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RESUMEN

Presentamos el primer embarazo logrado en nuestro centro de reproduccién asistida (CECOLFES) obtenido después de la transferencia
de Blastocistos cultivados en medio de Gardner en una paciente de 32 aiios, con infertilidad secundaria de 8 afios de evolucidén.

La paciente fue estimulada con supresion GnRH-a y Gonadotrofina menopausica humana, realizando la transferencia de 2 blastocistos
el dia 5 post-aspiracion folicular, obteniéndose un embarazo clinico.
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SUMMARY

OBJECTIVE: To present the first pregnancy obtained after transfer of two blastocyst embryo in our reproduction center in Colombia.

DESIGN: Case report.

Setting: Private practice with University Academic Activity.

PATIENT: A32yearsold with secundary infertility of 8 years was treated. Her first pregnancy was an spontancus abortion an the second
was an ectopic pregnancy with surgycal treatment (Right Salpingectomy).

INTERVENTIONS: Down regulation with leuprolide acetate followed by HMG 300UI daily for ovulation induction was used,
Transvaginal oocyte retrieval, embryo culture in Gardner's medium and transfer in day 5 after oocyte retrieval was done.

RESULT(S): Clinic pregnancy with one intrauterine gestational sac and embriocardia.

CONCLUSION(S): This case shows that we are able to obtain pregnancies in IVF after blastocyst culture in a Gardner's medium.

Blastocyst transfer is a good alternative for patients with previous IVF failures.
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Introduccion

Dentro de las limitantes en un programa de fertiliza-
¢ion in vitro encontramos las bajas tasas de implantacion
y embarazo que se consiguen al transferir embriones
generalmente en su segundo o tercer dia de desarrollo
(10-15% por embrion transferido). Con el perfecciona-
miento en los medios de cultivo se han conseguido
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embriones en etapa de BLASTOCISTO, los cuales al ser
transferidos, mejoran las tasas de implantacion y emba-
razo (60 a 63%, Gardner 1997 - Buster 1995); a su vez
disminuyen el nimero de embriones requeridos por trans-
ferencia y también la posibilidad de embarazos multi-
ples, (Solo 2 blastocistos por transferencia). )
El embrién en etapa de clivaje se caracteriza por
niveles relativamente bajos de biosintesis y una capaci-
dad limitada para utilizar la glucosa como fuente de
energia. En contraste, las tasas de biosintesis en la etapa
posterior a la compactacion aumentan, junto con la
capacidad respiratoria y la habilidad para utilizar la
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glucosa (Rieger, 1984; 1992; Gardner, 1998). Por consi-
guiente en lo que se refiere a la fisiologia embrionaria,
conviene considerar el periodo previo a la implantacion
por lo menos en dos fases: antes y después de la
compactacion e iniciacion de la activacion del genoma.
Esta divisiéon del periodo preimplantacion es importante
al pensar en cambiar las formulaciones de los medios de
cultivo.

En cuanto a la composicion de los medios, sabemos
que la glucosa en altas concentraciones en las primeras
etapas de division es la causante del retardo o la interrup-
cion del desarrollo del embrion. A la luz de este efecto
nocivo que afecta a los embriones en medio simple de
cultivo, existe una tendencia cada vez mayor a disminuir
la concentracion de glucosa hasta la etapa de 8 células y
aumentar su concentracion después de ésta para lograr el
desarrollo del embrion humano. Pero una vez se han
dispersado las células del Cumulos, el embrién queda
expuesto a la glucosa presente en el oviducto del tracto
genital femenino, aunque en concentraciones pequefias,
por lo tanto la glucosa adquiere cada vez mas importan-
cia una vez activado el genoma embrionario y cuando
aumentan los niveles de biosintesis.

Se propone que los aminoacidos son uno de los
reguladores mas importantes del desarrollo en la etapa
previa a la implantacién y por lo tanto, constituyen
elementos claves dentro del medio de cultivo. Se ha
demostrado que incluir aminoacidos especificos alivia
los denominados Bloqueos de cultivo al desarrollo del
embrion (Kane y Foote, 1970, Conejo; Bavister et al.
1993, Hamster; Kishi et al, 1991, ratas; Gardner et al.
1994, ovejas; Gardner, 1994, vacas). Al mismo tiempo se
determind que los aminoacidos no esenciales y la
glutamina estimulan la formaciéon del blastocele, aumen-
tan el niimero de células del trofoectodermo y elevan las
tasas de eclosion de la zona pelucida.

Todo esto indica que es importante mantener y culti-
var a los oocitos y los embriones en presencia de
aminoacidos no sélo antes de la compactacion sino
después de ésta.

De los datos obtenidos a través de los estudios antes
mencionados se desprende el hecho de que los medios de
cultivo convencionales no son adecuados para cultivar
embriones durante periodos prolongados hasta la etapa
de blastocisto, especialmente cuando estos medios son
suplementados con suero. A la luz de los datos presenta-
dos se han formulado dos medios para el cultivo del
zigoto humano hasta la etapa de blastocisto: (Barnes et al
1995; Gardner y Lane 1997).

En un estudio piloto con estos medios (Gardner y
Lane 1997) la media de desarrollo de los blastocistos a
los cinco dias de inseminacion fue de 66%, al transferir
en promedio 2.75 blastocistos se obtuvo una tasa de
implantacion del 45% culminando con tasas de embara-
zos en curso del 63% a la fecha (Gardner et al 1998).

