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RESUMEN

El éxito de los programas de reproduccidon asistida depende fundamentalmente de la
seleccion de aquellos embriones con mayor potencial implantatorio. De manera
convencional, la valoracién de la calidad embrionaria con el fin de seleccionar qué
embrion(es) transferir, se realiza en momentos muy concretos del desarrollo, lo que
puede suponer la pérdida de informacién valiosa y comprometer la calidad de los
embriones al extraerlos de las condiciones controladas y seguras del incubador. Los
sistemas time-lapse pueden solucionar estos problemas al tratarse de métodos no
invasivos que realizan un seguimiento continuo del desarrollo embrionario desde el
interior del incubador. Teniendo esto en cuenta, el objetivo del presente trabajo fue
valorar un sistema de analisis de imagen (Primo Vision) como herramienta en los
tratamientos de reproduccién asistida para la observacion del desarrollo embrionario in
vitro, mediante un analisis comparativo de resultados clinicos obtenidos en el Primo
Vision (sistema time-lapse) y un incubador convencional. Los resultados obtenidos
mostraron que este sistema time-lapse es una herramienta de trabajo segura, que
posibilita un mejor desarrollo de los embriones y que proporciona la informaciéon
necesaria para una toma de decisiones mas objetiva por parte de los embri6logos,
facilitando asi los procedimientos de seleccién embrionaria.
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INTRODUCCION
1.- Fecundacion in vitro: expectativas y limitaciones

Desde que en 1978 naci6 el primer “bebé-probeta” tras un procedimiento de fecundacion
in vitro, Louise Brown, las tasas de gestaciéon en reproduccién asistida han ido
aumentando paulatinamente en todo el mundo (Machtinger & Racowsky, 2013). Diversos
cambios introducidos en los centros de reproduccidn encaminados a mejorar la
estimulacién de la ovulacién, las condiciones ambientales de los laboratorios o la
composicidn de los medios de cultivo (Blanes et al., 2008), junto con avances tanto en el
area clinica como en investigacidon basica, han permitido que, hoy en dia, el nimero de
recién nacidos vivos tras procedimientos de fecundacién in vitro suponga un 2-4% de los
nacimientos anuales en Europa (Tejera et al, 2013). Sin embargo, a pesar de las mejoras
introducidas en este campo, un elevado porcentaje de los embriones obtenidos in vitro y
transferidos ven interrumpido su desarrollo, lo que refleja cierta incapacidad para
diferenciar eficazmente los embriones competentes de aquellos que no lo son (Cruz et al,
2011).

Ante la incapacidad de garantizar el potencial implantatorio de los embriones transferidos
y con el objetivo de aumentar las probabilidades de gestacidn, la transferencia de mas de
un embriéon se ha convertido en una de las practicas mas comunes en la actividad diaria
(Tejera et al., 2013). Asi, es frecuente que se transfieran dos e incluso tres embriones, con
la esperanza de que alguno de ellos implante y de lugar a un recién nacido vivo (Wong,
2010); sin embargo, el aumento del nimero de embriones transferidos lleva asociado un
aumento en las tasas de gestacion multiple, con los correspondientes efectos adversos y
costes sanitarios que ello conlleva. Los embarazos multiples suponen un riesgo para la
salud tanto de la madre, como de los fetos, incluyendo parto prematuro, bajo peso del
recién nacido, mortalidad perinatal y otras complicaciones obstétricas (Herrero et al,
2009).

La transferencia selectiva de un inico embrién, denominado eSET (elective single embryo
transfer), es el método mas eficaz para reducir la incidencia de embarazos multiples
(Paternot et al., 2011), sin embargo, esta practica podria suponer una disminucién de las
tasas de gestacion, en comparacién con la transferencia de dos o incluso tres embriones.
La transferencia en el quinto dia de desarrollo podria evitar esta disminucién de las tasas
de gestacion asociada a las transferencias tinicas. Numerosos estudios han demostrado
que la transferencia en blastocisto eleva las tasas de implantacion por embrién
transferido, en comparacion con la transferencia en el tercer dia de desarrollo (Elgindy et
al, 2011; Rodriguez et al, 2013; Basile et al, 2014), debido probablemente a que la
transferencia en dia cinco refleja un caracter mas fisioldgico, al sincronizar el desarrollo
embrionario con el recorrido por el tracto reproductor femenino; ademas, debido a que en
el blastocisto ya se ha producido la activacién del genoma embrionario, la seleccién de
embriones con mayor probabilidad de implantacion podria resultar mas sencilla, al actuar
como un filtro de “seleccién natural” en el conjunto de la cohorte embrionaria (Rodriguez
etal., 2013).
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Figura 1. Desarrollo embrionario hasta estadio de blastocisto.



La rutina de los laboratorio de fecundacidn in vitro y el hecho de que, en la mayoria de los
casos, el 50% de los embriones de una cohorte no alcancen el estadio de blastocisto
(Levens et al, 2008), ha contribuido a que la transferencia en el segundo o tercer dia de
desarrollo embrionario contintie siendo el procedimiento mas habitual. Por ello, y debido
a que la transferencia de un embrién Unico continda siendo el objetivo de los clinicos,
resulta especialmente importante conseguir una buena seleccién embrionaria, con el fin
de identificar aquel embrién(es) con mayor potencial implantatorio para que una
disminucion en el nimero de embriones transferidos no implique un descenso en las tasas
de embarazo.

2.- Seleccion embrionaria

La seleccion embrionaria tiene como objetivo el uso de métodos que pueden dar una idea,
directa o indirecta, sobre el potencial de implantaciéon de un embriéon dado. Estas
metodologias se basan en procedimientos, tanto invasivos como no invasivos, que se
aplican en diversas etapas del desarrollo, desde los ovocitos hasta la etapa de blastocisto,
pasando por los embriones en estadio de division temprana (Montag et al, 2013). Este
procedimiento de seleccion embrionaria resulta fundamental para el éxito de la
fecundacioén in vitro y, por ello, actualmente existen numerosos grupos de investigacion
que han intensificado sus esfuerzos para mejorar los métodos actuales de seleccion, con el
fin de aumentar, o al menos mantener, las tasas de gestaciéon con transferencias
embrionarias electivas y unicas, reduciendo la posibilidad de embarazo multiple (Tejera et
al, 2013).

2.1.- Métodos actuales de seleccion embrionaria

A pesar de los avances relacionados con las técnicas de fecundacién in vitro, la evolucion
de los métodos de observacion embrionaria no ha experimentado grandes cambios en las
ultimas tres décadas (Cruz, 2012). Hasta la fecha, la seleccién de embriones se ha basado
de forma rutinaria en las caracteristicas morfolégicas y cinéticas de los embriones,
valoradas en momentos muy concretos (cortos y escasos) del desarrollo, ya que es
necesario reducir al maximo el tiempo que los embriones pasan fuera del ambiente
controlado del incubador y, ademas, compatibilizar la evaluacién de los mismos con la
rutina del laboratorio. Este método se conoce como clasificacién convencional.

