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INTRODUCCION



1. INTRODUCCION.

Los avances, tanto en el campo de la Medicina Reproductiva como en la
investigacion relacionada con Reproduccion Humana, han hecho que la tasa de éxito,
medida como la consecucion de un embarazo, haya aumentado significativamente desde
gue se consiguio el primer nacimiento por FIV en 1978 (Steptoe & Edwards, 1978). Como
contrapartida, la tasa de gestaciones mdltiples también se ha incrementado de forma
notable, suponiendo un factor de riesgo tanto para la paciente que se somete a este tipo de

tratamientos, como para los bebés resultantes.

Estd documentado que en estos casos de gestaciones multiples hay mayor
probabilidad de cesarea, prematuridad, bajo peso al nacer, complicaciones en el parto y
muerte perinatal (Ricciarelli et al., 2013; Sunderam et al., 2014). Dichas complicaciones son
independientes de si se trata de gestaciones conseguidas de forma natural o asistida, pero
el impacto de estas Ultimas es sustancialmente mayor. Si bien la incidencia de embarazos
multiples en estos Ultimos afos ha ido disminuyendo, como veremos mas adelante, el
registro de datos de partos en Estados Unidos (EEUU) hasta el afio 2011 (Sunderam et al.,
2014), mostré que aproximadamente la mitad de los nacidos vivos por RA procedian de
partos multiples (46%), frente a solamente un 3% en la poblacién general. El riesgo de
prematuridad que describen es de 5y 7 veces mayor en gestaciones gemelares y multiples
respectivamente, cuando se comparan con embarazos Unicos de RA. En el caso del
Registro Europeo (ESHRE: European Socitey of Human Reproduction and Embryology) de
los datos correspondientes al afio 2010 (Kupka et al., 2014), el riesgo de parto pre-término
antes de 28 semanas se incrementa por 3 en gemelares y hasta por 13 en triples.

Otro aspecto a tener en cuenta es el elevado coste econémico de las gestaciones
mdultiples (Law et al., 2015), puesto que se deben contemplar no solamente los gastos
inmediatos de la hospitalizacion materna y posible cuidado intensivo de los neonatos, sino
también los costes de vida y cuidados de futuras enfermedades croénicas, rehabilitacion y
educaciéon especial. En EEUU, la media del gasto hospitalario que supone el parto y
tratamiento posterior de una gestacién Unica es de unos 9000 ddélares, mientras que un

parto de gemelos cuesta 20000 y se incrementa a 153000 en triples (Sunderam et al., 2014).

La Unica forma de disminuir las gestaciones multiples es transferir un menor nimero
de embriones en cada ciclo de FIV. Incluso en aquellos casos en los que la calidad
embrionaria no es excelente, la transferencia de méas embriones siempre implica un

aumento en la tasa de gestaciones multiples (Matorras et al., 2014).



En estos ultimos afios, numerosos esfuerzos se han realizado para conseguir
disminuir este efecto colateral no deseado propio de los tratamientos de RA.

1.1- MODIFICACION DE LA LEGISLACION VIGENTE.

La legislacion en cuanto al numero de embriones a transferir se ha modificado a la
baja en numerosos paises, aungque no en todos. En EEUU, por ejemplo, la ley establece un
namero maximo de 5 embriones (Frith & Blyth, 2014), aunque durante los Ultimos afios se
han publicado diferentes recomendaciones enfatizando la necesidad de reducir el nUmero
de gestaciones mdltiples, especialmente las triples y superiores (Gianaroli et al., 2012;
Kissin et al., 2015; Kupka et al., 2014).

En cuanto a Europa, se puede decir que en general, las legislaciones existentes son
bastante restrictivas, aunque es cierto que todavia hay grandes diferencias entre paises. El
ultimo registro publicado de la ESHRE de datos del afio 2010 (Kupka et al., 2014) muestra
gue los paises nordicos y Bélgica transfieren un solo embrion en mas de un 50% de los
ciclos, llegando incluso a superar el 70% en Suecia. Sin embargo, paises como Bulgaria,
Grecia o Italia, transfieren tres o0 mas embriones en la mitad de los casos. El reciente cambio
en la legislacion italiana, que permite criopreservar embriones, probablemente conduzca a
una disminucion en este porcentaje. Como resultado, a lo largo de estos afios ha habido una

considerable disminucién en la incidencia de embarazos triples (GRAFICO 1).
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GRAFICO 1. Evolucién de la tasa de gestaciones multiples en Europa (Kupka et al.,
2014)



En Espafia, la ley actual permite un maximo de tres embriones a transferir («<BOE

nam. 180 Martes 27 julio 2004 27179x», 2004). El ultimo registro de la Sociedad Espafiola de

Fertilidad (SEF) del afio 2013, muestra la evolucion de la politica de transferencia

embrionaria en nuestro pais (GRAFICO 2)(SEF, 2013). La media de embriones transferidos

por transfer en 2013 fue de 1.8, tanto en ovocitos propios como donados. La tasa de

gestacion gemelar de un 22.6% en propios y de un 29.8% en donacion, y la de triples de un

2,7% en ovocitos propios y 6.7% en donacion, cuando se transfieren 3 embriones.
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GRAFICO 2. Registro SEF. Evolucion de la politica de transferencia embrionaria

(SEF, 2013).



Como se puede observar en las gréficas, la tendencia a transferir 3 embriones va
disminuyendo gradualmente, hasta un 6.8% en ovocitos propios y un 2.6% en donados. El
porcentaje de transferencias de dos embriones se sitia por encima del 70% en ambos
casos (71,5% en propios y 75.8% en donados). En cuanto a la transferencia de un embrion
(SET), hay una tendencia al alza, que ya supera el 20%. Es especialmente notable el
incremento de SET en los ciclos de donacion de évulos durante los dltimos 4 afios. De todos

modos, seguimos lejos del 50% anteriormente citado para otros paises europeos.
1.2- TRABAJO REALIZADO POR LA COMUNIDAD CIENTIFICA Y CLINICA.

La comunidad clinica también esta muy concienciada con favorecer las gestaciones
Gnicas en los tratamientos de RA. De hecho, al revisar la bibliografia, aproximadamente un
25% de los trabajos que hablan de la relacion entre FIV y gestaciones mdltiples se han

publicado en los Ultimos 5 afios.

Como hemos visto anteriormente, la transferencia de 3 o mas embriones esta
disminuyendo de forma considerable, por lo que la gestacion mdltiple, entendida como 3 o
mas sacos, también lo hace. Sin embargo, la tasa de embarazo gemelar se mantiene

estable a lo largo del tiempo.

Las diferentes sociedades de Reproduccion Humana son conscientes de que el reto
actual es disminuir los elevados porcentajes de gestaciones multiples que se derivan de los
tratamientos de FIV. Ademéas de seguir trabajando para que la transferencia de 3 o mas
embriones llegue a ser anecddtica, el verdadero handicap estriba en conseguir que la
transferencia electiva de un Unico embrion sea la practica clinica de eleccién en aquellos
casos donde sea posible. Desde estas organizaciones se han escrito diferentes articulos
advirtiendo del riesgo de las gestaciones mudltiples y estableciendo una serie de
recomendaciones para prevenirlas (American Society for Reproductive Medicine, ASRM,
2012; Cabello et al., 2010; Gianaroli et al., 2012; Kupka et al., 2014).

Especial mencién merece la Sociedad Britanica de Fertilidad (BFS), que en unién a
la autoridad competente, ayud6 a redactar una ley donde todos los centros autorizados a
realizar tratamientos de FIV se comprometieron a reducir sus tasas de mudltiples, hasta
conseguir un objetivo global de no mas de un 10% en un plazo de 3 a 4 afios (The British
Fertitlity Society, 2011). Para conseguirlo, se nombré un comité de especialistas, que
ayudaron a las clinicas a desarrollar estrategias de mejora de la practica clinica y
potenciacion de eSET y se marcaron objetivos anuales maximos de gestaciones multiples,
desde un 24% para el afio 2009 a un 15% en el 2011.



Numerosos trabajos se han publicado analizando diferentes aspectos de los ciclos de
FIV que permitan implementar la transferencia electiva de un embrién sin disminuir por ello
la probabilidad de embarazo. Los mas importantes, a juicio de esta revisora, son: encontrar
los grupos de pacientes que se pueden beneficiar de eSET; valorar otras férmulas cuando
se habla de tasa de éxito, como la tasa acumulada de gestacion; concienciar a los pacientes
de los grandes beneficios de estas politicas; y finalmente mejorar en lo posible la seleccion

embrionaria, combinando los criterios clasicos con las nuevas tecnologias.

1.2.1- ESTABLECIMIENTO DE GRUPOS DE PACIENTES QUE SE PUEDEN
BENEFICIAR DE eSET.

1.2.1.1- PACIENTES DE OVOCITOS PROPIOS.

En general se propone que pacientes menores de 35 afios, que se someten a
primeros y segundos ciclos de FIV, con buena calidad embrionaria y buen pronéstico de
embarazo, son las candidatas ideales para la transferencia de un solo embrién (Kissin et al.,
2015; Luke et al.,, 2015). Se consideran factores excluyentes: mala calidad embrionaria,
elevado indice de Masa Corporal (IMC), edad avanzada, y factores mdltiples de infertilidad
(Gianaroli et al., 2012; Luke et al., 2015).

Las ultimas recomendaciones del grupo de Interés de Salud Embrionaria de la SEF
(42 Reunion Nacional de los Grupos De Interés, Malaga 2013) para estas pacientes son:

- Desaconsejan la transferencia de 3 embriones.

- Candidatas a SET: Pacientes menaores de 38 afios, primer o segundo ciclo de FIV, y

al menos 3 embriones de buena calidad en D3 o 2 en D5.
1.2.1.2- PACIENTES DE DONACION DE OVOCITOS.

La aplicacion de politicas de eSET en este tipo de pacientes es esencial, puesto que
generalmente se trata de mujeres de edad avanzada, a las que se transfieren embriones de
maxima calidad, por lo que el riesgo de gestacion multiple es muy elevado, asi como la
posibilidad de sufrir complicaciones obstétricas y perinatales (Kissin et al., 2015). De hecho,
el principal factor predictivo para la gestacion multiple en los ciclos de donacion de 6vulos es

la calidad embrionaria (Clua et al., 2010).

Cuando se comienzan a aplicar las politicas de eSET frente a Transferencia de Dos
Embriones (DET) en este grupo de pacientes, y se comparan de forma retrospectiva las
transferencias realizadas antes y después de la implementacién de las mismas, se confirma

gue no hay diferencias estadisticamente significativas en cuanto a tasa de gestacion



evolutiva (36,8% eSET vs 45,8% DET, NS), y que ademas el riesgo de embarazo gemelar

disminuye de forma radical de un 29% a un 10% (Soderstrom-Anttila, 2003).

Estudios prospectivos randomizados comparando la transferencia de eSET vs DET,
en pacientes con buen prondstico de embarazo, con al menos 5 embriones y 2 de ellos de
buena calidad, muestran los mismos resultados, aunque en este caso la tasa de gemelares

cuando se transfieren dos embriones asciende a un 47% (Clua et al., 2015).

Las dltimas recomendaciones del grupo de Interés de Salud Embrionaria de la SEF

(42 Reunion Nacional de los Grupos De Interés, Malaga 2013) para estas pacientes son:
- Desaconsejan la transferencia de 3 embriones.

- Candidatas a SET: Primer o segundo ciclo, y al menos 3 embriones de buena
calidad en D3 0 2 en D5.

1.2.2- TASA ACUMULADA DE GESTACION.

Tradicionalmente se ha hablado de resultados en cuanto a tasa de gestacion
refiriéndose Unicamente a las transferencias realizadas en el mismo ciclo en el que se ha
estimulado a la paciente, cominmente llamadas “transferencias en fresco”. La razén
fundamental es que la transferencia de embriones criopreservados no ofrecia las mismas

posibilidades de embarazo.

Sin embargo, en los Ultimos afios se ha producido uno de los avances mas
espectaculares en RA dentro del campo de la criopreservacion, tanto de ovocitos como de
embriones en todos sus estadios. La vitrificacion (Kuwayama, 2007) se ha erigido como la
técnica de eleccion en la mayoria de los laboratorios de FIV, debido fundamentalmente a las
elevadas tasas de supervivencia y viabilidad ovocitaria y embrionaria. De hecho, los
resultados de gestacién e implantacion son actualmente equiparables a los conseguidos en
ciclos con transferencia en fresco. Brevemente, el protocolo de vitrificacién se basa en la
utilizacion de elevadas concentraciones de crioprotector (generalmente etilenglicol (EG),
dimetil sulféxido (DMSO) y sacarosa) unido a una rampa ultrarrapida de congelacion,

sumergiendo las pajuelas en nitrégeno liquido directamente.

Desde la introduccién de la vitrificacion, diferentes autores han confirmado que la
tasa acumulada de gestacién de eSET en fresco seguida de un transfer de embriones
vitrificados, tiene la misma probabilidad de embarazo que la transferencia en fresco de dos
embriones, y disminuye significativamente la incidencia de gemelares (Gianaroli et al.,
2012).



Rodriguez-Barredo y colaboradores, disefian un estudio prospectivo observacional
en pacientes de ovocitos propios, menores de 35 afios, y con buena calidad embrionaria
(Rodriguez Barredo et al., 2012), donde las pacientes elegian transferencia electiva de un
embrién o de dos. La tasa acumulada de gestacion fue similar en los dos grupos (66% eSET
vs 69% DET). Gracias a esta estrategia, la incidencia de embarazo gemelar disminuyé un
27% (de un 26.6% en DET a un 7,2% en eSET). Hay que destacar que las tasas de
gemelares en las transferencias de embriones congelados fueron de un 20%
aproximadamente en ambos grupos. Es decir, en el grupo de eSET la media de embriones

transferidos aumenté debido a los ciclos de embriones vitrificados.

Otro estudio prospectivo y randomizado analiza estos mismos datos comparando la
transferencia en fresco de dos embriones frente a eSET en fresco y su subsecuente eSET
congelado, en pacientes de ovocitos propios menores de 38 afios, con buen prondstico
clinico, y sin tener en cuenta la calidad embrionaria (Lépez-Regalado et al., 2014). La tasa
de gestacién acumulada es similar en ambos grupos, y los embarazos dobles disminuyen de
un 26.4% en DET a un 0% en doble eSET. Los mismos resultados se obtienen cuando se
establece un modelo predictivo de gestacion gemelar en funcién del nimero de embriones
transferidos, y evaluando diferentes parametros, como causa de infertilidad, IMC, etc (Luke
et al., 2015). En este estudio, ademas, la tasa de nacidos vivo es similar o incluso un poco

mejor en las transferencias sucesivas de un embrion.

Por tanto, cada vez son mas los autores que proponen una nueva definicion de ciclo
de FIV, como herramienta adicional para potenciar los ciclos de eSET. El ciclo de
Fecundacion In Vitro deberia definirse como: “un ciclo ovarico estimulado seguido de
transferencias consecutivas de un embrion hasta que se consigue gestacion o se utilizan

todos los embriones criopreservados” (Johnston, Gusmano, & Patrizio, 2014).
1.2.3- CONCIENCIACION DE LOS PACIENTES.

También los profesionales de R.A. desempefian un papel protagonista para
concienciar a los pacientes de que el objetivo fundamental de estos tratamientos es

conseguir “un nifio sano en casa”.

Debido a los elevados costes econdmicos que supone someterse a un ciclo de FIV, y
al cansancio psicolégico que el proceso conlleva, muchas parejas ven atractiva la idea del
embarazo gemelar, como una forma rapida de culminar sus deseos de ser padres. En estos
ultimos afos, diferentes campafas de concienciacion se han llevado a cabo, desde las

sociedades clinicas y cientificas hasta las propias clinicas de RA, para que cambien de idea.



Los principales aspectos en los que se deben basar estas camparias son (The British
Fertitlity Society, 2011):

- eSET en pacientes de buen prondéstico tienen una gran posibilidad de conseguir
un nifio sano en casa.

- Las tasas de éxito se mantienen si tenemos en cuenta la tasa acumulada de
gestacion y de nifio nacido.

- Los riesgos obstétricos y perinatales son mucho menores cuando el embarazo es

Unico.

Es cierto ademas, que la idea de transferir un solo embrién se acepta mejor cuando
la pareja se somete a su primer ciclo de FIV. Si bien tanto la tasa acumulada de gestacion,
como los resultados obstétricos y perinatales son mejores cuando se transfiere un embrién
en dos ciclos de FIV consecutivos, solamente un 16.9% de los pacientes que comienzan un
segundo ciclo de FIV eligen eSET, frente a un 67.6% que lo hacen en el primero (Gremeau
et al., 2012).

Actualmente no todas las parejas son candidatas a eSET. Se necesitan mas estudios
para incluir nuevos grupos de pacientes a las politicas de transferencia electiva de un solo
embrién, para que en un futuro la gestacion gemelar ya no suponga una complicacion

asociada a los tratamientos de RA.
1.3- SELECCION EMBRIONARIA. EL BLASTOCISTO.

La clasificacion embrionaria es la herramienta mas potente de la que actualmente
disponen los laboratorios de FIV para seleccionar los embriones viables. En el caso de
eSET, es fundamental identificar qué embrién va a dar lugar a un nifio sano en casa. So6lo
de este modo la tasa de gestacion de las transferencias Unicas ird en aumento, y con ella la

confianza de los clinicos para recomendarlas y la de los pacientes para elegirlas.

En este sentido, la transferencia en estadio de blastocisto se plantea ya como una

estrategia efectiva a incluir en las politicas de eSET.

Los primeros trabajos publicados a finales de los 90, plantearon el cultivo a Dia 5 de
desarrollo (D+5, siendo DIA 0 el dia de la aspiracién folicular) como alternativa a las bajas
tasas de gestacion e implantacion de los embriones de Dia 2 (D+2) o Dia 3 (D+3) (Gardner
et al., 1998; Marek et al., 1999; Schoolcraft & Gardner, 2000). Un mayor conocimiento de los
requerimientos necesarios para el crecimiento de los embriones tuvo como consecuencia
inmediata la mejora de los laboratorios de FIV y la aparicién de medios de cultivo de nueva
generacion, que hicieron posible el desarrollo embrionario completo (Gardner et al., 1998).



Paralelamente se observdé que se necesitaba transferir un nimero menor de
blastocistos para conseguir los mismos o incluso mejores resultados de gestacion que las
transferencias de embriones tempranos (Ebner et al, 2003; Gardner et al., 1998; Marek
et al., 1999; Schoolcraft & Gardner, 2000).

Incluso la transferencia de un solo blastocisto en pacientes de buen prondstico
presenta las mismas tasas de gestacion que cuando se transfieren dos, entre el 60 y el 70%
(Criniti et al., 2005; Styer et al, 2008). Sin embargo, con la transferencia Unica, la incidencia

de gemelares decrece espectacularmente desde valores superiores al 50% a un 3%.

Numerosos articulos y meta-andlisis se han publicado comparando la transferencia
en D+3 frente a D+5. Se puede decir que, a igualdad de nimero de embriones transferidos,
la tasa de nacido vivo y gestacion por ciclo iniciado es mayor con blastocistos (Papanikolaou
et al., 2008; Wang & Sun, 2014). Como contrapartida, también el porcentaje de cancelacion

aumenta significativamente (Glujovsky et al, 2012; Papanikolaou et al., 2008).

Sin embargo, la tasa de gestacibn acumulada es mayor en las transferencias
realizadas en estadios tempranos (Glujovsky et al., 2012). Al revisar los articulos incluidos
en esta revision, se observa que hay una diferencia significativa en cuanto al porcentaje de
embriones congelados a favor de D+2 y D+3, debido probablemente a la variabilidad en la
tasa de formacién de blastocisto entre los diferentes trabajos, que oscila entre un 28% y un
60%. Este hecho, junto con la baja tasa de supervivencia encontrada en las transferencias
de blastocistos criopreservados (27%), debido probablemente a los protocolos de
congelacion lenta que se utilizan, podria haber condicionado los resultados. Los mismos
autores sefalan que futuros estudios en los que se incluya la vitrificacidbn de blastocisto
como método de criopreservacion efectivo en este estadio, podria tener un impacto positivo

en la tasa de gestacion acumulada.

Uno de los requisitos que la mayoria de articulos tienen en cuenta para incluir
pacientes en el programa de cultivo a blastocisto, es que tiene que haber un nimero minimo
de embriones de buena calidad en D+3. En contraposicion, hay trabajos que defienden que
esta premisa no es necesaria para conseguir los mismos resultados de gestacion clinica y

nacido vivo por transferencia y por ciclo iniciado (Stoop et al., 2011).

Algunos autores mantienen la idea de que embriones que no alcanzan el estadio de
blastocisto en cultivo podrian haber dado lugar a gestaciones viables si se hubieran
transferido en estadios tempranos, aunque no hay articulos publicados que sustenten esa
teoria (Grifo et al, 2014). Sin embargo, si se ha estudiado que la tasa de aneuploidias de

embriones de calidad oOptima en D+3 es de un 59% frente a un 35% en blastocistos



(Staessen et al., 2004), por lo que el riesgo de transferir embriones aneuploides en D+3 es
més elevado. Es més, en pacientes donde se transfieren blastocistos expandidos, la
posibilidad de elegir un embrién euploide aumenta de un 41,3% en D+3 a un 65% en D+5.
En pacientes mayores de 35 afios, de hecho, tanto la tasa de gestacion clinica (54,8%)
como la tasa acumulada de gestacion (58%) son estadisticamente mayores en TD+5
cuando se comparan con D+3 (29% y 25,8% respectivamente) (Fernandez-Shaw et al,
2015). Puesto que la incidencia de anomalias cromosémicas en embriones esta asociada a
la edad materna, entre otras, la transferencia de blastocisto podria aumentar la probabilidad

de tener un nifio sano en casa en estas pacientes especialmente.

Otro factor en contra del cultivo a D+5 es la mayor tasa de cancelacion de la
transferencia porque los embriones no llegan a alcanzar el estadio de blastocisto. Sin
embargo, cuando las condiciones de laboratorio son adecuadas y se aplican protocolos de
estimulacion correctos, esta posibilidad ocurre en menos del 5% de los casos (Fernandez-
Shaw et al., 2015; Papanikolaou et al., 2005), y como se ha dicho anteriormente, no quiere
decir que realizando la transferencia en D+3 se hubiera conseguido un embarazo evolutivo.
Cuando la tasa de blastocisto de un laboratorio supera el 50%, la probabilidad de que un
cigoto no alcance dicho estadio disminuye significativamente (Papanikolaou et al., 2008).

