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RESUMEN

OBJETIVO: Con este estudio se busca identificar los parametros morfocinéticos del desarrollo
embrionario mediante seguimiento en tiempo real con incubadora de Time-Lapse (ESCO) hasta el
dia tres del desarrollo que sean favorables para la formacién de blastocisto en la unidad de
embriologia en el Instituto en Ciencias en Reproduccion Humana Vida en el Centro Médico Puerta

de Hierro en el periodo Marzo 2017 a Junio 2017.

DISENO DE ESTUDIO: Se realiz6 un estudio Observacional, Descriptivo, Retrospectivo, se
analizaron un total de 288 embriones, en un total de 26 pacientes con infertilidad y que requirieran

técnicas de reproduccion asistida de alta complejidad.

RESULTADOS: Se registran 194 embriones con criterios de inclusion, excluyendo 94 embriones,
con media de edad de las pacientes de 36.3 afios. Se observo una diferencia estadistica significativa
en los tiempos de desarrollo en 7 de las 9 variables estudiadas siendo estos PNd, t2, 3, t5, t6, CC2,
S2 y observandose una mayor peso estadistico en CC2 (p 0.0011) y S2 (p 0.0118). Los valores que
no se observo diferencia estadistica significativa fueron PNa (p 0.1879) y t4 (p 0.922).

CONCLUSIONES: La evaluacién morfocinética a comparacion con la morfolégica es una
herramienta valiosa para la toma de decisiones respecto a la extension del tiempo de cultivo de los
embriones a etapa de blastocisto ya que de manera directa se puede valorar el tiempo de cada una
de las etapas asi como divisiones andémalas y con esto poder diferenciar los embriones que no
tuvieron buen desarrollo y con bajas probabilidades de formar blastocisto que pudieran ser
vitrificados o transferidos en D+3 con aquellos embriones que en base a los tiempos de desarrollo
se pueden dejar a etapa de blastocisto obteniendo buenas tasas de formacioén de blastocisto y lo

cual posibilita la transferencia de embriones Unicos con mejora en las tasas de embarazo.

PALABRAS CLAVE: Time-Lapse, morfocinética, favorable, blastocisto.



Abreviaturas

FIV: Fertilizacion in vitro

ICSI: intra citoplasmatic sperm inyection

TL: Time-Lapse

LED: light-emitting diode

pH: Potencial de hidrogeno

ESHRE: European Society of Human Reproduction
PNB: pronuecleos

PF: post fertilization

IVI: Instituto Valenciano de Infertilidad

OR: Odds ration

IC: intervalo de confianza

PGS: Preimplantation genetic screening

ASRM: American Society of Reproduction Medicine
SART: Society for Assisted Reproductive Technology
BL: Blastocisto

NV: No viable

SD: Desviacion estandar

UK: United Kingdom

PNa: aparicion de pronucleos

PNd: desaparicion de pronucleos

SEM: error standard de la media



INTRODUCCION

Desde la década de los 70s y el nacimiento del primer neonato por FIV, Lowise
Brown, ha habido un considerable aumento en los avances tecnoldgicos que han
afectado la embriologia clinica, como avances en medios de cultivo y condiciones
ambientales de incubadoras y la revolucién dada con la llegada de ICSl y la biopsia
embrionaria. La incubacién de embriones es un paso critico en los procedimientos
de fertilizacion in vitro, la fecundacién y posterior cultivo de embriones se ha movido
desde el tubo de ensayo a la placa de Petri en incubadoras de -cultivo
convencionales. El seguimiento embrionario se daba extrayendo los embriones de
las incubadoras para ser observados bajo microscopio hasta el momento de la
transferencia o congelacion. Esta practica expone a los embriones a las condiciones
potencialmente sub Optimas del ambiente fuera de la incubadora y el manejo
humano. Las nuevas tecnologias de TL incluye la introduccion de sistemas de
incubaciéon seguros y sellados, donde los embriones pueden permanecer intactos
durante varios dias mientras son monitoreados por imagenes de alta frecuencia en
un lapso de tiempo determinado. Todo esto con el propdsito de mejorar sus
condiciones y darle mas posibilidades de un mejor desarrollo con embriones de
mejor calidad con posibilidad de mayor numero de blastocistos y aumento de tasas
de embarazo. Aunado a estos desarrollos tecnoldgicos se ha desarrollado distintos
modelos de desarrollo embrionario destinados a evaluar cuales son los embriones
con mejores posibilidades de desarrollar blastocistos asi como en base a esas
mismas observaciones y clasificaciones cuales son los embriones clasificables con
la mayor posibilidad de general un embarazo. En estudios se ha demostrado esto
con valores tan significativos como tasas de embarazo para embriones de baja
puntuacion de 15% comparado con aquellos con alta puntuacién con 37%. Asi
también puntuaciones para aneuploidias con aquellos de bajo riesgo con tasas de
embarazo de 71% comparado con los de alto riesgo. Aunado a esto se espera a su
vez disminuir el numero de embriones transferidos pudiendo llegar a la transferencia
de embridn unico seleccionado por TL el cual ademas de disminuir las tasas de

embarazo multiple disminuye considerablemente los costos.



1. ANTECEDENTES

Desde la década de los 70s y el nacimiento del primer neonato por FIV, Lowise Brown,
ha habido un considerable aumento en los avances tecnolégicos que han afectado la
embriologia clinica, como avances en medios de cultivo y condiciones ambientales de
incubadoras y la revolucion dada con la llegada de ICSI y la biopsia embrionaria (1).
Durante los ultimos afos, se ha puesto a disposicion una nueva tecnologia que ya
proporciona informacion importante sobre la dinamica de la division de embriones
humanos pre implantados y cultivados in vitro; Y, lo que es mas importante, la
evidencia se esta reuniendo para lograr aumentos cuantitativos en la incidencia del
embarazo. La incubacion de embriones es un paso critico en los procedimientos de
fertilizacion in vitro (2). La fecundacion y posterior cultivo de embriones se ha movido
desde el tubo de ensayo, mantenido en desecadores de vidrio sellados en "gabinetes
de calentamiento”, a la placa de Petri en incubadoras de cultivo convencionales (Fishel
y Edwards, 1982, Steptoe y Edwards , 1978), siendo este ultimo utilizado clinicamente

en todo el mundo durante mas de tres décadas (3).