En esta clasificacion convencional el embriélogo se basa en las observaciones realizadas al
microscopio Optico durante el cultivo embrionario, para describir las caracteristicas
morfolégicas de los embriones como indicadores potenciales de viabilidad, existiendo una
amplia variedad de sistemas de clasificacion y de puntuacién (Cruz, 2011). Los parametros
evaluados mediante esta metodologia se analizan en las distintas etapas del desarrollo de
los embriones; asi, se suele evaluar el nimero de prontucleos y la posicién relativa de los
organizadores prenucleolares en los zigotos y en los embriones en division: el nimero de
células, el grado de fragmentacion, el tamafo y la simetria de las blastémeras, entre otros
(Machtinger & Racowsky, 2013). De manera adicional, se han estudiado otros marcadores
como la morfologia ovocitaria o la divisién temprana (Rienzi et al, 2005). Sin embargo,
esta valoracidn estatica de los ovocitos, zigotos y embriones, en la mayoria de los casos, no
es un reflejo del desarrollo dindmico de los mismos y por ello, no resulta representativa
del desarrollo global del gameto ni del embridn, al suponer una enorme pérdida de
informacién de todo lo que ocurre antes y después del momento analizado. Este hecho
podria explicar que las tasas de implantaciéon continten siendo relativamente bajas en
relacion con el nimero de embriones transferidos (Levens et al., 2008).



La evaluaciéon morfolégica, como criterio para seleccionar los embriones a transferir,
continda siendo uno de los mecanismos mas ampliamente utilizados en los laboratorios de
reproduccién asistida, al tratarse de un método sencillo, no invasivo y rapido. Sin
embargo, presenta el inconveniente de ser poco preciso, altamente subjetivo, tener pocas
esperanzas de estandarizacién y requerir ademas de formacién especializada y cierto
grado de experiencia (Cruz, 2012). Ademas, proporciona un reflejo limitado del estatus
euploide de los embriones e incluso la seleccién del embridn con la “mejor calidad” en el
segundo o tercer dia del desarrollo, no nos asegura que éste sea cromosémicamente
normal (Rodriguez et al, 2013).

Todos estos inconvenientes, junto con el mencionado objetivo de conseguir transferencias
embrionarias Unicas, ponen de manifiesto la necesidad de desarrollar nuevas
herramientas para la seleccion de embriones de manera mas efectiva que la mera
clasificacién morfolégica.

2.2.- Nuevos métodos de seleccion embrionaria

A pesar de la gran cantidad de estudios publicados todavia no se ha alcanzado ningun
consenso sobre cudl es el mejor sistema que describa la calidad embrionaria, lo que
supone una dificultad afnadida a la hora de decidir qué embrién(es) transferir. Ademas, tal
y como se ha comentado previamente, los sistemas de clasificacidn convencionales
contintian basandose en caracteristicas morfolégicas observadas por el embriélogo y, por
tanto, estan sujetos a cierto grado variabilidad interobservador/intraobservador (Tejera
etal., 2013).

La solucién a las limitaciones de los métodos de selecciéon convencionales hace necesaria
la implementacién de nuevas técnicas que mejoren la capacidad de diagnoéstico del
potencial implantatorio de los embriones (Sanchez et al, 2013). Con este objetivo, se estan
desarrollando prometedoras herramientas y nuevos marcadores de viabilidad
embrionaria que aporten objetividad al proceso de seleccién y, en consecuencia, permitan
mejorar los resultados de los tratamientos de reproduccidn asistida.

2.2.1.- Analisis metabolico

En los ultimos afios muchas investigaciones se han centrado en desarrollar marcadores
metabdlicos no invasivos asociados a la capacidad de desarrollo del embrién, analizandose
con especial interés el consumo de oxigeno en ovocitos y embriones, pues ha sido
considerado como el mejor indicador de la actividad metabdlica de los mismos, debido a
su relacién directa con la capacidad del embrién para producir ATP (Tejera et al,, 2011).
La evaluacién de dicho consumo se realiza mediante microsensores de oxigeno que
evaldan el gradiente lineal generado a medida que el embrién consume el oxigeno del
medio, el cual llega por difusién procedente de las capas superiores en contacto con el
aceite mineral que los recubre (Herrero et al., 2009).

Los estudios realizados a través de este mecanismo han permitido determinar la relaciéon
directa existente entre el consumo de oxigeno y la calidad embrionaria (Tejera et al,
2011), sugiriendo que las mediciones de la actividad metabdlica de ovocitos y embriones
pueden ser unos buenos indicadores de la calidad y desarrollo embrionario. Esta
mencionada correlacidn entre el consumo de oxigeno y la calidad embrionaria hace que el
uso de marcadores del metabolismo ovocitario/embrionario, en combinacién con los
mecanismos convencionales de clasificacion morfoldgica, suponga una prometedora
herramienta en la selecciéon embrionaria, al poder ofrecer informacién precisa y objetiva a
la hora de elegir el embridon 6ptimo para la trasferencia (Herrero et al, 2009). Por este
motivo se estdn introduciendo nuevas tecnologias no invasivas y altamente sensibles,
capaces de realizar mediciones individuales tanto de manera continua como en etapas



concretas del desarrollo embrionario, sin influir negativamente en la viabilidad del
embrion (Lopes et al.,, 2007).

2.2.2.- Sistemas time-lapse

Debido a la rapidez con la que se producen los cambios en la morfologia celular durante el
desarrollo, la evaluaciéon puntual de los embriones podria suponer la pérdida completa de
algunos procesos efimeros que se harian evidentes si se visualizase el desarrollo de los
mismos de manera continuada. La capacidad de registrar todo el desarrollo embrionario
como un proceso dindmico, evitando asi la pérdida de informacién asociada a la
evaluacidon puntual, viene de la mano de los sistemas time-lapse, los cuales permiten
predecir el potencial de desarrollo de un embrién en estadio de divisiéon a través del su
monitorizacién continua (Conaghan et al, 2013).

En estos sistemas, las muestras bioldgicas se cultivan directamente en un dispositivo que
captura imagenes a intervalos de tiempo preprogramados, las cuales seran
posteriormente procesadas y transformadas en una secuencia de video, a partir de la cual
se podran extraer datos morfolégicos, dindmicos y cuantitativos (Wong et al, 2013). De
este modo, se ven incrementados de manera considerable los datos y las observaciones
morfolégicas disponibles para que los embridlogos determinen la calidad de los
embriones y seleccionen aquellos con mayor potencial implantatorio.

Ademas de proporcionar informacién objetiva y precisa (tanto cualitativa como
cuantitativa), la nueva generaciéon de sistemas que combinan incubador y microscopio
ofrecen la oportunidad de cultivar los embriones de manera ininterrumpida bajo las
condiciones estables del incubador, al poder ser evaluados sin sacarse del mismo. Dado
que las variaciones en la temperatura y en el pH pueden tener efectos negativos en el
desarrollo embrionario (Mesenguer et al., 2012), los sistemas time-lapse suponen una gran
mejora en este aspecto al no ser necesario sacar los embriones del incubador para su
evaluacidn, mientras que, las variaciones a las que éstos son sometidos cuando se sacan
del incubador para ser evaluados convencionalmente, tardan cierto tiempo en revertirse,
lo que puede afectar a la calidad embrionaria. Como ventajas secundarias cabe destacar el
ahorro de una gran cantidad de tiempo y la reduccién de los costes al mejorar la eficacia
de los ciclos de fecundacion in vitro, ademas de la mencionada introducciéon de nuevos
parametros, no solo morfoldgicos sino también dindmicos, para la evaluacién embrionaria
(divisién temprana, reabsorciéon de fragmentos, etc.) (Tejera et al, 2013; Basile et al,
2014).
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Figura 2. El sistema de analisis de imagen Primo Vision. Tomado y modificado de
http://www.vitrolife.com/en/Fertility /Products/Primo-Vision-Time-Lapse-System/



A pesar de sus maultiples ventajas, el uso de los sistemas time-lapse todavia plantea una
serie de retos que deben ser superados con la mejora de los instrumentos actualmente
disponibles. Por ejemplo, el mantenimiento de las muestras en la placa de cultivo y dentro
del campo de visién del microscopio a lo largo de la toma de imagenes puede ser
especialmente complicado, sobre todo durante la manipulacién y el cambio de medio de
las placas (Wong et al., 2013); por otro lado, la aparicién de burbujas puede dificultar
también la toma de imagenes y poner en peligro el seguimiento del desarrollo
embrionario. Se debe tener en cuenta también que, contar el nimero de células de los
embriones en estadios avanzados o en aquellos que poseen cierto grado de fragmentacion,
puede resultar complicado en este tipo de sistemas (Tejera et al., 2013), lo que implica el
continuo desarrollo de la tecnologia time-Ilapse.

