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Resumen

La transferencia de embriones es una de las técnicas que forman parte de la rutina de un
laboratorio de fecundacion in vitro (FIV), pues se trata del paso final en un ciclo de

reproduccion asistida.

La transferencia de embriones se ha realizado historicamente cuando el desarrollo del
embrion se encontraba en dia 3, es mas, muchos centros de reproduccion asistida siguen
realizando la transferencia en este estado embrionario de 8 cé€lulas, sin embargo, los
avances tecnologicos y el mayor conocimiento bioldgico en estos ultimos afios han
mejorado los laboratorios de FIV, permitiendo la transferencia de los embriones durante
el dia 5 o 6 de desarrollo, cuando ya han alcanzado el estado de blastocisto. Este aumento
del tiempo de incubacion de los embriones en el laboratorio ha permitido una mejor
seleccion de los mismos, incrementando asi la calidad, el potencial de implantacion y, por

tanto, el éxito del tratamiento.

Mas recientemente, en algunos laboratorios se esta empezando a poner en practica la
transferencia del embrion en el dia 7, pues esta puede suponer un aumento de las
posibilidades de evaluacion y seleccidon, incrementando asi las posibilidades

reproductivas de algunas pacientes.

Los resultados de los primeros estudios realizados no arrojaban mucha esperanza de éxito
para estos casos pues reflejaban una clara disminucion de los resultados reproductivos,
sin embargo, esta disminucion se ha asociado a la asincronia endometrial presente en los
ciclos que se incluyeron en los estudios, entre otras cosas. El uso de la vitrificacion y la
posterior transferencia del embrion permite una mayor sincronia entre endometrio y
embrion arrojando ahora resultados mucho més esperanzadores. La cuestion que queda
por resolver es si la calidad embrionaria se reduce con el aumento de la duracion del
cultivo embrionario y en qué medida esto repercute en los resultados. También persiste la
incertidumbre sobre si el cese rutinario del cultivo en el dia 6 da lugar a la eliminacion de
embriones que tienen el potencial de producir un embarazo sano y las implicaciones éticas

que esto conlleva.

Palabras clave:

Blastocisto, cultivo, dia 7, implantacion, calidad embrionaria.
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Abstract

Embryo transfer is one of the techniques that form part of the routine in an IVF laboratory,

as it is the final step in an assisted reproduction cycle.

Initially, embryo transfer was performed on day 3, when the embryos were at the 8-cell
stage. However, with the passage of time and the improvement of technology and IVF
laboratories, embryo transfer is currently performed on day 5 or 6 of development, when
the embryos have already reached the blastocyst stage. This increase in the incubation
time of the embryos in the laboratory has allowed a better selection of the embryos, thus
increasing the quality, the implantation potential and, therefore, the success of the

treatment.

Lately, some laboratories are starting to implement embryo transfer on day 7, as this may
increase the possibilities of evaluation and selection, thus increasing the reproductive

possibilities of some patients.

The results of the first studies carried out did not give much hope of success in these cases
as they reflect a clear decrease in embryo quality, however, this decrease has been
associated with the endometrial asynchrony present in the cycles included in the studies,
among other things. The use of vitrification and subsequent embryo transfer allows for
greater synchrony between the endometrium and embryo and now yields much more
encouraging results. The question that remains to be answered is whether embryo quality
is reduced with increased duration of embryo culture and to what extent this has an impact
on the results. Uncertainty also remains as to whether routine cessation of culture at day
6 results in the elimination of embryos that have the potential to produce a healthy

pregnancy and the ethical implications of this.

Key words:

Blastocyst, culture, day 7, implantation, embryo quality.
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Introduccion

El inicio de la transferencia de embriones se remonta a 1891 cuando Walter Heape
consiguid exitosamente transferir embriones de un conejo a otro. Este descubrimiento
llevo al inicio de la experimentacion y el estudio de la transferencia de embriones en estos
pequefios mamiferos (), lo cual seria el punto de partida para la investigacion de la
embriologia que acabaria dando lugar mas adelante al logro de grandes avances en el
campo humano. Es destacable el trabajo que realizo el obstetra y ginecdlogo
norteamericano John Rocks, que llevd a cabo experimentos de FIV y desarrollo
embrionario con ovocitos humanos publicando los resultados de sus estudios en 1944 @
en los que consigui6 llevar a cabo por primera vez la fecundacion de un 6vulo fuera del

utero de una mujer.

Una vez que se demostré que la fecundacion in-vitro era posible, comenzo el estudio del
medio de cultivo adecuado para el desarrollo de estos embriones y gracias a las
observaciones de Whitten y Biggers se disefio el medio de cultivo que, con algunas

modificaciones, se utiliza actualmente. (!

En 1978 se produjo el nacimiento de la “primera nifia probeta”, conocida como Louise

Brown. Cabe destacar, que en este caso no se recurrio a la estimulaciéon hormonal para
b

producir un mayor numero de foliculos, sino que se llevo a cabo con un ciclo natural,

pues se sabia que las hormonas utilizadas en la estimulacion daban problemas para que

se produjese la implantacion del embrion en el utero materno.

Todos estos avances y muchos mas son los que nos han llevado hasta el dia de hoy, donde
se estima que unos 4 millones de bebés en el mundo han nacido gracias a las técnicas de

reproduccion asistida.

