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ABSTRACT

Objectives:To identify contraction (CT) patterns in human blastocysts using a
Time-Lapse incubator and to correlate them with their ploidy status by PGT-A
analysis, the time they took to reach blastocyst state, implantation rate and clinical
pregnancy rate. Design: Retrospective cohort study. Interventions: From October
2016 through May 2018, 270 patients were evaluated, 912 embryos were cultivated
in the Time-Lapse (Embryoscope™, Vitrolife) incubator; 778 of them were tested
for aneuploidy using an NGS platform in a reference laboratory. Vitrification was
performed according to the result of embryo development and awaiting the NGS
result, followed by devitrification and transfer of a single embryo. Blastocyst
contractions (CT) were determined using the EmbryoViewer (EmbryoViewer™
drawing tools) in order to obtain area, percentage of contraction and the various
types of contractions, and these were compared with the NGS genetic study result.
182 transfers were performed to patients with an average age of 30.4 years, range
24 to 39 years. Finally, we obtained the correlation of implantation rate and clinical
pregnancy of euploid embryos transferred in the program of assisted reproduction.
Results: Embryos were separated into two groups according to contraction during
their development: those that contracted (CT) and those that did not, named “only
expanding” (OE). OE embryos were euploid in 58.3%, while 53.6% of CT embryos
were aneuploid, with a statistically significant difference (p=0.029), meaning that OE
embryos had higher chances of being euploid than CT embryos. Pregnancy rate was
also higherin OE embryos (63.1% vs. 46.7% in CT embryos; p=0.012). CT embryos took
longer to reach the blastocyst stage compared to OE embryos (p=0.004). Women'’s
age had no correlation with embryo contraction. Conclusions: In this study, embryos
who showed contractions had a higher chance of aneuploidy, a lower implantation
rate, and required longer to reach the blastocyst stage. The simple fact of observing
contractions in an embryo could be useful to decide to transfer another embryo
without contractions. Further studies are necessary to prove these findings.

Key words: Time-Lapse monitoring, Blastocyst contraction, Single embryo transfer.
Transfer of single embryo.

RESUMEN

Objetivos. Estudiar los patrones de contracciones en blastocistos humanos mediante
el uso de una incubadora time-lapse y correlacionarlos con su estado de ploidia por
analisis PGT-A, el tiempo para alcanzar el estado blastocisto, la tasa de implantacion
y de embarazo clinico. Disefio. Estudio de cohortes retrospectivo. Intervenciones.
Entre octubre 2016 y mayo 2018, se evalué 270 pacientes; se hizo cultivo extendido
de 5 a6 dias a 912 embriones en la incubadora time-lapse (Embryoscope, Vitrolife), y a
778 se les estudio para aneuploidia usando una plataforma NGS en un laboratorio de
referencia. Hubo posterior vitrificacion, segin resultado del desarrollo embrionario
y en espera del resultado del NGS, seguido de desvitrificacion y transferencia de
embrién Unico. Se determind las contracciones del blastocisto (CTB) mediante
la herramienta de dibujo del embrién EmbryoViewer (EmbryoViewer drawing tools),
de manera de obtener el area, porcentaje de contraccién y los diferentes tipos de
contracciones, y se compar6 los embriones con el resultado del estudio genético
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mediante NGS. Se transfirié 182 embriones en pacientes
de 30,4 afios promedio, rango entre 24 y 39 afios.
Finalmente, se correlacion6 la tasa de implantacion y
embarazo clinico de los embriones euploides que fueron
transferidos, en el programa de reproduccién asistida.
Resultados. Se separ6 los embriones en dos grupos
de acuerdo a las contracciones durante su desarrollo,
en aquellos que las tuvieron (CT) y aquellos que no,
denominados ‘solo expanding' (SE). Los embriones SE
fueron euploides en 58,3%, mientras los embriones CT
fueron aneuploides en 53,6%, con significancia estadistica
(p=0,012). Ello indica que la mayoria de los embriones
euploides hacen ‘solo expanding’ durante su desarrollo,
mientras que la mayoria de los embriones aneuploides
(53,9%) hacen contracciones durante su desarrollo
(p=0,029). Del mismo modo, la tasa de embarazo clinico
de los embriones SE euploides fue 63,1% frente a 46,7%
de los embriones CT, p=0.012. Finalmente, los embriones
euploides CT tardaron mas en convertirse en blastocistos
tempranos que los embriones SE, p=0.004. La edad de
la mujer no representé un factor para contraccion
embrionaria. Conclusiones. Los resultados obtenidos en
este estudio muestran que los embriones que muestran
contracciones, sin importar que tan intensas sean, estan
relacionados con mayor probabilidad de aneuploidias,
menor tasa de implantacién y ritmos de division lentos. El
simple hecho de observar contracciones en un embrién
podria ser util para decidir transferir otro embridn
que no las haya tenido. Se requiere mas estudios para
comprobar estos hallazgos.

