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DESCRIPCION
Determinacion metaboldmica en tecnologia de reproduccion asistida
REFERENCIA CRUZADA RELATIVA A SOLICITUDES RELACIONADAS

[0001] Esta invencion reivindica prioridad sobre la solicitud provisional con nimero de serie 60/757.242,
presentada el 9 de enero de 2006.

AMBITO TECNICO

[0002] La presente invencion se refiere a la determinacion del estado de una célula que intercambia
metabolitos con un medio fluido mediante el analisis de los metabolitos en el medio fluido, y a usos de la misma.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Metabolémica

[0003] Al completarse la secuenciacion del genoma humano, se hizo apreciable que la informacién genética
por si misma es incapaz de proporcionar una caracterizacion integral del funcionamiento bioquimico y celular de
sistemas biologicos complejos. Como resultado, el objetivo de muchas investigaciones de biologia molecular esta
cambiando hacia la proteindmica y la metabolémica, que se definen ampliamente como el analisis sistematico de
proteinas y de moléculas pequefias tales como polipéptidos, hormonas y neurotransmisores (y sus metabolitos) en
un entorno fisioldgico tal como una muestra biolégica, una célula, un tejido o un organismo. Debido a que las
proteinas y los metabolitos son mucho mas numerosos, diversos y fragiles que los genes, las herramientas
existentes para su descubrimiento, identificacién y cuantificacion no cubren las necesidades de los investigadores o
de los profesionales clinicos.

[0004] Un aspecto importante de la proteindmica es la identificacion de las proteinas con mutaciones
inherentes o niveles de expresion alterados. Las diferencias en los niveles de proteinas y de metabolitos con el
tiempo o entre poblaciones pueden correlacionarse con estados patolégicos, regimenes farmacoldgicos o
alteraciones del metabolismo. Las especies moleculares identificadas pueden servir como marcadores bioldgicos
(biomarcadores) de la enfermedad o el trastorno en cuestidn, permitiendo asi el desarrollo de nuevos procedimientos
de diagnostico, prondstico y control de la enfermedad o ajustarse mas adecuadamente para el paciente. Con objeto
de descubrir dichos marcadores biolégicos, resulta util obtener unas mediciones precisas de las diferencias relativas
en los niveles de proteinas y de metabolitos entre los diferentes tipos de muestras, un proceso denominado
fenotipado diferencial.

Tratamiento de fecundacion in vitro

[0005] El ambito de las tecnologias de reproduccion asistida (TRA), incluyendo la FIV, tanto si se aplican en
seres humanos como en animales, es de alguna forma una ciencia inexacta o un arte. La capacidad de valorar la
viabilidad de los espermatozoides (células espermaticas), de los ovocitos (6vulos) y de los embriones se realiza
esencialmente por su aspecto visual bajo el microscopio. En muchos casos, el aspecto visual de estas células no se
correlaciona con su viabilidad. No hay disponible otra informacion sobre lo que se esta produciendo las células para
guiar en el proceso a los especialistas de las TRA disponibles. Todo el procedimiento se realiza con la esperanza de
que se seleccionen los gametos viables y que estos gametos produzcan embriones viables que se implantaran con
éxito en un utero y se desarrollaran para producir una descendencia sana. Aunque con las pruebas genéticas en
embriones mediante la extraccion de una célula es posible determinar al menos algunos factores de viabilidad, dicho
procedimiento "invasivo" puede afectar negativamente al embrién. Actualmente no existe ninguna técnica que
permita a los embridlogos y otros especialistas de las TRA valorar eficazmente la viabilidad de estas células para
procedimientos de TRA.

[0006] La FIV ha demostrado ser la alternativa mas viable disponible para parejas infértiles, y cada vez esta
siendo mas reconocida como el procedimiento apropiado "de primera linea" sobre otras opciones de tratamiento.

[0007] Los procedimientos de FIV pueden subdividirse en seis amplias etapas de procedimiento: 1)
estimulacion de la hembra usando farmacos hormonales de fertilidad para producir una gran cohorte de poblacion de
ovocitos; 2) recuperacion de los ovocitos; 3) recolecciéon y preparacion de los gametos masculinos, seguido de la
fertilizacion del 6vulo; 4) cultivo de los cigotos/embriones resultantes en medio de crecimiento; 5) seleccién de los
embriones, y finalmente 6) transferencia de los embriones. Tipicamente, los acontecimientos clave que comprenden
la implantacién del embrion y el embarazo no se consideran parte del proceso de FIV ya que estan fuera del control
del procedimiento per se. En la practica actual de la FIV, se asume que los ovocitos y los embriones que se eligen
para el procedimiento son viables o estan sanos, basandose principalmente en criterios morfoldgicos subjetivos y en
patrones de desarrollo (en el caso de los embriones); no hay disponibles mediciones biolégicas que ayuden en este
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proceso de seleccion tan critico. Los embriones no usados tipicamente son crioconservados.

[0008] Los servicios de las TRA ahora hacen posible ofrecer opciones de tratamiento también a pacientes que
a priori no son infértiles, pero que desearian dar un empujén o controlar el "entorno biolégico para mejorar y/o
preservar su funcién reproductora (o fertilidad) (preservacion de la fertilidad). La aplicacion de los servicios de las
TRA a una poblacién por lo demas normal y fértil ha creado un nuevo paradigma terapéutico de Preservacion de la
Fertilidad. La necesidad de un retraso en la fertilidad controlada puede apreciarse adicionalmente, por ejemplo, si
una paciente esta bajo quimioterapia, con lo que la funcién reproductora puede verse alterada.

[0009] Actualmente no existen criterios bioldgicos practicos ni procedimientos analiticos que permitan la
seleccion de los ovocitos, del esperma o de los embriones para asegurar la eficacia o la seguridad del procedimiento
de FIV. Consecuentemente, sin unas metodologias analiticas disponibles para valorar de forma fiable la
competencia de los ovocitos al inicio del procedimiento de FIV, los embriélogos han recurrido a unos criterios de
desarrollo embrionarios subjetivos no estandarizados y a la embriologia como indicadores de la calidad del embrién
y, por inferencia, de la calidad del ovocito original.

[0010] El documento HUMAN REPRODUCTION, vol. 15 n° 8, paginas 1667 - 1671, 00-00-2000 THOMAS
NON Y COL.: "Fourier transform infrared spectroscopy of follicular fluids from large and small antral follicles" desvela
un procedimiento que usa (la absorcién) de espectroscopia de infrarrojos por transformada de Fourier (FTIR) para
obtener las "huellas biolégicas" para la constitucion de los fluidos foliculares a partir de foliculos antrales luteinizados
grandes y pequefos.

[0011] Los espectros son sometidos a un procesado numérico que comprende, por ejemplo, un analisis de
funcién discriminatoria de la primera derivada del espectro de FTIR, junto con un analisis del agregado jerarquico
usado para construir un dendrograma que demuestra que el fluido procedente de los foliculos grandes formaba un
agregado homogéneo estrechamente relacionado, mientras que el procedente de foliculos pequefios era distinto del
de los grandes, y de naturaleza heterogénea. Se formé una red neural artificial, y tras su validacion con un conjunto
de ensayos independientes, distinguid con éxito los fluidos foliculares de los foliculos grandes y pequefios. Las
concentraciones de los esteroides sexuales en los fluidos de los foliculos grandes y pequefios eran
significativamente diferentes. Estos resultados demuestran que el fluido de los foliculos grandes tiene una naturaleza
y una bioquimica distintas a la de los foliculos pequeios, pero el grado de homogeneidad implica que se han
producido cambios especificos de tamafio. Esto puede tener consecuencias para el potencial de desarrollo del
ovocito.

[0012] En la pagina 1671, parrafos 1 - 3, este documento desvela adicionalmente la etapa de determinacion
de los espectros de un metabolito en vista del hecho de que los espectros de FTIR mostrados en la Fig. 1 estaran
determinados por los componentes del fluido folicular, que incluye metabolitos en forma de hormonas tales como
estradiol y progesterona, es decir, esteroides sexuales, segun se desvela en la pagina 1670, que variara
considerablemente entre el fluido de los foliculos grandes y el de los foliculos pequefios, afectando, entre otros, a la
heterogeneidad del fluido de los foliculos mas pequefios. Aunque la ensefianza central es que la etapa de desarrollo
de un foliculo (es decir, si es grande o pequefio) puede ser determinada mediante un analisis por FTIR del fluido
folicular que produce (véanse los dos penultimos parrafos de la pagina 1671), este pasaje también contiene la
afirmacion de que "un trabajo adicional investigara esta premisa (que la etapa de desarrollo de un foliculo puede ser
determinada a partir de una diferencia en la naturaleza y en la bioquimica de los fluidos debida, entre otros, a
metabolitos tales como las hormonas) y relaciona los espectros de FTIR de un fluido folicular con la capacidad de
desarrollo del ovocito que esta contenido en el foliculo". Este enunciado, junto con su desvelacién en el contexto de
"recuperacion de ovocitos de pacientes que experimentan una FIV rutinaria (fecundacion in vitro) y una ICSI
(inyeccion intracitoplasmatica de esperma)" comprende una desvelacion explicita del analisis del espectro (FTIR) de
al menos un metabolito en un medio fluido y la generacién de datos probabilisticos (la capacidad de desarrollo de un
ovocito en el contexto de una FIV es una medicion de las probabilidades de una conclusién con éxito de la FIV
usando un ovocito dado) usando el espectro adquirido y la correlacion establecida (la fase de prueba del andlisis
numérico discutido en la pagina 1670, col. 1, lineas 25 - 35).