Hasta aproximadamente el afio 1990, la transferencia de embriones se realizaba
comunmente en el dia 3 del desarrollo embrionario. Sin embargo, se observd que al
prolongar el cultivo in vitro y realizar la transferencia en el estado de blastocisto, se
obtenian ciertas ventajas. En un trabajo de revision realizado por Glujovsky, D. et al. ©®,
se compararon numerosos estudios que evaluaban la transferencia de embriones en los
dias 3 y 5. Entre los criterios considerados para la comparaciéon de ambos grupos, se
observd un aumento en la tasa de implantacion (12%), asi como en los indices de

embarazo clinico y recién nacido vivo en el grupo de embriones en el dia 5.
3

Master Universitario en Biologia y Tecnologia aplicada a la Reproduccion Humana Asistida
LAURA JIMENEZ MORENO



""" Universidad TRANSFERENCIA DE EMBRIONES EN DiA 7,
]w . Europea MADRID (UNA ALTERNATIVA VIABLE? ' v ' RMA

Global

Cabe destacar que estos resultados fueron especialmente notables en los casos en los que
se realizo la transferencia en fresco. Ademds, se evalud la tasa de congelacion de
embriones supernumerarios y se observo una clara disminucion de dicha tasa en el grupo

de blastocistos transferidos en fresco.

Existe otro estudio ), que al contrario de lo que sugiere el anterior, no observa una mejora
estadisticamente significativa en las tasas de embarazo al comparar los dos grupos; sin
embargo, esta tasa aumenta cuando la calidad de los embriones se clasifica como buena.
De esta forma, alargar el cultivo de estos hasta estado de blastocisto podria ayudar a

realizar una mejor seleccion del embrion a transferir.

Es importante destacar que la transferencia de embriones en estado de blastocisto presenta
una tasa de supervivencia tras la vitrificacion mayor que en el caso de los embriones en
fase de division. Esta mayor tasa de supervivencia es especialmente relevante en los casos
en los que se realiza una transferencia en diferido ya que reduce las posibilidades de que

se produzca la pérdida de embriones tras la desvitrificacion.

La transferencia en diferido tiene a su vez diferentes ventajas ya que permite una mejor
planificacion del ciclo y adaptacion mas precisa y personal al ciclo de la paciente.
Ademas, tiene la ventaja adicional de evitar el sindrome de hiperestimulacidon ovérica

(SHO) lo cual contribuye a mejorar la seguridad de los ciclos de reproduccion asistida.

L

|
L\
L

Figura 1: Morfologia del blastocisto vs del embriéon en D3

Biorender.com
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Con el paso de los afos la prolongacion del cultivo embrionario hasta el estadio de
blastocisto y los avances en las técnicas de crioconservacion han mejorado la seleccion
de embriones y la sincronizacion entre el endometrio y el embrion. Idealmente, los
embriones humanos alcanzan el estadio de blastocisto después de 5 dias de cultivo, pero
algunos tienen un desarrollo mas lento. El momento de la blastulacién y la duracion
necesaria para una expansion completa se consideran indicadores cinéticos de la calidad

embrionaria.

Los primeros estudios que compararon los resultados reproductivos entre embriones de
dia 5 y embriones de dia 6 no encontraron diferencias significativas. Sin embargo,
investigaciones mas recientes han demostrado una disminucion significativa en las tasas

de embarazo clinico y recién nacidos vivos para los embriones de dia 6.

Con estos datos y a pesar de que los blastocistos de dia 6 suelen ser criopreservados,
existe una tendencia general a descartar los embriones que no alcanzan el estadio de
blastocisto en los primeros 6 dias de cultivo. Esto se basa en la suposicion de que los
blastocistos de dia 7 tienen un pronostico muy desfavorable. Sin embargo, esta practica
ha sido criticada recientemente debido al riesgo de descartar embriones viables.
Diferentes estudios han demostrado que los embriones cultivados hasta el dia 7 pueden
tener una morfologia superior, ser euploides y resultar en el nacimiento de un bebé sano

después de la descongelacion.

Ademas, la Sociedad Americana de Medicina Reproductiva inform6 en 2018 que la
criopreservacion de blastocistos en el dia 7 podria ser una opcidn viable a pesar de la falta
de datos clinicos. Con el objetivo de ofrecer una vision general de la informacion
disponible hasta ahora, este trabajo de fin de master revisara los diferentes estudios sobre

este tema.
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Objetivos

El objetivo principal de este trabajo de fin de master consiste en la realizacion de una
revision bibliografica actual del procedimiento de transferencia de embriones en dia 7
exponiendo las indicaciones, las tasas de éxito reproductivo y las posibles causas que
alteran las tasas reproductivas. También se plantearan las diferentes ventajas y

desventajas en comparacion con la transferencia de embriones en dias anteriores.
Metodologia

Se ha realizado una busqueda bibliografica que ha permitido la recopilacion de

informacion previamente contrastada.

Para dicha busqueda, se han utilizado fuentes de datos biomédicas internacionales
(PubMed, Human Reproduction, Human Reproduction Update, RBM Online, Fertility
and Sterility y Web of Science), al igual que se ha hecho uso de la herramienta Google
Scholar. Durante la busqueda se ha hecho uso de términos y descriptores como “embryo
transfer, day 7, indications, therapeutic uses, blastocysts, implantation, blastulation” asi

como el operador AND. Aparte, se han tenido en cuenta los siguientes criterios:

-Se ha limitado la busqueda en articulos publicados en el intervalo de 2010-2023 para
centrar la misma a los estudios mas recientes. En algunos casos, se han aceptado articulos

datados anteriormente debido a la relevancia de estos.
-Se ha priorizado el uso de articulos que incluyeran las palabras clave en el titulo.

Ademas, las imagenes y tablas incluidas en este trabajo han sido de elaboracién propia a
través de las herramientas BioRender (biorender.com) y Excel, se incluyen también

imagenes externas de otros articulos con su correspondiente referencia bibliografica.