En cuanto al valor predictivo de formacién de blastocisto y/o implantacién en funcién
de parametros de estadios tempranos, se puede decir que actualmente no hay ningln score
embrionario o algoritmo que sea efectivo al 100% (Balaban et al., 2011; Ebner et al., 2003).
Teniendo en cuenta el patron de nucleolos en los pronucleos (PN), solamente un 46% de
cigotos preseleccionados como los mejores llegaron a blastocisto, y un 28% se bloquearon a
lo largo del cultivo (Zollner et al, 2002). Respecto a factores predictivos de blastocisto en
embriones tempranos, un 50% de los embriones que se transferirian en D+3 no se eligen en

D+5 y un 30% detienen su desarrollo (Rijnders & Jansen, 1998).

Con estos datos, las sociedades cientificas han incluido la transferencia Unica de
blastocisto como estrategia efectiva para disminuir la incidencia de gemelares y mantener la
tasa de gestacion (Gianaroli et al., 2012; The British Fertitlity Society, 2011). Por un lado,
todos los pardmetros del cultivo embrionario in vitro son evaluados, por lo que disponemos
de mas informacién a la hora de seleccionar el mejor blastocisto; y por otro, parece ser que
las caracteristicas tardias de los pardmetros embrionarios presentan mas sensibilidad y
especificidad en la prediccion de implantacion (Balaban et al., 2011). Hay que tener en
cuenta también, que la transferencia en D+5 se realiza de forma mas cronol6gicamente

ajustada a la ventana de implantacién (Fanchin et al., 2001; Papanikolaou et al., 2008).



Revisando la evolucion de las gestaciones gemelares desde que la ley turca del
2010 obligara a la transferencia de un Unico embridon en pacientes de ovocitos propios,
(Esinler et al, 2014) se confirma que hay una disminucién drastica gracias a la aplicacion de
esta politica. De hecho, encuentra que la tasa de gestacion es similar cuando se compara
DET con eSET de blastocisto, pero si se realiza eSET en D+3 la tasa de gestacion

disminuye.

Por tanto, la transferencia electiva de un blastocisto puede ser la clave para
mantener las posibilidades de embarazo y disminuir las gestaciones gemelares, siempre y
cuando se disponga de un sistema de cultivo secuencial 6ptimo, que asegure un elevado
porcentaje de blastocistos y un programa de criopreservacion con tasas de supervivencia

maximas para este estadio embrionario.

1.4- NUEVAS TECNICAS DE SELECCION EMBRIONARIA: TIME-LAPSE.

La videograbacion del desarrollo embrionario es una técnica utilizada desde hace
muchos afos (Lewis & Gregory, 1929), aunque su uso ha sido basicamente experimental. El
primer trabajo acerca de estudios de time-lapse en embriones humanos fue publicado en
1997 (Payne et al, 1997). Desde entonces, se han desarrollado nuevos sistemas de
bioinformética y cinematografia para incluirlos dentro de los incubadores de cultivo de los
laboratorios de FIV, y en muy pocos afios han pasado a tener una relevancia clinica

importante.

Béasicamente, la Microscopia Time-Lapse (MTL) actual es una herramienta de
estudio no invasiva, que proporciona informacion morfolégica, dinamica y cuantitativa de las
sucesivas divisiones y eventos que ocurren a lo largo del desarrollo embrionario. Los
embriones son cultivados en presencia de un sistema de imagen, que captura fotografias en
intervalos definidos (desde 5 a 20 minutos) a lo largo de un periodo especifico de tiempo. A
través de un software, estas imagenes individuales se procesan en una secuencia de time-
lapse, transformandose en una pelicula continua. De esta forma, la clasificacion morfolégica

clasica se alna con la cinética de division celular, en una nueva seleccién morfo-cinética.

1.4.1-TECNOLOGIA TIME-LAPSE

Se han disefado diferentes sistemas de cinematografia (Aparicio et al, 2013):



1. El incubador se construye alrededor del microscopio (Tokay-hit, Japén).
Utilizado méas para investigacion, debido a su calidad de imagen, flexibilidad y diferentes
posibilidades de medir pardmetros. 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 éptimas.
2.1- Prymo-vision™ (Cryoinnovations, Vitrolife).

2.2- Eeva (Auxogyn). Mediante imagen de campo oscuro captura las imagenes para
analizar cuantitativamente la informacion del potencial de desarrollo del embrion de D+2, y
seleccionar directamente los embriones de mejor prondstico, basdndose en los trabajos de
Wong (Wong et al., 2010).

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

3.1- Biostation-Nikon (Japon): muy Util para avanzados proyectos de investigacion,

puesto que cuenta con numerosas opciones de imagen, incluso imagenes fluorescentes.

3.2- Embryoscope ™ (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.

Los primeros trabajos publicados analizaron la “seguridad” del nuevo sistema. Los
embriones cultivados de este modo estan expuestos a la luz cada vez que se obtienen las
imagenes digitales, pudiendo sufrir un estrés afiadido que ocasione una disminucién en la
posibilidad de desarrollo. Sin embargo, estudios realizados en este sentido, dividiendo los
ovocitos de una misma paciente entre observacion convencional y cinematografica,
concluyeron que no hay diferencias en cuanto a la tasa de fecundacién, desarrollo
embrionario en D+2, D+3 y D+5, tasa de gestacion e implantacion (Cruz et al., 2011,
Kirkegaard et al, 2012; Nakahara et al., 2010).

1.4.1.1- VENTAJAS DEL TIME-LAPSE.

La clasificacion morfolégica convencional sigue siendo el método fundamental para

la evaluacion embrionaria. Los parametros mas utilizados son: nimero de células, simetria y



fragmentacion. Sin embargo, este tipo de categorizacion es estatica, puesto que
corresponde a momentos puntuales en el desarrollo embrionario, y conlleva una mayor
subjetividad, ya que depende en gran medida del evaluador. Con MTL, la cantidad de
informacion 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 (Aguilar et al., 2014; Aparicio et al., 2013; Hardarson et al., 2002; Wong et al.,
2010).

Otros datos dindmicos que se pueden cuantificar por MTL son: formacion y
desaparicion de los PN, tiempo exacto de cada division celular y duracién de las diferentes
citocinesis (Meseguer et al., 2011; Payne et al., 1997; Wong et al., 2010). De este modo, la
evaluacién embrionaria es mas completa y puede mejorar las tasas de éxito de los ciclos de
FIV.

La capacidad de MTL de mantener las condiciones de cultivo estables durante todo
el tiempo de adquisicion de datos es otra ventaja indiscutible de estos sistemas, puesto que
no hay que sacar los embriones del incubador para evaluarlos. Variaciones de pH y

temperatura pueden tener efectos adversos en el desarrollo de los mismos.

Como ventajas secundarias se puede decir que se reduce la manipulacién de estas
muestras, y supone un menor gasto de medios, fungibles y gases. En cuanto a la gestién del
trabajo diario del laboratorio de FIV, estos sistemas ayudan a optimizar el tiempo y los

recursos, puesto que no hace falta un horario estricto para evaluar los embriones.

1.4.1.2- 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.

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 imégenes oscilan entre 5 a 20 minutos, por lo

gue los tiempos de division 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 (Ciray et al, 2012). Sin embargo, hay articulos que no
encuentran diferencias (Basile et al, 2013). Otros factores que pueden variar los resultados

son: el cultivo de embriones a bajas concentraciones de Oxigeno (02), la técnica de



fecundacion empleada, el dia en el que se realiza la transferencia, etc (Kaser & Racowsky,
2014). Hay que destacar que las variables cinéticas que mas oscilan son los tiempos de

divisién celular, no los intervalos que duran las citocinesis.
1.4.2- PARAMETROS CINETICOS TEMPRANOS DE VIABILIDAD EMBRIONARIA

Los parametros cinéticos hacen que la seleccion embrionaria sea mucho mas
potente (Dal Canto et al., 2012), puesto que dos embriones de 4 células en un mismo ciclo,
gue pueden parecer semejantes en una observacion convencional, son sustancialmente
diferentes en una evaluacion dinamica, dependiendo de como y cuando han sido sus

divisiones celulares.



En las FIGURAS 1 y 2 se muestra un resumen de los eventos cinéticos analizados
en las diferentes publicaciones. Las columnas a color muestran los parametros que se

repiten con mas frecuencia.
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c sz ¥
EVENTOS
CINETICOS dessparci L0UTECN f\f\

Primera 2

TEMPRANOS | Fv/cs PN ~ citocinesis

tO i l i 2 celulasi 3 células i 4 celulasi 5 células

Wong et al. 2010 14,346 min 1,0+1,6h

(prediccion de blastocisto) ERE2a)
Cruz et al. 2012 12,4:0,3h | 0,6+0,2h
(Prediccién de blastocisto) —3535:07h

Kirdegaard et al. 2013 23£1,2h 18+2min
(Prediccion de blastocisto)

11,7#2,7h 0,5 (0-4,4h)

Meseguer et al. 2011 <11,9h <0,76h
(Prediccién de implantacion) —388-56,6h

Hlinka et al. 2012 -
(Prediccion de implantacion) — 151h

Rubio et al. 2012

S5h
(Prediccion de implantacion) >

Chamayou et al. 2013 23,5¢3h 11,442,5h

(Prediccidn de implantacién) 0,5 (0-16h)

Chen et al. 2013 10,4+1,1h
(Prediccion de implantacion)

<1,73h

Azzarello et al. 2012 24,9+0,6h
(Prediccién de nacido vivo)

Chavez et al. 2012 14+4 min
. - 11,8+0,7h
(Prediccion de aneuploidias) | 1,040,8h

FIGURA 1. Marcadores tempranos de time-lapse utilizados para predecir resultados

clinicos (modificado de Kaser y Racowsky, 2014). TO: Tiempo de ICSI.



EVENTOS
CINETICOS
TARDIOS

Chamayou et al. 2013
(Prediccidn de implantacion)

* 111,7+39

104,9+3,5 h
s\ 123,1:4,5h

Kirdegaard et al. 2013 0,6-2,5h
(Prediccidn de implantacion)

Voo
4 8619,1h ! 104,546,4h
. |

85,614,6h4 94,9:3h

Hlinka et al. 2012 0,7-0,2h
(Prediccion de implantacion)

0,9+0,3h

Dal Canto et al. 2012

(Prediccion de implantacion) 30 54,925,2h

Campbell et al. 2013 * <96,2h
(Prediccién de implantacion) i * <122,9h

FIGURA 2 Marcadores tardios de time-lapse utilizados para predecir resultados clinicos

(modificado de Kaser y Racowsky, 2014). tO: Tiempo de ICSI.

Desarrollando los pardmetros cinéticos identificados por time-lapse como predictores

de desarrollo embrionario e implantacién, podemos encontrar:

1.4.2.1- DE OVOCITO A CIGOTO.

El primer trabajo publicado con time-lapse (Payne et al., 1997) reflej6 que embriones
de buena calidad parecian proceder de ovocitos con tiempo uniforme desde el ICSI a la
desaparicién de pronucleos (PN), y tendian a exhibir ondas citoplasmaticas con periodicidad
ligeramente mas larga.

Estudios posteriores de MTL evaluando la aparicion, singamia y desaparicion de los
PN no encuentran diferencias entre embriones que implantan y aquellos que no lo hacen
(Chamayou et al., 2013; Kirkegaard et al, 2013). Sin embargo, los resultados obtenidos por
Azzarello si muestran que el tiempo de desaparicién de los PN es significativamente mayor
en aquellos embriones que resultan en un nifio nacido (24,9 vs 23,3 h) y que la desaparicion
de los mismos antes de 20,45 h implica no implantacion o aborto (Azzarello et al, 2012). 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)
(Aguilar et al., 2014).



En cuanto al patron de nucleolos y PN, los autores sugieren evaluarlo justo antes de
gue desaparezcan, al ser un proceso dindmico. También parece que una asincronia en el
tiempo de desaparicion de los PN puede afectar al desarrollo embrionario. Sin embargo,

ningan articulo refleja relacion entre patron de PN e implantacion.

Parece ser por tanto que las variables dindmicas propias de estos estadios no tienen
gran poder de prediccion de implantacion, aunque patrones demasiado rapidos o demasiado

lentos en la desaparicidon de PN podrian considerarse como factores negativos.
1.4.2.2- PRIMERA DIVISION MITOTICA O DIVISION TEMPRANA.

Con las técnicas de time-lapse se ha correlacionado la Division Temprana (DT)
positiva (primera division mitética entre 25-27 h post microinyeccion) con un mayor nimero
de células en D+2 (4 6 mas), asi como con mejores tasas de implantacion si la aparicion de

los ndcleos del embrion de 2 células es sincronica (Lemmen et al, 2008).

Uno de los nuevos parametros aparecidos con MTL es la duraciéon de la primera
divisién mitética (Wong et al., 2010); es decir, el tiempo que transcurre desde el inicio del
surco de division del cigoto hasta la escisiébn completa de las 2 células. Se ha relacionado
positivamente con la formacion de blastocisto, pero no con la implantacién (Kirkegaard et al.,
2013). 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.

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 implantacién (Meseguer et al.,
2011).

1.4.2.3- ESTADIOS TEMPRANOS DE DIVISION: D+2 Y D+3.

Con los sistemas time-lapse se abre un nuevo método de evaluacion de los
embriones, porque se puede medir cuando ocurren las diferentes divisiones y cuanto duran

los ciclos celulares.

1.4.2.3.1- 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 (t2, t3, t4 ,t5, t8), asi como tM (tiempo de



observacion de Mérula) y tB (tiempo de observacion de blastocisto) y los relacionaron con
divisién a 8 células, formacion de blastocisto e implantacion. 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.

Media de Media de Tiempos de
observacion ., .,
. . observacion observacion
Variable time-lapse )
(embriones sin time-lapse recomendados
Sifstan A (implantacién) (ALPHA-ESHRE)
12 26.4 25.8 26+1
t4 39.7 38.6 44 £ 1
t8 58.7 57.1 68+1
t™M 89.3 85.1 92+2
tB 104.1 102.0 116+ 2

TABLA 1. Comparacion de las medias entre division embrionaria e implantaciébn con
respecto al consenso de evaluacion embrionaria ALPHA-ESHRE. Nota: datos expresados en
horas post-ICSI. Herrero. Morphokinetic characteristics of embryo. Fertil Steril 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 (Chamayou et al., 2013; Desai
et al., 2014; Hashimoto et al, 2012; Herrero et al., 2013). Parece ser que la divisidn 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 (Herrero et al., 2013). 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
(Dal Canto etal.,, 2012). 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

formacioén de blastocisto.

Las divisiones celulares son todavia mas rapidas cuando se relacionan con
implantaciéon (Dal Canto et al., 2012; Desai et al., 2014; Herrero et al., 2013). Se puede decir
por tanto, que la capacidad del embrién de alcanzar el estadio de blastocisto, expandirse e
implantar esta asociada a cada vez menores tiempos de division durante los primeros ciclos
de mitosis, como se muestra en el GRAFICO 3. 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 implantacion
(Meseguer et al., 2011). Sin embargo, otros articulos no encuentran diferencias (Chamayou
et al., 2013; Kirkegaard et al., 2013).
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GRAFICO 3. Ejemplo de t5 en funcién de los grupos de estudio (Herrero et al., 2013)

En funcién de los articulos publicados, se puede decir que los tiempos exactos de
divisién celular no son absolutos, si bien hay una tendencia a definir intervalos similares.
Estas diferencias pueden deberse a numerosos factores, como condiciones de cultivo, tipo

de ciclo, etiologia, edad materna, etc, como se ha comentado en el punto 1.4.1.2.



1.4.2.3.2- INTERVALOS DE DIVISION Y SINCRONIA CELULAR.

Otro parametro dindmico que se ha estudiado es el tiempo que dura cada division
mitGtica, especialmente el intervalo entre 2-3 células, 3-4, 4-5y 5-8. A lo 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 3)

/

FIV/ICSI Fecundacidn t2

to

\ 2 células 3 células 4 células 5 células 8 células /

FIGURA 3. Intervalos de divisién y sincronia celular.

La duracién 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 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 (Wong et al., 2010).

Los eventos dinamicos de las primeras 48 horas de cultivo correlacionados
positivamente con la formacion de blastocisto son cc2 y s2 (Cruz et al., 2012; Kirkegaard
et al., 2013; Milewski et al., 2015; Wong et al., 2010). 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 (Chamayou et al., 2013; Dal Canto et al., 2012; Desai
et al.,, 2014; Hashimoto et al.,, 2012). De hecho, el uso de Eeva en combinaciéon con la
clasificaciéon morfolégica clasica en D+3 aumenta hasta en un 38% la habilidad de identificar
embriones que se van a desarrollar de forma éptima a D+5 (Conaghan etal.,, 2013),

disminuyendo ademas la variabilidad intraobservador.



En cuanto a pardmetros 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 duracion de los
ciclos de division se va reduciendo en aquellos embriones con mayor capacidad de
implantar (Dal Canto etal.,, 2012; Hashimoto et al., 2012; Herrero etal.,, 2013). En el
GRAFICO 4 se puede apreciar esta distribucion de los datos para cc2 (t3-t2).

Las variables cc2, s2 y cc3 se correlacionan positivamente con implantacion
(Chamayou et al.,, 2013; Meseguer etal., 2011), aunque otros autores no encuentran
diferencias en ningun pardmetro dindmico observado (Desai et al., 2014; Kirkegaard et al.,
2013).
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GRAFICO 4. Ejemplo de cc2 (t2-t3) en funcion de los grupos de estudio (Herrero
et al., 2013)

1.4.3- MODELOS PREDICTIVOS DE FORMACION DE BLASTOCISTO E
IMPLANTACION.

Dos trabajos fundamentales se han publicado como modelos de prediccién de
formacion de blastocisto e implantaciéon, en funcién de los eventos dinamicos de divisién de
embriones tempranos: los de Wong en 2010 y Meseguer en 2011.

En 2010, Wong y colaboradores estudian 242 cigotos descongelados de FIV
combinando MTL y tecnologias de expresion génica (Wong et al., 2010). Un 39% de los 100

embriones cultivados a D+5-6, alcanzan el estadio de blastocisto. En cuanto a los registros



cinéticos, encuentran 3 pardmetros 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
gue 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 expresién génica es anémalo, 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 implantacién, 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
formacion de blastocisto (Cruz et al., 2012; Dal Canto et al., 2012; Hashimoto et al., 2012; K
Kirkegaard et al., 2013).

Los pardmetros morfocinéticos muestran una gran simetria y pequefia dispersioén en
el grupo de embriones que llegan a D+5 (Milewski et al., 2015). Para estos autores, la
utilizacion de t2, t5 y cc2 en un score combinado predice la formacion de blastocisto hasta
en un 90% (AUC=0.806 (95% C.1:0.747-0.864). Sin embargo, al igual que Wong, no

diferencia entre buena o mala calidad embrionaria.

Cetinkaya y colaboradores si estudian la formacion de blastocisto de buena calidad,
y encuentran que el mejor el mejor valor predictivo en D+3 es la sincronia entre t2-t8,

alcanzando un 80% de éxito (Cetinkaya et al., 2015).

En 2011, Meseguer y colaboradores (Meseguer etal., 2011) 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 implantacién
conocida (FIGURA 4).

El algoritmo de estos autores se basa en una primera seleccién morfolégica de los
embriones. Aguellos no viables se clasifican como F. La clasificacion E corresponde a los
gue presentan asimetria severa en el estadio de 2 células, divisién directa de cigoto a 3

células, y/o multinucleacion en el estadio de 4 células.

Después de estos dos procesos se aplican los 3 criterios dindmicos que segun estos

autores son predictivos de implantacion:

PARAMETRO 1: TIEMPO DE DIVISION A 5 CELULAS (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):
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FIGURA 4. Clasificacién jerarquica de embriones (Meseguer et al., 2011)



Aplicando los 3 parametros predictivos de implantacion a la formacién 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 (Cruz et al.,
2012). 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 seleccibn morfocinética, frente a la
valoracién morfoldgica de los incubadores tradicionales (Meseguer et al., 2012; Rubio et al.,
2014). Los datos reflejan el incremento de los resultados clinicos como consecuencia de una
mayor estabilidad en las condiciones de cultivo, asi como de la implementaciéon de un

sistema de seleccién embrionaria en D+2 y D+3 mas efectivo.

1.4.4- ANEUPLOIDIAS Y ANALISIS MORFOCINETICO.

Hay varios articulos que utilizan MTL para intentar seleccionar embriones
cromosémicamente normales. Parece ser que solamente un 30% de embriones aneuploides
se encuentran dentro de los valores de division Optimos hasta el estadio de 4 células
(Chavez etal.,, 2012). 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, t2, t5, CC2, CC3 y t5-t2 reflejan anomalias
cromosomicas (Basile etal., 2014; Chawla et al., 2015). Otros estudios no encuentran
diferencias en estadios tempranos, pero si en el inicio de compactacion, blastulacion y
tiempo de expansion del blastocisto (Campbell et al., 2013), que es mas lento en embriones

genéticamente incorrectos.

Sin embargo, otros articulos no hallan este valor predictivo de aneuploidias en los
eventos dinamicos de desarrollo embrionario (Kramer et al., 2014; Yang et al., 2014). De
hecho, los intentos por encontrar un algoritmo que relacione dinamica embrionaria con
anomalias cromosomicas han dado una probabilidad de éxito no muy alta (AUC 0.634; 95%
C.1 0.581-0.687) (Basile et al., 2014).

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 combinacién de las dos técnicas si

proporciona mejores tasas de gestacion e implantacion cuando se comparan ciclos de



biopsia embrionaria en D+3 donde la mitad de los ovocitos se cultivd en un incubador

convencional y la otra mitad en uno cinematogréafico (Yang et al., 2014).

1.4.5- TIME LAPSE Y BLASTOCISTO.

Existen pocos articulos que estudien pardmetros dinamicos mas alla de D+3 (Cruz
etal.,, 2012; Desai etal., 2014; Herrero etal., 2013; Storr etal, 2015), debido
probablemente a que uno de los objetivos fundamentales de los diferentes trabajos ha sido
intentar predecir la formacién 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 razén es que la medicién
exacta de parametros como compactacién o expansion del blastocisto no es tan objetiva
como los publicados hasta la fecha, por lo que establecer modelos predictivos de

implantacién puede resultar complicado.

Los resultados obtenidos en los articulos mencionados sefialan de nuevo que
tiempos de division 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 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 activacion del genoma embrionario

humano ocurre mas tarde (Herrero & Meseguer, 2013).

Tampoco los parametros cinéticos tempranos hasta el estadio de 2 células son
iguales dependiendo de si la técnica de fecundacion 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 introduccién directa del mismo en la microinyeccion (Cruz et al., 2013; Dal Canto et al.,

2012), aunque después los tiempos se equiparan.

Como se ha explicado anteriormente en la seccién 1.3, la transferencia embrionaria
en D+5 es una herramienta importante en las transferencias de un Gnico embriéon. Hay
autores que proponen aplicar los parametros cinéticos conocidos a la seleccién del mejor
blastocisto para transferir (Dal Canto et al., 2012). En relacién a los eventos dinamicos
andémalos, el cultivo a blastocisto puede ayudar a decidir si el embrién es finalmente viable o
no (Stecher et al., 2014).