RESUMEN DE LA INVENCION

[0013] Se ha identificado una nueva plataforma tecnolégica basada en la confluencia de dos disciplinas
cientificas: (1) la bioespectroscopia, la aplicacion de diferentes formas de analisis espectroscopicos en la biologia
humana que puede usarse para identificar, cuantificar y validar biomarcadores proteémicos y moleculares
diagnosticos; y (2) la metaboldomica, la ciencia que examina e integra la interaccion dinamica entre multiples
pequefios biomarcadores moleculares en una muestra bioldgica (tanto en fluidos como en tejidos sélidos) para
comprender los complejos procesos y funciones bioldgicas. La metaboldmica puede emplearse para investigar los
cambios en los perfiles metabdlicos en tejidos y/o en tipos celulares.

[0014] El término metaboléomica basada en bioespectroscopia (BSM) se usa aqui para describir esta
plataforma tecnolégica. La plataforma de la BSM se usa en este documento para analizar las caracteristicas
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protedmicas y de los biomarcadores moleculares de una muestra, cuando los datos se convierten en un unico "perfil
metaboldmico" usando la informatica. Cada perfil se traduce en una unica "huella" o "firma" que define el estado
metabolico de la muestra objetivo, y por lo tanto, del paciente del que procede la muestra. Puede emplearse el
"perfilado metabolémico" para distinguir sistematicamente entre las a menudo sutiles diferencias que separan la
fisiologia normal de la aparicion o la progresion de una enfermedad, o la respuesta de un individuo a la
farmacoterapia.

[0015] Por lo tanto, sin limitar el ambito de la invencién, puede apreciarse que la BSM tiene una amplia
aplicacion en la salud humana y animal. Dicha amplia aplicacién de la plataforma tecnoldgica de la BSM incluye,
pero no se limita a: (1) valoracién no invasiva, de diagnéstico molecular y de prondstico, como por ejemplo, en la
enfermedad de Alzheimer (AD), monitorizacion de la salud maternofetal y metodologias de fecundacion in vitro, y (2)
estrategias basadas en el farmacodiagndstico para el descubrimiento y el desarrollo de farmacos usando el perfilado
metabolémico para identificar marcadores alternativos de eficacia y seguridad. Estas aplicaciones emplean el
perfilado metabolémico basado en biomarcadores usando la aplicacidn especifica engendrada en la tecnologia de la
BSM.

[0016] Se ha demostrado que diversas formas de los analisis bioespectroscépicos son utiles para la
monitorizacion no invasiva in vivo de diversos tejidos, érganos y fluidos. Los andlisis in vitro de un tejido sélido, de
células individuales y de fluidos biolégicos también se realizan usando esta metodologia. La bioespectroscopia tiene
muchas ventajas, que incluyen simplicidad, precision y especificidad, facilidad de uso, andlisis rapido, bajo coste de
la instrumentacién, medicidon simultanea de mdltiples analitos en una Unica muestra y la ventaja de una
monitorizacion continua en tiempo real tanto en el centro de atencion como en un analisis remoto. Usando la
plataforma de la BSM, ahora se puede realizar un analisis metabolémico sofisticado a alta velocidad en menos de un
minuto con muestras liquidas tan pequefias como de 20 microlitros, usando un pequefio dispositivo.

[0017] La metabolémica es una valiosa extension de la creciente comprension de la interaccion de los genes y
las proteinas. Las comunidades médica y cientifica se estdn dando cuenta ahora de que la gendmica, la
transcriptémica y la protedmica son solo una pequefia parte de la homeostasis. Mientras que el genoma es
representativo de lo que podria ser, y el proteoma define lo que se ha expresado, es el metaboloma lo que
representa el estado funcional en tiempo real de la célula, el tejido, el érgano o el individuo con respecto a la salud y
la enfermedad. Los efectos acumulativos de todos los " episodios secuencia abajo" de las proteinas expresadas y
las modificaciones en las proteinas estan representados en un conjunto de pequefias moléculas que reflejan el
estado funcional de la célula. El perfilado de este inventario molecular (el metaboloma) proporciona una correlacion
entre la salud, la enfermedad, el envejecimiento y los efectos de los farmacos y los xenobiéticos sobre una célula en
su entorno. Por lo tanto, la capacidad para capturar esta informacién ofrece la ventaja tecnoldgica del diagnéstico
molecular, el prondstico y el descubrimiento de farmacos a través de muchas disciplinas cientificas. Ofrece al médico
la inestimable capacidad de tomar decisiones en multiples contextos clinicos.

[0018] El ambito de la salud reproductora incluye la funciéon reproductora normal, asi como el fracaso
reproductor y la infertilidad. El perfil metabolémico de los biomarcadores en el campo de la salud reproductora, y
mas particularmente en las tecnologias de reproduccion asistida (TRA) no se ha explorado. Se ha descubierto que
puede usarse el perfilado de biomarcadores de forma fiable para identificar ovocitos, esperma y embriones viables y
biolégicamente competentes, con objeto de mejorar el resultado del tratamiento (embarazo) en los procedimientos
de fecundacion in vitro (FIV), asi como para reducir el riesgo de partos multiples permitiendo una preseleccion
racional de menos embriones para transferir, pero Unicamente los viables.

[0019] Por lo tanto, seria una significativa contribucién a la técnica proporcionar un procedimiento para
determinar el perfil metabodlico de una muestra util para la determinacion, por ejemplo, de la viabilidad de un ovocito,
de un esperma o de un embridn, y por lo tanto, la probabilidad de éxito de cualquier procedimiento adicional de
fecundacién in vitro y métodos relacionados mediante la medicidn 6ptica de los fluidos corporales y de los medios de
cultivo de los gametos o de los embriones usados en los procedimientos de laboratorio relacionados con la FIV.

[0020] Seria altamente deseable disponer de un procedimiento para determinar el estado de una célula que
intercambia metabolitos con un medio fluido mediante el analisis de los metabolitos del medio fluido. Las células
pueden ser células que estan creciendo en un medio de cultivo adecuado, tal como un embrién o células madre. Las
células pueden ser de la pared uterina, y el medio fluido puede ser el fluido endometrial.

[0021] En el texto subsiguiente, siempre que se usen las palabras "aspecto" "forma de realizacion" o "ejemplo"
no debe entenderse como que estan de acuerdo con la presente invencion excepto cuando esto se indique
explicitamente.

[0022] La presente desvelacion proporciona un procedimiento para determinar el estado de una célula que
intercambia metabolitos con un medio fluido mediante el analisis de los metabolitos del medio fluido.

[0023] La presente desvelacion también proporciona un sistema y un procedimiento para determinar el perfil
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metabdlico de una muestra, util para la determinacion, por ejemplo, de la probabilidad de éxito de procedimientos de
fecundacién in vitro y procedimiento relacionados, mediante la medicion dptica de los fluidos corporales y del medio
de cultivo de gametos o de embriones usado en los procedimientos relacionados del laboratorio de FIV.

[0024] También se desvela un procedimiento y un aparato para correlacionar los espectros, tales como una
longitud de onda individual que incluye fluorescencia, absorcién 6ptica de multiples longitudes de onda, espectros de
dispersion de Raman o espectros de resonancia magnética de metabolitos en fluidos, tales como fluidos corporales,
medios de cultivo de gametos o de embriones, en los que dichos espectros con el estado de al menos una célula,
incluyendo un gameto o una pluralidad de células en un embrion.

[0025] En algunas formas de realizacién se proporciona un procedimiento de tecnologias de reproduccion
asistida (TRA). Este procedimiento combina el crecimiento in vitro de al menos un embrién en un medio de cultivo, el
ensayo analitico del medio de cultivo del al menos un embrién para determinar el estado del embrién, y el uso del
estado del embrién para determinar al menos uno de:

un momento para transferir el embrién al Gtero;

un momento para someter al embrién a un almacenamiento a corto plazo para futuras transferencias a un utero;
un momento para someter el embridn a una crioconservacion para futuras transferencias a un utero;

un ajuste al medio de cultivo para continuar el crecimiento del embrién; y

un momento para transferir el embridn a un medio de cultivo diferente para continuar el crecimiento del embrién.

[0026] En algunas formas de realizacién, este procedimiento comprende adicionalmente la determinacion de
la viabilidad del ovocito, del espermatozoide y del utero mediante el ensayo analitico de los respectivos fluido
folicular, plasma seminal y fluido de revestimiento uterino, en las que el embrién individual es transferido cuando la
viabilidad del ovocito, del espermatozoide, y del utero indica una buena probabilidad implantacién o de embarazo
para la transferencia del embrién.

[0027] El embrién puede obtenerse mediante una fecundacion in vitro fertilizando al menos un ovocito usando
espermatozoides.

[0028] En alguna forma de realizacion, el ajuste al medio de cultivo se determina repetidamente segun crece
el embridn.
[0029] En la FIV convencional, no hay disponible informacion fiable sobre la viabilidad de un embriéon, y por

ello la transferencia a menudo se retrasa dado que es probable que un embrién que sobrevive hasta el dia 3, 4 6 5
sea mas viable. Sin embargo, es deseable transferir un embrién del que se sabe que es (o que tiene una indicacién
de una buena probabilidad de ser) viable, tan pronto como sea posible. El estado de viabilidad del embrién puede
aumentar segun se desarrolla el embridn hasta cierto punto de madurez, tal como el dia 2, sin embargo, en algunos
embriones, la viabilidad puede no aumentar significativamente mas segin madura el embrién in vitro. Por lo tanto,
en algunas formas de realizacion, se determina el momento de transferencia del embrién como el momento mas
temprano en el que el embridn alcanza un buen umbral de probabilidad de implantacién.

[0030] Se apreciara que la presente invencién puede aplicarse, sin limitacion, a mamiferos, por ejemplo a
seres humanos, bovinos, equinos, felinos, caninos, caprinos y cetaceos.

[0031] Cuando se fecundan varios ovocitos y crecen varios embriones, pueden seleccionarse los embriones
para su transferencia usando al menos el estado determinado.

[0032] El ensayo analitico puede comprender la obtencidon de un espectro del medio de cultivo. En algunas
formas de realizacion, el espectro se calibra determinando una correlacion efectiva entre el espectro registrado del
medio de cultivo de varios embriones y el éxito de embarazo registrado usando varios de los embriones, y el estado
se determina a partir de la realizacion de la correlacion del espectro. En algunas formas de realizacion, el espectro
es un espectro optico. El espectro puede contener informacion relacionada con los componentes de estrés oxidativo
del medio de cultivo.

