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1.0 JUSTIFICACION

De acuerdo con la OMS la infertilidad tiene una incidencia cercana al 10% de
las parejas en edad reproductiva. Esta cifra equivale a 80 millones de mujeres
en el mundo, de las que mas de 13 millones se encuentran en México y América
latina.! La infertilidad es una enfermedad que crece a tasa constante y que
provoca en las parejas un desgaste fisico, econdmico y emocional muy
importante. En México se registran 180.000 nuevos casos cada afio, segun
datos del INEGI. 2

Las técnicas de Fertiilizacion in Vitro (FIV) han sido ampliamente utilizadas
en las ultimas décadas para el tratamiento de la infertilidad tanto masculina
como femenina, y aunque el numero de nacidos vivos se ha incrementado
desde el nacimiento de la primera nifia concebida por FIV en 1978, por ejemplo
en Europa representa hoy en dia entre 2-4% de los nacimientos anuales. Este
porcentaje permanece relativamente bajo debido en gran medida a los fallos de

implantacion, ya que sélo dos de cada diez embriones lo logran’.

A si mismo, la incidencia de nacimientos gemelares en estas parejas es alta
comparado con la poblacion general. Un ejemplo es el Reino Unido, donde ésta
alcanza el 10% para el afio 2012 con las subsecuentes complicaciones clinicas
tanto para la madre como para el recién nacido. Por tanto, uno de los principales
objetivos actualmente en los laboratorios de FIV consiste en realizarla
transferencia de solo un embrion, estrategia conocida como eSET (elective
Single Embryo Transfer), sin que ésta afecte negativamente las tasas generales

de gestacion.®

No obstante, en la mayoria de los centros de Reproduccién Humana Asistida
la seleccibn embrionaria se realiza teniendo en cuenta soélo los criterios

morfoldgicos, los cuales son evaluados a través del microscopio con grandes
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limitantes, la cual se puede encontrar la subjetividad debido a que depende
directamente de la apreciacion del embridlogo y por otra, el momento exacto en
el que se lleva a cabo percibiéndose el desarrollo embrionario desde un punto

de vista estatico.*

Actualmente existe literatura reciente5, donde se hace alusion a la valoracién
morfocinetica mediante la tecnologia timelapse, con esta tecnologia la cantidad
de informacion en cuanto a los tiempos de division celular/morgologia que se
obtiene es mucho mayor y mas objetiva y se pueden identificar eventos
dinamicos irregulares, como reabsorcion de fragmentos, divisiones anémalas o

fallos en citocinesis ®78.

Otros datos dinamicos que se pueden cuantificar por MTL son: formacion y
desaparicion de los PN, tiempo exacto de cada division celular y duracion de las
diferentes citocinesis. De este modo, la evaluacion embrionaria es mas completa

y puede mejorar las tasas de éxito de los ciclos de FIV.

Por lo anterior el presente estudio se plantea la siguiente pregunta de

investigacion:

¢Cuéles marcadores embrionarios morfocineticos, nos pueden predecir la

formacion de embriones en etapa de blastocisto?

Para poder establecer y comparar el ritmo de divisbn embrionaria hacia
blastocisto, en pacientes sometidas a tratamiento de reproduccion asistida con la
utilizacion de la tecnologia timelapse y valorar el comportamiento morfocinetico.
También se desea determinar el perfil sociodemografico y clinico relevante de
las pacientes en estudio y evaluar los indicadores de estado y calidad clinica de

las muestras utilizadas y las pacientes.
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2.0 MARCO TEORICO

INTRODUCCION

Las técnicas de fertilizacion in Vitro (FIV) han sido ampliamente utilizadas
en las ultimas décadas para el tratamiento de la infertilidad tanto masculina
como femenina y aunque desde el nacimiento de la primera nifia concebida por
FIV en 1978, el numero de nacidos vivos se ha incrementado, por ejemplo en
Europa representa hoy en dia entre 2-4% de los nacimientos anuales, este
porcentaje permanece relativamente bajo debido en gran medida a los fallos de
implantacion, ya que sélo dos de cada diez embriones lo logran asi mismo, la
incidencia de nacimientos gemelares en estas parejas es alta comparado con la

poblacion general®.

Por tanto, uno de los principales objetivos actualmente en los laboratorios
de FIV consiste en realizar la transferencia solamente de un embrion, estrategia
conocida como Eset (elective Single Embryo Transfer), sin que ésta afecte
negativamente las tasas generales de estacion. No obstante, en la mayoria de
los centros de Reproduccion Humana Asistida la seleccion embrionaria se
realiza teniendo en cuenta sélo los criterios morfolégicos evaluados a través del
microscopio con las grandes limitantes que ésta lleva implicita por una parte, la
subjetividad puesto que depende directamente de la apreciacion del embridlogo
y por otra, el momento exacto en el que se lleva a cabo percibiéndose el

desarrollo embrionario desde un punto de vista estatico.*®

TRATAMIENTOS DE REPRODUCCION ASISTIDA Y LA MORFOLOGIA
EMBRIONARIA
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La clasificacion morfologica de los gametos y embriones ha sido
empleada desde el comienzo de la FIV hasta la actualidad para definir el
desarrollo embrionario y ha sido utilizada como herramienta para seleccionar el
mejor embrién a transferir.'®"’

Aunque esta evaluacion sirve como indicador general de la calidad en la
mayoria de los laboratorios de reproduccion asistida, no ha sido capaz de
identificar el embrién con mayor competencia dentro de una cohorte, ademas la
utilizacion de los diferentes sistemas de clasificacidn embrionaria por parte de
los diferentes centros, dificulta la definicion de las caracteristicas con las que

debe contar el embridn a transferir.

Por tal motivo se hace necesario la estandarizacién y validacién de
conceptos relacionados con la morfologia del embrién, que a su vez facilitara la
evaluacion de los resultados de estas técnicas de una manera mas eficiente. Es
asi, como en algunos paises se han creado consensos nacionales como la
Asociacion de Embridlogos Clinicos (ACE) y la Sociedad Britanica de Fertilidad
(BFS) en el Reino Unido, asi como la Asociacion para el Estudio de la Biologia
de la Reproduccion (ASEBIR).

Ya que la morfologia del embridon es actualmente el factor mas importante para
la prediccion de la gestacion, ASEBIR ha definido un sistema dinamico en el que
se incluyen todas las etapas del desarrollo embrionario desde el gameto hasta el
estadio de blastocisto. Este modelo ha sido evaluado en un ensayo multicéntrico
en los laboratorios de FIV en Espafia, que incluye 15 ciclos y fue presentado en

el taller realizado en Estambul (Turquia) en el afio 2010.

FERTIILIZACION Y VALORACION DE CIGOTOS
Los parametros morfolégicos para la evaluacién del cigoto son: la

polarizacion, la presencia de un halo citoplasmatico, el numero de pronucleos y

7
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la aparicibn pronuclear. Se acordé6 que, dado que las caracteristicas
morfolégicas estan relacionadas con el tiempo después de la fertiilizacién, la
evaluacion del cigoto debe realizarse dentro de un periodo de tiempo concreto
después de la inseminacion. Si el cigoto presenta un cuerpo polar y dos
pronucleos, debe descartarse, mientras que si presenta dos cuerpos polares
pero un solo pronucleo, es decision del laboratorio si continua o no con la

evaluacion de su desarrollo in vitro. '

ASPECTOS BASICOS DE LA FERTILIZACION

La fertilizacion es un proceso complejo, que supone la unién de un
ovocito y un espermatozoide para dar lugar a una nueva entidad genética. En
condiciones naturales o tras realizar una fertiilizacion in vitro (FIV) convencional,
el espermatozoide capacitado atraviesa las células del camulo-corona y se une a
la zona pellcida del ovocito.'” Esta unién desencadena la liberaciéon del
contenido del acrosoma del espermatozoide (reaccién acrosémica), permitiendo
que atraviese la zona pelucida y se produzca la fusién entre la membrana del
ovocito y el espermatozoide. La fusion entre ambas membranas provoca la
activacion del ovocito, lo que pone en marcha una serie de sucesos bioquimicos
y fisicos que dan lugar, por un lado, a la extrusion del segundo corpusculo polar
y la formacion del pronucleo femenino y, por otro, a la descondensaciéon de la

cabeza del espermatozoide y posterior formacion del pronticleo masculino.™

En la mayoria de los casos aparece primero el pronucleo masculino en
posicion central y, a continuacién, lo hace el pronucleo femenino cerca del
segundo corpusculo polar; es entonces cuando el pronucleo femenino se acerca
al masculino y ambos aumentan de tamafo. En su interior, se pueden distinguir
los cuerpos precursores de nucléolos (CPN), los cuales se juntan y se dirigen
hacia la zona de contacto de los dos pronucleos. En la especie humana, el pro-
nucleo masculino tiene mas CPN y es mayor que el femenino, aunque esto no

siempre es facil de apreciar.
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Como se ha visto, el proceso de fertiilizacion normal consta de una serie
de sucesos que ocurren de una manera predefinida, aunque la cronologia de
dichos sucesos varia marcadamente entre ovocitos. Mediante grabaciones de
video con tecnologia time-lapse, se ha observado que el segundo corpusculo
polar tarda como media en ser extruido alrededor de 2 horas y 39 minutos y que
la aparicion de los pronucleos tras la microinyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSl) ocurre entre 3 y 13 horas después de la microinyeccion.
En el caso de la FIV convencional, este tiempo aumenta ligeramente,

apareciendo los pronucleos entre 8 y 14 horas después de la inseminacion.

En la mayoria de los ovocitos, los dos pronucleos juntos son visibles entre
las 17 y las 20 horas posteriores a la inseminacion, por lo tanto, se considerara
qgue un ovocito esta fecundado normalmente cuando, transcurrido este periodo
de tiempo, se observe la presencia de dos pronucleos y dos corpusculos
polares. Los resultados obtenidos re cientemente en los laboratorios de los
centros del Instituto Valenciano de Infertilidad (IVI) mediante el uso del
Embryoscope® confirman estos datos, de forma que la media de aparicidon de
los pronucleos es de 9,3 + 2,3 horas y la media de la desaparicion de éstos, de
24,2 + 3,3 horas.

EVALUACION DE LA FERTIILIZACION TRAS FERTIILIZACION IN VITRO
CONVENCIONAL

Se liberan los ovocitos de las células del camulo con ayuda de una pipeta
de Pasteur estirada a la llama, o bien con un capilar Flexipet® de diametro
adecuado (140 pm). Se aspiran y se sueltan los ovocitos repetidamente a través

de la pipeta, consiguiendo mediante una accidn mecanica despojarlos por
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completo de las células de la granulosa. Este paso se realiza en la misma gota
de inseminacion donde se encuentra cada ovocito.

Se lavan los ovocitos en la misma placa de inseminacion, pasandolos por las
tres gotas superiores de Fertilization Medium® (Cook Medical, Irlanda) o similar

destinadas a tal fin.

Se evalua con la lupa la presencia de dos pro-nucleos en el citoplasma
del ovocito y dos corpusculos polares en el espacio perivitelino; ante cualquier
duda (presencia de vacuolas, mas de dos pronucleos, etc.), se realiza dicha

observacion con el microscopio invertido a 400 aumentos.

Se trasladan los ovocitos fecundados correctamente a una placa de
crecimiento preparada el dia anterior (Cleavage Medium®, Cook Medical,
Irlanda) y se deposita cada ovocito en una microgota. Previamente, cada ovocito
se lava en las tres gotas de medio situadas en la parte superior de la placa.

Se clasifican los cigotos mediante observacion a 400 aumentos con el
microscopio invertido, equipado con optica Hoffman®. Se evalua el porcentaje
de espermatozoides moviles progresivos en las gotas de inseminacion con el

microscopio invertido a 200 y 400 aumentos.

EVALUACION DE LA FERTIILIZACION TRAS ICSI
Dado que los ovocitos ya han sido despojados de las células del cumulo, se
puede proceder a valorar la fertiilizacion directamente:
e Se identifican y clasifican los ovocitos correctamente fecundados con el
microscopio invertido a 400 aumentos.
e Se trasladan estos ovocitos, uno a uno, a una placa de crecimiento

preparada el dia anterior, con cuidado de no confundir la numeracién. De

10
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esta manera, se asegura el seguimiento individual de cada uno de los

ovocitos hasta el momento de la transferencia.

En ambos casos, una vez evaluada la fertiilizacion, se dejan los cigotos en la
placa de cultivo durante 24 horas a 37 °C y un 5 % de CO2, intervalo durante el

cual tendran lugar las primeras divisiones embrionarias.

CLASIFICACION DE LOS CIGOTOS

En los centros del IVI, la morfologia pronuclear se utiliza como un criterio
mas que cabe tener en cuenta a la hora de elegir los embriones que se van a
transferir, por eso, una vez identificados los ovocitos fecundados correctamente,
es necesario evaluar cuidadosamente cada uno de los cigotos.

Los cigotos se clasificaran en distintos grupos segun el tamafio
pronuclear, los cuerpos precursores de nucléolos (CPN) y la presencia o

ausencia de halo citoplasmatico.

TAMANO Y POSICION RELATIVA DE LOS PRONUCLEOS

Se debe prestar especial atencién al tamafio relativo de los pronucleos, ya
que los embriones procedentes de cigotos con distinto tamafo pro-nuclear (mas
de 4 pm de diferencia) han sido relacionados con una mayor tasa de bloqueo
embrionario, una alta tasa de multinucleacion en el segundo dia de desarrollo y
un mayor porcentaje de anomalias cromosémicas5-7. De esta forma, los

embriones se clasifican en: (figura 1)

e Grupo A: pronucleos de igual tamafio.

e Grupo B: pronucleos de diferente tamafo.

