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Las condiciones fisiológicas del tracto reproductor femenino reflejan las necesidades nutricionales que el
embrión necesita en los primeros estadios de su desarrollo. In vitro, el escenario es diferente cuando se
trata de llevar a cabo el desarrollo del embrión en un medio de cultivo químicamente definido ya que la
elección del mismo resulta compleja debido a la dificultad de conocer con exactitud los elementos que
intervienen “in vitro”. Por ello, la composición de los medios de cultivo es determinante para el adecuado
crecimiento celular. Para la comercialización de los medios de cultivo se han desarrollado dos metodologías
basadas fundamentalmente, y utilizando la terminología inglesa, en (i) “let the embryo choose” y (ii) “back-
to-nature”, según la bibliografía existente1, 2. No obstante, hay que destacar que existen limitaciones de
ambas pero su combinación ayuda a obtener un desarrollo celular del embrión in vitro que se aproxima
a los procesos que ocurren in vivo. Entre los componentes más importantes que debe presentar un medio
de cultivo se encuentran los requerimientos energéticos como los ácidos orgánicos (piruvato y lactato) y
glucosa, y los aminoácidos esenciales, entre otros. Por ejemplo, un embrión hasta el tercer día de desarrollo
in vitro (7 u 8 células) posee una baja actividad metabólica por lo que tiene una capacidad limitada a
utilizar glucosa y genera energía a partir de bajos niveles de oxidación de piruvato, lactato y aminoácidos
no esenciales. Sin embargo, a partir de 8 células utiliza la glucosa como nutriente de elección y necesita
aminoácidos esenciales y no esenciales para la proliferación y diferenciación celular1- 4.

De hecho, existen grandes diferencias en el embrión antes y después de su compactación (paso del
embrión de 8 células a 16 células compactas “adheridas” por la acción de la proteína caderina E)5. Antes
de la compactación, el embrión consume preferentemente piruvato y lactato, parte de ellos procedente
de las células de la granulosa materna que rodean al cigoto, y posteriormente adopta un metabolismo
basado en el consumo de glucosa6-8. Por otro lado, en el periodo previo a la compactación, el desarrollo
embrionario se ve favorecido en presencia de aminoácidos no esenciales9, mientras que en el periodo
posterior, aumenta la necesidad de que existan aminoácidos tanto esenciales como no esenciales en el
medio10. Se cree que los aminoácidos son unos reguladores clave de la evolución del embrión, de modo
que el uso de un medio de cultivo carente de éstos puede suponer un trauma para el embrión3, 4.

Respecto al metabolismo energético, el cigoto presenta un bajo consumo de oxigeno y depende de bajos
niveles de oxidación de piruvato y lactato, no pudiendo usar la glucosa como única fuente de energía11, 12.
En cambio, el blastocito muestra una gran capacidad de emplear la glucosa tanto en modo oxidativo como
a través de la glicólisis aeróbica (conversión de glucosa en lactato incluso en presencia de oxígeno suficiente
para el metabolismo oxidativo).

Se ha observado que elevadas concentraciones de glucosa son perjudiciales para el desarrollo del embrión13,14

puesto que la glucosa se usa, así como fuente de energía vía glicólisis15. Dado que ésta no es la vía de
obtención de energía más favorable, se puede producir un perjuicio en el desarrollo del embrión. Sin
embargo, la posible inhibición de las funciones del embrión a causa de la glucosa no es tan evidente
cuando en el medio están presentes aminoácidos específicos y el quelato ácido etilendiaminotetraacético
(EDTA), ya que estos inhiben por mecanismos independientes la actividad glicolítica en el cigoto16,17. Por
todo esto, parece ser que la supresión de la glicólisis conduciría a un incremento del desarrollo embrionario.
Sin embargo, diversos autores aconsejan mantener los niveles de glucosa bajos durante el periodo de
desarrollo embrionario hasta 8 células e incrementarlos posteriormente, donde la presencia de glucosa
es crítica2.

Los aminoácidos funcionan como precursores biosintéticos y sustancias energéticas. Actúan como
reguladores del metabolismo energético, mantienen la osmolaridad y participan en funciones antioxidantes
y quelantes10. Específicamente, la glutamina y los aminoácidos no esenciales como la taurina favorecen
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La tendencia actual, apoyada por la legislación vigente en España, es la de transferir el menor número de
embriones posible en los procesos de reproducción asistida (la ley no permite más de tres) con el ánimo
de disminuir drásticamente la problemática creada por la salud de los recién nacidos prematuros y por
los gastos provocados por estos.

Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente, si se pudiera disponer de un método no invasivo y sencillo,
basándonos en técnicas químicas, además de los métodos morfológicos o genéticos usados hasta el
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los primeros estadios de división celular en el embrión, además de estimular la formación del trofoectodermo.
Por un lado, los aminoácidos esenciales no otorgan ningún beneficio durante la división embrionaria hasta
8 células, sin embargo, a partir de este estadio, estimulan el desarrollo de la masa celular interna del
blastocisto e incrementan el desarrollo fetal.

