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Introduccion

Las condiciones fisiolégicas del tracto reproductor femenino reflejan las necesidades nutricionales que el
embrion necesita en los primeros estadios de su desarrollo. In vitro, el escenario es diferente cuando se
trata de llevar a cabo el desarrollo del embrion en un medio de cultivo quimicamente definido ya que la
eleccion del mismo resulta compleja debido a la dificultad de conocer con exactitud los elementos que
intervienen “in vitro”. Por ello, la composicion de los medios de cultivo es determinante para el adecuado
crecimiento celular. Para la comercializacion de los medios de cultivo se han desarrollado dos metodologias
basadas fundamentalmente, y utilizando la terminologia inglesa, en (i) “let the embryo choose” y (ii) “back-
to-nature”, segun la bibliografia existente”*. No obstante, hay que destacar que existen limitaciones de
ambas pero su combinacion ayuda a obtener un desarrollo celular del embridn in vitro que se aproxima
a los procesos que ocurren in vivo. Entre los componentes mas importantes que debe presentar un medio
de cultivo se encuentran los requerimientos energéticos como los acidos organicos (piruvato y lactato) y
glucosa, y los aminoacidos esenciales, entre otros. Por ejemplo, un embrién hasta el tercer dia de desarrollo
in vitro (7 u 8 células) posee una baja actividad metabdlica por lo que tiene una capacidad limitada a
utilizar glucosa y genera energia a partir de bajos niveles de oxidacién de piruvato, lactato y aminoacidos
no esenciales. Sin embargo, a partir de 8 células utiliza la glucosa como nutriente de eleccion y necesita
aminodcidos esenciales y no esenciales para la proliferacion y diferenciacion celular”*.

De hecho, existen grandes diferencias en el embrién antes y después de su compactacion (paso del
embrion de 8 células a 16 células compactas “adheridas” por la accion de la proteina caderina E)°. Antes
de la compactacion, el embrién 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 glucosa™. Por otro lado, en el periodo previo a la compactacion, el desarrollo
embrionario se ve favorecido en presencia de aminoacidos no esenciales’, mientras que en el periodo
posterior, aumenta la necesidad de que existan aminoacidos tanto esenciales como no esenciales en el
medio”. Se cree que los aminoacidos son unos reguladores clave de la evolucion del embrion, de modo
que el uso de un medio de cultivo carente de éstos puede suponer un trauma para el embrion®*,

Respecto al metabolismo energético, el cigoto presenta un bajo consumo de oxigeno y depende de bajos
niveles de oxidacion de piruvato y lactato, no pudiendo usar la glucosa como Gnica fuente de energia™ *.
En cambio, el blastocito muestra una gran capacidad de emplear la glucosa tanto en modo oxidativo como
a través de la glicolisis aerbbica (conversion de glucosa en lactato incluso en presencia de oxigeno suficiente

para el metabolismo oxidativo).

13,14

Se ha observado que elevadas concentraciones de glucosa son perjudiciales para el desarrollo del embrién
puesto que la glucosa se usa, asi como fuente de energia via glicélisis”. Dado que ésta no es la via de
obtencién de energia mas favorable, se puede producir un perjuicio en el desarrollo del embrién. Sin
embargo, la posible inhibicidn de las funciones del embrién a causa de la glucosa no es tan evidente
cuando en el medio estan presentes aminoacidos especificos y el quelato acido etilendiaminotetraacético
(EDTA), ya que estos inhiben por mecanismos independientes la actividad glicolitica en el cigoto™"’. Por
todo esto, parece ser que la supresién de la glicdlisis conduciria 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 critica’.

Los aminoé&cidos funcionan como precursores biosintéticos y sustancias energéticas. Actian como
reguladores del metabolismo energético, mantienen la osmolaridad y participan en funciones antioxidantes
y quelantes®. Especificamente, la glutamina y los aminoacidos no esenciales como la taurina favorecen
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los primeros estadios de division celular en el embrién, ademas de estimular la formacion del trofoectodermo.
Por un lado, los aminoacidos esenciales no otorgan ningun beneficio durante la division 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.