11
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Figura 1. Representacion de cuerpos polares y pronucleos.

En el protocolo de fertiilizacién, también debe quedar reflejado si los
pronucleos presentan un tamafio mucho mas grande o mas pequefo de lo

habitual, asi como la presencia de un contorno difuso o poco definido.

CUERPOS PRECURSORES DE NUCLEOLOS
Existen cuatro grupos en funcion del numero de CPN, distribucion
(polarizados o dispersos) y sincronia de éstos (los CPN se distribuyen de distinta

manera en los dos pro-nucleos):(Figura 2)

e Grupo I: de tres a siete CPN polarizados y sincronicos, y con tres o
menos de tres CPN de diferencia entre los dos pronucleos.

e Grupo llI: de siete a diez CPN dispersos y sincronicos.

e Grupo llI: alguno de los dos pronucleos, o ambos, tiene unicamente uno
o dos CPN.

e Grupo IV: cualquier otra combinacién; por ejemplo: mas de siete CPN
polarizados 0 menos de siete sin polarizar, polarizacion asincrénica (un
pronucleo polarizado y el otro no), mas de tres CPN de diferencia entre

los dos pronucleos, etc.

12
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Figura 2. Representacion equematica de los cuatro grupos de
cigotos en funcion al numero y distribucién de cuerpos

HALO CITOPLASMATICO

El halo citoplasmatico es una zona cortical mas clara que aparece en la
mayoria de los ovocitos tras el proceso de la fertiilizacion. Se sabe que este halo
se produce durante el crecimiento pronuclear y parece estar asociado, prin-
cipalmente, a una redistribucion mitocondrial.

En recientes estudios realizados con cigotos humanos, se ha demostrado
la relacién existente entre distintos patrones pronucleares, el potencial de
desarrollo hasta el estadio de blastocisto y la tasa de implantacion, siendo la
sincronia nucleolar (grupos | y Il) y la presencia de un halo citoplasmatico los
patrones de mejor prondstico. Segun un andlisis preliminar de los datos
obtenidos por los autores, los cigotos con pronucleos bien definidos, un tamafio
pronuclear similar, halo citoplasmatico positivo y un patron de CPN distinto del
tipo lll (uno o dos CPN en alguno de los dos pronucleos) dan lugar a mejores
embriones en el segundo y tercer dias de desarrollo y a una mayor tasa de
formacion de blastocistos. También encuentran diferencias estadisticamente
significativas al estudiar transferencias puras del mismo tipo de cigotos con
respecto al porcentaje de gestaciones evolutivas, siendo mayor en cigotos con

tamano pronuclear similar y con halo citoplasmatico. '

13



MARCADORES MORFOCINETICOS PREDICTORES PARA LA 2017
FORMACION A BLASTOCISTO

Otros aspectos que cabe valorar de las caracteristicas morfoldgicas de
los cigotos son la apariencia del citoplasma, la presencia de vacuolas, cuerpos

refringentes, etc..

FERTIILIZACION ANOMALA
CIGOTOS CON UN SOLO PRONUCLEO

La extrusion del segundo corpusculo polar y la formacion simultanea de
un solo pronucleo ocurre en el 2-5 % de los ovocitos humanos después de la
FIV. Algunos de estos cigotos se dividen con apariencia de embriones normales
y, en el 48-80 % de los casos, estos cigotos son diploides, aunque esta diploidia
no se debe necesariamente a que haya ocurrido fertiilizacién.”El estado diploide
de estos embriones con un solo pronucleo puede ser generado por activacion
partenogenética, en caso de no haber ocurrido fertiilizacion, o por asincronia en
la aparicion de los pronucleos, en caso de que si haya acontecido el proceso de

la fertiilizacion."

La fertiilizacion verdadera puede distinguirse de la activacion
partenogenética identificando la presencia del cromosoma Y el analisis mediante
hibridacién in situ fluorescente (FISH) del contenido genético de embriones
unipronucleares procedentes de FIV reveld que la mayoria de ellos habian sido
fecundados." En teoria, estos embriones podrian transferirse, ya que existe
constancia de nacidos vivos tras la transferencia de embriones con un unico
pronucleo." No obstante, dado que no existe un método practico que permita
diferenciar los embriones fecundados de los activados, en los centros del IVI, se

prefiere no transferir cigotos unipronucleares.

Tras la ICSI, la incidencia de cigotos con un solo pronucleo es
ligeramente mayor (4-7 %) que tras FIV convencional. En estos casos, sélo el
9.5 % de los ovocitos posee una dotacion genética diploide," siendo la mayoria

de ellos consecuencia de la activacion partenogenética del ovocito, la cual

14
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resulta favorecida por el tratamiento con hialuronidasa durante la decumulacion
y por el mismo proceso de microinyeccion. Estos cigotos pueden dividirse
normalmente, pero también deberan descartarse para la transferencia debido a

su contenido cromosémico anormal.

CIGOTOS CON TRES O MAS PRONUCLEOS

La presencia tras FIV convencional de dos corpusculos polares y tres
pronucleos es la anomalia de la fertiilizacion mas frecuente en la especie
humana. En estos casos es probable que el ovocito haya sido fecundado por
dos espermatozoides (cigotos dispérmicos) y, aunque estos cigotos tienden a
dividirse dando lugar a embriones morfolégicamente normales, mediante
técnicas de FISH, se ha observado que, en su mayoria, son mosaicos y solo
muy pocos son verdaderos triploides. Los valores aceptables de poliploidia tras
tratamientos de FIV son de menos del 10 %. Los valores superiores seran

indicativos de fallos en los métodos de inseminacion.'?

Tras la ICSI, también es posible encontrar con tres pronucleos y un solo
corpusculo polar; esto ocurre en aproximadamente un 4 % de los casos. En
ellos, la aparicién del tercer pronucleo no se debe a la polipenetracion, ya que
unicamente se microinyecta un espermatozoide por ovocito, sino que puede
explicarse por la ausencia de extrusion del segundo corpusculo polar, o que da
lugar a cigotos monospérmicos diginicos. Estos cigotos son en su mayoria
triploides perfectos y la extraccion mediante técnicas de micromanipulacion del
pronucleo cercano al corpusculo polar puede restablecer la diploidia en estos
cigotos anormales. En la actualidad, hay casos de nifios nacidos mediante
técnicas de diploidizacion, pero siguen siendo técnicas experimentales que no

se aplican a la rutina del laboratorio de FIV.

En otras ocasiones, se identifican tres o mas pronucleos de tamafo

inferior al normal; este hecho se justifica por los defectos degenerativos del
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ovocito secundarios al cultivo in vitro, que provocan la fragmentacion de los
cromosomas, de forma que éstos se dispersan en pequefios nucleos formando
varios micronucleos.En cualquier caso, todos ellos poseen dotaciones

cromosomicas andmalas y no deben ser transferidos.

FALLOS DE FERTIILIZACION

Si tras las 17-20 horas posteriores a la inseminacién no se observan los

pronucleos, se puede considerar que el ovocito no ha sido fecundado.

CRITERIOS DE SELECCION EMBRIONARIA

En base a las caracteristicas embrionarias que se tienen en cuenta para
clasificar los embriones en el laboratorio en su tercer dia de desarrollo y poder
tomar una decision sobre su destino. Los embriones pueden clasificarse segun

su potencial implantacional en:'?

Embriones oéptimos: Son los que tienen un desarrollo correcto y ninguna
caracteristica de mal prondstico. Estos embriones seran siempre transferidos o
criopreservados. También se hace referencia a ellos como embriones de buena
calidad. En pacientes de buen prondstico (mujeres menores de 36 afos y
ninguna enfermedad adversa o en receptoras de ovocitos), estos embriones
suelen tener un 50 % o mas de posibilidades de implantarse. Lo habitual es que

este grupo de embriones tenga una tasa de implantaciéon de un 25 % o mas.

Embriones subéptimos: Son los embriones que presentan una serie de
caracteristicas que, si bien estan asociadas a una menor viabilidad, no los hacen
completamente descartables. Se transferiran si no se cuenta con otro de
mejores caracteristicas morfolégicas. De la misma manera, se procedera a

criopreservarlos si existen otros embriones 6ptimos en la misma cohorte que van
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a ser criopreservados. Si no es asi, se pueden dejar en observacion hasta su
quinto dia de desarrollo (D5) y criopreservarlos si alcanzan el estadio de
blastocisto de manera correcta. También se hace referencia a ellos como
embriones acompafiantes. Estos embriones suelen tener algo menos de la mitad
de posibilidades de implantarse (hasta un 20 %), aunque siempre dependera del

tipo y extension de las anomalias morfolégicas que presenten.

Embriones no viables: Son los que seran descartados completamente. Estos
se conocen también como anormales. Incluyen tanto los embriones evolutivos in
vitro cuyas caracteristicas estan relacionadas con una falta de potencial
implantacional como los que estan bloqueados. Obviamente, esta clasificacion
es subjetiva y, para catalogar un embrién como anormal, se debe contrastar con
la experiencia de cada laboratorio, pero se estima su potencial implantacional en

menos del 1 %.

EVALUACION EMBRIONARIA

La Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion (ASEBIR) ha
publicado unos criterios de valoracion de embriones tempranos. En estos
criterios, se clasifican los embriones en cuatro tipos A, B, C y D segun sus
carcateristicas morfolégicas. Los dos primeros grupos podrian corresponderse
de forma general a los embriones 6ptimos de la clasificacidon empleada por los
autores. El grupo C corresponderia a los embriones subdptimos y el grupo D

englobaria a los embriones subdptimos y no viables.

e Los embriones se observan en un microscopio invertido a 600 aumentos.

e La seleccién embrionaria debe ser dinamica. Los embriones no son es-
taticos y varian a lo largo del tiempo que estan en cultivo.

e Los embriones de D2 deben evaluarse a las 42 + 1 horas tras la
inseminacidon o la microinyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides
(ICSl).
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e Los embriones de D3 deben evaluarse a las 66 * 1 horas tras la

inseminacion o la ICSI.

Dentro de la evaluacion embrionaria se debe valorar los siguientes aspectos:

e Numero de células

e Velocidad de divisidén y bloqueo embrionario
e Tamano celular y simetria

e Aspecto del citoplasma

e Contacto intercelular y compactacion

e Zona pelucida

e Multinucleacién

e Fragmentacion, cantidad y distribucion

VALORACION Y CLASIFICACION DEL BLASTOCISTO"

Una opcidn para realizar la transferencia es efectuarla cuando el embrién ha
alcanzado el estadio de blastocisto, es decir, entre el quinto y sexto dias de

desarrollo embrionario. Esto permite:™

« Obtener embriones con mayor capacidad de implantacion.

o Tener una mejor sincronia entre el embridon y el endometrio, ya que
fisiolégicamente el embrion se encuentra en la trompa de Falopio en los
primeros estadios y es en el estadio de mérula cuando pasa al utero.

« Analizar la viabilidad embrionaria antes de realizar la transferencia, puesto
que aproximadamente la mitad de los embriones se bloquean en el

laboratorio, lo que permite seleccionar los embriones viables.™

EL BLASTOCISTO
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Después de la compactacion celular, en la que las células pierden su

identidad celular, empieza a formarse una cavidad denominada blastocele y se

produce la diferenciacion celular. Esta nueva disposicion morfolégica del

embrién recibe el nombre de blastocisto. '

Dentro del estadio de blastocisto, pueden diferenciarse cinco tipos:

Blastocisto temprano: comienza a formarse la cavidad y empieza la
diferenciacion celular

Blastocisto cavitado: el blastocele ocupa mas del 50 % del volumen del
embrion.

Blastocisto expandido: se observa el blastocele rodeado por una monocapa
celular o trofoectodermo, que formara la placenta, y una masa celular interna,

que dara lugar al embrion.

Con la expansion del embrion, se produce un aumento del volumen y una

disminucién del grosor de la zona peltcida.'?

Blastocisto eclosionando o hatching: el blastocisto comienza a salir a
través de la zona pelucida." En este tipo, se puede diferenciar entre
blastocisto ecosionando (cuando empieza la eclosion) y blastocisto
eclosionando en 8 (cuando la mitad del blastocisto esta fuera de la zona
pelucida).

Blastocisto eclosionado o hatched: el blastocisto esta completamente fuera
de la zona pelucida. Se observa la zona pe-lucida vacia, aunque, en algunas
ocasiones, es posible observar dentro fragmentos e, incluso, células que no
compactaron y quedaron como ceélulas independientes en el espacio

perivitelino.

Se han propuesto dos mecanismos para explicar la eclosion:
e Mecanico

e Quimico
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Ademas del estadio del blastocisto, también se clasificara el tipo de masa

celular interna (MCI) y el trofoectodermo (Tf).

Masa celular interna

4 - $ L ‘\
\ lﬁlastoceb

A
-

Figura 3. Blastocisto, blastocele, masa celular interna,
trofoectodermo.

Trofoectodermo polar
Trofoectodermo mural

Masa celular interna
Se clasifica por el numero de células que se observa. Se diferencian cuatro

tipos:

« A: compacta, con muchas células, redonda y bien definida.
« B: varias células agrupadas y de aspecto laxo.

o C: muy pocas células.

« D: ausente o degenerada.

Trofoectodermo
También se clasifica segun el numero de células que se observan. Se
diferencian cuatro tipos:
« A: completo, formado por muchas células.
« B: incompleto, presenta alguna zona linea.
« C: formado por pocas células.

