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RESUMEN

En la década de los noventa el desarrollo de la técnica para cultivar y transferir blastocistos luego de una fertilizacién in vitro ha
reportado beneficios en ciertos aspectos cruciales de esta practica. El mayor control sobre la incidencia de embarazos miiltiples es una de
sus principales bondades. El proceso de autoseleccion al que se someten los embriones ha permitido que se transficran embriones mas viables
y con una mayor capacidad de implantarse en el endometrio. También ha contribuido al desarrollo de una nueva ola en la evaluacién y el
diagnéstico preimplantacién del embrion. Detallados analisis de los fendmenos metabélicos cambiantes en el embrién temprano han
permitido la aparicién de nuevos medios de cultivo que soportan el crecimiento embrionario in vitro hasta su estado de blastocisto. Estos
medios estan reemplazando al cocultivo como herramienta preferida para cultivar blastocistos. Sin embargo aun existen interrogantes sobre
¢l mecanismo de accién de los cocultivos y sobre la forma en que algunos de sus efectos benéficos como la produccién de factores
embriotroficos especificos, puedan ser incorporados a los nuevos medios.

PALABRAS CLAVES: Blastocisto/medijos secuenciales/cocultivo/fertilizacion in vitro/diagnéstico preimplantacién.
SUMMARY

The development of the technique to cultivate blastocysts has brought many benefits in the practice of in vitro fertilization. The possibility
" of diminishing the high multiple pregnancy rates associated with these techniques has been one of the most important contributions. The
process of in vitro embryo auto-selection has enabled us to transfer more viable embryos with a better possibility of implantation. The culture
of blastocysts has contributed, to the new wave of research on preimplantation diagnosis. Detailed analysis of early embryo metabolism has
envolved into the development of complex culture media capable to efficiently support embryos to the blastocyst stage. These media are
replacing the coculture as the preferred environment to grow blastocysts. However, there are still many questions about the mechanisms of
promoting embryo growth and success. Further analysis of the production of embryotrophic factors involved in coculture embryo support
should be identified and incorporated for the manufacturing of better media.

KEY WORDS: Blastocyst/sequential media/coculture/In Vitro Fertilization/preimplantation diagnosis.

Por qué transferir blastocistos? Estos se encuentran detenidos en la primera divisién
meidtica que se inicia desde antes del nacimiento. La
ovulacion marca la reactivacion de la primera meiosis,
que culmina con la formacién del primer cuerpo polar y
del oocito secundario y el comienzo de la segunda
divisién meidtica que se detiene en la etapa de metafase
hasta la fertilizacién. El 6vulo comienza entonces su
recorrido por la luz tubdrica, donde es fertilizado en las
primeras 24 horas, generalmente en la porcién ampular.
La segunda division meidtica se reactiva en el momento
en que el espermatozoide penetra la zona pelticida. Al
completar esta segunda meiosis, momento marcado por
la extrusion del segundo cuerpo polar, el zigoto o pre-
embrién ingresa a la etapa pronuclear. Los prontcleos,
cada uno con el material genético paterno o materno, se
fusionan dando por culminado el proceso de fertiliza-

El cultivo del embrion hasta el estado de blastocisto
ha cobrado marcada importancia en la prictica de la
fertilizacién in vitro en los tltimos afios. El interés en el
blastocisto se basaen el afan por lograr una sincronizacién
entre el embrién y el medio intrauterino al cual este se
transfiere (1). De esta manera se ha intentado hacer de la
fertilizacién in vitro un proceso mds cercano a las condi-
ciones fisioldgicas en que se dan el desarrollo embriona-
rio temprano y el proceso de implantacion.

Al llegar a la pubertad. el ovario humano contiene
aproximadamente 300 a 400 mil oocitos primarios.

Fellow, Division Medicina Reproductiva e Infertilidad, Depar-

tamento de Obstetricia y Ginecologia, Universidad de Yale. cién y origen al embrién como tal.

