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EMBRIONES SELECCIONADOS POR MORFOCINETICA
EN EL PeRd
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RESuMEN

La seleccién embrionaria usando caracterfsticas morfoldgicas observadas por pocos segun-
dos bajo el microscopio, ha sido la principal herramienta de seleccion en las técnicas de re-
produccion asistida. Sin embargo, el desarrollo embrionario es un proceso dinamico que con
la introduccion de incubadoras con microcémaras integradas, conocidas como incubadoras
con sistema Time Lapse, ha permitido registrar eventos morfoldgicos y cinéticos del desarro-
llo embrionario que pueden ser Utiles como marcadores de seleccién, denominandolos para-
metros ‘morfocinéticos’. En este reporte de caso damos a conocer el primer embarazo en el
Per( mediante la transferencia de embriones seleccionados por parametros morfocinéticos
en una incubadora con sistema Time Lapse.

Palabras clave: Embrién, Técnicas de Cultivo; Embrion Desarrollo Preimplantacion; Incuba-
doras; Transferencia Embrionaria.

FIRST PREGNANCY WITH TRANSFER OF MORPHOKINETICS=SELECTED EMBRY0S
IN Peru

ABSTRACT

Embryo selection by using morphological characteristics has been the main tool to select the
best embryo to transfer in assisted reproduction technology (ART). However, embryo devel-
opment is a dynamic process that cannot be monitored with conventional microscopes. The
introduction of incubators with an integrated micro-camera system, denominated time-lapse
incubators, has allowed to register morphological and kinetic events in human embryos, be-
coming useful markers for embryo selection. In this report, we present the first pregnancy in
Peru using morphokinetic parameters in a time lapse incubator.

Keywords: Embryo culture technigues; Preimplantation Embryonic Development; Incuba-
tors; Embryo Transfer.
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INTRODUCCION

En las técnicas de reproduccién asistida (TRA)
los embriones seleccionados para la transferen-
Cia se realizan bajo criterios morfoldgicos basa-
dos en la observacion de unos pocos segundos
bajo el microscopio. Sin embargo, el desarrollo
embrionario es altamente dinamico y en tiem-
pos cortos pueden ocurrir cambios que no son
percibidos durante la evaluacion convencional,
limitando las diferencias para embriones en el
mismo estado celular®. Ademas, bajo el sistema
de evaluacion convencional, las placas de culti-
Vo son trasladadas desde la incubadora hasta la
estacion del microscopio alterando parametros
como temperatura, oxigeno, pH, exposicion a luz
y condiciones ambientales que podrian compro-
meter el desarrollo y viabilidad embrionaria®.

Actualmente, existen incubadoras que incorpo-
ran microcamaras de fotos que permiten moni-
torear el desarrollo de embriones mediante la
toma de imagenes en alta resolucién cada5a 10
minutos y en 5 a 7 planos focales que son com-
piladas para generar un video (incubadoras con
sistema Time Lapse (TL)). El registro visual obte-
nido nos permite la evaluacion de eventos mor-
fologicos y cinéticos del desarrollo embrionario,
término que denominaremos parametros ‘mor-
focinéticos'. Estos incluyen desde la expulsion
del segundo cuerpo polar, singamia y las sucesi-
vas divisiones de las blastémeras. Los marcado-
res morfocinéticos han permitido la creacién de
algoritmos para seleccionar los embriones con
mayores probabilidades de implantar®.

En la seleccion embrionaria convencional las ca-
racteristicas que se evallan son el numero de
células, fragmentacién, simetria y multinuclea-
cion; para embriones en estadio de blastocisto
se considera el grado de expansion, calidad de la
masa celular interna y el trofoectodermo.

El objetivo de este reporte de caso es dar a co-
nocer el primer embarazo en el Peri mediante
la transferencia de embriones seleccionados por
parametros morfocinéticos en una incubadora
con sistema TL.