[0033] Cuando el embrién es crioconservado, puede obtenerse periédicamente un espectro del medio de
cultivo crioconservado, y puede determinarse el estado a partir del espectro Optico del medio de cultivo
crioconservado para monitorizar al embrion crioconservado durante la crioconservacion.

[0034] En algunas formas de realizacion, se proporciona un procedimiento de tecnologia de reproduccion
asistida (TRA). Este procedimiento comprende la extraccion de varios ovocitos en su propio fluido folicular, el ensayo
analitico del fluido folicular de cada uno de los ovocitos para determinar el estado del ovocito, y la seleccion de los
ovocitos, usando el estado para uno de crioconservacion y fertilizacion. El ensayo analitico del fluido folicular es
esencialmente el mismo que el de un medio de cultivo.
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[0035] Segun la invencion, se proporciona un procedimiento para generar datos probabilisticos del resultado
exitoso de un procedimiento de salud reproductora en un paciente. Este procedimiento comprende adquirir, para al
menos un embridn que intercambia metabolitos con un medio de cultivo, un espectro de al menos un metabolito del
medio de cultivo usando una modalidad analitica elegida, y generar datos probabilisticos para el al menos un
embrién usando el espectro adquirido y una correlacion establecida entre el resultado exitoso de un procedimiento
de salud reproductora y el espectro de un metabolito del medio de cultivo obtenido usando la modalidad analitica
elegida para una poblacién de pacientes. El ensayo analitico de estos medios fluidos es esencialmente el mismo.

[0036] La modalidad analitica puede ser la absorcion éptica de una o de multiples longitudes de onda, la
dispersidon de Raman o la fluorescencia optica. El espectro 6ptico puede estar en el intervalo de longitud de onda
corta del infrarrojo cercano. La modalidad analitica elegida también puede ser RMN.

[0037] El procedimiento de salud reproductora puede estar relacionado con preeclampsia, Al o inflamacién
intraamniotica, parto/nacimiento prematuro, aborto natural/provocado recurrente, implantacion de embriones,
determinacién del sexo, contaminacidn medioambiental/infeccién, embarazo ectdpico, embarazo normal o
endometriosis.

[0038] En otras formas de realizacién, la desvelacién proporciona un procedimiento de tecnologia de
reproduccion asistida (TRA). Este procedimiento comprende proporcionar una muestra de uno o mas
espermatozoides en plasma seminal, ensayar analiticamente el plasma de los espermatozoides para determinar el
estado de los espermatozoides y seleccionar los espermatozoides usando el estado para uno de crioconservacion y
fertilizacion.

[0039] En otras formas de realizaciéon, la desvelacién proporciona un procedimiento de tecnologia de
reproduccion asistida (TRA). Este procedimiento comprende el ensayo analitico del fluido endometrial de una
paciente para determinar la viabilidad del Gtero para la implantacién de un embrién, y la determinacién de un
momento de implantacion usando la viabilidad. Por ejemplo, si la viabilidad es baja, se repite el ensayo, y se
determina el momento de implantacion cuando la viabilidad sea mayor. Por ejemplo, puede proporcionarse al menos
uno de dieta, reposo/ejercicio e intervencion medicinal a la paciente para mejorar la viabilidad.

[0040] El fluido endometrial puede medirse opticamente in situ, y el ensayo analitico implica entonces la
obtencion de un espectro éptico.

[0041] En algunas formas de realizacion, se proporciona un procedimiento para determinar el estado de una
célula que intercambia metabolitos con un medio fluido. Este procedimiento combina la adquisicion de un espectro
para al menos una célula de al menos un metabolito del medio fluido usando una modalidad analitica elegida, y
generar datos probabilisticos para la al menos una célula usando el espectro adquirido y una correlacion establecida
entre el estado de al menos una célula y el espectro de un metabolito en un medio fluido obtenido usando la
modalidad analitica elegida para una poblacion de células.

[0042] En algunas formas de realizaciéon, la modalidad analitica es espectroscopia optica, tal como dispersion
optica de Raman, absorcion éptica o fluorescencia optica. En algunas formas de realizacién, el espectro 6ptico
proporciona informacion sobre el estrés oxidativo del medio fluido.

[0043] En otras formas de realizacion, se proporciona un procedimiento para mantener o hacer crecer una o
mas células en un medio de cultivo. Este procedimiento comprende ajustar el medio de cultivo usando un estado de
las células determinado a partir de un espectro del medio de cultivo obtenido usando una modalidad analitica
elegida.

[0044] En algunas formas de realizacion, se proporciona un aparato para controlar el cultivo de una o mas
células que crecen in vitro en un medio de cultivo. Este aparato combina un dispositivo de adquisicion de espectros
para adquirir un espectro del medio de cultivo, una base de datos de datos de correlacion que relaciona los datos
espectrales con un estado de las células, un procesador de determinacion del estado que genera datos que
representan el estado usando los datos de correlacion del espectro, un controlador del medio de cultivo que genera
sefiales de control para efectuar un ajuste en el medio de cultivo en respuesta a los datos que representan el estado.
El controlador puede estar totalmente automatizado, y por lo tanto controlar las valvulas y los interruptores para
cambiar los parametros del medio de cultivo, o puede proporcionar un informe a un técnico para que realice el ajuste
requerido. En algunas formas de realizacion, el espectro contiene informacion relativa al estrés oxidativo de al
menos un componente del medio de cultivo.

[0045] Como ejemplo, el ajuste al medio de cultivo puede ser de la temperatura ambiental o de la composicion
gaseosa, tal como el oxigeno disuelto. Asimismo, el ajuste puede ser una adicion de una sustancia al medio de
cultivo, por ejemplo, para modificar el pH o afiadir proteinas. En otros casos, es apropiado que el ajuste sea una
sustitucion del medio de cultivo.
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[0046] El aparato puede operar para realizar cambios en el medio de cultivo usando el estado como
informacién. EI momento para que un ajuste rinda un cambio mensurable en el estado determinara tipicamente la
duracion del ciclo del bucle de informacion. Por supuesto, cuando un ajuste afecta inmediatamente al espectro del
medio de cultivo, el espectro se adquiere de nuevo después del ajuste, y entonces se usa el cambio en el estado
segun se determiné inmediatamente después del ajuste y en algin momento subsiguiente para valorar si el ajuste
ha sido beneficioso para el mantenimiento o el crecimiento de las células.

[0047] Para el propésito de la presente invencion, a continuacion se definen los siguientes términos.

[0048] Se pretende que el término "fluido corporal" signifique sangre completa, plasma sanguineo, suero
sanguineo, orina, saliva, liquido lagrimal, liquido amniético, liquido cefalorraquideo (LCR), leche materna, fluido
vaginal, fluido uterino, liquido seminal.

[0049] Se pretende que el término "medio de cultivo" signifique cualquier mezcla de nutrientes y disoluciones
salinas que puede usarse para mantener células viables en un cultivo in vitro en el laboratorio, incluyendo gametos y
embriones. Con algunas modalidades analiticas, tales como la espectroscopia 6ptica, el medio de cultivo puede
estar congelado sin que esto afecte a la capacidad para obtener espectros utiles.

[0050] Se pretende que el término "paciente" signifique un sujeto que va a ser investigado, observado,
monitorizado o estudiado, ya sea humano o animal.

[0051] Se pretende que el término "no invasivo" incluya la espectroscopia transdérmica o transcutanea, que
se realiza in situ, o in vivo a un paciente, y es minimamente invasiva, tal como la extraccion de un pequefio volumen
de un fluido corporal.

[0052] Se pretende que el término "enfermedad relacionada con el estrés oxidativo" signifique un trastorno
que causa estrés oxidativo o esta causado por, o depende, del estrés oxidativo.

[0053] Se pretende que el término "componente de estrés oxidativo" signifique la alteracion en el equilibrio
prooxidante/antioxidante de un componente bioquimico de un medio de cultivo de fluido corporal o de otra muestra
en investigacion, a favor del primero, dando lugar a un posible dafio celular. Asimismo, se entiende que
"componentes de estrés oxidativo" significa dicha alteracién en el equilibrio prooxidante/antioxidante de una
pluralidad de componentes bioquimicos del medio de cultivo de fluido corporal o de otra muestra en investigacion a
favor del primero, dando lugar a un posible dafio celular. Se entiende que el término "huella redox" significa un
agregado de componentes de estrés oxidativo o subproductos biolégicos del EO derivados de una espectroscopia
de absorcioén optica de multiples longitudes de onda o de una espectroscopia de RMN.

[0054] El término "anticuerpo" se refiere a un polipéptido codificado sustancialmente por un gen de una
inmunoglobulina o por genes de inmunoglobulinas, o a fragmentos de los mismos. Los genes de inmunoglobulinas
reconocidos incluyen los genes de las regiones constantes kappa, lambda, alfa, gamma, delta, epsilon y mu, asi
como una infinidad de genes de las regiones variables de inmunoglobulinas. Las cadenas ligeras se clasifican como
kappa o lambda. Las cadenas pesadas se clasifican como gamma, mu, alfa, delta o epsilon, que a su vez definen las
clases de inmunoglobulinas, IgG, IgM, IgA, IgD e IgE, respectivamente.

[0055] El término "biomarcadores" o "biomarcadores objetivo" se refiere al perfil de proteinas, enzimas,
péptidos, moléculas pequeias, compuestos de estrés oxidativo u otros compuestos bioldgicos que estan asociados
con el procedimiento especifico o el trastorno médico o enfermedad que se esta estudiando, tal como una
fecundacién in vitro o una enfermedad de Alzheimer. Los datos relacionados con los componentes de un
biomarcador especifico se convierten en un nuevo "perfil metabdlico" o "huella". Cada perfil se analiza tipicamente
usando programas informaticos patentados que correlacionan los datos con un trastorno clinico o un resultado. El
perfil metabolémico se usa para distinguir sistematicamente entre las a menudo sutiles diferencias entre la fisiologia
normal y la aparicion o la progresion de una enfermedad, o la respuesta de un individuo a un compuesto terapéutico.
Esta tecnologia es aplicable en numerosas disciplinas cientificas y ambitos de uso.