USA. Aun en el oviducto comienza la divisién mitética del
Profesor Asociado, Divisién de Medicina Reproductiva e Inferti- embrion. Cuarenta y ocho horas pos-fertilizacién este
lidad, Departamento de Obstetricia y Ginecologia, Universidad < ) . o
pow Ly SgA cayb Meidy SRR llega a su estado de 4 a 8 células. Hacia el tercer dfa el
Director de la Divisién de Medicina Reproductiva e Infertilidad. emb_”('m forma la‘morula. con 16 a 32 células y contintia
Departamento de Obstetricia y Ginecologia, Universidad de Yale. su division hasta formar el blastocisto luego de 4 a 5 dias
USA. de haber sido fertilizado. Este tdltimo se caracteriza por

5 )
Art. 0012 89



Vol. 50 No. 2 - 1999

la formacion del blastocele y de la masa celular interna
que dard origen al feto. En estas condiciones el embrion
llega a la cavidad uterina, sale de la zona peliicida y hacia
el sexto o séptimo dia se implanta en la superficie
endometrial.

Los protocolos cldsicos de fertilizacién in vitro inclu-
yen la transferencia embrionaria luego de 2 6 3 dias de
cultivo. Esto somete prematuramente al embridon a un
medio intrauterino cuyo grado de hostilidad y receptividad
en dicha etapa embrionaria aun es incierto. La transfe-
rencia de embriones en la etapa de blastocisto lleva a que
el embrién cultivado artificialmente llegue a la cavidad
uterina en el momento en que lo harfa si hubiera sido
concebido in vivo. Esto puede facilitar el intercambio
embrién-endometrio y llevar a una optimizacién del
proceso de implantacién.

Pros y contras

La transferencia de blastocistos luego de 5 dias de
cultivo ha demostrado tener algunas ventajas sobre la
transferencia de embriones en el estado de 4 a 8 células,
tradicionalmente transferidos luego de 2 ¢ 3 dias de
cultivos. Esta modalidad requiere de una logistica mas
elaborada y de un tiempo mds prolongado de cultivo que
los métodos clésicos, por ende se somete a los embriones
a un proceso de seleccién. Como resultado es posible que
s6lo los embriones mads competentes de la cohorte en
cultivo logren llegar al estado de blastocisto. De esta
manera no se transfieran embriones destinados a frenar su
desarrollo. En resumidas cuentas se transfiere un menor
nimero de embriones pero con mayor posibilidad de
sobrevivir e implantarse, logrando un resultado mas
predecible y una tasa mas baja de embarazos multiples (2-
4). De alli se desprende el hecho de que ocurra un aumento
de la baja tasa de implantacién de los embriones de clivaje
que fluctda entre un 10 — 20%, logrando tasas de 25 % e
incluso de 45 % y 58% con el cultivo de blastocistos segiin
lo reportan algunos autores (5, 6). Como es de esperarse,
ya que el niimero de embriones transferidos disminuye, las
tasas de embarazo siguen siendo similares a las logradas
con transferencia de embriones en clivaje pero con dismi-
nucién en el nimero de embarazos miltiples.

Como se mencioné antes el ambiente intrauterino es
el medio natural del blastocisto mds no del embrién en
etapa de clivaje. El embrién in vivo llega a la cavidad
uterina luego de iniciarse el periodo de compactacion. La
exposiciéon prematura de los embriones en etapa de
clivaje cultivados in vitro a el medio intrauterino, suma-
do a los efectos adversos del cultivo como tal son proba-
blemente los responsables de la alta tasa de falla de
implantacién en dichos ciclos. Mejores resultados en
ciclos de fertilizacién in vitro con transferencia de
blastocistos reportados por algunos autores pueden ser
debidos a una mejor sincronizacion entre el embrién y el
endometrio (7). Las bajas tasas de formacién de blastocisto
y de embarazo reportadas con el cultivo de blastocistos
en un principio (8-10) son probablemente el resultado del
proceso normal de mejoramiento de una técnica pero mas
que todo del uso de medios de cultivo inapropiados
disponibles en ese momento.
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Una ventaja adicional del proceso de seleccién al que
son sometidos los embriones cultivados hasta blastocisto
radica en el nimero reducido de embriones que requieren
criopreservacién (2, 4, 10-12). Es probable que los em-
briones no competentes frenen su desarrollo y se degene-
ren antes de formar un blastocisto. En otras condiciones
estos serfan suceptibles de ser criopreservados en su
etapa pronuclear o de clivaje. Este concepto tiene claras
implicaciones sobre la problemadtica ética y de almacena-
miento de embriones. Ademds disminuye los costos de
funcionamiento del laboratorio y los problemas médico
legales relacionados con el manejo de embriones en
criopreservacion.