Ademas de la gran variedad de aminoacidos presentes en los medios de cultivo, es importante destacar
el papel de la glutamina (GIn). Este es el aminoacido mas labil pues cede una cantidad desproporcionada
de amonio al medio por su ruptura espontanea a 37°C. El papel de la GIn en el desarrollo embrionario es
complejo, dadas sus muchas funciones bioldgicas y fisiologicas. De hecho, la GIn a una concentracion
de 3 mM y en presencia 85 mM de NacCl inhibe el desarrollo del blastocisto de raton pero estimula su
desarrollo cuando la concentracion de NaCl es 125 mM". En este caso, es probable que la Gln actie como
osmolito, contribuyendo al aumento de fuerza iénica en contraposicion a su papel de aminoacido glucogénico,
precursor metabolico y fuente de nitrégeno. La inhibicion del desarrollo embrionario presente en el primer
caso se atribuye a los efectos toxicos del amonio que resulta de la ruptura espontanea de la GIn, comprobado
por varios autores en embriones de raton*. Este problema se puede solucionar en parte sustituyendo este
aminoacido por el dipéptido alanil-glutamina (Ala-GIn), aunque la formacién de GIn 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 vitroy los
criterios metabdlicos. De esta forma, diversos estudios relativos a consumo de nutrientes y su relacién con
la capacidad de implantacion se han ido realizando con embriones humanos. Asi, por ejemplo, Conaghan
y col.” observaron una relacion inversa entre el consumo de piruvato hasta un embrion de 8 células y la
tasa de embarazo. Sin embargo, los medios de cultivo que utilizaron carecian de la presencia de aminoacidos
y vitaminas. De la misma forma, Jones y col.”, utilizando un medio de cultivo simple basado so6lo en glucosa,
no obtuvieron resultados concluyentes sobre la tasa de embarazo y consumo del nutriente. En un medio
de cultivo mas complejo y por tanto minimizando el estrés inducido por el propio cultivo, Van den Bergh
y col.” observaron que los blastocistos que soportaron un proceso glicolitico bajo daban lugar a mayores
tasas de implantacion. Posteriormente, Gardner y col.” determinaron que la morfologia del blastocisto
estaba relacionada con el consumo de glucosa. Asi 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, asi como la de
buscar una relacién entre los cambios nutricionales y la capacidad de implantacion, la tasa de embarazo
global de los procesos de fecundacion in vitro se sitUa 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 selecciéon adecuada de los embriones
para la transferencia. Sin embargo, hay embriones considerados de buena calidad que no implantan y si
lo hacen otros catalogados de mal prondstico, segun criterios morfolégicos, por lo que deben existir otros
factores, tales como nutricionales o aquellos producidos por un estrés oxidativo que, de controlarlos,
ayudarian a seleccionar mejor los embriones para la transferencia.

La tendencia actual, apoyada por la legislacion vigente en Espafia, es la de transferir el menor nimero de
embriones posible en los procesos de reproduccion asistida (la ley no permite méas de tres) con el animo
de disminuir drasticamente la problemética 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,
basandonos en técnicas quimicas, ademas de los métodos morfolégicos o genéticos usados hasta el
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momento, que permitiera seleccionar mejor los embriones, no sélo aumentaria la eficacia de los procesos
de reproduccion asistida sino que ademas reduciria a uno el nimero de embriones para la transferencia.

El objetivo de este trabajo es determinar los cambios en la composicién de un medio de cultivo quimicamente
definido tras tres dias de cultivo embrionario para conocer las necesidades metabdlicas de cada embrion
transferido y correlacionarlo con su morfologia y la tasa de embarazo e implantacion.

Equipamiento, condiciones experimentales y metodologia

Estimulacién ovarica

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

® Protocolo de agonistas de la GnRh: consiste en frenado hipofisario con 0,1 mg/dia subcutaneo de
acetato de leuprolerina (PROCRIN, Laboratorios Abbott) desde el dia 22° del ciclo previo a dosis de
0,1 cc hasta nueva menstruacion, momento en el cual se reduce la dosis a la mitad (0,05 cc) hasta
la administracién de HCG recombinante. Tras comprobar supresion ovarica con cifras de estradiol
< 40 pg/ml se inicia estimulacion con FSH recombinante (GONAL-f, Laboratorios Serono) comenzando
el 3° dia del ciclo y afiadiendo en algunos casos LH recombinante (LUVERIS®, Lab. Serono) en dosis
variables de ambas, dependiendo de la edad, reserva ovarica y respuesta de ciclos anteriores. Se
realiza monitorizacion ecografica y analitica (17  estradiol) a partir del 7°- 8° dia del ciclo, se ajusta
la medicacion (FSH/LH) y se administra HCG recombinante (OVITRELLE®, Lab. Serono) cuando se
visualizan 3 6 mas foliculos > 18 mm.

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

Para ambos protocolos, la captacién ovocitaria se efectia 36-38 horas tras la inyeccién de HCG recombinante
mediante puncién/aspiracién ecoguiada con sonda transvaginal. Posteriormente, a la paciente se le
suministra progesterona (CRINONE®, Lab. Serono) como apoyo de la fase lttea.