6
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Resultados

Evolucion de los medios de cultivo

En los ultimos afios, se ha implementado en diversos laboratorios la practica de cultivar
embriones de manera prolongada hasta el dia 7. En los primeros estudios realizados al
respecto (@), se reportaron tasas de embarazo clinico relativamente bajas en comparacion
con los dias de cultivo anteriores. Aun asi, estos estudios también destacaban el potencial
clinico relevante de la transferencia de embriones en esta etapa tardia y han planteado la
posibilidad de que la practica de descartar embriones que no alcancen el estado de
blastocisto en el dia 6 pueda estar excluyendo embriones con capacidad de desarrollo

viable.

La posibilidad de llevar a cabo el cultivo hasta D7, no hubiera existido de no ser por la
mejora de los laboratorios de FIV haciendo especial énfasis en los medios de cultivo que

sostienen dicho desarrollo.

En sus inicios, los medios de cultivo consistian en una simple solucion salina compuesta
principalmente por cloruro sodico, potasico y magnésico y bajas concentraciones de
bicarbonato sddico. Unos afios mas tarde se le afiadia a esta solucidon una fuente de energia
como lo es la glucosa y posteriormente, se modificaba la concentracion de bicarbonato
sodico para alcanzar los niveles fisioldgicos de CO; deseados. Todos estos avances
iniciales ni siquiera estaban pensados para sostener el cultivo de embriones, sino que

fueron sintetizados para la observacion y estudio de diferentes tipos celulares.

Por aquel entonces, en sus inicios, el cultivo embrionario se realizaba junto con células
de las trompas de Falopio y, de hecho, fueron capaces de llegar a desarrollar un embrion
hasta el estado de blastocisto en ratones ” en una solucién de bicarbonato de
KrebsRingers modificada que contenia lactato sddico, piruvato soédico, glucosa, suero

bovino, estreptomicina y penicilina.

En aquellos momentos, el bloqueo embrionario era uno de los mayores problemas en la
reproduccion asistida, sobre todo para los embriones de ganado que debian ser
transferidos en estados mas avanzados, a diferencia de los embriones humanos que podian

ser transferidos en un estado temprano.

7
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La FIV y el cultivo de embriones humanos fue propuesto por Rock y Menkin en 1944,
los 6vulos se obtuvieron mediante laparoscopia y maduraron y fecundaron in-vitro en un
medio que contenia solucion de Tyrode, BSA y penicilina junto con piruvato soédico, rojo
de fenol y una mayor concentraciéon de bicarbonato. También se consiguid cultivar
embriones humanos hasta la fase de blastocisto utilizando un medio con suero humano o
de ternera fetal. Los embriones de los primeros ciclos de FIV se cultivaron en solucion
salina simple de Earle con piruvato suplementada con suero de la paciente, y asi fue como
se produjo el cultivo del primer bebé que nacid gracias a las técnicas de reproduccion

asistida.

En aquel entonces existia una transparencia total en cuanto a la composicion de los
medios y asi cada uno lo elaboraba para si mismo, pero esto cambid cuando los grupos

Ménéz6 y Quinn sentaron las bases para la comercializacion de los medios de cultivo.

El cocultivo fue un capitulo importante en la historia del cultivo de embriones ya que
inicialmente eran esenciales para conseguir el cultivo in-vitro, este se llevaba a cabo con
fibroblastos fetales de utero bovino o células tubaricas humanas. Sin embargo, con el
tiempo y debido a los riesgos y dificultades técnicas del mismo, el cocultivo fue
desapareciendo mientras que a la vez se buscaba la formula ideal mediante dos caminos:
Uno fue el “back to nature” que estudiaba los fluidos del aparato reproductivo y los
imitaba en el medio de cultivo desarrollando asi el fluido humano tubarico (HTF) que

resultod tener muy pocas similitudes con el fluido tubarico real.

El otro camino consistia en la estrategia de optimizacion simplex utilizando programas
informaticos para evaluar simultaneamente multiples componentes y sus interacciones.
Este enfoque consigui6 identificar los componentes y la concentracion que ofrecian la

maxima respuesta, pero no los mejores resultados.

Posteriormente, cuando se concluyd que el entorno natural del embrion va cambiando
durante su trayecto por el aparato reproductor se desarrollaron los medios secuenciales,
los cuales poseen distintos componentes en funcion del dia de desarrollo del embrion. Al
tomar liquido uterino y tubdrico en las diferentes fases del ciclo menstrual se demostro el
cambio ciclico que sufren las concentraciones de glucosa y lactato, dando origen a los
medios G1 y G2. En este momento también se empezaron a tener en cuenta diferentes
aspectos como la importancia de los aminoécidos esenciales y no esenciales junto con las

vitaminas para el desarrollo hasta blastocisto. ®
8
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Se observo también, que los aminodcidos se desaminan en solucién y pueden llegar a ser
toxicos debido a la formacion de amoniaco por ello los medios de cultivo que los

contengan solo se pueden incubar entre 2 y 3 dias.

Todos estos avances han permitido que el desarrollo hasta blastocisto sea posible e incluso
alcance unas tasas mayores que en estado de division. En un estudio reciente © que
examina el desarrollo del embrion hasta el dia 14, que es el limite legal que se puede
alcanzar, se concluye que es necesaria la optimizacion de cultivos para permitir un
desarrollo mas extenso de los embriones ya que este acaba perdiendo su estructura incluso
dias antes cuando se cultiva hasta D14. Fig'22) Un cultivo mas prolongado es necesario
para poder conocer los mecanismos de desarrollo del embrién humano ya que entre los
dias 14 y 28 se considera un periodo de “caja negra”y se desconoce qué es lo que sucede.
Conocer como se produce ese desarrollo y las condiciones fisiologicas que se dan para
que este tenga lugar podrian ayudarnos a recrear en mejor medida esas necesidades

energéticas y nutricionales de los embriones dentro de un medio de cultivo.