El desarrollo de embriones en placas de cultivo en una incubadora es un proceso
dinamico que va desde la fertilizacién a la etapa de division hasta la formacion de
blastocisto en algunos casos (2). Tradicionalmente, los controles se han logrado
mediante la extraccion fisica de los embriones del ambiente controlado de la
incubadora para analizarlos bajo un microscopio 6ptico para evaluar el desarrollo y la
calidad del embridn (4). Esta practica expone a los embriones a las condiciones

potencialmente sub 6ptimas del ambiente fuera de la incubadora y el manejo humano

(5).

Las imagenes por Time-Lapse de embriones se han usado desde 1900s para el
estudio de la fertilizacion y la embriocinética (6). En el afio 1926 Lewis & Gregory
realizan la visualizacion cinematografica de embriones de ratén donde describen el
tiempo exacto de las diferentes divisiones celulares asi como las caracteristicas de la

misma (7). En el afio 2010 fue reportado por Pribenszky col. el primer recién nacido



vivo de un embrion seguido por TL, y a partir de esa fecha la utilizacion de TL se ha
convertido en una herramienta en el campo de la fertilidad destinada a evaluar las

caracteristicas de division celular y obtener una clasificacion embrionaria mas precisa

(8).

Las nuevas tecnologias de TL incluye la introduccién de sistemas de incubacién
seguros y sellados, donde los embriones pueden permanecer intactos durante varios
dias mientras son monitoreados por imagenes de alta frecuencia en un lapso de tiempo
determinado. A diferencia de las observaciones diarias convencionales, la tecnologia
de TL proporciona muchos cientos de imagenes y permite el marcado de tiempos
precisos de acontecimientos claves en el desarrollo del embridn, la revision
prospectiva de los patrones de division y la deteccion de breves pero significativos y
criticos cambios. Estas numerosas imagenes estan vinculadas por el software como
un video de desarrollo progresivo de embriones durante varios dias y se muestra en
pocos minutos. Al archivar el rendimiento de cada embrion, se puede construir una
base de datos de TL. Las imagenes pueden ser reevaluadas y los datos analizados
retrospectivamente a la luz del destino del embrion y el resultado obtenido (1).

Cuatro sistemas de TL existen actualmente en los cuales presentan ciertas variaciones

en sus caracteristicas:

Primo Vision (Vitro Life, Suecia ). Es un sistema modular que se introduce en
incubadora estandar que se conecta a una unidad de control fuera de la incubadora
para la monitorizacion embrionaria continua, tiene la capacidad de albergar un numero
maximo de embriones por placa de 9 o 16, con un sistema de cultivo grupal y el cual
puede albergar un total de 54 o 96 embriones por sistema, a su vez cuenta con un
total de 11 planos focales y toma de imagenes con frecuencia de 5 minutos iluminados

con tecnologia LED verde (550 nm).

Eeva (Auxogyn, Estados Unidos ). Del acrénimo (Early Embryo Viability Assessment
) e€s un sistema modular que es colocado dentro de una incubadora convencional, con

capacidad de monitorizar un total de 12 embriones por placa con un sistema de cultivo



grupal y que puede albergar un total de 48 embriones por sistema, con un plano focal

y toma de imagenes cada 5 minutos asi como toma de imagenes en campo oscuro.

EmbryoScope (FertilyTech, Dinamarca). Incubadora de microscopio de unidad
independiente con capacidad de monitorizar 12 embriones por placa y con un sistema
de cultivo individual, y con un total de 72 embriones por sistema, 9 planos focales e
intervalos de toma de imagenes de 10 minutos o cada 2 minutos con enfoque unico,
iluminacién LED rojo ( 635 nm ), tiene opcion de monitorizacién remota en tiempo real
asi como opcion de monitorizar diferentes incubadoras de diferentes centros en un

mismo sitio.

Miri ( Esco, Dinamarca ). Tiene 6 camaras de cultivo completamente separadas ,
cada una para 14 embriones con un capacidad total de 84 embriones. Los cultivos se
llevan en camara llamada “Moneda de cultivo” que tiene camaras individuales. El
calentamiento de la palca es directo y lleva 1 minuto. Cuenta con mezcla de gases que
el sistema permite recuperar los niveles en un lapso de 3 minutos posterior a ser
abierta la camara. Cada compartimento tiene una sonda PT-1000 incorporada para la
validacion de la temperatura, y un puerto de sensor de pH. La monitorizacion se realiza
mediante multiples planos de enfoque con tomas de imagen cada 5 minutos. La
interaccion con la incubadora es mediante una pantalla “touch” incorporada de

tecnologia LED de alta definicion (1).

La capacidad de adquirir imagenes secuenciales, fotograficas en lapsos de tiempo de
los embriones se esta convirtiendo rapidamente en una potente herramienta no

invasiva de monitoreo y seleccion de embriones (6).

Desde el inicio en el desarrollo de embriones en cultivo han existido diferentes criterios
de evaluacidén embrionaria estatica y variantes de los mismos dependiendo del pais y
la institucidon que evaluara, no fue hasta el afio 2010 en Estambul, Turquia en donde
en conjunto los grupos ALPHA Executive y ESHRE en respuesta a sugerencias y

solicitudes ven la necesidad de un consenso internacional en donde la meta final fue



establecer criterios comunes y terminologia de los grados de ovocitos, cigotos y
embriones que pudieran ser aplicables rutinariamente en laboratorios de FIV. Se
establecio un consenso sobre los tiempos de observacion de ovocitos y embriones
fertilizados y se considerd critico para la capacidad de comparar resultados entre
diferentes laboratorios. Los controles recomendados, en horas, después de la

inseminacion son:

* Revisioén de fertilizacion a las 17 horas, revision de la singamia a las 23 horas;

* Revision de division temprana a las 26 horas de la inyeccion intracitoplasmatica de
esperma (ICSl) o 28 horas después de la FIV;

» Evaluacion del embrion del dia 2 a las 44 horas;

» Evaluacion del embrion dia 3 a las 68 horas;

» Evaluacion del embrion del dia 4 a las 92 horas;

* Evaluacion del embrion del dia 5 a las 116 horas (4).