Cultivo embrionario

Los ovocitos maduros obtenidos se microinyectan (ICSI) y su desarrollo embrionario se lleva a cabo durante
tres dias en un medio de cultivo quimicamente definido y disponible comercialmente (G1plus, VITROLIFE).
Como método de cultivo se usa un sistema en microgota de 25 ul durante un periodo de incubacion de
72 horas y los analisis quimicos se realizan en cada una de las microgotas de los embriones transferidos
(muestras problema) y en las microgotas de medio de cultivo sin embrién usadas como controles.

Como parametros bioldgicos evaluados, los embriones se fotografian y valoran diariamente segun la
clasificacion morfologica descrita en los “Criterios ASEBIR de valoracion morfolégica de ovocitos, embriones
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tempranos y blastocistos”™.
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Criterios de valoracion morfoldgica

Las posibilidades de gestacion en la especie humana dependen en gran medida tanto de la receptividad
endometrial como de la calidad embrionaria. Actualmente, el método méas extendido y eficiente para valorar
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la calidad embrionaria es la utilizacion de parametros morfoldgicos . Para este trabajo, el estadio de
desarrollo embrionario escogido para hacer la catalogacion morfoldgica ha sido el tercer dia de cultivo D+3
(67-72 horas post ICSI) por ser el dia en realizar la transferencia, aunque la valoracién en los dias de cultivo
anteriores, ovocito (D+0: 0 horas), zigoto (D+1: 16-19 horas post ICSI) y primera division celular (D+2:
44-47 horas post ICSI), también han sido considerados.

El sistema de clasificacion empleado “Criterios ASEBIR de valoracién morfoldgica de Oocitos, Embriones
tempranos y Blastocistos” se divide en 4 categorias, divididas en funcion del potencial implantatorio
esperado:

® Categoria A: Embrion de éptima calidad con maxima capacidad de implantacion.
® (Categoria B: Embrion de buena calidad con elevada capacidad de implantacion.
® Categoria C: Embrion regular con bajas probabilidades de implantacion.

® (Categoria D: Embrién de mala calidad con muy pocas posibilidades de implantacion.

La asignacién del embrién a una categoria va a depender de las siguientes variables morfoldgicas: ritmo
de division celular, fragmentacion celular, tamafio de los blastdémeros, multinucleacion, anillo acitoplasmatico,
vacuolas y zona pellcida. Las tablas 1 y 2 describen las cuatro categorias definidas a partir de las variables
indicadas.

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

N° de células Fragmentacion Zona
CALIDAD | (= indica paso de D+2 a D+3) % Blastomeros* | Multinucleacion | Citoplasma | pelGcida
A e4-37-8 ¢ <10%
e No tipo IV Iguales o No Sin Normal
- j |
B o4 3=7-8 (si frag. 11%-25%) | e <26 SRS vacuolas
o4 3>9 e No tipo IV

*El patron de semejanza o igualdad entre blastémeros sélo es valorable en estadios de 2,4, 8 y 16 células.

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

N° de células Fragmentacion
CALIDAD | (®indica paso de D+2 a D+3) % Multinucleacion | Citoplasma| Siempre que exista
@ 0e204065->7 © <35% No & e Desigualdad en el
(si frag. 26%-35%) No tipo IV oE tamafio celular
. O p N escasas
e 6 2 >8 (si frag. <35%) Y e Vacuolas escasas
, vacuolas o
02046 e Zona pellcida
e 3*3>6 anormal
D e 1 6 >6 5 cualquier valor e Multinucleacion
e Cualquier valor = <6 e Vacuolas abundantes
e De D+2 a D+3 aumenta e Fragmentacion >35%
1 célula o
e Fragmentacion tipo IV
o Anillo acitoplasmatico
D+3

*1 célula grande y 2 pequefias.
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Parametros quimicos evaluados

La composicion original del medio de cultivo asi como los cambios cualitativos y cuantitativos una vez
transferidos los embriones, se han evaluado por cromatografia liquida, espectrometria de masas y absorcion
atémica.

Los parametros quimicos analizados son los siguientes: consumo de glucosa, variacion de lactato piruvato
y aminoacidos, y finalmente la generacion de glutamina a partir del dipéptido alanilglutamina presente en
el medio.