« D: con células degeneradas.
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De esta forma, el blastocisto quedara clasificado por tres caracteristicas:
. Segun su evolucion.
. Segun el tipo de MCI.

. Segun el tipo de trofoectodermo.

NUEVAS TECNICAS PARA LA EVALUACION DEL DESARROLLO
EMBRIONARIO EVALUACION DE PARAMETROS MORFOCINETICOS
POR TIME LAPSE CICLO CELULAR Y MONITOREO TIME-LAPSE

Un ciclo celular consiste en una serie de eventos complejos que implican
procesos celulares y nucleares a través de fases particulares que aseguran la
division de las células en dos células hijas. La mitosis consiste en la division
nuclear, la citocinesis y la secuencia de varias fases: profase, prometafase,
metafase, anafase y telofase. Estas fases son precedidas por la interfase que
comprende las etapas GAP-I (G1), sintesis de (S) y GAP-2 (G2) de lo que se
conoce como el ciclo celular. La duracion de los ciclos célulares en el embridn
humano preimplantatorio parece estar en relacion con la viabilidad embrionaria.1
Los ciclos celulares prolongados o rapidos podrian estar asociados con la
reparacion del ADN, reordenamientos celulares, o el fracaso de un embrion al
someterse a los puntos de control del ciclo celular. Ambos ciclos comprometen

potencialmente desarrollo embrionario.™

El primer ciclo celular posterior a la fertilizacién, recientemente se
describe de forma detallada en un estudio de Time-lapse por Aguilar vy
colaboradores. En su estudio, se describe la iniciacion de la primera division
celular al finalizar la segunda extrusién del cuerpo polar. La duracién de la fase
S (replicacién del ADN) se defini6 como la duracién de tiempo que tarda la
desaparicion de los dos pronucleos. En este estudio, los embriones con la fase S
prolongada demostraron tasas de implantacién significativamente menores en
comparacién con los embriones con fases S en el rango de 5.7 a 13.8 horas. La
finalizacion de la primera division celular puede ser definida como el tiempo en
que el embrién alcanza el estadio de dos células.®
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Las divisiones postinterfase correspondientes a blastomeras hermanas
rara vez se producen al mismo tiempo, asi que los usuarios de time-lapse
pueden considerar la sincronizacién de las divisiones celulares dentro de una
ciclo de mitosis, particularmente algunos de estos parametros de sincronizacion
se correlaciona con la viabilidad embrionaria. El valor 6ptimo reportado es

menos de 0.76 horas.™

Esto se puede calcular por la sincronia de las divisiones celulares
hermanas. Por ejemplo, la sincronia del segundo ciclo celular podria ser definido
como la duracion de la transicion de un embrion de dos células a uno de cuatro
células y se calcula restando el tiempo que el embrion alcanza el estadio de tres
células (t3) desde el momento en que llegé a la etapa de cuatro células (t4). Con
las imagenes continuas por time-lapse (por ejemplo, cada minuto), la duracién
de cada citocinesis es medida desde el momento en que se detecta la

segmentacion o division.®

La duracién del ciclo celular se calcula utilizando las anotaciones del time-
lapse, ya sea de acuerdo a una sola division celular o como un ciclo de la mitosis
con lo que el numero de blastobmeras se duplica. Para el primer ciclo celular, el
desarrollo comienza con una célula individual, estas son las mismas. Sin
embargo, el segundo ciclo celular comienza con dos células, ambos de los
cuales debe dividir posteriormente, formando dos células hijas cada uno. Por lo
tanto, hay dos ciclos individuales de células (blastomeras), pero un ciclo celular

de un solo embridn, y esto da lugar a la duplicacién de dos a cuatro células.®

TECNOLOGIA TIME-LAPSE

Se han disefiado diferentes sistemas de cinematografia :

1. El incubador se construye alrededor del microscopio (Tokay-hit, Japon).
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Utilizado mas para investigacion, debido a su calidad de imagen,
flexibilidad y diferentes posibilidades de medir parametros. Sin embargo,
no es adecuado para uso clinico debido a las condiciones sub-6ptimas de

cultivo.

2. El microscopio se inserta en un incubador. Mantienen las condiciones de
cultivo 6ptimas.
¢ Prymo-visionTM (Cryoinnovations, Vitrolife).
e Eeva (Auxogyn). Mediante imagen de campo oscuro captura las
imagenes para analizar cuantitativamente la informacién del potencial de
desarrollo del embrion de D+2, y seleccionar directamente los embriones

de mejor prondstico, basandose en los trabajos de Wong®.

3. Un solo instrumento incorpora todas las aplicaciones (incubador+sistema de
imagenes).

e Biostation-Nikon (Japon): muy util para avanzados proyectos de
investigacion, puesto que cuenta con numerosas opciones de imagen,
incluso imagenes fluorescentes.

e Embryoscope TM (Unisense Fertilitech, Dinamarca): Designado para uso
clinico. Tiene capacidad para adquirir datos de hasta 72 embriones al
mismo tiempo, y utiliza un software de analisis de imagen en el que todos

los eventos embrionarios considerados se pueden interpretar facilmente.

LIMITACIONES DEL TIME-LAPSE
1. Limitaciones técnicas: los embriones se pueden mover a lo largo del

cultivo y pueden generarse burbujas de aire que hagan que se pierda la

imagen durante algun tiempo.
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2. Limitaciones metodoldgicas: Se considera tiempo cero (t0) a la media del
tiempo en la que se ha realizado el ICSI, y no el momento exacto en el
que se microinyecta cada ovocito. Ademas, los intervalos de toma de
imagenes oscilan entre 5 a 20 minutos, por lo que los tiempos de divisidon

no son absolutos, sino que se engloban en un rango.

Por otro lado, cabe la posibilidad de que la cinética embrionaria varie en
funcion del tipo de medio de cultivo empleado®. Sin embargo, hay articulos que
no encuentran diferencias ">'®. Otros factores que pueden variar los resultados
son: el cultivo de embriones a bajas concentraciones de Oxigeno (02), la técnica
de fertiilizacion empleada, el dia en el que se realiza la transferencia, etc '’. Hay
que destacar que las variables cinéticas que mas oscilan son los tiempos de

division celular, no los intervalos que duran las citocinesis.

PARAMETROS CINETICOS TEMPRANOS DE VIABILIDAD EMBRIONARIA

Los parametros cinéticos hacen que la seleccion embrionaria sea mucho
mas potente, puesto que dos embriones de 4 células en un mismo ciclo, que
pueden parecer semejantes en una observacion convencional, son
sustancialmente diferentes en una evaluacién dinamica, dependiendo de como y
cuando han sido sus divisiones celulares.®

Desarrollando los parametros cinéticos identificados por time-lapse como

predictores de desarrollo embrionario e implantacion, podemos encontrar:

OVOCITO A CIGOTO
El primer trabajo publicado con time-lapse reflejo6 que embriones de
buena calidad parecian proceder de ovocitos con tiempo uniforme desde el ICSI
a la desaparicion de pronucleos (PN), y tendian a exhibir ondas citoplasmaticas
con periodicidad ligeramente mas larga'. Estudios posteriores de MTL
evaluando la aparicién, singamia y desaparicion de los PN no encuentran
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diferencias entre embriones que implantan y aquellos que no lo hacen®®?'. Sin
embargo, los resultados obtenidos por Azzarello si muestran que el tiempo de
desaparicion de los PN es significativamente mayor en aquellos embriones que
resultan en un niflo nacido (24.9 vs 23.3 h) y que la desaparicion de los mismos
antes de 20.45 h implica no implantacién o aborto?’. En este sentido, otros
autores han encontrado que la capacidad de implantacion disminuye en aquellos
cigotos en los que los PN desaparecen antes de 22.2 h o después de 25.9h tras
ICSI, asi como cuando ocurre una rapida extrusion del 2° Corpusculo Polar (CP)
(1-3.2h)°.

En cuanto al patron de nucléolos y PN, los autores sugieren evaluarlo
justo antes de que desaparezcan, al ser un proceso dinamico. También parece
que una asincronia en el tiempo de desaparicién de los PN puede afectar al
desarrollo embrionario. Sin embargo, ningun articulo refleja relacion entre patrén
de PN e implantacién. Parece ser por tanto que las variables dinamicas propias
de estos estadios no tienen gran poder de prediccién de implantacién, aunque
patrones demasiado rapidos o demasiado lentos en la desaparicion de PN

podrian considerarse como factores negativos.

PRIMERA DIVISION MITOTICA O DIVISION TEMPRANA

Con las técnicas de time-lapse se ha correlacionado la Division Temprana
(DT) positiva (primera divisién mitética entre 25-27 h post microinyeccién) con un
mayor numero de células en D+2 (4 6 mas), asi como con mejores tasas de
implantacion si la aparicion de los nucleos del embrion de 2 células es
sincronica®®. Uno de los nuevos parametros aparecidos con MTL es la duracién
de la primera division mitética®; es decir, el tiempo que transcurre desde el inicio

del surco de divisidén del cigoto hasta la escision completa de las 2 células.

Se ha relacionado positivamente con la formacion de blastocisto, pero no
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con la implantacién21. Sin embargo, en muchas ocasiones no se puede medir
correctamente, debido a que los intervalos de tiempo en los que se toman las
imagenes para time-lapse suelen ser de unos 15-20 minutos, y este proceso
dura escasamente 30 minutos. Al igual que la desaparicion temprana de PN,
parece ser que cuando el cigoto se divide a 2 células antes de 24,3 h, presenta

menores tasas de implantacién24.

ESTADIOS TEMPRANOS DE DIVISION: D+2 Y D+3
Con los sistemas time-lapse se abre un nuevo método de evaluaciéon de
los embriones, porque se puede medir cuando ocurren las diferentes divisiones y

cuanto duran los ciclos celulares.

TIEMPOS DE DIVISION

Sabemos que determinados estadios a tiempos concretos tienen mejores
tasas de formacion de blastocisto e implantacion, pero ahora podemos conocer
el momento en el que se ha de producir cada division embrionaria. Analizando
un total de 9530 embriones de ciclos de ICSI, Herrero y colaboradores midieron
los tiempos medios en los que los embriones se dividen a 2, 3, 4, 5, 8 células (2,
t3, t4 ,t5, t8), asi como tM (tiempo de observaciéon de Moérula) y tB (tiempo de
observacion de blastocisto) y los relacionaron con divisiéon a 8 células, formacién
de blastocisto e implantacién. Observaron que durante las primera divisiones (t2,
t3, t4) la mayoria de los embriones se dividen en un rango estrecho de tiempo,
mientras que en las mitosis posteriores (t5, t6, t7, t8) hay una mayor dispersion
de datos, probablemente debido a la presencia de embriones de diferente
calidad y al comienzo del imprinting gendmico. Los resultados obtenidos se

muestran en la Tabla 1.
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otr:/l:'j\iaageén Media de Tiempos de
Variabl time- observacion observacion
arable ( ”Ee. apse. time-lapse recomendados
dfv’;i c::’;‘ig:;;‘) (implantacién) (ALPHA-ESHRE)
t2 26.4 25.8 261
t4 39.7 38.6 4 +1
t8 58.7 57.1 68+1
tM 89.3 85.1 92+2
tB 104.1 102.0 1162

Tabla 1. Comparacion de las medias entre division embrionaria
e implantacion con respecto al consenso de evaluacién
embrionaria ALPHA-ESHRE. Horas psst-ICSI. Herrero.
Morphokinetic caracteristics of embryo. Fertility and sterility
2013.

Varios trabajos han relacionado los tiempos de division tempranos con la
formacion de blastocisto en general y/o con la tasa de blastocisto de buena
calidad, encontrando que un desarrollo rapido favorece el desarrollo 6ptimo a
D+5%022627  pgrece ser que la division lenta en estadios tempranos
compromete mas el desarrollo hasta D+3, mientras que tiempos demasiado
rapidos a 8 células favorecen el bloqueo embrionario posterior. Los autores
concluyen por tanto que parametros tempranos (t2, t3, t4) estan relacionados
con el desarrollo hasta D+3, y se necesitan ademas t5 y t8 para predecir la
formacion de blastocisto?’. Otros autores concluyen que embriones que se
bloquean en estadios avanzados de desarrollo se dividen hasta 6 células con
una cinética similar a embriones que se desarrollan a blastocisto, pero se
produce un retraso significativo en t8'%. De todos modos, todavia no se ha
encontrado un modelo reproducible y con elevados porcentajes de sensibilidad y
especificidad que, teniendo en cuenta los tiempos de division de eventos
tempranos de desarrollo embrionario, prediga la formacién de blastocisto.

Las divisiones celulares son todavia mas rapidas cuando se relacionan
con implantacion'®?*%’. Se puede decir por tanto, que la capacidad del embrién
de alcanzar el estadio de blastocisto, expandirse e implantar esta asociada a
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cada vez menores tiempos de division durante los primeros ciclos de mitosis,
como se muestra en el. Estos autores concluyen que las divisiones de 2 a 8
células ocurren progresivamente antes que los tiempos de observacion
consensuados por la comunidad cientifica, y recomiendan revisarlos. El tiempo
de division t5 se ha postulado como un parametro dinamico fundamental para
predecir implantacién24. Sin  embargo, otros articulos no encuentran

diferencias®®?'.