Además de la gran variedad de aminoácidos presentes en los medios de cultivo, es importante destacar
el papel de la glutamina (Gln). Éste es el aminoácido más lábil pues cede una cantidad desproporcionada
de amonio al medio por su ruptura espontánea a 37ºC. El papel de la Gln en el desarrollo embrionario es
complejo, dadas sus muchas funciones biológicas y fisiológicas. De hecho, la Gln a una concentración
de 3 mM y en presencia 85 mM de NaCl inhibe el desarrollo del blastocisto de ratón pero estimula su
desarrollo cuando la concentración de NaCl es 125 mM1. En este caso, es probable que la Gln actúe como
osmolito, contribuyendo al aumento de fuerza iónica en contraposición a su papel de aminoácido glucogénico,
precursor metabólico y fuente de nitrógeno. La inhibición del desarrollo embrionario presente en el primer
caso se atribuye a los efectos tóxicos del amonio que resulta de la ruptura espontánea de la Gln, comprobado
por varios autores en embriones de ratón18. Este problema se puede solucionar en parte sustituyendo este
aminoácido por el dipéptido alanil-glutamina (Ala-Gln), aunque la formación de Gln sigue teniendo lugar
como describiremos posteriormente en el apartado de resultados.

Finalmente, se ha intentado correlacionar la viabilidad de los embriones obtenidos en cultivo in vitro y los
criterios metabólicos. De esta forma, diversos estudios relativos a consumo de nutrientes y su relación con
la capacidad de implantación se han ido realizando con embriones humanos. Así, por ejemplo, Conaghan
y col.19 observaron una relación inversa entre el consumo de piruvato hasta un embrión de 8 células y la
tasa de embarazo. Sin embargo, los medios de cultivo que utilizaron carecían de la presencia de aminoácidos
y vitaminas. De la misma forma, Jones y col.20, utilizando un medio de cultivo simple basado sólo en glucosa,
no obtuvieron resultados concluyentes sobre la tasa de embarazo y consumo del nutriente. En un medio
de cultivo más complejo y por tanto minimizando el estrés inducido por el propio cultivo, Van den Bergh
y col.21 observaron que los blastocistos que soportaron un proceso glicolítico bajo daban lugar a mayores
tasas de implantación. Posteriormente, Gardner y col.8 determinaron que la morfología del blastocisto
estaba relacionada con el consumo de glucosa. Así pues, la baja calidad del blastocisto la asociaron a un
menor consumo de glucosa.

A pesar de los numerosos estudios realizados sobre la mejora de los medios de cultivos, así como la de
buscar una relación entre los cambios nutricionales y la capacidad de implantación, la tasa de embarazo
global de los procesos de fecundación in vitro se sitúa entre el 35-40%. Estos valores suponen una baja
eficiencia de los mismos y, aunque existen varios factores que influyen para que una pareja consiga un
embarazo evolutivo y sano, existe un factor fundamental que es la selección adecuada de los embriones
para la transferencia. Sin embargo, hay embriones considerados de buena calidad que no implantan y sí
lo hacen otros catalogados de mal pronóstico, según criterios morfológicos, por lo que deben existir otros
factores, tales como nutricionales o aquellos producidos por un estrés oxidativo que, de controlarlos,
ayudarían a seleccionar mejor los embriones para la transferencia.
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momento, que permitiera seleccionar mejor los embriones, no sólo aumentaría la eficacia de los procesos
de reproducción asistida sino que además reduciría a uno el número de embriones para la transferencia.

El objetivo de este trabajo es determinar los cambios en la composición de un medio de cultivo químicamente
definido tras tres días de cultivo embrionario para conocer las necesidades metabólicas de cada embrión
transferido y correlacionarlo con su morfología y la tasa de embarazo e implantación.

Estimulación ovárica
Se trata de un estudio prospectivo de 30 parejas correlativas en el tiempo sometidas a un ciclo de
fecundación in vitro. Los protocolos de hiperestimulación ovárica controlada utilizados en estas pacientes
son los siguientes:

Protocolo de agonistas de la GnRh: consiste en frenado hipofisario con 0,1 mg/día subcutáneo de
acetato de leuprolerina (PROCRIN, Laboratorios Abbott) desde el día 22º del ciclo previo a dosis de
0,1 cc hasta nueva menstruación, momento en el cual se reduce la dosis a la mitad (0,05 cc) hasta
la administración de HCG recombinante. Tras comprobar supresión ovárica con cifras de estradiol
< 40 pg/ml se inicia estimulación con FSH recombinante (GONAL-f®, Laboratorios Serono) comenzando
el 3º día del ciclo y añadiendo en algunos casos LH recombinante (LUVERIS®, Lab. Serono) en dosis
variables de ambas, dependiendo de la edad, reserva ovárica y respuesta de ciclos anteriores. Se
realiza monitorización ecográfica y analítica (17 β estradiol) a partir del 7º- 8º día del ciclo, se ajusta
la medicación (FSH/LH) y se administra HCG recombinante (OVITRELLE®, Lab. Serono) cuando se
visualizan 3 ó más folículos > 18 mm.

Protocolo de antagonistas de la GnRh: consiste en administración de ciclo estro/progestativo en ciclo
previo y tras menstruación se comienza estímulo a partir del 3º día del ciclo con FSH recombinante
(GONAL-f®, Lab. Serono) sola o asociada a LH recombinante (LUVERIS®, Lab. Serono) según los
criterios expuestos para protocolo largo. Se administra antagonista de la GnRh (CETROTIDE®, Lab.
Serono) a dosis de 0,25 mg/día desde el día 8º hasta el día en que se administra la HCG recombinante
(OVITRELLE®, Lab. Serono). La monitorización del ciclo y criterios de administración de HCG
recombinante se realiza de forma similar al protocolo largo descrito.