1.4.6- 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
blastbmeras o errores en su replicacion. Con los sistemas de time-lapse se pueden
identificar divisiones andmalas en los embriones que se corresponden con una disminucion
significativa de llegada a blastocisto e implantacion (Kirkegaard et al., 2013; Meseguer et al.,
2011; Rubio et al., 2012).

1.4.7- 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 clasificacion o score asignado a un

embrién en base a sus caracteristicas morfolégicas.

El volumen que ocupan los fragmentos en el embrion y su distribucion es uno de los
3 pilares basicos de cualquier clasificacion 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 aparicién y reabsorcion de fragmentos (Hardarson et al., 2002).

La compactacion celular es otro evento dinamico que ocurre en el desarrollo
embrionario. Estudios de time-lapse muestran que la compactacién temprana (antes de 8
células) es indicador de baja probabilidad de desarrollo 6ptimo a D+5 (18,8% tasa de
blastocisto de buena calidad), y estd relacionada con mayor numero de células
multinucleadas, debido a la asincronia en la division celular por fallos en la citocinesis (Iwata
et al., 2014). 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 aparicibn en momentos muy puntuales del desarrollo, y por
otro a que su comportamiento dindmico los hace dificiles de clasificar correctamente. En
este trabajo vamos a analizar dos de estos nuevos aspectos: la contraccion del

blastocisto y la aparicién de vacuolas.



1.5- NUEVOS ASPECTOS DEL DESARROLLO: CONTRACCION DEL
BLASTOCISTO.

Los blastocistos se clasifican en funcion del grado de expansion de la cavidad o
blastocele y de la calidad morfolégica de las células de la Masa Celular Interna (MCi) y del
Trofoectodermo (TF). En la TABLA 2 se muestra la clasificacion recomendada por la
ESHRE.

- CLASIFICACION DESCRIPCION
1

Temprano
Estado de 2 Blastocisto
desarrollo
3 Expandido
2.
4 Hatched/hatching
Prominente, facilmente
1 BUENA distinguible. Con much_as células
compactadasy muy unidas entre
si 3.
MCi Facilmente discenible, con
2 MEDIA muchas células unidas pero no tan
compactas
3 POBRE D|f|ch§ented\scermbIe, con
pocas células 4
1 BUENA Ml_Jch_asceIu\a_sque forman un
epitelio cohesionado
TE 5 MEDIA Po_cas_celulas que forman un
epitelio menos cohesionado
3 POBRE Muy pocas células

TABLA 2. Clasificacion de blastocistos segun Grupo Interés Embriologia ESHRE
(Balaban et al. 2011).

Esta clasificacion estad tomada de la que inicialmente sugirieron Schoolcraft y
Gardner, que contemplan ademas dos grados mas en funcion del estado de expansion: los
blastocistos tipo 5, o haciendo hatching (BHi) son aquellos en los que la cavidad o
blastocele es mayor que el volumen original del embrién, y el TF se hernia a través de una
brecha en la zona peltcida (ZP); y los blastocistos tipo 6, o blastocistos hatched son

aquellos en los que el blastocisto ha salido completamente de la ZP.

En el dltimo Cuaderno de la Asociacion para el Estudio de la Biologia de la

Reproduccion (ASEBIR) de Criterios de Valoracion Morfologica de Ovocitos, Embriones



Tempranos y Blastocistos Humanos, también se propone una clasificacion similar pero
utiliza letras en lugar de numeros (TABLA 3).

D+5
D+4

Grado de expansién Trofoectodermo | ASEBIR

Desde:
“Iniciando la expansion”

Mérula compacta

(MC)
Hasta:
“Eclosionando”
Blastocisto temprano o cavitado (ZP gruesa)
Morula no ,
Morula
compacta

| Excluidos “ Degenerado

Excluidos “ Degenerada

TABLA 3. Clasificacion embrionaria de blastocistos segun ASEBIR (Criterios
ASEBIR de Valoracién Morfolégica de Oocitos, Embriones Tempranos y Blastocistos
Humanos | Asebir 2015)

En la FIGURA 5 se pueden ver algunos ejemplos de clasificacion de blastocistos.



TROFOECTODERMO

MASA CELULAR INTERNA

FIGURA 5. Ejemplos de clasificacion de blastocistos. Fotografias tomadas en VI

Zaragoza.
1.5.1- FORMACION DEL BLASTOCISTO.

La formacion del blastocisto estd regulada por la expresién de varias familias de
genes especificas que codifican polaridad y uniones celulares, citoesqueleto y canales
transportadores de iones y agua, y cuyo primer objetivo es la diferenciacién de las células
periféricas del embrién para constituir el TF, primer epitelio del desarrollo embrionario
(Watson et al, 2004).

Asi, el primer evento importante en este proceso es la compactacion en el estadio de
moérula. Se caracteriza por una mayor superficie de contacto célula-célula debido al aumento
de las uniones adherentes (cadherinas), desmosomas y tight junctions. Las cadherinas son
proteinas transmembrana mediadas por Ca2+, que se unen en su porcion extracelular a
dimeros semejantes de las células adyacentes, y en su porcion intracelular a los filamentos
de actina del citoesqueleto mediante otras proteinas, las cateninas. De este modo, la

adhesioén entre células es mas fuerte.

A partir de aqui, en las células periféricas del embrion comienzan a proliferar todavia
mas los complejos de union, y se incrementan los canales de transporte de iones, como el
mediado por la enzima Na+/K+-ATPasa, que intercambia Na+ intracelular por K+

extracelular, manteniendo la presién osmética y el potencial eléctrico de membrana. Se cree



gue estas bombas ayudan a la formacion del blastocisto aumentando la concentracion salina
y favoreciendo por tanto la introduccion de agua mediante ésmosis (Baltz et al. 1997). En
este momento, pequefias cavidades de fluido semejante al del espacio perivitelino se van

formando entre las células periféricas y las centrales.

En los ultimos afios, otro sistema de introduccion de agua se esta postulando como
fundamental para la formacién del blastocele. Es el facilitado por las Acuaporinas (ACP), o
canales de agua, y estd formado por una familia de pequefias proteinas integrales de
membrana, que facilitan el paso rapido y pasivo de grandes cantidades de agua (Watson et
al, 2004; Xiong etal. 2013). Ademéas, ACP3 y ACP7 regulan también el transporte de

glicerol, sustrato necesario para la glicolisis y la produccion de ATP.
1.5.2- ECLOSION O HATCHING.

La palabra eclosién o “hatching” hace referencia al proceso in vitro mediante el cual,
el fluido de la cavidad va aumentando a medida que lo hace el numero de células, y la
combinacién de estas dos caracteristicas provoca el aumento progresivo de tamafio del
blastocisto, con el consecuente y progresivo adelgazamiento de la ZP y su ruptura en un
punto, probablemente facilitada por la accion de alguna enzima. El embrién se extruye a
través de este orificio, dejando la ZP intacta (Vajta et al, 2010). Esta secuencia de eventos
durante el hatching in vitro ha sido descrita en numerosas especies, inlcuyendo el ratdon
(Cole 1967), vaca (Massip y Mulnard 1980; Niimura et al. 2010), mono y humano (Seshagiri
et al. 2009).

Se puede decir, pues, que hay dos mecanismos que ocurren paralelamente para

conseguir la eclosion del blastocisto: una accién enzimatica y otra mecanica.
1.5.2.1- ACCION ENZIMATICA.

A diferencia de otras especies animales comentadas anteriormente, el hatching de
los embriones de hamster es relativamente diferente: los blastocistos expandidos se
contraen y la ZP sufre un adelgazamiento gradual, seguido por un proceso de disolucion
global que concluye cuando desaparece totalmente (Gonzales y Bavister 1995). Esta
disolucion completa de la ZP indica que hay factores de lisis producidos por el embrién,
independientemente de que también haya proteasas uterinas que actien in vivo, como las

catepsinas (Sireesha et al. 2008).

Las células del TF poseen proyecciones citoplasmaticas (TEPsS) que estan en
contacto directo con la ZP y se han encontrado también en otras especies, como en
humanos. La funcion de las TEPs no esta clara. Se piensa que juegan un papel importante



en el punto de extrusion, puesto que el foco inicial de lisis en los embriones de hamster
ocurre en la parte de la ZP asociada a TEPs. Podrian funcionar como transportadoras y

liberadoras de las lisinas que degradan la ZP (Seshagiri et al. 2009).
1.5.2.2- ACCION MECANICA. CICLOS DE CONTRACCION Y EXPANSION.

Como se ha indicado anteriormente, la presion mecanica al formarse el blastocele y
aumentar el volumen del blastocisto hace que la ZP adelgace, favoreciendo asi el hatching.
Sin embargo, no es el Unico proceso fisico que ocurre. Los ciclos de contraccion y
expansién del TF parece ser que también ayudan al afinamiento de la ZP y extrusion del
embridn, aunque es cierto que no en todos los blastocistos ocurre, y en unas especies

parecen ser mas importantes que en otras.

La presencia de contraccién en blastocistos de mamifero fue reportada por primera
vez por Lewis y Gregory. Monitorizaron blastocistos de conejo en cultivo durante 8 dias por
cinematografia time-lapse, y encontraron que los blastocistos se contraian y re-expandian
de forma repetida durante todo el tiempo de de observacion, excepto en el estadio de

blastocisto temprano. (Lewis y Gregory 1929).

Utilizando el sistema de video time-lapse se ha podido constatar que un elevado
namero de embriones que alcanzan el estadio de blastocisto experimentan una o mas
contracciones del blastocele, produciendo una separacion total o parcial entre las células del
trofoectodermo y la ZP (Cole 1967; Glass et al, 1973; Massip y Mulnard 1980; Niimura 2003;
Niimura et al. 2010)

Se ha visto que en el ratdn, al igual que en el conejo, el proceso de hatching va
acompafado de una serie de contracciones y expansiones (Cole 1967). Al igual que en
blastocistos humanos, la contraccién es muy rapida, s6lo ocupa unos 4-5 minutos, mientras
gue la expansion dura unas 2-3h. Los mismos resultados se obtuvieron al colapsar
embriones in vivo y medir el tiempo de contraccion y expansion (Glass et al, 1973). Los
blastocistos de raton se contraen entre 4 a 15 veces durante 18 h en cultivo, con la
peculiaridad de que una contraccion fuerte, que oculta el blastocele por completo, va

precedida de 3 6 4 contracciones mas débiles (Cole 1967).

Estos resultados se corresponden con los obtenidos por Niimura et al (Niimura 2003).
Los datos de time-lapse muestran que los blastocistos de ratén sufren repetidas
contracciones de diferente grado de intensidad, durante el estadio de BE desde las 10 horas
tras a la formacion del blastocele, siendo el nimero de contracciones mayor durante el
proceso de hatching. El tiempo requerido de re-expansion es mayor cuanto mas fuerte es la

contracciéon. Niimura distingue dos tipos de contraccién: una débil (menor del 20% del



volumen del embrion) y otra més fuerte (mayor del 20%). Aquellos blastocistos que sufren
consecutivas contracciones débiles eclosionan en su mayoria. Sin embargo, los que sufren
contracciones fuertes o colapsos no consiguen extruir de la ZP. Estos autores concluyen
gue las contracciones débiles juegan un importante papel en el proceso de eclosién

embrionario, mientras que las fuertes lo inhiben.

El tiempo de las contracciones débiles oscila entre 30 segundos a 6 minutos,
mientras que el de las fuertes ocurre entre 20 segundos a 16 minutos. Los tiempos de re-
expansién van de 75-440 min en las primeras y de 299-560 minutos en las segundas. Es
decir, cuanto mas grande es la contraccibn mas tiempo se necesita para la expansion
posterior, y probablemente mas energia se consume, disminuyendo posiblemente la

capacidad del embridon de eclosionar.
1.5.3- MECANISMOS PROPUESTOS DE CONTRACCION Y EXPANSION.

Los mecanismos celulares por los que se producen los ciclos de contraccion y re-
expansion de los blastocistos estan por dilucidar. No parecen ser dependientes de la ZP,
puesto que también ocurren en embriones a los que se ha retirado esta capa protectora de
forma artificial (Cole 1967). Los procesos que en un principio se propusieron fueron: arrastre

pasivo de agua, electro-6smosis y pinocitosis (Mohr y Trounson 1982).

La contraccion del blastocisto es un proceso rapido, que ocurre en minutos, siendo
la pérdida de agua al menos 50 veces mas rapida que la ganancia. Se ha sugerido que esta
disminucién repentina de liquido puede ser debida a un desgarro del blastocisto, pero
semejante rotura no se ha descrito. Si los responsables son las bombas de iones, una
brusca despolarizacién de la membrana celular podria justificar la salida masiva de fluido
(Cole 1967). Los mismos autores sugieren que la sefial para comenzar la contraccion del
blastocisto ocurre cuando las células del TF alcanzan una ratio superficie/volumen critico.

No se sabe sin embargo, si la pérdida de agua se realiza a través o entre las células.

Estudios de microscopia electronica confirman la formacién de crestas intercelulares
entre las células del TF, también en blastocistos humanos (Mohr y Trounson 1982), y la
presencia de tight junctions y desmosomas. Sin embargo, en el caso de blastocistos
contraidos de ratdén, se observan depresiones en las superficies de contacto entre dos
células del TF, y las crestas intercelulares no aparecen (Niimura 2003). Esta pérdida de
adhesion célula-célula podria ser otra causa de contraccion, al favorecer la salida de fluido

del blastocele.

La contraccion de células endoteliales es inducida por la activacion de miosina de

cadena ligera kinasa (MLCK), modulada por el calcio. En blastocistos de raton, el cultivo



en presencia de un inhibidor de esta enzima produce mayor numero de contracciones
fuertes y un nimero menor de débiles cuando se compara con el grupo control, siendo
ademas la tasa de blastocistos hatched significativamente menor (18,7% vs 43,3%, p<0,05)
(Niimura 2003). Se deduce por tanto que la permeabilidad entre las células del TF aumenta
debido a la retraccion de las mismas por la accién de actina y miosina, lo que provoca un
flujo de salida del fluido de la cavidad, favoreciendo la contraccion del blastocisto. No parece
gue la division celular de las células del TF sean las causantes de las contracciones, puesto

que el ratio de divisién es mayor en el periodo pre-hatching.

Se sabe que los filamentos de actina presentes en el citoesqueleto son los
responsables de la motilidad celular. En el caso de los blastocistos expandidos, la
modificacion de estos filamentos provoca la variacion de la forma esférica de las células del

TF a tubular, favoreciendo el movimiento (Lu et al. 2012).

El papel de los filamentos de actina y en las contracciones del hatching de embriones
de raton ha sido estudiado al cultivar embriones hasta el estadio de blastocisto en presencia
de un inhibidor de Protein Kinasa A (PKA), que favorece la agrupacién de los filamentos de
actina en el citoplasma cortical (Suzuki y Niimura 2010). La tasa de blastocisto hatched fue
significativamente menor que en el grupo control (17,2% vs 76,7%, p<0,05), al igual que el
porcentaje de los embriones que iniciaron hatching (21,9% vs 90,6%, p<0,05). También el
tiempo necesario para la formacion de la abertura en la ZP (27,4h vs 6,5h, p<0,05) y la
consecucion del hatching (43,3h vs 18,8h, p<0,05) fue estadisticamente mayor en el grupo
test.

No se encontraron diferencias significativas en cuanto al nimero de contracciones
fuertes en ambos grupos, pero si en cuanto a las débiles, que fueron menores en el grupo
tratado con inhibidor de PKA (4.19 veces frente a 2.41, p<0,05).

La distribucién de los filamentos de actina en las células del TF fue similar en ambos
grupos; sin embargo, solamente un 12,7% de blastocistos del grupo test presentdé marcaje

fluorescente en la mayoria de sus células, frente a un 95% en el grupo control.

Estos resultados sugieren que los movimientos mediados por los filamentos de actina
de las células del TF contribuyen a la eclosion del embridn, facilitando la protrusién a través
del orificio de la ZP. Y que la escasa capacidad de los blastocistos tratados con inhibidores
de actina de hacer hatching esta relacionada con la menor frecuencia de las contracciones

débiles, y con el mayor tiempo necesario para re-expandirse tras las contracciones fuertes.

El control del calcio intracelular (Ca2+) también juega un papel importante en el

movimiento de las células del TF. Los canales de K+ de Pequefia Conductancia activados



por el Ca2+ (SK), y mas concretamente el tipo SK3, median la motilidad celular
incrementando la concentracion intracelular de Ca2+ ([Ca2+]i) , activando asi las rutas de
ensamblaje de actina. Se ha estudiado que SK3 se expresa en blastocistos humanos, y que
sus niveles son mucho menores en blastocistos que no han hecho hatching frente a los que
si, sugiriendo que estos canales son fundamentales para la eclosion (Lu et al. 2012). De
hecho, el proceso de hatching se bloquea en embriones de ratdn tras la inhibicién de SKS3,
mientras que la division embrionaria y la formacién de blastocistos no se ve afectada. Por
otro lado, estudios de inmunofluorescencia muestran que la localizacion de la proteina SK3
en el BE se encuentra mayoritariamente en la membrana celular del TF. El aumento en la
conductancia de las células del TF en respuesta al aumento en [Ca2+]i se debe a la
activacion del canal SK3, responsable de la salida de K+ y de la hiperpolarizaciéon de la
membrana. Esta salida de K+ conlleva una salida de agua, y causa una disminucion de
volumen celular, que permite la retraccion del extremo final de las células que migran (Lu
et al. 2012).

La re-expansién del blastocisto, sin embargo, es un proceso lento, que suele tardar
horas. En este caso, se produce una activacion de los mecanismos fundamentales para la
captacion de agua, comunes a muchos embriones de mamifero. Estudios en conejo
sugieren gue la entrada de agua se produce por transporte activo, y por tanto secundario al
movimiento de solutos (Cole 1967).

En este sentido, estudios realizados con inhibidores de transporte de Na+ muestran
que el tiempo de re-expansion es significativamente mayor que en los controles, por lo que
hay una relacién clara con el equilibrio osmotico y la polaridad de membrana (Niimura 2003).
También la actividad de Na+/K+-ATPasa es mayor en blastocistos contraidos que en
expandidos, por lo que se deduce que la re-expansion ocurre por transporte activo y
acumulacién de Na+ desde el TF al blastocele. Se piensa también que el Na+ necesario
para la re-expansion es transportado al interior de las células del TF a través de canales de
Na+ mediante el intercambio Na+/H+ desde el exterior del blastocisto (Niimura 2003).

1.5.4- RESUMEN.

La eclosién o “hatching” del blastocisto ocurre mediante dos mecanismos descritos

en diferentes especies animales: la actividad enzimatica y la contraccidbn mecanica.

En la especie humana, el proceso de contraccion no ocurre en todos los embriones,
ni la intensidad de las contracciones es la misma. Asi como el tiempo de contraccién es muy
rapido, la re-expansion suele tardar horas. No se conocen exactamente los mecanismos por

los que ocurre este proceso, aunque se sospecha que la pérdida repentina de liquido del



blastocele puede ser debida a una brusca despolarizacion de la membrana y a la
intervencion de diferentes canales de iones, asi como a la activacion de miosina de cadena

ligera y de los filamentos de actina.

No se conoce con exactitud la repercusion en la calidad embrionaria ni en las
posibilidades de implantacion de los embriones que se contraen durante el tiempo previo a
la eclosion, aunque estudios realizados en raton sugieren que las contracciones fuertes

suponen un mayor gasto de energia y pueden afectar al desarrollo posterior.
1.6- NUEVOS ASPECTOS DEL DESARROLLO EMBRIONARIO: VACUOLAS

En el citoplasma de las células eucariotas se encuentran una serie de organulos
delimitados por membranas internas, fisica y quimicamente diferentes entre si. Cada uno de
ellos desempefia una serie de labores especificas y esenciales para la correcta

funcionalidad de la célula.

Las vacuolas son uno de estos organulos con membrana. El término genérico
“vacuola” se debe a su morfologia transparente, hidréfila, que hace que parezca” vacia’
(Wada, 2013). Sin embargo, a lo largo de la bibliografia se describen numerosos tipos y
tamafios de vacuolas dependiendo de su origen, funciéon y contenido. También se utiliza
indistintamente el término vesicula y vacuola, aunque generalmente el primero se refiere a

vacuolas de pequefio tamafio (de aproximadamente 0.5-1 um).

Son organulos muy abundantes en la mayoria de las células vegetales, donde
ocupan mas del 90% del volumen celular, y en hongos.

Sin embargo, en células animales su tamafio es generalmente menor, aunque se han
observado grandes estructuras vacuolares en tejidos altamente diferenciados, como el
endodermo embrionario y el epitelio de absorcion. Las vacuolas estan implicadas

fundamentalmente en los procesos de transporte y digestion intracelular (Wada, 2013).

Aunque las proteinas de transporte permiten el paso a través de las membranas
celulares de un gran numero de pequefias moléculas polares, cuando se trata de
macromoléculas como proteinas, polinucledtidos o polisacaridos, la célula tiene que
“envolverlas” en vesiculas/vacuolas, que se fusionan con la membrana plasméatica para
liberarlas al exterior (exocitosis), o introducirlas dentro de la célula (endocitosis) mediante
el proceso inverso: la sustancia que debe ser ingerida se rodea progresivamente por una
pequefia porcion de membrana, que se invagina formando una vesicula/vacuola intracelular,
y va madurando a medida que viaja a través del citoplasma, interaccionando ademas con

otros organulos (FIGURA 6). Durante este proceso, las particulas ingeridas son



almacenadas o metabolizadas para conseguir los metabolitos y/o la energia suficiente que

mantenga la viabilidad celular.

En funcion del tamafio de la vesicula formada se distinguen dos tipos de endocitosis:
pinocitosis, o introduccion de liquidos y solutos mediante pequefas vacuolas, que se
realiza de forma indiscriminada y fagocitosis, o ingestiéon de macroparticulas en vacuolas
de mayor tamafio. Hay un tercer tipo denominado endocitosis mediada por receptor,
donde las moléculas se tienen que unir de forma especifica a un receptor de membrana

para introducirse dentro de la célula. (Alberts et al, 1987).
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FIGURA 6. Procesos de endocitosis en la célula.

Un rasgo importante en este tipo de transporte es que las macromoléculas
excretadas o ingeridas no se mezclan con otras macromoléculas o con los organulos de las
células, puesto que se hallan confinadas en las vacuolas de transporte. Ademas, es un
proceso dirigido, ya que cada vesicula se fusiona s6lo con estructuras especificas de la
membrana, asegurando asi una transferencia correcta entre el exterior e interior celular. De
hecho, algunas células almacenan los productos sintetizados en vacuolas secretoras, que

solamente se liberan al exterior ante una sefal extracelular determinada.

Un proceso muy similar ocurre entre compartimentos de una misma célula: en ese
caso, las vesiculas se forman por gemacion a partir del Reticulo Endoplasmético (RE) o del

Aparato de Golgi (AG) y se fusionan con la membrana del organulo diana.