[0056] El término "calidad del embrién" se define como una calidad indicativa de los embriones que son
competentes para su uso en subsiguientes procedimientos, y reflejan la viabilidad del embrién, para su uso en
procedimientos de seleccion y transferencia de embriones, tales como la fecundacion in vitro y la implantacion para
conseguir un embarazo, y un almacenamiento a corto plazo, y un almacenamiento a largo plazo que incluye la
crioconservacion. El almacenamiento a corto plazo puede definirse como un almacenamiento de desde
aproximadamente 3 dias hasta aproximadamente 5 afios. El almacenamiento a largo plazo puede definirse
adicionalmente como el almacenamiento durante mas de aproximadamente 5 afios hasta el almacenamiento
durante un periodo de tiempo indefinido.

[0057] El término "calidad del ovocito" se define como una calidad indicativa de los ovocitos que son
competentes para su uso en subsiguientes procedimientos y reflejan la viabilidad del ovocito, para su uso en
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procedimientos que implican la seleccion y la transferencia de ovocitos, tales como la fecundacion in vitro y la
implantaciéon para conseguir un embarazo, y un almacenamiento a corto plazo, y un almacenamiento a largo plazo
que incluye la crioconservacion. El almacenamiento a corto plazo puede definirse como un almacenamiento de
desde aproximadamente 3 dias hasta aproximadamente 5 afios. El almacenamiento a largo plazo puede definirse
adicionalmente como el almacenamiento durante mas de aproximadamente 5 afios hasta el almacenamiento
durante un periodo de tiempo indefinido.

[0058] El término "calidad del esperma" se define como una calidad indicativa del esperma que es competente
para su uso en subsiguientes procedimientos, y refleja la viabilidad del esperma, para su uso en procedimientos que
implican la seleccion y la transferencia de esperma, tales como la fecundacion in vitro y la implantacion para
conseguir un embarazo, y un almacenamiento a corto plazo, y un almacenamiento a largo plazo que incluye la
crioconservacion. El almacenamiento a corto plazo puede definirse como un almacenamiento de desde
aproximadamente 3 dias hasta aproximadamente 5 afios. El almacenamiento a largo plazo puede definirse
adicionalmente como el almacenamiento durante mas de aproximadamente 5 afios hasta el almacenamiento
durante un periodo de tiempo indefinido.

[0059] El término "HLA-G" se refiere al antigeno G de leucocitos humanos y, salvo que se indique de otro
modo, incluye tanto la forma soluble como la insoluble. El término puede referirse, en el contexto apropiado, tanto al
antigeno como al locus genético.

[0060] Los términos "integrinas, ubiquitina, selectinas, factores de crecimiento, inhibitinas y otras hormonas,
otras enzimas, moléculas pequefias y péptidos son biomarcadores tipicos que tienen sus diversos significados
cientificos reconocidos.

[0061] El término "inmunoensayo" es un analisis o una metodologia que utiliza un anticuerpo para que se una
especificamente a un analito. El inmunoensayo se caracteriza por el uso de unas propiedades de union especificas
de al menos un anticuerpo en particular para aislar, marcar o cuantificar el analito.

[0062] Los términos "aislado", "purificado" o "biolégicamente puro" se refieren a un material que esta
sustancialmente o esencialmente exento de componentes que normalmente lo acompafian segun se encuentra en
su estado natural.

[0063] El término "marcador" se usa en referencia a una composicion detectable mediante un medio
espectroscopico, fotoquimico, bioquimico, inmunoquimico o quimico. Por ejemplo, algunos marcadores Uutiles
incluyen pigmentos fluorescentes, reactivos densos en electrones, calorimétricos, enzimas, por ejemplo, segun se
usan habitualmente en ELISA, biotina, dioxigenina o haptenos y proteinas para las cuales hay disponibles antisueros
0 anticuerpos monoclonales que pueden hacerse detectables.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

[0064] Las caracteristicas y ventajas adicionales de la presente invencion seran apreciables a partir de la
siguiente descripcién detallada, tomada en combinacién con los dibujos anexos, en los que:

La Figura 1 es un dibujo esquematico de un dispositivo 6ptico de medicion del estrés oxidativo con una celda de
muestra de 50 pl con un camino de 1 cm de longitud provisto con luz procedente de una lampara halégena de
tungsteno de banda ancha a través de una primera fibra éptica, un espectrofotdmetro de infrarrojo cercano de
longitud de onda corta (SWNIR) acoplado a un extremo opuesto de la celda de muestra a través de una segunda
fibra optica para detectar la intensidad de CW en el intervalo de los 600 nm hasta los 1.100 nm, y un ordenador
conectado al espectrofotémetro para registrar y analizar los espectros.

La Figura 2 es un grafico que muestra los niveles de absorciéon de varias especies moleculares en el intervalo de
longitud de onda de 600 a 1.000 nm.

La Figura 3 muestra un espectro de Raman de 20 muestras de medio de cultivo de embriones para FIV.

La Figura 4 muestra un espectro medio de Raman con la desviacién estandar.

La Figura 5 muestra el espectro de muestras viables.

La Figura 6 muestra una validacion cruzada.

La Figura 7 es un grafico de huellas metabolémicas de los constituyentes del estrés oxidativo en el embrién en

desarrollo obtenido usando una electroforesis capilar con una deteccién optica de ultravioleta que identifica las
fracciones nutrientes y de metabolitos del medio.
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[0065] Puede apreciarse que, en los dibujos anexos, las caracteristicas similares estan identificadas por
numeros de referencia similares.

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS FORMAS DE REALIZACION PREFERIDAS

[0066] La presente desvelacion proporciona un procedimiento y un aparato para correlacionar espectros, tal
como absorcién éptica de longitudes de onda multiples, espectros de dispersion de Raman o espectros de
resonancia magnética de medios de cultivo o de fluidos corporales, tales como fluidos corporales procedentes de un
paciente con una enfermedad dependiente del estrés oxidativo.

[0067] La medicion del estrés oxidativo no se ha empleado en un entorno clinico como una herramienta para
el diagndstico o la prediccion de la aparicion de un trastorno. La presente desvelacion proporciona una herramienta
que permite una rapida medicion del estrés oxidativo, adecuada para su uso en un contexto clinico.

[0068] Previamente no se ha medido longitudinalmente (con el tiempo) el estrés oxidativo con vistas a un
mejor estudio de la evolucion temporal de un trastorno, mediante lo cual se pueda intervenir y corregir el nivel de
estrés oxidativo. La presente desvelacion proporciona un dispositivo que es capaz de medir rapidamente y de forma
no invasiva el estrés oxidativo de una forma adecuada para su uso con cualquier paciente.

[0069] Como un ejemplo, la presente desvelacidon proporciona una herramienta para medir uno o mas
componentes de estrés oxidativo en fluidos corporales usando un analisis éptico. El fluido corporal analizado segun
la desvelacion puede ser cualquiera, o una combinacién de, sangre completa, plasma sanguineo, suero sanguineo,
orina, saliva, liquido lagrimal y liquido cefalorraquideo (LCR), liquido amniético, leche materna, fluido vaginal o
uterino. Otro aspecto de la presente desvelacién proporciona una herramienta para medir uno o mas componentes
de estrés oxidativo en un medio de cultivo para determinar la calidad de los ovocitos, la calidad de los embriones, la
calidad del esperma etc. El analisis optico puede realizarse con unas longitudes de onda del espectro optico en
varios intervalos, tales como los intervalos de NIR, SWNIR y THz. Ademas de los espectros de absorcion, también
pueden analizarse los espectros Raman y los espectros de fluorescencia.

[0070] También se proporciona un procedimiento y un aparato para determinar los datos probabilisticos de la
presencia de un trastorno dependiente del estrés oxidativo en un paciente o en una muestra. Se establece una
correlacion entre un trastorno dependiente del estrés oxidativo y el espectro de un fluido corporal obtenido usando
una modalidad analitica elegida para una poblacién de pacientes o de muestras. Para el paciente cuyos datos
probabilisticos se van a determinar, se obtiene un espectro del fluido corporal obtenido usando la modalidad
analitica elegida. Los datos probabilisticos del paciente se generan usando el espectro adquirido y la correlacion
establecida.

[0071] La presente desvelacion también proporciona procedimientos para determinar la calidad de los
embriones para su uso en subsiguientes procedimientos, que incluyen la viabilidad de los embriones. Estos
procedimientos incluyen la transferencia del embrion al Utero con una fecundacién in vitro y la transferencia de
embriones (FIV/ET) y la transferencia tubarica de embriones (TET), mediante la valoracion de los perfiles
metaboldmicos de los biomarcadores de la viabilidad del embridn.

[0072] La plataforma tecnoldégica de la BSM puede aplicarse en muchas indicaciones diagndsticas,
pronosticas y de monitorizacion diferentes, incluyendo procedimientos de fecundacion in vitro (FIV). Los estudios
han indicado que la BSM puede realizarse faciimente de forma no invasiva y con un alto grado de sensibilidad y
especificidad. Pueden adaptarse facilmente pequefios dispositivos prototipo para la producciéon a gran escala de
unidades comerciales.

[0073] La mayoria de los procedimientos dirigidos a la metabolémica se basan en tecnologias tales como la
espectroscopia de masas, la RMN, la HPLC, la electroforesis y varios ensayos analiticos basados en la protedmica,
que incluyen micromatrices de inmunoensayos, y similares, asi como sus tecnologias de nucleo. Mientras que estas
metodologias son utiles en algunas aplicaciones, tales como en investigacion, en laboratorios de servicio o clinicos
de referencia, son costosas y complejas. Por el contrario, la BSM se realiza usando un pequefio dispositivo de
centro de atencion portatil y facil de usar, que puede usarse incluso con propodsitos de cribado.

