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RESUMEN: Las tasas de embarazo en la fertilizacion in vitro, transfiriendo en dia 2 6 3 se encuentran aun alrededor del 22%,
debiéndose transferir tres o mas embriones, lo que da en promedio una tasa de implantaciéon de un 10% por embrion transferido.
Actualmente se trata de llegar hasta etapas tardias del desarrollo embrional in vitro, en un intento por acercarnos al modelo
natural en el cual los embriones alcanzan el utero en estado de blastocisto, con el fin de mejorar las tasas de implantacion y
embarazo. Para tal efecto se han desarrollado nuevos medios de cultivo, cuya composicion se basa en estudios de fisiologia
embrional y del medio natural en el cual se desarrolla el embrién (inicialmente en la trompa y posteriormente en el atero)
generando ¢l concepto de “cultivo de embriones en medios secuenciales” donde la etapa inicial de desarrollo se haria en medios
libres de glucosa y a partir del dia 3 (estado de 8 células) se cambiarian a medios con glucosa lo que, segtin los estudios publicados
hasta Ia fecha, mejoraria substancialmente el ndmero de embriones que alcanzarian el estado de blastocisto (cerca del 60%) con
altas tasas de implantacion y, por consiguiente, la necesidad de transferir menor nimero de embriones por paciente disminuyen-
do de manera considerable la posibilidad de embarazo miltiple.
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SUMMARY: The pregnancy rates in IVF-ET, after transfer in days 2 or 3 remain lower, near the 22% with 3 or more embryos
transfered and with implantations rates per embryo transfer of 10% . At present the study is trying to reach the late stages of the
embryo development in vitro, on purpose to imitate the natural model in which the embryos arrives to the uther in blastocyst stage,
with the goal of increasing implantation and pregnancy rates. For this effect , new culture mediums have been developed, whose
composicion are based on embryo fisiology studies and in the research about the composition of the natural medium in which the
cmbryo developes ( inicially in the fallopian tube and later in the uterus), arising the concept of “embryo culture in secuencial
mediums”, where the inicial stage of embryo development will be done in glucosa free mediums and after the day 3 (8 cells stage) it
will be change to glucosa mediums, and with this, as the recently publications state, it would increse the number of embryos that woul
reach the blastocyst stage ( near 60 %) with high implantation and lower number of embryo transfer per patient decreasing the
possibility of multiply pregnancy.
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Luego de 20 anos del nacimiento de la primera nifia
utilizando la fertilizacién in vitro, las tasas de embarazo y
de bebé en casa, son aun bajas, con un porcentaje de gesta-
cion por ciclo transferido que oscila entre el 20-30% en
ciclos de F1V, y alrededor del 50% cuando las pacientes
reciben donacion de ovocitos (1-2). El éxito en estos pro-
cedimientos depende de una adecuada sincronizacion en-
tre un endometrio receptivo (ventana de implantacion) y el
momento en el cual el embridén alcance el estado de
blastocisto, para que se produzca la adhesion, invasion y
gestacion.

Generalmente en los programas de in vitro, las transfe-
rencias de embriones se realizan en el dia dos (4 células), o
en el dia tres (8 células) postfertilizacion. Aqui es impor-
tante recordar que in vivo las etapas de clivaje anteriores a

Director Cientifico Medifértil. Programa de Medicina
Reproductiva.

la aparicion del blastocisto, se realizan en la trompa de
Falopio y no en el ttero, lo que de por si puede dar como
resultado una disminucion de las tasas de embarazo al trans-
ferir directamente al Gtero embriones en estados de desa-
rrollo propios de la trompa; esto se ha demostrado en otras
especies de mamiferos al obtenerse mejores tasas de emba-
razo transfiriendo embriones al Gtero en estado de post-
compactacion o en blastocisto. (3). Los datos actuales al
transferir en humanos morula cavitada y/o blastocisto en
dia 4 6 5 del desarrollo, muestran una duplicacién en las
tasas de implantacion al compararlas con transferencias de
embriones en estados anteriores de clivaje, lo cual confir-
ma la hipdtesis de que al transferir embriones en etapas
tardias (cercano al modelo natural) se incrementarian las
tasas de implantacion y embarazo por embrion transferi-
do: 60%. (4-6).

Algunas de las ventajas de cultivar y transferir
blastocistos serian:

1. Sincronizacion con el endometrio, aumentando as
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tasas de implantacion por embrion transferido y evi-
tando la transferencia de multiples embriones.

2. Determinacién de la viabilidad del embrion antes
de la transferencia, identificando los embriones con
poco potencial de desarrollo que se manifiestan por
crecimiento lento o su degeneracion en el cultivo, y
la posibilidad de utilizar pruebas no invasivas que
detectan el potencial de desarrollo del embrion den-
tro del grupo que se va a transferir. (7).