D5 D6 D7 D8 D9 D10 D11

Figura 2: Desarrollo del embrion de D5-D11.

Imagenes cedidas por Ortega-Jaén D.

Necesidades nutricionales de un blastocisto

En primer lugar, a la hora de seleccionar un medio de cultivo es importante tener en cuenta
que las condiciones del laboratorio, asi como numerosos factores més, influiran en el
estado del mismo, por lo que lo ideal es que cada laboratorio pruebe y seleccione cudl es

el medio de cultivo que mejor se adapta a sus necesidades.

9
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= Agua, supone el principal componente del medio de cultivo. Serd importante tener
en cuenta su pureza.

= Carbohidratos como el piruvato, el lactato y la glucosa. Estos se encontraran en
diferentes concentraciones dependiendo del estado de desarrollo del embrion. En
los primeros pasos y hasta el estado de 6-8 células el entorno del embrion se
encuentra enriquecido con lactato y piruvato, con bajas concentraciones de
glucosa. Después de la activacion gendmica, que se produce en este estado de 6-
8 células, se inicia el consumo de glucosa.
En la actualidad, se ha establecido que una concentracioén de glucosa de 2,78 mM
en el medio de cultivo es adecuada para mantener la motilidad del esperma,
satisfacer sus necesidades y evitar posibles efectos toxicos durante las primeras
divisiones embrionarias. Ademas, la presencia de glucosa es esencial para que se
produzca el proceso de eclosion (hatching) del blastocisto.
Cuando el embrién entra en la etapa glucolitica, se recomienda mantener una
concentracion de fosfato alrededor de 0,25 mM. Esto se hace con el objetivo de
minimizar los posibles efectos negativos que el fosfato podria tener cuando se
combina con la glucosa.

= Aminodacidos que son la base de numerosos procesos celulares. Es practicamente
imposible determinar qué aminoacidos y en que concentraciones resultarian
Optimas para el desarrollo del embridn. Diferentes estudios han identificado la
glicina, la taurina y la glutamina como amino4cidos importantes. !9

= Proteinas, que suponen un suplemento de macromoléculas que resultan utiles para
la estabilizacién de membranas, como moléculas portadoras de otros elementos o
como fuente de nitrégeno, entre otras cosas.

= pH, que puede variar mucho entre diferentes laboratorios, estd principalmente
determinado por la concentracion de bicarbonato en el medio y la concentracion
de COz en el incubador, debe encontrarse entre 7,3 y 7,4.

= Aceite, para prevenir la evaporacion del medio de cultivo, lo cual cambiaria las
condiciones del mismo si se produjese.

= Se recomienda, por ultimo, la inclusion de antibidticos.

10
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Pérdida de embriones

El resultado exitoso de un ciclo de reproduccion asistida depende en gran medida del
numero de embriones que alcanzan el estadio de blastocisto y de la calidad de estos. No
obstante, durante todo el proceso que conlleva llegar hasta la etapa de transferencia, se
producen pérdidas de embriones, lo que a su vez disminuye la eficacia global del

procedimiento. A continuacidn, repasaremos en qué procesos se produce esta pérdida:

1. El rendimiento de recuperacion de ovocitos se refiere a la proporcion de ovocitos
recuperados con éxito en relacion con el nimero total de foliculos aspirados
durante la puncion. En general, se espera un rendimiento de recuperacion de
ovocitos de alrededor del 70-80%. Sin embargo, es importante tener en cuenta que
este porcentaje puede variar en cada caso y dependera de varios factores, como la
respuesta ovarica de la paciente y la habilidad del equipo médico.

2. La tasa de éxito de la fecundacion mediante ICSI varia dependiendo de varios
factores, como la calidad del ovocito y del espermatozoide, la experiencia del
equipo médico y las condiciones especificas de cada ciclo de tratamiento. Sin
embargo, por lo general, las tasas de fecundacion exitosa mediante ICSI son muy
altas pues se estima que oscilan entre el 70% y el 80%.

3. Por ultimo, nos encontramos con el proceso de seleccion embrionaria que da lugar
al descarte de un gran porcentaje de los embriones y puede cambiar segun varios
factores, como las politicas y practicas del centro de reproduccion asistida, asi
como los criterios de seleccion utilizados.

En general, durante la seleccion embrionaria se descartan aquellos embriones que
no cumplen con los criterios establecidos para la transferencia o la
criopreservacion, de hecho, el descarte de embriones por desarrollo lento durante
la seleccion embrionaria es una practica comun en los tratamientos de
reproduccion asistida. Cuando los embriones presentan un desarrollo mas lento en
comparacion con otros se suele tomar la decision de descartarlos para la
transferencia o la criopreservacion. Sin embargo, alargando el limite de tiempo de

desarrollo embrionario hasta blastocisto, este porcentaje disminuiria.
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Se han llevado a cabo diversos estudios que han mostrado tasas clinicas mas altas en

comparacion con estudios anteriores. De hecho, algunos autores han explicado este

fenomeno como resultado de los avances y la extension en la aplicacion de la técnica de

vitrificacion ©. Los resultados de estos estudios se presentan en la Tabla 1.