Palabras clave. Time-lapse, Contracciéon de blastocisto,
Transferencia de un solo embrién. Transferencia de un
solo embrién.

INTRODUCCION

El objetivo actual de los modernos laboratorios
de reproduccion asistida es conseguir un bebe
sano en casa después de la primera transfe-
rencia intrauterina de un solo embrion; para
conseguirlo, se deben emplear todas las herra-
mientas tecnoldgicas disponibles. El monitoreo
continuo de los embriones mediante la tecnolo-
gia time-lapse viene revelando informacion bas-
tante significativa, que estamos aprendiendo a
interpretar.

La contraccion de los blastocistos es un evento
gue ha sido reportado por primera vez por Lewis
y Gregory, en el afio 1929, Es un evento biolégi-
co de contraccion causado por la salida de fluido
del blastocele del embrion a través de canales ce-
lulares libres en el trofoectodermo. El mecanismo
por el cual los embriones se colapsan y se recu-
peran reexpandiéndose nuevamente alin no esta
del todo claro. Se sabe, que cuando se expanden,
el liquido se acumula gradualmente en el blasto-
cele gracias al trabajo de la bomba de sodio (Na
+/ K+ -ATPasa)>?. Este proceso de expansion del
blastocisto esta relacionado con el afinamiento
de la zona pelucida del embrién para provocar su
ruptura y poder asi iniciar la eclosion.
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Actualmente se registran pocas investigaciones
sobre el tema. Niimura, en el afio 2003, propuso
medir las contracciones en embriones de ratén
y fue el primero en sugerir una relacién entre las
contracciones fuertes y la inhibicion en el proce-
so de eclosion embrionaria®.

Desde hace varios afios, el monitoreo de embrio-
nes humanos por medio de la tecnologia time-lapse
esta siendo mas aceptada en los laboratorios de
reproduccién asistida como método para mejorar
la seleccién embrionaria clasica“®, resultando en
varios algoritmos predictivos que han sido dise-
flados con la finalidad de escoger el embrion con
la mejor capacidad de implantacién®’®. Uno de
los mas citados es el propuesto por Meseguer, en
2014, en un ensayo clinico aleatorizado, prospec-
tivo a doble ciego con ovocitos de donantes culti-
vados de manera aleatoria, tanto en incubadoras
time-lopse como en incubadoras tradicionales, y
sus resultados le permitieron validar por primera
vez su algoritmo®.

Basile, en 2014, observo que existian ciertos pa-
rametros morfocinéticos que se correlaciona-
ban con aneuploidias embrionarias, proponien-
do que los embriones euploides y aneuploides
se comportan de manera diferente®. Sin embar-
go, hubo investigadores que obtuvieron resulta-
dos contradictorios a los del grupo de Basile, tal
es el caso de Rienzi, en 2015, que no encontré
correlacién entre los parametros morfocinéticos
y el estatus cromosomico de los embriones que
analizaron®. Aunque muchos investigadores
informan que el monitoreo con time-lapse ha
demostrado su eficiencia al mejorar las tasas de
embarazo e implantacion, el monitoreo median-
te tecnologia time-lapse no debe reemplazar al
tamizaje genético preimplantacional (PGS)"?.

Estudios recientes han encontrado relacion entre
las contracciones del blastocisto y una reducida
tasa de implantacion®'12, De la misma manera,
hay quienes han hallado y clasificado los tipos de
contracciones que se observan en los blastocis-
tos alolargo del desarrollo embrionario, asocian-
dolas con un ritmo de division lento™ "3,

Recientemente, Marcos en 2015 recomienda que
los embriones que presentan contracciones fuer-
tes no deberian ser transferidos (si es que hubie-
se otra alternativa de transferencia) y aconseja
incluir este evento como un criterio adicional a
los modelos actuales de seleccién embrionaria®™.



