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Varios estudios apuntan que la reduccion del tiempo de co-incubacién de los gametos
en fecundacion /n vitro (1-4h) puede igualar, o incluso mejorar, las tasas de
implantacion respecto a la fecundacion /n vitro convencional (16-18h). Esto puede
deberse a que, al estar los gametos en contacto menos tiempo, disminuye la
exposicion del oocito a los productos toxicos del metabolismo del espermatozoide. El
objetivo de este trabajo es determinar el efecto de la reducciéon en el tiempo de co-
incubacion de los gametos en fecundacion /n vitro (FIV) sobre el desarrollo
embrionario. Para ello, se comparan los parametros morfocinéticos de embriones
procedentes de FIV de co-incubacién corta frente a los de FIV convencional. Ademas,
se plantea la medida relativa de radicales libres mediante la cuantificaciéon del
potencial de oxidoreduccion en los medios co-incubados. Aunque las tasas de
fecundacion resultantes de FIVc y FIV no parecen verse alteradas, se encuentran
diferencias tanto en los patrones morfocinéticos de los embriones como en los medios




de cultivo. En su forma actual, la fecundacién /n vitro de co-incubacién corta no parece
mejorar los resultados, si bien nuevos ensayos con variaciones en el protocolo son
necesarios.

Fecundacion /n Vitro (FIV) convencional, FIV co-incubacién corta (FIVc), time-lapse (TL),
parametros morfocinéticos, tasa de implantacién, cuantificacién ROS

Some studies report reducing the time of sperm-oocyte co-incubation in /n vitro
fertilization (1-4h) equals, or even improve, the implantation rate compared to
conventional /n vitrofertilization (16-18h). It is hypothesized that the detrimental effect
of toxic products coming from spermatozoa metabolism is decreased when co-
incubation time is shorted. The aim of this study is to determinate the effects of
reducing time of co-incubation in in vitro fertilization (IVF) trough morphokinetic
parameters. Moreover, indirect quantification of free radical products secreted by
spermatozoa and granulosa cells in fertilization culture medium is presented as an
additional assay. Even though fertilization rates are similar between short IVF and
conventional IVF, significant differences at both morphokinetic development and
fertilization media are found. It seems the current short co-incubation IVF protocol
does not improve results, although more assays are needed.

conventional In Vitro Ferlitization (IVF), short co-incubation IVF (IVFs), time-lapse (TL),
morphokinetic parameters, implantation rate, ROS quantification assay

Nombrosos estudis apunten que la reducci6 del temps de co-incubacié dels gametes
en FIV (1-4h) pot igualar, o fins i tot millorar, les tasses d'implantacio respecte a la FIV
convencional (16-18h). A¢o pot estar degut a que, al estar els gametes en contacte
menys temps, la exposicid dels oocist als productes toxics del metabolisme del
espermatozoide també disminueix. L'objectiu del present estudi es determinar I'efecte
de la reduccio del temps de co-incubacié dels gaemetes en la fecundacié /n vitro sobre
el desenvolupament embrionari. Amb tal proposit, es comparen els parametres
morfocinétics de embrions vinents de FIV de co-incubacié curta front als de FIV




convencional. A més, es planteja la quantificacié del potencial d'oxidoreduccié dels
medis co-incubats s productes toxics secretats tant per I'espermatozoide com les
cel-lules de la granulosa en el medi de fecundacié per a complementar I'estudi. Encara
que les tases de fecundacié resultants de FIVc y FIV no pareixen ser alterados, s’han
trobat diferencies tant en els patrons morfocinetics dels embrions com en els medis
de cultiu. En la seua forma actual, la fecundacié in vitro de co-incubacié curta no pareix
millorar els resultats, si bé nous assatjos amb variacions en els protocols sén necessaris.

Fecundacié In Vitro (FIV) convencional, FIV co-incubacié curta (FIVc), time-lapse (TL),
parametres morfocinétics, tassa d'implantacio, quantificaci6 ROS
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1.1.

Introduccion

INTRODUCCION

Tradicionalmente, la infertilidad ha sido un campo de la medicina en que pocas posibilidades
existian para la o el paciente (Brezina & Zhao, 2011).

La infertilidad se define como la incapacidad de finalizar la gestacién con el nacimiento de un
bebé viable tras, al menos, dos pérdidas gestacionales (INSTITUTO BERNABEU, 2016). No se debe
confundir con la esterilidad, cuya definicion se refiere a la imposibilidad de concebir de manera
natural por parte de una pareja en un plazo de tiempo suficiente. Dicho periodo de tiempo varia
segun la sociedad cientifica considerada: 12 meses segun la Sociedad Espafola de de Fertilidad
(SEF), la Asociacion Americana de Medicina de la Reproduccién (ASRM) y la Sociedad Europea de
Reproduccion Humana y Embriologia (ESHRE). Mientras que la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) considera que han de pasar 24 meses sin consecucién de embarazo para poder hablar de
esterilidad (Catalan et a/, 2007).

Sin embargo, a partir de la primera mitad del siglo XIX se empezaron a estudiar los mecanismos
de fecundacion y desarrollo de embriones tempranos en diferentes especies mamiferas, marinas
y anfibias (Elder & Dale, 2011). De manera que, a principios de los afos 60 ya se habian
conseguido resultados exitosos en conejo (Chang, 1959), raton (Whitten & Biggers, 1968) y
hamster (Yanagimachi & Chang, 1964).

Siguiendo con la experimentacion basica en biologia reproductiva que caracterizé la década de
los 60, Robert Edwards comenzé a estudiar la maduracion /n vitro de oocitos humanos en 1965
(Elder & Dale, 2011). Tanto fue asi que, para febrero de 1696, Edwards, Bavister y Steptoe
publicaron en Nature el articulo “Early stages of fertilization /n vitro of human oocytes matured
in vitro" (Edwards et al, 1969). El trabajo provocd el revuelo de una comunidad internacional
impactada por las implicaciones cientificas, médicas, religiosas y éticas que este experimento
implicaba (Elder & Dale, 2011).

No obstante, no fue hasta 1978 cuando el panorama dio un vuelco dramatico con el nacimiento
de Louise Brown (Figura 1), concebida mediante técnicas de Fecundacion In Vitro (FIV) de la mano
del ginecdlogo Patrick C. Steptoe en Reino Unido (Brezina & Zhao, 2011). Este primer bebé
engendrado en el laboratorio tomo verdadera importancia tanto para cientificos como para
médicos clinicos, pero sobre todo para las parejas hasta el momento infértiles (Jones, 1996).

ki Evening News [y
Meet Louise, the world’s
first test-tube arrival

SUPERBABE

>
s

Portada de un periédico britanico del 25 de julio de 1978 dedicada a Louise Brown, popularmente
referida como “el bebé probeta” (Fuente: http://biologia-3rogb.blogspot.com.es/)
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En Espania, fue en Julio del 1984 en el Instituto Universitario Dexeus donde se consiguio el primer
nacimiento de un niflo por TRA —concretamente por FIV (Garcia & Guerra., 2012).
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Portada del diario ‘El Pais’ del 13 de julio anunciando el primer nacimiento de ‘bebé probeta’ en
Espafia (Fuente: http://elpais.com/diario/1984/07/13/sociedad/458517603 850215.html)

Desde entonces, y en un par de décadas; la disponibilidad de las TRA y su uso se han extendido
vertiginosamente alrededor de todo el mundo (Brezina & Zhao, 2011).

Mundial

Segun la OMS, es dificil establecer la prevalencia de la infertilidad mundial dada la presencia de
ambos factores masculino y femenino que, afadido a la falta de herramientas comunes para el
diagnostico, complica cualquier estimacién. Aun asi, en 2004 se determind a partir de encuestas
nacionales de salud estatales que 1 de cada 4 parejas se ha visto afectada por problemas de
infertilidad en paises desarrollados (OMS, 2016). Ademas, un estudio de la OMS publicado a
finales de 2012 muestra que la tasa de infertilidad en mujeres de 190 paises se ha mantenido
respecto a los niveles de 1990-2010 (Mascarenhas et a/, 2012). En la figura 3 se muestra la
variacion de dicha tasa entre los distintos paises.

EH<1%
1% - 1.99%
2% -2.99%
W>3%

Prevalencia de la infertilidad en mujeres con deseo reproductivo en 2010 (Mascarenhas et a/, 2012)
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Europa

En Europa, las tasas de fertilidad han descendido respecto al valor supuestamente necesario para
mantener el tamano de la poblacién (SEF, 2011).
3
2,1
1,41

| .
0
Hijos por mujer
M Tasa actual Tasa tedrica

Comparacién de la tasa de natalidad real con la tasa necesaria para mantener el tamafio de la
poblaciéon (Eurostat, 2009)

Tal y como puede apreciarse en la figura 4, esta diferencia puede suponer problemas
socioecondmicos para sostener poblaciones envejecidas y mantener el crecimiento econémico
(SEF, 2011). Debido a la actual tendencia de retrasar la maternidad/paternidad, es posible afirmar
que la infertilidad es una condicion frecuente. Se estima que el 9,6% de las parejas hacen frente a
la infertilidad en Europa (Boivin et al/, 2007).