Dado que se sospecha que la presencia y formacién de vacuolas visibles por

microscopia Optica en los ovocitos y embriones se debe mayoritariamente a procesos de



endocitosis (Van Blerkom & Henry, 1992; Van Blerkom, 1990; Zamboni & Thompson, 1972),

la revision bibliografica de este capitulo se va a basar en revisar dichos procesos.
1.6.1- ENDOCITOSIS MEDIADA POR RECEPTOR.

La via endocitica mediada por receptor mas caracterizada es la que utiliza la proteina
clatrina para formar una cubierta poliédrica caracteristica alrededor de las macromoléculas
unidas a su receptor de membrana. Una vez esta vesicula se escinde al citosol gracias a la
colaboracion de una GTPasa llamada dinamina (y ocasionalmente a la actina
citoplasmatica), pierde su revestimiento de clatrina y sufre una serie de procesos
madurativos, tanto en tamafio y morfologia como en contenido, que le dan diferentes
nombres: desde Endosoma Temprano (EE Early Endosome), a Cuerpo Multivesicular
(MVB, Multivesicular Body) o forma intermedia, y finalmente Endosoma Tardio (LE, Late
Endosome). A partir de aqui se pueden fusionar con lisosomas (Alberts et al, 1987) en
zonas perinucleares. Durante este proceso el contenido de la vacuola endocitica se acidifica
gradualmente, hasta que las enzimas hidroliticas de los lisosomas terminan de metabolizar

su contenido.

En el proceso de maduracion del endosoma, las proteinas RAB (pequefias
GTPasas), junto con un tipo de lipidos, los fosfoinositidos (Fls) crean subdominios
altamente especificos, otorgando “identidad” a la membrana endosémica. De hecho, actdan
como reguladores de las diferentes etapas de maduracion y transporte. Asi, el fosfatidil
inositol 3-fosfato (FtdIns(3)P) es fundamental en los procesos endociticos tempranos, por lo
que su presencia es muy abundante en EE, mediada por la actividad de la fosfatidil inositol 3
kinasa (PI3K) (Wada, 2013). La RAB-5 es la proteina caracteristica del endosoma

temprano.

La modificacion de Ftdins(3)P mediante la fosfatidil inositol 3 fosfato 5 kinasa
(PIPKII), que afiade otro fosfato en la posicion -5, forma el fosfatidil inositol 3,5 bifosfato
(FtdIns(3,5)P2), fundamental en los pasos posteriores de endocitosis. Esta reaccion
enzimatica causa pérdida de RAB 5 entre otras proteinas, y favorece la acumulacion de
RAB 7, formandose el LE, que adquiere forma redonda u ovalada y aumenta de tamafio. Es
decir, durante la maduracion del endosoma, hay un intercambio progresivo de RAB-5 por
RAB-7 (Wada, 2013). Otra caracteristica del LE es que adquiere los complejos de anclaje

para fusionarse con lisosomas o0 autofagosomas.

La especificidad de la fusion entre las membranas de diferentes compartimentos esta
controlada, principalmente, por las proteinas SNARE (N-ethylmaleimide sensitive factor

accessory-protein, SNAP, receptors) (Wada, 2013), que son las responsables del anclaje y



la fusion de las vacuolas con su membrana diana. Las SNARE son proteinas integrales de
membrana. En cada vacuola existe una proteina llamada v-SNARE (debido a su origen
vesicular), que se une a las t-SNARE (target) de las membranas diana, formando unos
complejos conocidos como trans-SNARE, los cuales inmovilizan, acercan y median la unién
de las membranas involucradas. Se conoce como HOPS (homotypic fusion and vacuole
protein sorting) al complejo involucrado en los procesos de anclaje de membrana,
modulacion de las RAB, y SNARE.

1.6.1.1- ALTERACIONES EN ENDOCITOSIS.

Las alteraciones de los procesos endociticos en células de mamifero, tanto a nivel
génico como proteico, lipidico y enziméatico, se traducen generalmente en disfunciones en la
formacion de endosomas, deficiencias en la maduracién de los mismos, y dificultad para
fusionarse entre si o con otras membranas, lo que provoca la acumulacién de vacuolas de

diferentes tipos y tamafos.

A nivel lipidico, estudios realizados en monocapas de células hepaticas incubadas
con inhibidores de la Ftdins(3)P, caracteristico de los endosomas tempranos, muestran la
supresion de la proliferacion celular y la formacion de grandes vacuolas de hasta 20 um,
aparentemente vacias, que son concentracién y tiempo de incubacién dependientes
(Matsunaga et al.,, 2008). También se aprecian pequefias vesiculas de unas 2 pum de
didmetro, con particulas citoplasmaticas degradadas en su interior, que los autores sugieren
podrian ser autolisosomas. Los procesos de fusion entre vacuolas de diferente tamafio son

visibles mediante microscopia electrénica (ME).

La pérdida de la enzima responsable de la conversion de Ftdins(3)P a Ftdins(3,5)Pa,
PIPKIII, que modula la maduracion de endosomas tempranos a endosomas tardios, también
altera gravemente la funcién endosémica. Uno de los fenotipos derivados de esta carencia

es de nuevo la aparicion de grandes vacuolas (Wada, 2013).

En cuanto a las proteinas implicadas en la maduracion y organizacion de los
endosomas, la alteracion del complejo HOPS en levaduras tiene como resultado la
fragmentacion de grandes vacuolas y la deslocalizacion de proteinas vacuolares (Wada,
2013) (FIGURA 7). Estudios realizados en ratones knock-out para genes que regulan este
proceso (mVam2 o rab 7) concluyen que la carencia de estos factores de ensamblaje
implica la muerte temprana en estadio de peri-gastrulacion. Experimentos similares
realizados en fibroblastos embrionarios muestran defectos severos en el transporte

endocitico.



Alteraciones en los lisosomas también provocan acumulacion de vacuolas en
muchos tejidos, como higado, pancreas, musculo y corazon en ratones deficientes de
LAMP-2 (proteina de membrana marcadora de lisosomas) (Matsunaga etal., 2008).
También la sobreexpresion de LGP85, otra proteina lisosomal produce grandes vacuolas
gue podrian derivar de la fusion entre varios EE y LE respectivamente y de su union final

con lisosomas.
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FIGURA 7. Morfologia vacuolar en endodermo de ratén (Wada, 2013)
1.6.1.2- ENDOCITOSIS Y REPRODUCCION.

La endocitosis supone un proceso imprescindible para el correcto funcionamiento de

todas las células animales, y en el caso de las células reproductoras no es una excepcion.

Estudios realizados en embriones de ratén han demostrado que la inhibicion de
Dinamina 2 (GTP-asa implicada en la endocitosis mediada por receptor, asi como en
citocinesis en mitosis y migracion celular) provoca bloqueo embrionario de 2 a 4 células, y

de 8 células a moérula y blastocisto (Wang et al., 2015).

Durante la fecundacion del 6vulo se produce una importante reorganizacién de
material citoplasmético y nuclear. En un primer momento, los zigotos dependen de las
proteinas y mRNA maternos, pero después comienzan a expresar sus propios genes. Es
entonces cuando el material propio del ovocito, como algunas proteinas de membrana, sufre
un proceso de endocitosis mediada por clatrina y es degradado por lisosomas antes de la
primera division mitética (Sato & Sato, 2013). Utilizando Caenorhabditis elegans (C.
Elegans) como modelo, estos autores encuentran que la mayoria de los procesos de

endocitosis de ovocitos parecen tener una funcién de acimulo de sustancias nutritivas, mas



que de degradacion de productos. Sin embargo, tras la fecundacion, la actividad endocitica

unida a lisosomas aumenta espectacularmente.

Estudios de microscopia confocal y electrénica realizados en blastocistos de ratén in
vitro han demostrado que la incubaciéon de los mismos durante un tiempo en presencia de
insulina (que promueve la sintesis de proteinas y el desarrollo morfoldgico) aumenta
significativamente el tamafio de las vesiculas endociticas hasta un 56% (el tamafio inicial es
de unos 2,5 um), localizandose exclusivamente ademas en las células de trofoectodermo
(Dunglison GF1, et al, 1995).

Se sabe que los embriones de raton introducen proteinas del suero materno
mediante endocitosis no especifica. Durante el estadio de blastocisto se produce un gran
aumento de la actividad endocitica, registrandose un consumo de fluido extracelular
equivalente a un 2.5% del volumen total del blastocisto por minuto. Es en este estadio donde
el aparato endocitico del trofoectodermo madura y se organiza espacialmente desde la
membrana apical. A medida que el embrién se sigue diferenciando, la endocitosis constituye
un mecanismo fundamental para conseguir los nutrientes necesarios en su desarrollo dentro
del Gtero (Dunglison GF1 et al., 1995). En este sentido, se han descrito grandes estructuras
vacuolares situadas en la zona apical de las células del endodermo mediante estudios de
microscopia electrénica. La carencia de proteinas del complejo HOPS o RAB 7 implica la no
formacion de estas vacuolas apicales, y la acumulacion de formaciones de membrana que
son positivas para marcadores endosémicos tempranos, pero no para LE. De hecho, el
material introducido por endocitosis esta bien delimitado en el citoplasma celular, pero su

metabolismo es incompleto (Wada, 2013).

1.6.2- FAGOCITOSIS Y AUTOFAGIA.

Durante la fagocitosis, el fagosoma o vesicula que contiene la particula fagocitada
sigue un proceso de maduracién en el que va adquiriendo su naturaleza digestiva. La
membrana de los fagosomas recién formados es similar a la plasmatica y su contenido, a los
fluidos del espacio extracelular. Mediante la fusion con lisosomas va adquiriendo el pH acido
necesario para degradar las particulas ingeridas, ademas de enriquecer su contenido en

hidrolasas &cidas (fagosomas tardios y fagolisosomas).

Cuando la fagocitosis ocurre dentro de la célula se denomina autofagia. Se conocen
4 tipos de mecanismos autofagicos, dependiendo de la ruta de liberacion del material
citoplasmatico al lumen del lisosoma (Eskelinen, 2005) :



1- Microautofagia: la propia membrana del lisosoma “secuestra” una porcion

del citoplasma.

2- Autofagia mediada por chaperoninas: Proteinas con una secuencia

especifica son transportadas desde el citoplasma al lumen lisosémico.

3- Crinofagia: Vesiculas secretoras se fusionan directamente con lisosomas,

degradando contenidos granulares.

4- Macroautofagia o autofagia simple: tras una determinada sefial de

inducciodn, la autofagia comienza cuando una membrana que se cree proviene del RE se va
colocando alrededor de una porcion de citosol y/u organelas, formando una vacuola de
doble membrana que finalmente se cierra, englobandolas. Esta vacuola se Illama
autofagosoma y la membrana que la forma fag6foro o membrana de aislamiento de unas
0.5 um de didmetro (Noda et al, 2009). Los autofagosomas se trasladan a la region
perinuclear, donde sufren ahora un proceso de maduracion que finaliza con la fusion con
endosomas (amfisoma) y/o lisosomas (autolisosomas). Mientras la membrana externa
continda intacta para delimitar el proceso autofagico, tanto la membrana interna como su
contenido son degradados por las hidrolasas lisosémicas y los productos resultantes son
transportados de vuelta al citoplasma, donde se reutilizan para el metabolismo celular.

(FIGURA 8). Este tipo de autofagia es el que se ha revisado en bibliografia.
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FIGURA 8. Formacién y maduracion de autofagosomas en células de mamifero
(Eskelinen, 2005).



Mediante microscopia electrénica, las vacuolas autofagicas se distinguen porque
contienen material del citosol (FIGURA 9). Morfolégicamente se pueden clasificar en
tempranas o tardias, dependiendo de si contienen organelas intactas o ya estan
parcialmente degradadas (Eskelinen, 2005).

FIGURA 9. Ultraestructura de vacuolas autofagicas en fibroblastos de ratdn
embrionario. AVi: Vacuola autofagica temprana. AVd/Ly: Vacuola autofagica tardia. Barra:
0.4 um (Eskelinen, 2005).

Los principales inductores de autofagia en una célula son (Kanninen et al, 2013):
- Suplemento inadecuado de nutrientes y/o energia.

- Estrés metabdlico.

- Hipoxia

- Insuficiencia en insulina o en factores de crecimiento.



- Componentes celulares implicados en la induccion de apoptosis (como Especies

Reactivas de Oxigeno, ROS).

El principal regulador de este proceso en células de mamifero es una serina/treonina
gquinasa llamada mTOR (diana de rapamicina en células de mamifero), constituida por dos
complejos multiproteicos: mTORC1 (regula sintesis de lipidos y proteinas) y mTORC2
(regula la organizacion del citoesqueleto). mTOR controla la disponibilidad de nutrientes y

energia celular.

Una disminucion en alguno de los inductores de autofagia arriba mencionados
provoca el aumento intracelular del ratio AMP/ATP, y esta es la sefial para que la AMPK (5°-
AMP-proteinkinasa activada) fosforile y active TsC2 (tuberina), que provoca una disminucion
en la funcibn de mTOR vy por tanto el comienzo de la autofagia, con la sintesis y activacion
de proteinas Atg, LC3 y Beclin 1 (FIGURA 10), que se unen a la membrana externa del

fagoforo y actian para cerrarlo completamente (Eskelinen, 2005; Noda et al., 2009).
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FIGURA 10. Modulacion de la autofagia mediada por mTOR. (Kanninen et al., 2013).

La segunda ruta relacionada con mTOR es la mediada por la enzima Fosfatidil

Inositol 3 kinasa (PI3K-Akt-mTOR), que se activa ante la presencia de insulina y factores



de crecimiento, los cuales favorecen la proliferacon y crecimiento celular. Una segunda
proteinkinasa llamada Akt (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 Akt) inhibe
entonces la proteina TsC2 (tuberina), que resulta en la activacién de MTORC1 y la inhibicion

de la autofagia.

La biogénesis y unién del autofagosoma con otras estructuras también esti
regulados por el complejo HOPS (Eskelinen, 2005; Noda et al., 2009; Wada, 2013). A los
genes que actuan en la codificacion de proteinas para formar el autofagosoma se les

conoce como Genes ATG (Autophagy Related Genes) (Lee et al, 2011).

El proceso de maduracién del fagosoma es muy similar al del endosoma: hay un
intercambio progresivo entre RAB-5 y RAB-7 y las proteinas SNARE son las encargadas

principales de la fusién entre membranas.

Cuando el fagosoma se fusiona con el lisosoma (fagolisosoma), el pH citosélico
disminuye aun mas, provocando la activacion de las hidrolasas acidas que contiene y

finalizando los procesos metabdlicos.
1.6.2.1- ALTERACIONES EN AUTOFAGIA.

Los fallos en activacion, ensamblaje y funcion de la ruta autofagica estan implicados
en un amplio espectro de enfermedades, entre las que se encuentran cardiopatias,

enfermedades degenerativas, autoinmunes y cancer.

Para las diferentes patologias asociadas a alteraciones en la formacién de la
membrana nuclear, los procesos autofagicos son fundamentales para degradar los
componentes deficientemente formados. Los autofagosomas de estas células presentan
diferentes tamafios, siendo a veces de mayor diametro que el ndcleo (5-10 um). Estas
vacuolas gigantes son relativamente raras en autofagia inducida por “hambre celular”, y se
postula que se deben a que el tamafio de las moléculas a ingerir es grande (Park et al.,
2009). Se han encontrado autofagosomas conteniendo material nuclear en células no
cultivadas, por lo que es un mecanismo no asociado solamente a enfermedades de este
tipo. Si se produce una inhibicion de los procesos autofagicos la viabilidad de la célula

disminuye, debido probablemente al aumento en anomalias nucleares.

Al igual que en la endocitosis, cuando se utilizan sustancias que inhiben la
maduraciéon de los fagosomas, se produce una acumulacién de vacuolas en diferentes
estadios madurativos, debido fundamentalmente a la interrupciébn en la fusion de sus

membranas o a la alteracion de su funcionalidad (Eskelinen, 2005).

1.6.2.2- AUTOFAGIA Y REPRODUCCION.



Estudios realizados con ratones muestran que tanto la autofagia como la apoptosis
estan implicados en la muerte celular (Gawriluk etal., 2011) y que la primera parece
constituir un mecanismo de supervivencia que mantiene la dotacion de los foliculos
primordiales en reposo a lo largo de la vida reproductiva de la mujer, mediante la regulacion
de la actividad de mTORC1 (Kanninen et al., 2013). Se sabe que durante el desarrollo
ovarico en neonatos, en experimentos realizados en ratdn, el incremento de la actividad
autofagica mediante la supresion de algunos de los factores implicados en la ruta de
inhibicion de mTOR, resulta en la formacién de ovarios con menor niumero de células

germinales, provocando infertilidad.

Podemos decir por tanto, que la autofagia esta implicada en la supervivencia de las
células primordiales germinales en el periodo prenatal y también en la reduccién gradual de

los foliculos primordiales desde el nacimiento a la edad adulta en ratén (Lim & Song, 2014).

Teniendo en cuenta los resultados de los diferentes trabajos publicados, hay una
modulacion de los procesos de autofagia en funcién del estadio ovocitario y embrionario.
Asi, estudios realizados in vivo en ovocitos y embriones procedentes de ratonas
transgénicas para un marcador de autofagia, el GFP-LC3 (Green Fluorescence Protein-
LC3), apareadas con ratones no mutados, muestran que no hay presencia de LC3 en
ovocitos MIl (y por lo tanto no autofagosomas), y muy poca en aquellos no fecundados. Sin
embargo, los cigotos si presentan abundante marcaje, lo que sugiere que la fecundacion es
responsable de la activacibn de la autofagia. Sin embargo, cuando se activa la
partenogénesis mediante estronio en ovocitos, la aparicion de LC3 sigue un patron similar al
de los ovocitos fecundados, lo que lleva a los autores a pensar que son las oscilaciones en
las concentraciones de Ca?' intracelular las que podrian activar el proceso en este momento
del desarrollo (Tsukamoto S1 et al, 2008). La autofagia comienza poco después de la
entrada del espermatozoide, y se postula que actla para eliminar algunas de sus organelas,
como las mitocondrias (Kanninen et al., 2013). De hecho, embriones carentes de RAB-7 en
C. Elegans transmiten mitocondrias de origen paterno y su mtDNA a la siguiente generacion,
demostrando que la autofagia esta implicada en estos procesos de degradacion en el cigoto
(Sato & Sato, 2013).

Estudios realizados en embriones de ratbn muestran una disminucién evidente en la
actividad de mTORCL1 desde ovocito Ml a cigoto, sugiriendo que esta podria ser la ruta que
activa la autofagia. Sin embargo, encuentran que la inhibicion quimica de mTORCL1 en
cigotos no implica un aumento en los procesos de autofagia, y su activacion no supone
tampoco un bloqueo de los mismos (Yamamoto et al, 2014), por lo que concluyen que existe

una ruta especifica de estimulacién de la autofagia en el caso de embriones tempranos, y



sugieren la modulada por la enzima PI3K. La inhibicion de esta enzima bloquea a su vez la
activacion de mTORCL1 y por tanto favorece los procesos autofagicos.
En cuanto al desarrollo embrionario, este abundante marcaje de LC3 se mantiene

hasta el estadio de 4 células (Lim & Song, 2014).

Durante el desarrollo embrionario posterior parece que hay un descenso gradual
en la transcripcién de genes relacionados con la autofagia que incluye los estadios de
moérula y blastocisto. De hecho, la expresion de mRNA Lc3 es elevada en cigoto, maxima
en estadio de 2-4 células y gradualmente decrece desde morula a blastocisto (Lee et al.,
2011). El porqué de esta disminucion entra dentro del campo de la especulacion. Se ha
sugerido que asi se evita la destruccion de factores nucleares, cruciales para el desarrollo
posterior, y que son liberados durante este periodo. Otra hipétesis que se maneja es que los
mecanismos inmunitarios que se ponen en marcha para evitar el rechazo del embrién
durante la implantacion puedan modular de alguna manera los procesos metabdlicos
(Kanninen et al., 2013).

Por otro lado, los embriones generados por ratones knockout para las proteinas que
forman los autofagosomas (Atg-5 y Beclin 1) se bloguean en el estadio de 4 a 8 células.
Parece ser que hay una disminucion en la sintesis de proteinas, que podria comprometer la
division celular (Tsukamoto et al, 2008) y una discapacidad de eliminar células apoptdéticas,
aumentando los niveles de Especies Reactivas de Oxigeno (ROS) intracelulares y
provocando por tanto la muerte celular (Kanninen et al., 2013).

A lo largo de estos afos, los protocolos de cultivo en los laboratorios de FIV han
evolucionado enormemente para procurar la mejor calidad embrionaria posible, y asi
garantizar unos buenos resultados en cuanto a gestacion y tasa de nifio en casa. Asi, los
medios de cultivo se suelen suplementar con antioxidantes para prevenir en lo posible el

estrés oxidativo. La adicion de inductores de autofagia podria actuar de la misma manera.

Tradicionalmente la autofagia se ha considerado una ruta destructiva de la célula.
Pero nuevas investigaciones, sin embargo, apuntan a que puede tener un papel “protector”,
ya que anomalias de este proceso se traducen en enfermedades. De hecho, es un
mecanismo de supervivencia importante durante tiempos cortos de “hambre” de la célula,
puesto que mediante la degradacion de algunos componentes no esenciales, obtiene
nutrientes para realizar las reacciones biosintéticas vitales. Sin embargo, procesos
autofagicos continuados en el tiempo conducen inevitablemente a la disminucion en la
viabilidad celular, por lo que hay un delicado equilibrio entre autofagia “constructiva” y

“destructiva”.



1.6.3- VACUOLAS EN REPRODUCCION.

En la préactica clinica de un laboratorio de FIV es relativamente habitual encontrar
vacuolas de mdultiples tamafios y en cualquier estadio embrionario. La introduccion de
sistemas de time-lapse ha permitido ademas verificar que se trata de un proceso dinamico,
puesto que hay vacuolas que aparecen y se mantienen en el tiempo, mientras que otras
desaparecen con la misma rapidez con la que se han formado. También se aprecian

procesos de fusion vacuolar a medida que avanza el desarrollo embrionario.

La mayoria de articulos cientificos publicados que estudian vacuolas en reproduccion
humana se refieren a los gametos. Por tanto es dificil conocer los mecanismos por los que
se originan y su repercusion real en el desarrollo embrionario e implantacion. En esta parte

del capitulo se revisa qué es lo que se sabe realmente de las vacuolas en reproduccion.
1.6.3.1- VACUOLAS EN ESPERMATOZOIDES.

