datos introducidos al sistema, el poder de predicción de 

cara a la selección embrionaria irá alcanzando una mayor precisión. 
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7. CONCLUSIONES 

 

 Se ha identificado la presencia de diferentes polimorfismos genéticos en 

diferentes embriones que podrían ser la causa de un fallo en el desarrollo 

embrionario durante el periodo periimplantacional.  

 Con los resultados obtenidos, se ha comprobado la necesidad de diseñar 

un panel de genes para investigar los SNPs más relevantes en el 

desarrollo embrionario una vez formado el blastocisto. 

 La PCR convencional y el método de secuenciación de Sanger son un 

requisito indispensable para poder verificar los resultados del panel. 

 A partir del ADN de los progenitores pueden identificarse mutaciones 

generadas de novo, por lo que su participación en este tipo de proyectos 

es esencial para diferenciar el origen de los SNPs.  

 El efecto ADO podría ser el causante de la aparición de falsos 

homocigotos, que con la mejora y/o el aumento de la calidad de las 

muestras de ADN se lograría su reducción. 

 Los resultados preliminares del modelo de IA obtenidos arrojan un futuro 

muy prometedor, teniendo en cuenta el tamaño de muestras tan reducido 

que se ha utilizado en el estudio preliminar realizado. 

 Un modelo basado en un árbol de toma de decisiones parece ser el 

algoritmo más adecuado, siendo las meta-variables “tipo de blastocisto, 

PC1, edad de las donantes y t3” las más representativas. 

 Es necesario obtener mayor número muestral, tanto para verificar los 

resultados obtenidos con relación a SNPs deletéreos, como para el 

entrenamiento y validación del sistema de IA. 
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8. ABREVIATURAS 
 

AB: aborto 

ADN: ácido desoxirribonucleico 

ADO: drop-out alélico 

ARN: ácido ribonucleico 

ARNm: ácido ribonucleico mensajero 

ASEBIR: asociación para el estudio de la biología de la reproducción 

BQ: bioquímico 

CCO: complejo cúmulo oóforo 

CTB: citotrofoblasto 

DET: transferencia de dos embriones 

EMs: endometriosis  

EMT: transición epitelio-mesénquima 

EPI: epiblasto 

FIV: fecundación in vitro 

FIV-ET: fecundación in vitro y transferencia embrionaria 

FSH: hormona estimuladora de folículos 

GnRH: hormona liberadora de gonadotropinas 

hCG: gonadotropina coriónica humana 

HDL: lipoproteínas de alta densidad  

IA: inteligencia artificial 

ICSI: inyección intracitoplasmática del espermatozoide 

IMHOTEP: herramienta de predicción funcional de SNPs no sinónimos 

INE: instituto nacional de estadística 



ABREVIATURAS 

 143 

KD: knock down 

KO: knock out 

LIF: factor inhibidor de la leucemia 

MCI: masa celular interna 

miRNA: micro ácido ribonucleico 

MNVs: variación de múltiples nucleótidos  

NGS: secuenciación de segunda generación 

niPGT-A: análisis genético preimplantacional para aneuploidías no invasivo 

OMS: organización mundial de la salud 

PC: componente principal 

PCA: análisis de componentes principales 

PCR: reacción en cadena de la polimerasa 

PGT: análisis genético preimplantacional 

PGT-A: análisis genético preimplantacional de aneuploidías 

PGT-M: análisis genético preimplantacional de enfermedades monogénicas 

PGT-SR: análisis genético preimplantacional de anomalías estructurales 

PLC-zeta: factor fosfolipasa C zeta 

pLI: probabilidad de ser intolerante a la pérdida de función 

PrE: endodermo primitivo o hipoblasto 

RA: reproducción asistida 

RIF: fallo repetido de implantación 

RNAseq: secuenciación de ácido ribonucleico  

RNV: recién nacido vivo 

SEF: sociedad española de fertilidad 
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SET: transferencia de un embrión 