Las contracciones en blastocistos humanos se correlacionan con aneuploidia,

menor implantacion y mayor tiempo de llegada a blastocisto: estudio

En el presente estudio, proponemos evaluar y
diferenciar las contracciones de los blastocistos
estudiados en una cohorte de pacientes infér-
tiles; posteriormente las relacionaremos con el
resultado del estudio genético (PGS) y evalua-
remos la relacion con la tasa de implantacion,
embarazo clinico y el tiempo de desarrollo de
dichos embriones.

METtopos
PACIENTES

Se considerd los embriones de las pacientes que
se sometieron a procedimiento de reproduccion
asistida en la Clinica Inmater, desde octubre de
2016 hasta mayo de 2018. El promedio de edad
de las pacientes fue de 30,23 afios y el rango de
edades oscilo entre 18 a 43 afios. Se considerd
en el estudio tanto las pacientes que aportaron
o6vulos propios como las donantes de 6vulos;
el Unico criterio de exclusién fueron aquellas
muestras de semen con examen de FISH altera-
do, como la fragmentacion espermatica.

ESTIMULACION OVARICA

Para la estimulacién ovérica se utilizé una dosis
de 150 a 300 Ul/dia de FSH y/o HMG, durante los
primeros 2 a 5 dias del ciclo, de acuerdo con la
edad, indice de masa corporal y respuesta a las
estimulaciones previas. Cada dosis fue ajustada
segun la evaluacion por ultrasonido, realizada a
intervalos de 2 a 3 dias. Por otro lado, recibie-
ron antagonistas de la GnRH y la estimulacién
continu6 hasta que los foliculos principales al-
canzaron 18 mm de diametro medio. Para des-
encadenar la ovulacién, se administré gonado-
tropina corionica humana - hCG o un agonista de
la GnRH; luego de 36 horas, se realizé la puncién
ovarica.

ASPIRACION DE OVOCITOS Y FERTILIZACION

Todos los procedimientos de aspiracion folicu-
lar fueron realizados después de 36 horas de
aplicada la inyeccién de hCG (gonadotropina co-
rionica humana). El procedimiento se realiz6 via
ecografia transvaginal y bajo anestesia local; se
utiliz6 aguja 17 (Ops Classic avec Robinet, Labora-
toire CCD).

Los foliculos aspirados y recuperados fueron
lavados en medio HEPES (LifeGlobal, Canadd)

retrospectivo con incubadora Time-Lapse

y cultivados utilizando el medio de fertilizacion
Global Fertilization (LifeGlobal, Canada) a 5,6 %
de concentracion de CO2, concentracion de 02
5,0 % y temperatura 37°C. Fueron incubados en
incubadoras trigas (K Systems invi cell G210), por
un periodo de tres horas, previa decumulacién
de los ovocitos. La remocion de las células de la
granulosa fue de manera mecanica con pipeta
de vidrio. Se utilizé hialuronidasa para la decu-
mulacién y HTF HEPES para enjuagar los ovoci-
tos (Life Global, Canada). Los ovocitos en estadio
de metafase Il fueron guardados en las incuba-
doras trigas por un periodo de 40 minutos antes
de realizar la inyeccidn intracitoplasmatica del
espermatozoide (ICSI).

Todos los ovocitos fueron evaluados para fecun-
dacion en la mafiana del dia siguiente. Los ovo-
citos fecundados fueron transferidos a la placa
de cultivo para embryoscope (EmbryoSlide, Vitro-
life, Dinamarca) pre equilibrada durante toda
la noche previa, a 5,6% CO2, 5,0% 02y 37°C. El
EmbryoSlide contiene 12 pocillos; en cada uno
de ellos se sembro 20 uL de medio GTL (Vitrolife,
Canada) y la capsula fue cubierta con 1,4 mL de
aceite mineral OVOIL (Vitrolife, Canada), para
prevenir la evaporacion.

Los zigotos fueron puestos en el EmbryoScope
(Vitrolife) inmediatamente después de evaluada
la fecundacién (en estadio de dos pronucleos) e
incubados durante 5 o 6 dias de manera ininte-
rrumpida, dado que el medio de cultivo GTL utili-
zado no necesita ser remplazado en dia 3.