Para ambos protocolos, la captación ovocitaria se efectúa 36-38 horas tras la inyección de HCG recombinante
mediante punción/aspiración ecoguiada con sonda transvaginal. Posteriormente, a la paciente se le
suministra progesterona (CRINONE®, Lab. Serono) como apoyo de la fase lútea.

Cultivo embrionario
Los ovocitos maduros obtenidos se microinyectan (ICSI) y su desarrollo embrionario se lleva a cabo durante
tres días en un medio de cultivo químicamente definido y disponible comercialmente (G1plus, VITROLIFE).
Como método de cultivo se usa un sistema en microgota de 25 µl durante un periodo de incubación de
72 horas y los análisis químicos se realizan en cada una de las microgotas de los embriones transferidos
(muestras problema) y en las microgotas de medio de cultivo sin embrión usadas como controles.

Como parámetros biológicos evaluados, los embriones se fotografían y valoran diariamente según la
clasificación morfológica descrita en los “Criterios ASEBIR de valoración morfológica de ovocitos, embriones
tempranos y blastocistos”22.

Equipamiento, condiciones experimentales y metodología
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Criterios de valoración morfológica
Las posibilidades de gestación en la especie humana dependen en gran medida tanto de la receptividad
endometrial como de la calidad embrionaria. Actualmente, el método más extendido y eficiente para valorar
la calidad embrionaria es la utilización de parámetros morfológicos8, 23-28. Para este trabajo, el estadio de
desarrollo embrionario escogido para hacer la catalogación morfológica ha sido el tercer día de cultivo D+3
(67-72 horas post ICSI) por ser el día en realizar la transferencia, aunque la valoración en los días de cultivo
anteriores, ovocito (D+0: 0 horas), zigoto (D+1: 16-19 horas post ICSI) y primera división celular (D+2:
44-47 horas post ICSI), también han sido considerados.

El sistema de clasificación empleado “Criterios ASEBIR de valoración morfológica de Oocitos, Embriones
tempranos y Blastocistos” se divide en 4 categorías, divididas en función del potencial implantatorio
esperado:

Categoría A: Embrión de óptima calidad con máxima capacidad de implantación.

Categoría B: Embrión de buena calidad con elevada capacidad de implantación.

Categoría C: Embrión regular con bajas probabilidades de implantación.

Categoría D: Embrión de mala calidad con muy pocas posibilidades de implantación.

La asignación del embrión a una categoría va a depender de las siguientes variables morfológicas: ritmo
de división celular, fragmentación celular, tamaño de los blastómeros, multinucleación, anillo acitoplasmático,
vacuolas y zona pelúcida. Las tablas 1 y 2 describen las cuatro categorías definidas a partir de las variables
indicadas.

Tabla 1. Criterios de selección embrionaria de tipo A y B.

Fragmentación
%

A 4  7-8

CALIDAD
Nº de células

(   indica paso de D+2 a D+3) Blastómeros*

Iguales o
semejantes

Multinucleación

No

Citoplasma

Sin
vacuolas

Zona
pelúcida

Normal
B

*El patrón de semejanza o igualdad entre blastómeros sólo es valorable en estadios de 2,4, 8 y 16 células.

<10%
No tipo IV

<26
No tipo IV

4  ≥7-8 (si frag. 11%-25%)
4  >9

Tabla 2. Criterios de selección embrionaria de tipo C y D.

Fragmentación
%

C

CALIDAD
Nº de células

(   indica paso de D+2 a D+3) Siempre que exista

D

*1 célula grande y 2 pequeñas.

Multinucleación

No

Citoplasma

No ó
escasas
vacuolas

2 ó 4 ó 5  >7
(si frag. 26%-35%)
6  >8 (si frag. <35%)
2 ó 4  6
3*  >6

Desigualdad en el
tamaño celular
Vacuolas escasas

Zona pelúcida
anormal

<35%
No tipo IV

1 ó >6  cualquier valor
Cualquier valor  <6
De D+2 a D+3 aumenta
1 célula

Multinucleación

Vacuolas abundantes
Fragmentación >35%

Fragmentación tipo IV

Anillo acitoplasmático
D+3
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Parámetros químicos evaluados
La composición original del medio de cultivo así como los cambios cualitativos y cuantitativos una vez
transferidos los embriones, se han evaluado por cromatografía líquida, espectrometría de masas y absorción
atómica.

Los parámetros químicos analizados son los siguientes: consumo de glucosa, variación de lactato piruvato
y aminoácidos, y finalmente la generación de glutamina a partir del dipéptido alanilglutamina presente en
el medio.

Preparación de las muestras
Después del tercer día de cultivo y tras la transferencia del embrión, las muestras problema y controles
(25 µl cada muestra) se almacena a 4ºC en tubos eppendorf de polipropileno para el análisis inmediato
de ácido láctico, ácido pirúvico, glucosa y aminoácidos. Las muestras se centrifugan a 6.000 rpm durante
15 minutos previa a la dilución con agua ultrapura (18 Mohm.cm de resistividad iónica). Los reactivos
utilizados son de la máxima pureza y sin purificación requerida.