El diagndstico preimplantacidn es otro de los benefi-
ciados con el cultivo y posterior tranferencia de embrio-
nes en etapa de blastocisto. El tiempo transcurrido entre
la etapa de clivaje y la formacion del blastocisto permite
la biopsia de blastémera y su posterior andlisis para toma
de decisiones clinicas (2, 4). Ademds en esta etapa se
posibilita la biopsia del trofoectodermo con sus posibles
ventajas sobre la biopsia de blastémera, evitar la manipu-
lacion directa del tejido embrionario y obtener un mayor
nimero de células. El andlisis genético se facilita al
aumentar el tamaio de la biopsia.

Aparte del andlisis genético la posibilidad de desarro-
llar métodos de diagndstico no invasivo aplicables al
blastocisto se erige como una nueva herramienta en la
seleccion de los mejores embriones para ser transferidos
(13). Es de anotar que el genoma del embrién se activa
luego de la etapa de 4 a 8 células (etapa de clivaje) (14),
por lo cual el andlisis de marcadores embrionarios previo
a esta etapa refleja las condiciones heredadas del oocito
y no las propias del embrién. Algunas técnicas pueden ser
utiles en la evaluacién de los embriones para predecir y
determinar la viabilidad embrionaria. El andlisis de la
tasa de clivaje ha arrojado resultados contradictorios en
cuanto a su utilidad. Algunos autores han reportado que
esta tiene una relacion directamente proporcional con la
tasa de formacion de blastocistos. A su vez encontraron
que los blastocistos formados a partir de embriones con
una baja tasa de clivaje tienen menor posibilidad de
implantarse y generar un feto viable que los que se
forman a partir de embriones con alta tasa de clivaje.
(15). Sin embargo otros autores no han encontrado una
relacién significativa entre la tasa de clivaje y la obten-
cion de blastocistos viables (Serafini).

El andlisis del metabolismo energético es otro
pardmetro que se erige como uno de los posibles métodos
de evaluacién y seleccion. Se ha encontrado que los
embriones de ratén con mayor utilizacién de glucosa y
menor produccién de lactato son los de mejor prondstico
y tienen la mayor tasa de desarrollo fetal (16). Sin
embargo esta técnica aln no es viable para la aplicacién
clinica en humanos.

Hasta el momento, la morfologia del blastocisto se
erige como el mejor marcador de su viabilidad. Se ha
reportado que el nimero de blastocistos con un blastocele
completamente expandido, con células poligonales bien
definidas en su trofoectodermo y con una masa celular
interna unica, es mayor en las mujeres que logran un
embarazo que en las que no lo logran (5, 12).
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Teniendo en cuenta las ventajas del cultivo y posterior
transferencia de blastocistos se pueden definir ciertas
situaciones en las que serfa indicado recurrir a esta técnica
(11, 17): pacientes con mayor riesgo de complicaciones
relacionadas con embarazos multiples como las pacientes
con malformaciones uterinas, pacientes con varias fallas
de implantacion en ciclos previos, pacientes que requieren
una biopsia de sus embriones para seleccién genética
preimplantacion y pacientes en quienes se sospechan
defectos en la calidad de sus oocitos y/o embriones.

Por otro lado el cultivo y transferencia de blastocistos
tiene ciertos reparos. Es posible que las condiciones de
seleccion in vitro sean diferentes a las condiciones in
vivo. Esto implica la posibilidad de que un embrién que
in vitro no logré desarrollarse hasta el estado de blastocisto
podria haberlo logrado in vivo, dando lugar a un feto
viable. Esta teoria puede ser apoyada por estudios que
demuestran que las tasas de éxito en ciclos con embriones
congelados en la etapa de clivaje y en etapa de blastocisto
son similares (18, 19). Asi también, no todos los embrio-
nes que logran llegar a la etapa de blastocisto in vitro
tienen la capacidad de implantarse y dar origen a un feto
viable (9).