Articulo n

Kovalevsky et al. ©

794 ciclos
(2013)
Du et al. ™
2908 mujeres
(2018)
Whitney et al. 17 1925
(2019) blastocistos
Huang et al. ¥ .
4489 mujeres
(2020)
Hernandez-Nieto et
25772
al 19
blastocistos

(2019)

Tasa de

embarazo (%)

33,3

32,5

N/A

32,9

30,1

Tasa de

implantacion (%)

31,3

243

56,3

N/A

44,8

Tasa euploidia

(%)

N/A

N/A

35,9

N/A

40,5

Tabla 1: Resultados reproductivos de D7 segun diferentes estudios

Nacidos vivos

(%)

N/A

25,2

43,8

26,6

21,5

En estos datos encontramos una media de 32,2% de tasa de embarazo siendo ademas los

resultados bastante homogéneos entre ellos; esto no ocurre en el caso de la tasa de

implantacioén y de nacidos vivos. En el primer caso la tasa varia desde un 24,3% a un

56,3% y en el caso de la tasa de recién nacidos vivos la oscilacion se produce desde un

25,2% aun 43,8%. La variacion de estos datos depende de numerosos factores como el

perfil de las pacientes, la cantidad de datos recopilados, la propia variacion existente entre

clinicas diferentes, etc.

En el caso de la tasa de aneuploidias, los datos son escasos ya que s6lo dos del total de

los estudios presentan dicha informacion con una media del 38,2% de tasa de euploidia.
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Al analizar estos porcentajes, se observa la variacion existente entre los diferentes autores,
aun asi, se puede apreciar que las tasas de éxito reproductivo son aceptables, lo que
sugiere que descartar embriones debido a un desarrollo mas lento en el dia 6 podria llevar

a desechar embriones que son perfectamente viables.

El metaanalisis mas reciente que recoge numerosos estudios © también indica una
reduccion en las tasas de implantacion y embarazo clinico al comparar los resultados entre
dia 7 y los dias anteriores, en este mismo estudio, también se plantea la posibilidad de
que estos embriones tengan una tasa de supervivencia a la vitrificacion menor en
comparacion con los dias anteriores pero al analizar los resultados no se observan
diferencias significativas cuando se comparan con la supervivencia de los blastocistos de

dia 5.

Comparacion con dias Sy 6

Para entender mejor los datos expuestos en la Tabla 1, es recomendable hacer una revision
de esos mismos datos en los dias anteriores y realizar una comparacion entre todos, dicha

comparacion se recoge en la Tabla 2.

Herndndez-Nieto et al. *9 Du et al. ¥

D5 D6 D7 D5 D6 D7
PR 65,4 56,2 30,1 PR 59,2 53,8 32,5
IR 77,9 69,6 44.8 IR 50,2 42,2 24,3
LB 56,4 45,8 21,5 LB 47,9 42,8 25,2

Kovalevsky et al. © Hiraoka et al.

D5 D6 D7 D5 D6 D7
IR 47,5 26,8 31,3 IR 42,3 41,5 42,9
PR 56,4 33,9 33,3 PR 53,5 53 52,6

Whitney et al. V) Huang et al. %%

D5 D6 D7 D5 D6 D7
IR 79,3 68,5 56,3 LB 50,7 44,7 26,6
LB 77,2 67,4 43,8

Tabla 2: Comparacion de resultados reproductivos entre D5, D6 y D7.

PR = pregnancy rate (tasa de embarazo), IR = implantation rate (tasa de implantacién), LB = live birth (nacidos vivos)
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Aunque se trata de una escasa seleccion de articulos, la bibliografia general muestra una
reduccién de los resultados reproductivos cuando la transferencia se realiza en dia 7 al
compararlos con la transferencia de embriones en los dias 5 y 6. Si analizamos los datos,
la tasa de embarazo se reduce en un 28,4% de media entre el dia 5 y el dia 7. En cuanto a
la tasa de implantacion, la variacion entre los dias tiene una media de 24,6% de
disminucién de la misma en el dia 7 con respecto al dia 5. Por ultimo, en cuanto a la tasa
de recién nacido vivo, la disminucion producida entre ambos dias se encuentra en un
27,2% de media. Esto supone casi un cuarto menos de éxito reproductivo en comparacion
con los blastocistos que han alcanzado su desarrollo en el dia 5. Aun asi, la mayoria de
los autores coinciden con el hecho de que, aunque se produzca una reduccion de las tasas
de éxito, estas siguen siendo suficientemente altas como para considerar el uso de estos

embriones, & 111213, 14)

Hay que tener en cuenta que, aunque estemos hablando de la viabilidad de los embriones
de dia 7 siempre se recomienda la transferencia de embriones con un desarrollo
completado en dias anteriores dejando estos para aquellos casos en los que no hay

posibilidad de transferir blastocistos anteriores al dia 7.

Causas
Aneuploidias

El tiempo medio que emplea un blastocisto hasta llegar al estado de blasto expandido se
encuentra en torno a las 111-121h tras la inseminacion, por lo que 168h (Dia 7) se
encuentra bastante alejado del tiempo medio. Ese retraso en el desarrollo podria deberse
a un retraso de la primera division, las divisiones posteriores o a eventos anormales
ocurridos durante la fase de division temprana. Estos eventos serian consecuencia de
alteraciones genéticas de tipo mosaico las cuales, en algunos casos, pueden ser resueltas
por parte de los mismos embriones, pero originaria igualmente estos patrones de
desarrollo anormales. !V Sin embargo, en otros casos nos encontramos con embriones que
poseen una dotacion genética aneuploide que podria ser la causa de la menor implantacion

que presentan los embriones de dia 7.
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En uno de los primeros estudios que se realizé al respecto ¥ se encontré una tasa de
63,3% de blastocistos D7 que presentaban una dotacion cromosomica alterada. Cuando
en el mismo estudio se dividi6 a las pacientes en diferentes subgrupos de edad se concluy6
que la tasa variaba en funcion de la edad de la paciente ya que las mas jovenes presentaban

una tasa del 54,7% mientras que en las mayores de 40 afios aumentaba hasta un 91,6%.