REPORTE DE CASO
Paciente de 34 afios de edad que fue referida a un
procedimiento de fecundacion in vitro (FIV) por in-

fertilidad secundaria de 4 afios. Tenia diagnostico
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de endometriosis y dos cirugias previas, asi como,
antecedente de tratamientos de baja complejidad
de 3 inseminaciones intrauterinas en otras clinicas
de fertilidad. La paciente tuvo valores basales de
FSH 6,1 mIU/mL, LH 4,18 mIU/mL, prolactina 18 ng/
mL, TSH 2,0 mU/L. La calidad seminal se encontra-
ba por encima de los limites de referencia segun el
quinto Manual de la OMS 2010,

La paciente tuvo estimulacién con gonadotrofi-
nas con dosis de 300 Ul diarias por 8 dias conse-
cutivos. A partir del dia 8 de estimulacion, recibié
el antagonista de la GnRH (Cetrotide 0,25 mg). La
maduracion final ovocitaria fue gatillada con 250
pg de rhCG (Ovidrel, Merck Serono), cuando se ob-
servaron al menos 2 foliculos de 17 mm de dia-
metro. La aspiracion folicular se realizé a las 36,5
horas posteriores a la administracion del rhCG.
Se obtuvieron 15 complejos cimulo-corona-ovo-
cito y fueron incubados en medio Global® Total
for Fertilization (Lifeglobal, Canada) bajo aceite Li-
teOil (Lifeglobal, Canada) a 37 °C, CO, 7%, N, 88%
y O, 5%, en incubadoras MINC (Cook, Australia).
Luego de tres horas, los ovocitos fueron decumu-
lados y se microinyectaron 13 ovocitos metafase
. A partir de este momento fueron cultivados en
medio Global® Total bajo aceite en la placa de
cultivo CultureCoin® a 37 °C, CO, 7%, N,88%y O,
5% en las incubadoras con sistema TL, la incuba-
dora Miri® TL (ESCO, Dinamarca). La incubadora
Miri® TL que posee la camara de fotos integrada
fue configurada a través del Miri® TL Viewer Soft-
ware para la toma de fotografias cada 5 minutos
en 7 planos focales (figura 1a).

Los siguientes marcadores cinéticos tempranos (fi-
gura 2) fueron evaluados a partir del tiempo de in-
yeccion (t0): observacion de pronucleos (tPN), tiem-
po de singamia o pronuclear fading (tPNf), tiempo a
2 células (c) (t2), 3¢ (t3), 4c (4t), 5¢ (t5), b¢ (t6), 7c (t7),
8c (t8). Adicionalmente se calculd la duracion del se-
gundo ciclo celular (cc2; t3-t2), duracion del tercer
ciclo celular (cc3; t5-t4), el tiempo de una division
sincronica completa de 2c a 4c (s2; t4-t3)y de 4c a
8¢ (s3; t8-t5). El tiempo de inicio de blastulacion (tSB)
fue registrado, pero no se us6 como marcador de
selecciéon. En el estadio de blastocisto los embrio-
nes fueron clasificados de acuerdo al criterio de
Gardner y colaboradores®; el grado de expansion
de la cavidad blastocélica tiene una valoracién nu-
mérica de 1 a 6, donde 1=inicial, 2=medio, 3=com-
pleto, 4=expandido, 5=eclosionando, 6=eclosio-
nado; la masa celular interna y trofoectodermo se
clasifican A=bueno, B=regular, malo.
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FIGURA 1. IMAGENES DE LOS EMBRIONES CULTIVADOS (A) AL INICIO DEL
CULTIVO EMBRIONARIO Y (B) AL FINAL DEL CULTIVO EMBRIONARIO (120
HRS) EN EL MIRI® TL VIEWER SOFTWARE. LOS CIRCULOS VERDES, CE-
LESTES Y ROJOS REPRESENTAN LOS EMBRIONES TRANSFERIDOS, CONGELA-
DOS Y DETENIDOS, RESPECTIVAMENTE.

FIGURA 2. PARAMETROS MORFOCINETICOS TEMPRANOS DURANTE EL
DESARROLLO EMBRIONARIO. TO (TIEMPO INICIAL DESDE LA INYECCION),
TPN (APARICION DE PRONUCLEOS), TPNF (TIEMPO DE SINGAMIA O PrRO-
NUCLEAR FADING), T2 (TIEMPO A 2 CELULAS), T3 (TIEMPO A 3 CELULAS),
T4 (TIEMPO A 4 CELULAS), T5 (TIEMPO A 5 CELULAS), T6 (TIEMPO A 6
CELULAS), T/ (TIEMPO A 7 CELULAS), T8 (TIEMPO A 8 CELULAS), TSB
(TIEMPO INICIO BLASTULACION), CcC2 (SEGUNDO CICLO CELULAR),CC3
(TERCER CICLO CELULAR), S2 (TIEMPO PARA LA DIVISION SINCRONICA, T4-
T3), 53 (TIEMPO PARA LA DIVISION SINCRONICA, T8-T5).