Aunque el desarrollo de métodos de evaluacion y
seleccion del blastocisto son una posibilidad clara y
llamativa, aun no se han consolidado como procedimien-
tos practicos y con resultados clinicos claros. Actual-
mente los pardmetros morfolégicos y la expansion del
blastocele son los criterios de seleccion mds practicos.
La produccién de Gonadotropina Coriénica Humana
(HCG) parece tener un pico de secreciéon muy tardio para
poder ser utilizada como herramienta de seleccion de los
blastocistos mas aptos para transferir (20).

La evaluacién de la calidad embrionaria basados en
caracteristicas morfoldgicas tiene algunas deficiencias.
Su cardcter subjetivo genera dudas sobre su capacidad
para predecir el potencial de desarrollo futuro de los
embriones. En etapas tempranas el porcentaje de frag-
mentacion y la apariencia de las blastomeras son carac-
terfsticas morfolégicas importantes. Ademas la presencia
de blastomeras multinucleadas en la etapa de 2 células es
uno de los pardmetros mds indicativos del trastorno
futuro en el desarrollo de dicho embrién (21). Sin embar-
go en etapas medianas a tardias esta evaluacion mor-
folggica se dificulta. En la mérula y en el blastocisto en
expansion el conteo de células por microscopia de luz
convencional es inexacto y ademds los métodos con
sondas fluorescentes (22) para diferenciar entre citoplastos
acelulares o vactiolas y blastémeras acelulares no son
practicos para la aplicacién clinica. Audn se requiere
también el desarrollo de métodos viables para la evalua-
cion especifica de la masa celular interna.

No es de ignorar el aumento en la complejidad y costo
de los métodos de cultivo necesarios para lograr la
transferencia de blastocistos. Se requieren como primera
medida de 2 a 3 dias mds de cultivo. Ademas la necesidad
de introducir medios de cultivo secuenciales mas com-
plejos y costosos o lineas celulares para el establecimien-
to de cocultivos. El cocultivo no s6lo aumenta el costo y
la complejidad sino que introduce la posibilidad de
contaminacion de los embriones a partir de infecciones
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no detectadas en las células de la monocapa, sean estas de
origen animal o humano. Sin embargo, cabe anotar que si
se tiene en cuenta la disminucién en la tasa de embarazos
miltiples que se logra con la transferencia de blastocistos,
el costo integral en la atencién de un grupo de pacientes
puede incluso disminuir con respecto al de un grupo con
transferencia de embriones en etapa de clivaje.

Por dltimo el proceso de seleccion al que se someten
los embriones en el cultivo prolongado hasta la etapa de
blastocisto que se erige como una de las bondades de esta
practica es un arma de doble filo. Llegaran las pacientes
cuyos embriones en clivaje no den origen a ningin
blastocisto. No es tarea facil explicarles que es probable
que ninguno de esos embriones transferidos mas tempra-
namente hubiese dado origen a un feto viable ya que un
proceso de seleccion similar al del cultivo se habria dado
en el ambiente intrauterino. Esta situacién genera un
sentimiento de fracaso y duda de parte de la paciente, que
se debe tener en cuenta antes de embarcarse en el cultivo
de blastocistos. Sin embargo algunas de estas pacientes
sienten que por lo contrario, es 1ina ventaja no tener que
soportar varios dias mds de espera angustiante y exdme-
nes innecesarios para conocer el resultado de unos em-
briones en estado de clivaje que fueron transferidos y que
estaban predestinados a frenar su desarrollo (Serafini).