Métodos instrumentales para la determinación y seguimiento del medio de cultivo
La hipótesis del control metabólico pretende establecer una relación entre el metabolismo del embrión y
su viabilidad tras la transferencia. Hasta la fecha, se ha empleado principalmente la ultramicrofluorescencia
desarrollada por Lechene y col.29, 30. La ultramicrofluorescencia nos permite determinar la variación de
nutrientes tales como carbohidratos, aminoácidos, amonio y enzimas. Sin embargo, el empleo de esta
técnica es sofisticada y muy costosa por lo que en nuestras determinaciones se ha empleado la técnica
analítica de cromatografía de alta resolución (HPLC) con detectores de ultravioleta-visible y espectrometría
de masas con ionización por electrospray MS-ESI31.

Determinación de ácidos orgánicos
La determinación de ácidos pirúvico y láctico presentes en el medio G1 en día 0 y día 3 de cultivo se ha
llevado a cabo mediante HPLC Agilent 1100 series; como columna de HPLC: C18 Hypersil ODS, 4,0 x 250

mm, 5 micras, y como fase móvil: 20 mM de
Na2HPO4 disuelto en agua ajustada a un pH
de 2,5 con H3PO4 a una velocidad de flujo de
0,5 mL.min-1 y con una longitud de onda fijada
en 210, 220 y 254 nm.

Se ha obtenido una recta de calibrado para
la determinación de ácido láctico a una longitud
de onda de 210 nm correspondiente a la
ecuación Abs (210) = 71,839* (concentración
de lactato en mM) con un coeficiente de
regresión R2= 0,9996. Para la determinación
de ácido pirúvico se ha usado la ecuación Abs
(220) = 1272,4* (concentración de piruvato
en mM) con un coeficiente de regresión R2=
0,9992. La figura 1 muestra el cromatograma
correspondiente a la determinación de lactato
y piruvato en el medio de cultivo (0,020 ml
de volumen inyectado).

Figura 1.

Análisis de ácido pirúvico (1) y ácido láctico (2) por HPLC empleando
un instrumento Agilent 1100 series con detector UV-Vis (longitud
de onda 210 nm) y una columna C18 Hypersil ODS, 4,0 x 250 mm,
5 micras y una velocidad de flujo de 0,5 mL min-1 del eluyente 20
mM Na2HPO4, pH 2,5 ajustado con H3PO4.
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Determinación de glucosa
Aunque inicialmente se abordó la determinación de la glucosa de un modo similar al planteado para los
ácidos orgánicos, se demostró que la concentración de glucosa en el medio de cultivo estaba por debajo
del límite de detección utilizando los detectores UV-Vis e índice de refracción. Esto condujo a utilizar otras
técnicas como la cromatografía líquida acoplada a un espectrómetro de masas (HPLC-MS)32.

El cromatógrafo líquido de alta resolución HPLC acoplado al espectrométro de masas usado para determinar
la glucosa fue el modelo Agilent 1100 LC/MSD Trap (Mod Trampa SL); como columna de HPLC: Zorbax
Carbohydrate NH2 4,6 x 150 mm, 5 micras, y como fase móvil, una mezcla de acetonitrilo/agua en una
proporción 65:35 v/v en presencia de 0,1% de ácido trifluoroacético a una velocidad de flujo de 0,5 mL.min-

1. La ionización de la glucosa se realizó en modo positivo midiendo la abundancia del ión [Glucosa + Na]+

para realizar las curvas de calibrado.

Determinación de aminoácidos y taurina
Para poder determinar la concentración de
aminoácidos, taurina y alanilglutamina
presentes en el medio de cultivo es necesario
transformarlos “derivatizarlos” previamente.
En nuestro caso se optó por realizar una
derivatización precolumna con fenilisotio-
cianato PITC33. El esquema 1 representa
el proceso general correspondiente a la
derivatización de aminoácidos con este
método. Esta reacción es extrapolable a la
derivatización de la taurina y la alanilglu-
tamina.

Antes del proceso de derivatización, la
proteína albúmina humana (HSA), presente
en el medio de cultivo, debe ser eliminada
precipitándola mediante el uso de un co-
disolvente como el etanol. A continuación,
las muestras se centrifugaron a 6.000 rpm
durante 15 minutos y finalmente, las frac-
ciones sobrenadantes se utilizaron para el
proceso derivativo.

Posteriormente, se determinó la concentración de los aminoácidos, taurina y alanilglutamina tanto en las
muestras problema como en los controles. Destacamos que una muestra control no contiene glutamina
ya que ésta se genera a partir de la hidrólisis de la alanilglutamina durante el cultivo embrionario. La figura
2 muestra el cromatograma correspondiente a una muestra problema después del tercer día de incubación
en el que se observa la presencia del pico de glutamina (pico 5).

Para la determinación de los aminoácidos, se empleó un HPLC Agilent 1100 Series con detector UV-Vis
a una longitud de onda de 254 nm y una columna C18 Hypersil ODS, 4,0 x 250 mm de 5 micras. Los
experimentos se realizaron mediante un gradiente de dos fases móviles: A (20 mM acetato sódico, 4%
trietilamina y 4% ácido trifluoroacético a pH 5,5) y B (acetonitrilo 100% B en 60 min), y una velocidad
de flujo de 1,0 mL min-1. Se efectuaron curvas de calibrado de cada uno de los componentes derivatizados
por separado excepto para la prolina y la alanilglutamina ya que presentaron tiempos de retención muy
similares.

Esquema 1.