3. Aumenta el tiempo entre la biopsia del embrion en
etapa de clivaje y su transferencia (8).

4. Permite realizar la biopsia de trofectodermo, que
representa la forma de diagnostico genético mas tem-
prano de material no embrionario.

E1 cultivo de blastocisto no se ha utilizado de rutina, en
parte, por la incapacidad de mantener embriones en culti-
vo por mas de dos dias sin que se comprometa su viabili-
dad: es importante diferenciar entre la capacidad de un
medio para contribuir al desarrollo in vitro hasta blastocisto,
de su capacidad para hacerlo viable. Los estudios iniciales
mostraron una tasa de obtencion de blastocistos de un 42%,
utilizando medios de cultivo suplementados con suero
materno al 10% (9). Cuando se sustituy¢ el suero materno
por alblunina sérica bovina y se disminuy6 el volumen de
medio de cultivo, se incrementd a un 59% la obtencion de
blastocistos, pero con unas tasas de embarazo similares a
las obtenidas al transferir en el dia 2 6 3. (10). Al utilizar
sistemas de co-cultivos con células Vero se han obtenido
tasas de desarrollo hasta blastocisto similares, pero en los
estudios prospectivos, randomizados no ¢ han demostra-
do buenos resultados. (11-12).

No siempre que obtenemos blastocistos persiste una
buena tasa de nnplantacion y de nacidos vivos, lo cual
indica que no todos los blastocistos son viables. De otro
lado. diferentes medios de cultivo que alcanzan iguales
porcentajes de blastocistos, tienen diferentes tasas de em-
harazo (13). Teualmente, no todos los embriones en
prontcleos alcanzaran la etapa de blastocistos ya que un
nGmero importante seran anormales; se ha determinado que
aproximadamente el 25% de los ovocitos son aneuploides
y que éste porcentaje se aumenta con la edad materna. (14-
15). Otra ventaja del cultivo hasta blastocisto seria la posi-
bilidad de descartar los pocos embriones anormales que
puedan progresar a blastocisto. utilizando la biopsia de
trotectodermo. Entre los factores que contribuyen al desa-
rrollo anormal del embrion estdn la insuficiencia de los pro-
ductos codificados genéticamente y almacenados en el
ovocito y una falla en la activacion del genoma del embrién
(16). Podemos considerar el cultivo in vitro de embriones
hasta blastocisto, como parte de una seleccion natural du-
rante su desarrollo, lo cual hace del embrion que llega hasta
este estadio el de mayor potencial de desarrollo.

Actualmente existe un gran desarrollo en el campo de
los medios de cultivo que nos brinda la posibilidad de po-
deralcanzar el estado de blastocisto en humanos con mejo-
res resultados, teniendo ademds la posibilidad de utilizar
medios sin sueros, ni co-cultivos con células somaticas.
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Estos avances tecnoldgicos en el campo de los medios de
cultivo se han dado merced a los conceptos de fisiologia y
desarrollo embrional basados en estudios del aparato
reproductor femenino, logrando obtener medios que con-
tribuyen al desarrollo del embridon en ésta etapa de
preimplantacion tan dinamica. Asi se ha podido llegar a
establecer que la composicion de éstos medios debe cam-
biar de acuerdo a las etapas de crecimiento del embrion.

Fisiologia embrionaria

En el modelo natural la fertilizacion ocurre a nivel de la
trompa de Falopio (17), y el zigoto punto de partida de la
fertilizacion, tiene poca similitud con el blastocisto. punto
final del proceso de preimplantacion. s por eso que divi-
dimos el cultivo de embriones en dos etapas: una etapa | de
clivaje en la cual la tasa respiratoria, de biosintesis y el
consumo de glucosa como fuente de energia son bajos y la
etapa Il o de post-compactacion en la que se incrementan
la capacidad respiratoria. la biosintesis vy la utilizacion de
glucosa. Cualquier alteracion minima en las vias de pro-
duccion de energia por parte del embrion tendrd un efecto
deletéreo en su desarrollo. Antes de la compactacion se
considera cada blastomera como una entidad independien-
te, con mecanismos reguladores sofisticados iguales a los
de un organismo unicelular. La compactacion posterior,
representa la formacion del primer epitelio de transporte
del embridn, siendo capaz de regular su medio interno. Esta
fase de tanta susceptibilidad del embrion coincide con la
activacion del genoma (18) .