Cocultivos

El método mas indicado para el cultivo de blastocistos
atn genera controversias. Los factores embriotréficos
especificos requeridos para el desarrollo 6ptimo del
blastocisto in vitro ain no han sido determinados. Estos
factores pueden transmitir al blastocisto una capacidad
de desarrollarse in vitro similar a la que tiene in vivo y
con seguridad serdn objeto primordial de estudio en los
anos por venir. Lograr medios de cultivo que similen las
condiciones in vivo podrd aumentar las tasas de implan-
tacién y embarazo a niveles como los demostrados por
Buster et al (1985) (23), quien con blastocistos humanos
desarrollados in vivo y obtenidos por lavado uterino
logré tasas de implantacion y embarazo de 60% por
blastocisto transferido. Cabe anotar que Buster en su
grupo de pacientes utilizd madres subrogadas y no pa-
cientes con problemas de infertilidad y esto se puede
constituir en un sesgo.

Tanto los medios unicos tradicionales como los
cocultivos con una monocapa de células somaticas han
sido utilizados en el cultivo de embriones desde su estado
de zigoto hasta el de blastocisto. El uso de medios
tradicionales, tanto simples como complejos, ha arrojado
una tasa de desarrollo de blastocisto a partir de pre-
embriones con 2 prontcleos por debajo del 50% (8-10,
24). Ademds las tasas de embarazo han sido mds bajas
atin que las logradas con la transferencia de embriones en
su etapa de 4 a 8 células. Esto no sélo demuestra que no
son el método ideal de cultivo, sino que se debe diferen-
ciar entre la capacidad de un medio de permitir el
desarrollo in vitro hasta el estado de blastocisto y su
capacidad de lograr blastocistos viables.

Desde 1960 se inicid laexperimentacion con cocultivos
en embriones de ratén. Diferentes células somadticas en
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diferentes especies se han estudiado hasta llegar a la
aplicacién del cocultivo en embriones humanos. Se ha
experimentado con células epiteliales tubdricas, células
endometriales humanas y bovinas, células del camulo y
de la granulosa y células Vero, derivadas del epitelio
renal en simios. Estas Gltimas han arrojado tasas de
desarrollo hasta blastocisto que sobrepasan el 60% (25-
26). Otros autores también reportaron alentadores resul-
tados iniciales con el cocultivo al evidenciar mayores
tasas de desarrollo de blastocistos y de embarazo que con
el uso de los medios tradicionales (27-28), e incluso al
evidenciar también mayores tasas de fertilizacién (29).
Sin embargo, los resultados en la experimentacion con
cocultivos han sido inconstantes. Varios ensayos clini-
cos randomizados no han mostrado una diferencia clara
entre el resultado del cultivo con monocapa de células
somdticas o sin ella (22-30). Las diferencias en los
componentes del cultivo y las técnicas de laboratorio
entre los distintos ensayos hacen dificil atin la posibili-
dad de sacar conclusiones sobre las ventajas y desventa-
jas de los cocultivos.

El efecto del cocultivo sobre el desarrollo embriona-
rio no parece ser propio de células o especies especificas.
Los resultados comparables de las distintas células
somdticas humanas e incluso algunas de origen animal,
sugieren que el efecto no se da por la creacion de un
ambiente similar al del oviducto (31). Se han postulado
algunos mecanismos de accién del cocultivo. Uno de
ellos es la funcién detoxificadora del medio por las
células de la monocapa, que eliminan las embriotoxinas
potenciales. Es posible que las células somdticas del
cocultivo dada su capacidad de metabolizar la glucosa en
el medio sean reguladoras de la concentracién de gluco-
sa, logrando niveles tolerables para el embrién en sus
diferentes etapas (32). Por dltimo se cree que las células
de lamonocapa pueden secretar sustancias embriotréficas
como el TGF-a (Transforming Growth Factor), TGF-b1,
PDGF-a (Platelet Derived Growth Factor) e IGF-I y Il
(Insulin Like Growth Factor) y de esta manera soportar el
desarrollo embrionario hasta la formacién del blastocisto.

En conclusion aun falta evidencia clinica que permita
evaluar la verdadera utilidad del cocultivo. ante todo su
utilidad en el mejoramiento de las tasas de embarazo. Se
estdn haciendo avances en el desarrollo de medios mas
afines con el metabolismo cambiante del embrion. La
identificacion e incorporacién de los factores embrio-
tréficos producidos por las células somdticas de los
cocultivos a los medios nuevos serd un avance importan-
te en el mejoramiento de los resultados clinicos en la
fertilizacidn in vitro.