Otra de las limitaciones atribuibles a los sistemas time-lapse es la exposiciéon de los
embriones a la luz de manera periddica, cada vez que se adquieren las imagenes que daran
lugar al video analizado por los embridlogos. Conscientes de que la luz puede tener efectos
negativos sobre los embriones (dafios en el ADN, calentamiento localizado y generacion de
especies de radicales libres dentro de las células) (Wong et al., 2013), se han realizado
multitud de investigaciones, tanto en humanos como en otros mamiferos, para comprobar
si dicha exposicion periddica a la luz perjudicaba la calidad embrionaria. Estos estudios
mostraron que los sistemas time-lapse no generan diferencias significativas en las tasas de
embarazo (Mio & Maeda, 2008), tasas de fecundaciéon (Nakahara et al, 2010) ni en las
tasas de llegada a blastocisto, porcentaje de embriones vitrificados, transferidos y no
viables (Cruz et al., 2011), en comparacién con los sistemas convencionales. Por este
motivo, se concluyd que los sistemas time-lapse no poseen un efecto perjudicial en el
desarrollo embrionario, confirmando asi su utilidad como herramienta de trabajo segura
en los laboratorios de fecundacién in vitro (Nakahara et al., 2010).

3.- Tipos de sistemas time-lapse

En la actualidad existen varios dispositivos time-lapse disponibles en el mercado (Figura
3), los cuales difieren en la su estrategia de disefio, ya sea la construccion de una
incubadora en torno a un microscopio convencional (Mio & Maeda, 2008), la insercién de
un microscopio dentro de una incubadora convencional (Wong et al., 2010), o aquellos
que tienen todos los elementos integrados en una sola pieza de equipo (Mesenguer et al.,
2012; Wongetal.,, 2013):

* Primo Vision® (Vitrolife): se trata de un microscopio invertido digital que ha de
ser colocado dentro de un incubador y conectado a una unidad de control externa
para la monitorizaciéon continua de embriones. A pesar de ser un instrumento
menos flexible que otros sistemas, proporciona unas condiciones de cultivo
Optimas y estables.

* Embryoscope™ (Unisense Fertilitech): forma parte de los instrumentos
disefiados para uso clinico que integran incubador y microscopio. Ademas de
proporcionar condiciones de cultivo estables, cuenta con una gran capacidad,
pudiendo adquirir automaticamente imagenes de hasta 72 embriones cultivados
de manera individual.

* Test EEVA o Embryo early viability assessment (Auxogin): se trata, igual que en
el caso anterior, de un microscopio disefiado para insertarse dentro de la mayoria
de los incubadores convencionales, proporcionando una captura de imagenes con
campo oscuro con el fin analizar informaciéon cuantitativa del desarrollo
embrionario.



En el presente trabajo se ha utilizado el sistema time-lapse Primo Vision, cedido
temporalmente por la empresa de material biomédico EMB, con el fin de realizar una
valoracion del sistema como herramienta en la rutina del laboratorio de reproducciéon

asistida.

Figura 3. De izquierda a derecha se muestran tres de los sistemas time-lapse disponibles en el
mercado: Primo Vision, Embryoscope y EEVA (Basile et al.,, 2014).



OBJETIVO

La microscopia time-lapse se ha convertido en una herramienta emergente para el estudio
dindmico de los procesos biolégicos acontecidos durante el desarrollo embrionario
temprano. La capacidad de seguir el desarrollo de manera continuada aporta una mayor
cantidad de informacion relevante que podria mejorar los procedimientos de seleccion
embrionaria. Ante estas consideraciones el objetivo del presente trabajo ha sido valorar
un sistema de analisis de imagen (Primo Vision) como herramienta en los tratamientos de
reproduccidn asistida, para la observacion del desarrollo embrionario in vitro, mediante el
analisis comparativo de resultados clinicos obtenidos en el Primo Vision (sistema time-
lapse) y un incubador convencional.



MATERIAL Y METODOS

Para la realizacion del presente trabajo han sido analizados un total de 468 ovocitos
procedentes de 72 ciclos aplicados a 38 pacientes sometidas a tratamientos de FIV, ICSI o
FIV/ICSI en el Hospital Materno Infantil Teresa Herrera de A Corufia, durante los meses de
Marzo, Abril y Mayo del afio 2014.

Las 38 pacientes estudiadas, cuyas edades estaban comprendidas entre los 33 y 42 anos.
fueron divididas en dos grupos en funcién de si sus ovocitos habian sido evaluados
mediante métodos convencionales o mediante el sistema de andlisis de imagen Primo
Vision. De este modo, el estudio fue realizado sobre dos grupos de pacientes: un grupo
denominado “control” y un grupo denominado “time-lapse”, cada uno de los cuales estaba
constituido por 19 mujeres con sus respectivos ciclos.

1.- Estimulacion ovarica de las pacientes y recuperacion de ovocitos

Las pacientes sometidas a tratamiento fueron estimuladas mediante la hormona FSH
(Gonal-F®), cuya dosis varié en funcién de la edad de las mismas, su indice de masa
corporal y la respuesta obtenida en ciclos previos. Una vez que se obtuvo una respuesta
folicular adecuada y ecograficamente se detectaron 3 o mas foliculos de 18mm de
didmetro, se desencadend la ovulacion con hCG (Ovitrelle®).

La recuperaciéon de los ovocitos se realizé mediante puncion folicular transvaginal bajo
condiciones de asepsia, entre 35 y 36 horas después de haberse inducido la ovulacién.
Tras la sedacidn de la paciente y el lavado vaginal con suero fisiolégico (Irrigation solution
NaCl 0,9% B. Braun 500 ml), se puncionaron los foliculos uno a uno mediante una aguja de
punciéon ovarica (Ovarian Biopsy, Labotect) guiada ecograficamente, aspirando su
contenido en tubos especificos para la recogida del liquido folicular (Falcon 2001).

A continuacién, los tubos con el liquido folicular fueron trasladados al laboratorio de
fecundacioén in vitro anexo al quir6fano para proceder a la recuperaciéon de los complejos
cumulo-corona-ovocito. Estos complejos fueron depositados en medio de lavado (Flusing
medium, Origio) y transferidos individualmente a gotas de 40 ul en ISM1 Culture Medium
(Origio), donde se dejaron estabilizar bajo las condiciones controladas de CO; y
temperatura del incubador (Binder). En el caso de los ovocitos a los que se les iba a aplicar
una ICS], tras 2-3 horas de incubacién, se procedi6 a su decumulaciéon (eliminacién de las
células de la corona y el cimulo) en una solucién de hialuronidasa (HYASE-10X, Vitrolife)
en proporcion 1:10 con el medio de cultivo.