Otro factor que tiene gran influencia en el desarrollo em-
brionario es el volumen de medio utilizado, ya que se logran
mejores resultados utilizando volimenes reducidos : menos
de 1 ml. Otro efecto benéfico se obtiene al reunir varios em-
briones en pequenos volimenes ya que se aprovecha la pro-
duccidn de factores auto y paracrinos (Factor activador de
plaquetas y Factor de crecimiento similar a la Insulina) por
los embriones, mejorando su crecimiento. El cultivo en vo-
lamenes grandes produciria un efecto de dilucion de estos
factores y lo que disminuye el nimero de células de la masa
interna del blastocisto, al compararlo con embriones culti-
vados en volimenes reducidos (19).

Medios de cultivo

Se han desarrollado medios adecuados para todas las cta-
pas previas a la implantacion divididos en simples como el
medio de Earle's, el T6 y el HTF (Human Tubal Fluid) consti-
tuidos por soluciones salinas balanceadas con fuentes de ener-
gia como piruvato, lactato y glucosa, y los complejos como el
Alfa-MEM y el Ham's F-10, para ser usados especificamente
en cultivos de células somaticas in vitro. Usualmente se su-
plementan con suero materno o fetal. A pesar de tener grandes
diferencias en cuanto a su composicion tienen tasas de desa-
rrollo embrionario y embarazos similares : no mayores de 20-
30% por transferencia de multiples embriones. Esto podria
explicarse porque la transterencia de embriones es temprana.
antes que diferencias importantes aparezcean.
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Los efectos negativos de la glucosa en el embrion en
ctapas iniciales del desarrollo (19-20) son contrarrestados
parcialmente por el consumo que tienen las células del
cumulus (muy activas metabolicamente) que rodean al
ovocito y al embrion en sus etapas iniciales, con liberacion
de lactato y piruvato. Esto nos sugiere que in vivo el ovocito
v el embrion estan en un medio libre de glucosa lo que se
ha confirmado con estudios de la composicion de fluidos a
nivel de la trompa: niveles bajos de glucosa y altos de
piruvato cuando se esta produciendo la captacion de
ovocitos y las etapas iniciales de la fertilizacion, y poste-
riormente cuando llega a la cavidad uterina se encuentran
niveles elevados de glucosa y bajos de piruvato. Aunque la
tendencia actual es que los medios de desarrollo en etapas
tempranas no contengan glucosa, es importante recordar
que el embrion hasta etapa de dos células, ya posee un
mecanismo de transporte de glucosa, que en presencia de
reguladores apropiados como los aminoacidos, no se altera
el desarrollo embrional y que la glucosa tiene funciones
importantes diferentes a la de tuente de energia : precursor
anabolico y necesario para la sintesis de triacilgliceroles y
fosfolipidos asi como precursor de azlcares complejos
como glicoproteinas y mucopolisacaridos. La glucosa es
metabolizada por la via de las pentosas generando molécu-
las de ribosa necesarias para la sintesis de acidos nucleicos
y el fosfato dinucleotido de nicotinamida reducido
(NADPH) requerido para la biosintesis de lipidos y otras
moléculas complejas. El NADPH estd presente en la reduc-
cion del glutation intracelular, importante antioxidante para
el embrion. La utilizacion de estos medios con o sin gluco-
sa llevan al embrion hasta etapa de blastocisto pero lo que
haria la diferencia seria la tasa de implantacion, que esta
por definirse aunque estudios preliminares reportan resul-
tados halagadores que bordean el 60%. En cuanto a los
aminoacidos esenciales y no esenciales, es evidente que
con los grandes cambios del metabolismo energético del
embrion, existe un aumento en los requerimientos de nitro-
geno del embridn @ la exposicion por cinco minutos en un
medio sin aminoacidos produce una alteracion severa en el
desarrollo del embridn, pues, al parecer, pierde su conteni-
do de aminoacidos intracelulares al verterlos al medio que
lo rodea produciendo un trauma intracelular; son por lo
tanto reguladores del metabolismo energético, de la
osmolaridad y sirven de buffer. Estos aminoacidos son
metabolizados por el embrion liberando amonio el cual es
embriotoxico, alterando el desarrollo en el cultivo redu-
ciendo significativamente la viabilidad. Estudios en el ra-
ton mostraron que produce alteraciones en el tubo neural y
exencefalia (21), por lo que se desarrolld un método para
transaminar el amonio en el medio de cultivo a
glutamato adicionandole al medio a usar a las 48 horas, la
enzima glutamato dehidrogenasa, el sustrato alfa-
cetoglutarato y el cofactor NADH que convierten el amonio
a glutamato (21). Esto produjo un incremento significati-
vo en la viabilidad de los blastocistos, confirmando que la
exposicion continua de los embriones a estos factores esti-
mula su desarrollo.
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El quelante utilizado en los medios de cultivos es el
EDTA, cuya funcion es secuestrar los cationes divalentes e
inhibir la prematura utilizacion de glucolisis, previniendo
el efecto Crabtree. que conduce a una detencion en el desa-
rrollo embrional. En la etapa de post-compactacion el
quelante tiene un efecto negativo: inhibe el desarrollo del
blastocisto y su niimero de células (MCI). El embrion, por
lo tanto, no debe estar expuesto a este quelante luego de
alcanzar el estado de 8 células.