Fisiologia embrionaria y medios secuenciales

Elestudio de la fisiologia embrionaria preimplantacion
ha permitido establecer que el embrién tiene dos perfo-
dos que marcan una diferencia clara en la forma como
funciona y se regula su metabolismo. Antes de formar la
morula las células embrionarias se estan dividiendo pero
se mantienen separadas unas de otras en lo que se conoce
como el periodo pre-compactacién. En este periodo cada
célula funciona independientemente y no existen meca-
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nismos de regulacion sofisticados como los que se en-
cuentran en los organismos multicelulares. Al formar la
moérula las células no s6lo se dividen sino que forman
nexos entre ellas, entrando al perfodo post-compactacion.
que coincide con la llegada del embrion a la cavidad
uterina. De esta manera el embrién requiere y por ende
desarrolla mecanismos de regulacién y homeostasis que
le permiten controlar su ambiente interno (33).

Los requerimientos metabdlicos del embrién de me-
nos de 8 células (etapa pre-compactacién) son
marcadamente diferentes a sus requerimientos luego de
esta etapa, a medida que se acerca al estado de blastocisto
(etapa post-compactacién). El embrién en clivaje pre-
senta bajos niveles de biosintesis, poca actividad respira-
toria y una capacidad limitada para utilizar la glucosa
como fuente de energia (34-36). A su vez estas tres
facetas se ven aumentadas a medida que se acerca mads al
estado de blastocisto.

Estos cambios del metabolismo dictan que la estra-
tegia a seguir para obtener embriones con alta capaci-
dad de desarrollarse e implantarse es la de acomodar los
medios de cultivo a necesidades cambiantes durante su
desarrollo hasta la etapa de blastocisto (33). Los medios
de cultivo utilizados en la practica clinica de fertiliza-
cién in vitro en humanos se dividen en simples y
complejos. Los simples son soluciones balanceadas con
sales asociadas a una fuente de energia de carbohidratos
como el piruvato, lactato o la glucosa. Los complejos
contienen ademads aminodcidos. algunas vitaminas vy
por lo general son complementados con suero. Los més
utilizados son el HTF (Human Tubal Fluid) y el Ham’s
F-10 y a pesar de que el primero es un medio simple y
el segundo un medio complejo, los resultados obtenidos
son similares en cuanto a desarrollo embrionario y tasas
de embarazo. Esto se debe probablemente a que los
embriones son transferidos al ttero durante su segundo
o tercer dia de cultivo, antes de que la activacién de su
genoma y el inicio de su actividad biosintética permitan
la verdadera influencia sobre el embrién por los dife-
rentes medios de cultivo. Sin embargo. aunque los
resultados son comparables, sélo un 10-15% de los
embriones transferidos logran producir un feto viable.
Es probable que estos pobres resultados sean conse-
cuencia de ignorar las verdaderas necesidades meta-
bolicas del embrién en cultivo, ademas del hecho de que
estas cambian de una etapa a otra durante su desarrollo.

La glucosa ha tomado papel protagénico entre los
conocimientos actuales sobre el metabolismo del em-
brion. Existe una tendencia a eliminar la glucosa de los
medios de cultivo embrionario que se basa en la premisa
de que el embrién en etapa de clivaje parece utilizar
amino 4cidos y dcido carboxilico, mas no la glucosa
como fuente de energia (37). Esta tltima puede incluso
causar un freno en el desarrollo del embridn en etapa de
clivaje cuando se incluye en los medios de cultivo sim-
ples (38), al disminuir su capacidad oxidativa. Ademas
parece ser que in vivo el oocito y el zigoto estan expues-
tos a un ambiente con muy baja concentracién de glucosa
(39). Esto se da por las bajas concentraciones de glucosa
en el liquido tubdrico y por la actividad metabdlica
marcada de las células del cimulo, que alrededor del
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oocito y del embrién temprano consumen la glucosa y
secretan lactato y piruvato.