En los dltimos afios, una nueva técnica de ICSI permite seleccionar
morfolégicamente los espermatozoides a microinyectar mediante la utilizacion del IMSI
(Intracytoplasmic Morphologically Selected Sperm Injection) (Bartoov et al 2001).
Brevemente, la utilizacién de un microscopio invertido equipado con 6ptica Normarski de alta
resoluciéon permite examinar las organelas de los espermatozoides mdviles a aumentos
superiores a 6000x, y de este modo microinyectar aquellos que sean morfolégicamente
correctos. Uno de los parametros que se tienen en cuenta a la hora de la selecciéon

espermatica es la ausencia de vacuolas (Boitrelle et al., 2013).
1.6.3.2- VACUOLAS EN OVOCITOS.

Los dismorfismos citoplasmaticos del ovocito ocurren en los diferentes estadios de
maduracién perovulatoria, y pueden aumentar de forma severa tras fecundacion o durante el
cultivo prolongado. La presencia de vacuolas en el ovocito es uno de los dismorfismos

citoplasmaticos mas estudiados.

Ya en 1972 Zamboni y colaboradores (Zamboni & Thompson, 1972) estudiaron la
morfologia del ovocito humano durante la maduracién “in vitro” de foliculos procedentes de
ovariectomias sufridas por diferentes desérdenes ginecolégicos. En la mayoria de ovocitos
analizados por microscopia electrénica, las organelas se distribuyen uniformemente a lo
largo del citoplasma, aunque algunas lo hacen preferentemente en la zona perinuclear o
subcortical. Asi, las mitocondrias son numerosas y uniformemente distribuidas, al igual que

los ribosomas, que aparecen en pequefios grupos. El RE esta bien desarrollado, en forma



de tubulos cortos o séculos irregulares, frecuentemente asociados a mitrocondrias. El AG se
encuentra confinado a las zonas perinucleares, mientras que los granulos corticales se
localizan casi exclusivamente en la superficie celular. En ovocitos maduros son muy

abundantes y se disponen en varias capas.

Aquellos ovocitos que no completan la divisibn meidtica presentan un patron de
degeneracion donde es caracteristica la aparicién de vacuolas. Pueden ser abundantes y
pequefias o0 escasas y grandes, llegando a alcanzar frecuentemente el tamafio del nucleo.
Estas grandes vacuolas, segun el autor, estan vacias de contenido y limitadas por una
membana con pocas Yy rudimentarias microvellosidades, y se suelen localizar en el
ooplasma subcortical, liberando en ocasiones su contenido en el espacio perivitelino. El
citoplasma de estos ovocitos vacuolados contiene grandes formaciones limitadas por una

simple membrana con remanentes de organelas degeneradas. (FIGURA 11).

FIGURA 11. Vacuolas en ovocitos. V: Vacuolas (x17500). (Zamboni, L; Thompson,
1972).

Afios mas tarde, estudios microscépicos asocian el fallo de fecundacion de FIV
convencional con alteraciones en la estructura celular y organizacion citoplasmatica de los
ovocitos (Van Blerkom, 1990). Ente un 10 y un 15% de ovocitos Ml presentan, entre otras,
una concentracion masiva de tubulos y vesiculas procedentes presumiblemente del Reticulo
Endoplasmético Liso (REL), y una rapida internalizacion de fluido perivitelino mediante un
proceso aberrante de endocitosis.



El andlisis citogenético de aproximadamente 500 ovocitos MIl (Van Blerkom & Henry,
1992) con algun dismorfismo citoplasmatico, concluye que al menos la mitad de los ovocitos
gue lo presentan en fases tempranas de la maduracién meidtica son aneuploides y su tasa
de fallo de fecundacion con FIV convencional es alta. Sin embargo, cuando estos defectos
en el citoplasma aparecen a partir de Metafase | la tasa de anormales se equipara a la de
los ovocitos MII sin dismorfismos (aproximadamente un 15%), al igual que el porcentaje de
fecundacion con FIV. Sin embargo, en estos casos hay un mayor bloqueo de desarrollo
embrionario. Esta diferencia en frecuencia de aneuploidias se podria explicar porque las

alteraciones citoplasmaticas ocurren tras la formacién del huso metafasico.

También se aprecia la aparicibn de numerosas vacuolas endociticas durante
estadios tardios de maduracién, en particular durante el tiempo de extrusién del primer CP
(Van Blerkom & Henry, 1992).

Por otro lado, se ha demostrado que la tasa de aneuploidias varia en funcion del tipo
de alteracién citoplasmatica (Van Blerkom & Henry, 1992). En el caso de ovocitos
vacuolados oscila entre un 3% y un 10%, al igual que en ovocitos sin dismorfismos. No
parece por tanto que la presencia de vacuolas esté relacionada con una mayor aneuploidia
en ovocitos, puesto que ademas el porcentaje de anomalias genéticas en el grupo de
ovocitos dismorficos estad alrededor del 30%. Sin embargo, la presencia de abundantes
vacuolas hace que la tasa de bloqueo en cigoto sea elevada, debido probablemente a un
fallo en establecer el plano de division adecuado o la discapacidad del citoplasma a
completar la citocinesis. Los mismos autores sefialan que el escaso niumero de ovocitos con
esta caracteristica (n=35) hace que las conclusiones a las que llegan sean algo
especulativas.

Estos datos sugieren que tanto la maduracién cromosémica como citoplasmética del
ovocito humano, aunque se solapa en el tiempo, no tiene porqué ser dependiente una de
otra, y que la formacion del huso meidtico ocurre en presencia de un citoplasma anémalo,
aunque en funcion del tipo y severidad del dismorfismo si puede haber consecuencias en la
estructura o estabilidad del mismo, originando asociaciones incompletas de los

cromosomas, y por tanto un mayor riesgo de aneuploidias.

Sin embargo, para aquellos ovocitos con citoplasma vesiculado en exceso las
anomalias aumentan a un 29-32% (FIGURA 12). Segun estos autores, la presencia o no de
dismorfismos ovocitarios es independiente del tipo de estimulacion ovarica utilizada (Van
Blerkom & Henry, 1992).



FIGURA 12. Ovocito vacuolado y vesiculado en exceso (Fotografias tomadas en VI
Zaragoza).

Numerosos articulos se han publicado estudiando la correlaciéon entre fecundacion,
desarrollo embrionario e implantacion de ovocitos con dismorfismos ovocitarios,
especialmente desde la aparicibn de la microinyeccién intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI), que podria de alguna manera minimizar el riesgo de fallo de
fecundacion en ovocitos dismorficos que se ha reportado con FIV convencional. Sin
embargo, no hay muchos que hablen exclusivamente de vacuolas, y cuando lo hacen no
especifican si se trata de una sola vacuola o varias, ni del tamafio de las mismas. De hecho,
el porcentaje de ovocitos vacuolados varia de unos articulos a otros, desde un 12,4%
(Alikani et al., 1995) hasta un 2% (Loutradis et al., 1999).

Los resultados obtenidos en cuanto a tasa de fecundacibn son también
controvertidos: mientras unos no encuentran diferencias cuando se comparan con ovocitos
citoplasméticamente normales (Alikani et al., 1995; De Sutter, Dozortsev, Qian, & Dhont,
1996), otros si (Rienzi et al., 2008; Rienzi, Vajta, & Ubaldi, 2011). En cuanto a la medicion
del tamafio de las vacuolas, se ha observado que cuando el diametro de la vacuola en el

ovocito supera los 14 pum de diametro, la fecundacion no ocurre (Ebner et al., 2005).

Los zigotos procedentes de FIV muestran significativamente menos vacuolas que los
de ICSI (5.3% vs 11.6%, p<0.01), aunque éstas no desaparecen durante el desarrollo
posterior, mientras que el 28,6% de vacuolas detectadas en ovocitos de ICSI si lo hacen.
Ese fendbmeno se atribuye a la creacion de “vacuolas artificiales” derivadas de la propia

técnica de ICSI, debido a la introduccién de mas PVP de la cuenta (Ebner et al., 2005).

Lo mismo ocurre cuando se trata de evaluar la calidad embrionaria de ovocitos
vacuolados: hay articulos que establecen que la calidad embrionaria disminuye (Alikani
et al., 1995; Rienzi et al.,, 2011) mientras que otros sostienen que no hay diferencias con



respecto a ovocitos normales (De Sutter et al., 1996; Loutradis et al., 1999; Rienzi et al.,
2008).

En cuanto a las tasas de gestacion e implantacion, parece ser que hay una tendencia
a que ovocitos dismorficos presentan tasas de gestacion menores (20.8% vs 45.9% (Alikani
etal.,, 1995) y mayor riesgo de aborto bioquimico y saco vacio. También Loutradis y
colaboradores (Loutradis et al., 1999) encuentran menores tasas de gestacion en ovocitos
donde se combina la presencia de mdltiples vacuolas, debris en el espacio perivitelino y
citoplasma oscuro (5.5% vs 29.4%). Pero ningun articulo relaciona exclusivamente

gestaciéon con vacuolas.

Por lo general, la presencia de ovocitos con una o varias vacuolas en una misma
cohorte embrionaria es ocasional. Sin embargo, hay casos descritos donde esta anomalia
es habitual en una paciente determinada. Fancsovits describe el caso de una pareja
diagnosticada de oligoastenoteratozoospermia severa y obstruccion tubarica unilateral que
se sometid a 5 ciclos de FIV/ICSI durante 2,5 afios (Fancsovits et al, 2011). Se utilizaron
protocolos largos de estimulacién con Decapeptyl como agonista de la GnRH y FSH
recombinante, obteniendo un total de 42 ovocitos, de los cuales el 32 fueron MIl. 26
presentaron al menos una vacuola central, con un didmetro medio de 52.2 um (rango 29,2-
61um). Ademas de esta alteracion citoplasmatica, en muchos ovocitos el primer CP era
alargado o fragmentado y la zona pelucida inusualmente delgada. La tasa de fecundacion
global fue solamente de un 22% y la calidad embrionaria bastante pobre, pero en los 5 ciclos
hubo al menos un embrién para transferir (FIGURA 13). En el ultimo ciclo se consiguié una
gestacion, que resulté en un nacido vivo con doble rifidn y uréter izquierdo solucionado al

afio mediante cirugia.
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FIGURA 13. Fancsovits et al, 2011. Fotografias de la cohorte ovocitaria. v: Vacuola;

mv: multiples vacuolas; 2PN: 2 Pronucleos; 1 PN: 1 Prondcleo;
1.6.3.2.1- VITRIFICACION DE OVOCITOS.

La vitrificacién de ovocitos se ha incorporado recientemente a los protocolos de
FIV. Para demostrar la viabilidad de esta técnica, varios trabajos han comparado la
morfologia de ovocitos frescos y vitrificados por ME. Los pardmetros que se evallan
habitualmente son, entre otros, la aparicion o no de vacuolas como marcador de viabilidad.
La presencia de vacuolas mayores de 1.5 um en ovocitos frescos es poco frecuente, y estan
delimitadas por una membrana continua (Palmerini et al., 2014). Sin embargo, se han
encontrado hasta en un 70% de ovocitos vitrificados, frecuentemente en el area cortical,
siendo su membrana discontinua. Estas vacuolas estdn asociadas generalmente a
alteraciones en microvellosidades y Granulos Corticales (GC), y raramente a agregados a
Mitocondria-REL en el mismo ovocito (FIGURA 14). De hecho, se encuentran formaciones
rodeadas de GC y con microvellosidades en su membrana interna. Otros articulos sin
embargo reportan la aparicion de abundantes vacuolas asociadas a REL en ovocitos y
zigotos vitrificados (Isachenko et al., 2003; Khalili et al., 2012).



FIGURA 14. Vacuolas en ovocitos vitrificados (Palmerini et al., 2014). V:vacuolas;

CG: granulos corticales; m: microvellosidades.
1.6.3.3- VACUOLAS EN EMBRIONES.

La ultraestructura propia de embriones se ha estudiado en varios modelos animales.
Asi, en moérulas y blastocistos ovinos obtenidos “in vivo”, se observa que, al igual que en
ovocitos, las mitocondrias estan asociadas frecuentemente a REL (Bettencourt et al., 2014).
En el estadio de mérula se encuentran abundantes vacuolas de hasta 1,5 um situadas tanto
en la zona perinuclear del AG, como en la region cortical, también relacionadas con REL. Y
engloban en su interior estructuras citosoélicas heterogéneas, puesto que su labil membrana
les permite fusionarse para “fagocitar” mitocondrias y pequefias gotas de lipidos, formando
vacuolas mas grandes de hasta 4.5 um que mayoritariamente contienen grasas. Vacuolas
secretoras inmaduras son enviadas por exocitosis al Espacio Perivitelino (EP) de la mérula,
mientras que vacuolas maduras aparecen solamente en células del trofoectodermo, siendo
exocitadas al blastocele o cavidad. Estas observaciones sugieren que estas vacuolas
endoplasmicas se comportan como organelas autofagicas activas, colaborando
probablemente en el proceso de maduracion de la mérula compacta al blastocisto.



Parece ser que la aparicién de vacuolas esta relacionada también con procesos de
degeneracion celular. Estudios realizados con embriones de rata muestran que los
embriones blogueados no tienen definida su membrana nuclear, contienen pequefas

mitocondrias y vacuolas autofagicas analizadas por ME (Agca & Agca, 2014).

El trabajo mas interesante encontrado en bibliografia acerca de vacuolas en
embriones humanos se publicé en el afilo 2005 (Ebner et al, 2005). Se trata de un estudio
prospectivo de 223 ciclos de FIV e ICSI con ovocitos propios, donde se analiza la influencia
de la presencia de vacuolas a lo largo de todo el desarrollo embrionario. Los embriones
vacuolados no se transfieren, por lo que no se estudia su relacibn con gestacion ni
implantacién. Un total de 36,6% de pacientes mostraron al menos un ovocito/embrién
vacuolado en alguno de sus estadios. Curiosamente, de 17 pacientes que se sometieron a
dos tratamientos de FIV, solamente 3 mostraron esta anomalia citoplasmatica de forma
recurrente. La aparicion de vacuolas no se relaciona con las caracteristicas de los pacientes
(edad, n° ciclos previos, FSH basal, seminograma, niveles de Estradiol...) ni con el tipo de
estimulacion empleado (agonista o antagonista). El 32,2% de los embriones de ICSI
vacuolados alcanzaron el estadio de blastocisto, frente a un 53% en embriones no

vacuolados (p<0,001).

Cuando estos autores estudian el desarrollo embrionario, se observa que en Dia +4
de desarrollo hay un aumento significativo en vacuolizacion espontanea comparada con D+3
(aproximadamente un 2%), tanto para ovocitos de FIV (8.5%, p=0.005) como de ICSI
(10.9%, p<0.001) Esta vacuolizacion en D+4 esta ademas directamente relacionado con la
capacidad del embrion de alcanzar el estadio de blastocisto (p=0,0001). Las vacuolas en

este estadio tienden a ser menores en numero pero mayores en tamafio.

Analizando ademas la localizacién de las vacuolas en los blastocistos (n=36), hay
una tendencia estadisticamente significativa a situarse en el trofoectodermo antes que en la
masa celular interna (47,2% vs 22,2%, p=0,011). Incluso en un 30% de los mismos, las
vacuolas no son detectables o estan situadas en células excluidas, que no forman parte del
blastocisto. Tedricamente, estos hechos podrian ser una estrategia para minimizar el

impacto de la vacuolizacion en la implantacion.

1.6.3.3.1- CLASIFICACION DE OVOCITOS Y EMBRIONES VACUOLADOS EN LA
PRACTICA CLINICA.

En estos ultimos afios se han publicado una serie de recomendaciones, tanto a nivel
nacional (Asociacion Espafiola de Biologos de la Reproduccion, ASEBIR) (Criterios ASEBIR

de Valoracion Morfolégica de Oocitos, Embriones Tempranos y Blastocistos Humanos |



Asebir, 2015) como Europeo (Balaban et al., 2011) para evaluar la presencia de vacuolas

en ovocitos y embriones.

Asi, ASEBIR establece que la presencia de vacuolas en ovocitos debe ser tenida en
cuenta como factor negativo a la hora de seleccionar embriones para transferir en caso de
observar la misma calidad embrionaria. ALPHA (Balaban et al., 2011) habla especialmente
de los ovocitos con REL visible, recomendando exhaustivamente no inseminarlos (Otsuki et
al, 2004). También recomienda anotar los ovocitos con vacuolas mayores de 14 um, que

tienen mayor posibilidad de dar lugar a un fallo de fecundacion.

En cuanto a la aparicion de vacuolas en embriones tempranos (D+2, D+3), ambas
asociaciones hablan de diferenciar entre vacuolas escasas y pequefias (5-10 pm de
diametro), rellenas de liquido transparente similar al contenido del espacio perivitelino, que
parece que no comprometen el desarrollo posterior, y de embriones con una extensiva

vacuolizacion, que puede dificultar la divisién espacial (Prados et al, 2012). (FIGURA 15).

Respecto al desarrollo embrionario en D+4, ASEBIR establece que una elevada

vacuolizacion se clasifica como tipo D.
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FIGURA 15. Criterio ASEBIR de clasificacién de vacuolas en embriones tempranos.



1.6.4- RESUMEN.

La presencia de vacuolas en ovocitos y embriones es relativamente frecuente en los
ciclos de R.A, y si bien se acepta que es una caracteristica negativa en general, poco se
sabe realmente acerca de su repercusion en la formacién de blastocisto e implantacion.
Muchos de los trabajos publicados hablan de vacuolas sin definir nUmero ni tamafio, y se
suelen incluir en un apartado inespecifico de “inclusiones citoplasméticas”. En las ultimas
recomendaciones de las sociedades cientificas, sin embargo, ya se habla de diferenciar

entre tamafio vacuolar y nimero de células vacuoladas, a la hora de clasificar el embrion.

Gracias a los sistemas de video-time lapse, se ha podido comprobar ademas que la
formacion de vacuolas es un proceso dinamico en el tiempo, que aparece y desaparece o se
agrava con la formacion de nuevas vacuolas, y que dependiendo del nimero y tamafio la

repercusion en la consecucién de embarazo posiblemente varia.

Sin embargo, poco o nada se sabe de por qué se forman las vacuolas en zigotos y
embriones. En este capitulo se ha explicado que estan implicadas en las rutas de transporte
y digestién celular, y se ha revisado especialmente su formacién y maduracién en la
endocitosis mediada por receptor y la autofagia, dos procesos fundamentales que aseguran
la viabilidad de la célula. Se diria de hecho que son complementarios, puesto la endocitosis
funciona en presencia de nutrientes, mientras que la autofagia se activa en tiempos de
carencia de alimento. El tamafio de estas vacuolas suele ser de aproximadamente 1 um de
didmetro en mamifero, segun los articulos publicados, y podrian corresponder a las
vesiculas que se observan en el citoplasma de algunos ovocitos y embriones, y que a veces
se van fusionando a medida que el embrion se divide. Una disfuncién en cualquiera de estas
dos rutas, sin embargo, provoca a veces la alteracién en la formacion y tamafio de las
vacuolas, que pueden aumentar su diametro de forma anémala. También la digestién de
grandes moléculas, como membranas nucleares, hace que el tamafio del fagosoma sea

necesariamente mayor.

La relacion entre estos procesos y las células reproductoras también se ha
estudiado, fundamentalmente en modelos animales (FIGURA 16). Parece ser que actian de
forma activa tras la fecundacion, para, por un lado, proveer de nutrientes necesarios al
cigoto en su importante transformacién hacia embrién, y por otro eliminar organulos no
necesarios para su evolucion. La inhibicién y/o supresion a nivel génico, lipidico y proteico
de endocitosis y autofagia conduce a bloqueo embrionario en embriones y a disminucién en
el numero de células de los blastocistos. La endocitosis aumenta en las células del
trofoectodermo de los blastocistos y en estadios tempranos de gastrulacion, para conseguir

los nutrientes necesarios en estas etapas.



Por tanto, la aparicién de vacuolas de tamafio anémalo puede ser una respuesta

ante situaciones de estrés, o incluso estar relacionada con procesos de apoptosis celular.
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FIGURA 16. Endocitosis y reproduccion (Lim & Song, 2014).
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2- HIPOTESIS.

La clasificacion embrionaria es una herramienta fundamental en la practica habitual
de los laboratorios de FIV. A lo largo de los afios numerosos estudios se han publicado
evaluando las caracteristicas morfologicas de los embriones en cada uno de sus estadios de
desarrollo; gracias a estos trabajos se ha podido llegar a un cierto consenso acerca de lo
gue se define como embrion de calidad 6ptima, con méaximas probabilidades de implantar
(Balaban et al. 2011; Criterios ASEBIR de Valoracion Morfoldgica de Oocitos, Embriones

Tempranos y Blastocistos Humanos | Asebir 2015).

La aparicion de los sistemas de video-time lapse ha supuesto la union de la
morfologia con la cinética, en una nueva valoracién morfocinética de los embriones. En
funcién de los nuevos parametros hallados, se han propuesto otros modelos de seleccidon
embrionaria (Meseguer et al. 2011; Wong et al. 2010) cuyo objetivo principal es, de nuevo,
seleccionar el mejor embrién para transferir. Uno de los equipos incorporado a los
laboratorios de FIV con este nuevo sistema es el Embryoscope™ (Unisense Fertilitech,

Dinamarca), y es el que se ha utilizado para realizar el presente trabajo.

Esta nueva visién dinamica del desarrollo embrionario ha abierto nuevas puertas a la
investigacion de otras caracteristicas que hasta el momento no se habian podido medir

adecuadamente y cuyo papel en la evolucion del embridén no es del todo conocido.

El trabajo que se presenta pretende evaluar dos de estos aspectos:

1- CONTRACCION DEL BLASTOCISTO. Se sabe que la eclosion del embrion de
diferentes especies animales pasa por una serie de contracciones y re-expansiones para
intentar romper la zona pellcida, y que contracciones de mas del 50% del volumen
embrionario afectan a la calidad embrionaria y a la eclosion (Lewis y Gregory 1929; Niimura
2003). Gracias a los sistemas de video time-lapse se sabe que en la especie humana no

todos los blastocistos se contraen para hacer hatching.

La hipotesis que se plantea en este trabajo es que la contraccion de los
blastocistos en los ciclos de FIV puede afectar a la calidad embrionaria y a la

implantacion.



2- APARICION DE VACUOLAS. Otro fendbmeno que se ha observado en los ciclos
de FIV cuyos ovocitos y embriones se han cultivado en Embryoscope, es la aparicion de
vacuolas de forma espontanea. Las diferentes clasificaciones embrionarias han valorado
negativamente la presencia de estas formaciones (Balaban et al. 2011; Criterios ASEBIR de
Valoracién Morfolégica de Oocitos, Embriones Tempranos y Blastocistos Humanos | Asebir
2015), aunque su repercusion exacta no esta definida del todo, puesto que empiricamente
se ha visto que se trata de un fendmeno dinamico, que puede mejorar o0 empeorar a lo largo
del tiempo de cultivo. Es decir, no se ha determinado de forma cuantitativa como afecta la
presencia de vacuolas al desarrollo embrionario y a la implantacion, ni tampoco si influye de
la misma manera en funcién del tiempo de aparicion, el nimero de células afectadas o su

tamano.