Espana

Como ya se ha mencionado con anterioridad, establecer la prevalencia de la esterilidad presenta
varias limitaciones —afiadidas a las dificultades terminolégicas (fertilidady esterilidad) (SEF, 2011).
El primer problema surge al intentar definir la poblacion de estudio. Aunque la fertilidad esté
estrechamente relacionada con la edad, la busqueda de descendencia no se da por igual en las
diferentes subpoblaciones de una sociedad. Asi, en Espaiia la edad media de matrimonio en 2008
fue de 31,46 afos en la mujer y 34,51 en el varén (INE, 2010). Por tanto, se podria estimar la edad
media de deseo reproductivo de una pareja en los 32 afios de edad de la mujer. A dicha edad es
de esperar una reduccién en la fecundabilidad del 26% en relacién con las mujeres de 20 a 24
anos (SEF, 2011). La prevalencia de infertilidad se situa alrededor del 14% en Espafa. Esto significa
que alrededor de 1 de cada 7 parejas en edad reproductiva va a presentar dificultades para tener
descendencia (SEF, 2011).

Ademas, existen ciertos factores que acentlan la necesidad de recurrir a las TRAs para concebir
un hijo (Tabla 1):

Factores que aconsejan el estudio precoz de la pareja (SEF, 2011)

Edad > 35 afios Patologia genital previa
Amenorrea o oligomenorrea de > 6 meses Cirugia urogenital previa
Patologia tubarica, uterina u ovarica Enfermedad de transmision sexual
Endometriosis Exploracion genital anormal
Enfermedades genéticas Enfermedades genéticas

Enfermedad pélvica inflamatoria

w
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1.1.2.

Desde el primer procedimiento de FIV exitoso en 1978 y durante las Ultimas décadas, el uso las
TRA aumenta cada afo un 5-10% en paises desarrollados (Jones et a/, 2011). A continuacién, se
recogen en la tabla 2 las tres técnicas de reproduccion asistida mas comunes:

Resumen de las tres TRAs actualmente establecidas en orden creciente segun el grado de
intervencion en la fecundacion (Sher et al, 2005)

Método de
fecundacion

Inseminacion
Artificial

in vivo intrauterina (IA)
Fecundacién In
Vitro (FIV)
Métodos de
fecundacién
in vitro
Inyeccién
intracitoplasmatica
de
espermatozoides
(ICSI)

1790
John Hunter

1978
Patrick C. Steptoe
Robert G. Edwards
(Premio Nobel 2010
de Fisiologia 'y
Medicina)

1992
Gianpiero Palermo

Estimulacién ovarica
controlada (EOC) e
induccion de la ovulacién
(10)

Capacitacion del semen
Deposicién del semen (de
codnyuge o de donante) en
la vagina

Fecundacién in vivo
Estimulacién ovarica
controlada (EQOC) e
induccion de la ovulacién
(10)

Extraccion de oocitos
mediante puncién folicular
Capacitacion del semen
(cdnyuge o donante)
Fecundacién in vitro de los
oocitos por los
espermatozoides en el seno
de un medio liquido
Transferencia uterina de
el/los oocitos fecundados
Estimulacién ovarica
controlada (EOC) e
induccion de la ovulacién
(10)

Extraccion de oocitos
mediante puncion folicular
Capacitacion del semen
(cényuge o donante)
Fecundacién /n vitro de los
oocitos mediante inyeccién
de un espermatozoide en
su citoplasma gracias a una
micropipeta
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La SEF, en un intento de valorar el rendimiento de la TRAs en Espafia, elabora cada afio un informe
estadistico con los resultados de cada centro participante —hasta el momento, dicha participacion
era voluntaria (SEF, 2013). Segun el informe de 2013 —el mas reciente disponible- en el que
participaron 164 centros tanto publicos como privados (130 centros en FIV/ICSI y 158 centros en
IA), un total de 57.330 pacientes fueron tratadas. De ellas, 27.780 se sometieron a procedimientos
de FIV 0 ICSI'y 29.550 a IA (SEF, 2013).

En cuanto a los métodos de fecundacion /n vitro, la ICSI fue la técnica mas utilizada, tal y como se
muestra en la tabla 3:

Datos pertenecientes a oocitos propios: ciclos, punciones, transferencias, gestaciones y partos,
donde "mixta” se refiere a tratamiento combinado de FIV/ICSI y “ectdpicos” se refiere a embarazos fuera del
Utero (SEF, 2013)

Pacientes tratadas 3.140 24.640 27.780
Ciclos iniciados 4522 34.069 38.591
Ciclos cancelados 546 3.683 4229
Ciclos con puncion 3.976 30.386 34.362
Transferencias 3.304 22.930 26.234
Gestaciones 1.200 8.575 9.775
Ectépicos y abortos 235 (19,6%) 1.676 (19,5%) 1.911 (19,5%)
Gestaciones con 243 1.389 1.632
evolucion desconocida

Partos 722 5.510 6.232
Recién nacidos vivos 868 6.661 7.529
% gestaciones por ciclos 26,5% 25,2% 25,3%
iniciados

% gestaciones por 30,2% 28,2% 28,4%
punciones

% gestaciones por 36,3% 37,4% 37.3%

transferencias

La fecundacién /n vitro puede verse como una extension del proceso natural de reproduccion.
Simplemente, sortea muchas de las causas anatémicas o fisiologicas de infertilidad
sustituyéndolas por técnicas de reproduccién asistida (Sher et a/, 2005).

La fecundacion /in vivo es un proceso complejo que ha de darse en un periodo de tiempo muy
estricto, tedricamente 12-24 horas justo después de la ovulacién femenina (Sher et a/, 2005).

Ademas, ocurre s6lo cuando ambos gametos —el oocito y el espermatozoide— han completado
las etapas finales de maduracion citoplasmatica. Sin embargo, mientras que la meiosis en el
espermatozoide ha finalizado previamente a la fecundacion; la maduracién nuclear del oocito con
la segunda divisidn mitdtica sdlo prosigue una vez ha sido fecundado. Por ello, se insiste en que
la interaccion oocito-espermatozoide es un proceso complejo de interaccion célula a célula, que
requiere reconocimiento especifico de especie y la unién de los dos gametos (Elder & Dale, 2011).
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La fecundacion en humanos, ya sea espontanea o /n vitro, parece ser un evento poco eficiente.
AUn en edad reproductiva, la probabilidad promedio de embarazo es de un 15% por ciclo
menstrual (Hjollund et a/, 2000). Tal y como se puede constatar en la tabla 4, las tasas de embarazo
en el resto de mamiferos generalmente triplican las de la especie humana (Arthur et a/, 1991;
Knox, 2015):

Porcentajes (%) de gestacién animal y humana comparados (Arthur et a/, 1991; Knox, 2015)

Bovinos 79,7 79
Ovinos 65

Equinos 79-90 67

Canidos 60-80

Porcinos 70-80 86

Bufalos 30-50 20-75

Humanos 15-20 15 40

Esto se debe a que, para que un embarazo se dé en condiciones naturales en la especie humana
se deben cumplir ciertos requisitos especificos (Sher et a/, 2005).
Disponibilidad de oocitos maduros y sanos en el momento y las condiciones hormonales
adecuadas.
Produccién de espermatozoides sanos, maduros y resistentes, que han de ser
depositados en el canal cervical de la mujer coincidiendo con la ovulacion de la mujer.
Entorno fisico-quimico que favorezca la capacitacion (activacién) de los espermatozoides
a medida que pasan por el tracto reproductivo femenino.
Trompas de Falopio sanas que promuevan el paso de los espermatozoides y el oocito.
Cavidad uterina sana sin anomalias que puedan impedir la implantacion del embrién,
como pueden ser tumores o endometriosis.
Endometrio lo suficientemente grueso y desarrollado para soportar la correcta
implantacion del embridn en el Utero.

La fisiologia de los procesos nombrados puede apreciarse en la figura 5:
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°) FECUNDACION
 AERGeshiethintetla

‘ IMPLANTACION

UTERO
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VAGINA

Trayecto del évulo en el tracto reproductor femenino a lo largo del proceso de fecundacion e
implantacién (Fuente: http://repositoriorecursos-download.educ.ar/dinamico/UnidadH)
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Teniendo en cuenta estas premisas, parece sencillo apreciar que la FIV se basa en los principios
de la reproduccién humana para conseguir el embarazo. Para ello, la estrategia seguida es la
siguiente (Sher et al, 2005):

Uso de medicacion para producir mas oocitos: Se estimula el crecimiento de los foliculos
ovaricos con la administracion de hormonas. De esta manera, se desarrollan mas foliculos
gue en condiciones naturales, se intenta asegurar su correcta maduracién y se estimula el
desarrollo del endometrio. Cuantos mas oocitos se extraigan, mayor es la probabilidad de
conseguir embriones sanos.