Respecto a la evaluacion morfocinética comparada con la evaluaciéon morfolégica aun
no existe un consenso respecto a los parametros a evaluar y han surgido un numero
considerable de parametros desde evaluacion de pronucleos hasta el desarrollo de
blastocisto. En un estudio realizado en la clinica de fertilidad de Holbaeck, Dinamarca
en el cual buscan correlacionar el impacto de la morfologia de los pronucleos en los
resultados de nacidos vivos en el que se estudid 159 embriones seguidos con TL y
seguimiento posterior a transferencia observaron que ningun embridon con PNB antes
de 20 h 45 min resultdé en nacido vivo. Los seis modelos de evaluacion PN no
mostraron una distribucion significativa de las puntuaciones (P 1/4 NS) entre los
nacidos vivos y los no nacidos vivos a las 16 h después de la fertilizacion (PF), 18 h
PF y 40 min antes del PNB. Los resultados de las evaluaciones cambiaron
significativamente (P, 0,001) con el tiempo y el tiempo de PNB se encontrd que era la
etapa optima para evaluar la morfologia de PN. La morfologia de PN cambia con el
tiempo, lo que indica que el enfoque de observacion de microscopia de luz Unica es

deficiente en comparacion con TL. Aunque la evaluacion de la morfologia de PN no



mejora la seleccidon de embriones, el momento de PNB debe ser incluido en los

parametros de seleccién de embriones (9).

A su vez se han hecho estudios en los cuales mediante la evaluacion morfocinética se
busca la relacion con euploidia, un estudio realizado en el IVl Espafia en el cual se
analizaron un total de 504 embriones mediante TL realizando un analisis de regresion
logistica y se identifico t5 t2 (odds ratio [OR] 1/4 2.853, intervalo de confianza del 95%
[IC], 1.763-4.616), seguido de cc3 (OR 1/4 2.095; IC del 95%, 1.356-3.238 ) como las
variables mas relevantes relacionadas con el contenido cromosémico normal. En base
a estos resultados, se propone un algoritmo para la seleccion de embriones para
clasificar los embriones de A - D. Cada categoria exhibié diferencias significativas en
el porcentaje de embriones normales (A, 35,9%, B, 26,4%, C, 12,1%, D, 9,8%). A esto
concluyen que anomalias cromosOmicas y embriones anormales tienen diferente
comportamiento cinético. Sobre la base de estas diferencias, proponen un algoritmo
que sirve como una herramienta para clasificar los embriones y para aumentar la
probabilidad de seleccion no invasiva de embriones normales (10). A su vez la relacién
existente con el adecuado desarrollo embrionario respecto a las tasas de embarazo se
ha visto en diferentes estudios, uno realizado en Espana en el cual buscaron mejorar
las tasa de embarazo mediante la seleccidon embrionario por TL en un estudio
retrospectivo de 1390 embriones se utilizd un analisis de regresion logistica, que
incluyod todos los factores de confusion significativos, para evaluar el efecto de cultivar
y seleccionar embriones con el uso de TL. La comparacion de las tasas de embarazo
clinico por recuperacion de ovocitos con TMS y Sl tratamientos dio un efecto bruto de
odds ratio [OR] 1,190 (95% intervalo de confianza [IC] 1,058-1,337). La fuente de
ovocitos, la edad materna, el dia de transferencia y el niumero de ovocitos recuperados
fueron identificados como factores de confusion significativos. Después de explicar los
factores de confusion, el efecto del cultivo de TL fue de OR 1.201 (IC del 95%: 1.059-
1.363). Limitar el analisis a los tratamientos con transferencia de embriones e incluir el
numero de embriones transferidos como factor de confusion produjo asimismo un
efecto significativo del TL con OR 1.157 (IC del 95%: 1.018-1.315). El analisis de los

datos retrospectivos indicoé que el cultivo y la selecciéon de embriones por TMS mejoré



significativamente la probabilidad relativa de embarazo clinico (+20.1% por
recuperacion de ovocitos, +15.7% por transferencia de embriones). La elevada tasa
de embarazos clinicos se atribuyé a una combinaciéon de condiciones de cultivo
estables y el uso de parametros morfocinéticos para la seleccion de embriones (11).

También existen algunos dispositivos los cuales ya mediante analisis computacional
realizan una clasificacion morfocinética con parametros previamente establecidos por

la propia empresa creadora.

Un estudio realizado en USA mediante el sistema TL Eeva System el cual los divide
en tres categorias dependiendo su puntuacion y de acuerdo con el potencial de
implantacion (alto, medio y bajo). En dicho estudio se incluyeron 250 pacientes de los
cuales se realiz6 transferencia de un total de 375 embriones, observandose una mayor
tasa de implantacion en los embriones con puntuacion alta y media, comparado con
los de puntuacién baja (37% y 35% contra 15%; P=<0.0001; P=0.0004). A su vez
observaron que las pacientes que tenian al menos un embridén transferido con
puntuacion alta tenian mayores tasas de embarazo clinico comparada con aquellas
con transferencia de embriones de puntuacion baja ( 51% contra 34%; P = 0.02).
Concluyen que los resultados obtenidos en este estudio son comparables con los de
otros centros y que los datos analizados por este sistema estan en relacién con la
implantacion de embriones y embarazo clinico (12). A su vez también existen algunos
estudios en los cuales no se logra demostrar la mejoria de resultados globales. En una
revision retrospectiva realizada en UK publicada en Chocrane Library en el cual se
incluyeron 3 estudios que cumplian con todas las caracteristicas de elegibilidad
incluyendo 994 mujeres, en un estudio se reporta la tasa de embarazo sin diferencias
concluyentes entre TL y cultivo convencional (OR 1.1, 95% CI1 0.45 to 2.73, 1 RCT, n

= 76, (evidencia de calidad moderada). En los tres estudios se reporta los abortos sin

diferencias significativas (OR 0.70, 95% CI 0.47 to 1.04, 3 RCTs, n = 994, 12 = 0%,
evidencia de baja calidad). Un estudio reporta tasa de nacido si encontrarse diferencia
significativa en ambos grupos (OR 1.0, 95% CI 0.13 to 7.49, 1 RCT, evidencia de

calidad moderada). Los tres estudios reportan tasas de embarazo sin encontrarse



evidencia conclusiva de diferencia entre TL y cultivo convencional, OR 1.23, 95% CI

0.96 to 1.59, 3 RCTs, n = 994, 12 = 0%, evidencia de baja calidad) (2).