2.- Capacitacion espermatica

Las muestras de semen previas a cualquiera de las técnicas de reproduccién asistida
deben ser procesada mediante la capacitacién espermatica, técnica que consiste en la
seleccion de aquellos espermatozoides con mejor movilidad mediante la eliminacién del
plasma seminal (que contiene prostaglandinas e inhibidores de la movilidad) y de los
espermatozoides inmoviles, ademas de las células inmaduras y los detritos (Sellés et al.,
2006). Mediante este procedimiento se consigue modificar la movilidad flagelar y de la
cabeza del espermatozoide, lo que favorece la penetraciéon en el 6vulo, motivo por el cual,
el lavado y posterior recuperacion de los espermatozoides mdviles, se relaciona con la
adquisicién de esta capacidad de fecundar (Mortimer et al., 1998).

En este trabajo, todas las muestras de semen empleadas se capacitaron mediante la
técnica de gradientes de densidad, basada en la seleccién de aquellos espermatozoides
que pueden vencer la dificultad que presentan los gradientes de densidad de 90 y 45%
(Puresperm Nidacom®) y llegar hasta el fondo del tubo, ademdas de actuar como filtro



para el plasma seminal, células redondas, detritos y aquellos espermatozoides con
movilidad no progresiva (Mortimer et al., 1998).

3.- Técnicas de fecundacion in vitro
3.1.- Inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)

Tras haber decumulado los ovocitos sumergiéndolos durante 20-30 segundos en una
solucién 1:10 con hialuronidasa y aspirdndolos repetidamente a través de una pipeta
(Flexipet Denuding Pipette COOK Medical de 170 y 140 um de didmetro), se procedio a la
preparacion de las placas de ICSI (Falcon 1006). Cada placa de microinyeccién contenia:
microgotas individuales de 10 ul de medio Flusing (Origio) para cada uno de los ovocitos
a microinyectar, varias gotas de una suspensiéon de PVP (polivinil pirrolidona) y, por
ultimo, 1 ul de capacitado espermatico, todo ello cubierto con aceite mineral atemperado.
El PVP facilita la manipulacién y captura de los espermatozoides al disminuir su
movilidad, ayudando ademas al control del fluido en la aguja de inyeccién y evitando que
los espermatozoides se queden pegados a la pipeta.

Una vez preparadas las placas de ICSI, se colocaron las micropipetas Holding y de ICSI
(Origio) en un microscopio invertido Olympus con pletina mévil termostatizada de vidrio
térmico. Una vez hecho esto, se colocaron los ovocitos en la placa de microinyeccién y se
procedi6é inmediatamente a realizar la ICSI. Con la micropipeta Holding o de sujecion se
mantuvo fijo al ovocito, mientras que con la pipeta de microinyecciéon se inmoviliz6 y
aspir6 al espermatozoide. Para ello, se aspiré en primer lugar PVP (asegurando que el
sistema respondia suavemente a la presién ejercida por el microinyector) y se seleccion6
uno de los espermatozoide de la gota de PVP que tenia buena movilidad y morfologia; a
continuacion, con un movimiento en sentido perpendicular al eje del espermatozoide, se
doblod su flagelo hasta que éste qued6 angulado para inmovilizarlo y se procedi6 a la
aspiracion del mismo a través de su cola. A continuacidn, con la pipeta de microinyeccidn,
se traspas6 la zona pelicida y la membrana del ovocito, aspirandose el citoplasma del
mismo para cerciorarnos de que la membrana estaba rota y ponerlo en contacto con el
espermatozoide. Mediante esta aspiraciéon del ooplasma se consigue activar
mecanicamente los gametos, lo cual resulta imprescindible para completar el proceso de
microinyeccién y obtener unas tasas de fecundacién iddneas. Los espermatozoides se
fueron inyectando en los ovocitos siguiendo este procedimiento, teniendo en cuenta la
posicién del corpusculo polar con el fin de evitar dafar el huso meiético (Zulategui et al,
2005).

3.2.- Fecundacion in vitro convencional (FIV convencional)

Para la realizacion de la FIV convencional los ovocitos se incubaron en placas de cultivo de
cuatro pocillos (Nunclon) con 0,5 mL de IVF Culture Medium (Origio) y se co-cultivaron
con una diluciéon de espermatozoides capacitados ajustada a una concentraciéon de
100000-150000 espermatozoides/ovocito.

4.- Valoracion de la fecundacion

Entre 18 y 20 horas después de la inseminacién de los ovocitos mediante cualquiera de los
dos técnicas descritas en el apartado anterior, se procedié a evaluar si éstos habian sido
correctamente fecundados con el fin de asegurar, en la medida de lo posible, su dotacién
diploide.

En el caso de la evaluacion de la fecundacion en los ovocitos sometidos a FIV convencional,
fue necesaria la liberacién de los mismos de las células del camulo; para ello se empled
una pipeta Stripper (Origio) con las que se aspiraron y soltaron los ovocitos repetidas
veces, ejerciendo asi una accién mecanica que permitié eliminar las células de la



granulosa. A continuacioén, los ovocitos se pasaron a una placa de crecimiento preparada
del dia anterior. Por otro lado, debido a que los ovocitos microinyectados ya habian sido
despojados de las células del cumulo antes de realizarse la ICSI, se pudo proceder a la
valoracion de la fecundacién directamente.

Para realizar la valoracién de la fecundacion se procedié a visualizar los dos prontcleos
(PN) y los dos corpusculos polares (CP) en cada uno de los ovocitos, ya que se considera
que un ovocito estd fecundado normalmente cuando, transcurridas entre 17 y 20 horas
después de la inseminacion, es posible observar la presencia de los mismos (Gamiz et al,
2005). Para ello se empled un microscopio invertido Olympus con objetivo plan fluor semi-
apocromatic relief contrast (20X). Una vez valorada la fecundacion, tanto en el caso de FIV
convencional como en el de ICSI, los cigotos se dejaron en las placas de cultivo, para asi
proceder a su incubacién y seguimiento del desarrollo embrionario, bien mediante el
sistema convencional o bien mediante el sistema de analisis de imagen Primo Vision.

5.- Incubacion de los embriones

Tanto los embriones analizados con sistema convencional como los analizados con el
sistema time-lapse, fueron incubados a una temperatura de 37 °C, una concentracién de
CO; del 6% y un 95% de humedad; sin embargo, las placas de incubacidn fueron diferentes
en funcidn del tipo de sistema de seguimiento empleado ya que, el Primo Vision, precisa de
unas placas especiales denominadas Primo Vision Embryo culture dish, cuyo disefio incluye
9 micropocillos individualizados donde se alojan los embriones y que coinciden con la
posicion de la cAmara del time-lapse (Figura 4). Al igual que en el caso de los incubadores
convencionales, las placas del Primo Vision se prepararon con un dia de antelacién para
gasear y equilibrar correctamente los medios. Se aplicé el siguiente protocolo:

1. Lavado de la placa con 1,4 ml del mismo medio de cultivo que empleamos
posteriormente para el cultivo embrionario. Es fundamental la eliminacién de las
burbujas que puedan formarse ya que, no solo impiden que el embridn se aloje
correctamente en el micropocillo central, sino que también dificulta la toma de
imagenes.

2. Eliminaciéon del medio de la placa excepto la cantidad residual que queda en el
micropocillo; posteriormente se colocé una gota de 50 ul que cubria la totalidad de
los micropocillos, cohesionandolos y permitiendo el cultivo en grupo.

3. Adicién de 1,2 ml de aceite mineral para minimizar problemas de evaporacion.

El medio de cultivo se cambi6 periddicamente en dia 1 y dia 3.