La posibilidad de embarazo multiple es mayor con la FIV: una vez el embrién concebido
de manera natural alcanza el Gtero, tiene aproximadamente un 15% de probabilidades de
sobrevivir. Con la F1V, la tasa de implantacién de embrién o blastocisto de buena calidad es
entre un 20 y un 40% respectivamente. Para aumentar las posibilidades de éxito, en los
tratamientos de reproduccidn asistida se tiene a transferir dos embriones a la vez. Sin
embargo, el riesgo de concebir mas de un bebé no sélo depende del nimero de embriones
transferidos, si no de la calidad de los mismos —que a fin de cuentas, viene determinada
por la calidad de los oocitos. Una mujer mayor de 40 tiene menor riesgo de embarazo
multiple que una mujer menor de 35, fundamentalmente por una cuestion de viabilidad
embrionaria (Sher et al, 2005). Dado que el embarazo multiple se considera un efecto
secundario de las TRAs y supone un peligro afladido para la paciente, la legislacion espafiola
ha intervenido y establece como 3 el nimero de embriones maximo a transferir (Ley
14/2006).

La FIV hace prescindibles las trompas de Falopio: con la extraccién de los oocitos sus
foliculos mediante aspiracion via transductor vaginal; se subsanan los posibles problemas
de ovulacidn u obstruccidon de trompas. Mas tarde, con la transferencia embrionaria y la
deposicion directa de los embriones en el Utero también se sortea cualquier obstaculo que
pueda ser causado por la infertilidad de este tipo.

Los espermatozoides se capacitan en el laboratorio en lugar de en el tracto
reproductor femenino: la FIV elimina muchas de las dificultades que los espermatozoides
enfrentan a su paso por el moco cervical. Esto es especialmente ventajoso cuando el
recuento y la calidad del esperma es pobre o cuando el moco cervical de la mujer es
demasiado hostil para los espermatozoides. En la FIV, los protocolos de capacitacion en el
laboratorio sustituyen el papel del tracto femenino.

La FIV evita la reaccion inmunolégica contra los espermatozoides. Cuando el esperma
toma contacto con el sistema inmunolégico del tracto femenino, este puede generar
anticuerpos contra los espermatozoides. La FIV normalmente soluciona los casos de
infertilidad debidos a dicha reaccién, permitiendo la fecundacion del oocito por los
espermatozoides sin la interferencia de posibles anticuerpos presentes en el tracto
reproductivo femenino.

La FIV es un procedimiento tanto de tratamiento como de diagnéstico. La FIV se ha
constituido como una herramienta para diagnosticar la fertilidad de una pareja. Permite
testar si los gametos son capaces de fecundar juntos o si, por el contrario, el problema
viene del oocito, del espermatozoide o de ambos. Si varios oocitos maduros se someten a
FIV y se dan fallos de fecundacién, queda patente que el siguiente paso sera recurrir a la
otra TRA: la ICSL
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La técnica de Fecundacion In Vitro (FIV) facilita el contacto directo de miles de espermatozoides
capacitados con el oocito en un volumen y un tiempo determinados (16-18h) (Elder & Dale, 2011).
De este modo, se eliminan las barreras que en condiciones naturales reducen el nimero de
espermatozoides que logra llegar al sitio de fecundacién en el ampula (Trounson, 1994).

Aunque la larga duracién de la co-incubacién (16-18h) en FIV fue originalmente establecida por
motivos practicos —corresponde con el momento de evaluar la aparicion de los pronucleos; desde
1990 se empezaron a desarrollar protocolos de corta duracion (Huang et a/, 2013). Esto fue
gracias a Gianaroli y su equipo, que en 1996 sugirieron que la interaccion espermatozoide-oocito
ocurre en 1 hora (Gianaroli et a/, 1996). Asi, la breve co-incubacion de los gametos durante 1 hora
antes del lavado del oocito y su paso a medio de cultivo fresco seria suficiente para permitir la
fecundacién (Quinn et al, 1998). De hecho, aunque en 1 hora el espermatozoide no se hubiera
fusionado con la membrana del oocito, si le habria dado tiempo a adherirse a las células de la
granulosa de manera que podra fecundar finalmente en el medio fresco (Li et a/, 2016). Ademas,
con este cambio de medio se descartaria el exceso de espermatozoides y se disminuiria la
incidencia de la polispermia; mas alta en aquellos oocitos expuestos 16-18h a los espermatozoides
(Huang et al, 2013; Li et al, 2016). Por otro lado, se mejorarian las condiciones de cultivo dado
gue se evitarian los productos toxicos del metabolismo del espermatozoide, tales como las
especies reactivas del oxigeno (ROS) (Aitken & Clarkson, 1987).

Sin embargo, existe cierto escepticismo hacia estos estudios —y en especial al inicial de Gianaroli
y su equipo— debido a una supuesta falta de significancia estadistica y reproducibilidad de
resultados entre laboratorios (Bergh et al/, 1996; Walters, 1996; Barraud-Lange et a/, 2008;
Lundqvist et a/ 2001). Los grupos en contra muestran tasas de fecundaciéon mas bajas al reducir
el tiempo de co-incubacién, sin ademas obtener una mejora en la calidad embrionaria (Barraud-
Lange et al, 2008).

Para medir la eficacia de la FIVc, los trabajos hasta ahora publicados se basaban principalmente
en los indicadores que se muestran en la siguiente tabla (Tabla 5):

Clasificacion de la bibliografia segun el indicador en el que se basaron para posicionarse a favor o
en contra de la FIVc

Tasa de fecundacion Trounson, 1994; Quinn et a/, 1998; Lundqvist et a/,
2001; Barraud-Lange et a/, 2008; Diaz et al, 2015

Tasa de implantacién Gianaroli et al, 1996

Calidad embrionaria Quinn et al, 1998; Lundqyist et a/, 2001; Barraud-

segun morfologia Lange et al, 2008

Tasa de recién nacidos Huang et a/, 2013; Li et a/, 2016

No obstante, tras una busqueda exhaustiva en PubMed (NCBI) y Scopus (Elsevier) no se
encontraron estudios que buscaran diferencias en la morfocinética de embriones obtenidos con
las dos variantes de la FIV. Mientras que la mayoria de trabajos comparaban resultados de FIV
convencional versus FIVc, hubo uno que utilizaba datos obtenidos por ICSI para testar la eficacia
de la FIVc (Menezo & Barak, 2000). Por otro lado, cabe destacar que dos de los articulos
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encontrados fueron cartas al editor en respuesta a la publicacion de Gianaroli en 1996 (Walters et
al, 1996; Bergh et al, 1996).

Finalmente, se clasificaron los articulos segun se posicionaban a favor o en contra de la FIVc, tal y
como se muestra en la tabla 6:

Clasificacion de la bibliografia seleccionada segun su posicionamiento respecto a la eficacia de la
FIVc (7 de 11 a favor y 4 de 11 en contra).

Autores pro FIVc Trounson, 1994; Gianaroli et a/, 1996; Quinn et a/, 1998; Menezo & Barak,
2000; Huang et a/, 2013; Diaz et al, 2015; Li et al, 2016

Autores contra FIVc Bergh et al, 1996; Walters et al, 1996; Lundqvist et a/ 2001; Barraud-
Lange et al, 2008

Por todo lo anteriormente expuesto, parece dificil posicionarse ante esta variacion en la técnica
de FIV y resulta necesario generar mas evidencias para poder establecer un criterio uniforme y
aplicable a todos los laboratorios.

La velocidad de division del embridon cultivado /n vitro respecto al crecimiento in vivo es
ligeramente inferior (Callesen & Holm, 2015). Por ello, la divisién temprana de los embriones in
vitro es un indicador su calidad y capacidad de desarrollo (SEF, 2016).

Los tiempos de divisién normales esperados de un embrién madurado /n vitro son:
En dia 0: 16-18 horas después de la FIV, es posible observar la fecundacion normal,
caracteristica por la presencia de los 2 pronucleos correspondientes al gameto femenino
y masculino.
En dia 1: entre 25-27 horas, en algunos embriones se produce la primera divisidon mitotica,
pudiéndose observar 2 células. -también llamadas blastémeras.

Las divisiones siguen a lo largo de los dias de manera consecutiva (véase Figura 6) hasta
llegar al estado de blastocisto, dénde normalmente el desarrollo /n vitro se detiene.

Dia 0 (16-18h) Dia 2 (43-45h) Dia 3(67-72h) Dia 4(96h) Dia 5(120h)
Fecundacién: Division a 4 Division a8  Morula compactada. Blastocisto
aparicion de los células células no se diferencia el
2 pronucleos numero de células

Principales estadios y cronologia del desarrollo embrionario temprano humano /n vitro (Adaptado
de: https://www.mivf.com.au/sites/mivf.com.au/files/fertility-treatment ivf-treatment)
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Existen evidencias que apuntan tanto la receptividad endometrial como la calidad embrionaria
como los elementos que repercuten directamente en las posibilidades de gestacién (ASEBIR,
2015). Por ello, elegir el mejor embrion posible para transferir es el principal reto de la
reproduccién asistida (Chawla et a/, 2014).