CULTIVO EMBRIONARIO Y POSTERIOR VITRIFICACION

El Embryoscope fue programado para mantener
condiciones estables de temperatura (37°C),
concentracion de CO2 (5,6%) y concentracion de
02 (5,0%).

Todos los embriones que llegaron a estado de
blastocisto fueron elegidos para posterior vitrifi-
cacion (Criotech Co, Ltd) y para realizar la biopsia
embrionaria para el estudio del trofoectodermo
mediante la técnica de NGS.

ANOTACIONES EN TIME-LAPSE

La adquisicion de imagenes estuvo programada
cada 10 minutos, con una resolucién de 1 000 x
1000 pixeles. Las fotografias para cada embrion
fueron registradas en 7 planos focales, con dis-
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tancias entre ellas de 15 um, lo que garantizaba
una adecuada evaluacion de la morfologia em-
brionaria en el momento de la revision del video.

La revision de los videos fue realizada inmedia-
tamente después de que los embriones fueron
retirados del equipo embryoscope, por dos ex-
pertos en su manejo (EG y FP), y cuando hubo
discrepancia entre ellos se llegd a un acuerdo de
manera consensuada. Se tomaron apuntes de
las horas de inicio de blastulacion y la hora de
biopsia de todos los embriones. La hora de inicio
de la blastulacion se define como aquel preciso
momento en el cual la zona pellcida del embrién
comienza a presentar adelgazamiento y el blas-
tocele empieza a evidenciar signos de formacion
de cavidad. Los embriones que presentaron al-
gun tipo de contraccion fueron analizados de
manera particular. Se valord de la misma forma
la masay el trofoectodermo y finalmente la ano-
tacion del blastocisto eclosionado (HB).

DEFINICION DE LA MEDICION DE LAS CONTRAC-
CIONES

Para medir las contracciones de los blastocistos
utilizamos el embryoviewer drawing tools, basan-
donos en el método descrito por Marcos y col.
(2015), pero afiadimos algunas modificaciones.

En primer lugar, la definicién conocida de una
contraccién es cuando ocurre una separacion
entre el trofoectodermo del embrién y la zona
pellcida del mismo. Sin embargo, de esta mane-
ra no es posible saber qué tan intensa llegd a ser
esa contraccion, pues no tenemos un consenso
establecido de cuando se considera una contrac-
cion débil, moderada, fuerte o muy fuerte. Para
poder clasificar las contracciones, nuestro equi-
po plantea el siguiente método para mejorar lo
planteado por Marcos, en el 2015.

Primero analizamos cada video cuidadosamen-
te y se puso especial atencion desde la prime-
ra expansion del blastocisto temprano. Cuando
ocurria una contraccion, se detenia el video y se
utilizaba la herramienta del embryoviewer llama-
da draw ellipse, para medir el area del blastocisto
contraido. Luego se media el area inmediata-
mente previa a dicha contraccidn, y se restaban
ambas mediciones. Este valor se dividia entre el
area mayor y se obtenia el porcentaje de con-
traccion de dicho blastocisto. Este ejercicio so-
lamente se hacia una vez en la contracciéon mas
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importante, en el caso que algun blastocisto
hubiese tenido mas de una contraccion. De esta
manera logramos obtener un valor de la inten-
sidad de la contraccién para cada embrién que
presento contracciones.

Para el resto de los embriones en los cuales no
se evidencia una separacion del trofoectodermo
y la zona pelucida, y solamente crecen y expan-
den hasta alcanzar la eclosion, fueron denomi-
nados ‘solo expanding’, y este nombre hace refe-
rencia a un desarrollo y crecimiento del embrién
de manera constante y sin evidenciar sintomas
de contracciones ni pulsos. Figuras 1y 2.

BioPsIA DE LOS BLASTOCISTOS

Los blastocistos fueron biopsiados inmediata-
mente después que fueron retirados del embr-
yoscope. Para la realizacién de la biopsia se uso
el microscopio invertido OLYMPUS IX73 y el laser
LIKOS (Hamilton Thorne) y los microinyectores

FIGURA 1. BLASTOCISTO INSTANTE ANTES DE HACER UNA CONTRACCION;
EN ESTA IMAGEN SE MIDE, EN PRIMERA INSTANCIA, EL ULTIMO MOMENTO

ANTES DE QUE SE CONTRAIGA; HORA DEL EVENTO: H. 133.1. MEDIDA DE

LA CIRCUNFERENCIA ROJA = 13737.