Recientemente, surgen nuevos estudios centrados en este tema y algunos exponen tasas

de aneuploidia similares al anterior que oscilan entre 40,5-64,1% (1617,

Es interesante destacar un ultimo estudio '® que incluye a 4136 pacientes divididas en
subgrupos segun la edad y en las que observan que las tasas de aneuploidia dependen en
mayor proporcion de la edad de la paciente que del tiempo de desarrollo del blastocisto.
(Figura 3) por otro lado, dividen los blastocistos segun calidad morfologica y en
concordancia con estudios anteriores !> observan que la morfologia y el estado de ploidia

tienen una correlacion bastante débil.

Sin embargo, la morfologia si era importante a la hora de determinar la probabilidad de
implantacion ya que aquellos embriones clasificados de buena calidad tienen una tasa de

implantacién significativamente superior a aquellos clasificados de baja calidad.

p=0.0002*
mDays

mDay6

66.89%
65.74%

70% - mDay7

40.82%

41.25%
37.41%

°

°

t+

18.97%

!%

% of Euploid Blastocysts

A (<35 years) B (35-37 years) C (38-40 years) D (41-42 years) E (243 years)
Maternal SART age groups
Figura 3: Porcentaje de blastocistos euploides en funcion de la edad y el dia de desarrollo. Hernandez-

Nieto et al. (2019) Human Reproduction, 34(9), 1697-1706.
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Niu et al. ' realizan un estudio que incluye pacientes con transferencia en D7 en el que
solo se usan ovocitos donados y al no observar diferencias significativas sugiere que las
aneuploidias podrian ser la gran causa de la reduccion del éxito reproductivo en lugar del

dia en el que se produce la transferencia.

Por otra parte, Tiegs et al. '¥ demuestran que una vez que se obtiene un blastocisto
euploide, la SIR (sustanaible implantation rate) es similar o, como mucho, se reduce

ligeramente en comparacion con los embriones de los dias 5 y 6, pero sigue siendo muy

aceptable.
(a) . . : .
Euploid SET Sustained Implantation Rate by Day of Embryo Blastulation
100%
100.0% 100.0%
90%
£ 80%
b 0
< szj * 73.5%
1]
L 70% 71.5% = 65.4%
= 1 \Tf-—_‘———~ M
6 . 67.2%
T 5 6% 62.5% | 58.8%
£ “6 57.1%
G — 50% 53.6%
ae
Q o,
E 52 a0% 45.5% G35
co 36.4%
25 30%
&8s
0 20%
=
7]
10%
0% n= 940 n=615 n= 450 n=79 n= 46
<35 35-37 38-40 41-42 >42
Maternal Age Group (Years)
= Day 5 Day 6 Day 7

Figura 4: Tasas de implantacion sostenida (SIR) por dia de blastulacion embrionaria y estratificadas en
los grupos de edad. Tiegs et al. (2019), Human Reproduction, 34(9), 1632-1639.

Sincronia endometrial

Aparte de las aneuploidias, otro factor que podria afectar al éxito de la implantacion es la
sincronia de los embriones con el endometrio. Existen estudios que sugieren que el
problema que presentan los embriones de desarrollo lento reside en la sincronia de estos
con el endometrio de la paciente y esta puede verse afectada a su vez por los mismos

protocolos de estimulacion ovarica.
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En condiciones normales in-vivo, los gametos se encuentran, se unen y se desplazan por
las trompas de Falopio en forma de embrion en desarrollo hasta el dia 5 o 6, que es cuando

acceden a la cavidad endometrial para implantarse.

Si comparasemos los resultados reproductivos de embriones con distinto tiempo de
desarrollo pero que tuvieran una sincronia endometrial acertada para cada caso las
diferencias entre los embriones de distintos dias no son tan significativas, o al menos eso

fue lo que se observo en un estudio realizado en 2018. 1

En el caso de los embriones de desarrollo lento, se encuentran con un tiempo limitado
dentro de esa “ventana de implantacion” y en muchos casos pueden encontrarse con un
endometrio que no tiene el grosor y la vascularizacién necesaria. Para controlar este
problema, se sugiere que los embriones de desarrollo lento sean transferidos en diferido

para lograr unas mejores condiciones endometriales. 1)

Edad

Un factor asociado al aumento en la tasa de aneuploidias es la edad de la paciente. Se ha
observado que a medida que aumenta el tiempo de desarrollo del embrion hay un
incremento en la edad media de las pacientes (34°9 para D5 vs 37,1 para D7) (). Esto
implica que las mujeres mayores de 35 afios tienen mas probabilidades de obtener
embriones de desarrollo lento debido a su mayor probabilidad de aneuploidias.
Actualmente, se ha generalizado el uso del diagnéstico genético preimplantacional (PGT-
A) en pacientes que presentan una edad superior a los 35 afos. Son precisamente este
perfil de pacientes las que suelen presentar una mayor necesidad de uso de embriones
cultivados hasta dia 7 que, como se ha mencionado anteriormente, presentan mayores
tasas de aneuploidia. Mediante la realizaciéon de la técnica de PGT-A, podriamos
seleccionar aquellos embriones euploides y beneficiar a estas pacientes con un nimero

limitado de los mismos.
Puede afectar a la descendencia?