Sin embargo, la glucosa tiene un papel importante en
el metabolismo del embrién luego de sus primeras etapas
de clivaje y desde poco antes de la etapa de compactacion,
cuando ocurre la activaciéon del genoma embrionario.
Luego de esta etapa el embrién in vivo ya no estd rodeado
de las células del cimulo y se expone a concentraciones
mayores de glucosa. Ademds con la activacion del genoma
embrionario, la actividad biosintética del embrion au-
menta y por ende este requiere de glucosa en ciertas
etapas de la sintesis de dcidos nucléicos (40-41). Por esta
raz6n aunque se ha logrado cultivar embriones hasta el
estado de blastocisto en medios sin glucosa (38), estos
son de menor calidad y viabilidad cuando se comparan
con los cultivados en medios con glucosa (42).

Aparte de los cambios en el metabolismo energético
del embrién también hay cambios a nivel de los requeri-
mientos de nitrégeno. Los amino dcidos a nivel embriona-
rio no s6lo son importantes reguladores de la funcidn
celular sino que también pueden conferir al embrién una
mayor capacidad de desarrollo. Se ha reportado una con-
centraciéon muy baja de amino dcidos esenciales. excepto
glutamina. en el oviducto de ratones hembras. Este grupo
de amino dcidos adicionados a los medios de cultivo antes
del estado de 8 células se asocia con una disminucion en
la viabilidad de los embriones de ratén. Sin embargo luego
del estado de 8 células, los amino dcidos esenciales
generan un aumento en la tasa de desarrollo de la masa
celular interna. A su vez los amino dcidos no esenciales
han demostrado tener un efecto acelerador del desarrollo,
aumentando la viabilidad en los embriones en estado 8
células. Estos ultimos se han relacionado con un efecto
estimulador de la formacién del blastocele y de la masa
celular interna (43). De esta manera se entiende que el
medio de cultivo embrionario debe contener amino acidos
no esenciales y glutamina en las primeras 48 horas de
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cultivo embrionario y seguido de un medio que contenga
tanto amino dcidos no esenciales como esenciales.

Recientemente el desarrollo y uso de medios de
cultivo secuenciales y sin suero, mds similares a los
liquidos del tracto genital femenino, han demostrado
resultados mas alentadores. Se han reportado con el uso
de medio G1 desde la etapa de zigoto hasta la etapa de 8
células y del medio G2 desde la etapa de 8 células hasta
la de blastocisto, tasas de desarrollo de blastocisto de
66%, tasas de implantacion de 45% vy tasas de embarazo
de 63% (1). Estos medios exponen al embrién de menos
de 8 células a concentraciones mds bajas de glucosa y a
amino 4cidos no esenciales, mientras que al embrion de
mds de 8 células lo exponen a mayores concentraciones
de glucosay a una combinacién de amino acidos esencia-
les y no esenciales. Ademds no son suplementados con
suero sino con albdmina sérica humana, lo que disminu-
ye la induccién de patrones alterados de crecimiento
atribuidos a los medios con suero (44).

En conclusion se ha logrado a través de los afios una
mejor comprensién del medio ambiente embrionario in
vivo y su traduccion a la tecnologia in vitro ha marcado
una linea en el desarrollo de las técnicas de reproduccién
asistida. Hasta ahora el cultivo de blastocistos ha permi-
tido un mayor control sobre la alta tasa de embarazos
multiples y ha abierto un amplio horizonte en lo que es el
diagnostico embrionario. Desafortunadamente, el au-
mento en las tasas de embarazo que en algiin momento se
esperd con esta técnica atin no se ha hecho realidad. Es
posible que el perfeccionamiento de los medios de culti-
vo con la inclusién de factores embriotréficos adn por
identificarse lleven en el futuro a tasas de embarazo
mucho mayores que las que hoy logramos. Sin embargo
nunca debemos olvidar que hay ciertos factores inheren-
tes a los gametos que manipulamos que todavia descono-
cemos y que muy probablemente no son suceptibles de
corregir atin con los medios de cultivo més sofisticados.
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