Reacción correspondiente a la derivatización de aminoácidos utilizando
fenilisotiocianato (PITC) como reactivo derivatizante.
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Figura 2.

Cromatograma HPLC correspondiente a la deriva-
tización de aminoácidos, taurina y alanilglutamina
en una muestra de medio de cultivo control: (1)
aspartato, (2) glutamato, (3) asparagina, (4) serina,
(5) glutamina, (6) glicina, (7) taurina, (8) alanina
y (9) prolina + alanilglutamina. Se empleó un
instrumento Agilent 1100 Series con detector UV-
Vis a una longitud de onda de 254 nm y una
columna C18 Hypersil ODS, 4,0 x 250 mm, 5 micras.
Los experimentos se realizaron mediante un gra-
diente de dos fases móviles. A: 20 mM acetato
sódico, 4% trietilamina y 4% ácido trifluoroacético
a pH 5,5 y B: acetonitrilo (100%B en 60 min) y
una velocidad de flujo de 1,0 mL min-1. Los ami-
noácidos se derivatizaron previamente con PITC.

Resultados clínicos y morfológicos
Se analizan 28 transferencias
de las cuales 10 consiguen
embarazo evolutivo (35,71%).
En 6 transferencias de 1, 2, 2,
2, 2 y 2 embriones respecti-
vamente (11 embriones con
morfologías A, B ó C) se obtiene
embarazo evolutivo con una
tasa de implantación del 100%;
en 4 transferencias de 2, 2, 2
y 3 embriones respectivamente
(9 embriones con morfologías
A, B, C ó D) se consigue em-
barazo único evolutivo; y en las
18 restantes con 1, 1, 1, 1, 1,
1, 2, 2, 2, 2, 2, 2, 2, 2, 2, 2,
2 y 3 embriones transferidos
respectivamente (31 embriones
con morfologías A, B, C ó D)
no se consigue embarazo. El
porcentaje de la calidad mor-
fológica de los embriones
transferidos se puede visualizar
en las tablas 3, 4 y 5, respec-
tivamente.

Resultados

Tabla 3. Calidad morfológica de embriones procedentes de transferencias
con embarazo evolutivo y el 100% de implantación.

Tabla 4. Calidad morfológica de embriones procedentes de transferencias
con embarazo único evolutivo.

Tabla 5. Calidad morfológica de embriones procedentes de transferencias
sin embarazo.

4

15

10

5

0

t/min

A
bs

 2
5

4
 n

m
/u

.a
.

7

6 8 10

2

1
3

4

5

6
8

9

%

A 6

Morfología E. implantados

54,5

B 3 27,3

C 2 18,2

D 0 0,0

%

A 3

Morfología E. transferidos con embarazo evolutivo
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Resultados químicos
Para correlacionar los resultados químicos con la implantación del embrión, se han evaluado estadísticamente
tres grupos:

Transferencias con embarazo evolutivo y el 100% de implantación (11 embriones en 6 transferencias).

Transferencia con embarazo evolutivo (9 embriones en 4 transferencias).

Transferencias sin embarazo (31 embriones en 18 transferencias).

En el grupo I, la tabla 6 compara la concentración de piruvato, lactato y glucosa de las muestras de los
embriones implantados con los controles. En la variación de la composición de los ácidos orgánicos se observa
un consumo de piruvato en un 21,9%, mientras que para el lactato se produce un aumento del 9%. Para
la glucosa, hay una disminución del 10% con respecto a las muestras control. Con respecto a los aminoácidos,
la tabla 7 muestra un ligero consumo de los aminoácidos Asp, Glu, Asn, Ser, Gly, Tau y Ala en las muestras
de los embriones implantados, destacando una mayor variación en la concentración final de Glu y Ser del
31,0% y 34,9%, respectivamente. La concentración de Ala después de tres días de cultivo embrionario se
mantiene casi constante debido posiblemente a dos efectos conjuntos; por un lado el consumo de Ala y por
otro, la generación de éste causado por la hidrólisis del dipéptido Ala-Gln. Es obvio que la hidrólisis de Ala-
Gln conduce a la formación de Ala y Gln. Desafortunadamente, no hemos podido determinar la variación
de Ala-Gln, pero sí la formación de la Gln. La tabla 7 muestra un valor medio de Gln de los medios de cultivo
de embriones implantados de 0,03, con una desviación estándar del mismo valor.

Tabla 7. Concentración de aminoácidos (mM) presentes en el medio de cultivo tras el periodo de
incubación de los embriones que implantaron (EI). Se usan como controles, microgotas sin embrión
de las mismas placas de cultivo embrionario.

Tabla 6. Concentración de piruvato, lactato y glucosa (mM) presentes en el medio de cultivo tras el
periodo de incubación de los embriones que implantaron (EI). Se usan como controles, microgotas sin
embrión de las mismas placas de cultivo embrionario.