Desde el nacimiento del primer bebé por FIV, la herramienta mas establecida para valorar la
calidad embrionaria es en base a parametros morfologicos. El uso de otro tipo de criterios
(criterios no morfoldgicos) aun no se ha implantado en los laboratorios, a pesar de estar
demostrando su eficacia (ASEBIR, 2015).

Criterios morfologicos

La falta de consenso entre los distintos grupos dedicados a la embriologia clinica conlleva
problemas a la hora de generar estudios multicéntricos, interpretar informes clinicos de otros
laboratorios o comparar datos bibliograficos (ASEBIR, 2015). Por ello, en julio de 2004 se cred por
parte de ASEBIR la siguiente Comisién de trabajo: “Definicién de criterios de valoracion
morfoldgica y su categorizacion, de Oocito a Blastocisto”, con el objetivo de unificar los criterios
de valoracién embrionaria entre laboratorios (ASEBIR, 2015). En cada estadio del desarrollo
embrionario se analizan ciertos parametros morfolégicos, de manera que; en el sistema final de
clasificacion se incluyen todos aquellos aspectos de la morfologia relacionados de manera
evidente con las posibilidades de implantacion del pre-embrion (ASEBIR, 2015). Para el sistema
de gradacion se emplean 4 categorias divididas en funcidn del potencial implantatorio esperado,
tal y como se muestra en la tabla 7:

Categorias de calidad embrionaria y el potencial implantatorio que de ellas se espera (ASEBIR, 2015).

Categoria A  Embrion de calidad 6ptima con maxima capacidad de implantacion

CategoriaB  Embrion de buena calidad con elevada capacidad de implantacion

CategoriaC  Embrion regular con una probabilidad de implantacion media

CategoriaD  Embrion de mala calidad con una probabilidad de implantacion baja. Dentro de esta
categoria hay embriones con anomalias diversas, que convierten su probabilidad de
implantacion en nula

Criterios no morfolégicos

Los métodos estandar de evaluacion embrionaria estan basados fundamentalmente la valoracién
subjetiva de la morfologia en momentos discretos del desarrollo, tratdndose asi de una
informacion limitada y muy variable inter- e intra-observador (Aparicio et a/, 2013). Ademas, la
baja tasa de embarazo por transferencia obtenida (30%) conduce a la comun préactica de transferir
mas de un embrién a la vez, incrementando el riesgo de gestacion mdltiple —con las
complicaciones para la madre y el feto que ello conlleva (Herrero & Meseguer, 2013).

Por ello, la tendencia actual es intentar complementar el método actual de seleccién embrionaria
mediante el uso de nuevas tecnologias. No obstante, estas nuevas técnicas deberadn cumplir
ciertas premisas para empezar a establecerse en la rutina de los laboratorios de FIV: invasividad
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minima para el embrion, precision y reproducibilidad, rapidez, sencillez, objetividad y relacion

beneficio-coste rentable (Sturney et a/, 2008). A continuacién, se enumeran en la siguiente tabla
(Tabla 8) las nuevas técnicas de evaluacion embrionaria mediante métodos no invasivos:

Resumen de los nuevos métodos de valoraciéon embrionaria

Diganéstico Genético
Pre-implantacional
(DGP)

(Harper et al, 2016)

Consumo de oxigeno
(co)

(Thompson et al, 2016)
(Tejera et al, 2016)

Transcriptomica de
células del cimulo
(Fang et al, 2016)
(Ogino et al, 2016)

Analisis metabolémico
del medio de cultivo
(de los Santos et al,
2015)

Marcadores
morfocinéticos
mediante time-/apse

Mediante el andlisis genético de una
0 mas células del embrion
(blastébmeras), identificar:
Viabilidad de los embriones
En caso de enfermedad en los
progenitores, seleccion del
embrién sano/no portador o
portador

La respiracién celular como
indicadora de activacién mitocondrial:
seleccion de oocitos con el mayor
potencial de desarrollo

Ademads, el aumento del CO se ha
de division

asociado a tiempos

Optimos en los embriones -
relacionado a su vez con potenciales

de implantacion mas altos.

del (CCs)
acompanian al oocito en su desarrollo.

Las células cumulo
Muchos de los genes expresados por
dichas células controlan el crecimiento
del oocito y el posterior desarrollo del
embrion. Los patrones de expresion
de dichos genes pueden suponer
del

desarrollo del oocito y del embrion.

marcadores potencial  de

Anélisis de la "huella metabdlica”
excretada por los embriones en el
medio de cultivo como marcador del
desarrollo embrionario.

(Desarrollo en el siguiente epigrafe
1.4.3.1)

Biopsia de blastomeras en estado
de blastocisto mediante el uso de
microinyector. Analisis de su
DNA y carga cromosdmica por:

rtPCR

Hibridacién n situ
fluorescente (FISH)
Hibridacién Gendmica

Comparativa (CGH)
Medicion del consumo de
oxigeno, directamente
proporcional a la respiracion:

Métodos electroquimicos

Microespectrofotometria

Ultramicrofluorescencia

Microscopia de escaner

electroquimico

Incubador con microsensor

de oxigeno incorporado

(Embryoscope™)

Anélisis transcriptomico del DNA
presente en:

Proteinas reguladoras de la

transcripcion (‘'Cited2’) en

las CCs

DNA mitocondrial en las

CGCs

Técnicas cuantitativas no
invasivas:
Resonancia Magnética
Nuclear (RMN)
Cromatografia liquida de
alta resolucién acoplada a
MS (HPLC-MS)
(Desarrollo en el siguiente
epigrafe 1.4.3.1)
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Una perspectiva morfocinética

Una de las nuevas tecnologias introducida cada vez mas en los laboratorios es el seguimiento
continuo del desarrollo embrionario en tiempo real —-mas conocido como time-/apse

Los primeros usos de imagenes cinemicrograficas obtenidas por time-/apse fueron estudios de
investigacion basica en biologia del desarrollo con modelos animales hace unas décadas
(Grabowski & Schroeder, 1968; Gustafson & Wolpert, 1999). Uno de los primeros estudios de
time-lapse en cinética de los embriones humanos fue el de Payne y su equipo en 1997. Este
trabajo elucidd la secuencia completa de eventos morfolégicos que ocurren en el embridn,
incluyendo la formacién de los prontcleos (Payne et a/, 1997). Sin embargo, no fue hasta 2008
cuando se propuso la monitorizacién por time-lapse como un método potencial para la seleccion
de embriones en la clinica (Arav et a/, 2008; Lemmen et al, 2008). A partir de este momento, se
empezo a incorporar esta tecnologia al campo de la reproduccién asistida, a la vez que el nimero
de publicaciones sufrié un aumento exponencial-tal y como se muestra en la figura 7.
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Numero de publicaciones por afio en la base de datos de Scopus segun el criterio de busqueda
(7itle-Abs-Key (time lapse) or Title-Abs-Key (time-lapse) and Title-Abs-Key (embryo)) (Fuente:
WWW.SCOPUS.COM)

Usualmente, los embriélogos sacaban los embriones una vez al dia del incubador para evaluar su
morfologia y estado de division, pero este tipo de seguimiento es limitado, ya que proporciona
una sola instantadnea de un proceso dinamico. Ademas, los embriones no toleran bien el cambio
de las condiciones de cultivo dptimas del incubador. Gracias a la implantacién de esta tecnologia
de imagen en los incubadores, los embriones pueden ser monitorizados sin tener que sacarlos.
La camara que incorporan los incubadores toma fotos de los embriones con una frecuencia
determinada y en multiples planos focales, de manera tal que, con el software apropiado pueden
crearse videos donde se muestra su progresion (Kovacs, 2015).
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Incubador con tecnologia time-/apseincorporada Miri® 7ime Lapse (Esco, Singapur) (Fuente:
http://escoglobal.com/images/upload/MRI-TL BIG.jpg)
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Secuencia de fotogramas tomados por la cdmara integrada de este equipo (cada 5 minutos y en
7 planos focales) (Fuente: Cuevas, 2016)

Time-lapse permite la recoleccién de una gran cantidad de informacion acerca de los tiempos de
division y la dindmica de los cambios morfolégicos (Kovacs, 2015). A medida que el embridn
prosigue con su desarrollo, el embridlogo puede observar, registrar y datar cada evento celular
del embriodn sin perturbar las condiciones de cultivo (Chamayou & Guglielmino, 2015).