Se han realizado estudios en los cuales se realizan modelos de seleccion embrionaria
en los cuales se busca clasificar los riesgos de aneuploidia de los embriones sin la
realizacion de PGS, ya que es bien sabido que las aneuploidias embrionarias es una
causa importante de fracaso de FIV. Un estudio realizado en UK en el cual se realiz6
de manera retrospectiva en 69 parejas de diferentes centros la aplicaciéon del modelo
de aneuploidia ya que se ha correlacionado con variables morfocineticas especificas
utilizadas previamente para el desarrollo de un modelo de clasificacion de riesgo de
aneuploidias el cual divide en 3 categoria (bajo, moderado y alto), con el objetivo de
evaluar la efectividad y el potencial de dicho modelo. Se estudié un total de 88
blastocistos transferidos y observandose una diferencia significativa entre las tasas de
latido cardiaco fetal (P<0,0001) y nacidos vivos (P<0,01) entre los embriones
clasificados con bajo y mediano riesgo. Dentro de los de bajo riesgo se observaron
aumentos relativos de 74% y 56% en comparacion con la tasa de todos los blastocistos
para latido cardiaco fetal y nacido vivo respectivamente y demostrandose la relevancia
clinica del modelo de clasificacion de riesgo de aneuploidia e introduce un nuevo
método no invasivo de seleccion de embriones para producir mayores tasas de

implantacion y nacidos vivos sin PGS (13).

En el afno 2014 se publica un estudio el cual tiene el objetivo de proponer directrices
sobre la nomenclatura de los parametros morfocinéticos y cédmo deben anotarse
uniformemente. Ellos utilizaron las caracteristicas morfologicas de las observaciones
estaticas establecidas por los consorcios ALPHA y ESHRE como referencias y
publicaciones y resumenes como recurso. Estos parametros rastrean el desarrollo de
embriones producidos a partir de ovocitos frescos, o crioconservados, luego
calentados / descongelados, y siguen su desarrollo hasta que se completa el cultivo in
vitro (hasta la fase de blastocisto). Aqui mismo refieren que los usuarios con intereses
especializados pueden optar por anotar con mayor detalle durante determinados

periodos de desarrollo del embridon y que, para fines practicos, el numero de



parametros anotados rutinariamente puede necesitar ser racionalizado por los

profesionales (4).

En cuanto a la transferencia embrionaria debido a la llegada de TL también se ha
podido hacer nuevos protocolos los cuales proponen la transferencia de embridn unico
seleccionado con lo cual se disminuira la cantidad de embriones transferidos por
paciente asi como la tasa de embarazos multiples. Esto a su vez serviria para cambiar
ciertos consensos tales como el publicado en un comité de opinion de ASRM/SART el
cual fue realizado con el objetivo de reducir el nUmero de embarazos multiples y que
da las siguientes recomendaciones:

A) Pacientes menores de 35 afos con buen prondstico ofrecer transferencia de
embrion unico y no mas de dos embriones en etapa de division.

B) Pacientes entre 35 y 37 anos con prondstico favorable no mas de 2 embriones en
etapa de divisién. Cualquier otra condicion no as de 3 embriones en etapa de division.
Si se realiza cultivo extendido no mas de dos blastocistos.

C) Entre 38 y 40 afios con prondstico favorable, no mas de 3 embriones en etapa de
division o dos blastocistos. Cualquier otro no mas de cuatro embriones en etapa de
division o 3 blastocistos.

D) Pacientes entre 41 y 42 anos, no mas de cinco embriones en etapa de divisién o

tres blastocistos (14).

En base a los resultados obtenidos en cuento a numero de embriones y costos de
procedimientos han surgido diversos estudios en los cuales tratan de demostrar que
debido a los avances tecnoldgicos actualmente debe haber una tendencia aun mayor
a la transferencia de embrién unico. En un estudio realizado en el cual se busco evaluar
los resultados en cuanto a costos y tasa de embarazos en pacientes que se realizan
transferencia de embriones dobles y transferencia de embriones unicos secuenciales.
Se evalla un total de 4,129 embriones transferidos para el grupo de embrién Unico y
10,001 para el grupo de embriones dobles, y se demostré que el costo para los
embriones dobles fue de $580.9 millones de doélares contra $386.0 millones de ddlares

para transferencia Unica con una diferencia de $195.0 millones y con un aumento de



la tasa de embarazo de 57.7% a 68.0% observandose una diferencia significativa a

favor de la transferencia de embriones unicos seleccionados mediante TL (15).



2. PROBLEMA DE ESTUDIO
2.1 PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA

La seleccion de embriones y su clasificacion de manera morfolégica evaluado de
manera aislada y en un momento determinado del dia y solo en una ocasion, la
fertilizacion al primer dia y asi sucesivamente hasta la formacion de blastocisto en el
dia 5 del desarrollo embrionario ha mostrado que hay una numero importante de
eventos no observados entre cada evaluacion y que pueden tener relevancia y

modificar radicalmente la clasificacion que se les da a cada embrién.

Esto ha sido resuelto mediante la utilizacion de incubadoras trigas de monitoreo en
tiempo real en el cual se realiza tomas periddicas de imagenes a un lapso de tiempo
ajustable a las necesidades del observador sin necesidad de exponer los embriones a
cambios de gas y temperatura al momento de ser extraidos de la incubadora y que
permite observar todos esos fendmenos que en la embriologia clinica se traducen a
una division normal o anormal dependiendo del evento producido y en el tiempo en
que se produce, en base a esto se ha logrado observar ciertos eventos que se
consideran de buen prondstico para el embrion y otros considerados de mal prondstico
para el mismo, de esta manera en diversos centros a nivel mundial se han tomado
parametros predictores para la formacién de blastocisto y que ayudan a la toma de
decisiones tanto para llevar dichos embriones a cultivo extendido asi como para la

congelacion o transferencia de los mismos en dia 3 del desarrollo.