La hipotesis que se plantea en este trabajo es que la aparicidon de vacuolas a lo
largo del cultivo embrionario de los ciclos de FIV puede afectar al desarrollo de los
embriones, asi como a su calidad y a las posibilidades de implantacién, y que esta
afectacién puede estar modulada por el tiempo/estadio en el que aparecen, el nUmero

de células vacuoladas en el embrién y el propio tamafio de las vacuolas.
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3. OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo se ha centrado en evaluar el efecto de la

contraccion de los blastocistos y de la aparicién de vacuolas sobre la calidad embrionaria y

la implantacion.

Los objetivos especificos han sido:

1- CONTRACCION DEL BLASTOCISTO:

YV V V V

Relacionar la contraccién del blastocisto con la implantacion.
Relacionar el tiempo de aparicion de las contracciones con la implantacion.
Relacionar la duracion de la contraccion con la implantacion.

Validar los resultados obtenidos con una segunda serie de datos.

2- APARICION DE VACUOLAS:

>

YV V VYV V

Evaluar la distribucién de la aparicién de vacuolas a lo largo del desarrollo
embrionario.

Relacionar la aparicién de vacuolas con calidad embrionaria.

Relacionar la aparicién de vacuolas con tasa de gestacion e implantacion.
Estudiar la presencia de vacuolas en el blastocisto

Evaluar la aparicién de vacuolas en el subgrupo de 62-100 h.
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EXPERIMENTAL.
4- MATERIAL Y METODOS.
4.1- DISENO EXPERIMENTAL.

Estudio retrospectivo realizado en 1VI Valencia, IVI Murcia e IVl Zaragoza. Todos los
procedimientos y protocolos fueron aprobados por la Junta de Revision Institucional, que
regula los andlisis de la base de datos y los procedimientos clinicos de FIV para la
investigacion en IVI. Este proyecto cumple también con la Ley Espafiola que regula las
tecnologias de Reproduccion Asistida (14/2006). Los datos presentados forman parte del
Proyecto 1404/VLC/014/YM aprobado por el CEIC (Comité ético de investigacion clinica)
con fecha de dictamen: 14 Julio 2014.

El disefio del estudio esta reflejado en la FIGURA 17. En una primera serie de datos
(SERIE 1) se evalud la relevancia clinica de las contracciones en los blastocistos. En una
segunda serie de pacientes de donacion de ovocitos, y bajo condiciones de cultivo
diferentes, se analizaron de nuevo las contracciones, para confirmar los resultados
obtenidos en la primera serie y se evalu6 ademas un nuevo factor dinamico: la apariciéon de

vacuolas en ovocitos y embriones (SERIE 2).
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SERIE 2:
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contraccion de blastocistos en
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FIGURA 17: Esquema de disefio de trabajo.



4.1.1- ESTIMULACION OVARICA DE PACIENTES Y DONANTES DE OVOCITOS

Las donantes de ovocitos de nuestro programa de donacién cumplen las siguientes
caracteristicas: 18 a 30 afos, ciclos menstruales normales (26 a 34 dias), IMC de 18-28
kg/m?, y ovarios y Utero de aspecto saludable, medidos por ecografia trans-vaginal. También
se les realiza andlisis genéticos para confirmar ausencia de anomalias en cariotipo y X-
Fragil, y se estudia la historia familiar para excluir donantes con enfermedades hereditarias,

tal y como exige la Ley espaiiola (Garrido et al. 2002).

Los criterios clinicos de exclusién para donantes de ovocitos son: endometriosis

severa, IMC>30 kg/m2 y baja reserva ovarica sospechada por ecografia vaginal.

La estimulacién ovarica se realiz6 segun esta descrito previamente (Garcia-Velasco
et al. 2011). Haciendo un breve resumen, tanto las donantes como las pacientes tomaron la
pildora anticonceptiva (Microgynon 30, Organon, Espafia) entre 12 y 16 dias desde el dia 1
6 2 del ciclo previo de estimulacion. Cinco dias después de dejar las pastillas, comenzaron
la estimulacion con FSH recombinante (FSHr) (Puregon, Organon, Espafa; Gonal F,
Serono, Espafia), en un rango de administracién de dosis de entre un minimo de 150 a un
maximo de 225 Ul. El antagonista de GnRH (0.25 mg ganirelix, Orgalutran, Organon) se
comenzo6 a administrar diariamente desde el dia 5 6 6 tras la administracion de la FSHr. La
ovulacién fue desencadenada mediante la introduccién de un agonista de la GnRH (2
ampollas de triptorelina, Decapeptyl, IpsenPharma, Espafia en el caso de donantes y Hcg,
Ovitrelle, Serono, Espafia para pacientes), cuando al menos dos de los foliculos alcanzaron

el tamafio de 18 mm.

4.1.2- PREPARACION ENDOMETRIAL DE PACIENTES Y RECEPTORAS DE
OVOCITOS.

Como soporte de fase lutea se administraron 200 mg de progesterona vaginal
micronizada (Profeffik, EFFIK) cada 12 h. a pacientes y 400 mg cada 12 h. a receptoras de

ovocitos.
4.1.3- ASPIRACION FOLICULAR E ICSI

La aspiracion transvaginal de los ovocitos fue realizada 36 h. después de la
administracion del agonista de la GnRH o de la hCG. Los ovocitos recuperados fueron
lavados en HEPES (LifeGlobal, Canad4) e incubados en medio de fecundacién COOK
(COOK™, Sydney, Australia) a 37°C, 5,5% CO2y 21% O2 para la SERIE 1 y GLOBAL (Life
Global, Canada) a 37°C, 5,0% CO2 y 5% O2 para la SERIE 2, durante 3-4 horas. Tras este



tiempo se procedid a la decumulacién de las células de la granulosa mediante pipeteo

mecénico en Hialuronidasa (40mUl/ml) (LifeGlobal, Canadd).

La microinyeccién intracitoplasmética (ICSI) se realiz6 inmediatamente después en
todos los ovocitos metafase Il (MIl) en un microscopio invertido a 400 aumentos y en medio
HEPES (LifeGlobal, Canadd).

4.1.4- CRIOPRESERVACION DE OVOCITOS.

La técnica de criopreservacion ovocitaria utilizada fue la desarrollada por Kuwayama
en 2005 (Kuwayama et al. 2005). Los ovocitos fueron decumulados vy vitrificados 2 horas
después de la hora de la administracién del agonista de la GnRH. La ICSI se realiz6 a las 2

horas de la desvitrificacion.
4.1.5- PREPARACION DE LAS MUESTRAS SEMINALES.

Las muestras se recogieron con un tiempo de abstinencia recomendado de un
méaximo de 2-4 dias. Tras 20-30 min a temperatura ambiente, se realiz6 un contaje de
concentracién y movilidad y se procesaron mediante gradientes de densidad o swim-up

(LifeGlobal, Canad4a). Los capacitados resultantes se utilizaron para la ICSI.
4.1.6- CULTIVO EMBRIONARIO

Una vez microinyectados, los ovocitos se colocaron en las placas disefiadas para el
Embryoscope (Embryoslide, Vitrolife, EMB), preparadas con 25 ul de medio por pocillo,
cubiertas con 1,4 ml de aceite mineral (COOK™, Sydney, Australia en la SERIE 1 y Life
Global, Canadéa en la SERIE 2), pre-equilibradas (4 horas minimo) y se cultivaron durante 5-

6 dias en Embryoscope ™ (Unisense Fertilitech, Dinamarca).

SERIE 1: Cultivo secuencial: Medio Cleavage (COOK™, Sydney, Australia) hasta
D+3 de desarrollo y medio CCM™ (VITROLIFE, Gothenburg, Sweden) hasta D+5/+6. Las
condiciones de incubacion fueron: 37°C, 5,5% CO2 y 21% de O2.

SERIE 2: Cultivo continuo en medio GLOBAL (LifeGlobal, Canada). Las condiciones
de incubacion fueron: 37°C, 5,0% CO2 y 5% O2.

La fecundacion fue evaluada entre las 17-19 h. post ICSI. La division de los
embriones resultantes se se revisO a las 44 + 1y 68+ 1 h. para D+2 y D+3 de desarrollo,
entre 117-119 h para D+5 y entre 138-140 h para D+6. Se consideré como tiempo cero (to)

el tiempo medio de microinyeccion de los ovocitos en cada procedimiento.



4.1.7- TRANSFERENCIA EMBRIONARIA Y EVALUACION DE GESTACION.

Las transferencias se realizaron en D+5 (120-122 horas post-ICSI) o D+6 (144-146h
post ICSI). El resto de blastocistos clasificados como viables se vitrificaron el mismo dia de

la transferencia.

La gestacion fue confirmada a los 13 dias post-inseminacion y la implantacion a las 7
semanas, mediante la visualizacion de los sacos gestacionales con latido cardiaco por

ecografia de ultrasonidos.

Para el andlisis estadistico de la implantacibn embrionaria, se tuvieron en cuenta
solamente los embriones KID (KID, Known Implantation Data, o implantacion conocida). Es
decir, aquellos ciclos donde el nimero de sacos fue igual que el nimero de embriones

transferidos, o donde ninguno de ellos implantd.

4.1.8- 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 15 minutos, a una resolucion de 1000 x 1000 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 (EmbryoViewer™ Workstation, Unisense Fertilitech A/S, Aarhus,

Dinamarca).

4.1.8.1- PARAMETROS MORFOLOGICOS.

Los embriones fueron clasificados morfol6gicamente 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 cohesién entre las células.

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
Valoracién Morfoldgica de Oacitos, Embriones Tempranos y Blastocistos Humanos | Asebir
2015).

Se valoraron 3 aspectos fundamentales:



4.1.8.1.1- GRADO DE EXPANSION:

» Blastocisto Temprano (BT): El embrién comienza a formar una cavidad
incipiente.

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

» Blastocisto Expandido (BE): El embrion aumenta de tamafio y ZP se
afina.

» Blastocisto eclosionando o haciendo Hatching (BHi): ElI embrién
“rompe” la ZP y comienza a salir.

» Blastocisto eclosionado o Hatched (BH): ElI embrién ha salido

completamente de la ZP.

4.1.8.1.2- CLASIFICACION MORFOLOGICA DEL TROFOECTODERMO: En funcion

del nimero y aspecto de las células el TF se cataloga en A (mejor calidad), B, C y D (peor

calidad).

4.1.8.1.3- CLASIFICACION MORFOLOGICA DE LA MASA CELULAR INTERNA: En
funcién del tamafio, compactaciéon 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 clasificacion del blastocisto. Se

consideraron embriones de buena calidad los BE, BHiy BH tipo Ay B.

4.1.8.2- PARAMETROS CINETICOS.

En cuanto a los parametros cinéticos, se anotaron:

YV V V V

Extrusion del 2° CP.

Aparicion y desaparicion de los PN.

Tiempos de division de cada mitosis (t2, t3, t4, t5, t6, t, t8, t9+)

Tiempo de compactacion de moérula (tMC), 0 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 embriéon ha

aumentado de tamafio y la ZP est4 adelgazada.



» Tiempo de Blastocisto Hatching (tBHi) o momento en el que el embrién
comienza a salir.
» Tiempo de Blastocisto Hatched (tBH) o tiempo en el que el embrion ha

eclosionado.
4.1.9- SELECCION DE LOS EMBRIONES A TRANSFERIR.

La seleccion de los embriones a transferir se realizé en base a su morfocinética,
segun el algoritmo desarrollado por Meseguer en 2011 (Meseguer et al. 2011). En un primer
proceso se pre-seleccionaron los blastocistos de mejor calidad morfologica (A, B, C, D). En
un segundo paso, se excluyeron de este grupo los 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 multinucleacién 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) (Chamayou et al. 2013; Dal Canto et al. 2012; Desai
et al. 2014; Hashimoto et al. 2012).

4.1.10- CRITERIOS DE EXCLUSION

Se excluyeron del estudio pacientes y receptoras con IMC>30 kg/m?, fallos repetidos
de implantacion, ciclos de PGS y sospecha de factor uterino comprometido (causas

genéticas, como X Fragil, miomas de gran tamafio...).

En cuanto a los embriones, se excluyeron aquellos que presentaron division directa
de cigoto a 3 células (t3-t2 <5), puesto que esta descrito que la probabilidad de que
alcancen el estadio de blastocisto e implanten es muy bajo (Rubio et al. 2012) y pueden

distorsionar los resultados.
4.2- EVALUACION DE LA CONTRACCION DE BLASTOCISTO.

Para poder medir las contracciones de los blastocistos se utilizaron las herramientas

de dibujo del software de analisis de imagen.

Se busc6 un sistema visual sencillo para identificar aquellas contracciones donde al
menos el 50% de la superficie del TF se separaba de la ZP. En el tiempo de la contraccion,
se marc6 primero el diametro del embridn con una recta, para definir el 50% de la superficie
del embrién que se tenia que separar como minimo de la ZP de forma visual. Después se
trazaron dos circunferencias que definieron la superficie del embrion contraido y la de la
zona interior de la ZP respectivamente, y permitian ver la proporcién de ZP que quedaba
libre tras la contraccion. Para el andlisis estadistico se tuvieron en cuenta las contracciones

mayores del 50% de la superficie de la ZP.
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FIGURA 18. Medicién de la contraccion de blastocitos.

FIGURA 20. Ejemplo 2 de medicion de la contraccion.



Se midié ademés el tiempo de apariciéon (Tinicio) y la duracién de cada contraccion
(Tfin-Tinicio). Duracién de contraccion: tiempo que necesita el TF para recuperar el contacto

integro con la ZP.
4.3- EVALUACION DE LAS VACUOLAS.

El tiempo de aparicion y presencia de vacuolas se registré desde el estadio de
ovocito a blastocisto (FIGURA 21). Se anotaron el numero de células vacuoladas, el nUmero
de vacuolas de cada célula y el diametro de la vacuola de mayor tamafio para los estadios
de:

- Ovocito

- Cigoto

- Embrion de 2 células

- Embrion de 4 células

- Embrion de 8 céulas

- Embrién de 9 o mas células (9+)
- MC

- Blastocisto

DRSS
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FIGURA 21. Medicidon de vacuolas.



Por otro lado, se anotd también la localizacion de las vacuolas en el

blastocisto (FIGURA 22):

- EnelTF
- Enla MCi

- En el blastocele

- Excluidas del blastocisto
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FIGURA 22. Localizacion de vacuolas en el blastocisto.

Vacuola excluida

Vacuola en Blastocele

Vacuolaen TF

Vacuola en MCi

FIGURA 23. Ejemplo de localizacion de vacuolas en el blastocisto.



4.4- SERIE 1: CONTRACCION DE BLASTOCISTO.

Se estudiaron 715 blastocistos transferidos procedentes de 460 transferencias de
ovocitos propios y donacién de évulos, realizados entre Julio de 2012 y Mayo de 2013 en las
clinicas IVI Valencia e IVI Murcia. De ellos, 139 presentaron al menos una contraccion

(19,4%), 8 dos contracciones y 2 blastocistos 3 contracciones (20,8% en total).

De los 715 blastocistos transferidos, 502 tuvieron implantacion conocida (embriones
KID); Se defini6 como Grupo de Contraccidon negativa (GC-, n= 408) a los embriones KID
gue no presentaron ninguna contraccion. Y Grupo de Contraccién Positiva (GC+, n=94) a

los que se contrajeron al menos una vez.

En la SERIE 1 de datos se compararon entre los dos grupos:

Caracteristicas descriptivas de las pacientes.

Parametros propios del ciclo.

Caracteristicas morfologicas de los embriones

Parametros cinéticos de division.

Tasas de gestacion e implantacion.

Regresion logistica de factores relacionados con implantacion.

En cuanto al grupo de embriones contraidos (GC+) se comparo:
- Duracion de la contraccion.
- Tiempo de inicio de la contraccion entre los embriones contraidos que

implantaron frente a los que no lo hicieron.

4.5- SERIE 2: VALIDACION DE LOS DATOS DE LA SERIE 1 EN CUANTO A
CONTRACCION DE BLASTOCISTOS. EVALUACION DE VACUOLAS.

Se estudiaron 340 transferencias realizadas en estadio de blastocisto procedentes
del programa de donacion de ovocitos de IVl Zaragoza, entre Octubre de 2011 y Diciembre
de 2014. Se analizaron 1354 embriones. Un total de 499 blastocistos fueron transferidos, de
los cuales 376 fueron KID.

4.5.1- VALIDACION DE DATOS DE CONTRACCION DE LA SERIE 1.

De los 1354 embriones analizados, el 23,8% presentdé al menos una contraccion
(n=323).



De los 499 blastocistos transferidos, el 25,1% present6 al menos una contraccion (n=
126). En este grupo, 93 blastocistos se contrajeron una vez (18.5%), 27 dos veces (5.3%) y

6 blastocistos se contrajeron en tres ocasiones (1.2%).
En la SERIE 2, 281 embriones KID se incluyeron en el GC- y 95 en el GC+.

Se compararon las tasas de implantacion, gestacion y nacido vivo de los embriones
KID entre blastocistos contraidos vs no contraidos, asi como la tasa de formacién de BHi.

Se analiz6é también el tiempo de inicio de la contraccién y la duracién de las mismas.
4.5.2- EVALUACION DE VACUOLAS.

Se estudiaron 1354 embriones, de los cuales 736 presentaron al menos una célula
vacuolada (54,3%).

En cuanto a los embriones KID, 223 de los 376 presentaron al menos una vacuola en

alguno de los estadios embrionarios.

Se analiz6:

Distribucion de la aparicion de vacuolas.

Evaluacion de la tasa de blastocisto.

Resultados clinicos de gestacion, implantacion y RNV.

Valoracion de las vacuolas en estadio de blastocisto

Evaluacion de los embriones vacuolados entre 62-100 h.

4.6- ANALISIS ESTADISTICO.

Se utilizaron andlisis de varianza (ANOVA) para buscar diferencias significativas en
los tiempos medios de los eventos embrionarios para embriones contraidos y no contraidos,

vacuolados y no vacuolados.

Los datos continuos fueron analizados utilizando test de t-student cuando se
compararon dos grupos de ANOVA seguidos del método de Bonferroni cuando se
consideraron grupos mudltiples. Las variables incluidas en este estudio siguieron una

distribucion normal. Para comparar datos categoricos se utilizé chi-cuadrado.

La implantacién de todos los embriones transferidos se ajustdé a una regresion

logistica con las siguientes covariantes:

. Contraccion de blastocisto (Si o NO), variable de clase, dos estados.



anos.

. Fuente de ovocitos (frescos o criopreservados), variable de clase, dos estados.
. Morfologia del blastocisto (6ptima o no), variable de clase, dos estados.
. Hatching del blastocisto (SI o NO), variable de clase, dos estados.

. Edad de la donante en el momento de la donacion, variable continua, medida en



RESULTADOS



5- RESULTADOS

5.1- SERIE 1. EVALUACION DE LA CONTRACCION DE BLASTOCISTO.

Las caracteristicas descriptivas de las pacientes que presentaron o no contraccién de

blastocitos en sus embriones transferidos se describen en la TABLA 4. Ninguno de los

pardmetros considerados mostré diferencias significativas entre los dos grupos estudiados,

excepto el tipo de ciclo en cuanto a la procedencia (ovocitos propios o donados).

TABLA 4.

CARACTERISTICAS DESCRIPTIVAS DE PACIENTES QUE

PRESENTARON AL MENOS UN BLASTOCISTO TRANSFERIDO CONTRAIDO FRENTE A
AQUELLAS QUE NO PRESENTARON CONTRACCION (N=460)

NO CONTRAIDOS CONTRAIDOS D
(n= 344) n= (116)

Edad pacientes y receptoras 37,9 (37,4-25,85) 38,6 (37,7-39,5) 0,264
Edad pacientes y donantes 29,4 (28,8-30,0) 28,4 (27,4-29,3) 0,071
IMC (kg/m?) 23,1 (22,7-23,5) 22,7 (21,8-23,5) 0,350
Protocolo de estimulacion ovarica
Antagonista GnRH (%) 48,9 (43,6-54,2) 44,0 (35,0-53,0) 0,166
Dosis total FSH 1528 (1432-1624) 1602 (1349-1855) 0,524
Duracién de la estimulacion (dias) 13,1 (12,6-13,7) 14,1 (13,1-15,0) 0,110
E2 dia de hCG (pg/ml) 1861 (1617-2105) 1536 (1231-1859) 0,204
Induccién de la ovulacion* (%)
rHCG 70,1 (68,2-72,5) 73,2 (69,6-76,6) 0,312
Agonista GnRH 29,6 (27,5-31,8) 26,8 (23,4-30,4)
Duracion de la infertilidad (afios) 3,1(2,8-3,4) 3,3(2,7-3,9) 0,453
Ciclos de donacidn de ovocitos (%) 51,9 (46,6-57,2) 71,6 (63,4-79,8) <0,001
Etiologia femenina (%) NS
Edad Materna 43,7 (41,1-46,2) 45,8 (44,5-47,1)
Baja respuesta/mala calidad ovocitaria 45,6 (43,0-48,2) 43,4 (42,1-44,7)
Endometriosis 6,6 (5,3-7,8) 5,7 (5,1-6,3)
Calidad espermética
Concentracién (mill/ml) 41,57 (37,87-45,26) 41,97 (35,54-49,90) 0,916
Motilidad espermatica, A+B (%) 35,58 (31,70-41,47) 29,29 (21,81-36,73) 0,111

* En ciclos estimulados con antagonista GnRH.

Nota: Valores expresados como media y Cl 95%. NS: No Significativo.



Los parametros del laboratorio de FIV se muestran en la TABLA 5. Solamente el
namero de embriones transferidos fue significativamente mas alto para las pacientes que

tuvieron al menos un embrion contraido por transfer.

TABLA 5. PARAMETROS PROPIOS DE LOS CICLOS DE FIV PARA PACIENTES
QUE PRESENTARON AL MENOS UN BLASTOCISTO TRANSFERIDO CONTRAIDO
FRENTE A AQUELLAS QUE NO PRESENTARON CONTRACCION (N=460).

NO CONTRAIDOS CONTRAIDOS

(n= 344) n=(116)

Ovocitos obtenidos (n) 12,7 (12,0-13,3) 13,0 (12,1-13,8) 0,664
Ovocitos MII (n) 10,3 (9,90-10,80) 10,6 (9,90-11,3) 0,581
Ovocitos vitrificados (%) 23,3 (21,1-25,40) 24,4 (23,3-25,5) 0,377
Embriones transferidos (n) 1,51 (1,45-1,57) 1,7 (1,61-1,78) 0,001

Embriones criopreservados (n) 3,6 (3,32-3,87) 3,3 (2,92-3,68) 0,254

Nota: Valores expresados como media y Cl 95%. NS: No Significativo.