Los parametros morfocinéticos son variables numéricas (tiempos puntuales o intervalos), que
relacionan fenotipos regulares o irregulares con el momento exacto en el que aparecen. Es decir,
miden la aparicion y/o duracion de eventos celulares del embridon como, por ejemplo: el momento
de aparicién/desaparicion de los pronucleos (tens), €l tiempo que tarda el zigoto en dividirse en
sus dos células hijas (t2), la sincronizacion de la division de las sucesivas blastémeras (S, S3) o el
tiempo que tarda un blastocisto contraido en re-expandirse (Chamayou & Guglielmino, 2015).
Actualmente, los estudios basados en time-lapse utilizan marcadores morfocinéticos para
seleccionar embriones con potencial implantatorio (Kirkegaard et al, 2015), testar diferentes
medios de cultivo (Hardarson et a/, 2015), detectar multinucleaciéon y anomalias en la division
(Desai et al, 2014), predecir aneuploidias (Kramer et a/, 2014) o predecir la llegada a estado de
blastocisto (Milewski et a/, 2015).

Los pardmetros morfocinéticos pueden dividirse en absolutos o relativos, tal y como se muestra
en la tabla 9.

Clasificacion de los marcadores morfocinéticos (Milewski et a/, 2015)

Marcadores Pardmetros  Tiempo desde la fecundacion hasta la desaparicion de los
morfocinéticos  tempranos  pronucleos y las sucesivas divisiones a 2, 3y 5 blastomeras:

absolutos tens, B2, 3y ty
Pardmetros | Tiempo desde la fecundacién hasta las sucesivas divisiones
tardios: a 6, 7, 8 blastobmeras, moérula, blastocisto temprano y

blastocisto: ts, te, t7, ts, tm, teg y ts

Marcadores Intervalos entre sucesivas divisiones: duracién del segundo ciclo celular cc;
morfocinéticos (1._t,) sincronizacion de la divison a 4 células s, (ts-t3), tercer ciclo celular

relativos . . s ,
€C;3 (ts-t3) y sincronizacion de la division a 8 células s3 (ts-ts)
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tpn t ta ts ts

te t7 tg tm

CC; Sz

CC; S3

Correspondencia de los pardmetros morfocinéticos con el evento celular que marcan, dénde tent
hace referencia al tiempo de aparicién de los pronuUcleos; t2, t3y t4 ts, te, t7, ts, tm, tes y ts corresponden con los
sucevisos tiempos de division y Sz (ts-t3), CCa (t3-t2), S3 (ts-ts), CC3 (ts-t3) a los intervalos entre sucesivas
divisiones

A partir de este tipo de datos se han publicado numerosos estudios relacionando la morfocinética
del embrion con las caracteristicas de los pacientes, la estimulacion ovarica o los diferentes
protocolos usados en el laboratorio. Cada autor crea un modelo estadistico para seleccionar los
embriones con mayor potencial implantatorio (Chamayou & Guglielmino, 2015). Estos modelos
establecen intervalos de confianza para cada parametro morfocinético, teniendo en cuenta los
valores procedentes de embriones que, o bien han llegado hasta el estado de blastocisto, o bien
finalmente han resultado en implantacion y embarazo exitoso (Kovacs, 2014). En la tabla 10 se
recogen los intervalos de tiempo éptimos para los marcadores morfocinéticos segun diferentes
grupos:

Intervalos de tiempo 6ptimos para diferentes marcadores morfocinéticos, expresados en horas
(Kovacs, 2014)

CcC: 11,1£2,2 <119 9,33-11,45

S: 1+1,6 <0,76 <0,76 <173

ts 48,8-56,6 48,8-56,6 47,2-58,2
CGCs 11,7-18,2

parametros morfocinéticos expresados en tiempo absoluto desde el inicio del procedimiento FIV (sin normalizar
respecto a la desaparicion de pronucleos), donde CCa: t3-t2; Sa: ta-t3; t5: tiempo hasta el estado de 5 células,
CGCs: ts-t3
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OBJETIVO

El objetivo del presente trabajo es determinar el efecto de la reduccién en el tiempo de co-
incubacion de los gametos en FIV sobre el desarrollo embrionario. Para ello, se comparan los
pardmetros morfocinéticos de embriones procedentes de FIVc y FIV convencional. Ademas, se
pretende cuantificar la presencia de radicales libres en ambos medios de co-cultivo.
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MATERIALES Y METODOS

El estudio tuvo lugar en la Unidad de Medicina Reproductiva del Hospital General Universitario
de Valencia, dénde se hicieron 61 ciclos de reproduccidn asistida entre enero del 2015 y abril de
2016. De dichos tratamientos, 415 oocitos se fecundaron por FIV y de ellos, el 45,06% por FIVcy
el 59,95% por FIV convencional.

Sin embargo, de esos 415 oocitos, s6lo 83 embriones resultaron seleccionados para ser
transferidos a la paciente o criopreservados para futura transferencia. Asi, el analisis retrospectivo
de parametros morfocinéticos contd con 83 peliculas time-/apse correspondientes a 83 embriones
de buena calidad. De estos, el 53,01% habian sido concebidos por FIVc y el 46,98% por FIV.

Las pacientes fueron estimuladas con hormona foliculo estimulante (FSH) (Gonal-F®, Merk, USA)
(225ui/dia) recombinante para maximizar el nimero de oocitos recuperados destinados al
tratamiento. Una vez los foliculos, controlados por ecografia vaginal, alcanzaban un tamaio de
unos 15 mm, se administraban 0,25 mg/dia de antagonistas de la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH) (Orgalutran©, Merk, USA) para bloquear la hipofisis y evitar el pico
endogeno de LH. Cuando al menos 2 de los foliculos alcanzaban la madurez y llegaban hasta los
18-20 mm de didmetro, se inducia la ovulacion mediante la inyeccion (250 pg/0,5 mL) de hormona
corionica humana (hCG) (Ovitrelle©, Merk, USA).

36-38 horas después de la administracion de la hCG, se procedia a recuperar los oocitos mediante
puncidn y aspiracion folicular guiada por ecografia vaginal en quir6fano bajo anestesia general
superficial con propofol (2-3 g/kg). Para ello, se acoplaba una aguja de puncion al transductor
vaginal del ecdgrafo. A su vez, dicha aguja contaba con una salida hacia un sistema aspirador de
180 mmHg y estaba conectada a un catéter acabada en un tapdn acoplado a un tubo Falcon.
Cuando la/el ginecdloga/o introducia el transductor por via vaginal, exploraba la pelvis menor
para comprobar la posicién del Utero, la calidad del endometrio, la accesibilidad y localizacién de
los ovarios y los foliculos a aspirar. De este modo, se puncionaban todos los foliculos maduros y
se aspiraban mediante el sistema de vacio, recogiendo el liquido folicular que contendria los
oocitos en un tubo Falcon. Dichos tubos se mantenian a temperatura fisiolégica en un bloque
térmico mientras la/el embridloga/o recuperaba los oocitos del liquido folicular bajo lupa y los
colocaba en una placa de 4 pocillos (IVF Multidish 4 Well Nunclon™, Nunc) con medio de cultivo
tamponado limpio (Multipurpose Handling Medium™, Irvine Scientific®, USA). Una vez terminada
la puncion, dicha placa se llevaba al laboratorio de FIV en un transportador térmico (Thermo Cell
Transporter C40™, Labotect, Alemania), donde los ovocitos se pasaban a un medio de cultivo
previamente gaseado (Fertilization medium, COOK®, Australia) y se mantenian en incubador
Labotect C42 (Labotect, Alemania) a 20% 0,,6% CO,, 95% de humedad relativa y 37°C hasta el
momento de la fecundacion.
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3.2.3.
Segun los antecedentes de la pareja, existen ciertas indicaciones para determinar la técnica de
reproduccién asistida: IA, FIV o ICSI. Sin embargo, en este estudio sélo se analizaron aquellos
embriones obtenidos por FIV (FIVc o FIV convencional).

3.2.3.1.

Desde el momento de la puncion, los oocitos permanecian en medio de cultivo gaseado
(Fertilization medium, COOK®, Australia) en el incubador.

Por otro lado, debia prepararse la muestra de semen para capacitarla y limpiarla del mayor
numero posible de impurezas (espermatozoides inmoviles, células inmunolégicas, etc.). Con tal
fin, se hacia uso de la capacitacién mediante gradiente de densidad para procesar el semen que,
posteriormente, se pondria en contacto con los oocitos. Esta técnica de capacitacion se basa en
las diferencias de densidad entre los diferentes componentes seminales y morfologias
espermaticas para seleccionar los mejores espermatozoides. De manera que, dichos
componentes no seminales (restos celulares y plasma seminal) quedaban en capas del gradiente
superiores junto con los espermatozoides inmoviles o de motilidad limitada; mientras que
aquellos espermatozoides que presentaban mejor motilidad, conseguian atravesar mas
rapidamente las diferentes capas del gradiente hasta llegar al fondo. El gradiente se preparaba
mezclando 1,5 mL de PureSperm (Nidacon™) al 90% y 1 mL de PureSperm (Nicadon™) al 45%
en un tubo Falcon. Sobre este, se colocaba 1 mL de la muestra de semen y se centrifugaba
durante 20 minutos a 12000 rpm. Transcurrido ese tiempo, se aspiraba con pipeta Pasteur el
pellet formado en el fondo del tubo. Esta fraccién se resuspendia en medio de cultivo
(Fertilization medium, COOK®, Australia) limpio y gaseado, y se volvia a centrifugar 7 minutos
a 1800 rpm. El sobrenadante resultante se descartaba y el pellet se resuspendia de nuevo en
medio de fecundacién (Fertilization medium, COOK®, Australia). Se determinaba la
concentracién de espermatozoides en camara Makler y se ajustaba la concentracion hasta 1-10°
spz/mL.