Preparacion de las muestras

Después del tercer dia de cultivo y tras la transferencia del embrion, las muestras problema y controles
(25 wl cada muestra) se almacena a 4°C en tubos eppendorf de polipropileno para el anélisis inmediato
de &cido lactico, &cido piravico, glucosa y aminoacidos. Las muestras se centrifugan a 6.000 rpm durante
15 minutos previa a la diluciéon con agua ultrapura (18 Mohm.cm de resistividad iénica). Los reactivos
utilizados son de la maxima pureza y sin purificaciéon requerida.

Métodos instrumentales para la determinacion y seguimiento del medio de cultivo

La hipotesis del control metabolico pretende establecer una relacion entre el metabolismo del embrién y
su viabilidad tras la transferencia. Hasta la fecha, se ha empleado principalmente la ultramicrofluorescencia
desarrollada por Lechene y col.”*. La ultramicrofluorescencia nos permite determinar la variacion de
nutrientes tales como carbohidratos, aminoacidos, 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
analitica de cromatografia de alta resolucion (HPLC) con detectores de ultravioleta-visible y espectrometria
de masas con ionizacion por electrospray MS-ESI*.

Determinacion de &cidos organicos

La determinacion de acidos piravico y lactico presentes en el medio G1 en dia 0 y dia 3 de cultivo se ha
llevado a cabo mediante HPLC Agilent 1100 series; como columna de HPLC: C,; Hypersil ODS, 4,0 x 250
mm, 5 micras, y como fase moévil: 20 mM de

Anélisis de &cido pirtivico (1) y acido Ilactico (2) por HPLC empleando de2,5 co_n _|1-|3PO4 auna vel_o cidad de fIUJ_(_) de
un instrumento Agilent 1100 series con detector UV-Vis (longitud 0,5 mL.min"y con una longitud de onda fijada
de onda 210 nm) y una columna C,g Hypersil ODS, 4,0 x 250 mm,

5 micras y una velocidad de flujo éaé 0,5 mL min™ del eluyente 20 en 210, 220'y 254 nm.

mM Na,HPO,, pH 2,5 ajustado con H;PO.,.

15 Se ha obtenido una recta de calibrado para
la determinacion de acido lactico a una longitud
de onda de 210 nm correspondiente a la
ecuacion Abs (210) = 71,839* (concentracion
de lactato en mM) con un coeficiente de
regresion R*= 0,9996. Para la determinacion
de acido piravico se ha usado la ecuacion Abs
1 (220) = 1272,4* (concentracién de piruvato
0 JJ\J en mM) con un coeficiente de regresion R*=
T T T T T 0,9992. La figura 1 muestra el cromatograma
& 5 e correspondiente a la determinacion de lactato
{/min y piruvato en el medio de cultivo (0,020 ml

de volumen inyectado).

=
o
1

Abs 210 nm/u.a.
(6)]
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Determinacion de glucosa

Aungue inicialmente se abordd la determinacion de la glucosa de un modo similar al planteado para los
acidos organicos, se demostré que la concentracion de glucosa en el medio de cultivo estaba por debajo
del limite de deteccidn utilizando los detectores UV-Vis e indice de refraccion. Esto condujo a utilizar otras
técnicas como la cromatografia liquida acoplada a un espectrometro de masas (HPLC-MS)*.

El cromatografo liquido de alta resolucion 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 NH, 4,6 x 150 mm, 5 micras, y como fase movil, una mezcla de acetonitrilo/agua en una
proporcién 65:35 viv en presencia de 0,1% de acido trifluoroacético a una velocidad de flujo de 0,5 mL.min’
!, La ionizacién de la glucosa se realizé en modo positivo midiendo la abundancia del ién [Glucosa + Na]*
para realizar las curvas de calibrado.

Determinacion de aminoacidos y taurina

Para poder determinar la concentracion de
aminoacidos, taurina y alanilglutamina [kl

presentes en el medio de cultivo es necesario Reaccioén correspondiente a la derivatizacion de aminoacidos utilizando
transformarlos “derivatizarlos” previamente.  fenilisotiocianato (PITC) como reactivo derivatizante.

En nuestro caso se opt6 por realizar una

derivatizacion precolumna con fenilisotio-

cianato PITC®. El esquema 1 representa

el proceso general correspondiente a la

derivatizacion de aminodacidos con este b
método. Esta reaccion es extrapolable a la CH N
derivatizacion de la taurina y la alanilglu- + HC™ —> S~
tamina. N — |

I HN
Antes del proceso de derivatizacion, la |c| HO \
proteina albimina humana (HSA), presente CH

” H,Cc—

en el medio de cultivo, debe ser eliminada \
precipitdndola mediante el uso de un co- /c=o
0

wn

disolvente como el etanol. A continuacion,
las muestras se centrifugaron a 6.000 rpm
durante 15 minutos y finalmente, las frac-
ciones sobrenadantes se utilizaron para el
proceso derivativo.