Existe la problematica de que cada centro debido a las variables que existen tanto en
el tipo de cultivo utilizado, técnicas de procesamiento de muestras asi como el tipo de
incubadora no se ha podido unificar valores y es necesario que cada centro de
reproduccion humana realice los propios y en base a eso tener criterios propios para
ser aplicados a cada caso lo cual mejoraria la calidad de la atencién ofreciéndose a
pacientes de buen prondstico llevar embriones hasta cultivo extendido y con

transferencia de los mejores embriones o a su vez transferencia de dia 3.
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De lo anterior surge la pregunta ;Que parametros morfocinéticos de embriones en
D+3 evaluados mediante TL son favorables para la formacion de blastocisto en el
periodo comprendido Marzo 2017 a Junio 2017 en la unidad de embriologia en el

Instituto en Ciencias de la Reproduccién Humana Vida?

2.2 JUSTIFICACION

El cultivo embrionario es una de las etapas mas criticas en el proceso de un FIV/ICSI
en el cual puede intervenir diferentes factores los cuales pueden actuar a favor o en
contra del buen desarrollo embrionario, a su vez la transferencia de dichos embriones
es un proceso critico en el cual las tasas de éxito se ven envueltas un una cantidad de
factores clinicos de la paciente muy amplios y dichas tasas se ven favorecidas al
realizar transferencia de embriones provenientes de cultivo extendido y también en

relacion a la calidad de los mismos.

Con este estudio se espera demostrar que parametros morfocinéticos son necesarios
en la formar blastocisto para toma de decision en cuanto a dejar a cultivo extendido o
en aquellos embriones con menos probabilidades de formacion de blastocisto dar
posibilidad de congelacion o transferencia en tercer dia, a su vez de los embriones que
llegan a dia 5 se puede seleccionar el embridn de mejor calidad para poder realizar en
un futuro transferencia de embrion Unico y disminuir la tasa de embarazos multiples
disminuyendo los riesgos maternos asociados con un aumento de las tasas de nacido

vivo, asi como la disminucion significativa de los costos institucionales.

2.3 OBJETIVOS

2.3.1 Objetivo General
Identificar que parametros morfocinéticos en dia 3 del desarrollo embrionario valorados
por Time-Lapse son favorables para la formacion de blastocisto en el laboratorio de

embriologia del Instituto Vida en el periodo Marzo 2017 a Junio 2017.
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2.3.2 Objetivos Especificos
¢ |dentificar que parametros morfocinéticos estan presentes en el grupo de
embriones que llegan a blastocisto.
e Determinar los valores promedio de formacion de pronucleos
o Determinar los valores promedio de desaparicion de pronucleos.
e Determinar el tiempo de division celular (12, t3, t4, t5, t6).
e Determinar el tiempo de formacién de la mérula.
e Determinar el lapsos de tiempo t2 — t3 (CC2)
e Determinar el lapso de tiempo t3 — t4 (S2)

3 MATERIAL Y METODOS
3.1 METODOLOGIA
3.1.2Tipo de disefo o estudio
Observacional, Descriptivo, Retrospectivo.
3.1.3 Lugar en donde se desarroll6 el estudio
Laboratorio de embriologia del Instituto Vida Guadalajara.
3.1.4 Poblacion estudio

Embriones ingresados a Time-Lapse (ESCO Miri®) ya sea de FIV o ICSI.

3.2 CRITERIOS DE SELECCION

3.2.1 Criterios de inclusion
Embriones ingresados en incubadora TL por FIV/ICSI con analisis morfocinético
durante al menos 3 dias en el Instituto Vida en el periodo comprendido de Marzo 2017
a Junio 2017.

3.2.2 Criterios de exclusion
Embriones que no se continua a cultivo extendido por vitrificacion en dia 3.

3.2.3 Criterios de eliminacion

Embriones bloqueados entes del 3° dia
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3.3 DEFINICION, OPERACIONALIZACION Y ESCALAS DE MEDICION
VARIABLES
s Escala
. Deflnlc!on Instrument Unidad de | Valores o de
Variable operacion o de . . - .
L . medida categorias | medicié
al medicion n
Tiempo
transcurrido(a
Edad fios) @ partir | .10 4e datos | 0— 50 afios | Cuantitativa Media
del continua
nacimiento de
un individuo
Si son évulos
perteneciente
Origen de sdela Video de Propios / Independiente, Nomi
. . . o ominal
6vulos paciente Time-Lapse Donados cualitativa
infértil o de
donadora
Formacién de | Memento en Video de Tiempo en Independiente, Tasa
pronucleos que son Time-Lapse horas cuantitativa
visibles
ambos
pronucleos
Desaparicion | Momento en Video de Tiempo en Independiente, Media
de pronucleos | el que se Time-Lapse horas cuantitativa
dejan de ver
ambos
pronucleos
T2  (division | Division Video de Tiempo en Independiente, Media
temprana) celular a dos Time-Lapse horas cuantitativa
células
T3 Division a 3 Video de Tiempo en Independiente, Media
células Time-Lapse horas cuantitativa
T4 Division a 4 Video de Tiempo en Independiente, Media
células Time-Lapse horas cuantitativa
T5 Division a 5 Video de Tiempo en Independiente, Media
células Time-Lapse horas cuantitativa
T6 Division a 6 Video de Tiempo en Independiente,
células Time-Lapse horas cuantitativa
Tiempo de | Momento en Video de Tiempo en Independiente, Media
llegada a | el que inicia la Time-Lapse horas cuantitativa
Morula compactacion
Blastulacién A partir de la Video de Presente/ Dependiente, Tasa
compactacion Time-Lapse Ausente cualitativa
hasta que
termina el
seguimiento
CcC2 Tiempo de Video de Tiempo en Independiente, Media
divisiéon entre Time-Lapse horas cuantitativa
t2-t3
S2 Tiempo de Video de Tiempo en Independiente, Media
divisiéon entre Time-Lapse Horas cuantitativa

t3-t4

DE
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3.4 ANALISIS ESTADISTICO

Los datos seran analizados en el programa GraphPad Prism 5.0, con el cual se realizé
la prueba de normalidad D’Agostino Omnibus Pearson para determinar el
comportamiento de los datos y las pruebas estadisticas a utilizar. Las variables
cualitativas se analizaron mediante el calculo de la tasa medida en términos de
frecuencia y su distribucion se analizé en tablas de contingencia con la prueba exacta
de Fisher/Chi cuadrada. Las variables cuantitativas se reportaron como las medias y
desviaciéon estandar y se compararon a través de la prueba t de Student no pareada/

Mann Withney. Se consideraron significativas las diferencias con un valor de P<0.05.