o
o009y

Parametros cinéticos del desarrollo embrionario

La presencia de 2 pronucleos y dos cuerpos
polares se observd en 10 ovocitos; 2 ovocitos
no fecundaron y 1 ovocito resulté citolizado. El
seguimiento del desarrollo se realiz6 en los 10
cigotos, como se muestra en la tabla 1. Todos

morfocinética en el Pero

los embriones fueron cultivados hasta el quin-
to dia post-inyecciéon (120 horas), se transfirie-
ron 2y se vitrificaron 7 (figura 1b). La seleccién
de los embriones a transferir se basaron en el
trabajo de Meseguer y colaboradores (2011),
donde los embriones que implantaron presen-
taron los siguientes tiempos para cada evento:
t2 = 25,642,2, t3 = 34,4+2,8, t4 = 38,2+3,0, t5 =
52,3%4,2, cc2 = 11,841,2,s2 =0,7840,73. En nues-
tro caso, 5 embriones se encontraron dentro de
los rangos de tiempo para cada evento (embrio-
nes N°: 2, 5, 6, 9y 13). Por lo tanto, el segundo
criterio de decision se basd en caracteristicas
morfoldgicas de los blastocistos, transfiriendo
los de mejor calidad (embriones N°: 2y 5).

La transferencia se realiz6 con el catéter Frydman
Ultrasoft (CCD, Francia). El soporte de la fase lutea
fue con progesterona micronizada vaginal, en
una dosis de 600 mg/dia desde el dia de la aspira-
cion folicular hasta el segundo mes de embarazo.

El embarazo fue evaluado por la cuantificacion
sérica de la subunidad beta de la hCG con un va-
lor de 198 mUI/mL, la segunda hCG fue 7 dias
después con un valor de 1 356 mUI/mL. Luego,
se confirmoé el embarazo por ecografia transva-
ginal con la presencia de un saco gestacional y
latido cardiaco. Actualmente, el embarazo cursa
el tercer trimestre.

DiscusioN

El presente trabajo describe el primer embarazo
tras realizar una transferencia de embriones se-
leccionados por parametros morfocinéticos con
el uso de la incubadora con sistema TL para el
cultivo de embriones.

La calidad embrionaria es el factor mas impor-
tante dentro de un procedimiento de reproduc-
cion asistida por lo cual seleccionar al mejor
embridn para transferir es el paso mas critico.
La calidad del embrion se ha basado en los cri-
terios de morfologia, los cuales han permitido
seleccionar embriones asociando el correcto
desarrollo embrionario con la apariencia. Se ha
demostrado que evaluar la morfologia en el es-
tadio de blastocisto permite predecir las tasas
de embarazo®; sin embargo, algunos embriones
clasificados de buena calidad no implantan®. La
principal desventaja de utilizar Unicamente la
morfologia como criterio de seleccion es que se
evalla en intervalos especificos del desarrollo,
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TABLA 1. TIEMPO (HORAS) DE LOS PARAMETROS MORFOCINETICOS POR CADA EMBRION. SE DESCRIBE TAMBIEN EL ESTADIO DE DESARROLLO FINAL PARA
CADA EMBRION EN EL QUINTO DiA Y SU DESTINO. Los EMBRIONES N° 4, 8 v 11 NO FIGURAN EN LA TABLA PORQUE 2 OVOCITOS NO FECUNDARON Y UN
OVOCITO SE CITOLIZO POSTERIOR A LA FECUNDACION. TPN (APARICION DE PRONUCLEOS), TPNF (TIEMPO DE SINGAMIA O IPRONUCLEAR FADING), T2
(TIEMPO A 2 CELULAS), T3 (TIEMPO A 3 CELULAS),T4 (TIEMPO A 4 CELULAS), T5 (TIEMPO A 5 CELULAS), T6 (TIEMPO A 6 CELULAS), T7 (TIEMPO A 7
CELULAS), T8 (TIEMPO A 8 CELULAS), TSB (TIEMPO INICIO BLASTULACION), CC2 (SEGUNDO CICLO CELULAR), CC3 (TERCER CICLO CELULAR), S2 (TIEMPO
PARA LA DIVISION SINCRONICA, T4-T3), S3 (TIEMPO PARA LA DIVISION SINCRONICA, T8-T5), D=DEGENERADO, BL=BLASTOCISTO, T=TRANSFERIDO, C=-

CRIOPRESERVADO.