[0074] Puede obtenerse una informaciéon cuantitativa relativa sobre los componentes de las muestras
quimicas o biolégicas a partir de los espectros normalizando el espectro para que produzca unos valores de
intensidad de pico que reflejen de forma precisa las concentraciones de las especies quimicas responsables. Se
calcula un factor de normalizacion a partir de las intensidades de pico de aquellos componentes inherentes cuya
concentracién permanece constante a lo largo de una serie de muestras. Pueden estimarse las concentraciones
relativas de un componente que aparece en muestras diferentes a partir de las intensidades de pico normalizadas.
Al contrario que los procedimientos convencionales, nos se requieren estandares internos ni reactivos adicionales.
Los procedimientos son particularmente utiles para el fenotipado diferencial en investigacion proteindmica y
metabolédmica, en los que se identifican moléculas cuya concentracion varia entre una muestra y otra. Estas
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especies identificadas pueden servir como marcadores bioldgicos de una enfermedad o de respuesta a una terapia.

[0075] Los radicales libres son atomos o moléculas que contienen electrones desapareados en sus orbitales
externos. Sus configuraciones electronicas hacen que estas especies quimicas sean muy reactivas con los lipidos
de la membrana, las proteinas, los acidos nucleicos y otros sustratos celulares. Los radicales libres pueden derivar
de fuentes medioambientales o pueden ser generados de novo dentro de los tejidos. El anién superdxido (02'), el
peréxido de hidrégeno (H203), el oxigeno singlete, el acido hipocloroso (HOCI), el peroxinitrito (ONOO-) y el radical
hidroxilo (OH*) son ejemplos de especies reactivas de oxigeno habituales producidas de forma endogena (ROS).
Los metales de transicion, tales como el hierro ferroso (Fe2+) o el cobre cuproso (Cu“), juegan un papel vital en la
quimica redox celular reduciendo el H.O, al altamente citotoxico radical OH* (catélisis de Fenton). En los tejidos de
los mamiferos, unas enzimas antioxidantes evolutivamente conservadas (por ejemplo, las dismutasas de superéxido,
la catalasa, las peroxidasas de glutation y varias reductasas) operan conjuntamente con una serie de compuestos
antioxidantes de bajo peso molecular no enzimaticos (por ejemplo, GSH, tiorredoxina. ascorbato, los tocoferoles,
acido urico, melatonina, bilirrubina) para mantener la homeostasis redox. Manteniendo los metales de transiciéon en
un estado redox relativamente bajo, las proteinas de unién a metales, tales como ferritina, transferrina, lactoferrina,
las metallotioneinas y la ceruloplasmina, se contribuye sustancialmente a la proteccién antioxidante de los tejidos y
de los fluidos corporales.

[0076] El estrés oxidativo (Os) se ha definido como "una alteracion en el equilibrio prooxidante/antioxidante a
favor del primero, dando lugar a un posible dafo [tisular]". Este equilibrio puede estar relacionado con uno o mas
componentes bioquimicos del fluido corporal. El estrés oxidativo se ha implicado como una via clave comun de
disfuncion y muerte celular, y un potencial agente terapéutico en un amplio espectro de trastornos médicos humanos
que incluyen cancer, diabetes, enfermedad obstructiva pulmonar, enfermedad inflamatoria del intestino, isquemia
cardiaca, glomerulonefritis, degeneracién macular y varios trastornos neurodegenerativos.

[0077] Se conoce por tanto la medicion del estrés oxidativo en plasma sanguineo y en liquido cefalorraquideo
(LCR) usando técnicas cromatograficas y espectrometria de masas. Dichas técnicas analiticas requieren mucho
tiempo y tipicamente implican la obtencién de una cantidad significativa de un fluido corporal para obtener una
medicion del estrés oxidativo.

[0078] Los marcadores bioldgicos utilizan marcadores inflamatorios, marcadores de estrés oxidativo y
marcadores de dafio celular, o combinaciones de los mismos. Algunos marcadores inflamatorios incluyen, pero no
se limitan a, citocinas u otros mediadores inflamatorios que promueven la atracciéon de leucocitos o de células
inflamatorias. Los marcadores inflamatorios pueden ser, aunque no necesariamente, liberados desde células
inflamatorias. Algunos marcadores inflamatorios incluyen, pero no se limitan a, 8-isoprostano, mieloperoxidasa, IL-6,
y proteina C reactiva. Los marcadores de estrés oxidativo indican un dafo celular provocado por oxidantes y por
radicales libres. Algunos marcadores oxidativos incluyen los radicales y los oxidantes que alcanzan sus respectivos
objetivos, tales como lipidos, proteinas como ADN, asi como marcadores indirectos del dafio causado por radicales
y oxidantes. Algunos marcadores de estrés oxidativo incluyen, pero no se limitan a, hierro libre, 8-isoprostano,
dismutasa de superdxido, peroxidasa de glutation, hidroperoxidasa de lipidos, ditirosina y 8-hidroxiguanina. Los
marcadores de dafio celular incluyen moléculas bioldgicas (por ejemplo, enzimas) cuya liberacion esta asociada con
células necréticas o dafiadas. Algunos marcadores de dafio celular incluyen, pero no se limitan a, cinasa de creatina
y deshidrogenasa de lactato. Algunos marcadores bioldgicos pueden clasificarse en mas de un tipo de marcador.
Por ejemplo, el 8-isoprostano puede clasificarse como marcador inflamatorio y como marcador de estrés oxidativo.

[0079] La presente desvelacién proporciona un procedimiento para procesar los datos espectrales que
contienen picos con intensidades de pico. Se obtiene un conjunto de espectros a partir de una pluralidad de
muestras quimicas, tales como muestras bioldgicas que contienen metabolitos, proteinas o péptidos. Los espectros
pueden ser espectros de masas obtenidos mediante, por ejemplo, ionizacién por electrospray (EST),
desorcion/ionizacién laser asistida por matriz (MALDI) o ionizacién por impacto electrénico (El). Las intensidades de
pico de cada espectro pueden escalarse con un factor de normalizacién para proporcionar intensidades de pico que
sean proporcionales a la concentracion del componente responsable. Basandose en las intensidades de pico
escaladas pueden estimarse las concentraciones relativas de un componente particular de la muestra. El factor de
normalizacion se calcula dependiendo de los componentes de la muestra quimica cuyas concentraciones son
sustancialmente constantes en las muestras quimicas. En una forma de realizacién, estos componentes no estan
predeterminados y son componentes inherentes a las muestras quimicas. En otra forma de realizacion, el factor de
normalizacién se calcula a partir de las proporciones de las intensidades de picos entre dos (por ejemplo, el primero
y el segundo) espectros de un conjunto, y es una medicién no paramétrica de las intensidades de pico, tal como una
media.

Tecnologias de reproduccion asistida (TRA) incluyendo la fecundacién in vitro

[0080] Los procedimientos de la actual invencién pueden usarse para determinar el momento exitoso de los
procedimientos de fecundacion in vitro.
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[0081] Actualmente, los laboratorios de fecundacion in vitro (FIV) son capaces de seleccionar pre-embriones
Unicamente sobre la base de su morfologia y velocidad de escision in vitro durante las primeras 48 a 72 horas
después de la fecundacion. Estos criterios son utiles, pero no son siempre buenos indicadores de un potencial
desarrollo. En la mayoria de los casos se eligen 3 0 4 embriones basandose en estos indicadores relativamente
bastos y después se transfieren a la cavidad uterina. Si hubiera disponibles unos criterios adicionales mas rigurosos
de seleccion de pre-embriones, basandose en parametros bioquimicos, genéticos o de desarrollo, seria posible
transferir uno o dos pre-embriones sanos que tendrian la mayor probabilidad de supervivencia sin exponer a las
pacientes al trauma fisioldgico causado por el fracaso recurrente en la implantacion de embriones, abortos
espontaneos, multiples FIV o el riesgo de un embarazo multiple. Por lo tanto, existe una necesidad médica de una
prueba mas predictiva para una implantacion exitosa.

[0082] Salud reproductora (FIV). No hay disponibles comercialmente pruebas diagnésticas para valorar la
competencia del ovocito, del esperma o del embridn. Actualmente los embriones se seleccionan basandose en una
escala de valoracion morfolégica que es muy subjetiva. El diagndstico genético preimplantacional (DGP) es un
procedimiento que analiza un numero limitado de condiciones genéticas pero que no puede usarse para predecir la
competencia del embrién. El DPG es un procedimiento no estandarizado muy invasivo que sdélo esta disponible en
unos pocos laboratorios especializados de los Estados Unidos. Ademas es caro, largo de realizar y muy
controvertido. Simplemente no hay pruebas disponibles para valorar la calidad del ovocito, del esperma o del
embrién. Otras aplicaciones de esta tecnologia en la salud reproductora y en la obstetricia incluyen la valoracion de:
preeclampsia, 1Al o inflamacion intraamnidtica, parto prematuro, aborto natural/provocado recurrente, implantacion,
determinaciéon del sexo, contaminaciéon medioambiental, infeccidn, embarazo ectépico, embarazo normal,
endometriosis, y similares.

El ovocito

[0083] Hasta hace poco se asumia que los ovocitos eran generalmente "normales" o competentes. No se
contemplaban como una fuente de potenciales complicaciones en la FIV excepto en los casos obvios en los que se
observaban variantes morfoldgicas graves, o si el 6vulo era inmaduro (siendo el tamario el indicador principal). En
dichos casos, los 6vulos defectuosos eran, y continian siendo, descartados. Sin embargo, algunas pruebas
cientificas de apoyo estan cambiando este paradigma de pensamiento, ya que numerosos nuevos informes (muy
recientemente, el congreso anual de 2005 de la ASRM) han demostrado que entre el 50% y tanto como el 75%, de
todos los ovocitos son anormales (aneuploidicos) en mujeres jovenes (21 - 31 y/o), y esta cifra aumenta
drasticamente con la edad. Hablando de forma general, se ha producido una escasez de investigacién sobre la
viabilidad de los ovocitos humanos a cualquier nivel, genémico, proteémico o metabolémico. Como resultado, no hay
procedimientos aceptables para la seleccion de ovocitos.