Una de las inquietudes que surgen es la posibilidad de que la transferencia de embriones

de desarrollo lento esté asociada con un mayor riesgo de malformaciones congénitas en
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los recién nacidos. Esta preocupacion ha sido abordada en estudios recientes, que han

dirigido su atencion especificamente hacia este aspecto.

Un primer estudio que evalua el impacto del uso de blastocistos de dia 7 y los resultados
obstétricos y perinatales de recién nacidos demostré un mayor puntaje Z y mayor riesgo
de VLGA (“Very large for gestational age”) en blastos de dia 7 en comparacion con los
de dia 3, lo cual puede generar preocupacion a largo plazo por su asociacion a diabetes
mellitus y enfermedades cardiovasculares, pero al compararlos con los dias anteriores no
se encontraron diferencias significativas, de hecho, se encontr6 un riesgo menor de

embarazo ectdpico para blastocistos de dia 7 en comparacion con los de dia 3. ©

Estos resultados coinciden con estudios anteriores en los que no se encontraron
diferencias significativas en cuanto a la tasa de malformaciones en recién nacidos vivos
provenientes de un blastocisto de dia 7 en comparacion con aquellos de dias anteriores,
siendo aproximadamente de un 0,66% !4 Por este motivo, la seguridad de la descendencia

no deberia suponer un problema u obstaculo para la transferencia en dia 7.

Asociacion entre calidad embrionaria e implantacion

Cimadomo et al. ®? realizan un estudio utilizando la inteligencia artificial para analizar
el desarrollo lento de los embriones y su calidad. En este estudio se ve que efectivamente
los embriones de desarrollo lento son de peor calidad tanto a ojos de embridlogos expertos
como de la inteligencia artificial y sefialan el tiempo de expansion del blastocisto como

un marcador clave de alta calidad.

No obstante, ;es realmente la morfologia del blastocisto un indicador de su calidad? Un
analisis exhaustivo de una muestra considerable (956 blastocistos) revelod resultados
sorprendentes. @Y Los embriones euploides, que presentaban una calidad morfolégica
inferior, mostraron tasas de implantacion similares (53,8%) en comparacioén con los
blastocistos evaluados como de excelente o buena calidad morfologica (49,1%). Figuras)

Estos hallazgos también concuerdan con otro estudio *?

que demostro resultados clinicos
excelentes cuando la seleccion se basaba en la composicion cromosomica (CCS) en lugar
de en la morfologia. De este modo, la morfologia parece no ser un parametro relevante

cuando se cuenta con varios embriones euploides para la transferencia.
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No obstante, en el mismo analisis, se observé una mayor incidencia de aneuploidia entre
los blastocistos con puntuaciones morfologicas pobres, y se detectd una probabilidad mas
alta de euploidia en los embriones con puntuaciones morfoldgicas favorables. Sin
embargo, esta relacion fue débil, ya que una proporcion de embriones aneuploides eran

capaces de alcanzar puntuaciones morfoldgicas excelentes.

A Ongoing implantation rate of euploid blastocysts according to

_— morphology
0

90%
80%
70% -
60%

50%
40%
30%
20%
10%

0% -

Excellent Average Poor

Figura 5: Tusa de implantacion en curso de 215 blastocistos euploides segun la
morfologia y la tasa de desarrollo. Capalbo et al. (2014) Human Reproduction, 29(6),
1173-1181.

Atendiendo a estos datos, podemos deducir que la clasica puntuacion morfologica que se
le atribuye todavia hoy en dia a los embriones puede estar mas relacionada con la
probabilidad de que el embrion sea euploide que con la probabilidad de implantacion, lo
cual concuerda con el caso de los embriones de desarrollo lento ya que quizas, la menor
frecuencia con la que encontramos embriones de buena calidad se debe a la menor

frecuencia de embriones euploides que podemos encontrar en D7.
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Discusion

Los datos presentados en este trabajo de fin de master muestran una reduccion de los
resultados reproductivos cuando la transferencia se realiza en dia 7 de desarrollo
embrionario, generalmente asociada a blastocistos con un desarrollo lento. Son multiples
las causas relacionadas con esta disminucion. Se ha observado que existe una mayor tasa
de embriones aneuploides cuando su desarrollo hasta blastocisto se alarga hasta el dia 7.
Es posible que la propia carga genética de estos embriones sea la causa principal del
retraso en su desarrollo, por este motivo, se recomienda el uso de PGT-A para garantizar

la transferencia de embriones euploides.

Ademas, la edad de la paciente también se encuentra directamente relacionada con una

mayor tasa de aneuploidia embrionaria y un desarrollo mas lento de los embriones.

Otro aspecto que se debe tener en cuenta es la sincronia endometrial. La transferencia de
blastocistos en dia 7 parece que puede provocar la desincronizacion entre el estado del
embrion y el endometrio de la paciente. En condiciones in-vivo, una vez que se ha
producido la fecundacion, el cigoto se divide en multiples células mientras se produce su
migracion hacia el tero. Una vez consigue llegar, su desarrollo hasta blastocisto ha sido
completado y se produce la implantacion, pero para que esta ultima sea exitosa, el
endometrio debe tener un grosor y vascularizacién 6ptimos para permitir el crecimiento

y desarrollo del embrion hasta que se produzca la formacion de la placenta.

Si el blastocisto se transfiere antes o después de que el endometrio se encuentre en fase
receptiva, se reducen bastante las posibilidades de la implantacion, en este caso, la mejor
solucion como se menciond anteriormente es llevar a cabo una transferencia en diferido
que se ha visto que disminuye la diferencia entre los resultados reproductivos de dia 7 y

dias anteriores.