INTERVALOS DE DIVISION Y SINCRONIiA CELULAR

Otro parametro dinamico que se ha estudiado es el tiempo que dura cada
division mitdtica, especialmente el intervalo entre 2-3 células, 3-4, 4-5y 5-8. Alo
largo de la division embrionaria temprana, se pueden definir dos tipos de ciclos:
el que corresponde a un ciclo celular de division, como cc2=t3-t2 y cc3=t5-t3; y
los ciclos que reflejan la sincronia entre células, como transicion de 2 a 4 células
(s2=t4-t3) o de 4 a 8 (s3=t8-t5). Figura 4.

po=t52 t8-15

( A BV ERA YO TV RAY AT ERY *Te

L) €D E) U EHICO O G

IcSl  2PB PNA  PNF ©2 13 u @ i 15
t3-t2 t5-t3

Figura 4. Nomenclatura propuesta para marcadores morfocineticos en el desarrollo
embrionario en humanos. (Castello, 2017)

La duracion de cc2 (t3-t2) es ligeramente menor (11.6h) que la de cc3 (t5-
t3) (13.6h). Sin embargo, s2 (t4-t3) es mucho mas corta (0.75h) que s3 (t8-t5)
(7.02h) (Herrero et al., 2013). Los autores atribuyen este hecho a las posibles
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diferencias acumuladas en la duracion de los ciclos celulares entre embriones, o
al resultado de las diferencias en términos de competencia de gametos que
pueden influir en los mecanismos de control del ciclo celular y en los genes

responsables de la citocinesis®.

Los eventos dinamicos de las primeras 48 horas de cultivo
correlacionados positivamente con la formacién de blastocisto son cc2 y s2
2821298 Otros articulos incluyen parametros medidos en D+3, como s3 (t8-t5)
para ajustar aun mas la prediccion tanto de blastocisto como de blastocisto de
buena calidad®*5?*?*  De hecho, el uso de Eeva en combinacion con la
clasificacion morfolégica clasica en D+3 aumenta hasta en un 38% la habilidad
de identificar embriones que se van a desarrollar de forma dptima a D+5%,

disminuyendo ademas la variabilidad intraobservador.

En cuanto a parametros relacionados con implantacion medidos por time-
lapse, los resultados son mas controvertidos. Parece ser que marcadores
dinamicos de formacion de blastocisto difieren de los que predicen implantacion,
puesto que también la duracién de los ciclos de division se va reduciendo en
aquellos embriones con mayor capacidad de implantar'®?®?’, Las variables cc2,

20,24

s2 y cc3 se correlacionan positivamente con implantacién““*, aunque otros

autores no encuentran diferencias en ninguin parametro dinamico observado®?'.

MODELOS PREDICTIVOS DE FORMACION DE BLASTOCISTO E
IMPLANTACION

Dos trabajos fundamentales se han publicado como modelos de
prediccién de formacion de blastocisto e implantacién, en funcion de los eventos
dindmicos de division de embriones tempranos: los de Wong en 2010% y

Meseguer en 20112,
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En 2010, Wong y colaboradores estudian 242 cigotos descongelados de
FIV combinando MTL y tecnologias de expresion génicas.Un 39% de los 100
embriones cultivados a D+5-6, alcanzan el estadio de blastocisto. En cuanto a
los registros cinéticos, encuentran 3 parametros que son fundamentales para el

desarrollo embrionario completo:

Parametro 1: duracion de la primera citocinesis: 14.3+£6.0 min.
Parametro 2: tiempo entre primera y segunda mitosis (cc2=t3-t2): 11.1+2.2 h.

Parametro 3: sincronia entre segunda y tercera mitosis (s2=t4-t3): 1.0+£1.6h.

En funcion de estos datos, establecen un algoritmo de prediccion de
formacion de blastocisto que presenta una sensibilidad del 94% y una
especificidad del 93%, de manera que todos los embriones cuyos tiempos de
division entran dentro de los valores: 0-33 min para el parametro 1, 7.8-14.3h
para el parametro 2 y 0-5.8 h para el parametro 3 alcanzan el estadio de
blastocisto. Los embriones bloqueados presentan patrones de citocinesis
aberrantes, necesitan mas tiempo para completar las divisiones celulares y los
procesos de reabsorcion de fragmentos raramente se producen. Ademas,
cuando el desarrollo se detiene antes de 8 células, el perfil de expresidon génica
es andmalo, lo que indica problemas en la reserva materna de mRNA, y apoya
la teoria de estos autores de que el destino de los embriones puede ser
predeterminado en el desarrollo temprano. Este modelo no se puede aplicar a
resultados de implantacion, puesto que en el trabajo los blastocistos resultantes
no se transfieren. Tampoco hacen referencia los autores a ninguna clasificacion
de la calidad embrionaria en D+5. Otros estudios también encuentran al menos

una variable similar para predecir la formacién de blastocisto’ 18202,

Los pardmetros morfocinéticos muestran una gran simetria y pequefia
dispersion en el grupo de embriones que llegan a D+5%°, Para estos autores, la
utilizacion de t2, t5 y cc2 en un score combinado predice la formaciéon de
blastocisto hasta en un 90% (AUC=0.806 (95% C.I:0.747-0.864). Sin embargo, al
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igual que Wong, no diferencia entre buena o mala calidad embrionaria.
Cetinkaya y colaboradores si estudian la formacién de blastocisto de buena
calidad, y encuentran que el mejor valor predictivo en D+3 es la sincronia entre

t2-t8, alcanzando un 80% de éxito °'.

En 2011, Meseguer vy colaboradores®* desarrollan un algoritmo
predictivo de implantacién para transferencias de D+3 en ciclos de pacientes
de ovocitos propios, analizando un total de 247 embriones transferidos con
implantacion conocida. Figura 5. El algoritmo de estos autores se basa en una
primera seleccion morfolégica de los embriones. Aquellos no viables se
clasifican como F. La clasificacion E corresponde a los que presentan asimetria
severa en el estadio de 2 células, division directa de cigoto a 3 células, y/o

multinucleacioén en el estadio de 4 células.

Después de estos dos procesos se aplican los 3 criterios dinamicos que

segun estos autores son predictivos de implantacion:

Parametro 1: tiempo de division a 5 células (t5): 48.8-56.6h
Parametro 2: tiempo entre primera y segunda mitosis (cc2=t3-t2): <11.9h.

Parametro 3: sincronia entre segunda y tercera mitosis (s2=t4-t3): <0.76

P - =
f—[

Incluir Excluir Excluir

Dentro de Rango [DR) Fuera de Rango (FR)

Figura 5. Clasificacion gerarquica de embriones (Meseguer 2011) 31
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Aplicando los 3 parametros predictivos de implantacion a la formacion de
blastocisto, se confirma que en los intervalos 6ptimos establecidos para t5, cc2 y
s2 hay mayor proporcion de blastocistos y de blastocistos de buena calidad que
fuera de ellos®. Se concluye también en este estudio que los tiempos de

desarrollo se acortan a medida que mejora la calidad embrionaria.

Este mismo grupo comprobd que la tasa de gestacion clinica en curso
mejora un 16.9% por transferencia en los ciclos que utilizan la seleccion
morfocinética, frente a la valoracion morfolégica de los incubadores
tradicionales®®. Los datos reflejan el incremento de los resultados clinicos como
consecuencia de una mayor estabilidad en las condiciones de cultivo, asi como
de la implementacion de un sistema de seleccion embrionaria en D+2 y D+3 mas

efectivo.
ANEUPLOIDIAS Y ANALISIS MORFOCINETICO

Hay varios articulos que utilizan MTL para intentar seleccionar embriones
cromosOmicamente normales. Parece ser que solamente un 30% de embriones
aneuploides se encuentran dentro de los valores de division 6ptimos hasta el
estadio de 4 células®. El resto se caracterizan por una gran variabilidad en los
ciclos celulares, presentando ademas mayor incidencia de fragmentos que
contienen material genético y que pueden persistir o reabsorberse a lo largo del
desarrollo embrionario. Variaciones en el tiempo de desaparicion de PN, 12, t5,

155 Otros estudios no

CC2, CC3 y t5-t2 reflejan anomalias cromosdémicas
encuentran diferencias en estadios tempranos, pero si en el inicio de
compactacion, blastulacién y tiempo de expansion del blastocisto, que es mas

lento en embriones genéticamente incorrectos.’

No obstante, otros articulos no hallan este valor predictivo de
aneuploidias en los eventos dinamicos de desarrollo embrionario. De hecho, los
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intentos por encontrar un algoritmo que relacione dinamica embrionaria con
anomalias cromosdmicas han dado una probabilidad de éxito no muy alta (AUC
0.634; 95% C.I 0.581—0.687)15. Podemos concluir pues, que con los datos
actuales la clasificacion morfocinética que proporcionan las técnicas de time-
lapse no es suficiente para pronosticar que un embrién sea euploide o no, por lo
que no deberia considerarse como un reemplazo de las técnicas de screening
genético preimplantacional. Sin embargo, la combinacion de las dos técnicas si
proporciona mejores tasas de gestaciéon e implantacién cuando se comparan
ciclos de biopsia embrionaria en D+3 donde la mitad de los ovocitos se cultivo en

un incubador convencional y la otra mitad en uno cinematografico.
TIME LAPSE Y BLASTOCISTO

Existen pocos articulos que estudien parametros dinamicos mas alla de
D+3 282528 debido probablemente a que uno de los objetivos fundamentales de
los diferentes trabajos ha sido intentar predecir la formacion de blastocisto,
blastocisto de buena calidad y embridén que implanta, en un intento de equiparar
los resultados clinicos de las transferencias de embriones tempranos con las
realizadas en D+5. Otra posible razéon es que la medicion exacta de parametros
como compactacion o expansion del blastocisto no es tan objetiva como los
publicados hasta la fecha, por lo que establecer modelos predictivos de

implantacion puede resultar complicado.

Los resultados obtenidos en los articulos mencionados sefalan de nuevo
que tiempos de divisidon mas rapidos favorecen la llegada a morula, blastocisto,
blastocisto de buena calidad y embrién que implanta.'® Parece ser que los
parametros tempranos de desarrollo no son capaces por si mismos de predecir
qué embridon va a implantar con la suficiente especificidad y sensibilidad.
Ademas, en estos estadios de hasta 5 células, los embriones son gobernados
fundamentalmente por el genoma materno, asi que es cuestionable que sean

representativos de una correcta evoluciéon, puesto que la activacion del genoma
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embrionario humano ocurre mas tarde 2’.

Tampoco los parametros cinéticos tempranos hasta el estadio de 2
células son iguales dependiendo de si la técnica de fertiilizacién es FIV o ICSI.
Segun los articulos publicados, la cinética inicial de los ovocitos de FIV es mas
lenta que la de ICSI, debido muy probablemente al que supone la entrada del
espermatozoide en el ovocito, frente a la introduccién directa del mismo en la

microinyeccién”'®

, aunque después los tiempos se equiparan.

Como se ha explicado anteriormente, la transferencia embrionaria en D+5
es una herramienta importante en las transferencias de un uUnico embriéon. Hay
autores que proponen aplicar los parametros cinéticos conocidos a la seleccion
del mejor blastocisto para transferir'’®. En relacién a los eventos dinamicos
andmalos, el cultivo a blastocisto puede ayudar a decidir si el embrién es

finalmente viable o no.

PARAMETROS CINETICOS DE NO VIABILIDAD EMBRIONARIA

CICLOS CORTOS DE DIVISION: La duracién de un ciclo celular suele ser de
unas 10-12 h, tiempo suficiente para la duplicacion del DNA y citocinesis
posterior. Tiempos cortos de division pueden estar relacionados con distribucion
anormal de DNA entre las blastobmeras o errores en su replicacion. Con los
sistemas de time-lapse se pueden identificar divisiones andémalas en los
embriones que se corresponden con una disminucion significativa de llegada a

blastocisto e implantacion’?'.

OTRAS APLICACIONES DE TIME-LAPSE

Con MTL podemos ademas cuantificar y medir otros eventos dinamicos
que ocurren en el desarrollo embrionario, y que suelen modular la clasificacién o

score asignado a un embridn en base a sus caracteristicas morfolégicas.
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El volumen que ocupan los fragmentos en el embrién y su distribucion es
uno de los 3 pilares basicos de cualquier clasificacidon embrionaria convencional
(Balaban et al., 2011; Criterios ASEBIR de Valoracion Morfolégica de Oocitos,
Embriones Tempranos y Blastocistos Humanos | Asebir, 2015). Con MTL Se
puede ajustar mejor la clasificacion embrionaria en funcion de la aparicion y

reabsorcion de fragmentos.

La compactaciéon celular es otro evento dinamico que ocurre en el
desarrollo embrionario. Estudios de time-lapse muestran que la compactacion
temprana (antes de 8 células) es indicador de baja probabilidad de desarrollo
optimo a D+5 (18,8% tasa de blastocisto de buena calidad), y esta relacionada
con mayor numero de células multinucleadas, debido a la asincronia en la
division celular por fallos en la citocinesis. El 86,1% de embriones comienzan a
compactar a partir de 8 células, y es en este estadio donde mas frecuentemente
comienza (22,6%). La tasa de blastocisto de buena calidad en este grupo de

embriones es de un 49.5%.

Con este nuevo método para evaluar calidad embrionaria, se pueden
también abordar otros aspectos de la morfologia que hasta ahora eran
relativamente complicados de valorar, debido por un lado a su aparicion en
momentos muy puntuales del desarrollo, y por otro a que su comportamiento
dinamico los hace dificiles de clasificar correctamente. En este trabajo vamos a
analizar dos de estos nuevos aspectos: la contraccién del blastocisto y la

aparicion de vacuolas.
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3.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Existen pocos articulos que estudien parametros dinamicos mas alla de D+3
28.25.27 " debido probablemente a que uno de los objetivos fundamentales de los
diferentes trabajos ha sido intentar predecir la formacion de blastocisto,
blastocisto de buena calidad y embrién que implanta, en un intento de equiparar
los resultados clinicos de las transferencias de embriones tempranos con las
realizadas en D+5. Otra posible razon es que la medicion exacta de parametros
como compactacion o expansion del blastocisto no es tan objetiva como los
publicados hasta la fecha, por lo que establecer modelos predictivos de

implantacion puede resultar complicado.