Figura 4. Placas especiales del sistema de analisis de imagen, Primo
Vision Embryo culture dish.
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Por otro lado, la incubacién de embriones mediante el sistema convencional se realizé en
placas Petri estidndar (Falcon 1008) preparadas con un dia de antelacién, las cuales
contenian entre una y diez gotas (dependiendo del nimero de ovocitos obtenidos en la
captacion) de 40 ul de medio de cultivo cubiertas de aceite mineral, con el fin evitar la
evaporacion y amortiguar los cambios en las condiciones de cultivo durante la
manipulacién fuera del incubador (Figura 5). El medio de cultivo empleado se cambid de
forma secuencial en los diferentes dias del desarrollo.

Figura 5. Placas Petri estandar (Falcon 1008) de tres (izquierda) y diez
(derecha) gotas para el cultivo de embriones mediante el sistema
convencional.

6.- Clasificacion y seleccion embrionaria
6.1.- Sistema convencional

La evaluaciéon morfolégica de los embriones que iban a ser clasificados y seleccionados
mediante el sistema convencional se realizé a las 48 (D+2) y 72 (D+3) horas después de la
inseminacion. Para ello, las placas de crecimiento fueron extraidas del incubador y
colocadas en la pletina mévil termostatizada de vidrio térmico de un microscopio
invertido Olympus con objetivo plan fluor semi-apocromatic relief contrast (20X),
mediante el cual se observaron y fotografiaron los embriones.

A partir de las fotografias tomadas de cada uno de los embriones, se procedié a su
clasificacidn segun los “Criterios ASEBIR de valoracién morfoldgica de ovocitos, embriones
tempranos y blastocistos humanos”, la cual establece cuatro categorias diferentes en
funcidn el potencial implantatorio esperado:

* Categoria A: preembridon 6ptimo con maxima capacidad de implantacidn.

* Categoria B: preembrion de buena calidad con elevada capacidad de implantacidn.

* Categoria C: preembrién regular con una probabilidad de implantacién media.

* Categoria D: preembrién de mala calidad con una probabilidad de implantacién
baja.

Para asignar los embriones evaluados a una de estas cuatro categorias se tuvieron en
cuenta los siguientes parametros:

* Numero celular y ritmo de division: la clasificacién se realiz6 segin el nimero
de células para el D+2 y el ritmo de divisién de D+2 a D+3. Asi, el niumero de
células que se considerd 6ptimo en los embriones de D+2 fue cuatro y, en D+3,
siete u ocho.

* Porcentaje y tipo de fragmentacion celular: el tratamiento de este parametro
fue aplicable tanto a D+2 como a D+3 y se diferenciaron cuatro grupos de calidad
embrionaria segin el porcentaje de fragmentacion, 10%, 11-25%, 26-35% y
>35%.
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* Simetria de las blastémeras: se consideré como divisién simétrica aquella en la
que la diferencia del diAmetro de la blastémera mayor y la blastbmera menor era
inferior al 20%. Por otro lado, la division asimétrica fue considerada como
indicadora de buena calidad embrionaria en caso de visualizarse dos células
pequenas y una grande (preembrién de tres células), dos células pequeias y tres
grandes (preembrién de cinco células), cuatro células pequeias y dos grandes
(preembrién de seis células) o seis células pequefias y una grande (preembrién de
siete células).

* Vacuolizacién: la presencia de vacuolas fue asociada a una disminucién del
potencial de desarrollo (degeneracidon y lisis del embrién), sin embargo, se
considerd que las vacuolas menores de 5 um de didmetro no comprometian al
desarrollo del mismo.

* Multinucleacion: la presencia de blastomeras multinucleadas (2 o mas ntcleos en
una célula) en D+2 y D+3 se asoci6é con una menor tasa de implantacidn.

En funcién de los resultados obtenidos tras la evaluaciéon de los parametros citados, los
embriones fueron clasificados en una de las cuatro categorias (A, B, C o D) del siguiente
modo, pudiendo manifestar uno o varios de los parametros analizados:

* Embriones categoria A
- Embriéon que en D+2 presentaba cuatro células y en D+3 siete u ocho.
- Células iguales o semejantes.
- Menos de un 10% de fragmentacién.
- Ausencia de vacuolas.
- Ausencia de multinucleacidn.

* Embriones categoria B
- Cualquier otra combinaciéon de células, siempre que suponga un
incremento de tres/cuatro células de D+2 a D+3.
- Células iguales o semejantes.
- Hastaun 25% de fragmentacién.
- Ausencia de vacuolas.
- Ausencia de multinucleacidn.

* Embriones categoria C
- Cualquier otra combinacion de células, siempre que suponga un
incremento de una, dos o tres células de D+2 a D+3.
- Células desiguales.
- Hastaun 35% de fragmentacidn.
- Ausencia de (o pocas) vacuolas.
- Ausencia de multinucleacidn.

* Embriones categoria D
- Incremento de una tnica célula.
- Células desiguales.
- Mas de un 35% de fragmentacion.
- Abundantes vacuolas
- Presencia de multinucleacién.

Cualquier otra combinacién o en caso de que no hubiese incremento alguno en el niimero
de células de D+2 a D+3 se consideré como embrién no viable.
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6.2.- Sistema de analisis de imagen: el Primo Vision

Para realizar la evaluacién del desarrollo embrionario de las pacientes pertenecientes al
grupo “time-lapse” se emple6 el sistema de andlisis de imagen Primo Vision® (Vitrolife).
Se trata de un dispositivo que incluye una cadmara CCD 5 Megapixeles monocroma con
resolucién de 0,8 micras/pixel e iluminacién de tipo LED verde de 550nm con intensidad
ajustable.

Tal y como se mencion6 anteriormente, la principal ventaja de este sistema de analisis de
imagen es la combinacién de las condiciones de cultivo controladas y seguras del
incubador, con la monitorizacién continua del desarrollo embrionario. Con el Primo Vision
es posible tomar imagenes de alta calidad a intervalos de tiempo prefijados en un plano
focal y permite la incubacién simultdnea de hasta 9 embriones cultivados en grupo. El
cultivo de embriones en grupo posibilita un mejor desarrollo que en el caso de embriones
cultivados individualmente (Tao et al., 2013) debido, probablemente a las modificaciones
que tienen lugar en el microambiente de cultivo en el que se encuentran los embriones,
fruto de la secrecidn y/o agotamiento de diversos factores en el medio (Reed et al,, 2011).
Asi, el sistema de andlisis de imagen Primo Vision, ademdas de posibilitar el cultivo en
grupo de los embriones, permite registrar un conjunto de parametros fundamentales del
desarrollo embrionario sin necesidad de manipular a los embriones ni alterar sus
condiciones de cultivo.

En este caso, la evaluacién del desarrollo se bas6é en la monitorizacion continua de los
embriones bajo las condiciones de cultivo controladas y seguras del incubador, en el cual
se mantuvieron hasta el dia de la transferencia embrionaria (D+2 o D+3); para ello, el
sistema capté imagenes de alta calidad a intervalos de tiempo predeterminados de 10
minutos y éstas fueron analizadas con la ayuda del software adjunto al sistema time-Ilapse.