Una vez estaba listo el semen, se preparaba la placa para la inseminacién de los oocitos. Dicha
placa consistia en 3 gotas de lavado de 40 uL de medio de fecundacién (Fertilization medium,
COOK®, Australia) y tantas gotas de 20 uL de la dilucién de espermatozoides como oocitos
hubiera para inseminar. Siguiendo el sistema de gota flotante, la placa hidrofébica se sombreaba
con el medio. Inmediatamente, se cubria la placa con 3 mL de aceite mineral (Ovoil™, Vitrolife)
y se colocaba la microgota sobre la sombra previa lo méas rapido posible —para evitar cambios
en la osmolaridad y concentracion de CO; del medio. Seguidamente, la placa se colocaba en un
incubador para gasearla y equilibrar el pH del medio de cultivo. 30 minutos después, se procedia
a la inseminacién de los oocitos, colocando cada uno de ellos en una de las gotas de
espermatozoides con la ayuda de una pipeta Pasteur previamente flameada.

Finalmente, en el caso de la FIV convencional, 18-19 horas tras la inseminacion se decumulaban
los oocitos para poder evaluar la fecundacién con claridad. La decumulacion consiste en la
eliminacion de las células de la granulosa que forman, junto con el oocito, el complejo oocito-
cumulo-corona sometiendo a este a estrés mecanico al hacerlo pasar por pipetas Pasteur de
didmetro decreciente.
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e
Aot B BT O |
La imagen A muestra un complejo oocito-cimula-corona recién sacada del foliculo. La imagen B
muestra el resultado de la decumulacion: el oocito denudado (Fuente: Kawahara et a/, 2008)

El procedimiento de FIVc sélo diferia del seguido en FIV convencional en cuanto al periodo de
tiempo transcurrido entre la inseminacién de los oocitos y su decumulacion. Mientras que en la
Ultima se co-incubaban ambos gametos 18-19 horas, en el caso de la FIVc eran 2 horas.

Una vez los oocitos resultantes de la FIV habian sido decumulados, se valoraba la fecundacién o
no de los mismos. Sélo aquellos embriones en los que se observaban dos prontcleos y dos
corpusculos polares (CPs) eran los correctamente fecundados. Dichos embriones se pasaban a
placas de cultivo Miri® TL, especificas para cultivo en el incubador con tecnologia time-lapse
incorporada (Miri® T7ime Lapse Incubator, Esco, Singapur) bajo condiciones de cultivo a 5% O,
6% CO, y 37° C de temperatura. En dichas placas, las microgotas de medio de cultivo (Single Step
Media, Irvine Scientific®, USA) eran de 20 pL y también se preparaban segun el sistema de gota
flotante, cubiertas por 3,5 mL de aceite mineral Sage®©.

Una vez colocados los embriones en cada pocillo, la placa se introducia en el incubador Miri®
Time Lapse Incubator (Esco, Singapur), donde se enfocaba cada embrion a través de la pantalla
frontal del equipo. Posteriormente, el software del ordenador facilitaba la asignacién de los
embriones a cada paciente. De manera tal que, era posible acceder en cualquier momento al perfil
de cada paciente, dénde se encontraban recogidas las grabaciones de cada uno de sus embriones.

e

[
i

Captura de pantalla del software del incubador Miri© TL donde se muestra el “perfil” de una
paciente y todos sus embriones en cultivo
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Materiales y métodos

Con el seguimiento continuo del desarrollo del embridn, tanto a nivel morfol6gico como cinético
(tiempos de division), era posible establecer marcadores objetivos y cuantitativos asociados con
la viabilidad del embrion y su capacidad de implantacion. Dos tipos de criterios se tenian en
cuenta para valorar los embriones cada dia del cultivo /in vitro, desde el dia 1 —a las 24 horas de
la fecundacion, hasta el dia de la transferencia:

Criterios morfolégicos
A cada embridn se le asignaba una categoria segun la clasificacién de ASEBIR (A, B, C o D)
teniendo en cuenta los aspectos morfoldgicos pertinentes.

Criterios morfocinéticos

Los marcadores evaluados en cada embrion fueron los anteriormente indicados en la figura
10: tiempo hasta la division a 2 células (t2), a 3 células (t3) y asi sucesivamente hasta el estado
de blastocisto (tg)..

Siempre que se encontraban embriones morfolégicamente 6ptimos en dia 2, 3 o 5 de cultivo
(Grado A en clasificacién ASEBIR) dentro de la cohorte, éstos eran elegidos para transferir. Si
habia mas de uno, o bien se transferian dos —practica que se esta intentando sustituir por la
transferencia de un Unico blastocisto (Single Embyo Transfer;, SET), o bien se transferia uno y se
vitrificaba el resto. También se vitrificaba los embriones en las pacientes que habian sufrido el
sindrome de hiperestimulacion ovarica, en cuyo caso se debia de evitar la implantacion.

La transferencia embrionaria consistia en la deposicién del embrién/embriones a 1 cm del
endometrio mediante control ecografico abdominal. El o los embriones a transferir, se pasaban
de la placa Miri® TL a un medio de cultivo especifico para la transferencia (Continuous Single
Culture™, Irvine Scentific®, USA), que contenia acido hialurénico para favorecer la implantacion.
Permanecian en él durante 10-15 minutos antes de la transferencia. En ese tiempo, el/la
ginecdlogo/a canaliza la vagina con una canula exterior y atraviesa los orificios cervicales externo
e interno con una canula interior. Una vez ha sido canalizado el endometrio con la canula
exterior, el/la embridlogo/a carga los embriones en una jeringuilla de insulina y la introduce en
la canula. Siguiendo las instrucciones de el/la ginecélogo/a, que controla la posicién de la canula
en el endometrio por ecografia, el/la embridlogo/a va inyectando el contenido de la jeringuilla
hasta depositar los embriones en la posicién correcta —de modo que quedan embebidos en el
endometrio para facilitar su implantacion (véase figura 13).

Representacién de la transferencia embrionaria ecoguiada (Fuente:
https://i.ytimg.com/vi/BSYkjZR4xmE/hgdefault.jpg)
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15 dias después de la transferencia, se median los niveles de B-hCG en sangre para comprobar,
con el resultado positivo (>25mUI B-hCG/mL sangre), la implantacién del/los embriones. El
embarazo clinico se confirmaba con la visualizacidn del saco gestacional intrauterino con latido
fetal 5 semanas después de la transferencia.

Una vez crecidos los embriones, se exportaban sus datos morfocinéticos contenidos en la base
de datos del incubador De manera que, los datos se organizaban del siguiente modo: diferentes
tiempos de divisién, t2, t3, t4, t5, t6, t7, t8, tm, tes, ts, €2, s2, cc3 y s3, para cada tipo de FIV, FIV y
FIVc, segun el destino final de los embriones: implantados, no implantados, posiblemente
implantados o vitrificados. El grupo de posible implantacién correspondia a transferencias de dos
embriones que resultaron en embarazos de un saco. Posteriormente, se normalizaron todos los
tiempos respecto al tiempo de desaparcidn de los pronucelos (tens). Por otro lado, se construyeron
diagramas de cajas (graficos Box-and-Whisker) comparando los valores de cada pardmetro
morfocinético segun procediera de FIV o de FIVc. Estos gréaficos se hicieron también para apreciar
la distribucién de los parametros morfocinéticos entre FIVc y FIV en los embriones no implantados.

Dado que la una de las ventajas mas destacada por los defensores de la FIVc es la menor
exposicion del oocito a las ROS secretadas por los espermatozoides al medio (Gianaroli et al,
1996), se planted la comparacion del potencial redox en el medio de fecundacién de FIVc y FIV.
Con dicho propésito se hicieron 9 medidas haciendo uso del dispositivo MiOXSYS™ (MiOXSYS
System™). El sistema MiOXSYS™ se basa en la tecnologia electroquimica para cuantificar el
potencial de oxidoreduccién estatico (SORP) en milivoltios (mV) (MiOXSYS Manual).