3.5 TAMANO DE MUESTRA

Se aplicara un muestreo no probabilistico por conveniencia, incluyendo todos los
embriones durante el periodo de estudio, considerando que en nuestra Institucion no
se cuenta con antecedentes de TL y a su vez no se tiene estandarizado los parametros
morfocinéticos mediante TL en los embriones estudiados, aunado a que los criterios

varian de una institucion a otra.
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4. ASPECTOS ETICOS

El presente trabajo cumple con los requisitos exigidos por la Ley General de Salud y
el Reglamento de la Ley General de Salud en materia de Investigacion en Salud y se
cataloga como investigacion nivel |, investigacién sin riesgo, de acuerdo con el Art. 17
de dicho reglamento, ya que es un estudio que emplea técnicas y métodos
retrospectivos o prospectivos y en el que no se realiza ninguna intervencion o
modificacién intencional de las variables fisiologicas, psicologicas y sociales de los
individuos que participan en el estudio, entre los que se consideran: cuestionarios,
entrevistas, revision de expedientes clinicos y otros, en los que no se le identifique ni
se traten aspectos sensitivos de su conducta, respetando ademas la confidencialidad
de los datos. Y de acuerdo al articulo 23 de la Ley General de Salud, como
investigacion con riesgo minimo, la Comision de Etica, por razones justificadas, podra
autorizar que el consentimiento informado se obtenga sin formularse escrito, y
tratandose de investigaciones sin riesgo, podra dispensar al investigador la obtencion
del consentimiento informado. Este protocolo de investigacion respetara los preceptos
éticos para las investigaciones médicas en seres humanos adoptados por la asamblea
mundial de Helsinki 2004, y toma en cuenta los lineamientos establecidos en la NOM-
012-SSA3-2012.

De igual forma cumple con los lineamientos establecidos por el Reglamento de

Investigacion en Salud de la Secretaria de Salud.
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RESULTADOS

Se analizaron un total de 288 embriones que fueron ingresados al Time-Lapse de 26
pacientes captadas con criterios de inclusion en el periodo de Marzo 2017 a Junio 2017
y quedando excluidas 3 pacientes por no cumplir criterios para el estudio, se tuvo un
promedio de 11.07 embriones por pacientes. Del total de embriones ingresados solo
194 embriones cumplieron criterios de inclusion ( 67.36% ), quedando fuera de estudio
94 embriones ( 32.63% ) debido a que fueron vitrificados electivamente en D+3, de los
embriones incluidos 118 se quedaron detenidos en alguna etapa del desarrollo sin
formar blastocisto o formando blastocisto pero sin criterios para transferencia o
congelacion correspondiendo al 60.8% y 76 embriones llegaron a formar blastocisto

con criterios para transferencia o congelacion correspondiendo al 39.17%.

Las edades documentadas son entre 26 y 46 afios, con una mediana de 36.5, media
de 36.31 anos. El registro de edades con mayor frecuencia se ubica en las edades que
van de 31 a 40 afos con el 50.01%, seguido del intervalo que va de 41 a 50 afos con
el 26.92% y de 21 a 30 afnos, que representan el 23.07% (Tabla 1) (Figura 1).

Tabla 1. Distribucién de frecuencias para edad.

Intervalo de Frecuencia Frecuencia % % acumulado
edad acumulada
21a30 6 6 23.07 23.07
31a40 13 19 50.01 73.08
41 a 50 7 26 26.92 100




Figura 1. DISTRIBUCION POR EDAD
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En cuanto a la distribucion por procedencia de los 6vulos solo en 3 casos procedian
de donadora correspondiendo al 11.53% y 23 correspondian a évulos homélogos con
un 88.46% (Figura 2).

Figura 2. Procedencia de ovulos
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Se realiz6 una comparacion entre las diferentes variables entre los embriones que
llegaron a blastocisto (BL) y aquellos que quedaron detenidos en alguna etapa previa
a esta o no viables (NV). Cabe mencionar que el analisis de cada una de las variables

difiere en cuento al numero de embriones debido a que en algunos se presentaba o
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no alguno de estos parametros asi como por la detencién en alguna de las etapas

previas.

En primera instancia se realiza la comparacion en cuanto al tiempo en que se da la
aparicion de los dos pronucleos (PNa), en este analisis se compararon 118 embriones
NV contra 76 que si llegaron a BL. El tiempo minimo para el grupo de NV fue 4.57 h.,
tiempo maximo de 23.33 h. con una mediana de 8.385 h y una media 8.884 h,
desviacién estandar (SD) de 3.077 h vs 1.77 h respectivamente para el grupo de BL
con tiempo minimo de 5.41 h, maximo de 16.16 h, mediana de 7.91 hy mediade 8.176
h. Se observé un valor de P (p 0.1879; NC 95%) sin tener diferencia estadistica

significativa.

En cuanto a la comparacion del tiempo de desaparicion de pronucleos (PNd), en este
analisis se compararon 112 embriones NV contra 73 del grupo de BL. El tiempo minimo
para el grupo de NV fue 14.83 h, tiempo maximo de 43.67 h con una mediana de 23.73
h y media £ SEM 24.31 £ 0.3873 h, SD 4.098 h vs 2.751 h respectivamente para el
grupo de BL minima 18.65 h, maximo 30.96 h, mediana 23.09 h, media + SEM 23.18
1 0.3220 h. Se observd un valor de P (p 0.0407; NC 95%) encontrando diferencia

estadistica significativa (Figura 3).

Figura 3. Desaparicion de pronucleos (PNd)
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Se compara los tiempos de divisiones celulares de t2, t3, t4, t5, t6 y tM obteniéndose
los siguientes resultados:

Estadio de dos células (t2) para el grupo NV con un tiempo minimo de 1h. y maximo
de 68.35 h. con mediana 26.48 h, media de 27.95 h, SD 7.116 h vs 3.589 para el grupo
de BL con tiempo minimo de 21 h, maximo 42.72 h, mediana 25.96 h, media 26.17 h.
Se observo un valor de P (p 0.032; NC 95%) representando una diferencia estadistica

significativa (Figura 4).