PITC H

Posteriormente, se determind la concentracion de los aminoacidos, 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 hidrélisis de la alanilglutamina durante el cultivo embrionario. La figura
2 muestra el cromatograma correspondiente a una muestra problema después del tercer dia de incubacion
en el que se observa la presencia del pico de glutamina (pico 5).

Para la determinacion de los aminodcidos, se empleé un HPLC Agilent 1100 Series con detector UV-Vis
a una longitud de onda de 254 nm y una columna C,; Hypersil ODS, 4,0 x 250 mm de 5 micras. Los
experimentos se realizaron mediante un gradiente de dos fases maviles: A (20 mM acetato sodico, 4%
trietilamina y 4% 4acido trifluoroacético a pH 5,5) y B (acetonitrilo 100% B en 60 min), y una velocidad
de flujo de 1,0 mL min™. 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 retencion muy
similares.

-
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Cromatograma HPLC correspondiente a la deriva-
tizacion de aminodcidos, 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 empleé un
instrumento Agilent 1100 Series con detector UV-
Vis a una longitud de onda de 254 nm y una
columna C,, Hypersil ODS, 4,0 x 250 mm, 5 micras.
Los experimentos se realizaron mediante un gra-
diente de dos fases mdviles. A: 20 mM acetato
sddico, 4% trietilamina y 4% dcido trifluoroacético
a pH 5,5 y B: acetonitrilo (100%B en 60 min) y
una velocidad de flujo de 1,0 mL min®. Los ami-
noacidos se derivatizaron previamente con PITC.

Abs 254 nm/u.a.
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Resultados /

Resultados clinicos y morfoldgicos

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
morfologias A, B ¢ C) se obtiene
embarazo evolutivo con una
tasa de implantacion del 100%;
en 4 transferencias de 2, 2, 2
y 3 embriones respectivamente
(9 embriones con morfologias
A, B, C 6 D) se consigue em-
barazo Unico evolutivo; y en las
18 restantescon 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 morfologias A, B, C 6 D)
no se consigue embarazo. El
porcentaje de la calidad mor-
folégica de los embriones
transferidos se puede visualizar
en las tablas 3, 4y 5, respec-
tivamente.

o

Tabla 3. Calidad morfoldgica de embriones procedentes de transferencias

con embarazo evolutivo y el 100% de implantacion.

Morfologia E. implantados %

A 6 54,5
B 3 27,3
0 2 18,2
D 0 0,0

Tabla 4. Calidad morfoldgica de embriones procedentes de transferencias

con embarazo unico evolutivo.

Morfologia E. transferidos con embarazo evolutivo %

A S SSRGS
B 5 55,6
C 0 0,0
D 1 11,1

Tabla 5. Calidad morfoldgica de embriones procedentes de transferencias

sin embarazo.

Morfologia E. transferidos sin embarazo %
A 13 41,9
B 4 12,9
© 7 22,6
D 7 22,6




Resultados quimicos

Para correlacionar los resultados quimicos con la implantacion del embrion, se han evaluado estadisticamente
tres grupos:

® Transferencias con embarazo evolutivo y el 100% de implantacion (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 1, la tabla 6 compara la concentracion de piruvato, lactato y glucosa de las muestras de los
embriones implantados con los controles. En la variacion de la composicién de los acidos organicos 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 disminucion del 10% con respecto a las muestras control. Con respecto a los aminoacidos,
la tabla 7 muestra un ligero consumo de los aminoacidos Asp, Glu, Asn, Ser, Gly, Tau y Ala en las muestras
de los embriones implantados, destacando una mayor variacion en la concentracioén final de Glu y Ser del
31,0% y 34,9%, respectivamente. La concentracion de Ala después de tres dias de cultivo embrionario se
mantiene casi constante debido posiblemente a dos efectos conjuntos; por un lado el consumo de Ala y por
otro, la generacion de éste causado por la hidrolisis del dipéptido Ala-GIn. Es obvio que la hidrolisis de Ala-
GIn conduce a la formacion de Ala y GIn. Desafortunadamente, no hemos podido determinar la variacion
de Ala-GIn, pero si la formacion de la GIn. La tabla 7 muestra un valor medio de GIn de los medios de cultivo
de embriones implantados de 0,03, con una desviacion estandar del mismo valor.