Pruebas genémicas

[0084] Sdlo recientemente se han adaptado algunas técnicas de pruebas gendémicas (<2 afios) en un intento
de valorar la competencia de los ovocitos (por ejemplo, hibridacion gendmica comparativa). Estas técnicas estan en
su infancia, no han sido estandarizadas ni validadas, y estan lejos de llegar a ser unos procedimientos practicos y
habituales en el laboratorio de FIV. Actualmente estos procedimientos son muy caros, laboriosos y altamente
invasivos para el ovocito, dado que se requiere una biopsia de los cuerpos polares del 6vulo. El impacto de dichas
biopsias, si lo hubiera, es desconocido.

[0085] Mas recientemente se ha utilizado el diagndstico genético preimplantacional (DGP) para estudiar
indirectamente la calidad del ovocito mediante la valoracién de la incidencia de aneuploidia en embriones por lo
demas sanos y morfolégicamente competentes. En estos estudios se encontré que incluso los ovocitos de mujeres
jovenes tenian una elevada incidencia de anormalidades cromosoémicas; por inferencia, los embriones anormales
derivaban de ovocitos anormales. De una forma convincente, la incidencia de aneuploidia detectada en los ovocitos
es muy similar usando los procedimientos de HGC o DGP y es del orden de aproximadamente el 50%.

El embrion

[0086] Histéricamente, el embrion ha recibido mas atencién como objetivo de intervencion para la
monitorizacion y la prediccion del éxito de la FIV. El "santo grial" de la FIV es conocer qué embriones son embriones
viables y competentes y cuales no lo son. La hipétesis se basa en que si hubiera un procedimiento para identificar
de forma coherente y seleccionar Unicamente embriones de alta calidad - aquellos con la mayor probabilidad de
producir un embarazo - dichos embriones podrian seleccionarse rutinariamente para su transferencia. Esto a su vez
conlleva la expectativa de una mejora en las tasas de embarazo reduciendo los nacimientos mudltiples, ya que
tendrian que transferirse menos embriones si se supiera que son potencialmente viables.

Valoracion morfolégica

[0087] Hoy en dia, la valoracién morfolégica de los embriones, basada en un sistema de clasificacion de +1 a
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+4, ese el principal determinante de la viabilidad en el laboratorio de FIV. Los embriones se evallan tipicamente
usando la puntuacién graduada de embriones (GES). El sistema de GES evalla los embriones durante las primeras
72 horas posteriores a la fecundacion. Cada embrién se puntia sobre un maximo de 100 puntos. Los embriones con
una puntuaciéon GES de > 70 tiene la mayor probabilidad de desarrollarse en blastocitos viables que, tras la
transferencia del embrion (TE), se implantaran subsiguientemente en el revestimiento uterino (0o endometrio) y
produciran un embarazo viable. La GES establece por tanto una base juiciosa para aconsejar a los pacientes con
respecto a la seleccion de embriones para la TE.

[0088] También se evalla el patron de desarrollo del embrién durante el proceso de cultivo (por ejemplo,
velocidad de escisién, fragmentacion, cuerpos de inclusion, masas celulares internas, etc.), pero hay un acuerdo
incluso menor entre los embridlogos relativo al uso de estos indicadores. La valoracion morfolégica se complica con
la obvia dificultad debida a la ausencia de estandares nacionales o internacionales. La inherente variabilidad inter e
intra-observadores asociada con un sistema de graduacién subjetivo, y la ausencia de cualquier indicador biolégico
correlativo en el que apoyar el proceso. Ademas, la tara cientifica fundamental de este sistema de graduacion es el
axioma de que el analisis morfolégico no puede ser aceptado como una medida de la funcionalidad bioldgica. Las
limitaciones de este proceso se sometieron de nuevo a un intenso interés en la reciente conferencia anual de la
ASRM. No obstante, los embriélogos han tenido que basarse en este sistema de graduacion, dado que no habian
aparecido procedimientos alternativos.

[0089] Mediante el analisis de los perfiles espectrales metabolémicos de las células y de los embriones en
crecimiento se valora el ajuste de nutrientes, complementos, pH y metabolitos. Esto permite una monitorizaciéon
continua y una optimizacion del crecimiento de las células y los embriones. Por ejemplo, puede medirse la
determinacion del nivel de estrés oxidativo y contrarrestarse complementando con entidades quimicas tales como un
antioxidante. Mas especificamente, un embrién mas débil puede ser complementado con mas oxigeno o puede
modificarse el medio de crecimiento para mejorar la viabilidad de ese embrién, tal como modificando el pH del
medio, eliminando los metabolitos 0 complementando el medio con nutrientes, basandose en la monitorizacion del
medio. Un embridn débil que crece en un medio de 3 dias puede ser transferido para que crezca en un medio de 5
dias basandose en la monitorizacion del medio de la presente desvelacion.

Valoracion uterina

[0090] La viabilidad del utero para la implantacion del embrién puede ser correlacionada con los componentes
espectrales analiticos del fluido endometrial, es decir, el fluido que reviste la pared del Utero.

[0091] La metodologia puede aplicarse para determinar el perfil metabolémico del moco cervical y endometrial
del revestimiento uterino para determinar la receptividad bioldégica del endometrio frente a la implantacion del
embrién. El moco cervical, como fluido bioldgico, puede ser analizado mediante diversos procedimientos
espectroscopicos para determinar los perfiles metabolémicos indicativos de un endometrio receptivo, mientras que el
revestimiento endometrial de los diversos Uuteros puede examinarse mediante varios procedimientos
espectroscopicos de forma no invasiva empleando fibra éptica, que puede insertarse a través del cuello uterino
directamente en el utero. La determinacién metabolémica del endometrio conducira a un aumento de las tasas de
implantacion del embrion, y por lo tanto, de embarazo.

Diagnéstico genético preimplantacional y pruebas genémicas

[0092] La prueba gendmica (es decir, CGR) de los embriones esta sometida a las mismas limitaciones
mencionadas anteriormente para el ovocito, y hasta la fecha, la CGR de embriones no ha recibido una atencion
fiable por parte de la comunidad cientifica. Sin embargo, el ambito de la TRA se beneficia actualmente del
procedimiento del diagndstico genético preimplantacional, que puede usarse para cribar, en embriones en
desarrollo, un numero limitado de enfermedades genéticas especificas y aneuploidias que afectan a 9 de los
posibles 23 pares de cromosomas. El DGP es un laborioso procedimiento usado en combinacién con otro
procedimiento denominado hibridacion fluorescente in situ (FISH). Desafortunadamente, los DGP/FISH carecen de
sensibilidad y de especificidad cuando se trata de identificar la viabilidad global de ovocitos globales y de embriones
para una FIV. Aunque el DGP es util para detectar aneuploidias que podrian afectar a la viabilidad del embrion, no
ha demostrado ser util para la valoracién global de la calidad del embrién.

[0093] El DGP es contemplado como un procedimiento controvertido dado que requiere una Unica biopsia
celular de embridn temprano y los riesgos de salud inherentes al proceso son desconocidos. Aunque las biopsias se
realizan en el laboratorio de FIV, deben ser enviadas a otro laboratorio genético remoto para el andlisis
cromosomico. El PDG también es contemplado como un procedimiento experimental por la FDA y la ASRM, y han
surgido cuestiones bioéticas debido la naturaleza de la informacién genética obtenida a partir de la prueba. EI DGP
también tiene un coste prohibitivo como una prueba rutinaria prevaleciente para la FIV. Hasta hace muy poco, la
preocupacion por el DGP en el ambito ha evitado probablemente que los cientificos busquen otras metodologias
gendmicas o protedmicas y metabolémicas.
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[0094] En comparacion con el perfilado metaboldmico de esta desvelacion, el DGP es un procedimiento muy
costoso e invasivo para el embrion, y por lo tanto conlleva un alto grado de riesgo desconocido; esta limitado a las
pruebas de las condiciones genéticas; y requiere tiempo. Ademas, no se ha probado que el DGP sea una
herramienta util para determinar la viabilidad del embridn excepto en la valoracion gendémica de la aneuploidia. Dado
que es un procedimiento complejo y caro, no es probable que se convierta en una opcién prevalente para la
valoracién rutinaria de embriones. Por muchas razones cientificas y sociopoliticas, el DGP todavia se considera un
procedimiento experimental. Consecuentemente, la introduccion del perfilado metabolémico como una prueba de la
competencia global de ovocitos y embriones es un importante avance en la técnica.

Biomarcadores embrionarios

[0095] Se ha examinado al menos un biomarcador molecular de la viabilidad de embriones con un cierto rigor,
una molécula denominada antigeno leucocitario humano soluble (sHLAG). Esta proteina se mide mediante un
inmunoensayo, y por lo tanto es mas engorroso, requiere mucho tiempo para la obtencion de un resultado (horas) y
es caro de realizar. Debido a limitaciones de volumen (de las muestras de medio), el ensayo no puede realizarse por
duplicado, por lo que se compromete la precision estadistica. Recientemente se han postulado otros biomarcadores
protedmicos (por ejemplo, integrina beta, ubiquitina, HCG, otros), para el embrién; sin embargo, estos marcadores
no se han estudiado ampliamente, y su papel como indicadores de la viabilidad del embridn, si lo tienen, requiere
una investigacion adicional.