Media (EI)

Piruvato Lactato Glucosa

0,25 12,80 1,34

Desviación estándar (EI) 0,05 1,65 0,22

Mediana (EI) 0,26 13,30 1,40

Media (controles) 0,32 11,74 1,49

Desviación estándar (controles) 0,11 1,53 0,27

Mediana (controles) 0,34 11,70 1,59

Media (EI)

Asp

0,29

Desviación estándar (EI) 0,21

Mediana (EI) 0,40

Media (controles) 0,35

Desviación estándar (controles) 0,09

Mediana (controles) 0,39

Glu

0,20

0,09

0,24

0,29

0,04

0,30

Asn

0,11

0,03

0,11

0,13

0,01

0,13

Ser

0,15

0,06

0,13

0,23

0,02

0,22

Gly

0,11

0,04

0,10

0,15

0,02

0,16

Tau

0,10

0,03

0,11

0,14

0,01

0,14

Ala

0,22

0,10

0,24

0,23

0,02

0,22

Gln

0,03

0,03

0,03

0,00

0,00

0,00
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En el grupo II, la tabla 8 muestra la concentración de piruvato, lactato y glucosa presentes en las muestras
problemas y los compara con las concentraciones medias control. Sorprendentemente, y dentro de los
errores experimentales, no observamos ninguna variación relevante en la concentración estos nutrientes.
La concentración de piruvato media se mantiene constante, mientras que se produce un ligero aumento
en la producción de lactato y un consumo de glucosa de aproximadamente un 4%. Por otro lado, la tabla
9 revela que las variaciones en concentración de aminoácidos son menos notables que las mostradas en
la tabla 7. A pesar de eso, destacamos de nuevo un consumo de serina en un 17,4%, aunque menor que
el obtenido en la tabla 7, y un aumento de la generación de alanina (Ala) en un porcentaje de 17,4%
respecto al valor medio control. Este aumento de la concentración de Ala es fundamentalmente debido a
una mayor hidrólisis (rotura del enlace peptídico) del dipéptido Ala-Gln. Consecuentemente, esto último
está relacionado con una mayor generación de Gln (valor medio de 0,07 mM) en el medio de cultivo
transcurrido el periodo de incubación del embrión.

Del grupo III es importantísimo destacar la concentración de piruvato, lactato y glucosa presentes en el
medio de cultivo de los 31 embriones transferidos sin embarazo como muestra la tabla 10. En este grupo,
el consumo de piruvato obtenido después de tres días de cultivo embrionario es del 31,6%, que corresponde
a un 10% más comparado con el consumo obtenido para los embriones implantados (grupo I). Por otro
lado, se produce una ligera disminución del consumo de lactato en un 3,1% y una disminución
significativamente mayor del orden del 16,8% para la glucosa. Con respecto a los aminoácidos estudiados
la tabla 11 muestra un ligero aumento en la concentración de Asp aunque su desviación estándar es
considerablemente alta. Un comportamiento común sigue siendo el consumo de serina, del orden de
17,4%, además de la generación de Ala en un porcentaje notable del 30,4%, casi el doble que el obtenido
en la tabla 9 correspondiente a los embriones transferidos con embarazo evolutivo. Finalmente, la

Tabla 8. Concentración de piruvato, lactato y glucosa (mM) presentes en el medio de cultivo tras el
periodo de incubación de los embriones transferidos procedentes de transferencias con embarazo (EE).
Se usan como controles, microgotas sin embrión de las mismas placas de cultivo embrionario.

Media (EE)

Piruvato Lactato Glucosa

0,32 11,74 1,43

Desviación estándar (EE) 0,11 1,53 0,26

Mediana (EE) 0,34 11,70 1,52

Media (controles) 0,32 11,74 1,49

Desviación estándar (controles) 0,11 1,53 0,27

Mediana (controles) 0,34 11,70 1,59

Tabla 9. Concentración de aminoácidos (mM) presentes en el medio de cultivo tras el periodo de
incubación de los embriones transferidos procedentes de transferencias con embarazo (EE). Se usan
como controles, microgotas sin embrión de las mismas placas de cultivo embrionario.

Media (EE)

Asp

0,38

Desviación estándar (EE) 0,05

Mediana (EE) 0,38

Media (controles) 0,35

Desviación estándar (controles) 0,09

Mediana (controles) 0,39

Glu

0,28

0,04

0,29

0,29

0,04

0,30

Asn

0,12

0,02

0,12

0,13

0,01

0,13

Ser

0,19

0,02

0,20

0,23

0,02

0,22

Gly

0,13

0,02

0,13

0,15

0,02

0,16

Tau

0,12

0,01

0,12

0,14

0,01

0,14

Ala

0,27

0,10

0,24

0,23

0,02

0,22

Gln

0,07

0,07

0,05

0,00

0,00

0,00
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concentración de glutamina en el medio de cultivo presenta un valor medio de concentración similar al
mostrado en la tabla 9, y en ambos casos menor que el que presentaba la tabla 7 para los embriones
implantados.

Se analizan 28 transferencias de las cuales 10 consiguen embarazo evolutivo (35,71%). En 6 transferencias
se obtiene una tasa de implantación del 100% (Grupo I); en 4 se logra embarazo único (Grupo II); y en
las 18 restantes no se alcanza gestación (Grupo III). En los tres grupos estudiados se observa un consumo
de piruvato, glucosa y aminoácidos. Sin embargo, en el lactato se producen dos situaciones diferentes:
por un lado, un aumento en la concentración original del medio (grupos I y II) y por el otro, un ligero
consumo (grupo III).