En la TABLA 6 se reflejan los resultados de la comparacién de las caracteristicas
morfoldgicas del grupo de los blastocistos transferidos con o sin contracciones. Ambos
grupos fueron morfolégicamente comparables en D+2, D+3 y D+5 de desarrollo embrionario.
No se encontré relacion entre contraccion de blastocisto y evaluaciones morfoldgicas
estandar. Tampoco se encontraron diferencias en cuanto a la tasa de BHi en el grupo de

blastocistos contraidos frente al grupo de no contracciones.



TABLA 6. CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS DE LOS EMBRIONES QUE
PRESENTAN AL MENOS UNA CONTRACCION EN EL ESTADIO DE BLASTOCISTO
COMPARADOS CON AQUELLOS SIN CONTRACCION OBSERVADA (n= 715).

NO CONTRAIDOS CONTRAIDOS

(n=576 embriones) n= (139 embriones) P
Numero de células (D2) 3,9 (3,9-4,1) 4,0 (3,9-4,1) NS
Fragmentacion (D2) 4,9 (4,4-5,5) 4,7 (3,8-5,7) NS
% Embriones 6ptimos (D2) 74,1 (70,5-77,7) 84,2 (78,1-90,2) NS
NUumero de células (D3) 8,7 (8,3-9,1) 9,1(8,4-9,8) NS
Fragmentacion (D3) 5,5 (4,8-6,2) 5,3 (4,4-6,2) NS
% Embriones 6ptimos (D3) 80,9 (77,7-84,1) 83,3 (77,1-98,5) NS
% Blastocistos 6ptimos (D5) 71,7 (68,0-75,4) 77,8 (70,9-84,7) NS
% BHi (D5) 28,7 (25,0-32,4) 31,4 (23,7-39,1) NS

Nota: Valores expresados como media y Cl 95%. NS: No Significativo

La TABLA 7 describe la media de tiempos de divisién para cada grupo de pacientes.

Se encuentran diferencias significativas entre embriones con y sin contracciones para t2, t3,

t3, tM, y tB. Los embriones no contraidos fueron significativamente mas lentos que los

contraidos.

TABLA 7. PARAMETROS MORFOCINETICOS DE LOS GRUPOS DE ESTUDIO.

NO CONTRAIDOS
(n=576 embriones)

CONTRAIDOS

n= (139 embriones)

t2
t3
t4
t5
t6
t7
t8
tM
tB
tBHi

26,9 (26,2-27,3)
37,7 (36,9-38,5)
39,3 (38,5-40,0)
51,7 (50,3-53,0)
54,5 (53,3-55,8)
57,3 (55,8-58,7)
61,5 (59,5-63,4)
86,3 (84,3-88,4)

101,9 (99,8-101,0)
113,7 (111,9-115,5)

25,4 (24,7-26,1)
36,4 (35,6-37,3)
37,9 (36,9-38,9)
50,8 (49,2-52,5)
53,4 (51,7-55,0)
56,1 (54,2-58,1)
60,9 (58,2-63,3)
80,9 (78,3-83,4)
98,0 (95,7-100,2)

112,1 (108,2-116,1)

0,003
0,037
0,028
NS
NS
NS
NS
<0,001
0,013
NS

Nota: Valores expresados como media y Cl 95%. NS: No Significativo.



Los resultados de la TABLA 8 muestran una disminucién significativa en cuanto a la

tasa de implantacion cuando se comparan embriones contraidos frente a no contraidos.

TABLA 8. DATOS DE GESTACION E IMPLANTACION DE TRANSFERENCIAS CON
EMBRIONES CONTRAIDOS FRENTE A NO CONTRAIDOS.

NO CONTRAIDOS CONTRAIDOS

(n= 342) (n= 82) P
Tasa de implantacion (%) 48,5 (43,6-53,4) 35,1 (25,3-44,9) 0,019
408 KID 94 KID
Tasa de gestacion positiva (%) 66,9 (61,9-71,9) 61 (50,4-71,6) NS
Tasa de gestacion clinica (%) 59,6 (54,4-64,8) 50,0 (39,2-60,8) NS
Tasa de aborto clinico (%) 9,4 (6,312,5) 8,5 (2,5-15,5) NS
Tasa de gestacion en curso (%) 50,3 (45,0-55,6) 41,5 (30,8-52,1) NS

Nota: Valores expresados como media y Cl 95%. NS: No Significativo

Para calcular los valores de implantacion se tienen en cuenta 424 transferencias de

las 460, que son aguellas donde los blastocistos son KID. En cuanto a la gestacién y aborto,

se tienen en cuenta las transferencias puras de embriones contraidos vs no contraidos.

Por otro lado, la contraccién de blastocistos ocurre mas frecuentemente desde el
estadio de BE en adelante, que en BC (22 vs 12,9%, p<0,05).

Se analizaron también los tiempos en los que ocurrieron las contracciones, pero
no se encontraron diferencias significativas entre los embriones contraidos que implantaron
frente a los que no (109 vs 110,9h, p=0,408).

En cuanto a la duracién de las contracciones, el tiempo medio fue de 1,67 h
(C195% 1,13-2,01). Tampoco se encontraron diferencias entre los blastocistos contraidos

que implantaron y los que no lo hicieron (1,50 vs 1,88 h, p=0,290).

Se realizdé un analisis de regresidn logistica (Curva ROC) para intentar determinar
qué factores de los estudiados influyen en la implantacion (TABLA 9). De las 6 covariantes
estudiadas, la edad materna, el tipo de ciclo (6vulos propios o donados) y la contraccion de

blastocistos afectan significativamente a la implantacion.



TABLA 9. ANALISIS DE REGRESION LOGISTICA DE COMO AFECTA LA
CONTRACCION DE BLASTOCISTO, EL TIPO DE CICLO, EL ORIGEN DE OVOCITOS, LA
EDAD (DONANTES Y PACIENTES), NUMERO DE OVOCITOS Mil, MORFOLOGIA Y

ECLOSION DEL BLASTOCISTO A LA IMPLANTACION EMBRIONARIA.

VARIABLE VALORES OR p
Contraccion del blastocisto Sivs No 0,55 (0,32-0,94) 0,028
NUumero de Mil N 1,01 (0,96-1,07) NS
Tipo de ciclo Donacién vs autélogo 2,19 (1,19-4,01) 0,011
Origen de ovocitos Fresco vs vitrificado 1,21 (0,72-2,04) NS
Edad materna Afos 0,93 (0,88-0,98)/arfio 0,006
Morfologia del blastocisto Optimo vs No 6ptimo 1,20 (0,73-1,99) NS
Hatching Sivs No 1,22 (0,77-1,95) NS

Nota: OR es el odds ratio con el 95% de Intervalo de Confianza (IC) expresado entre paréntesis.



5.2- SERIE 2. VALIDACION DE LA CONTRACCION DEL BLASTOCISTO Y
EVALUACION DE VACUOLAS

5.2.1- VALIDACION DE LA CONTRACCION DEL BLASTOCISTO.

No se encontraron diferencias en cuanto a la tasa de BHi de los blastocistos
transferidos cuando se compararon GC+ frente a GC- (46,8% [IC95% 38,0-55,6] vs 43.5%
[IC95% 38,4-48,5]).

Se analiza la tasa de implantacion de embriones KID (n=376) comparando
blastocistos no contraidos frente a contraidos. La diferencia es estadisticamente
significativa, como se muestra en el GRAFICO 5.
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GRAFICO 5. Comparacion de la tasa de implantacion entre blastocistos KID no
contraidos (47% [IC95% 41,5-53,2]) frente a contraidos (33,7% [IC95% 24,2-43,2], p=0,02).

En cuanto a la tasa de gestacion, en este grupo si se observan diferencias
significativas. No se aprecian sin embargo cuando se comparan las tasas de RNV entre
GC+y GC-. (TABLA 10).



TABLA 10. DATOS DE GESTACION Y NACIDOS VIVOS DE TRANSFERENCIAS CON
EMBRIONES CONTRAIDOS FRENTE A NO CONTRAIDOS (SERIE 2).

NO CONTRAIDOS CONTRAIDOS p

Tasa de gestacion clinica (%)

(n=290 transferencias puras) 57,8 (51,4-64,2) 38,3 (26,0-50,6) 0,007

Tasg'de nacido vivo por KID 84,4 (77,7-90,5) 77,4 (62,7-92,1) NS
positivo (%) (n=157 KID)

Nota: Valores expresados como media y Cl 95%. NS: No Significativo

La TABLA 11 muestra la relacion entre el tiempo de contraccion y duracién de la

misma con la implantacién

TABLA 11. TIEMPO Y DURACION DE LA CONTRACCION ENTRE EMBRIONES KID+
Y KID - (SERIE 2).

TIEMPO DE CONTRACCION DURACION DE CONTRACCION

(h) (h)
KID - (N= 63) 119,89 (116,49-123,28) 2,08 (1,68-2,48)
KID + (N=32) 111,22 (107,23-115,21) 2,07 (1,65-2,56)
p p=0,0002 NS

NOTA: Valores expresados como media y Cl (95%). NS= No significativo.

Prueba t de student.

Parece ser que en la SERIE 2, cuanto més tarde se contrae el blastocisto menores
posibilidades tiene de implantar. (Probablemente los resultados difieran de la serie 1 porque

aqui hemos tenido en cuenta los TD6 y los conges).

Cuando se compara el tiempo de inicio de contraccion y calidad embrionaria en todos
los blastocistos contraidos de la SERIE 2 (n=323), el tiempo en el que se inicia la
contraccion, y tal y como se muestra en el GRAFICO 6, se puede observar que la calidad

del blastocisto disminuye a medida que la contraccion se produce mas tarde.
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GRAFICO 6. Se encuentran diferencias significativas cuando se comparan los
tiempos de inicio de contraccion con calidad embrionaria, entre los grupos Ay B (p=0,0003);
entre los grupos Ay C (p<0,001); entre los grupos Ay D (p<0,0001); entre los grupos By C
(p=0,003); entre los grupos B y D (p=0,016). No se encuentran diferencias cuando se
comparan los grupos C y D. GRUPO A, n= 57; GRUPO B, n= 135; GRUPO C, n=98;
GRUPO D, n=33. Las barras representan el error estandar.




Lo mismo ocurre cuando se comparan los grupos de calidad embrionaria de los

embriones KID con contraccién positiva (n=95), como se puede ver en la TABLA 12.

TABLA 12. RELACION ENTRE CALIDAD EMBRIONARIA'Y
TIEMPO DE INICIO DE CONTRACCION (KID)

Tiempo de contraccion

GRUPOS
(h) P
TIPO A 32 110,65 p=0,0001
TIPO B 37 117,39 p=0,0001

TIPO C 26 123,48 p=0,0001




5.2.2- VACUOLAS.
5.2.2.1- DISTRIBUCION DE LA APARICION DE VACUOLAS.
5.2.2.1.1- PRIMERA APARICION DE VACUOLAS.

Se evalla en primer lugar la distribucién de la aparicion de vacuolas en todos los
embriones analizados. Como se puede observar en el GRAFICO 7, la primera aparicion de
vacuolas ocurre mas frecuentemente en estadio de extrusién del 2° CP a cigoto (incluida la
desaparicion de PN) y a partir de 8 células, especialmente en los periodos de 9+ y M.
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GRAFICO 7. Distribucién de la primera aparicion de vacuolas en los embriones

Estadio

o

analizados (n=736).
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GRAFICO 8. Distribucion de la aparicion de vacuolas en los embriones transferidos
(n=298).

Estadio

Cuando se estudia esta primera aparicibon de vacuolas en los embriones
transferidos, la distribucion es parecida (GRAFICO 8). Como se puede observar, la
distribucion de la aparicion de vacuolas entre la poblacion general de embriones y la de
embriones transferidos difiere significativamente en los estadios de 2CP-Cigoto y 2 células
(p<0,0001).

No se encuentran diferencias cuando se comparan los embriones KID- y KID+.
(GRAFICO 9).
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GRAFICO 9. Distribucion de la aparicién de vacuolas en funcién de embriones KID y

Estadio

19,1

KID +. No se encuentran diferencias entre ambos grupos.

Tanto los embriones transferidos como los KID se comportan igual (de 2CP a cigoto

y a partir de 9 células la vacuolizacién es méas abundante).

5.2.2.1.2- APARICION DE VACUOLAS SUCESIVAS.
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GRAFICO 10. Distribucién de la aparicion de vacuolas sucesivas en todos los

embriones.
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GRAFICO 11. Distribucion de la aparicién de vacuolas sucesivas en los embriones
transferidos.
EMBRIONESKID %) ~ ovocito 2F  2cels  f/. 8CELs o+ Mo BTBH N
1° VACUOLIZACION KID- 2,0 3,7 5,7 0,3 4,4 13,1 5,7 1,0 107
1° VACUOLIZACION KID+ 0,7 4,0 4,7 1,0 2,0 9,4 3,4 0,0 75
23 VACUOLIZACION KID- 0,0 10,2 11,1 0,9 3,7 16,7 35,2 22,2 108
23 VACUOLIZACION KID+ 0,0 10,7 13,3 4,0 4,0 14,7 38,7 14,7 75
3° VACUOLIZACION KID- 0,0 0,0 9,6 15,7 0,0 8,4 18,1 48,2 83
32 VACUOLIZACION KID+ 0,0 0,0 8,5 11,9 5,1 8,5 13,6 52,5 59
43 VACUOLIZACION KID- 0,0 0,0 0,0 17,8 17,8 4,4 13,3 46,7 45
4° VACUOLIZACION KID+ 0,0 0,0 0,0 15,2 18,2 9,1 15,2 42,4 33
52 VACUOLIZACION KID- 0,0 0,0 0,0 3,3 20,0 26,7 33 46,7 30
52 VACUOLIZACION KID+ 0,0 0,0 0,0 0,0 21,1 21,1 31,6 26,3 19

TABLA 13. DIFERENCIA ENTRE EMBRIONES KID- Y KID + en las sucesivas

vacuolizaciones. No se observan diferencias significativas entre ambos grupos.



5.2.2.2- EVALUACION DE CALIDAD EMBRIONARIA.

La TABLA 14 muestra la tasa de blastocisto (entendida como embriones que llegan a
BC), blastocisto de buena calidad (entendida como BE, BHi y BH tipo A + B) y porcentaje de

embriones que se descartan, evaluando todos los embriones analizados.

TABLA 14. DATOS DE TASA DE BLASTOCISTO, BLASTOCISTO DE BUENA CALIDAD Y
DESCARTADOS DE EMBRIONES VACUOLADOS FRENTE A NO VACUOLADOS

NO VACUOLADOS  VACUOLADOS

(n=618 embriones) (n= 736 embriones)

Tasa blastocisto (%) 71,4 (67,8-74,9) 85,6 (83,1-88,1) p<0,001
Tasa blastocisto buena calidad (%) 72,4 (68,2-76,5) 74,2 (70,8-77,6) p=0,490

Tasa embriones descartados (%) 37,2 (33,4-41,0) 18,8 (15,9-21,6) p<0,0001

Nota: Valores expresados como porcentaje y Cl 95%.

En el GRAFICO 12 se muestra la calidad de los embriones transferidos cuando se

comparan embriones no vacuolados frente a vacuolados.
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GRAFICO 12. Calidad de embriones transferidos en funcién de si presentan
vacuolas o no. No se aprecian diferencias estadisticamente significativas cuando se

compara la calidad embrionaria entre ambos grupos (p>0.05).



5.2.2.3- RESULTADOS DE GESTACION, IMPLANTACION Y RNV.

En la TABLA 15 se muestran las tasa generales de gestacién, implantacion y RNV.

TABLA 15. TASAS DE GESTACION, IMPLANTACION Y RNV DE EMBRIONES NO
VACUOLADOS FRENTE A VACUOLADOS

NO VACUOLADOS VACUOLADOS p

N gestacion clinica (ciclos puros) 103 175
Tasa de gestacion clinica (%) 60,2 (50,7-69,6) 49,7 (42,3-57,1) p=0,09
N implantacion (embriones KID) 153 223
Tasa de implantacion KID (%) 49,7 (41,7-57,6) 39,9 (33,5-46,3) P=0,06
N RNV KID 75 82
Tasa RNV KID (%) 84,0 (75,7-92,3) 81,7 (73,3-90,1) P=0,7

NOTA: Los resultados se dan en porcentajes. En paréntesis se muestra el IC (95%).

TABLA 16. TASA DE IMPLANTACION EMBRIONES KID EN FUNCION DE VECES EN LAS
QUE SE VACUOLAN

EMCSBURéOSI\IIEES EMBRIONES QUE EMBRIONES QUE EMBRIONES QUE
VACUOLAN SE VACUOLAN 2 SE VACUOLAN 3 SE VACUOLAN 40
UNA VEZ VECES VECES MAS VECES
KID + 14 20 29 33
(%) 34,1 39,2 40,7 423

P 0,6 0,5 0,4




TABLA 17. TIEMPO DE APARICION DE LA PRIMERA VACUOLA

N Media IC (95%) p
KID - 136 65,7 59,4-72,0 0,051
KID + 89 55,9 48,9-63,4

Nota: El valor de p se obtiene de la comparacion entre los grupos de <28h y el de 62-100.

No parece que el tiempo de aparicion de la primera vacuola determine si un embrion

va a implantar mas o no, pero si es cierto que hay una media de 10 h de diferencia.

TABLA 18. KID EN FUNCION DEL TIEMPO DE APARICION DE LA PRIMERA

VACUOLA
TIEMPO (h) <28 2862 62-100 >100 p

N 71 8 123 21

T IMPLANTACION KID (%) 451* 625 398 95  P=0,47*

Tampoco se observan diferencias cuando se dividen los tiempos de aparicién de

vacuolas en funcion de la frecuencia de aparicion descrita arriba

5.2.2.4- VACUOLAS EN ESTADIO DE BLASTOCISTO.

TABLA 19. EMBRIONES KID VACUOLADOS. COMPARACION DE LA TASA DE
IMPLANTACION EN FUNCION DE S| EN ESTADIO DE BLASTOCISTO PRESENTA
VACUOLAS O NO

KID NO VACUOLADOS KID VACUOLADOS EN

EN BLASTOCISTO BLASTOCISTO
N 78 145
TASA IMPLANTACION 42,3 (31,3-53,3) 38,6 (30,7-46,5) p=0,59

(%0)

No hay diferencias entre implantacién entre embriones vacuolados en blastocisto o

no.
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GRAFICO 13. Distribucion de vacuolas en el blastocisto.

No se encuentran diferencias en cuanto a la distribuciéon de vacuolas en el blastocisto

cuando se compara: la poblacién general, los embriones transferidos y los embriones KID.



5.2.2.5- EMBRIONES VACUOLADOS ENTRE 62-100 H.

Se ha revisado con especial interés este grupo de embriones debido a su

importancia en el proceso de vacuolizacion espontanea que se esta estudiando (n=401).

No se encuentran diferencias en cuanto a la tasa de blastocisto (89,7% vs 86,07%,
NS) y blastocisto de buena calidad (62,9% VS 69,6%, P=0,06) cuando se comparan con el

resto de embriones vacuolados (n=316).

5.2.2.5.1- TAMARNO DE LAS VACUOLAS.

5.2.2.5.1.1- TASA DE BLASTOCISTO GENERAL.

TABLA 20. TASA DE BLASTOCISTO EN FUNCION DEL DIAMETRO DE LAS
VACUOLAS ENTRE 62-100 h

N TAMANO PROMEDIO DE
LA VACUOLA (um) P

EMBRIONES VACUOLADOS QUE

LLEGAN A BC 309 15,80 p<0,00001

EMBRIONES VACUOLADOS QUE

NO LLEGAN A BC a4 22,86

Resultados: el didmetro de las vacuolas entre 62-100h influye en la formacion de
blastocisto

5.2.2.5.1.2- TASA DE BLASTOCISTO DE BUENA CALIDAD

TABLA 21. TASA DE BLASTOCISTO DE BUENA CALIDAD EN FUNCION DEL
DIAMETRO DE LAS VACUOLAS ENTRE 62-100 h

TAMANO PROMEDIO

N DE LA VACUOLA (um)
BLASTOCISTOS DE BUENA CALIDAD 228 14,81 p<0,003
BLASTOCISTOS DE MALA CALIDAD 87 18,11

También el tamafio de las vacuolas en este tiempo influye sobre la formacién de
blastocisto ok



5.2.2.5.1.3- TASA DE IMPLANTACION EMBRIONES KID.

TABLA 22. TASA DE IMPLANTACION KID EN FUNCION DEL DIAMETRO
DE LAS VACUOLAS ENTRE 62-100 h

TAMANO PROMEDIO

N DE LA VACUOLA (um)
KID - 74 15,95 P=0,13
KID + 48 13,66

Sin embargo, no parece que influya en la implantacion.

5.2.2.5.2- NUMERO DE CELULAS VACUOLADAS.

También en este caso vamos a elegir el tiempo 62-100 horas para ver si el n° de
células vac esta relacionado con Tasa de blasto general, tasa de blasto ok y tasa de
implantacién KID.
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GRAFICO 14. Tasa de blastocisto, blastocisto ok e implantacién en funcion del
nimero de células vacuoladas.



DISCUSION



6- DISCUSION.

La clasificacibn embrionaria es la herramienta fundamental utilizada por los
embridlogos para realizar una adecuada seleccién de los embriones con mayor potencial
implantatorio. A medida que se han conocido mejor las caracteristicas de cada estadio de
divisién, el nimero de embriones transferidos por ciclo de FIV ha disminuido, sin que por ello
las posibilidades de gestacion se hayan visto afectadas. Al contrario, la menor incidencia de
los embarazos multiples, especialmente los de 3 6 mas sacos se considera un éxito para los

tratamientos de RA.

En los ultimos afios se han introducido en los laboratorios de FIV sistemas de video-
time lapse que permiten medir la cinética de las divisiones embrionarias, ademas de revisar
la morfologia clasica. Uno de estos equipos es el Embryoscope™ (Unisense Fertilitech,
Dinamarca). Consta de un incubador que lleva integrado un sistema de recogida de
imagenes de cada embrién en sus diferentes planos, a intervalos concretos y durante todo el
tiempo que dura el cultivo. Mediante un software especialmente disefiado para tratar estas
imagenes, se puede evaluar de forma objetiva la calidad embrionaria y los tiempos en los
gue ocurren los diferentes procesos. Gracias a esta nueva clasificacion morfocinética se han
establecido varios modelos de prediccion de formacion de blastocisto (Wong et al. 2010) y

de implantacion embrionaria (Meseguer et al. 2011).

Gracias a los trabajos publicados acerca de video-time lapse, se sabe que la
velocidad de division es importante a la hora de predecir la formacion de blastocisto y la
posibilidad de implantar; de hecho, parece ser que el patron de division no es exactamente
igual para definir ambas cosas. De forma general se puede afirmar que los embriones que
forman blastocisto se dividen mas rapidamente que los que no alcanzan dicho estadio, y que
los blastocistos que implantan presentan una cinética mas rapida que los que no lo hacen.
El tiempo de divisién a 5 células (t5) se ha postulado como valor predictivo de implantacién
(Meseguer et al. 2011).