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

Piruvato Lactato Glucosa
Media (El) 0,25 12,80 1,34
Desviacion estandar (EI) 0,05 1,65 0,22
Mediana (EIl) 0,26 13,30 1,40
Media (controles) 0,32 11,74 1,49
Desviacion estandar (controles) 0,11 1,53 0,27
Mediana (controles) 0,34 11,70 1,59

Tabla 7. Concentracion de aminoacidos (mM) presentes en el medio de cultivo tras el periodo de
incubacion de los embriones que implantaron (El). Se usan como controles, microgotas sin embrion
de las mismas placas de cultivo embrionario.

Asp Glu Asn Ser (€]} Tau Ala GIn
Media (EI) 0,29 0,20 0,11 0,15 0,11 0,10 0,22 0,03
Desviacion estandar (EI) 0,21 0,09 0,03 0,06 0,04 0,03 0,10 0,03
Mediana (El) 0,40 0,24 0,11 0,13 0,10 0,11 0,24 0,03
Media (controles) 0,35 0,29 0,13 0,23 0,15 0,14 0,23 0,00
Desviacién estandar (controles) | 0,09 0,04 0,01 0,02 0,02 0,01 0,02 0,00
Mediana (controles) 0,39 0,30 0,13 0,22 0,16 0,14 0,22 0,00
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En el grupo Il, la tabla 8 muestra la concentracion 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 variacion relevante en la concentracion estos nutrientes.
La concentracion de piruvato media se mantiene constante, mientras que se produce un ligero aumento
en la produccioén de lactato y un consumo de glucosa de aproximadamente un 4%. Por otro lado, la tabla
9 revela que las variaciones en concentracion de aminoacidos 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%, aungque menor que
el obtenido en la tabla 7, y un aumento de la generacion de alanina (Ala) en un porcentaje de 17,4%
respecto al valor medio control. Este aumento de la concentracion de Ala es fundamentalmente debido a
una mayor hidrélisis (rotura del enlace peptidico) del dipéptido Ala-GIn. Consecuentemente, esto Ultimo
esta relacionado con una mayor generacion de GIn (valor medio de 0,07 mM) en el medio de cultivo
transcurrido el periodo de incubacién del embrion.

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

Piruvato Lactato Glucosa
Media (EE) 0,32 11,74 1,43
Desviacién estandar (EE) 0,11 1,53 0,26
Mediana (EE) 0,34 11,70 1,52
Media (controles) 0,32 11,74 1,49
Desviacion estandar (controles) 0,11 il 52 0,27
Mediana (controles) 0,34 11,70 1,59

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

Asp Glu Asn Ser Gly Tau Ala GIn
Media (EE) 0,38 0,28 0,12 0,19 0,13 0,12 0,27 0,07
Desviacion estandar (EE) 0,05 0,04 0,02 0,02 0,02 0,01 0,10 0,07
Mediana (EE) 0,38 0,29 0,12 0,20 0,13 0,12 0,24 0,05
Media (controles) 0,35 0,29 0,13 0,23 0,15 0,14 0,23 0,00
Desviacién estandar (controles) 0,09 0,04 0,01 0,02 0,02 0,01 0,02 0,00
Mediana (controles) 0,39 0,30 0,13 0,22 0,16 0,14 0,22 0,00

Del grupo Il es importantisimo destacar la concentracion 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 dias de cultivo embrionario es del 31,6%, que corresponde
a un 10% mas comparado con el consumo obtenido para los embriones implantados (grupo ). Por otro
lado, se produce una ligera disminucion del consumo de lactato en un 3,1% y una disminucion
significativamente mayor del orden del 16,8% para la glucosa. Con respecto a los aminoacidos estudiados
la tabla 11 muestra un ligero aumento en la concentracion de Asp aunque su desviacion estandar es
considerablemente alta. Un comportamiento comun sigue siendo el consumo de serina, del orden de
17,4%, ademas de la generacién 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
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concentracion de glutamina en el medio de cultivo presenta un valor medio de concentracién similar al
mostrado en la tabla 9, y en ambos casos menor que el que presentaba la tabla 7 para los embriones
implantados.