Si analizamos la clasificación morfológica usada en este estudio, no es posible hacer una valoración de
cada uno de los 51 embriones seleccionados para las 28 transferencias, aunque resulta interesante destacar
alguna de ellas como, por ejemplo, la transferencia CRP del grupo I en la que se transfirieron dos embriones,
CRP2 y CRP4, de calidad morfológica C y A, respectivamente. El embrión CRP2 fue catalogado C por tener
6 células desiguales en el día 3 de desarrollo (4 células en día 2); sin embargo, implantó al igual que el
embrión CRP4, clasificado como A. En la figura 3 se muestran las imágenes de ambos embriones en día
2 y 3 para ver su evolución en el cultivo. Es curioso como dos embriones de calidad morfológica diferente
llegan a implantar y otros, catalogados A ó B, como por ejemplo en el 54,8% de los transferidos en el grupo
III, no lo consiguen. Desde luego, existen otros factores que influyen, además de la morfología, para que

Discusión

Tabla 11. Concentración de aminoácidos (mM) presentes en el medio de cultivo tras el periodo de
incubación de los embriones transferidos procedentes de transferencias sin embarazo (ES). Se usan
como controles, microgotas sin embrión de las mismas placas de cultivo embrionario.

Media (ES)

Asp

0,40

Desviación estándar (ES) 0,20

Mediana (ES) 0,39

Media (controles) 0,35

Desviación estándar (controles) 0,09

Mediana (controles) 0,39

Glu

0,31

0,10

0,33

0,29

0,04

0,30

Asn

0,14

0,05

0,13

0,13

0,01

0,13

Ser

0,19

0,06

0,19

0,23

0,02

0,22

Gly

0,14

0,04

0,14

0,15

0,02

0,16

Tau

0,13

0,04

0,12

0,14

0,01

0,14

Ala

0,30

0,14

0,26

0,23

0,02

0,22

Gln

0,07

0,04

0,06

0,00

0,00

0,00

Tabla 10. Concentración de piruvato, lactato y glucosa (mM) presentes en el medio de cultivo tras el
periodo de incubación de los embriones transferidos procedentes de transferencias sin embarazo (ES).
Se usan como controles, microgotas sin embrión de las mismas placas de cultivo embrionario.

Media (ES)

Piruvato Lactato Glucosa

0,22 11,38 1,24

Desviación estándar (ES) 0,10 1,75 0,24

Mediana (ES) 0,18 11,40 1,20

Media (controles) 0,32 11,74 1,49

Desviación estándar (controles) 0,11 1,53 0,27

Mediana (controles) 0,34 11,70 1,59
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un embrión implante,
pero esto nos hace
pensar que en algunos
casos, la morfología no
está relacionada con la
implantación.

Comparando los cambios
nutricionales de los
embriones implantados
y no implantados (tablas
6 y 10) con respecto a
los controles sobre placa,
se observa por un lado,
formación de lactato y
por otro, un consumo de
piruvato y glucosa en
ambos grupos, aunque
el consumo de piruvato
en el grupo de los
embriones implantados
es ligeramente menor.
Aún no está claro si estas
d i f e r enc i a s  en  e l
consumo de piruvato se
deben al estudio de

poblaciones diferentes en tamaño (9 embriones implantados versus 31 embriones no implantados) por
lo que, aunque su consumo está descrito en la bibliografía1, de momento no podemos correlacionarlo
cuantitativamente con la capacidad del embrión para implantar.

Con respecto al lactato, aunque este ácido orgánico se puede utilizar como nutriente durante los primeros
estadios del desarrollo embrionario, no interviene en la división celular de ratones según los estudios de
Biggers y col.34, por lo que sus resultados se podrían extrapolar a los embriones humanos donde el medio
de cultivo es mucho más complejo. Además, en la bibliografía se describe que el cigoto y el blastocisto
de ratón difieren en su capacidad de metabolizar piruvato y lactato lo que puede explicarse en base al
cambio en la relación de NAD/NADH intracelular que, a su vez, puede verse afectada por la relación
piruvato/lactato del medio35. Así, cambiando la relación entre ciertos componentes del medio, pueden
verse alterados importantes mediadores intracelulares por lo que el hecho de cambiar la concentración
de lactato en el medio de cultivo, tiene una gran importancia en la viabilidad embrionaria. Hemos calculado
la relación entre lactato y piruvato (en molar) correspondiente a los valores promedios en los controles
dando un valor de 36,7. Este mismo valor promedio para los embriones implantados (tabla 6) corresponde
a 51,2; para los embriones no implantados tiene un valor de 51,7 (tabla 10) y para el grupo de los
embriones transferidos con embarazo único (tabla 8) presenta un valor de 36,6. Sorprendentemente, la
relación lactato/piruvato es casi idéntica para los grupos I y III, donde quizás se deberían observar
diferencias más acusadas.

Durante el desarrollo in vivo, el embrión se ve expuesto a un gradiente decreciente de concentración de
lactato y piruvato y creciente en glucosa20, 34. Estos cambios en el metabolismo pueden explicarse en

Figura 3. Embriones en día 2 y 3.