El disefio experimental para la toma de las 9 medidas fue el siguiente:
3 muestras “blanco”: se tomaron 20 uL del medio de cultivo de fecundacion en fresco y
embebido en aceite mineral tras 2 y 19 horas de cultivo.
3 muestras de medio de FIV: se tomaron 20 pL del medio de fecundacién después de 19
horas de haber inseminado los oocitos de 3 pacientes diferentes
3 muestras de medio de FIVc: se tomaron 20 pL del medio de fecundacién después de 2
horas de haber inseminado los oocitos de 3 pacientes diferentes

Para ello, se depositaron 20 uL de cada muestra en el sensor (MiOXSYS Sensor™), que contenia
un electrodo de platino. Este a su vez, se insertaba en el analizador (MiOXSYS Analyzer™), que
contaba con un electrodo de referencia de plata y cloruro de plata (Ag/AgCl). A medida que se
completaba el circuito electroquimico cuando la muestra fluia a través del electrodo del sensor y
llenaba el electrodo de referencia del analizador, se iniciaba la cuantificacién (véase Figura 14).

Sin embargo, el resultado proporcionado por MiOXSYS™ no era una cuantificacion directa de las
ROS, si no del estrés oxidativo total a través de la medida sORP. El potencial de oxidoreduccién
estatico (sORP) es un ratio entre la actividad oxidativa total (procedente de ROS, tioles oxidados,
radicales superdxido, radicales hidroxilo, etc.) y la actividad reductora total (gracias a grupos tiol
libres, ascorbatos, B-carotenos, acido Urico, etc.).
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Esquema del procedimiento seguido para hacer la medicién en MiOXSYS System™ (Fuente:
MyOXYS, 2015)

3.5.
Todos los andlisis estadisticos se hicieron usando el software SPSS Statistics v19 (IBM©). Se usé la
prueba no paramétrica para la comparacion de muestras independientes U de Mann-Whitney
dado que se corrobor6 previamente la ausencia de distribucién normal en los datos con el test
de Kolmogorov-Smirnov. El nivel de significaciéon establecido fue de 0,05.
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RESULTADOS

En primer lugar, se compard la tasa de fecundacién de los oocitos mediante FIVc frente a FIV. Para
ello, se mediaron los porcentajes de fecundacién de los 415 oocitos iniciales, segun si fueron
sometidos a FIVc o FIV. No obstante, no se tuvieron en cuenta los fallos de fecundacion (0% tasa
de fecundacioén), dado que en dichos casos el factor determinante no fue tanto la técnica usada
sino los propios gametos, incapaces de fecundarse. La siguiente tabla (Tabla 11) muestra los
porcentajes de éxito de cada técnica:

Porcentajes de fecundacion de cada variante de la FIV y el p-valor resultante de la comparacién
de sus medias

% grupo experimental (FIVc) 66,69 + 23,77 223
% fecundacion FIV (control) 61,48 + 25,79 181 404
p-valor 0,514

Doénde SD significa desviacion estandar, N hace referencia al nimero de oocitos analizados y p-valor testa
la diferencia estadisticamente significativa de las medias (U de Mann-Whitney)

Como puede apreciarse en la tabla 11, no se encontraron diferencias significativas entre los
resultados proporcionados por FIVcy FIV a nivel de fecundacion. De estos oocitos, sélo 83 fueron
de la suficiente calidad como para ser transferidos o crioconservados. De este modo, se procedio
a analizar los resultados, pero esta vez desde el punto de vista del desarrollo de dichos embriones
valorados como de buena calidad.

Se estudié el efecto de la reduccion en el tiempo de co-incubacién de los gametos en el posterior
desarrollo embrionario desde una perspectiva morfocinética. Es decir, para cada parametro
morfocinético se compararon los valores procedentes de 83 embriones segun venian de FIVc o
de FIV. Para ello, se compararon las medias de los respectivos grupos (Tabla 12 y 13).

P-valores resultantes de la comparacion de los parametros morfocinéticos absolutos en FIVc y FIV,
de los que te y tm presentan significancia estadistica (p-valor < 0,05) y se destacan en amarillo

t 0,462
3 0,451

ta 0,471

ts 0,104
te 0,012-
t7 0,138
ts 0,059
tm 0,033
tes 0,710
s 0,176

Donde ta, t3, t4, ts, te, t7 Y ts hacen referencia a los tiempos de division a dos, tres, cuatro y sucesivas
blastomeras, tM divison a morula, tes a blastocisto temprano y ts a blastocisto



Resultados

P-valores resultantes de la comparacién de los pardmetros morfocinéticos relativos en FIVc y FIV,
de los que ninguno presenta significancia estadistica

CC 0,318
Sz 0,717
CG 0,738
Ss 0,272

Dénde CC; es t3-t2; Sz es ta-t3, CCs es ts-t3y Sz es ts-ts

Posteriormente, se construyé un diagrama de cajas para representar la distribucién de aquellos
parametros que salieron significativos: ts y tm (Figura 15).
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Diagrama de cajas representando la dispersién de los tiempos de division (en horas) de FIVc y
FIV, dénde se destaca en amarillo aquellos pardmetros estadisticamente significativos

Tal y como se pudo comprobar mediante el analisis estadistico, las dos variantes de la FIV
presentan diferencias significativas a nivel morfocinético, concretamente en los tiempos ts y tm.
Con el propdsito de profundizar en la interpretacion de los resultados, el siguiente paso fue
estudiar los marcadores morfocinéticos de FIVc frente a FIV segun cudl fue el destino final del
embrién. Es decir, aunque la calidad de partida era similar entre los 83 embriones, finalmente no
todos se implantaron. Algunos resultaron en fallo de implantacién y otros se hubieron de
interpretaron como posiblemente implantados. Por otro lado, hubo también casos cuya situacion
final estd por resolver debido a que se crioconservaron y permanecen pendientes de ser
transferidos. En la siguiente tabla (Tabla 14) se recoge el niUmero de embriones ordenados segun
fueron fecundados por FIVc o FIV y segun su destinacion final.
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Casos de FIVc y FIV que conforman el estudio, segun si corresponden al grupo de embriones
implantados, no implantados, posiblemente implantados o vitrificados pendientes de transferencia

N TOTAL
Implantados FIVc 0 5
FIV 5
No implantados FIVc 17 33
FIV 16
Posiblemente implantados FIVc 21 33
FIV 12
Vitrificados pendientes de transferencia FIVc 6 12
FIV 6
TOTAL FIVc 43 83
FIV 39

Tal y como se puede observar en la tabla 14, no se dispuso de ningun embrién fecundado por
FIVc en el grupo de implantados. Esto quiere decir que se dieron estas dos situaciones:
Todas las transferencias Unicas de embriones de FIVc resultaron en no implantacion.
Aquellas transferencias dobles que dieron lugar a implantacion sélo generaron un saco,
asignandose asi al grupo de posiblemente implantados.

Por esta razon, no se pudieron comparar los parametros morfocinéticos entre FIV y FIVc en el
grupo de implantados y se decidid hacerlo en el caso de los no implantados, cuyo resultado esta
plasmado en la tabla 15 y la figura 16 (diagrama de cajas).

4.2.2.

P. valores resultantes de la comparacién de los pardmetros morfocinéticos relativos en FIVcy FIV
en el grupo de no implantados, dénde aquellos p-valores significativos (<0,05) se destacan en amarillo: ts

p-valor
t2 0,358
13 0,113
ta 0,087
ts 0,036
6 0,010
t7 0,028
ts 0,131
tm 0,077
tes 0,245
ts 0,520
CGC 0,678
Sz 0,441
CGs 0,839
S3 0,091

Donde ta, t3, t4, ts, ts, t7 y ts hacen referencia a los tiempos de division a dos, tres, cuatro y sucesivas
blastdmeras, tM divison a mérula, tes a blastocisto temprano, ts a blastocisto, CCz es t3-t2; Sz es ta-t3, CCs es ts-
t3y Sz es te-ts
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estadisticamente significativos

4.2.3.

Dado que en este estudio no se disponia de embriones concebidos por FIVc contabilizados como
implantados, se propuso el andlisis de los parametros morfocinéticos entre embriones
implantados y no implantados dentro del propio grupo de FIV convencional. Con dicha
comparacion se pretendia suplir la falta de datos y, ademas, comprobar la significancia estadistica
de los pardmetros morfocinéticos encontrados en bibliografia. Para ello, se compararon las medias
y se construy6 un diagrama de cajas.

Valores resultantes de la comparacion de los parametros morfocinéticos de embriones
implantados y no implantados procedentes de FIV, donde aquellos p-valores significativos (20,05) se
destacan en amarillo: ts

p-valor
t© 0,535
ts 0,385
ta 0,363
ts 0,051
te 0,243
t7 0,083
ts 0,735
tm 0,197
tes 0,071
ts 0,569
CC 0,631
Sz 0,238
CGs 0,610
S3 0,076

Dénde t2, t3, ts, t5, te, t7 y ts hacen referencia a los tiempos de division a dos, tres, cuatro y sucesivas
blastdmeras, tM divison a morula, tes a blastocisto temprano, ts a blastocisto, CCz es t3-t2; Sz es ta-t3, CC3 es
ts-t3y Sz es ts-ts
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Dado que soélo se hicieron 9 mediciones, no se pudieron comparar las medias de cada grupo. Sin

embargo, como se puede apreciar en la tabla 17, los valores de sORP en la primera muestra

difieren de los obtenidos en la muestra 2 y 3. Dichos valores siguen la tendencia esperada: a

medida que aumentaba el tiempo de co-incubacién, aumentaba también el potencial sORP,

supuestamente debido a la presencia de radicales libres en el medio, excretados por los

espermatozoides.