Eventos

N° embrion (Desarrollo embrionario en horas)

INES PR N P I I PO T IV

tPN 8,09 6,34 8,43 7,85 794 9,44 9,69 744 8,11 6,12
tPNF 28,34 22,68 26,1 23,77 24,44 24,36 24,86 22]9 211 21,7
2 31,09 25,18 20,1 26,43 26,85 2711 27,28 25,11 23,86 24,53
3 43,01 38,01 40,01 37,43 38,6 42,19 38,44 35,03 35,28 36,28
t4 43,34 38,34 40,93 38,85 39,44 43,52 39,69 35,69 35,62 36,62
t5 56,93 51,26 52,26 49,02 5144 52,61 50,03 38,19 46,62 48,87
t6 57,76 51,59 53,26 50,85 51,77 56,77 50,36 46,03 47,2 49,53
t7 57,84 52,1 53,85 52,1 53] 58,61 52,61 47,28 47,87 49,7
8 61,43 53,34 54,35 58,02 53,6 60,77 54,11 47,61 50,12 50,2
tSB - 106,2 110,8 99,37 105,1 105,4 1042 101,8 97,55 98,22
cc2 11,92 12,83 10,92 1 1,75 15,08 11,17 9,92 11,42 1,75
s2 0,33 0,33 0,92 1,42 0,83 1,33 1,25 0,67 0,33 033
cc3 13,59 12,92 11,33 10,17 12 9,09 10,34 25 1 12,25
s3 45 2,08 2,08 9 2,17 8,17 4,08 9,42 35 1,33
Evaluacion final D BI4AA  BI3BC BlI4AA Bl 2 BI4AA Bl 4AB Bl1 BI4BB Bl 4AB
Destino - T C T C @ C C C C

limitando la informacion de otros acontecimien-
tos importantes. Por ello, es necesaria la utiliza-
cion de otros criterios de seleccién embrionaria
gue brinden mayor informacién sobre el poten-
cial implantatorio del embrion.

El desarrollo embrionario es un proceso dinami-
co en el cual la morfologia del embrién puede
sufrir notables cambios en unos pocos minutos.
Existe evidencia que resalta la importancia de
los tiempos de las divisiones celulares en el de-
sarrollo del embrién, ya que pueden predecir el
potencial implantatorio. Por lo cual, muchas cli-
nicas especializadas han introducido programas
de reproduccion asistida con el uso de incuba-
doras con microcamaras integradas conocidas
como incubadoras con sistema Time Lapse. Esta
nueva tecnologia nos brinda informacion sobre
los acontecimientos importantes del desarrollo
embrionario como aparicién de los pronucleos,
singamia, sincronia de divisiones celulares, in-
tervalo de ciclos celulares e iniciacion de blastu-
lacion, los cuales se consideran indicadores del
potencial implantatorio del embrién.
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A diferencia de la evaluacién morfologica con-
vencional, donde podemos obtener 5 imagenes
en 120 horas de cultivo (1 cada 24 horas), con la
Miri® TL podemos obtener 1 440 imagenes en
un solo plano focal y 10 080 imagenes en total (7
planos focales); informacién importante para la
adecuada seleccion embrionaria.

En general, los beneficios de las incubadoras con
sistema TL frente al cultivo convencional son
principalmente dos: (i) las condiciones estables
de temperatura y gases desde la fecundacion
hasta el quinto o sexto dia de cultivo, sin remo-
ver los embriones de la incubadora; y (i) la ob-
servacion continua del desarrollo embrionario
gue nos permite conocer los tiempos y sincronia
de division celular (morfocinética).

En el presente reporte de caso con el empleo de
laincubadora con sistema TL, permitié ponderar
la calidad de los embriones al quinto dia de cul-
tivo embrionario®® junto con parametros mor-
focinéticos (t2, t3, t4, t5, cc2 y s2) publicados por
Meseguer y colaboradores‘?, los cuales mostra-
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ron una mejor tasa de implantacion. Por tanto,
para la seleccion embrionaria se utilizdé como
primer criterio el t5, luego el s2 y por ultimo el
cc2; con lo cual, los embriones potencialmente
transferibles eran los embriones 2, 5, 6, 9y 13.
Al adicionar las caracteristicas morfoldgicas, los
embriones seleccionados para transferir fueron
el embrién N° 2 y 5. Los otros embrionarios su-
pernumerarios fueron vitrificados.

En conclusion, este primer reporte muestra re-
sultados 6ptimos de la utilizacion de las incuba-
doras con sistema TL para los procedimientos de
reproduccion asistida. Futuros casos nos permi-
tiran establecer algoritmos para la seleccion y
prediccion de embarazos.
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