Los resultados obtenidos en los articulos mencionados sefialan de nuevo
que tiempos de divisidon mas rapidos favorecen la llegada a mérula, blastocisto,
blastocisto de buena calidad y embrién que implanta.

Parece ser que los parametros tempranos de desarrollo no son capaces por si
mismos de predecir qué embridn va a implantar con la suficiente especificidad y
sensibilidad. Ademas, en estos estadios de hasta 5 células, los embriones son
gobernados fundamentalmente por el genoma materno, asi que es cuestionable
que sean representativos de una correcta evolucién, puesto que la activacién del

genoma embrionario humano ocurre mas tarde?”.

Tampoco los parametros cinéticos tempranos hasta el estadio de 2
células son iguales dependiendo de si la técnica de fertiilizacién es FIV o ICSI.
Segun los articulos publicados, la cinética inicial de los ovocitos de FIV es mas
lenta que la de ICSI, debido muy probablemente al decalaje que supone la
entrada del espermatozoide en el ovocito, frente a la introduccion directa del

7,18

mismo en la microinyeccion’ =, aunque después los tiempos se equiparan.
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Como se ha explicado anteriormente, la transferencia embrionaria en D+5
es una herramienta importante en las transferencias de un unico embriéon. Hay
autores que proponen aplicar los parametros cinéticos conocidos a la seleccion
del mejor blastocisto para transferir'’®. En relacién a los eventos dinamicos
anomalos, el cultivo a blastocisto puede ayudar a decidir si el embrion es

finalmente viable o no.
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4.0 HIPOTESIS

Hipotesis Alterna

Es posible pronosticar con base a los tiempos de division celular y

cambios morfocinéticos cual embrion evoluciona a blastocisto.

Hipotesis Nula

No se puede pronosticar con base a los tiempos de divisidon celular

y cambios morfocinéticos cual embrion evoluciona a blastocisto.
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5.0 OBJETIVOS

PRINCIPAL

Establecer y comparar el ritmo de divisbn embrionaria a blastocisto, en
pacientes sometidas a tratamiento de reproduccion asistida con la utilizacion de
la tecnologia timelapse, para valorar el comportamiento morfocinetico en el
Centro de Fertilidad IECH Monterrey en periodo de enero 2013 a noviembre
2016.

SECUNDARIOS

e Determinar el perfil sociodemografico y clinico relevante de las pacientes
en estudio.
e Evaluar los indicadores de estado y calidad clinica de las muestras

utilizadas y las pacientes.
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6.0 MATERIAL Y METODOS

DISENO DEL ESTUDIO

Se realiz6 un estudio clinico, replicativo, observacional, longitudinal,

ambispectivo, analitico y comparativo.

POBLACION Y MUESTRA

El presente estudio incluyd a todos los embriones que estuvieron bajo la
utilizacién de la tecnologia timelapse, en el Centro de Fertilidad IECH Monterrey,
en el periodo comprendido entre Enero 2013 a Noviembre 2016, por lo que el
presente estudio es de caracter poblacional y no aplica la determinacion de un

tamano de muestra.

ANALISIS DE ESTUDIO

HERRAMIENTAS
IBM SPSS v24 ° R STUDIO 1.0.136 — 3.3.2 ° 2016 MSO Excel 16.0.6925

ANALISIS INICIALES

Se determinaron valores de tendencia central, desviacion estandar,
analisis de normalidad e histogramas de frecuencia para variables cuantitativas.
Se determind proporciéon de frecuencia, porcentaje en relacion al total de
entradas ademas de proporcién de frecuencia para escalas al estudiar variables

categodricas.

ANALISIS DE POBLACION
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Se evaluaron datos demograficos y antecedentes que prevalecieron en la

muestra que pudieran ser de interés.

ANALISIS COMPARATIVO E INFERENCIAL

Se agrupo a los embriones segun Categoria de Donador o no donador
para valorar los cambios morfocineticos en base a la division celular, para poder
obtener las variaciones de tiempo en los ciclos celulares y también poder
determinar la sincronia celular, y posteriormente de acuerdo a morfologia, a
partir de este punto de comparacién se estudiaron las relaciones entre las
variables parameétricas y no paramétricas. Para las variables de tendencia
central se compararon con t de Student ajustado a normalidad de dos colas los
grupos de interés a tomar como significativos valores de P menor a 0.05, en
caso de no ser paramétrica se estudié con la prueba pertinente de acuerdo a
cantidad de categorias presentes en la variable. Otros resultados fueron
interpretados por el autor reportandose datos interesantes para el estudio. En
caso de requerirse se realizé GLM para multiples variables a comprar en funcién

de la varianza.

Para los muestreos categoricos a comparar se empled prueba de Fisher o
la distribucidn x? segun la caracteristica de la contingencia, para describir las
diferencias entre los grupos de comparacion, se tomo significativo P menor a
0.05.

Se elabor6 dispersibn 'y regresion para datos significativos
correlacionables. Se estudi® la muestra para observar factores de
riesgo/beneficio al analizar grupos y subgrupos (Coeficiente de Momios OD,
Riesgo Relativo RR, Numero Necesario a Tratar).
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7.0 CRITERIOS DE SELECCION

CRITERIOS DE INCLUSION

e Pacientes entre 18-47 afos de edad.

e Pacientes con diagnostico de infertilidad primaria o secundaria, que hayan
presentado = 1 ciclo previo de FIV fallido.

e Pacientes sin antededentes de factor uterino.

e Parejas con indicacion de FIV.

e Pacientes del programa bebe seguro.

CRITERIOS DE EXCLUSION

e Pacientes con presencia de hidrosalpinx.

e Pacientes con anormalidades cromosdmicas ya conocidas.
e Pacientes con endometriosis severa.

e Embriones con ausencia de fertilizacion.

e Embriones con 3 pronucleos.

CRITERIOS DE ELIMINACION

e Pacientes que no hayan estado bajo la técnica de valoracion con
tecnologia time-lapse.
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8.0 INSTRUMENTOS Y PROCEDIMIENTOS

Las pacientes fueron manejadas segun los criterios internacionales de
abordaje terapéutico, Una vez hecho el diagnostico correspondiente, la paciente
fue estimulada de tal forma que se logré conseguir un desarrollo folicular multiple
el cual nos permiti6 obtener un mayor numero de évulos de los cuales se

seleccionaron los de mejor calidad:*

ASPIRACION FOLICULAR

Esta se realizo mediante una puncion de aspiracion guiada por ecografia
transvaginal de 34-36 hrs. después de la administracion de la HGC. El liquido
folicular aspirado se deposito en los tubos y fue llevado al laboratorio, donde se
vertio su contenido en placas de petri (1029 FALCON) que se encuentran en una
placa calefactora a 37.0 C para luego proceder a la identificacion y captura de
los complejos cumulos-ovocitos mediante la ayuda de un estero-microscopio
utilizando un pipeta Pasteur, todo bajo una campana de flujo laminar para

mantener asi y asegurar un ambiente estéril.*®

PROCEDIMIENTO DE RECEPCION DE OVOCITOS ASPIRADOS

El dia anterior a la aspiracién folicular se dejaron preparadas las cajas de
65X15mm. (Nuclon) Y posterior a la recepcion fueron incubadas hasta el dia
siguiente a 37.0Cy CO2 al 5.0%.

CAPTURA OVULAR

Una vez obtenidos los ovulos se depositaron en caja petri de 60X15mm
(NUNC 150326) conteniendo 4 gotas de 0.3 ml de medio G-MOPS PLUS (Vitro
life, G111 series). En la gota numero 1 se realiz6 el primer lavado, y en las gotas
2, 3y 4 se clasificadn los 6vulos, la incubacion no fue mayor a 15 minutos en

este medio.®
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CLASIFICACION DE LA MADUREZ SOMATICA
DEL COMPLEJO CUMULO-CORONA -OVOCITO (CCO)*

La clasificacion del CCO se realiza atendiendo al:
1.-Tamano y filancia del camulo.

2.-Grado de dispersion de las células del cumulo y de la corona.

Sobre la base de estos criterios se puede realizar la siguiente clasificacion:
Madurez 1, o inmaduro (M1): cumulo pequefio o grande, con poca filancia.
Corona compacta formando una capa densa alrededor del évulo .

Madurez 2, o intermedio (M2): Cumulo grande, disperso y filate.

Corona con inicio de dispersion (con pequefios espacios entre sus células).

Pero aun formando una capa densa alrededor del évulo.

Madurez 3, o Maduro (M-3): Cuamulo grande, disperso y filate.

Corona radiada caracteristica, con espacios entre las células en forma de rayos,
pudiéndose observar los limites del évulo.

Madurez 4, o Post-Maduro ( M-4): Cumulo muy disperso. Grande o pequefo
Por fragmentacion del mismo. Muy filate, Corona inexistente. El ovocito se

puede observar con nitidez e identificar el primer cuerpo polar.

INSEMINACION

En la FIV convencional, la inseminacion de los ovulos se realizd en las
placas donde permanecieron los gametos femeninos hasta el momento de ser
inseminados (3 6 4 horas de incubacion). EI numero de espermatozoides que
generalmente se usan para la fertilizacion in Vitro, varia entre 50,000 y
100,000/ml. por évulo.

Inseminacién bajo aceite mineral
Materiales:
Caja de 60 x15 mm.(Nuclon 150336)
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Medio HTF 12% HSA.
Aceite mineral
Pipeta automatica 10,0u

Pipetas Pauster.

PROCEDIMIENTO

1.- Bajo la campana de flujo laminar, preparar las cajas para la inseminacion

2.- Concentrar la muestra de espermatozoides a una concentracion de 50X10/
ml.

3.- Colocar 1.0p de la muestra en las gotas, 2, 3, 4, 5.

4.-Depositar un maximo de 4 6vulos por gota.

5.- Incubar a 37.0°C 5.0% de CO2.

EVALUACION DE LA FERTILIZACION D+1%

PROCEDIMIENTO:

1.- Observar los évulos inseminados a las 15 6 18 horas post- inseminacion.

2.- Comprobar la total disociacién de las células del camulo ooforo.

3.- Disociar, bajo el microscopio, las células de la corona radiada con ayuda de
una pipeta Pasteur estirada en la llama del mechero. La punta de la pipeta debe
quedar con un diametro de 150 pm.

4.-Con la pipeta Pasteur estirada aspirar y botar repetidamente el évulo hasta
que la corona se desprenda, también se utiliza el stripper tips para este fin.

5.- Evaluar la fertilizaciéon indicando la presencia de 2 pronucleos (PN) en le
citoplasma del 6vulo y de 2 cuerpos polares en el espacio perivitelino.

6.- Observar los PN con aumento mayor del estéreo microscopio. Para una
mejor definicion de los PN y de los cuerpos polares, observar con aumento 20X
del microscopio invertido.

7.- Lavar por 3 veces los cigotos y transferirlos a una caja con medio de
Crecimiento (ONE 12.0% HSA)

EVALUACION DE LA MORFOLOGIA EN ESTADIO DE PRONUCLEOS

45



MARCADORES MORFOCINETICOS PREDICTORES PARA LA 2017
FORMACION A BLASTOCISTO

La morfologia de los zigotos en estadio de pronucleos consiste en el

numero y distribucion o alineacién de los nucleolos en el pronucleos.

EVALUACION EMBRIONARIA

Tras la observaciéon de los dos pronucleos los pre embriones se incuban a
37.0°C y 5.0% de CO2 hasta el momento de la transferencia. Los embriones
humanos se dividen cada 12-14 horas. Asi, a las 48 -72 horas pos- aspiracion,
momento en el que se transfieren habitualmente los embriones pueden
encontrarse en estadios de crecimiento que van de los 2 o 8 blastomeros. Entre
72 y 96 horas los embriones pasan de 8 a 16 células. Iniciado la compactacion.
El estadio de blastocisto se desarrolla hasta 120 horas aproximadamente. Las
sucesivas divisiones mitoticas que se reproducen en el prembrion suponen una
continua reorganizacion de las células que lo componen y en este proceso se
pueden generar pequefios fragmentos citoplasmaticos. La importancia de estos
fragmentos, junto con la morfologia que presentan los blastomeros, son los
criterios empleados en la evaluacion de los embriones. Esta gradacion de los
embriones se basa en el sistema de clasificacién descrito por Veek y consiste
en lo siguiente (Veek, 1990).3

Tipo I. los blastémeros son de igual tamafo, regulares y no hay fragmentos
citoplasmatico.

Representa la morfologia perfecta.

Tipo Il. Los blastomeros son de igual tamafo, pero aparecen pequefios
fragmentos citoplasmaticos que ocupan aproximadamente el 20% del espacio
del embrion.

Tipo lll. Presenta blastomeros de tamano claramente desigual y no aparecen
fragmentos.

Tipo IV. Los blastomeros pueden ser de igual tamafo desiguales, pero en
cualquier caso de fragmentacién es significativa (superior al 40-50%).