Posibilitando la transferencia de un unico embrion (SET)

[0096] Establecer confianza en un proceso de transferencia de un Unico embrién como medio para reducir los
partos multiples sin comprometer las tasas de embarazo es el objetivo de los médicos de FIV, de la ASRM asi como
de las compaiiias aseguradoras. Desafortunadamente, esto ha resultado ser hasta ahora un objetivo escurridizo. Se
espera que la disponibilidad del perfilado proporcione al médico la eleccién de una transferencia de multiples
embriones o de una transferencia de un Unico embridon en la practica clinica de la FIV. Por lo tanto, pueden
apreciarse los beneficios de las pruebas metaboldmicas, e incluyen: (i) mejores resultados del tratamiento (es decir,
tasas de embarazo) y una reduccion concomitante en la incidencia de nacimientos multiples (triples o mayores); (ii)
una reduccion del riesgo médico para la madre y la progenie; (iii) unos costes médicos reducidos asociados con la
prestacion de cuidados médicos para multiples bebés prematuros; (iv) una cobertura de seguro mas amplia para la
FIV; (v) una mayor confianza para aquellos que buscan un tratamiento para la infertilidad.

[0097] También se espera que el perfilado metabolémico permita desarrollar otros beneficios para la
comunidad de TRA que incluyen: 1) bancos de évulos de donantes congelados que ofrecen Unicamente o6vulos
viables precribados para posibles receptoras, y 2) "un rescate de ovocitos", que es la recolecciéon de un numero
adicional de évulos competentes para su crioconservacion, seguido de la fertilizacion en una fecha futura en un
subsiguiente ciclo de FIV.

Ensayo del biomarcador sHLAG
[0098] Este ensayo de un unico biomarcador para el sHLAG se estd empleando actualmente en los
procedimientos de FIV. Los kits contienen adicionalmente instrucciones para la realizacion de los procedimientos de

la actual desvelacion.

[0099] La presente invencion se comprendera mas faciimente mediante referencia a los siguientes ejemplos,
que se proporcionan para ilustrar la desvelacion.

Células madre

[0100] La desvelaciéon puede aplicarse asimismo para determinar la viabilidad de una o méas células madre en
un medio de cultivo mediante el analisis del medio de cultivo. Segun la presente desvelacion, es necesaria una
valoracion del medio de crecimiento de las células madre para determinar el estrés oxidativo de estas células madre,
para maximizar la diferenciacion de las células madre en células B o en un tipo celular diferenciado. Puede
identificarse un factor de diferenciacion con un espectro de monitorizacion del medio de crecimiento de la célula
madre, tal como proteinas y otros metabolitos.

EJEMPLO 1

Medicion del EO a partir de la espectroscopia de infrarrojo cercano de longitud de onda corta (SWNIR) del
plasma sanguineo

Metodologia de la toma de muestras

[0101] Antes del analisis se descongelaron las muestras durante una hora hasta alcanzar la temperatura
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ambiente, y después se centrifugaron durante 30 min. Para la limpieza y el reacondicionamiento, la celda de
muestras se lavé en primer lugar con 200 ul de NaOH 0,1 M, seguido de 3 x 200 pl de agua Millipore.

Espectroscopia de infrarrojo cercano de longitud de onda corta (SWMIR)

[0102] Se registré un espectro de SWNIR del tercer aclarado con agua para que sirviera como control. A
continuacion se inyectaron 75 ul de muestra en la celda de muestras y se registré el espectro de la muestra usando
el aparato segun se muestra en la Fig. 1.

[0103] Se obtuvieron espectros del infrarrojo cercano de longitud de onda corta a partir de las muestras
preparadas usando el siguiente protocolo. Para las mediciones se usé un espectrofotémetro de infrarrojo cercano
American Holographic. El espectrofotometro esta equipado con un puerto de entrada de dos canales, de forma que
podia obtenerse simultaneamente una referencia con la muestra de la medicidon. Los espectros adquiridos cubrian la
region de 580 a 1.100 nm. El tiempo de integracion del detector era de 100 milisegundos. Todas las muestras se
midieron 50 veces y los resultados se promediaron para reducir el ruido espectral. Las muestras se introdujeron en
una celda de muestras con 10 mm de longitud del camino interno, usando una pipeta eppendorff. Se usaron
aproximadamente 75 microlitros de muestra. Una vez obtenidos los datos espectrales, la celda de muestras se lavo
usando 200 microlitros de NaOH 0,1 M seguido de 3 volimenes de 200 microlitros de agua Millipore. Después de
cada muestra se tomd un espectro de referencia individual de la tercera disolucién de lavado con agua. Esto permitio
monitorizar la contaminacion de la celda de muestra son los cambios en la alineacion del sistema éptico. Cada
espectro de la muestra se referencid a la muestra de agua consecutiva para su procesado posterior.

[0104] Toma de muestras para la FIV. Ovocito: en el momento de la recoleccién de los ovocitos se extrae una
alicuota consistente en aproximadamente 100 ul del fluido folicular, que normalmente se desecha, a partir de la
placa de Petri una vez que el ovocito ha sido identificado y extraido, para mantener el medio nutriente.

[0105] Embrién: el medio de cultivo gastado, que normalmente se desecha, se recoge el final de cada etapa
de cultivo de la FIV (desde la fertilizacion hasta la escision del blastocito) para su analisis mediante BSM. El cultivo
individual de embriones es el procedimiento preferido para preparar embriones para este procedimiento, pero no es
obligatorio. Alternativamente, también puede analizarse el medio de cultivo desechado del DGP, de la eclosién
asistida y de otros procedimientos relacionados de las TRA de una forma similar. Las muestras pueden ser
analizadas mediante BSM inmediatamente o almacenarse congeladas para un analisis futuro. La selecciéon de
ovocitos y de embriones se determina basandose en el perfil metabolémico unico de los biomarcadores de las
respectivas muestras.

[0106] Las muestras fluidas pueden congelarse y usarse como tales para obtener un espectro, o pueden
descongelarse subsiguientemente antes de la obtencion del espectro.

METODOLOGIA DEL ANALISIS
Seleccion de la longitud de onda a priori

[0107] El espectro de SWNIR contiene absorciones procedentes de varias especies moleculares. Para
seleccionar la principal especie molecular presente en el plasma sanguineo se identificaron las regiones de longitud
de onda (15 nm de ancho) asociadas con Hemo (700 nm), CH (830 nm), ROH (940 nm), H20 (960 nm), OH (980
nm) y NH (1020 nm), seguin se muestra en la Figura 2. Las absorciones integradas de estas seis regiones se usaron
entonces para el modelo de regresion descrito a continuacion.

Transformada wavelet de Haar

[0108] La transformada de Haar (HT) es la transformada wavelet mas antigua y mas simple. De forma similar
a la transformada de Fourier, proyecta los datos - por ejemplo, un espectro de NIR - sobre un conjunto de bases
dado. Al contrario que la transformada de Fourier, que usa funciones de senos y cosenos como conjunto de base, la
HT usa wavelets de Haar. En este estudio se eligié una transformada discreta de wavelet (DWT) sobre una
transformada continua de wavelet o una transformada wavelet packet para maximizar la simplicidad y la velocidad de
los calculos. Para los datos definidos sobre el intervalo 0 < x < 1, la familia de wavelets de Haar para una DWT se
viene dada por:
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1 8i0sx<l

¢(x) -{ (1)

0 de otra forma

1 si0sx<}
o(x) =J-1 giY=sx<l (2)
0 de otra forma

Wak, (X) = p(2"x ~k), 0 ks2"-1 (3)

[0109] Llevar a cabo una HT consiste en descomponer un espectro en una suma ponderada de ¢, W y W,
en las que las ponderaciones se conocen como "coeficientes de wavelet". Para obtener el coeficiente del wavelet
padre, @, se integra la sefial de toda la ventana de datos. La ponderacion del wavelet madre, W, se obtiene
integrando la primera mitad de los puntos de datos, y restando la suma de la segunda mitad de los datos. Los
wavelets hijos se reducen y son versiones convertidas del wavelet madre. En la notacion Wy, representa la
reduccion, y k indica la conversion. Por lo tanto, se suman incluso las regiones mas pequefias de los datos para
encontrar los coeficientes de los wavelets hijos, hasta el elemento de minimo tamarfio de los datos. Por lo tanto, los
wavelets hijos se comportan como filtros de paso alto, mientras que el wavelet padre funciona como un filtro de paso
bajo. Globalmente, el nimero de coeficientes wavelet obtenido es el mismo que el nimero de puntos del conjunto de
datos original.

[0110] A partir de la descripcion anterior, se hace apreciable que los wavelets de Haar son estructuras
simples, dado que Unicamente tienen tres niveles distintivos: +1, -1 o 0. Sin embargo, es posible simplificarlos
incluso aun mas introduciendo versiones reducidas y convertidas del wavelet padre denominadas funciones de
escalado o wavelets "hijo":

dni(¥) = $(2"%~k), 0 ks2"-1 y 0sx<1 )]
[0111] El wavelet madre puede entonces reescribirse como

W= g1,0 - P19

Por lo tanto puede llevarse a cabo una HT "hijo" sobre un espectro con z puntos usando 2z-1 wavelets que se
construyen Unicamente con unos y ceros. La base establecida para esta transformacion del wavelet no es ortogonal,
dado que las generaciones superiores de wavelets hijo son subconjuntos de generaciones inferiores. Sin embargo,
los wavelets hijo tienen la ventaja de ser monodireccionales, es decir, sdlo van positivos. Por lo tanto, al contrario
que los wavelets hija, los wavelets hijo no realizan inherentemente una primera derivada en el procesado de los
datos.

[0112] En el contexto del andlisis espectral, la HT es particularmente adecuada. Los coeficientes wavelet
obtenidos contienen informacién tanto de la frecuencia como de la longitud de onda (donde "frecuencia" no se usa
en el sentido habitual, sino que se refiere a si los wavelets describen caracteristicas a pequefia y a gran escala).
Debido a la retencion de la informacion de la longitud de onda, es mas facil comprender el significado espectral de
los resultados de la HT que los resultados de la FT. Adicionalmente, se hace posible no sélo investigar la
importancia de las longitudes de onda por separado, sino también las caracteristicas espectrales de diferentes
tamafios. Una aplicacion comun de esta propiedad es suavizar los datos eliminando los coeficientes wavelet de alta
frecuencia. Alternativamente, pueden corregirse grandes tendencias en los conjuntos de datos tales como lineas de
base inclinadas eliminando los wavelets de baja frecuencia.