FIGURA 2. EN EL INSTANTE SIGUIENTE A LA CONTRACCION, SE OBSERVA
AL MISMO BLASTOCISTO EN SU PUNTO MAXIMO DE CONTRACCION;
MOMENTO EN QUE SE HACE LA MEDICION DEL EMBRION CONTRAIDO
HORA DEL EVENTO: H. 133.1. MEDIDA DE LA CIRCUNFERENCIA ROJA =
4754, ESTE BLASTOCISTO TUVO UNA CONTRACCION DEL 65,4% DE su
TAMARO.




Las contracciones en blastocistos humanos se correlacionan con aneuploidia,

menor implantacion y mayor tiempo de llegada a blastocisto: estudio
retrospectivo con incubadora Time-Lapse

TransferMan 4r (Eppendorf); las agujas con las
que se realizaron las biopsias de los embriones
fueron de la marca ORIGIO, se us6 el modelo
HOLDING MPH-MED-30, y para la biopsia fue la
BIOPSY MBB-FP-M-30.

Se gradud el laser LIKOS en el modo validation,
con un power de 100% y pulsos de 430 micro-
segundos. Los embriélogos que realizaron las
biopsias contaban con mucha experiencia biop-
siando embriones y todas las biopsias se reali-
zaron usando un maximo de 4 disparos con el
laser. Posteriormente a la biopsia, se procedi6
a realizar el tubing segun el protocolo descrito y
recomendado por Genomics PerU.

EsTuDIO GENETICO DE LOS BLASTOCISTOS POR NGS

Un total de 912 embriones fueron estudiados en
el Embryoscope®, de los cuales 778 fueron biop-
siados para el estudio genético. Posteriormente
a la biopsia, los embriones fueron vitrificados y
se mantuvieron a la espera del resultado.

El PGS fue realizado en el laboratorio de genéti-
ca asociado Genomics Perd, utilizando un equi-
po Miseq® (lllumina® Inc). La amplificacién del
genoma completo se realiz6 por el método Su-
replex siguiendo las indicaciones del fabricante,
y la preparacion de las librerias se hizo usando
kits de Illumina ® Veriseq. El analisis de datos de
citogenética molecular se efectu6 por medio del
software BlueFuse ilumina®.

ANALISIS ESTADISTICOS

Para el analisis de proporciones no paramétri-
cas, se utilizé la prueba chi-cuadrado, y para
la comparacion de cantidades con distribucién
normal, se uso la prueba de analisis de varianza
(ANOVA). Se consider¢ estadisticamente signifi-
cativo cuando p<0,05. Para el andlisis e interpre-
tacion de datos se usé el Statistical Package for
the Social Sciences 24.0 (SPSS Inc.).

REsuLTADOS

Un total de 182 blastocistos unicos fueron trans-
feridos (promedio de edad de las pacientes con
transferencia fue 30,23 afios y el rango de eda-
des oscilé entre 18 a 43 afios). Todos los blasto-
cistos transferidos fueron categorizados segun
el tipo de desarrollo embrionario que presenta-
ron en cuanto a su movimiento de contraccion,

pudiendo ser este Unicamente de dos catego-
rias: A) contraccion y/o B) solo expanding. A los
embriones que pertenecian al grupo que pre-
sentaban contracciones (grupo A), se les midié
la intensidad de la contraccion para registrarla.

De los 912 embriones estudiados, 257 embrio-
nes presentaron contracciones (28,2%). Este
valor resulta estar en el medio de lo que repor-
ta Bodri en un trabajo publicado en el 2016, en
donde publica un porcentaje de contraccion
embrionaria de 46%"?. Por su parte, Marcos,
en el 2015, publica un porcentaje global de con-
traccion embrionaria de 19,4%"". Cuando eva-
luamos la incidencia de euploidia dentro de los
embriones con contracciones, encontramos que
de los 257 embriones con contracciones se estu-
diaron 196 embriones para tamizaje genético y
se encontraron 91 embriones euploides (46,4%).
De la misma manera, la incidencia de euploidia
para los embriones ‘solo expanding’, cuando se
analizaron 534 embriones hubo 311 embriones
euploides (58,3%). Figura 3.