Día 2 Día 3
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términos de modificaciones en la fisiología del embrión durante su desarrollo. Así, el cigoto presenta bajos
niveles de biosíntesis previa a su activación y expresión genómica, por lo tanto la relación ATP/ADP en el
embrión es elevada provocando una inhibición alostérica de la actividad glicolítica. Generalmente, el
consumo de glucosa se produce en el tercer día de desarrollo embrionario de ratón36. Nuestros resultados,
presentan un consumo de glucosa entre el 4% y el 17%, respecto a la concentración inicial de glucosa.
Los grupos I y II correspondientes a los embriones implantados y aquellos transferidos con embarazo único
respectivamente, presentan un consumo menor de glucosa con la consiguiente menor contribución de
la actividad glicolítica. Gadner y col.8 estudiaron cómo puede afectar la menor o mayor actividad glicolítica
en la morfología del blastocisto, concluyendo que un menor consumo de glucosa conducía a una calidad
pobre del blastocisto. No obstante, los requerimientos de glucosa son totalmente diferentes en el periodo
de desarrollo embrionario hasta 67-71 horas post ICSI. Lo que sí hemos observado a partir de los valores
expuestos en la tabla 10, es que se produce un mayor consumo de glucosa del 16,8% en las muestras
de embriones que no implantaron. El porcentaje de calidad morfológica de tipo A y B de estos embriones
se sitúa en un 54,8% (tabla 5). Con respecto al grupo II, el consumo de glucosa es tan sólo del 4% (tabla
8) y su porcentaje de calidad morfológica del tipo A y B es del 88,9% (tabla 4), notablemente superior al
porcentaje obtenido para el grupo III. Finalmente, el consumo de glucosa para los embriones implantados
(tabla 6) fue del 10% con un porcentaje de calidad morfológica tipo A y B del 81,8% (Tabla 3). A la vista
de los resultados obtenidos podemos observar que, hasta el día tres de cultivo embrionario, un mayor
consumo de glucosa puede estar ligado a una disminución de la calidad morfológica así como una
disminución en la capacidad de implantación.

Los aminoácidos esenciales y no esenciales en el medio de cultivo presentan una gran variedad de funciones
como por ejemplo biosíntesis de precursores, fuente de energía y regulación del metabolismo energético,
osmolitos, tamponadores de pH, complejantes y antioxidantes36. En concreto, la función de la glutamina es
diversa y compleja destacando su papel osmolítico, precursor metabólico y fuente de nitrógeno2. El inconveniente
que presenta la glutamina se centra en la descomposición espontánea para formar amonio y ácido
pirrolidocarboxílico. El amonio presenta efectos tóxicos que influyen en el desarrollo del cigoto a blastocisto
de ratones16. Para evitar la descomposición de la Gln y minimizar la formación del agente tóxico amonio, se
ha incorporado en el medio de cultivo G1 el dipéptido Ala-Gln. No obstante, la presencia de Gln en los medios
de cultivo después del tercer día de incubación embrionaria indica la rotura del enlace peptídico de la Ala-
Gln y por tanto, la presencia de Gln en el cultivo puede ser una fuente de generación de amonio. Este hecho
también se corrobora con un aumento en la formación de Ala en el cultivo embrionario.

Es relevante destacar que la concentración de Gln en las muestras de embriones implantados (tabla 7)
es más baja comparada con los valores presentados en las tablas 9 y 11. De este modo, se puede relacionar
la implantación con la baja formación de glutamina en el medio. Desafortunadamente, no se ha podido
determinar como varía la concentración del dipéptido Ala-Gln con la generación del ión amonio, procedente
de la ruptura espontánea de la Gln.

El aminoácido serina juega un papel central en la proliferación celular1, 2. De hecho, la L-serina participa
en la síntesis de nucleotidos de purinas y desoxitimidina monofosfato37. El consumo de serina promedio
para los grupos I, II y III oscila entre el 17 y 32% respecto al valor promedio control. Destacamos en este
estudio que existe una relación entre el mayor consumo de serina y el grupo I. Por el contrario, el consumo
de serina en el grupo III es aproximadamente la mitad que en el grupo I. Aunque es difícil correlacionar
los cambios en la composición de los aminoácidos esenciales y no esenciales con la morfología y la viabilidad
del embrión, también es cierto que el diseño de los medios de cultivos con una composición tan compleja,
no tienen en cuenta las posibles interacciones entre las diferentes funciones de los aminoácidos.
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En términos de necesidades metabólicas, el patrón de comportamiento de los embriones implantados es
el siguiente: consumo de piruvato y generación de lactato en un porcentaje bajo junto con un consumo
razonablemente bajo de glucosa. La presencia de glutamina en el medio de cultivo, que a su vez está
relacionada con la formación de amonio, muestra unos valores bajos.

Con respecto a los embriones que no implantaron, destacamos dos puntos clave: el primero de ellos radica
en un consumo más alto de glucosa con el consiguiente efecto glicolítico asociado, y el segundo se
fundamenta en una mayor producción de glutamina y alanina en el medio.

El estudio muestra una tendencia en el comportamiento nutricional de los embriones implantados diferente
a los que no implantan. Aunque estos datos son prometedores, es necesario ampliar la casuística con el
fin de obtener resultados concluyentes. El beneficio que puede obtenerse con este trabajo, es el desarrollar
un sistema que correlacione la implantación con los parámetros morfológicos y químicos y, de este modo,
llegar a crear modelos estadísticos que ayuden a entender mejor el proceso de la implantación a la vez
que nos permita seleccionar mejor los embriones.

Como objetivos futuros, sería interesante estudiar y conocer las condiciones del cultivo embrionario con
más precisión de lo que actualmente sabemos para que podamos disponer de un nuevo medio de cultivo
más acorde con las necesidades nutricionales del embrión y nos permita tener embriones de mejor calidad
y con un mayor potencial de implantación.

Conclusión
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