Ademas de los tiempos de division, la sincronia celular es un factor importante a
tener en cuenta. Los tiempos mas estudiados han sido: cc2 (tiempo de divisién de 2 a 3
células), s2 (tiempo de division de 3 a 4 células) y s3 (tiempo de division de 5 a 8 células)
(Dal Canto et al. 2012; Meseguer et al. 2011; Wong et al. 2010).

Por tanto, un embrién que en D+2 tenga 4 células, no presente fragmentos y su
simetria sea correcta, ya no es suficiente para incluirlo en el estdndar de calidad 6ptimo. Se

tiene que valorar también el intervalo de tiempo en el que ha llegado y si la formacion de los



2 PN, el tiempo de desaparicion de los mismos, y la divisién a 2, 3 y 4 células ha sido la

adecuada.

El objetivo actualmente es llegar a la transferir un solo embridén por ciclo. La
transferencia en estadio de blastocisto se postula como la mas adecuada para conseguir
esta méxima de “un niflo sano en casa’, puesto que se conoce mejor el desarrollo
embrionario, hay menor riesgo de aneuploidias y el didlogo con el Utero es mas fisiologico.
Los ultimos trabajos realizados con video-time lapse afirman que la union de la cinética a la
potencia implantatoria del blastocisto pueden mejorar todavia mas los resultados de los
ciclos de FIV (Dal Canto et al. 2012; Stecher et al. 2014).

Por otro lado, el conocimiento del desarrollo embrionario incluye también la
determinacion de factores adversos, que pueden perjudicar la formacién de blastocisto y/o la
implantacién. Factores como la multinucleacion de blastbmeras han rebajado
tradicionalmente la clasificacién inicial de los embriones (Balaban etal. 2011; Criterios
ASEBIR de Valoracién Morfologica de Oocitos, Embriones Tempranos y Blastocistos
Humanos | Asebir 2015).

La llegada de los “incubadores cinematograficos” ha posibilitado también el estudio
de factores dindmicos que no se habian descrito hasta ahora en los ciclos de FIV, como la
contraccion del blastocisto, o lo habian hecho parcialmente, como la presencia y/o
aparicion de vacuolas (Ebner et al. 2005; Fancsovits et al. 2011; Zamboni & Thompson,
1972). El objetivo del presente trabajo ha sido, precisamente, la evaluacion y cuantificacion

de estos dos eventos en el desarrollo embrionario.
6.1- CONTRACCION DEL BLASTOCISTO.

La contracciéon del blastocisto se ha considerado tradicionalmente uno de los dos
sistemas por los que el embrion puede salir de la ZP y eclosionar para implantar en el Gtero,
ya que diferentes especies de mamiferos, incluida la humana, la presentan. Sin embargo, no
todos los embriones que se cultivan en el laboratorio se contraen para romper la ZP, y
tampoco el nimero y/o la intensidad de la contraccién es la misma. Y no se conoce si la
capacidad de hacer hatching en los embriones que se contraen es mayor que en los que no

lo hacen, ni su implicacion en la calidad embrionaria y la capacidad de implantar.

En este trabajo se han estudiado de forma retrospectiva las contracciones donde
mas del 50% de la superficie de contacto del blastocisto se ha separado de la ZP.

En primer lugar se analizaron retrospectivamente 715 blastocistos transferidos de

460 transferencias (tanto de ovocitos propios como de donacién de évulos) procedentes de



las clinicas IVI Murcia e IVI Valencia (SERIE 1). Un 19,4% de los embriones estudiados

sufrié al menos una contraccioén, siendo la tasa de contraccion total de un 20,8%.

Las caracteristicas descriptivas de las pacientes con blastocistos contraidos fueron
perfectamente comparables con las que no, exceptuando la media de embriones
transferidos, que resulté ser estadisticamente mayor en el grupo de transferencias con al
menos un blastocisto contraido (1,7 vs 1,5, p=0,001). Puesto que también se observa que
hay significativamente mas transferencias de ciclos de donacién de ovocitos en el grupo que
presenta contracciones, esta diferencia podria ser debida a que en las fechas en las que se
realizaron las transferencias embrionarias (Junio del 2012-Mayo del 2013) la transferencia
de un blastocisto en este tipo de ciclos comenzaba a practicarse, pero lo habitual era

transferir dos embriones.

Otra posible causa podria ser que la calidad embrionaria fuera peor en el grupo de
embriones contraidos y se necesitara transferir un nimero mayor de embriones. Sin
embargo, no se han encontrado diferencias entre los grupos cuando se compara la calidad
en D+2, D+3 y D+5.

La contraccién del blastocisto se ha postulado como uno de los mecanismos por los
cuales el blastocisto rompe la ZP y eclosiona. Sin embargo, tampoco se encuentran
diferencias entre estos dos grupos cuando se evalla la tasa de BHi (28,7% no contraidos
vs 31,4% contraidos, NS). Parece ser por tanto que la contraccién del blastocisto no

favorece el hatching del blastocisto.

En cuanto a los pardmetros cinéticos t2, t3, t4, tM y tB, se observa que los
embriones que no se contraen se dividen mas lentamente que los que si lo hacen, aunque
no se conoce con exactitud si hay una relacion entre la cinética del desarrollo anterior al
blastocisto y la mayor o menor incidencia de las contracciones, puesto que son eventos

dindmicos que ocurren a diferentes tiempos.

Cuando se analiza el tiempo de inicio de la contraccién de los blastocistos
contraidos transferidos, no se observan diferencias entre aquellos que implantan y los que
no lo hacen (109 vs 110,9h, p=0,41). Tampoco el tiempo que dura la contraccién es
diferente entre ambos grupos (1,50 vs 1,88 h, p=0,29).

Respecto a los resultados clinicos, no se encuentran diferencias en cuanto a tasa
de gestacion, gestacion clinica y gestacién en curso, Sin embargo, la posibilidad de
implantar de los blastocistos contraidos es estadisticamente menor que la de los que no se
contraen (35,1% frente a 48,5% respectivamente, p=0,02). Segun estos datos, parece que la

contraccion brusca de los blastocistos podria deberse a un defecto en el mecanismo de



hatching habitual del embrion y supondria un “plan de emergencia’ alternativo que no
siempre funciona. También la calidad del embribn podria verse afectada, debido
probablemente al mayor consumo de energia en el proceso de contraccién y expansion
(Niimura 2003).

Mediante un analisis de regresion logistica, se constata que tanto el factor edad
(OR 0,93, CI95% 0,88-0,98/afio, p=0,006) como el tipo de ciclo (ovocitos propios o donados,
OR 2,19, CI5% 1,19-4,01, p=0,01) estadn fuertemente relacionados con la implantacion.
También la contraccion del blastocisto parece ser que esta modulando este proceso, aunque
de forma menor (OR 0,55, CI95% 0,32-0,94).

6.2- VALIDACION DE LOS DATOS.

Para validar estos resultados, y descartar que los resultados obtenidos para la
contraccion del blastocisto se bebiera a factores como el medio de cultivo o las condiciones
de desarrollo, se registro, también de forma retrospectiva, una segunda serie de datos de
340 transferencias de 499 blastocistos procedentes de donacion de ovocitos
exclusivamente (SERIE 2), realizadas en IVl Zaragoza entre Octubre de 2011 y Diciembre
de 2014.

La incidencia de blastocistos contraidos en esta segunda serie es ligeramente
superior a la primera (25,1% frente a 20,8%). Dado que se ha visto que hay mas
transferencias de embriones contraidos en los ciclos de donacién de embriones, esta podria

ser la explicacion.

Se confirma que en un laboratorio diferente, con medios y condiciones de cultivo
distintos, la tasa de implantaciéon se reduce significativamente cuando los blastocistos se

contraen (47% no contraidos vs 33,7%, p=0,02).

En esta serie de datos, a diferencia de la anterior, donde solamente se observa una
tendencia, la tasa de gestacion es significativamente menor en las transferencias con
embriones contraidos (57,8% no contraidos vs 38,3% contraidos, p=0,007). Sin embargo,
tanto la tasa de gestacion en curso como la de nacidos vivos no es estadisticamente
diferente, lo que sugiere que la contraccion esta exclusivamente asociada a la posibilidad de

eclosién e implantacién del embrién y no a su desarrollo posterior.

Se ha medido la tasa de BHi de los blastocistos transferidos y tampoco en este
grupo de donacion de ovocitos se encuentran diferencias estadisticas cuando se compara
GC+ vs GC-, por lo que se confirma que la contraccidon no es un mecanismo que realmente

ayude al embrion a romper la ZP. Estudios realizados en ratén apoyan esa teoria, ya que



muestran que las contracciones de mas del 50% reducen la posibilidad de hatching (Niimura
et al, 2003). En el caso de los ciclos de FIV, la tasa de BH no se puede medir al realizar la
transferencia embrionaria antes de que el blastocisto eclosione totalmente, pero la
posibilidad de que se produzca un fallo en este proceso podria ser una causa para explicar

la menor implantacion.

En cuanto la duracién de la contraccion, al comparar blastocistos contraidos KID
gue implantan frente a los que no en esta segunda serie de datos, se confirma también que
es semejante (2,07 vs 2,08 h, NS). No parece por tanto que el tiempo que necesita el

blastocisto para contraerse y re-expandirse afecte a los resultados de implantacion.

Sin embargo, y en oposicién a las conclusiones obtenidas en la SERIE 1, donde no
se encuentran diferencias, los resultados del tiempo en el que comienza la contraccion si
muestran significacion estadistica en la SERIE 2, puesto que se observa que los embriones
contraidos gue implantan se contraen mucho antes que los que no lo hacen (111,2 h KID +
vs 119,89 h KID-, p=0,0002). De hecho, la diferencia del tiempo de inicio de contraccion
entre las dos series es relativamente diferente. En la SERIE 1, el tiempo en el que los
blastocistos comienzan a contraerse es menor que el de la SERIE 2 (109 vs 111,2 h para
embriones implantados y 110,9 vs 119,89 para embriones no implantados). Esta diferencia
encontrada en ambos grupos podria deberse a los diferentes medios y condiciones de
cultivo utilizados, a la calidad embrionaria o al origen ovocitario, que en la SERIE 2 es

exclusivamente de ovocitos donados.

Para intentar buscar alguna relacién con calidad embrionaria, se dividieron todos los
blastocistos contraidos (n=323) de la segunda serie de datos (ovocitos donados) segun su
calidad en estadio de blastocisto, en los cuatro grupos anteriormente descritos: A, B, Cy D
en funcién del tiempo de inicio de la contraccion. Se puede observar que los tiempos de
inicio de contraccion son estadisticamente diferentes en funcion de la calidad del blastocisto.
Lo mismo ocurre cuando se comparan los tiempos de inicio de contraccién en funcion de
calidad embrionaria para los embriones KID. Por tanto, parece ser que el tiempo de inicio de

la contraccion influye en la calidad embrionaria, y afecta a la implantacion.
6.3- VACUOLAS.

Las vacuolas son inclusiones citoplasmaticas rellenas de liquido similar al del
espacio perivitelino. Es un dismorfismo relativamente frecuente en los ciclos de FIV, y
gracias a los sistemas de video-time lapse se ha podido comprobar que su comportamiento

es muy dinamico, pues puede aparecer y desaparecer espontdneamente en cualquier



momento del desarrollo, o ir aumentando a medida que el embrién se divide. Incluso las

vacuolas se pueden fusionar entre si para formar otras mas grandes.

El aspecto més estudiado de las vacuolas es su presencia en ovocitos, reportando
hasta un 12,4% de incidencia en este estadio (Loutradis et al. 1999). Se ha relacionado con
menor tasa de fecundacion, disminucion de calidad embrionaria e implantacion, aunque las
conclusiones obtenidas por los diferentes articulos son contradictorias (Alikani et al., 1995;
De Sutter, Dozortsev, Qian, & Dhont, 1996, Rienzi, Vajta, y Ubaldi 2011; Rienzi et al. 2008) y
muchas veces se incluyen dentro del apartado genérico de “dismorfismos ovocitarios”.
Parece ser que didmetros de vacuolas mayores de 14 pm dificultan la fecundacion (Ebner
et al. 2005).

El segundo objetivo del presente trabajo ha sido evaluar la aparicion espontanea de
vacuolas a lo largo del desarrollo embrionario, e intentar conocer algo mas acerca de su
influencia en la calidad embrionaria y la implantacion. Se han estudiado retrospectivamente
un total de 1354 embriones y 499 transferencias de blastocisto en pacientes del programa
de donacién de ovocitos de VI Zaragoza (SERIE 2). De ellos, 736 presentaron al menos
una vacuola en algun estadio de desarrollo. De los 376 embriones KID de esta serie, 223 se

vacuolaron.

En este trabajo, la presencia de vacuolas en ovocitos es de un 3,9% en toda la
poblacién de embriones estudiada. La presencia de ovocitos vacuolados desde un principio

es baja, ya que se trata de gametos de pacientes jovenes y de buena calidad (donantes).

Sin embargo, el objetivo fundamental ha sido evaluar la aparicién espontanea de
vacuolas, que en esta serie de datos ha tenido una incidencia del 54,3%. El Unico articulo
publicado acerca de vacuolizacion espontanea reporta un 36,6% de embriones vacuolados
(Ebner et al. 2005). Probablemente la diferencia se deba a que la clasificacion dindmica
permite observar mucho més que la clasificacién estética; parece ser, por tanto, que la
aparicion de vacuolas no es un fendmeno tan extrafio en el desarrollo embrionario, cuando
su presencia en los embriones de mayor potencial implantatorio (al proceder de donacién de

ovocitos) afecta a mas de la mitad de los mismos.

Cuando se evalula la distribucién de la primera aparicion de vacuolas en funciéon de
los diferentes estadios embrionarios en toda la poblacion de embriones analizados

(n=736), hay dos fases en las que la actividad vauolar es mayor:

- La fase de fecundacién, desde la extrusion del 2° CP, formacion de PN y

desaparicion de los mismos, donde se observa una incidencia del 23,1% en la poblacién



general de embriones estudiada. El didmetro medio es de 12,45 pum (siendo el menor

registrado 1,97 pm y el mayor 27,72 pm).

- La fase entre D+3-D+4 de desarrollo, en la franja horaria entre 62 y 100h, donde la
mayoria de los embriones se dividen desde los estadios de 8 6 mas células a MC. La
incidencia registrada en estos estadios en cuanto a la aparicion de vacuolas es de un 10,2%
para embriones de 8 células, un 27,4% para embriones de 9 6 mas células y de un 16,8%
para MC. El diametro medio en estos estadios es de 18,64 um (siendo el menor registrado
de 3 um y el mayor de 113 pm). En estas etapas del desarrollo, muy frecuentemente ocurre
gue una célula comienza a vacuolarse al final del estadio de 8 células, y a medida que se va

dividiendo el nimero de células vaculadas aumenta, a la vez que el tamafio de las vacuolas.

Los resultados obtenidos estan en consonancia con los publicados por Ebner, que
encontré también una mayor actividad de vacuolas en cigotos (un 11,6% en los cigotos
procedentes de ICSI) y en D+4 (10,9%).

Esta distribucion de la primera aparicion de vacuolas se mantiene constante cuando
se analizan los embriones transferidos (n= 298), con la diferencia de que los embriones
transferidos presentan mayor vacuolizacién en 2 células que en cigoto (18,1% vs 11,4%,
p<0,0001).

No se encuentran diferencias en cuanto a los embriones KID vacuolados cuando

se dividen en KID+ y KID- (n=223) siendo su distribucion similar a la descrita anteriormente.

En cuanto al registro del proceso de vacuolizacién a lo largo del tiempo, se puede
observar que tanto en la poblacién general, como en la de embriones transferidos y en la de
embriones KID, la aparicion de vacuolas es un proceso dinamico, que a medida que pasa el

tiempo se va acumulando en los estadios tardios de desarrollo.

Otro de los objetivos del estudio ha sido relacionar calidad embrionaria con
presencia o ausencia de vacuolas. A la vista de los resultados, parece ser que las vacuolas
no afectan al desarrollo embrionario, puesto que la tasa de blastocistos de buena calidad es
similar entre embriones no vacuolados y vacuolados (72,4% vs 74,2%, NS). Curiosamente,
la presencia de vacuolas no afecta al porcentaje de embriones descartados (18,5% frente a
un 37,2% en embriones no vacuolados, p<0,0001).

En cuanto a los blastocistos transferidos, tampoco se han encontrado diferencias

de calidad embrionaria entre embriones vacuolados y no vacuolados.

En cuanto a los resultados clinicos, no se han encontrado diferencias

estadisticamente significativas en cuanto a tasa de gestacion (60,2% en embriones no



vacuolados vs 49,7% en vacuolados, p=0,09), aunque hay una diferencia de 10 puntos entre
ambos grupos. Lo mismo ocurre con la tasa de implantacién (49,7% embriones no
vacuolados vs 39,9% en vacuolados, p=0,06). Por tanto, no se puede afirmar que la
presencia de vacuolas afecte a la gestacion e implantacion, aunque ciertamente hay una

tendencia negativa que podria confirmarse si se estudiara un grupo mayor de embriones.

La tasa de Nacidos Vivos es similar entre ambos grupos (84% en no vacuolados

frente a 81,7% en vacuolados, p=0,7).

Cuando se analizan de forma mas exhaustiva los datos de implantacion en
embriones vacuolados (comparando embriones vacuolados KID+ vs KID-), se puede ver
que los embriones vacuolados implantan de la misma forma independientemente del

numero de veces que se vacuolen.

En cuanto al primer tiempo de aparicion de vacuolas, tampoco se observan
diferencias entre los embriones vacuolados que implantan frente a los que no lo hacen
(55,9h KID+ vs 65,7 h KID-, p=0,051), aunque los valores estan muy cerca de la
significancia estadistica. Curiosamente, el tiempo medio de aparicién de la primera vacuola
en embriones KID- se corresponde con los estadios anteriormente mencionados como de

mayor actividad vacuolar (final D+3-D+4).

Cuando se dividen los embriones KID en funcion del tiempo de aparicion de vacuolas
(<28h, 28-62 h, 62-100 h, >100 h) la significacion disminuye, debido probablemente a la

fragmentacion del tamafio muestral.

Se ha estudiado también la implicacion de la presencia de vacuolas en el
blastocisto. Como se puede deducir de los datos obtenidos, no se encuentran diferencias
entre la tasa de implantacién de embriones vacuolados en blastocisto frente a embriones

vacuolados en el resto de estadios embrionarios (38,6% vs 42,3%, p=0,59).

La distribucién de vacuolas en el blastocisto se corresponde con los datos
publicados anteriormente (Ebner etal. 2005). La mayoria de vacuolas se localizan
principalmente en el Trofoectodermo (entre un 60 y un 70%). Entre un 18 y un 30% se
encuentran en células excluidas del blastocisto, y menos de un 10% en la MCi o el
blastocele. Esta distribucién tan definida de las vacuolas podria ser un mecanismo para

minimizar el impacto de las mismas en la implantacion.

Se ha estudiado de forma mas exhaustiva el grupo de embriones que se vacuolan

por primera vez entre 62-100h (es decir, de 8 células a MC), puesto que tanto por



bibliografia como por los resultados obtenidos en el presente estudio las vacuolas

desempefian un papel importante en estos estadios.

A diferencia de Ebner, los datos del estudio no encuentran diferencias en cuanto a la
tasa de blastocisto y blastocisto de buena calidad cuando se comparan los datos de este

grupo con el resto de embriones vacuolados.

En cuanto al tamafio de las vacuolas en este grupo, se puede observar que hay
diferencias significativas en cuanto a la formacién del blastocisto y blastocisto de buena
calidad en funcién del didmetro de las vacuolas; Sin embargo, la implantacién no parece

estar afectada, ya que los tamarfios de las vacuolas son semejantes.

Respecto al numero de células vacuoladas en este grupo, los resultados en cuanto

a tasa de blastocisto, tasa de blastocisto ok y tasa de implantacién son semejantes.



CONCLUSIONES



7- CONCLUSIONES.

El presente trabajo realizado sobre la contraccion del blastocisto y la evaluacion de la

aparicion de vacuolas, ha permitido llegar a las siguientes conclusiones:

1- Los sistemas de video-time lapse como el EmbryoscopeTM (Unisense Fertilitech)
son una herramienta muy eficaz para evaluar procesos dinamicos que ocurren a lo largo del

desarrollo embrionario; en concreto, la contraccion del blastocisto y la aparicion de vacuolas.

2- La tasa de implantacion en blastocistos contraidos en mas del 50% de su
superficie es menor que la de aquellos que no se contraen, independientemente del medio o

las condiciones de cultivo utilizadas.

3- La tasa de BHi es similar en ambos grupos, por lo que la contraccién no parece
ser un mecanismo que ayude a la eclosién del blastocisto. Mas al contrario, se postula que
puede ser un mecanismo alternativo al proceso habitual de hatching, que no siempre

funciona.
4- La duracién de la contraccion no parece afectar a los resultados de implantacion.

5- El tiempo en el que se inicia la contraccibn ha presentado resultados
contradictorios en las dos series de datos analizadas. Se necesitan mas datos para conocer
si este tiempo depende del tipo de medio utilizado, de las condiciones de cultivo, o del tipo

de paciente.

6- Gracias al Embryoscope, se ha podido constatar que la aparicién de vacuolas a lo
largo del desarrollo embrionario es un proceso mas frecuente de lo que se ha publicado

hasta ahora.

7- La presencia de vacuolas en los embriones no parece afectar a la calidad

embrionaria.

8- La tasa de gestacibn e implantacibn en embriones vacuolados no presenta
diferencias estadisticas cuando se compara con embriones no vacuolados, aunque

clinicamente si muestra una disminucién importante en ambos parametros.

9- No parece ser que la presencia de vacuolas en el blastocisto afecte a la
implantacién. El hecho de que la mayoria de ellas se encuentre en el trofoectodermo o en

células excluidas puede ser un mecanismo protector de la viabilidad del blastocisto.

10- La franja horaria entre 62-100 h (desde 8 células a MC) se revela como uno de

los intervalos de tiempo donde mas frecuentemente aparecen las vacuolas. Siendo que es



en estos momentos donde se produce el imprinting gendmico, y el embrién afronta el nuevo
reto de compactar y formar el blastocisto, las vacuolas podrian ser el reflejo de alguna

disfuncion en cualquiera de estos procesos.

11- A la vista de los resultados de este trabajo, se plantea incluir la contraccién de
blastocistos en la clasificacion embrionaria de rutina, como un factor negativo a tener en
cuenta. De la misma manera, se confirma que la aparicion de vacuolas disminuye la
viabilidad clinica del embrién, aunque habria que revisar las categorias establecidas para
este dismorfismo, ya que cabe la posibilidad de que se su clasificacion actual sea inferior a
la que en realidad es.
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