Otro resultado que obtuvimos y el cual es de
particular importancia es la tasa de embarazo
clinico en los embriones euploides transferidos
segun el tipo de movimiento que presentaron,
ya sea contraccion o solo expanding. Transferi-
mos 84 embriones del tipo ‘solo expanding', de
los cuales se registraron 56 casos con (-hCG
positiva y se tradujo en 53 embarazos en curso,
dando una tasa de embarazo clinico de 63,1%.
Para el caso de los embriones con contracciones,
transferimos 30 embriones euploides y registra-
mos 14 embarazos en curso; la tasa de embara-
zo clinico fue 46,7%; el analisis estadistico que se
uso fue el chi-cuadrado y la p resultd con signifi-
cancia estadistica valida (p=0,012). Figura 4.

Finalmente, el ultimo parametro que evaluamos
y que encontramos con diferencia estadistica
fue el tiempo que le toma a los blastocistos eu-

FIGURA 3. TASA DE EUPLOIDIA EN EMBRIONES SEGUN SU ‘CONTRACCION'
0 'SOLO EXPANDING'.
120%

100%
w00 p=0,029
53,6%

60%
40%
20% 46,4%

58,3%

Contracciones Solo expanding
mNormales mAnormales
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FIGURA 4. EMBARAZO CLINICO EN EMBRIONES EUPLOIDES, SEGUN EL
TIPO DE DESARROLLO EMBRIONARIO.

p=0,012
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70%

ploides en llegar a alcanzar los estadios iniciales
de blastulacion. Nosotros medimos el tiempo a
todos los embriones, desde la fecundacién has-
ta la formacion inicial del blastocisto o el adel-
gazamiento de la zona pelucida, y encontramos
que 81 embriones euploides con contracciones
demoraron 105,28 horas en promedio en alcan-
zar el primer adelgazamiento de la zona peluci-
da, mientras que 296 embriones euploides del
tipo ‘solo expanding’ demoraron apenas 101,84
horas en alcanzar el mismo estadio. Segun el
analisis estadistico con el test de Anova para
analisis de varianza, estas diferencias fueron es-
tadisticamente significativas (p=0,004). Figura 5.

DiscusioN

El objetivo principal de este estudio fue estudiar
el movimiento de contraccién de los blastocis-
tos humanos cultivados in vitro en incubadora
time-lapse y tratar de encontrar un marcador
predictivo eficiente para la implantacién em-
brionaria. Para esto, establecimos una nueva
nomenclatura para los embriones que no hacen
contracciones y proponemos una nueva manera
para medir la intensidad de las contracciones.

Lewis y colaboradores, en el afio 2003, hicie-
ron un estudio en ratones y establecieron que
los blastocistos sufren contracciones débiles
de manera seguida, mayormente en el estadio
cercano al hatching, y aquellos blastocistos que
sufren contracciones fuertes o collapses son
mas propensos a tener fallas en el momento
de la eclosién. Sus resultados sugieren que las

FIGURA 5. TIEMPO DE LLEGADA A BLASTOCISTO TEMPRANO (EN HORAS)
EN EMBRIONES EUPLOIDES.

Solo expanding h=101,84

p=0,004
Contraccione: h=105,28
100 101 102 103 104 105 106
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contracciones débiles (menos de 20% de reduc-
cion en el volumen del blastocisto) tienen rol
importante en el hatching. Por otro lado, las con-
tracciones fuertes (20% o mas del volumen de
reduccién) tienen un efecto inhibitorio del hat-
ching. Nosotros, a diferencia de Lewis, no encon-
tramos diferencias que alcanzaran significancia
estadistica cuando analizamos los embriones
con contracciones menores al 20%, al 30% ni
menores al 40%, cuando los comparamos con
su capacidad para llegar a hacer la eclosion. Es
importante mencionar que a la mayoria de los
embriones se les hizo hatching asistido en dia 4
(795 de 912). Sin embargo, cuando comparamos
los embriones a los que no se les hizo hatching
asistido en dia 4 (117 de 912), el porcentaje de
embriones que presentaron contracciones fue
similar (39,6% versus 38,5%), lo que sugiere que
el evento de contraccion embrionaria es inde-
pendiente a si el embridn tiene o0 no una apertu-
ra en su zona pellcida para facilitar la eclosion.