Distintas medidas tomadas en los medios de cultivo de fecundacion, su media y su desviacion

estdndar expresadas en sORP (milivoltios)

Muestra
1 226,8 212,9 252
2 243,7 245,2 252
3 232 237,8 252

Media 234,17+ 8,65 231,97+ 16,92 252

2537
253,7
2537
237,7
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El andlisis de los distintos parametros morfocinéticos procedentes de embriones fecundados por
FIV o FIVc muestra diferencias significativas en el tiempo de divisidon a 6 células (ts) y a morula
células (tm). (Tabla 12). Esto apunta a que, aunque los porcentajes de fecundacion son similares
(Tabla 11), el desarrollo de los embriones si se ve afectado por la variacion en el tiempo de co-
incubacion y queda patente en su morfocinética. Los resultados obtenidos no son lo
suficientemente concluyentes como para generar evidencias a favor o en contra del uso de la FIVc
en la clinica. Es necesario partir de un tamafio poblacional mas grande y disponer de datos
morfocinéticos derivados de embriones de FIVc que finalmente se implantaron. Para ello, la
tendencia en la practica clinica deberia de inclinarse hacia la transferencia de un Unico embrion.
De este modo, se evitarian las gestaciones multiples y las complicaciones tanto para la madre
como para interpretar resultados que conllevan.

Sin embargo, a pesar de la falta de datos en el grupo de implantados, se amplié el analisis
haciendo dos comparativas mas: los parametros morfocinéticos de los embriones no implantados
obtenidos por FIVc y FIV, y los parametros de implantados y no implantados en FIV. De ambos
resultd el ts el Unico significativo. Esto significaria que, tal y como ya se habia expuesto
anteriormente en base a bibliografia, ts parece ser un marcador del futuro potencial implantatorio
del embrién (Basile et al, 2014; Cruz et al, 2012; Meseguer et al, 2011). Los valores éptimos de ts
asociados con un mayor potencial de implantacion reportados por Basile, Cruz y Meseguer fueron
48,8-56,6 horas, 48,8-56,6 horas y 47,2-58,2 h respectivamente —valores no normalizados. Seria
posible, mediante la comparacion de estos valores de referencia con los valores obtenidos por FIV
y FIVc en este estudio, aproximar cudl es el potencial implantatorio medio resultante de las
diferentes técnicas.

Los argumentos en contra de la FIVc hacen referencia al efecto negativo tanto de la temprana
decumulacion del oocito (Huang et a/, 2013) como a la insuficiencia del tiempo de co-incubacion
para permitir la fecundacion (Barraud-Lange et al, 2008). Por ello, a la hora valorar el uso de la
FIVc habra que tener en cuenta; no sélo si el tiempo es suficiente para la fecundacion, sino
también la madurez inicial del oocito —ya que al dar por terminada la FIVc en 2 horas, el gameto
se decumula para valorar la fecundacién y con ello, se detiene su maduracién. Esta es una
particularidad del protocolo seguido en este trabajo que difiere en los articulos revisados
(Gianaroli et al, 1996; Li et al, 2015), dénde en la FIVc se pasaba el oocito a un medio de cultivo
fresco para aislarlo de los espermatozoides a las 2 horas, pero no se denunaba hasta 17 horas
después (al mismo tiempo que se decumulan los oocitos de FIV convencional). De este modo, se
aseguraban tanto evitar el posible efecto de las ROS producidas por el exceso de espermatozoides
como permitir que los oocitos inmaduros acabaran de completar su desarrollo. Ademas, dado
gue los espermatozoides que logran alcanzar el oocito se quedan pegados al complejo cimulo-
oocito-corona, también se daria tiempo suficiente a la fecundacidn si no hubiera podido darse en
las 2 horas de co-incubacién corta.

Ademas, a la hora de interpretar resultados en este tipo de estudios habria que tener en cuenta
los diversos factores que afectan la tasa de implantacion en FIV. Uno de ellos es la edad de los
oocitos; aquellos con méas de 35 afnos han demostrado ser mas sensibles a las especies ROS
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durante la inseminacion (Thouas et a/, 2005). Otro factor que influye en el dafio al oocito es la
calidad de los espermatozoides; de manera que el esperma patoldgico es propenso a generar
mas ROS que aquel clasificado como normozoospérmico (Huang et a/, 2013).

Durante el periodo de co-incubacién, algunos metabolitos como las ROS, E; y P4 son producidos
por los espermatozoides y las células del cimulo (Li et a/, 2016). El estrés oxidativo se asocia a la
peroxidacién de macromoléculas como lipidos y proteinas de membrana, asi como dafio en el
DNA. De este modo, la fluidez de la membrana celular se veria afectada y la rigidez de la
membrana plasmatica del oocito podria prevenir la division celular (Gianaroli et a/, 1996). La
incidencia de estas alteraciones, aumentada en la FIV por el largo periodo de incubacion,
desembocaria en altos porcentajes de fragmentacion y bloqueo en los embriones (Shih et al,
2014) y afectaria a su viabilidad, e incluso potencialmente la epigenética de los futuros nifios
(Menezo & Barak, 2000).

Con la medida del estrés oxidativo fue posible establecer el desequilibrio entre la manifestacion
sistémica de ROS y otros oxidantes, y la habilidad del sistema bioldgico en cuestién para
detoxificar dichos oxidantes o reparar el dafio que puedan causar. Variaciones en el potencial
redox normal en las células puede causar efectos toxicos, incluyendo la oxidacion de proteinas,
peroxidacion de lipidos o fragementacién del DNA (MiOXSYS®©, 2016). Los resultados de las tres
repeticiones de las medidas (en diferentes pacientes) parecen a primera vista ambiguos. Tal y
como esta recogido en la tabla 17, en dos de las medidas el balance redox aumenta al aumentar
el tiempo de co-incubacién de los gametos. Sin embargo, en la primera medida que se hizo la
relacion es inversa: al aumentar el periodo de co-incubacion, disminuyé el potencial redox. Estas
variaciones pueden estar debidas al estado de los gametos en los diferentes tiempos y las
diferentes muestras. Es decir, dado que el sORP refleja el ratio entre las especies oxidantes y
reductoras, hay que tener en cuenta al interpretar los datos si las células en ese momento
presentes en el medio fueron capaces o no de hacer frente a la oxidacion secretando especies
reductoras.

Dada la naturaleza de este tipo de estudios, de cara a nuevas investigaciones hay que tener en
cuenta ciertas limitaciones para subsanar la supuesta falta de credibilidad y reproducibilidad de
los trabajos anteriores.

Por un lado, es conocida la tendencia a transferir dos blastocistos en las clinicas de reproduccion
asistida. Esto dificulta el calculo de la tasa de implantacion y reduce el tamafio muestral a aquellos
casos en que el n® de embriones transferidos coincida con el nimero de sacos gestacionales
(Meseguer et al, 2012). En definitiva, es necesaria una poblacién inicial de pacientes y ovocitos
muy grande.

Por otro lado, el éxito de la implantacion y la gestacién es un evento multifactorial. Es decir, no
sélo depende del factor calidad embrionaria sino del factor endometrio. De este modo, muchos
de los fallos de implantacion o gestacion son interpretados como responsabilidad del embrion,
mientras puede que haya sido el endometrio el factor determinante (Weissman et a/, 1999).



5. CONCLUSIONES




Conclusiones

CONCLUSIONES

Aunque los porcentajes de fecundacién permanecen similares ante la variacion en el tiempo de
co-incubacion de FIV, la morfocinética de los embriones resulta significativamente diferente. Esto
significa que, mientras los mecanismos de fecundacién parecen no verse afectados, el posterior
desarrollo embrionario si lo esta. En base a lo anterior y dados los porcentajes de implantacion,
en su forma actual, la FIVc no parece mejorar los resultados, si bien nuevos ensayos con otros
tiempos serian necesarios.

En cuanto al ensayo de cuantificacion redox, es posible concluir que el estado redox del medio
de cultivo pre-equilibrado usado para la fecundacion se mantiene estable tras 17 horas. Ademas,
el balance redox del medio de cultivo donde los espermatozoides han fecundado los oocitos tras
19 horas de co-incubacién es ligeramente superior respecto al estado redox a las 2 horas al
comparar 2 de las 3 muestras. Sin embargo, quedaria pendiente su correlacion con el estado de
los gametos en el momento de la fecundacion y el desarrollo embrionario posterior.
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