Figura 6. El Primo Vision en el laboratorio de fecundacion in vitro. Tomado
y modificado de http://www.vitrolife.com/en/Fertility/Products/Primo-
Vision-Time-Lapse-System/
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6.2.1.- Software Primo Vision v. 4.2

El soporte informatico adjunto al Primo Vision, el software Primo Vision v. 4.2,
consta de dos programas: el sistema de captura Primo Vision v. 4.2 y el sistema de
andlisis de embriones Primo Vision v. 4.2. La utilizacién de este software ayudé a la
seleccion de los embriones de “mejor calidad”, al permitir comparar y analizar las
imagenes obtenidas gracias a los microscopios del interior del incubador. En este
punto, es importante tener en cuenta que este programa informatico no realiza
diagnosticos, sino que ofrece un registro de los datos y variables derivados del
Primo Vision.

Dicho software fue programado previamente por los embridlogos para que
clasificara los embriones analizados en varias categorias en funcién de una serie de
parametros que se deseaban medir (divisién temprana, tiempo en completar la
segunda division...). Esta clasificacién se realizé mediante un cédigo de colores en
el que cada uno de los embriones era resaltado en un color determinado en funcién
de la categoria a la que perteneciese (Figura 7). Asi, los embriones resaltados en
verde fueron aquellos considerados como aptos para la transferencia y los
embriones resaltados en rojo fueron los embriones que se consideraron como
excluidos. Aquellos embriones que no podian ser clasificados dentro de ninguna de
las dos categorias anteriores fueron resaltados en naranja, quedando en manos del
embri6logo establecer, en base a la informacién de la que dispone, la calidad del
embrion. En caso de que los embriones vayan a ser vitrificados, éstos apareceran
resaltados en azul.

Discard

» T
T

Figura 7. Clasificacion de los embriones mediante
codigo de colores.

Para que este soporte informatico clasificase a los embriones en una de estas dos
categorias, las series de imagenes tomadas por el Primo Vision tuvieron que ser
analizadas una vez registradas, es decir, el embridlogo marcaba aquellos
momentos del video en los que tenian lugar los eventos de interés y, si éstos se
encontraban dentro del rango que se habia programado previamente, el software
resaltaba los embriones en verde; es caso contrario, los embriones eran resaltados
en rojo.
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Cabe destacar ademas que, el software Primo Vision v. 4.2, cuenta con una serie de
aplicaciones que permiten comparar los tiempos de division de diferentes
embriones, ademas de proporcionar cuadros y graficos con los datos que pueden
ser exportados para su posterior analisis.

6.2.2.- Variables de estudio en el sistema de analisis de imagen

Las variables que fueron estudiadas mediante el sistema de andlisis de imagen
para la posterior seleccién embrionaria fueron:

* Tiempo de aparicién de la segunda blastémera (divisién temprana).

* Tiempo en completar la segunda division.

* Tiempo de la divisiéon hacia un embrién de cinco células (en el caso de
embriones incubados hasta D+3).

Los rangos de tiempo, fijados previamente, que se consideraron éptimos fueron
definidos de la siguiente manera: tiempo de apariciéon de la segunda blastémera:
24-25 horas; tiempo en completar la segunda divisién: <12 horas; tiempo de la
divisidn hacia un embrién de cinco células: 48-56 horas (Meseguer et al., 2012).

Se considerd que los embriones cuyos tiempos de divisiéon se encontraron dentro
de estos intervalos, tenian mas probabilidades de implantacién que aquellos
embriones cuya cinética de desarrollo estaba fuera de dichos rangos. Asi, el
software resalté en verde aquellos embriones que cumplian con dichos intervalos
de tiempo, siendo éstos considerados como embriones aptos para la transferencia.

6.2.3.- Clasificacion embrionaria

La clasificacion realizada tras el registro de las variables anteriormente citadas
comenzé con un examen morfolégico de todos los embriones, con el fin de
descartar aquellos que claramente no eran viables. En el siguiente paso, se
excluyeron los embriones que no cumplian con los criterios cinéticos mencionados
en el apartado anterior y que, por tanto, estaban resaltados en rojo. Finalmente,
sobre los embriones considerados aptos para la transferencia (embriones
resaltados en verde o naranja), se aplicé un criterio de clasificacién en el que se
tuvo en cuenta el nimero de células, el porcentaje de fragmentacion, la simetria de
las blastémeras, la vacuolizaciéon y la multinucleacion, clasificAndolos en las
categorias A, B, C o D establecidas en sistema de clasificaciéon convencional.

7.- Transferencia embrionaria

Este ultimo paso del ciclo de reproduccion asistida se llevé a cabo en condiciones de
asepsia en el quiréfano anexo al laboratorio, con el fin de garantizar unas 6ptimas
condiciones.

Todas las transferencias fueron realizadas en D+2 o D+3, tanto en el caso de las pacientes
“control” como en el caso de las pacientes “time-lapse”. La seleccion de los embriones a
transferir se realizé en base a los criterios convencionales (morfolégicos y cinéticos) ya
comentados, aunque la informacién adicional procedente del sistema de monitorizacion
time-lapse pudo ser empleada de manera complementaria a la hora de realizar la
seleccion. Teniendo esto en cuenta, siempre que fue posible se transfirieron los embriones
pertenecientes a las categorias A o B, por ser considerados como aquellos de 6ptima y
mejor calidad, respectivamente, ademas de presentar, tedricamente, un potencial
implantatorio mayor respecto a los embriones pertenecientes a las categorias C o D.
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Una vez consensuado el nimero de embriones a transferir (ginecélogo y pacientes), éstos
fueron depositados a través de la vagina de las pacientes, canalizando el cérvix con ayuda
de un catéter (Embryo Transfer Catheter, Labotec) hasta llegar al tercio superior de la
cavidad endometrial, donde se descargaron. Por ultimo, se comprob6 en el laboratorio
mediante un microscopio estereoscdpico Olympus con rango de aumentos 8X-56X
encastrado en la cabina de flujo laminar termostatizada, que los embriones no habian
quedado retenidos en la canula.

8.- Andlisis de los datos

Los distintos parametros de desarrollo embrionario analizados en este trabajo se
compararon empleando el software libre R, version 3.0.2 (The R Foundation for Statistical
Computing Platform), junto con el paquete estadistico R-Commander, versiéon 2.0.
Mediante este paquete estadistico se realizé6 un test Chi-cuadrado para comparar la
calidad de los embriones en dia 2 de desarrollo y el dia en el que se realiz6 la transferencia
en cada uno de los dos sistemas estudiados. Por otro lado, se realizé una comparacién de
proporciones para dos muestras que permitié testar la existencia o no existencia de
diferencias significativas entre ambos sistemas en la proporciéon de embriones que
alcanzaron el estadio de blastocisto, la proporcién de embriones transferidos, la
proporcion de embriones no viables y la proporcién de embriones vitrificados. Se
consideré presencia de significacién estadistica cuando el p-valor obtenido fue inferior a
0,05.
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RESULTADOS
1.- Analisis descriptivo

Se analizaron 468 ovocitos procedentes de 38 pacientes sometidas a tratamientos de FIV,
ICSI o FIV/ICSI, en los cuales se estudio la calidad de los mismos en dia 2 de desarrollo
(clasificandolos en las cuatro categorias mencionadas con anterioridad, A, B, C y D), la tasa
de blastocisto alcanzada, la proporciéon de embriones no viables, vitrificados y transferidos
y, por ultimo, el dia de la transferencia embrionaria (dia 2 o dia 3 de desarrollo). Los
resultados obtenidos para cada uno de los sistemas empleados se resumen en la tablas 1, 2
y 3, en las cuales se indican los valores medios obtenidos de cada una de las variables
analizadas por ciclo.

Tabla 1. Nimero medio de embriones de calidad A, B, Cy D en dia 2 de desarrollo obtenidos en el
grupo de pacientes control y en el grupo de pacientes time-lapse.