Figura 4. Tiempo de llegada a 2 células (t2)
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En el analisis de estadio de tres células (t3) para el grupo de NV se observo un tiempo
minimo de 20.58 h, maximo de 70.27 h con una mediana de 35.19 h y media de 35.9
h, SD 8.054 h vs 6.555 para el grupo de BL con tiempo minimo de 2.45 h, maximo 51.2
h mediana 37.07 h, media 36.94 h. Se observé un valor de P ( p 0.0325; NC 95% )

representando una diferencia estadistica significativa ( Figura 5 ).
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Figura 5. Tiempo de llegada a 3 células (t3)
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En el analisis estadio de cuatro células (t4) se observo en el grupo de NV tiempo
minimo de 22.23 h, maximo de 87.87 h, mediana 39.22 h y media de 40.72 h, SD 9.81
vs 5.547 h para el grupo de BL con tiempo minimo de 24.33 h, maximo 60.2 h, mediana
38.88 h, media 39.76 h. Se observé un valor de P (p 0.922; NC 95%) sin tener

diferencia estadistica significativa.

Analisis estadistico de t5 en el que se observo en el grupo de NV un tiempo minimo
de 2.29 h, maximo de 88.14 h, mediana 48.78 h, media 47.53 h, SD 11.72 vs 8.513 en
el grupo de BL con tiempo minimo de 31.55 h, maximo de 71.59 h, mediana de 50.81
h, media 51.04 h. Se observd un valor de P ( p 0.0318; NC 95%) observandose

diferencia estadistica significativa (Figura 6).

20



Figura 6. Tiempo de llegada a 5 células (t5)
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En andlisis de estadio de 6 células (t6) se observo en el grupo NV tiempo minimo de
32.2 h, maximo de 88.58 h, mediana 52.44 h y media de 53.38 h, SD 10.76 vs 8.98 h,
para el grupo de BL con tiempo minimo de 32.96 h, maximo 91.65 h, mediana 56.15
h, media 56 h. Se observé un valor de P ( p 0.0325; NC 95%) representando una

diferencia estadistica significativa (Figura 7).

Figura 7. Tiempo de llegada a 6 celulas (t6)
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En el analisis de tiempo de formacion de moérula (TM) se observa un tiempo minimo
de 7.94 h, maximo 104.5 h, mediana 77.7 h, media 74.95 h, SD 15.8 h vs 11.65 h para
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el grupo de BL con tiempo minimo de 57.11 h, maximo 123.3 h, mediana 77.71 h,
media 79.48 h. Se observé un valor de P (0.2178; NC 95%) sin diferencia estadistica

significativa (Figura 7).

Posteriormente se analizaron los resultados obtenidos en los valores de CC2 (t2 — t3)
observandose para el grupo de NV tiempo minimo de 0.33 h, maximo 29.25 h, mediana
10.79 h y media 8.756 h, SD 5.598 vs 4.805 h, para el grupo de BL con tiempo minimo
de 0.59 h, maximo 34 h, mediana 11.58 h, media 11.33 h. Se observo un valor de P (

p 0.0011; NC 95%) observandose diferencia estadistica significativa.

Figura 9. Intervalo entre t2 - t3 (CC2)

En el analisis de S2 (t3 — t4) de observo para el grupo de NV tiempo minimo de 0.09
h, maximo 41.48 h, mediana 2.08 h, media 4.83 h, SD 6.061 h vs 3.537 h para el grupo
de BL con tiempo minimo de 0.17 h, maximo 20.83 h, mediana 1.475 h, media 2.617
h. Se obtiene un valor de P ( p 0.0118; NC 95%) representando una diferencia

estadisticamente significativa.
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Tabla 2. Concentrado de resultados con significancia estadistica

Figura 10. Intervalo entre t3 - t4 (S2)
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ESTA | CLASIFI- | TIEMPO | TIEMPO | MEDIANA | MEDIA | DIFE VALOR

DIO | CACION | MINIMO | MAXIMO RENCIA | DE P

PNd | NV 14.38h | 43.67 h 23.73 h 243 h 1.2h 0.0407
BL 18.65h | 30.96 h 23.09 h 23.18 h

t2 NV 1h 68.35 h 26.48 h 27.95h | 1.78h 0.032
BL 21h 42.72 h 25.96 h 26.17 h

t3 NV 20.58h | 70.27h |35.19h 35.9h 1.04h 0.0325
BL 20.45 h | 51.2h 37.07 h 36.94 h

t5 NV 22.9h 88.14 h 48.78 h 47.53h | 3.51h 0.0318
BL 31.55h | 71.59h 50.81 51.04 h

t6 NV 32.2h 88.58 h 52.44 h 53.38h |2.62h 0.0325
BL 32.96h |91.65h 56.15 h 56 h

CC2 | NV 0.33 h 29.25h 10.79 h 8.756h | 2.57h 0.0011
BL 0.59 h 34 h 11.58 h 11.33 h

S2 NV 0.09 h 41.48 h 2.08 h 4.83 h 1.85h 0.0118
BL 0.17 h 20.83 h 1.475h 2.617h
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CONCLUSIONES

e El promedio de edad de las pacientes captadas que sus embriones son ingresados
a TL fue de 36.5 anos, observandose el mayor rango de edad entre los 31 — 40 afios
ya que las pacientes con criterios de FIV o ICSI presentan principalmente factor
ovarico, tuboperitoneal o masculino.

e En este estudio predomino el grupo de pacientes con 6vulos propios con un 88.46%
siendo minoria el grupo de pacientes con 6vulos donados con un 11.53% (3 pacientes).
e De los parametros morfocinéticos incluidos en este estudio representaron
diferencia estadistica significativa en 7 de dichos parametros, solo en 2 parametros no
se observo diferencia significativa (PNa, t4).

e El tiempo en el que se da la aparicion de los pronucleos (PNa) no representa un
parametro importante para el desarrollo de blastocisto demostrado en este estudio.