Marcos y colaboradores, en el afio 2015 estudia-
ron el colapso en los blastocistos y los relaciona-
ron a baja tasa de implantacion; en su trabajo
definen como ‘colapso’ cuando observan una
separacién de mas de 50% del trofoectodermo
con respecto a la zona pelucida, y llaman ‘con-
tracciéon’ cuando esta separacion es menor al
50%. Para esto utilizan como herramienta de
medicién una linea que divide en dos al blasto-
cisto y lo usan como referencia para estimar los
calculos de las contracciones embrionarias; mi-
den el tiempo exacto de cada colapso y su dura-
cion hasta la reexpansion.

Bodriy colaboradores, en el afio 2016, hacen un
estudio similar al de Marcos y encuentran seme-
janzas y diferencias importantes entre estos es-
tudios. Entre las diferencias esta la tasa de em-
briones que hacen contracciones (Marcos 19,4%
/ Bodri 46%)y que el grupo de Bodriinforma una
disminucion de la calidad en los blastocistos con
contracciones, mientras que el grupo de Marcos
la halla estable. Pero ambos estudios coinciden
en indicar una disminucion en la tasa de implan-
tacion en los grupos de blastocistos con contrac-
ciones. Claramente existieron diferencias en los
grupos de pacientes en ambos estudios, en las
condiciones de cultivo, las marcas de los me-
dios y concentraciones de gases. Sin embargo,
ambos grupos usaron la misma metodologia (la
publicada por Marcos) para medir las contraccio-
nes en los embriones estudiados?.
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menor implantacion y mayor tiempo de llegada a blastocisto: estudio
retrospectivo con incubadora Time-Lapse

Nosotros planteamos algo un poco distinto. Pri-
mero, consideramos Unicamente dos tipos de
movimientos, como ya lo hemos explicado an-
teriormente: A) contraccion, cuando el trofoec
todermo se separa de la zona pelucida, y B) solo
expanding, cuando el trofoectodermo nunca se
separa de la zona pellcida y Unicamente crece
hasta la eclosion. Las contracciones de los em-
briones las medimos de manera precisa utilizan-
do la misma herramienta que viene en el softwa-
re del equipo embryoscope, llamada embryoviewer
drawing tools, la cual permite obtener el porcen-
taje exacto de contraccién del trofoectodermo,
como también se ha mencionado anteriormente.
En todos los blastocistos que presentaron con-
tracciones, se pudo observar una gran variabili-
dad en el porcentaje de contracciones, siendo la
minima observada de 8,6% y la maxima 89,9%.
Esto nos permitioé poder clasificar a los embrio-
nes segun su porcentaje de contraccion y estu-
diar de una manera mas aguda a partir de qué
porcentaje de contracciones es que se observan
los efectos de las contracciones.

De nuestros datos obtuvimos que 257 de un total
de 912 embriones tuvieron contracciones, (28,2%),
a diferencia de lo publicado por Marcos y colabo-
radores que encontraron 19,4% y de lo publicado
por Bodriy colaboradores con 46%. Y con respecto
a la disminucién en la calidad de los blastocistos
que presentaron contracciones, nuestro grupo no
encontré diferencias significativas, concordando
con lo hallado por el grupo espafiol.

Luego de haber realizado el estudio genético por
NGS a un grupo de embriones (773 embriones),
tuvimos 257 con contracciones y observamos
que, sin importar qué tan intensa haya sido su
contraccién, estos embriones tiene una proba-
bilidad mas baja de ser euploides (46,4% ver-
sus 58,3%) de los embriones solo expanding, los
cuales tienen una probabilidad mas alta de ser
euploides. Este analisis alcanz6 una clara signifi-
cancia estadistica (p=0,029); esto es una diferen-
Cia porcentual de 12 puntos que, segun analisis
chi-cuadrado, es estadisticamente significativo.