Para sostener el desarrollo de estos embriones es muy importante tener en cuenta que
debemos utilizar medios de cultivo capaces de soportarlo y que dependera de cada clinica
encontrar aquel medio de cultivo que le produzca mejores resultados. Aquellas clinicas
que no apuesten por un buen cultivo embrionario siempre obtendran mejores resultados

transfiriendo los embriones en dia 3.

20

Master Universitario en Biologia y Tecnologia aplicada a la Reproduccion Humana Asistida
LAURA JIMENEZ MORENO



Universidad TRANSFERENCIA DE EMBRIONES EN DIA 7,
¢ Europea MADRID (UNA ALTERNATIVA VIABLE? IVIRMA

Global

La busqueda del desarrollo del embrion hasta el estado de blastocisto se realiza con el
objetivo de someter a los embriones resultantes a un proceso de seleccion embrionaria
que, actualmente, se basa en la morfologia. Aun asi, este método no resulta muy preciso
pues se ha observado que una vez que se conoce la euploidia de los embriones la “calidad

morfologica” de los mismos no asegura mayores tasas de éxito.

Entre las ventajas del cultivo prolongado de embriones se destaca el incremento de las
probabilidades de éxito en ciclos con un bajo nimero de embriones y/o cohortes de
embriones de desarrollo lento. Estas pacientes suelen tener mas de 35 afios, y el cultivo
prolongado les brinda la oportunidad de obtener embriones viables y usables, con tasas

de éxito significativas.

No obstante, también hay que considerar algunas desventajas. El cultivo prolongado
implica un aumento en el coste tanto para el laboratorio como para la paciente. En estos
casos, se aconseja realizar el andlisis genético preimplantacional (PGT-A) para evitar la
transferencia de embriones aneuploides, de hecho, se ha observado que una vez que se
conoce el estado euploide del embrion, las tasas de éxito reproductivo son similares o

ligeramente reducidas en comparacion con embriones de dias anteriores. (¥

Conclusiones

Los resultados de los diferentes estudios que han sido publicados hasta la fecha arrojan
esperanza en el uso de blastocistos en dia 7. El cultivo prolongado ha demostrado ser una
estrategia prometedora para mejorar las tasas de éxito reproductivo en ciertos perfiles de
pacientes. Esto es especialmente relevante para pacientes de mayor edad o aquellas que
hayan sufrido ciclos previos fallidos, donde la seleccién adecuada de embriones es crucial
para lograr un embarazo exitoso. Alargando el cultivo hasta el dia 7 permitiria a los

embriones llegar al estado de blastocisto y poder ser seleccionados para transferencia.

Uno de los mayores problemas de estos embriones es la elevada tasa de aneuploidias que
presentan, que resultaria en un fallo de implantacion. Mediante la realizacion del PGT-A
se reduciria la tasa de aneuploidias y aumentaria la probabilidad de transferencia de un
embrion euploide, de hecho, se recomienda que todos los ciclos que dispongan de
embriones cultivados hasta dia 7 lleven a cabo este diagnostico genético para evitar fallos

de implantacion. Sin embargo, esto conlleva ciertas desventajas, ya que aumentaria el
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coste del ciclo tanto para los pacientes como para el centro de reproduccion asistida (En

este ultimo caso debido al aumento del tiempo de cultivo en el laboratorio).

A pesar de que los datos expuestos en este TFM sugieren que la transferencia embrionaria
en dia 7 se trata de una opcion viable, es importante tener en cuenta algunas de las
limitaciones que presenta el mismo. La mayoria de los estudios incluidos en este trabajo,
poseen un tamafio de muestra limitado ya que no son muchas las clinicas que realizan la
transferencia de embriones en dia 7 y, ademas, esta se realizara siempre y cuando no
existan blastocistos de dias anteriores para la paciente, por lo que a su vez los embriones

de D7 poseen una representacion bastante menor con respecto al resto.

También se debe tener en cuenta que se trata de una practica novedosa que debe seguir
siendo estudiada y seguird arrojando nuevos resultados para permitir una mejor
evaluacion del éxito reproductivo de estos embriones. Resultaria sumamente interesante
conocer los mecanismos por los que se produce el retraso en el desarrollo del embrion y

de qué manera las aneuploidias influyen en esto.

Debido a la escasa aplicacion de esta técnica, seria muy util evaluar la relacion entre coste
y efectividad para guiar a otros centros de reproduccion asistida sobre la implementacion
de la misma en su practica diaria. Entre las futuras lineas de investigacion que resultarian
de interés para avanzar en la transferencia de embriones se incluye por supuesto la mejora
de la seleccion embrionaria, desarrollando técnicas mas precisas que evaluen la viabilidad
y el potencial reproductivo de los embriones. También son necesarios estudios de factores
pronostico que permita identificar aquellos que puedan predecir la viabilidad y el éxito

de embriones cultivados hasta dia 7.

Por ultimo, la mejora de los cultivos embrionarios es un paso necesario para dar un
soporte de desarrollo mejor que permita aumentar la calidad de los embriones producidos

en el laboratorio.

Estas son solo algunas de las posibles lineas de investigacion que podrian contribuir a
mejorar la eficacia y los resultados de la transferencia de embriones de dia 7 en el futuro.
A medida que avance la ciencia y se desarrolle un mayor conocimiento en el campo de la
reproduccion asistida, se espera que surjan nuevas oportunidades y desafios que

requeriran una investigacion continua y una colaboracion interdisciplinaria.
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