TipoV. La fragmentacién es total o casi total y los elastémeros son de cualquier

tamano.
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DESARROLLO EMBRIONARIO IN VITRO DE UN D+1 a D+2
DESARROLLO EMBRIONARIO IN VITRO DE UN D+2 A D+3
DESARROLLO EMBRIONARIO IN VITRO DE UN D+3 A D+4
DESARROLLO EMBRIONARIO IN VITRO DE UN D+4 A D+5
DESARROLLO EMBRINARIO IN VITRO DE UN D+5 A D+6

TRANSFERENCIA EMBRIONARIA

Es importante tener en cuenta la calidad de los embriones, puesto que
parece claro que la evolucion o no del embarazo esta intimamente relacionada
con la transferencia de embriones calificados como embriones de buena o mala
calidad (copperman, 1995). Pero si la calidad de los embriones es importante, el
numero de los embriones, y la edad de la paciente son factores que se deben
tomar en cuenta para valorar las posibilidades de implantacion y el riesgo de
embarazo multiple (Svendsen, 1996). De esta forma, valorando los antecedentes
reproductivos, la calidad de los embriones que se transfieren y el numero total
de embriones de que se disponen se decide una transferencia de 2 o 3

embriones.*

TECNICAS DE TRANSFERENCIA

La técnica Habitual es la intrauterina, transcervical. Mediante un catéter de
plastico se depositan los embriones seleccionados cerca del fondo del uterino,
con medio de transferencia al 50% SSS. Volumenes mayores de liquido
favorecen el embarazo ectépico. La técnica se debe realizarse en condiciones
estériles. Se aconseja conocer previamente la longitud de la cavidad uterina

para situar los embriones lo mas cerca del fondo sin llegar a tocar éste.®

Es habitual mantener durante 2 horas a la paciente en decubito supino, y

aconsejable reposo relativo durante las siguientes 24 horas.
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El tipo de catéter también varia dependiendo de cada medico, los mas
comunes son el Fridman, Fet Set de Fridman, Soft-Pass, Sofa-Pass Eco Tip. los
catéter se diferencia unos de otros por su composicion que pueden ser duros o
blandos. Se ha comprobado que los catéter blandos tienen mejor éxito debido a
que se dafia menos a las paredes del utero y evitando con esto que se
provoquen contracciones que llegarian a expulsar a los embriones que se

transfirieron. 3

Procedimiento:

La manera como se carga el catéter es la siguiente:

1.- En una caja de cultivo 30x10mm colocar 2.0ml de medio de transferencia al
50% SSS.

2.- Con la jeringa de 1.0 ml tomar 0.8 ml del M-T al 50%SSS evitando al
formacion de burbujas.

3.- Llenar todo el catéter con el M-T 50%SSS de la jeringa evitando la formacion
de burbujas conservando 20u del M-T50%SSS en la jeringa.

4.-Tomar los embriones directamente del su caja de cultivo previamente
seleccionados, en 5u y aspirar 3u de aire.(Fig.1)

5.- Se corrobora el nombre de la paciente nuevamente.

6.- Entregar el catéter al medico.

7.- Una vez canalizado se inyectan lentamente sin hacer presion sobre el
embolo de la jeringa, se retira el catéter lentamente.

8.- Se corrobora que el catéter se encuentre sin embriones y se notifica que la

transferencia ha efectuado de manera completa.

LA TRANSFERENCIA ES CLASIFICADA EN:

A) Si la transferencia se efectua sin ninguna complicacion, ni la presencia de moco
y sangre en el catéter.

B) Si la transferencia se efectua sin ninguna complicacion y existe la presencia de
moderado moco y sangre en el catéter.
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C) Si la transferencia se efectia con alguna complicacion, la existencia de

abundante moco y sangre dentro y fuera del catéter.

PROCESAMIENTO DE SEMEN PARA ICSI*

El objetivo principal de la preparacion del semen es:

1.- Aumentar la concentracion de espermatozoides.
2.- Seleccionar los espermatozoides de mejor movilidad y morfologia
3.- Eliminar el plasma seminal y con él los restos celulares, los

microorganismos y los agentes aglutinantes.

El método de recuperacion espermatica y la técnica de preparacion
dependeran de la procedencia de los espermatozoides que puede ser: de
eyaculado, epididimo o testiculo a su vez, estas muestras pueden ser frescas o

congeladas.

EYACULADO: la muestra se colecta por masturbacion en un frasco estéril se
recomienda tener de 2 a 3 dias de abstinencia, la muestra se deja licuar durante
20 minutos, después de esto se realiza el seminograma y se capacita ya sea

por gradientes o swim-up.

EPIDIDIMO: la obtencion de espermatozoides del epididimo se realiza
mediante una puncion —aspiracidn percutanea del mismo, la muestra se
deposita en un tubo cénico (Falcon 2099), se lava con medio de cultivo y se
hace un concentrado mediante centrifugacion (5 minutos a 2000rpm.) el
sobrenadante se elimina y el pellet formado se toma 1u para preparar la caja de
ICSI.

TESTICULO: mediante cirugia se extrae una pequefa cantidad de tejido de
testiculo, el tejido se deposita en una caja de cultivo (Falcon 1008) con 1.0ml de
medio de cultivo HTF Modificado, se realiza diseccion con la ayuda de 2 jeringas
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de insulina (BD 326709) una vez diseccionado se coloca 10y en una caja de
cultivo (Falcon 1008) y se observa al microscopio invertido , para buscar
espermatozoides , en cuanto se obsérve por lo menos un espermatozoide movil
se reporta posible este procedimiento puesto que el cirujano esta en el quiréfano
con el paciente y en caso de no haber espermatozoides en la primera muestra

se puede hacer una toma del otro testiculo.

En ICSI la concentracion de espermatozoides que necesitamos es muy baja
debido a que podemos seleccionar individualmente los espermatozoides que se

van a microinyectar.

PIPETAS PARA ICSI
Las pipetas de microinyeccion son indispensables para poder realizar la

técnica de ICSI: existen dos tipos inyeccion y holding.

Pipeta Holding: con esta pipeta y mediante un sistema de presién negativo
el 6vulo es sujetado y una vez que esta fijo es posible penetrarlo con la pipeta de
inyeccion, la holding es una pipeta roma, con un diametro externo de 60y y un
didmetro interno de 20yp.

Pipeta de Inyeccidn: se utiliza para inmovilizar al espermatozoide, se aspira
para ser inyectado al interior del 6vulo, esta pipeta es mucho mas estrecha |,
tiene un diametro externo de 7y y un interno de 5y es biselada y acaba en un

afilado aguijon que permite entrar facilmente en el évulo

COLOCACION DE LAS PIPETAS EN EL MANIPULADOR®

Antes de colocar las pipetas de microinyeccion debe revisarse el sistema, en
€l no debe haber burbujas y debe tener suficiente aceite. la primer pipeta que se
coloca la holding; se toma de la parte final del micromanipulador de holding, se
purga para eliminar burbujas; se deja una gota de aceite en su extremo y se
introduce la pipeta con cuidad asegurandola mediante un sistema de rosca.
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El microinyector tiene un sistema que nos permite medir los movimientos de
las pipetas; de tal manera que podamos movernos con amplitud en todas

direcciones a la hora de enfocar las pipetas y hacer la micro manipulaciones.

La pipeta de holding sujeta al sistema se coloca lo mas proximo al centro del
objetivo, después con el objetivo 10x la enfocamos, una vez enfocada
rectificamos su orientacion si es necesario, y pasamos al objetivo 20x centramos
la pipeta y pasamos al objetivo 40x. Una vez centrada se procede a colocar la
pipeta de inyeccion la cual se coloca de igual manera que la de holding. Ya que
se han colocado las pipetas y revisado que estén alineadas se procede a

microinyectar.

PREPARACION DE LOS OVULOS PARA MICROINYECTAR
Los ovocitos que van a microinyectar, llevan un proceso de descumulacion,
este consiste en quitar la células del cumulos que lo rodea. Esto se realiza con la

ayuda de la enzima hialuronidasa.*

CAJA DE HIALURONIDASA Y DESCUMULACION:
1.- En la caja 60X15mm colocar 4 gotas de 0.2ml en los extremos y 4 gotas de

20ul en el centro, cubrir con aceite mineral 8.0 ml.

2.-Se colocan los complejos corona cumulos — 6vulos en una de las gotas de
0.2ml HTF Modificado,

3.- Agregar 50 pL de la enzima Hilauronidasa con la puntilla de 200ul.

4.- Con la ayuda de la pipeta automatica hacer pasar los CCO x 30 seg.

5.- Pasar los 6vulos a las gotas de 20 yL con los Stripper tips de diferente
calibre por las gotas 1, 2, 3, 4. Varias veces para la remocion de la corona y
quede la zona de los 6vulos expuesta.

6.- los 6vulos de cumulados se colocan en una placa de cultivo medio HTF
12.0% HSA. y se clasifican ye incuban.
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CLASIFICACION DE LOS OVULOS
Al de cumular los 6vulos, es posible ver claramente su morfologia y su grado

de madurez. La clasificacién de los évulos es la siguiente:*

Ovulos MIl: Son 6vulos que han concluido su primera divisién meiotica, la
presencia de un cuerpo polar nos indica que estos évulos estan en la metafase
de la segunda division meiotica, son O6vulos maduros y solo estos se
microinyectar.

Ovulos MI: Son o6vulos inmaduros, no han concluido su primera divisidon
meiotica pero tampoco presentan a vesicula germinal, estos se microinyectar a
las 3 horas después de haber extraido se cuerpo polar.

Ovulos VG: Son 6vulos pequefios, y obscuros y se caracterizan por la presencia
de una vesicula general, estos oOvulos son los mas inmaduros, pues estan
detenidos en la profase de la primera division meiotica. Después de 26-29 horas
de su captura pueden madurar.

Ovulos Atresicos: Son 6vulos degenerados, citoplasma oscuro y su

membrana citoplasmatica indefinida. También son llamados évulos posmaduros.

PREPARACION DE LA CAJA DE MICROINYECCION:

1.-En el centro de la caja 3002 (Falcon ) se colocan 5 gotas de 8u donde se
realizara la microinyeccion de los 6vulos.

2.-Se coloca una gota de 10y de PVP( polivinilpirrolidona ) y a la izquierda de
estas 3 gotas de 5y de HTF MODIFICADO al 10.0 % donde se depositara 1y de
la muestra de espermatozoides capacitada.

3.-A la derecha de la caja se colocan 3 gotas de 8 para el lavado de los évulos,
y se cubre con aceite mineral 1029 (Sigma) a 37.0°C .
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MICROINYECCION:

Un vez alineada la pipetas y preparadas la placa de micro inyeccion se
pude realizar la técnica. La caja en el microscopio invertido, se enfoca el borde
de la gota del PVP, en esta gota la pipeta de ICSI es enfocada y se aspira un
poco de PVP y se pasa ala gota de espermatozoides se selecciona uno y se
inmoviliza con un pequeino golpe en la parte media del flagelo en el fondo de la
caja. Una vez inmoévil el espermatozoide se procede a inyectarlo en el

citoplasma del évulo.®

El évulo se sujeta con la pipeta holding y se acomoda de tal manera que el
cuerpo polar quede a las 6 o0 12 en el reloj, la pipeta de inyeccidén se acerca a la
zona del ovocito en direccion de las 3 en el reloj y al a vez el espermatozoide se
lleva a la punta de esta se presiona la zona pélucida hasta atravesarla junto con
la membrana plasmatica. Una vez dentro se aspira un poco de citoplasma y se
regresa junto con el espermatozoide la pipeta se retira suavemente del interior

de 6vulo.

Una vez micro inyectados se llevaran a la gota del lavado de la placa de
cultivo, después se colocan cada uno en su respectiva gota, y se dejan en

incubacion.

CLASIFICACION EMBRIONARIA MEDIANTE ANALISIS DE TIME-LAPSE.
PARAMETROS MORFOLOGICOS Y CINETICOS

Para determinar el tiempo exacto de las divisiones celulares, imagenes de
cada embrion fueron adquiridas cada 10 minutos, a una resolucion de 2560 x
1920 pixeles en 7 planos focales distintos. La morfologia y cinética embrionarias
fueron evaluadas en un ordenador externo al incubador, con un software
desarrollado especificamente para analizar imagenes por time-lapse (Primo

Vision™ Time-Lapse System).
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PARAMETROS MORFOLOGICOS

Los embriones fueron clasificados morfolégicamente en D+2 y D+3 en
funcion de numero de células, porcentaje y distribucion de fragmentos y simetria
como parametros principales. Otros aspectos evaluados fueron: multinucleacion
(especialmente en D+2), presencia de vacuolas, compactacion, aspecto del

citoplasma y cohesion entre las células. 3

En D+5 y D+6, la clasificacion se basé en los criterios ASEBIR de
clasificacion de blastocistos, tal y como se muestra en el capitulo 1.5 de este
trabajo (Criterios ASEBIR de Valoracion Morfologica de Oocitos, Embriones

Tempranos y Blastocistos Humanos | Asebir 2015). 133

Se valoraron 3 aspectos fundamentales:

GRADO DE EXPANSION:

e Blastocisto Temprano (BT): EI embrién comienza a formar una cavidad
incipiente.

e Blastocisto Cavitado (BC): Al menos el 50% del embrién esta ocupado por
el blastocele o cavidad.

e Blastocisto Expandido (BE): El embrion aumenta de tamafo y ZP se
afina.

e Blastocisto eclosionando o haciendo Hatching (BHi): El embridon “rompe”
la ZP y comienza a salir.

e Blastocisto eclosionado o Hatched (BH): ElI embrion ha salido

completamente de la ZP.
CLASIFICACION MORFOLOGICA DEL TROFOECTODERMO: En funcién del

numero y aspecto de las células el TF se cataloga en A (mejor calidad), B, Cy D

(peor calidad).
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CLASIFICACION MORFOLOGICA DE LA MASA CELULAR INTERNA: En

funcién del tamano, compactacion y aspecto de las células la MCI se cataloga

en A (mejor calidad), B, C y D (peor calidad).