Aungue estos estudios son alentadores, se necesitan
estudios clinicos prospectivos extensos para validar la
eficacia de la transferencia de los blastocistos después de
desarrollarlos en estos medios.
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Caso clinico

Paciente de 32 afios con infertilidad secundaria de 8
aflos de evolucion, con antecedente de un aborto espon-
taneo y un embarazo ectopico que requirid salpingectomia
derecha. Ingresa al programa de FIV después de trata-
mientos médicos convencionales sin lograr embarazo.

Seinicia protocolo de estimulacién con GnRHa (Lupron
Depot®), 3.75 mg IM administrado el primer dia del ciclo.
El dia 28 post GnRHa se inicia estimulo con gonadotropina
menopausica humana (hMG, Humegon®) 300 UT/ IM dia.
Un total de 32 ampollas de hMG de 75 UI fueron utilizadas
hasta el dia de la aplicacién de gonadotropina coridnica
humana (HCG, Profasi®) 10.000 UI IM. El pico maximo de
estradiol fue de 2525 pg/ml. El seguimiento folicular
ecografico transvaginal mostro 9 foliculos mayores de 17
mm. El perfil uterino realizado con Doppler color el dia -
previo a la transferencia fue de 16, lo que significa una
adecuada receptividad endometrial (Dickey 1997).

Serealizala aspiracion por via ecografica transvaginal
34 horas después de administrada la HCG obteniéndose
8 oocitos de los cuales 7 fertilizaron y 4 llegaron a etapa
de blastocisto cultivados en el medio de Gardner. Se
transfieren 2 embriones asi: Un blastocisto C y un
blastocisto A a las 110 horas post aspiracién tolicular.

La suplementacién de la fase lutea se realiza con
progesterona y HCG.

Los datos hormonales obtenidos el dia 12 postrans-
ferencia fueron:

Progesterona mayor de 40 ng/ml, Estradiol en 3269
pg/dl y b-HCG en 243 Ul/ml.

El dia 30 postransferencia se observa por ultrasono-
grafia transvaginal un saco gestacional ténico lo cual
confirma embarazo clinico, y el dia 40 se visualiza
embriocardia.

Discusion

Entre las posibles ventajas del cultivo y transferencia
de Blastocistos se encuentran:

* Sincronizacion del embrion con el tracto reproductor
femenino.

» Evaluacion de la viabilidad del embrion antes de
la transferencia, con lo cual sélo los mejores seran
transferidos.

« Cuantificacion de marcadores embrionarios verda-
deros y no de aquellos heredados del oocito.

- Aumenta el tiempo disponible entre la biopsia del
embrion en etapa de clivaje y la transferencia en los que
se requiera diagndstico genético preconcepcional.

- Facilitalautilizacién de la biopsia del trofoectodermo
para tamizaje de enfermedades genéticas.

Hoy en dia uno de los problemas ocultos y hacia donde
estan encaminados todos los estudios es la IMPLANTA-
CION, porque se ha llegado a manejar el problema
ovulatorio, el factor masculino (casi solucionado con el
ICSI) pero poco conocemos del endometrio y s6lo tene-
mos mediciones indirectas hormonales y ultrasonograficas
para acercarnos al momento ideal de transferencia ya que
normalmente la efectuamos en forma prematura. Esto
podria ser la causa de las bajas tasas de implantacion.
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Transferimos embriones de cuatro células momento en el
"cual deberia estar en la trompa y no en el endometrio donde
el pH es diferente.

Los datos actuales acerca de la transferencia de morulas
cavitantes y/o blastocistos al cuarto o quinto dia del
desarrollo indican que estos embriones presentan una
tasa de implantaciéon mas alta (Huisman et al, 1994;
Olivennes et al, 1994; Ménezo y Ben Khalifa, 1995). Para
los blastocistos se han informado tasas de implantacion
dos veces mayores a las obtenidas con embriones en
clivaje (Scholter y Zeilmaker, 1996). Buster en 1985
transfiri6 individualmente a las pacientes receptoras
blastocistos humanos desarrollados in vivo y lavados del
utero; las tasas de implantacion y embarazo en el estudio
fueron del 60% por blastocisto transferido.

También existe la posibilidad de lograr desarrollo de
‘blastocistos con cocultivos con tasas similares de implan-
tacién, pero con mayores problemas para lograr y mante-
ner los cocultivos. Por eso con el mejoramiento de los
medios de cultivo y el desarrollo embrionario al conocer
mas de cerca su fisiologia, el blastocisto debera ser el
protagonista en los proximos afios esperando mejorar las
tasas de implantacion.
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Conclusiones

En pacientes en las cuales se considera que el factor
principal de infertilidad es una alteracion de la implan-
tacion, la transferencia de blastocistos puede ser una
alternativa de tratamiento.

La transferencia de blastocistos por si solo mejoraria
la eficiencia general de la fertilizacién in vitro en seres
humanos, permitiendo reducir el numero de embriones
requeridos para lograr el embarazo y minimizando tam-
bién el nimero de nacimientos multiples.

La posibilidad de escoger blastocistos mas viables
para la transferencia con base en la cuantificaciéon no
invasiva del metabolismo (midiendo pH o sustancias
obtenidas del metabolismo) deberia culminar en tasas
todavia mayores de implantacion y embarazo por cada
blastocisto transferido.

Es cierto también que no hay muchos estudios y seria
razonable para llegar a conclusiones tan importantes para
las parejas, contar con estudios prospectivos con mayor
numero de casos.

Se ha logrado el primer embarazo clinico en Colom-
bia con la transferencia de blastocistos.
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