o El lapso de tiempo tomado para alcanzar el desarrollo de 4 células no represento
un parametro significativo para la formacién de blastocisto.

e La desaparicion de los pronucleos (PNd) ocurrié 1.2 h mas temprano en el grupo de
embriones que llegaron a la etapa de blastocisto comparados con aquellos que no
lograron llegar a dicha etapa con un intervalo para el grupo de blastocistos de 19 — 23
h, mostrandose como un valor desfavorable la desaparicion mas temprana o posterior
de los pronucleos.

e Cuando el tiempo de la primera divisién mitética t2 se lleva a cabo en promedio de
manera mas temprana se considera como un factor favorable para la formacion de
blastocisto quedando en el rango de 21 — 42 h mostrandose como un valor
desfavorecedor la division posterior a este tiempo.

e En la division de 3 células (t3) se observd que era un valor significativo para
determinar la formacion de blastocisto mostrandose una media de 36 h para el grupo
de formacion de blastocisto con un rango muy amplio, observado que va desde 20.45
— 51.2 h. En el grupo de embriones que no llegaron a formaciéon de blastocisto se
observo una gran diferencia en el tiempo maximo de divisién para este quedando en
51.2 para el grupo de blastocisto y 70.27 para el grupo de no viable.

e El lapso de division a 5 células mostro diferencia estadistica significativa

mostrandose que saliendo de los rangos observados para la llegada a cinco células ya
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sea acortandose el tiempo o alargandose el tiempo de division se considera
desfavorable para la formacion de blastocisto quedando en el rango de 31.5-71.5h
como el tiempo favorable para la formacién de blastocisto con una diferencia del tiempo
medio de 3.51 h mas para el grupo de blastocisto.

e El parametro de division a 6 celular (t6) es una variable significativa para valorar la
llegada de embriones a blastocisto mostrandose en el grupo de los no viables a
diferencia de las otras variables un tiempo minimo y maximo mas corto para este grupo
encontrandose la media de tiempo 2.56 h mas para la llegada a esta etapa.

e Dentro de todas las variables la que mostro mas significancia estadistica respecto
a su valor de p fue el observado en el lapso de t2-t3 (CC2) y el cual es uno de los
valores que se pueden tomar como determinantes para valorar la llegada de un
embridn a blastocisto con un rango de 0.59 — 34 h con una media fijada en las 11.33
h.

e En cuanto al tiempo entre la division de t3 — t4 (S2) también se observé como uno
de los parametros determinantes para el desarrollo de blastocisto con diferencia
significativa y en el cual se podria considerar como tiempo maximo para dicho periodo
20 h ya que el rebasar dicho parametros se considera como factor desfavorable para

desarrollo de blastocisto.
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DISCUSION

e Con el desarrollo de nuevas tecnologias a la ciencia y la incursion de medios de
cultivo para el desarrollo de embriones durante mas tiempo asi como la introduccion
de incubadoras tri-gas con monitorizacién continua en tiempo real se ha logrado la
observacion de fendmenos que mediante la observacion convencional no podrian ser
registrados, actualmente el uso del Time-Lapse en los laboratorio de reproduccion
asistida ha revolucionado este campo y ha permitido registrar parametros favorables
para la formacién de blastocisto asi como la elaboraciéon de modelos predictores lo
cual aumenta la tasa de implantacion y embarazo por embridn transferido.

e En el registro del tiempo de desaparicion de los pronucleos PNd se logré demostrar
que en los casos en los que se llevaba a cabo mas temprano era un factor favorable
para la formacion de blastocistos, lo cual concuerda y esta descrito en el estudio
realizado por (Lemmet et al., 2008), y a su vez contrasta con el estudio realizado por
(Azzarello et al., 2012) en el que la desaparicion temprana (< 20 h) no resulta favorable
para la formacién de blastocisto, asi como en el estudio de (Meseguer et al., 2011) en
el que se observd que la division temprana no era favorable para la formacion de
blastocisto. En base a lo anterior se recomienda que aquellos embriones que
presenten desaparicion de pronucleos en un rango de 19 a 23 h se considere llevar a
cultivo extendido ya que es un factor favorable para el desarrollo de blastocisto.

e Cuando se observa que la primera division mitética del embridon se realiza de
manera temprana (t2) es considerado como un factor favorable para que dicho embrién
llegue en cultivo extendido a formar blastocisto, este resultado es comprable con los
obtenidos en el estudio de (Lemmet et al., 2008).

e Se observo en cuanto a la division (t5) en la que se demostro diferencia estadistica
significativa que puede ser un valor favorable para la formacion de blastocisto
encontrandose entre las 31 — 71 h con importante valor lo cual también ha sido
demostrado en estudios previos (Messeger et al., 2012) mostrandose sobre algunos
otros valores aislados.

e A diferencia en lo observado en los estudios previos (Motato et al., 2015) en el que
observo que el tiempo de moérula tM era un predictor para la formacién de blastocisto

con un intervalo de 81.28 — 96.0 h posterior a ICSI, en este estudio no se logro
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demostrar esto, no se observé diferencia estadistica significativa en este parametro
como predictor para la formacion de blastocisto con tiempos entre 57.11 - 123.3 hy un
valor de p >0.05.

e La duracion de CC2 (t2-t3) ha sido unos de los factores que con diferencia
estadistica significativa representa una de las variables con mayor valor para la
formacion de blastocisto y que pudieran ser predictivos para este, los resultados
obtenidos en este estudio son comparables con otros estudios previos (Lemmet et al.,
2008; Wong et al., 2010).

e Eltiempo de S2 (t3-t4) se observd con diferencia estadistica significativa y ademas
presencia de mucho mayor diferencia junto con CC2 y comparado con otras variables
demostrandose que son valores importantes y de peso para el desarrollo y
coincidiendo con estudios realizados previamente (Messeger et al., 2012).

e Sin embargo los valores encontrados y propuestos asi como las correlaciones
realizadas requieren ser conformadas mas ampliamente con estudios prospectivos
aleatorizados para valorar la eficacia de dichos valores y asi con estudios posteriores

de prediccion dar parametros y valores exactos.
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ANEXO

Anexo 1. Formato de Recoleccion de Datos
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o 30 =z
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