Un suplemento utilizado con el medio de cultivo es el
suero, el cual es obtenido de un coagulo de sangre, a dife-
rencia del liquido de la trompa que es secretado por el epi-
telio. El suero varia en su composicion de acuerdo al dia
del ciclo menstrual, enfermedades , ayuno, dieta, lo cual
hace dificil la evaluacion de resultados siendo ademas un
recargo en el trabajo del laboratorio de In vitro y potencial
transmisor de enfermedades. En los cultivos de embriones
de oveja, se demostraron efectos adversos : formacion pre-
coz de blastocele, secuestro de lipidos, alteracion de la
ultraestructura mitocondrial, alteraciones metabolicas y
anomalias congénitas. Las razones de estos efectos no han
sido dilucidadas, pero en los cultivos en humanos con trans-
ferencias en dia 2 6 3, puede que no se altere por no estar
aln presentes receptores para factores de crecimiento. De
otro lado, es un quelante potencial de las sustancias
embriotoxicas, actlia como buffer y protege asi las etapas
de clivaje. Contrario a lo que se creia, el suero no es necesa-
rio para el éxito del cultivo, y puede y debe ser reemplaza-
do por una forma de albimina sérica o una macromolécula
como el hialuronato.

Nuevos medios de cultivo

Si la idea es continuar el cultivo hasta blastocisto, lo
que nos pondria mas cerca del modelo natural, los medios
antes mencionados no son los adecuados, especialmente si
son suplementados con suero. Actualmente contamos con
dos tipos de medios : el P1, libre de glucosa para la primera
etapa (dia 0 a 3) y el Blastocyst Medium (hasta dia 4 6 5) ,
de Irvine Scientific, el S1 y S2 de Scandinavian Scientific,
el G1-G2 (medios de Gardner) todos con reportes de aproxi-
madamente un 60% en promedio de obtencion de
blastocisto y una tasa de implantacion, transfiriendo en
promedio 2, 75 blastocistos, del 22 al 38% y con embarazo
en curso del 37% (23-24).

Viabilidad embrionaria

La viabilidad embrionaria es algo subjetivo y el
parametro mas utilizado es la morfologia. El desarrollo de
métodos cuantitativos para valorar el potencial de desarro-
llo del embrion mejorara las tasas de embarazos en In vitro.
La capacidad de predecir cuando un embrion tiene una
mayor viabilidad en un cultivo, se asocia con la tasa y
velocidad de clivaje (25). Las tasas de implantaciéon y em-
barazo de moérulas y blastocistos procedentes de embrio-
nes de crecimiento lento son bajas, a diferencia de los pro-
cedentes de embriones de division rapida. Otro método para
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medir la viabilidad del embrion se esta utilizando en rato-
nes, cuantificando su metabolismo energético mediante
formas no invasivas como la ultramicrofluorescencia utili-
zada para medir la captacion de glucosa antes de ser trans-
feridos, hallandose que los que llegaron a término fueron
los que mas glucosa captaron en el cultivo (7).

De otro lado, los embriones que tuvieron una excesiva

produccion de lactato, perdieron su control sobre el meta-
bolismo energético y son poco viables. Cuando se transfi-
rieron blastocistos con una adecuada actividad glicolitica,
la tasa de desarrollo fetal en los ratones fue del 80%, al
compararlo con los blastocistos que mostraban una eleva-

da tasa de actividad glucolitica que fue del 6% (22 ). de implantacién por embrion transferido.
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Conclusiones

En ésta revision se logran apreciar las ventajas del cul-

tivo embrionario hasta la etapa de blastocisto, los resulta-
-dos con diferentes medios de cultivo y sus tasas similares

en
za

fertilizacién, implantacion y embarazo, cuando se utili-
n co-cultivos y suero. La mejoria en eficiencia de la fer-

tilizacion in-vitro en humanos, el aumento en la calidad
embrionaria y el nimero de estos que llegan a blastocisto

CO

nducen a transferencias con un namero menor de em-

briones para obtener un embarazo disminuyendo la tasa de

ge

stacion multiple y por consiguiente mejorando la tasa

sperm injection as an indicator of embryo viability. Hum. Reprod.
1998 13: 182.