SNPs: polimorfismo de un único nucleótido 

STB: sincitiotrofoblasto 

TE: trofoectodermo 

TRA: técnicas de reproducción asistida 

UTJ: unión útero-tubárica 

WES: secuenciación de exoma completo 

WGS: secuenciación de genoma completo 

ZP: zona pelúcida 
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9. ANEXO 
 
Anexo 1: Polimorfismos no deletéreos presentados en homocigosis 

 Localización Genotipo Gen 

1 chr1-199996685 C-G NR5A2 

2 chr1-199996821 AT-A NR5A2 

3 chr1-199996821 ATT-A NR5A2 

4 chr1-199997218 CA-C NR5A2 

5 chr1-200008941 G-T NR5A2 

6 chr1-200013123 C-A NR5A2 

7 chr1-200014560 C-T NR5A2 

8 chr1-200014762 A-G NR5A2 

9 chr1-200014766 G-T NR5A2 

10 chr1-200014790 A-G NR5A2 

11 chr1-200017586 C-G NR5A2 

12 chr1-200055509 G-A NR5A2 

13 chr1-200055535 T-G NR5A2 

14 chr1-200080463 C-T NR5A2 

15 chr1-200080463 CCA-TCAA NR5A2 

16 chr1-200089872 C-T NR5A2 

17 chr1-200090120 G-A NR5A2 

18 chr1-200143281 C-T NR5A2 

19 chr1-200143442 T-C NR5A2 

20 chr1-200143844 C-G NR5A2 

21 chr1-200143844 CAG-GAG NR5A2 

22 chr1-200144089 T-G NR5A2 

23 chr1-200145509 G-A NR5A2 

Continua 
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 Localización Genotipo Gen 

24 chr1-200145533 G-A NR5A2 

25 chr1-200145662 G-T NR5A2 

26 chr1-200145893 A-G NR5A2 

27 chr1-200146493 GAAT-GAT NR5A2 

28 chr3-53164193 C-T RFT1 

29 chr7-154745910 GAA-GA PAXIP1 

30 chr9-107544700 C-T ABCA1 

31 chr9-107545156 G-A ABCA1 

32 chr9-107545903 G-A ABCA1 

33 chr9-107562804 T-C ABCA1 

34 chr9-107564217 T-C ABCA1 

35 chr9-107566877 C-A ABCA1 

36 chr9-107568503 C-T ABCA1 

37 chr9-107568773 A-C ABCA1 

38 chr9-107576563 A-G ABCA1 

39 chr9-107576665 A-G ABCA1 

40 chr9-107578529 T-C ABCA1 

41 chr9-107579632 C-G ABCA1 

42 chr9-107586753 T-C ABCA1 

43 chr9-107591221 A-G ABCA1 

44 chr9-107591272 G-T ABCA1 

45 chr9-107593182 A-T ABCA1 

46 chr9-107599412 AAGG-A ABCA1 

47 chr9-107599438 G-GC ABCA1 

48 chr9-107602665 GC-GT ABCA1 

49 chr9-107607763 G-C ABCA1 

50 chr9-107620867 C-T ABCA1 

Continua 
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 Localización Genotipo Gen 

51 chr9-107624029 C-T ABCA1 

52 chr9-107624242 A-G ABCA1 

53 chr9-107651495 A-T ABCA1 

54 chr9-107651526 A-G ABCA1 

55 chr9-107665978 C-G ABCA1 

56 chr9-107666035 G-GC ABCA1 

57 chr9-107690450 G-A ABCA1 

58 chr11-46742489 A-G F2 

59 chr11-46744925 G-C F2 

60 chr11-46745003 C-T F2 

61 chr11-46747979 T-C F2 

62 chr11-46749648 G-A F2 

63 chr11-46760756 G-A F2 

64 chr16-46723598 T-C ORC6 

65 chr17-2203348 T-C SMG6 

66 chr17-2203453 A-G SMG6 
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