De la combinacion de los 3 factores surge la clasificacién del blastocisto.

Se consideraron embriones de buena calidad los BE, BHi y BH tipo Ay B.

PARAMETROS CINETICOS.

En cuanto a los parametros cinéticos, se anotaron:

Extrusion del 2° CP.

Aparicion y desaparicion de los PN.

Tiempos de divisidn de cada mitosis (12, t3, t4, t5, 16, t, t8, t9+)

Tiempo de compactaciéon de morula (tMC), o momento en que no se
aprecian las membranas celulares

Tiempo de Blastocisto temprano (tBT) o tiempo en el que la cavidad
comienza a formarse

Tiempo de Blastocisto Cavitado (tBC) o tiempo en el que la cavidad ocupa
mas del 50% del volumen del embrién. Se registra el tiempo antes del
comienzo del adelgazamiento de la ZP

Tiempo de Blastocisto Expandido (tBE) o tiempo en el que el embrion ha
aumentado de tamano y la ZP esta adelgazada.

Tiempo de Blastocisto Hatching (tBHi) o momento en el que el embrion
comienza a salir.

Tiempo de Blastocisto Hatched (tBH) o tiempo en el que el embridon ha
eclosionado.

SELECCION DE LOS EMBRIONES A TRANSFERIR

La seleccion de los embriones a transferir se realiz6 en base a su

morfocinética, segun el algoritmo desarrollado por Meseguer en 2011%*. En un

primer proceso se pre-seleccionaron los blastocistos de mejor calidad

morfoldgica (A, B, C, D). En un segundo paso, se excluyeron de este grupo los
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embriones procedentes de division irregular a 3 células (division de cigoto a 3
células en <5h), aquellos en los que la division en 2 células habia sido asimétrica
y/o los que presentaron multinucleacion en 4 células. Sobre el resto se aplicaron
los criterios del algoritmo (t5, cc2 y s2). Se afiadi6 ademas s3 como valor
dinamico adicional (t8-t5 <3h).2%:18:25:26
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9.0 RESULTADOS

Para el efecto del estudio se siguieron 82 embriones de los cuales el
60.98% provenia de pacientes no donadoras y un 39.02% de pacientes
donadoras. Las comparaciones iniciales se dirigieron a explorar las relaciones
en cuanto al tiempo de desarrollo embrionario desde la formacién de Pronucleos
a la compactacion, formacion de blastocisto y transferencia del mismo. No se
encontraron diferencias entre el tiempo de desarrollo de pronucleos (M 792.13
min, +349.84, P=0.391), ni en las etapas celulares subsecuentes, aunque los
embriones de las pacientes no donadoras experimentaron tiempos de division
celular mas prolongados en relacion a las pacientes donadoras, estas
tendencias se observaron de forma generalizada hasta la etapa a 8 células (M
4034.31 min, +561.56, P=0.408), y compactaciéon (M 5076.44 min, +690.49,
P=0.051) para las donadoras. Al explorar los tiempos de Sincronizacién celular,
de forma similar el patron de tiempo fue menor en las donadoras a excepciéon de
S1 (S1=t2-PN) (M 708.88 min, +284.82, P=0.84), sin embargo, no fue
estadisticamente significativa esta diferencia. Estas diferencias son menos
apreciables para los tiempos de CC2 (t3-t2) (M 530.66 min, £177.85, P=0.763), y
CC3 (t5-t2) (M 951.47 min, +353.93, P=0.893). Para el factor masculino, no se
observé modificaciones en las caracteristicas de los diferentes parametros
evaluados, no obtuvimos modificaciones en el volumen (M 3.34, +1.98,
P=0.372), o en la concentracion (M 56.47, +42.31, P=0.333) celular de las
muestras seminales; también no se observaron diferencias entre las poblaciones
en cuanto a motilidad espermatica (M 37.94, +16.02, P=0.134) y cuenta total
espermatica (M 76.06, +76.1, P=0.184), solo en la morfologia espermatica con
formas normales <4%, en las pacientes no donadoras (M 1.42, 1.6, P=0.044)

las cuales presentaron menor cantidad de formas normales en sus parejas.
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Grafico 1. Relacion de densidad de eventos en relacion de A) Fragmentacion, y B) Blastomeras. Se
observa no existir diferencias en las distribuciones en cuanto a edad, solo que existe una mayor
densidad de eventos en fragmentacion moderada y defectos en el embrion conforme aumenta la
edad
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Grafico 2. Secuencia de Divisién celular en relacion a las Blastomeras, se observa que no existen

diferencias en la serie de tiempo dependiendo de la categoria de las caracteristicas del citoplasma

De manera adicional se exploraron las condiciones visuales de las
caracteristicas morfoldégicas embrionarias, la escala de graduacién de
Blastdmeras y Fragmentacion se separd en los componentes respectivos y se
exploraron los tiempos de desarrollo de igual forma. De forma singular no se
encontraron diferencias en los tiempos de replicacion celular y las graduaciones
de las Blastébmeras, a pesar de estar evaluando 3 grupos, en el rastreo del
ANOVA no se encontraron diferencias para la etapa de pronucleos (F {1.363},
P=0.262), o etapa de 2 células (F {0.977}, P=0.381) en relacion al tiempo,
incluso en la etapa de 5 células (F {2.684}, P=0.075) y 8 células (F {1.706},
P=0.188) no se observaron diferencias en las series. Solo en el tiempo de
formacion de Blastocisto (F {4.318}, P=0.017) los embriones con defectos en el
citoplasma se observaron con mayores tiempos (M 7009.54 min, + 713,

Pphoc=0.027) en relacion a los defectos de asimetria y simetria.(Grafico 2 y 3)
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Grafico 3. Secuencia de Division celular en relaciéon a los grados de Fragmentacion, se observa que los

embriones con no fragmentacion tienen los mejores tiempos de division
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Grafico 4. Relacion de Divisién Celular y determinantes como el origen del A) ovulo, o en el

caso de B) la edad de la no donadora
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Para los tiempos de sincronizacién celular no se observarian diferencias

entre el tiempo S1 (F {0.046}, P=0.955), tampoco para S2 (F {0.65}, P=0.525) y
no se observarian patrones en S3 (18-t5) (F {0.719}, P=0.49), tampoco

observamos asociaciones en cuanto a edad (F {0.477}, P=0.622), ni factores

relacionados a condiciones de la muestra espermatica masculina o las medias

de edad de las pacientes.
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Grafico 5. Se observa en A no existir tendiencias en relacion a la edad materna. De forma similar en B

no se determinan patrones relacionados al Factor Masculino

Para la siguiente caracteristica de fragmentacion, se observaron mayores
patrones de tiempo en los ciclos celulares, teniendo diferencias para el tiempo
en los embriones con fragmentacion leve y moderada un mayor tiempo de
division a 3 células (F {3.917}, P=0.024), observacién que permaneceria también
para la etapa de 4 células (F {3.342}, P=0.04), 5 células (F {5.255}, P=0.007) y
se extenderian estas diferencias hasta la formacién de Blastocisto (F {4.252},
P=0.018), de modo que notamos una probable efecto de la fragmentacion y el
retraso en los tiempos celulares.(Grafico 3) De forma singular estas diferencias
no serian evidentes en las medidas de sincronizacién celular en S1 (F {0.305},
P=0.738), en S2 (F {0.826}, P=0.441), ni en S3 (F {1.055}, P=0.353), solo
aparecerian de nuevo estas diferencias en cuanto a fragmentacion para el
tiempo INT(t5-14) (F {4.205}, P=0.018) y INT(t2-t5) (F {3.764}, P=0.027).
Ademas, siguiendo las tendencias previas, en relacion a los factores masculinos
no se observan diferencias entre la fragmentacion y las caracteristicas de la

muestra.
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Siguiendo los datos de los embriones que experimentaron division celular,
se pudieron correlacionar los tiempos de replicacion celular, teniendo correlacion
entre el tiempo de pronucleos r{82}=0.637 a 2 células, hasta el tiempo de 5
células a 8 células, r{82}=0.703, de modo que se explord la muestra para datos
pronostico de replicacion, para el modelado de los siguientes procesos se
anexaron los tiempos celulares de los embriones que dejaron de dividirse, de
modo que en cada etapa celular y etapa de sincronizacion se evaluara para
estimado de pronéstico, se encontré solo para S1 (AUROC= 0.652) que aquellos
embriones que permanezcan mas de 785 minutos (SEN 64.63%, ESP 76.69%)
en S1 no experimentaran divisiones subsecuentes (PP 58.24%. PN 81.17%) y

s6lo un embrién de cada 3.39 (IC 2.01 - 3.82) experimentara division.
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Grafico 9. Curva de Kaplan para observar proporcion de division celular A) y su relacién con PIE
Positivo B)

Como exploracion adicional se evalud la probabilidad de que ocurriera la
division en relacion al tiempo de secuencia celular via curvas de Kaplan. Se
observd que existia diferencia en la proporcion siendo significativa la
comparaciéon con un T85% de 1000 minutos para la célula que se dividieron en
S1 (Grafico 7), en el mismo periodo de tiempo solo un 77% de células no
efectuaria division en su serie. A pesar de que la prueba ROC no detecto S2
(Grafico 8) como pronostica, observamos en el Kaplan que el T85% de divisién
se alcanza en el minuto 500, y para las células que no continuaron division
menos de la mitad experimentaron progresion. Se observaron diferencias de
forma similar en la curva de Kaplan para S3 (Grafico 9) teniendo que el T90%
para divisidon se encontraba en 1750 min, corte por sobre el cual menos del 30%

de las otras células experimentarian progresion. De forma similar se exploré los
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embriones que eventualmente tendrian PIE positivo, sin embargo, no se

observaron tendencias en relacion a las curvas de Kaplan. (Grafico7, 8 y 9)
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Grafico 10. Curva de Kaplan para observar proporcion de division celular y la distribucion de eventos en

relacién a la fragmentacion celular.
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Grafico 11. Curva de Kaplan para observar proporcion de division celular y la distribucion de eventos en

relaciéon a las blastomeras.

En cuanto a las incidencias de PIE positivo, se tuvo una proporcion de
resultados positivos del 60% (60.53%, p=0.0147, ODD 2.3511 IC 1.2268 -
4.5058), con un indice de éxito de 1: 2.51 (IC 1.1 - 2.13). En relacion a las
caracteristicas de los embriones, se observdé que el estado de asimetria
observaba la mayor proporcion de embarazos (47.83%, p=0.0523, ODD 3.0119
IC 1.0807 - 8.3938), ademas los embriones no fragmentados experimentarian
una mejor tasa (76.09%, p=0.4356, ODD 1.5909 IC 0.5751 - 4.4006) de
embarazo. El grupo de edad que mejor se relacioné a embarazo fue el menor de
30 afos (23.91%, p=0.0026, ODD 9.4286 IC 1.1495 - 77.3348) con 1: 1.74 (IC
1.28 - 2.25) embriones, sin embargo, en pacientes de edades mayores a 38
afnos fueron requeridos hasta 12.03 (IC 1.59 - 6.07) embriones para lograr un
embarazo. Ademas, el factor masculino solo se observd provocar un leve
descenso en las incidencias (71.74%, p=0.1642, ODD 0.3905 IC 0.1138 -
1.3399)
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Grafico 12. Representacién del andlisis de grupos, en funcidon del tiempo, se ejemplifica en
forma de dendograma para observar las relaciones entre los tiempos celulares. Se indica a los
tiempos celulares S1, y S2 en la misma agrupacion, junto con el resto de las estimaciones de
ciclo celular, lo que nos indica que el prondstico resultado de estos 2 tiempos puede ayudarnos a
predecir el resto de los demas tiempos. Otra situacion interesante es que los tiempos de 8

células, compactacion y Blastocisto se agrupan en su seccién aislada, indicando una dinamica
celular muy diferente a las etapas iniciales del embrién.
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10.0 DISCUSION

La evaluacion de los parametros morfocinéticos valorados por tecnologia
timelapse para la seleccion embrionaria es un tema sumamente controversial, ya
que existen resultados contradictorios acerca de que parametro o parametros
morfocinéticos. Sin embargo, estas determinaciones nos puedan ayudar de una
forma Optima en seleccionar el mejor embrion que pudiese evolucionar a
blastocisto y que a su vez permita seleccion de embrion unico para la

transferencia.

Algunos autores apoyan su utilizacion como un método que nos ayuda a
predecir tempranamente una formacion de blastocisto. Los eventos dinamicos
de las primeras 48 horas de incubacion y valorando la morfocinética mediante
tecnologia timelapse correlaciona positivamente con la formacién de blastocisto
821,298 an los ciclos celulares primarios por ejemplo (cc2 y s2). En nuestro centro
de fertilidad no existié diferencia en estos periodos de divisidn celular, pero si
hubo una tendencia positiva aunque no significativa en las etapas de divisiones
tempranas, sobre todo en la primera sincronizacién celular (S1). Siendo por lo

tanto un parametro indispensable para considerar la formacion de blastocisto.