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

Piruvato Lactato Glucosa
Media (ES) 0,22 11,38 1,24
Desviacién estandar (ES) 0,10 1,75 0,24
Mediana (ES) 0,18 11,40 1,20
Media (controles) 0,32 11,74 1,49
Desviacién estandar (controles) 0,11 1,53 0,27
Mediana (controles) 0,34 11,70 1,59

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

Asp Glu Asn Ser (€1)Y Tau Ala GIn
Media (ES) 0,40 0,31 0,14 0,19 0,14 0,13 0,30 0,07
Desviacién estandar (ES) 0,20 0,10 0,05 0,06 0,04 0,04 0,14 0,04
Mediana (ES) 0,39 0,33 0,13 0,19 0,14 0,12 0,26 0,06
Media (controles) 0,35 0,29 0,13 0,23 0,15 0,14 0,23 0,00
Desviacion estandar (controles) 0,09 0,04 0,01 0,02 0,02 0,01 0,02 0,00
Mediana (controles) 0,39 0,30 0,13 0,22 0,16 0,14 0,22 0,00

Discusion

Se analizan 28 transferencias de las cuales 10 consiguen embarazo evolutivo (35,71%). En 6 transferencias
se obtiene una tasa de implantacion del 100% (Grupo 1); en 4 se logra embarazo Unico (Grupo 1l); y en
las 18 restantes no se alcanza gestacion (Grupo ll). En los tres grupos estudiados se observa un consumo
de piruvato, glucosa y aminoacidos. Sin embargo, en el lactato se producen dos situaciones diferentes:
por un lado, un aumento en la concentracion original del medio (grupos |y 1) y por el otro, un ligero
consumo (grupo IlI).

Si analizamos la clasificacion morfolégica usada en este estudio, no es posible hacer una valoracion 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 | en la que se transfirieron dos embriones,
CRP2 y CRP4, de calidad morfolégica C y A, respectivamente. El embrién CRP2 fue catalogado C por tener
6 células desiguales en el dia 3 de desarrollo (4 células en dia 2); sin embargo, implanté al igual que el
embrién CRP4, clasificado como A. En la figura 3 se muestran las imagenes de ambos embriones en dia
2y 3 para ver su evolucion en el cultivo. Es curioso como dos embriones de calidad morfologica diferente
llegan a implantar y otros, catalogados A 6 B, como por ejemplo en el 54,8% de los transferidos en el grupo
I, no lo consiguen. Desde luego, existen otros factores que influyen, ademas de la morfologia, para que
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Figura 3. Embriones en dia 2 y 3.

Dia 2

un embrién implante,
pero esto nos hace
pensar que en algunos
casos, la morfologia no
esta relacionada con la
implantacion.

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,
formacion 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.
AUn no esta claro si estas
diferencias en el
consumo de piruvato se
deben al estudio de

poblaciones diferentes en tamafio (9 embriones implantados versus 31 embriones no implantados) por
lo que, aunque su consumo esta descrito en la bibliografia’, de momento no podemos correlacionarlo

cuantitativamente con la capacidad del embrién para implantar.

Con respecto al lactato, aunque este acido organico se puede utilizar como nutriente durante los primeros
estadios del desarrollo embrionario, no interviene en la division celular de ratones segun los estudios de
Biggers y col.”, por lo que sus resultados se podrian extrapolar a los embriones humanos donde el medio
de cultivo es mucho més complejo. Ademas, en la bibliografia se describe que el cigoto y el blastocisto
de raton difieren en su capacidad de metabolizar piruvato y lactato lo que puede explicarse en base al
cambio en la relacion de NAD/NADH intracelular que, a su vez, puede verse afectada por la relacion
piruvato/lactato del medio™. Asi, cambiando la relacién entre ciertos componentes del medio, pueden
verse alterados importantes mediadores intracelulares por lo que el hecho de cambiar la concentracion
de lactato en el medio de cultivo, tiene una gran importancia en la viabilidad embrionaria. Hemos calculado
la relacion 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 Unico (tabla 8) presenta un valor de 36,6. Sorprendentemente, la
relacion lactato/piruvato es casi idéntica para los grupos | y Ill, donde quizas se deberian observar

diferencias mas acusadas.

Durante el desarrollo in vivo, el embrion se ve expuesto a un gradiente decreciente de concentracion de