A B C D
Control 0,43 1,14 1,71 0,46
Time-lapse 2,10 2,00 1,36 0,63

Tabla 2. Nimero medio de embriones que alcanzaron el estadio de blastocisto, embriones no viables,
vitrificados y transferidos en el grupo de pacientes control y en grupo de pacientes time-lapse.

Blastocisto No viables Vitrificados Transferidos
Control 0,00 3,25 0,20 2,51
Time-lapse 0,42 5,63 0,84 2,57

Tabla 3. Nimero medio de embriones transferidos en dia 2 y dia 3 de desarrollo en el grupo de
pacientes control y en el grupo de pacientes time-lapse.

Transferencia en D+2 Transferencia en D+3

Control 1,31 1,20

Time-lapse 1,10 1,47

2.- Analisis comparativo
2.1.- Calidad embrionaria en dia 2 de desarrollo

El analisis comparativo de la calidad embrionaria en dia 2 de desarrollo entre ambos
grupos de estudio, control y time-lapse, mostré resultados diferentes entre el Primo
Vision y el sistema convencional (p-valor= 1,865e-05). Estas diferencias residen en el
porcentaje de embriones de tipo A y de tipo C obtenidos en cada sistema (Figura 8).
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Figura 8. Calidad embrionaria en dia 2

2.2- Transferencia embrionaria en dia 2 y en dia 3:

Al comparar el porcentaje de embriones transferidos en dia 2 (D+2) y en dia 3 (D+3) de
desarrollo para cada uno de los sistemas a estudiar, no se obtuvieron diferencias
significativas (p-valor= 0,2906) (Figura 9).
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Figura 9. Porcentaje de transferencia embrionaria dia 2 vs. dia
3 de desarrollo.

2.3- Tasa de blastocisto alcanzada, proporcién de embriones no viables, vitrificados
y transferidos:

La tasa de desarrollo a blastocisto asi como el porcentaje de embriones transferidos vari6
significativamente entre los dos sistemas (p-valor= 0,01574 y p-valor= 0,001884,
respectivamente). Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas en la
proporcién de embriones no viables (p-valor= 0,681) ni en la proporciéon de embriones
vitrificados (p-valor= 0,2882) entre el sistema convencional y el sistema de anélisis de
imagen Primo Vision (Figura 10).

18



60

50

40

30 & Control

“ Time-lapse

% Embriones

20

10

0 T

Tasa de Blastocisto No viables Vitrificados  Transferidos

Figura 10. Tasa de blastocisto alcanzada, proporcion de embriones
no viables, proporcion de embriones vitrificados y proporcion de
embriones transferidos en cada uno de los dos sistemas.
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DISCUSION

El estudio del desarrollo embrionario a través de la microscopia convencional ha
contribuido significativamente al éxito de la fecundacién in vitro; sin embargo, las tasas de
gestacion por transferencia contintan siendo relativamente bajas con valores cercanos al
30% (Basile et al, 2014) debido, fundamentalmente, a la baja probabilidad de que un
embrién transferido al atero materno de lugar a un recién nacido vivo (Cruz, 2012). Por
este motivo y con la finalidad de maximizar las probabilidades de embarazo, a menudo se
opta por la transferencia de mas de un embrién de manera simultanea, lo que supone un
incremento significativo de la proporcidn de embarazos multiples, con las complicaciones
que éstos conllevan tanto para la madre como para el feto en desarrollo (Kirkegaard et al,
2012).

Las bajas tasas de gestacion por transferencia junto con la urgente necesidad de disminuir
el nimero de embarazos multiples, hacen que los embridlogos se vean obligados a mejorar
los métodos los seleccidbn embrionaria, con el fin de identificar aquellos con mayor
potencial de implantacién y reducir el nimero de embriones transferidos en cada ciclo
(Basile et al.,, 2014). La transferencia selectiva de un tnico embrion o eSET (elective single
embryo transfer) es la mejor estrategia para evitar estos embarazos multiples, pero podria
suponer una disminucién de las tasas de gestacion si no se realiza una buena seleccién
embrionaria (Tejera et al, 2013), pudiendo poner en peligro las tasas globales de éxito de
los programas de fecundacio6n in vitro.

Con el fin de poder seleccionar aquel embrién(es) con mayor potencial implantatorio, se
han realizado numerosas investigaciones buscando nuevos marcadores de viabilidad que
mejoren los actuales criterios de seleccidn, como el consumo de oxigeno, el analisis del
perfil metabdlico, etc. (Kirkegaard et al, 2012). Ademas de estos nuevos marcadores, se
han propuesto nuevas estrategias para la evaluacion del desarrollo embrionario como el
screening cromosomico a través de la hibridacién genémica comparada (CGH), el cultivo
de embriones hasta el estadio de blastocisto y, mas recientemente, el estudio de la cinética
embrionaria a través de los sistemas time-lapse (Basile et al., 2014).

El desarrollo embrionario es un proceso dindmico que de manera convencional se ha
descrito a partir de observaciones estaticas y, aunque ha permitido obtener una gran
cantidad de conocimiento, puede suponer una pérdida sustancial de informacién valiosa
(Meseguer et al, 2012). Esta limitacién, derivada de la evaluacién embrionaria en
momentos muy concretos del desarrollo, se ha visto reflejada al observarse que la
puntuacién que se le otorga a un embriéon en funciéon de su calidad, puede variar
enormemente en pequeilos periodos de tiempo (Montag et al, 2011) . Asi mismo, la
evaluacién convencional de la calidad embrionaria estd sujeta a cierto grado de
variabilidad interobservador/intraobservador (Tejera et al., 2013), ademas de implicar la
manipulacién y exposicion de los embriones a cambios de temperatura, humedad y gases
cuando son extraidos del incubador para evaluarlos (Kirkegaard et al., 2012; Meseguer et
al., 2012). Todo ello establece un dilema a la hora de lograr un balance entre la necesidad
de evaluar el desarrollo embrionario y la necesidad de limitar el tiempo durante el que los
embriones estan expuestos condiciones subdptimas.

Los microscopia time-lapse puede superar estas limitaciones al tratarse de un sistema no
invasivo que combina incubador y microscopio y que permite realizar un seguimiento
continuo del desarrollo embrionario mediante la adquisiciéon de imagenes a intervalos de
tiempo predeterminados, sin necesidad de extraer a los embriones de las condiciones
estables y controladas del incubador. Estos sistemas time-lapse aportan una gran cantidad
de informacidén relacionada con el crecimiento y evolucién embrionaria, en comparaciéon
con las practicas convencionales de observacién intermitente y, ademas, el hecho de no
necesitar extraer a los embriones del incubador, reduce el estrés ambiental
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experimentado por los mismos, lo que puede conducir a una mejoria en la calidad
embrionaria y, en consecuencia, en las tasas de gestaciéon. Teniendo en cuenta estas
consideraciones, el objetivo definido en este trabajo fue valorar la utilidad del sistema de
andlisis de imagen Primo Vision® (Vitrolife) como herramienta en los tratamientos de
reproduccidn asistida.