En términos generales, el uso de monitorizacidén externa por timelapse durante el
desarrollo celular y su valoracion morfocinética, parece tener un efecto benéfico
de éxito como predictor, para poder llegar a la formaciéon de blastocisto. Esto
resulta al poder valorar de una forma cuantificable en relacion al tiempo las
caracteristicas de su cinética celular y compararlas con las cuestiones
morfolégicas. Nosotros pudimos observar que los embriones no fragmentados
se comportan de mejor manera al analizar la temporalidad de su division en
relacién al tiempo, lo que nos puede sugiere que pudiera existir una relacion
causa efecto entre fragmentacion y retraso en tiempos celulares aunque no se

hayan observado estas diferencias en las mediciones de sincronizacién celular
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S1,S2 0 SS.

Por otro lado, Conaghan et al.2013% utilizo la tecnologia timelapse para medir el
desarrollo embrionario temprano y generar predicciones de blastocisto utilizables
para un dia D3 en cuanto a la morfocinética; ellos observaron que la utilizacion
de la clasificacién morfolégica vs morfologia/morfocinética, ésta ultima mejora la
capacidad de embridlogos para la seleccion embrionaria. Los embridlogos que
usaban Eeva® en combinacion con Ila morfologia D3 mejoraron
significativamente su capacidad de identificar embriones que alcanzan el estadio
de blastocisto en etapas tempranas en relacibn a mejores tiempos
morfocineticos.®® Estos mismos hallazgos se lograron resproducir en nuestro

estudio.

Dentro de nuestros resultados encontramos que la presencia o ausencia de
factor masculino no demostré diferencia entre grupos de estudio hacia la
formacion de blastocisto, a excepcion de la morfologia espermatica que se vio
significativamente disminuida en pacientes con 6vulos homélogos. Este impacto
puede estar afectado en este grupo de pacientes, secundario a un mayor estrés
oxidativo relacionado a la edad materna y paterna o factores extrinsecos. Los
resultados encontrados en la literatura sehalan que tiempos de division mas
rapidos favorecen la evolucion a morula, blastocisto y blastocisto de buena
calidad y embrién que implanta.’” Esto, se ha relacionado a que los embriones
son gobernados fundamentalmente por el genoma materno, asi que es
cuestionable que sean representativos que las pacientes jovenes posen una
mejor evolucién, puesto que la activacion del genoma embrionario humano

sucede en etapas de division celular mas tardias '

Dentro de los embriones que experimentaron division celular, se pudieron
correlacionar los tiempos de replicacion en sus diferentes intervalos y se exploro
la muestra para datos prondsticos. Por lo tanto, se encontré un algoritmo en

esta revision, que predice que los embriones que sobrepasen los minutos en la
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sicronizacion celular S1 (pronucleos a 2 celulas), tendran un pobre prondstico de

evaluacion a blastocisto.
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11.0 CONCLUSIONES

El presente trabajo cumplié con su objetivo principal de comparar el ritmo de
divisibn embrionara a blastocisto en pacientes sometidas a reproduccidn
asistida. A pesar de que no existieron diferencias en los tiempos de desarrollo
desde pronucleo hasta etapa de 8 células y posteriormente hasta blastocisto, se
observa una tendencia hacia menores tiempos de desarrollo en ovocitos de
pacientes donadoras. Asi mismo, los ciclos de sincronizacién celular no
mostraron diferencias, pero obtuvimos menores tiempos de divisidbn en ovocitos
de donadoras, a excepcioén del ciclo S1. El origen del ovocito no fue un factor
para determinar su comportamiento cinético, ya que no existieron diferencias en
tiempos entre los ovulos provenientes de pacientes donadoras o no, sin
embargo se observo una ligera tendencia sin diferencia significativa a registrar
menores tiempos entre ovulos de donadores menores de 37 afnos. La presencia
o ausencia de factor masculino no demostr6 diferencia entre grupos, a
excepcion de la cantidad de formas normales que se vié significativamente
disminuida en pacientes con 6vulos de no donadoras, probablemente por que

son parejas de mayor edad.

Por otro lado se observd que de igual forma sin ser afectados por el factor
masculino, los embriones no fragmentados se comportan de mejor manera al
analizar la temporalidad de su divisién, lo que nos puede llevar a pensar que
pudiera existir una relacion causa efecto entre fragmentacion y retraso en
tiempos celulares aunque no se hayan observado estas diferencias en las
medidas de sincronizacion celular S1, S2 O S3 pero si en intrvalos T4INT, Y
INT2-5. Por otro lado, los embriones no fragmentados y los embriones con
asimetria experimentaron mejores tasas de embarazo, por lo que podemos
pensar que son observaciones importantes para hacer durante esta etapa de
desarrollo para estimar si determinado embrién generara un blastocisto y llegar a

predecir embarazo o no.
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Otra observacion generada a partir de este trabajo fue acerca de los arrestos en
division, se pudo constatar que dentro de nuestra muestra los embriones que
permanecen mas de 785 minutos en S1 tienen un arresto en su divisidn, y que

del total de embriones, solamente 1 de cada 3.39 experimentara division.

Como observacion final, las mejores tasas de embarazo las obtuvieron pacientes
menores de 30 afios de edad, determinando que cada paciente solamente
necesita transferirse 2 embriones para generar un embarazo (1.74, IC 1.28-
2.25), mientras que pacientes mayores de 38 afos requieren de hasta 12

embriones para asegurar dicho desenlace.

Todas estas observaciones nos llevan a concluir que si bien, no existe una
asociacion significativa en relacion a la edad de la mujer, procedencia del évulo,
presencia o0 ausencia de factor masculino que impacten en desarrollo
morfocinético embrionario, la divisién celular si se vio afectada por factores
como la fragmentacion embrionaria o simetria y asimetria de las blastomeras.
Esto nos invita a en un futuro poder realizar trabajos de investigacion en donde
se compare las caracteristicas morfolégicas comparando la morfocinética y
ambas dos juntas, establecer su relacién en relacion a la edad y compararlos
con estudias genéticos preimplantacionales, para poder obtener algun algoritmo
predictor para embriones euploides y descartar los embriones aneuploides para

transferir.

Por otro lado, se pueden tratar de hacer predicciones acerca del desenlace de
un embarazo si conocemos el tipo de embriones a transferir, respecto a si estos
estan fragmentados o no y cuantos pudieran ser necesarios dependiendo de la
edad de la paciente. Finalmente, se puede estimar si un embridén arrestara su
desarrollo si este permanece mas de 785 minutos en el ciclo S1. Al haber
encontrado un patron en relacion al tiempo de division celular, nos hace pensar

de que pudieran existir marcadores de expresion celular relacionados con la
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protedbmica y/o metaboldomica, que se pudieran buscar intencionadamente en
esta etapa para determinar que marcador en esta linea pudiera predecir la
formacion a blastocisto para poder llegar a la seleccion embrionaria para

transferencia de embridn unico.
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13.ANEXOS

Tabla 1. Ciclos
Celulares

2 Pronucleos

2 Células

3 Células
4 Células

5 Células

8 Células

Compactacion

Blastocisto
S1

S2

S3

CC2

CC3
T4INT

INT2.5

min

min

min
min
min
min
min
min
min
min
min
min
min
min

min

Donadora
Media, DE

1501 +434.9
2031.66 +491.63

224475 £528.79
2983.13 £625.89

4034.31 £561.56
5076.44 £690.49
6511.38 +688.54

1501 +434.9
708.88 +284.82
213.09 £149.52
1051.19 +437.36
530.66 +177.85
951.47 +353.93
738.38 +357.91

1482.13 +438.95

No Donadora
Media, DE
1539.14
+149.13
2055.84
+279.26
2356.64
+318.65
3017.82 +457
4149.64
+643.46
5364.52
+611.67
6767.68
+635.55
1539.14
+149.13

698 +200.24
300.8 £243.4
1131.82 +452.3
516.7 £218.19
961.98 +£336.35

661.18 +263.79
1478.68
+380.67

t-test

-0.862

-0.571

-0.284
-1.197

-0.29

-0.831

-1.978

-1.724
0.203
-1.827
-0.798
0.303
-0.135
1.123

0.038

p. val
0.391
0.569

0.777
0.235

0.773
0.408
0.051

0.089
0.84
0.071
0.427
0.763
0.893
0.265

0.97

Tabla 2. Demografia
espermograma

VOL
CONC
MOT

CT™

Donadora
Media, DE
3.34 £1.98
56.47 +42.31
37.94 +16.02
2.16 £1.57
76.06 £76.1

No Donadora
Media, DE
2.86 +2.59

46.89 +£38.36

31.56 +20.08

142 +1.6
54.4 +68.35

t-test
0.372
0.333
0.134
0.044
0.184

p. val
0.897
0.976
1.514
2.045
1.339

Tabla 3. Ciclos
Celulares

Simetria
Media, DE
2 Pronucleos  800.97, £245
, 1493.8,
2 Células +278.94
3 Células 2034.7,

Asimetria
Media, DE

788.3, £227.69

1499.9, +272.19
1974.27, £369.38

Defectos
Media, DE

896.64, £282.7

1599, +338.61
2160.73, +438.71

F
1.363

0.977
1.626

p. val
0.262

0.381
0.203
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+315.09
4Células 232397,
+394.69 225037, £379.8  2383.36, +485.84 0666  0.517
5Células 299643,
+428.65 28956, +418.31  3217.73,+70955 2684  0.075
8 Células  S29447,
+538.85 407017, +486.34  4301.86,810.3 1706  0.188
5214.47,
Compactacion  +486.94 5129.8, 478559 547018 63325 183 0167
6555.67,
Blastocisto ~ +401.75  6528.93, +762.79 7009.55, +713.52* 4318  0.017
692.83,
S1  4240.15 71157, 424518 702.36, +22476 0046  0.955
289.27,
S2 419437 2761, £260.08  222.64.+172.97 065 0525
1038.03,
S3  +436.84 117457, +346.9 108414, +567.77 0719  0.49
CC2 5409, +1761 47437, +24324  561.73,4167.39 14  0.253
92173,
CC3  £232.86 92133, £33343 1057, +45444 1278  0.284
632.47,
T4INT  4257.92 64523, £227.21 83436, #4055* 3547  0.033
1462.63,
INT25  +300.32 1395.7, £342.32  1618.73, 4552.68 2052  0.135

Tabla 4. Ciclos Celulares

2 Pronucleos
2 Células
3 Células

4 Células
5 Células

8 Células

Compactacion

Blastocisto
S1
S2

S3
CC2
CC3

T4INT
INT2.5

No
Fragmentacién
Media, DE

796.35, +235.42
1486.33,
+275.13

1980.63, +340.4*
2251.97,
+384.84
2895.85,
+434.97*
3973.38,
+548.86*

5144.5, +628.09
6546.35,
+592.67*

689.98, +235.23

271.33, £223.36
1077.53,
+416.01

494.3, £212.4
915.22, £281.06
643.88, £239.01
1409.52, £324.1

Leve
Media, DE
908.72, £308.53

1647.17, £350.6

2249.22, +445.49
2520.72,
+483.88"

3303.39, £706.54

4410.78, +664.14
5520.39, +715.72

7041.78, +822.03
738.39, £247.56
280.5, +206.51

1107.39, £5639.75
602.06, £167.63
1054.17, £502.91
773.67, £446.57
1656.22, £579.95

Moderada
Media, DE
816.5, £98.73

1540, £148.7
2120.25, £176.68

2252.75, £169.56
3284.75, +200.9

4695.75, £557.75
5658.75, £179.45*

6803.75, £166.35
723.5, £216.59
132.5, £17.06

1411, +407.94
580.25, £29.23
1164.5, £84.92
1032, £70.82*
1744.75, £84.01*

F
1.405

2.143
3.917

3.342
5.255

6.208
3.265

4.252
0.305
0.826

1.055
22
1.965
4.205
3.764

p- val
0.251

0.124
0.024

0.04
0.007

0.003
0.043

0.018
0.738
0.441

0.353
0.118
0.147
0.018
0.027
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Tabla 5. Ciclos Celulares

2 Pronucleos
2 Células
3 Células

4 Células
5 Células

8 Células

Compactacion

Blastocisto
S1
S2

S3
CC2
CC3

T4INT
INT2.5

No
Fragmentacion
Media, DE

796.35, +235.42
1486.33,
+275.13

1980.63, +340.4*
2251.97,
+384.84
2895.85,
+434.97*
3973.38,
+548.86*

5144.5, +628.09
6546.35,
+592.67*

689.98, +235.23

271.33, +223.36
1077.53,
+416.01

494.3, +212.4

915.22, +281.06

643.88, +239.01

1409.52, +324.1

Leve
Media, DE
908.72, £308.53

1647.17, £350.6

2249.22, +445.49
2529.72,
+483.88*

3303.39, £706.54

4410.78, +664.14
5520.39, £715.72

7041.78, +822.03
738.39, £247.56
280.5, +206.51

1107.39, £5639.75
602.06, +167.63
1054.17, £502.91
773.67, £446.57
1656.22, £579.95

Moderada
Media, DE
816.5, £98.73

1540, £148.7
2120.25, £176.68

2252.75, £169.56
3284.75, +200.9

4695.75, £657.75
5658.75, £179.45*

6803.75, £166.35
723.5, £216.59
132.5, £17.06

1411, +407.94
580.25, £29.23
1164.5, £84.92
1032, £70.82*
1744.75, £84.01*

F
1.405

2.143
3.917

3.342

5.255

6.208
3.265

4.252
0.305
0.826

1.055
22
1.965
4.205
3.764

p.- val
0.251

0.124
0.024

0.04
0.007

0.003
0.043

0.018
0.738
0.441

0.353
0.118
0.147
0.018
0.027
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