Por otro lado, cuando estudiamos el embarazo
clinico de los embriones euploides transferidos,
vimos que los embriones euploides con contrac-
ciones tienen una menor tasa de embarazo cli-
nico (46,7%), que los euploides ‘solo expanding’
(63,1%). De la misma manera, esto resulta con
significancia estadistica importante. Estos re-

sultados guardan relacién con lo publicado por
el grupo de Marcos y Meseguer, en el afio 2015,
de una menor tasa de implantacién en embrio-
nes con contracciones versus los que no las pre-
sentan. También concuerdan con lo encontrado
por Bodriy colaboradores en el 2016, en donde
hallan que la tasa de bebe nacido vivo va decre-
ciendo progresivamente en tres de los grupos
de blastocistos transferidos que estudiaron (sin
colapso, con un colapso, con mas de un colapso).

Otro parametro de estudio en donde encontra-
mos significancia estadistica, fue en el tiempo
de inicio de la blastulacién; los embriones que
no hacian contracciones tuvieron un tiempo de
llegada a blastocisto significativamente menor
(101,84 horas desde la fecundacion) que aque-
llos que si presentaron contracciones (105,28
horas desde la fecundacion); los tiempos en
que los embriones con contracciones permane-
cian en el time-lapse eran mas largos, pues los
ciclos de colapso y de reexpansion tomaban
mas tiempo para alcanzar los estadios finales
de blastulacion. Hay que hacer hincapié en que
las contracciones pueden ocurrir desde el esta-
dio de moérula compactada hasta el dltimo es-
tadio embrionario, lldmese blastocisto hatched
o tardio; de ninguna manera ocurren contrac-
ciones en los tiempos de clivaje embrionario o
inmediatamente anteriores a la formacién de la
morula compactada. Los tiempos que medimos
para determinar que los embriones que hacen
contracciones son mas lentos que los embriones
que hacen solo expanding, son justamente hasta
la formacion inicial del blastocisto o cuando la
zona pellcida empieza a adelgazarse. De esto
podemos inferir que el proceso de contraccién
embrionaria es algo que parece estar progra-
mado en la genética del embridn, pues primero
ocurre el retraso en los tiempos de clivaje y des-
pués ocurre la contraccion.

Nuestros resultados no guardan relacion con
lo publicado por Marcos y colaboradores en el
2015, cuando encuentran una tendencia (sin
significancia estadistica) de variables morfo-
cinéticas en los tiempos de clivaje, tiempos de
llegada a morula, de formacion de blastocisto y
de eclosion de blastocisto mas rapidos en em-
briones con contracciones. Ya se ha demostrado
por diferentes autores®'® que estas variables
morfocinéticas son fuertes predictores de la im-
plantacién y han sido incluidas en varios mode-
los predictivos.
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Nosotros apoyamos la recomendacién de Mar-
cos y colaboradores que sugieren escoger para
la transferencia a los embriones que no presen-
ten contracciones, para mejorar la posibilidad de
implantacion. Definitivamente faltan mas estu-
dios sobre el mecanismo de contraccién y sobre
las causas negativas que este proceso deja en
los embriones, pero es factible especular que las
contracciones comprometen de alguna manera
la capacidad implantatoria de los embriones, y
es muy probable que las contracciones generen
un desgaste energético en el embrién dejandolo
sin reservas energéticas para el momento de la
comunicacién con el endometrio y posterior im-
plantacién.

Las contracciones en los blastocistos, motivo de
esta investigacién, podrian convertirse en una
importante variable predictiva que deberia ser
tomada en cuenta como un factor de seleccion
adicional a los ya existentes.

Nuestro trabajo tiene limitaciones y creemos
que la principal es el bajo numero de transfe-
rencias Unicas de blastocisto realizadas (182),
en comparacion con los trabajos similares en-
contrados en la literatura. Sin embargo, fue su-
ficiente para encontrar significancia estadistica
en varios puntos de estudio. Para estudiar las
contracciones embrionarias, nuestro nimero de
embriones estudiados fue suficiente e incluso
superior a algunos trabajos citados (912) y los
embriones analizados genéticamente fueron
773. Creemos que este tamafio muestral fue
suficiente y robusto, pero definitivamente se de-
ben hacer mas investigaciones al respecto, para
confirmar los hallazgos.

Finalmente, cabe resaltar que nosotros y varios
autores hemos demostrado que existe una re-
lacién entre los blastocistos que presentan con-
tracciones con disminuciones en las tasas de
implantacion. Es por esto que recomendamos
aprovechar la tecnologia time-lapse para utili-
zarla como un criterio adicional para seleccionar
embriones para la transferencia.
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