[0113] Otro rasgo importante de la HT es su capacidad para comprimir una gran cantidad de informacién en
un nimero de variables muy pequefio. Los wavelets hija son eficaces en la compresion de datos, y esta propiedad
es explotada en el presente estudio para encontrar el modelo mas parsimonioso para estimar las propiedades de la
muestra. En comparacién, la HT hijo no se comporta tan bien para la compresion de datos, dado que es
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parcialmente redundante, pero permite un desacoplamiento completo de longitudes de onda adyacentes. Por lo
tanto, este conjunto de base deberia permitir mas libertad en la seleccidon de caracteristicas. Adicionalmente, los
modelos construidos con wavelets hijo son mas faciles de interpretar. Dado que ¢nx sélo tiene dos niveles discretos,
una region de longitud de onda se elige o no se elige mediante la optimizacion del algoritmo. Basandose en los
wavelets hijo elegidos deberia ser posible construir un instrumento simplificado que use hendiduras o filtros para el
analisis de muestras.

[0114] Se calcularon las HT tanto hija como hijo usando programas creados en Matlab (The Mathworks Inc.,
Natick, MA). Para la HT hija, un rapido programa de HT basado en el algoritmo piramidal de Mallat determiné los
coeficientes wavelet llevando a cabo una serie de sumas y restas recurrentes. Para la HT hijo se usaron sumas
simples. Dado que los algoritmos requieren que la longitud de los datos de entrada tenga una potencia de 2, en los
espectros experimentales se introdujeron los Ultimos valores de datos para alcanzar el 2n mas proximo. Se
determinaron los coeficientes wavelet y se ordenaron desde wavelets mas anchos hasta mas compactos (¢, v, y1,,

ey Ynk 0 &, 910, ..., Onk).
Algoritmo genético

[0115] Se determiné el subconjunto mas parsimonioso de variables (ya sea longitudes de onda del
procedimiento 1 o wavelets del procedimiento 2) para estimar una clase de interés mediante una regresion inversa
por minimos cuadrados (ILS). Cuando habia implicadas pocas longitudes de onda, como en el procedimiento 1, se
modelaron todas las combinaciones posibles. Cuando se incluian muchos wavelets en la clasificacion (es decir,
procedimiento 2) se us6 una optimizacién con un algoritmo genético (GA) para determinar la mejor eleccion de
wavelets. Usando principios tales como emparejamiento, entrecruzamiento y mutacion se evaluaron muchos
modelos. Para cada combinacion de variables se estimo la clase de muestra segun

Y=ap+aXg+axXa+... +aX, (6)

en la que Y es la variable dependiente (clase neurolégica, es decir, 0-normal, 1-AD), X4, Xz, ..., X, son variables
independientes (es decir, la intensidad de una longitud de onda dada o de los coeficientes wavelet), y ao, a4, ..., On
son los coeficientes determinados a partir de un conjunto de calibracion X’s. Las descripciones completas de la
optimizacién del GA han sido proporcionadas previamente en otro sitio, por lo que aqui sélo se proporcionara un
resumen del procedimiento.

[0116] Se recurrié a los modelos de mejor ajuste (6ptimo) que contenian entre 1 y 15 variables usando el
método de GA. Se cred una poblacion de individuos (es decir, modelos A) codificando las variables elegidas en
binario y ordenandolas lexicograficamente. Para los espectros preprocesados de variables 2", el binario de
codificacion usaba n bits. El tamafio de la poblacién se establecié en 1.000. Se usé cada individuo como un conjunto
de calibraciéon para construir un modelo segun la Ecuacién 6. El calculo del correspondiente error estandar de
calibracion (SEC) se basé en un conjunto de prueba. Los dos individuos de mayor ajuste se identificaron basandose
en su SEC, y se mantuvieron sin mutaciones para la siguiente generacion. El resto de la nueva poblacién se
completé emparejando aleatoriamente individuos con una probabilidad de entrecruzamiento de 1 y una tasa de
mutacion de 0,02. Después de seguir la poblacion a través de 2.000 generaciones, el algoritmo convergié a una
solucién estable.

[0117] Se llevé a cabo la misma busqueda para los modelos construidos con entre 1 y 15 variables, y se
usaron sus SEC para obtener la representacion de la suma de cuadrados del error de prediccion residual (PRESS).
Sea h la designacion del numero de wavelets en el modelo con el minimo valor de PRESS. El modelo mas
parsimonioso era aquel con el menor numero de wavelets, de forma que la PRESS para ese modelo no era
significativamente mayor que la PRESS para el modelo con h wavelets (prueba f, 99% de nivel de confianza).

[0118] Los valores de clase estimados eran 0 6 1. Sin embargo, la regresion superior determiné valores reales
continuos. La separacion de clase se determiné usando valores mayores de 0,5 que derivan de la clase 1 y valores
menores de 0,5 de la clase 0. Para cada modelo se determind la sensibilidad y la especificidad, y su uso como el
criterio para la seleccion del modelo.

[0119] Se apreciara que la presente desvelacion puede trabajar bien con longitudes de onda procedentes del
espectro optico en varios intervalos, tales como los intervalos NIR, SWNIR y THz, como sera apreciable por el
experto en la técnica. Ademas de los espectros de absorcion, también pueden analizarse de forma similar los
espectros Raman y de fluorescencia. En el caso de la RMN, la técnica de andlisis seria modificada, como seria
apreciable por el experto en la técnica, para identificar los componentes de estrés oxidativo deseados y/o realizar la
correlacion con la enfermedad o el trastorno deseado.

[0120] También se apreciara que la presente desvelacion puede usarse para correlacionar espectros con una
enfermedad o un estado patoldgico, ademas de proporcionar uno o mas valores de estrés oxidativo. En el ultimo
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caso, la presente desvelacion permite que un procesador pueda generar un valor que representa una media
ponderada de una pluralidad de valores para componentes de estrés oxidativo, de forma que la media ponderada
proporcione un valor indicativo de un grado de estrés oxidativo en el paciente.

EJEMPLO 2

[0121] Los procedimientos ejemplares del Ejemplo 1 pueden emplearse en procedimientos de FIV, y en la
monitorizacién de la salud maternofetal. Los procedimientos también son aplicables en la recogida de ovocitos, de
esperma y de embriones, asi como en la crioconservacion de los mismos. También se contemplan programas de
fecundacién in vitro que emplean estos procedimientos.

EJEMPLO 3

[0122] Las firmas metabolomicas de los constituyentes del estrés oxidativo en el embrién en desarrollo
también se obtienen usando técnicas de separacion analitica que identifican las fracciones de nutrientes y de
metabolitos del medio. Un ejemplo de una separacién usando una electroforesis capilar con una deteccién éptica de
ultravioleta se proporciona en la Figura 7. Se identifican los constituyentes asociados con el desarrollo del embrion y
que tienen correlaciones tanto positivas como negativas con la viabilidad del embrién. En particular, una fraccién
nutriente a los 900 segundos se correlaciona negativamente con la viabilidad del embrién, mientras que dos
fracciones de metabolitos (1000 - 1.100 s) se correlacionan positivamente. Combinando la informaciéon de ambos
grupos constituyentes, se consigue la separaciéon de los embriones que daran como resultado un embarazo y
aquellos que no, con una sensibilidad del 80% y una especificidad del 100%. Usando la misma metodologia
desarrollada aqui, también pueden usarse técnicas de separacion tales como otras técnicas de separacion
electromotriz, cromatografia de liquidos y de gases, para la separacion de estas firmas metabdlicas a partir de
células en desarrollo, para una valoracion de la viabilidad.

[0123] Aunque la invencién se ha descrito en relacion con formas de realizacion especificas de la misma, se
entendera que es susceptible de modificaciones adicionales, y se entiende que esta solicitud cubre cualquier
variacion, uso o adaptaciones de la invencidn que sigan, en general, los principios de la invencion, incluyendo dichas
desviaciones de la presente desvelacion segun surgen de la practica conocida o habitual en la técnica a la que

pertenece la invencion, y segun puede aplicarse a las caracteristicas esenciales establecidas anteriormente en este
documento, y como sigue en el ambito de las reivindicaciones anexas.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para generar datos probabilisticos para el resultado exitoso de un procedimiento de
salud reproductora en un paciente que comprende:

adquirir, para al menos un embrién que intercambia metabolitos con un medio de cultivo, un espectro de al menos
un metabolito de dicho medio de cultivo usando una modalidad analitica elegida;

generar datos probabilisticos para el al menos un embridon usando el espectro adquirido y una correlacion
establecida entre el resultado exitoso de un procedimiento de salud reproductora y el espectro obtenido de un
metabolito de un medio de cultivo y el metabolito usando la modalidad analitica elegida para una poblacién de
pacientes.

2. El procedimiento de la reivindicacién 19 en el que dicha modalidad analitica es una absorcidn optica
de varias longitudes de onda.

3. El procedimiento de la reivindicacion 19 en el que dicha modalidad analitica es una de dispersion
Optica de Raman y fluorescencia optica.

4. El procedimiento de la reivindicacion 20, en el que dicho espectro 6ptico es el infrarrojo cercano de
longitud de onda corta.

5. El procedimiento de la reivindicacion 21, en el que dicho espectro éptico es el infrarrojo cercano.
6. El procedimiento de la reivindicacion 19, en el que dicha modalidad analitica elegida es una RMN.
7. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 24, en el que dicho procedimiento de

salud reproductora es una fecundacion in vitro.

8. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 24, en el que dicho procedimiento de
salud reproductora se refiere a la implantacion de un embrién

9. El procedimiento de las reivindicaciones 1 a 46, en el que dicho medio de cultivo esta congelado.
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