lactato y piruvato y creciente en glucosa

o

. Estos cambios en el metabolismo pueden explicarse en




términos de modificaciones en la fisiologia del embrion durante su desarrollo. Asi, el cigoto presenta bajos
niveles de biosintesis previa a su activacion y expresion gendémica, por lo tanto la relacion ATP/ADP en el
embrion es elevada provocando una inhibicion alostérica de la actividad glicolitica. Generalmente, el
consumo de glucosa se produce en el tercer dia de desarrollo embrionario de raton™. Nuestros resultados,
presentan un consumo de glucosa entre el 4% y el 17%, respecto a la concentracion inicial de glucosa.
Los grupos | y 1l correspondientes a los embriones implantados y aquellos transferidos con embarazo Unico
respectivamente, presentan un consumo menor de glucosa con la consiguiente menor contribucién de
la actividad glicolitica. Gadner y col.® estudiaron cémo puede afectar la menor o mayor actividad glicolitica
en la morfologia del blastocisto, concluyendo que un menor consumo de glucosa conducia 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 si 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 morfolégica de tipo Ay B de estos embriones
se sitla en un 54,8% (tabla 5). Con respecto al grupo 1, el consumo de glucosa es tan so6lo del 4% (tabla
8) y su porcentaje de calidad morfoldgica del tipo Ay B es del 88,9% (tabla 4), notablemente superior al
porcentaje obtenido para el grupo Ill. Finalmente, el consumo de glucosa para los embriones implantados
(tabla 6) fue del 10% con un porcentaje de calidad morfologica tipo Ay B del 81,8% (Tabla 3). A la vista
de los resultados obtenidos podemos observar que, hasta el dia tres de cultivo embrionario, un mayor
consumo de glucosa puede estar ligado a una disminucién de la calidad morfolégica asi como una
disminucion en la capacidad de implantacion.

Los aminoacidos esenciales y no esenciales en el medio de cultivo presentan una gran variedad de funciones
como por ejemplo biosintesis de precursores, fuente de energia y regulacion del metabolismo energético,
osmolitos, tamponadores de pH, complejantes y antioxidantes™. En concreto, la funcion de la glutamina es
diversa y compleja destacando su papel osmolitico, precursor metabolico y fuente de nitrégeno’. El inconveniente
que presenta la glutamina se centra en la descomposicion espontanea para formar amonio y acido
pirrolidocarboxilico. EI amonio presenta efectos toxicos que influyen en el desarrollo del cigoto a blastocisto
de ratones™. Para evitar la descomposicion de la GIn y minimizar la formacion del agente toxico amonio, se
ha incorporado en el medio de cultivo G1 el dipéptido Ala-GIn. No obstante, la presencia de GIn en los medios
de cultivo después del tercer dia de incubacion embrionaria indica la rotura del enlace peptidico de la Ala-
GlIny por tanto, la presencia de GIn en el cultivo puede ser una fuente de generacién de amonio. Este hecho
también se corrobora con un aumento en la formacion de Ala en el cultivo embrionario.

Es relevante destacar que la concentracion de GIn en las muestras de embriones implantados (tabla 7)
es mas baja comparada con los valores presentados en las tablas 9 y 11. De este modo, se puede relacionar
la implantacion con la baja formacién de glutamina en el medio. Desafortunadamente, no se ha podido
determinar como varia la concentracion del dipéptido Ala-GIn con la generacion del ién amonio, procedente
de la ruptura esponténea de la GIn.

El amino&cido serina juega un papel central en la proliferacion celular™?. De hecho, la L-serina participa
en la sintesis de nucleotidos de purinas y desoxitimidina monofosfato®. EI consumo de serina promedio
para los grupos I, Il y 11l oscila entre el 17 y 32% respecto al valor promedio control. Destacamos en este
estudio que existe una relacion entre el mayor consumo de serina y el grupo I. Por el contrario, el consumo
de serina en el grupo Il es aproximadamente la mitad que en el grupo I. Aunque es dificil correlacionar
los cambios en la composicién de los aminoacidos esenciales y no esenciales con la morfologia y la viabilidad
del embrién, también es cierto que el disefio de los medios de cultivos con una composicion tan compleja,
no tienen en cuenta las posibles interacciones entre las diferentes funciones de los aminoacidos.

-

y



Conclusion

En términos de necesidades metabolicas, el patron de comportamiento de los embriones implantados es
el siguiente: consumo de piruvato y generacion 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 esta
relacionada con la formaciéon 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 mas alto de glucosa con el consiguiente efecto glicolitico asociado, y el segundo se
fundamenta en una mayor produccion 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 casuistica con el
fin de obtener resultados concluyentes. El beneficio que puede obtenerse con este trabajo, es el desarrollar
un sistema que correlacione la implantacién con los parametros morfolégicos y quimicos y, de este modo,
llegar a crear modelos estadisticos que ayuden a entender mejor el proceso de la implantacion a la vez
que nos permita seleccionar mejor los embriones.

Como objetivos futuros, seria interesante estudiar y conocer las condiciones del cultivo embrionario con
mas precision de lo que actualmente sabemos para que podamos disponer de un nuevo medio de cultivo
mas acorde con las necesidades nutricionales del embrion y nos permita tener embriones de mejor calidad
y con un mayor potencial de implantacion.
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