Cuando se compard la calidad embrionaria en dia dos de desarrollo (D+2) entre los dos
sistemas, convencional y time-lapse (Primo Vision), se observaron diferencias
significativas en la proporcién de embriones pertenecientes a la categoria A y la
proporcion de embriones pertenecientes a la categoria C entre ambos grupos de estudio.
Asi, los embriones sometidos a monitorizacién continua fueron, de manera general, de
mejor calidad que aquellos embriones en los que la evaluacién del desarrollo se realizé de
manera convencional. Asi mismo, la tasa de desarrollo a blastocisto fue superior en el caso
de embriones evaluados mediante el sistema de andlisis de imagen Primo Vision. Estas
observaciones pueden ser explicadas por el hecho de que, en el sistema time-lapse, las
condiciones de cultivo son estables, estin estrictamente controladas y, ademas, la
manipulacion de los embriones fuera del incubador es minima, factores de especial
importancia si tenemos en cuenta que variaciones en la temperatura y el pH pueden
afectar enormemente a la calidad y el desarrollo embrionario (Meseguer et al., 2012).

Por otro lado, la proporcién de embriones transferidos, resulté ser mayor en el caso de las
pacientes pertenecientes al grupo “control” que en el caso de la pacientes del grupo “time-
lapse”, lo que podria ser un indicativo de que la mayor cantidad de informacién aportada
por el Primo Vision para la evaluacién morfolégica del desarrollo embrionario y la
utilizacion de parametros morfocinéticos para la seleccion embrionaria, podrian
contribuir a la reduccién del nimero de embriones transferidos en cada ciclo de
reproduccidn asistida; es decir, el sistema time-lapse puede proporcionar al embri6logo la
informacién necesaria para una toma de decisiones mas objetiva, pudiendo ser asi mas
estricto durante la valoracién del numero de embriones a transferir. Cabe destacar
también que, el mantenimiento de unas condiciones de cultivo mas estables en los
embriones pertenecientes al grupo “time-lapse” puede contribuir, como se dijo
anteriormente, a una mayor calidad de los mismos, justificando también los resultados
obtenidos.

A pesar de que los sistemas de andlisis de imagen minimizan las perturbaciones del medio
de cultivo al integrar la incubacidn y la valoracién embrionaria en un mismo dispositivo,
los embriones se ven expuestos de manera periddica a la luz cada vez que se adquieren las
imagenes que se analizaran posteriormente en forma de video, lo que puede tener efectos
negativos sobre los embriones (dafios en el ADN, calentamiento localizado y generaciéon de
especies de radicales libres dentro de las células) (Wong et al., 2013). No obstante, el
porcentaje de viabilidad embrionaria observada en este trabajo fue similar en ambos
sistemas de cultivo, por lo que se podria asumir que no existe un efecto negativo en los
embriones sometidos a un sistema time-lapse, lo que demostraria su utilidad como
herramienta de trabajo segura en los laboratorios de fecundacién in vitro.

Al igual que el caso de la viabilidad embrionaria, tampoco se encontraron diferencias
significativas cuando se compard el porcentaje de embriones transferidos en dia 2 (D+2) y
en dia 3 (D+3) de desarrollo para cada uno de los sistemas a estudiar. La similitud de
ambas variables en cada uno de los dos sistemas empleados se corresponde con los
resultados obtenidos por trabajos recientes (Cruz, 2012) que realizan la validacién clinica
de un sistema time-lapse y analizan su aplicacion en el desarrollo de nuevos marcadores
morfocinéticos de seleccién embrionaria. Descartando las diferencias metodolégicas entre
este trabajo y los resultados del presente estudio, en ambos casos se pone de manifiesto la
utilidad de la tecnologia time-lapse como herramienta, tanto de investigacién como en los
diversos tratamientos de reproduccidn asistida.
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De los resultados obtenidos podemos concluir que la incorporacién de los sistemas de
analisis de imagen, en este caso del Primo Vision, a la practica habitual en los laboratorios
de Embriologia supone una magnifica oportunidad de observar la actividad celular y el
desarrollo embrionario de una manera ininterrumpida, proporcionando una informacién
extra muy valiosa que permite identificar marcadores dindmicos asociados a una mayor
tasa de implantacion, a la vez que se permiten detectar eventos anormales y emplearlos
como criterios de exclusion. Por este motivo, a pesar de que los laboratorios de
reproduccién asistida pueden funcionar, y de hecho funcionan, sin la utilizacién de este
tipo de sistemas de andlisis de imagen, toda la informacién adicional que va siendo
obtenida a partir de los diferentes estudios realizados en este campo, debe ser
implementada paulatinamente a la rutina diaria de los laboratorios de fecundacién in
vitro. No obstante, implementar la tecnologia time-lapse a la rutina de dichos laboratorios
requiere de una serie de mejoras, tanto en la 6ptica como en el propio analisis de las
imagenes que, en el caso de llevarse a cabo, convertiran a este tipo de sistemas en
poderosas herramientas para los embri6logos a la hora de la toma de decisiones en
reproduccidn asistida.

En resumen, la tecnologia time-lapse se ha convertido en una herramienta de gran utilidad
gracias a los avances que han tenido lugar en este campo desde su aplicacién por primera
vez al estudio de embriones de mamiferos en el afio 1924 (Lewis & Gregory, 1929). En el
futuro, esta tecnologia podra ahorrar tiempo al embridlogo al ofrecerle 24 horas de
observacién continua; ademas, tiene el potencial de mejorar la eficacia de los ciclos de
fecundacioén in vitro, reducir costes y aumentar la capacidad de identificar embriones con
una mayor viabilidad y potencial de implantacién (Tejera et al, 2013). Las mejoras que
contintian realizdndose en este campo cientifico pueden llegar a ser muy importantes en la
aplicacién de una politica de transferencia de un solo embrién (eSET), al considerarse
como un sistema para la toma de decisiones mas potente y que estd basado no sélo en el
estado del embrion en un momento concreto, sino también en una vision mas dindmica de
todo el proceso del desarrollo embrionario. Por dltimo, cabe destacar que en el futuro, la
tecnologia time-lapse, podria brindar las herramientas necesarias para facilitar la
transicion de la subjetividad a la objetividad en los laboratorios de fecundacion in vitro.

22



CONCLUSIONES

La seleccion embrionaria resulta fundamental para el éxito de la fecundacidn in vitro. Los
criterios convencionales de clasificacion embrionaria para la seleccion de embriones se
basan en la morfologia y en la cinética de los mismos valoradas en momentos muy
concretos del desarrollo, por lo que su precision esta lejos de ser la ideal. Las técnicas de
analisis de imagen permiten la realizacién de un seguimiento continuo del desarrollo
embrionario, proporcionando una gran cantidad de informacién adicional que anhade
objetividad a los procesos de seleccidn embrionaria y, en consecuencia, puede mejorar los
tratamientos de reproduccién asistida al perfeccionar nuestro conocimiento acerca del
desarrollo embrionario temprano y conducir hacia sistemas de clasificacion mas
sofisticados.

Ante estas consideraciones se planted el objetivo de evaluar un sistema time-lapse como
herramienta en los tratamientos de reproduccidon asistida, para la observacion del
desarrollo embrionario in vitro. Las conclusiones extraidas de este trabajo son:

1. La ausencia de diferencias significativas obtenidas en la viabilidad embrionaria
confirma la posibilidad de incorporar esta herramienta de andlisis de imagen de
manera segura en los laboratorios de fecundacidn in vitro.

2. Se demuestra que tanto la calidad embrionaria como la proporcién de embriones
que alcanzan el estadio de blastocisto es mayor en los embriones sometidos a
monitorizacién continua dentro del incubador.

3. Los sistemas time-lapse proporcionan la informacién necesaria para una toma de
decisiones mas objetiva por parte de los embriélogos, pudiendo ser mas estrictos
en la seleccién embrionaria y, en consecuencia, reducir el nimero de embriones
transferidos en cada ciclo de reproduccion asistida.
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