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Resumen

Objetivo: El objetivo del presente trabajo es comparar dos medios de cultivo embrionario: uno sim-
ple, el HTF, y otro mas complejo, el ISM-1, a nivel de desarrollo embrionario hasta blastocisto y re-
sultados clinicos de implantacion y recién nacido vivo.

Disefio: Estudio prospectivo randomizado.
Ambito de desarrollo: Instituto Valenciano de Infertilidad (1VI).Valencia. Espafia.

Caracteristicas de la poblacién: Un total de 118 pacientes del programa de donacion de ovocitos fue-
ron asignados aleatoriamente a |os medios de cultivo |SM-1/ISM-2 o HTF/CCM. Del total de 630 em-
briones, 355 fueron cultivados en ISM-1y 275 en HTF. Cuando la transferencia embrionaria se reali-
zaba en estadio de blastocisto, |os embriones eran traspasados a ISMI-2 0 CCM en dia 3
respectivamente. Las variables analizadas fueron tasa de fecundacion y score pronuclear, evaluacion
del fenotipo embrionario en estadios de desarrollo temprano y tardio, tasa de implantacién, gesta-
cion, tasa de aborto y recién nacido vivo.

Intervenciones realizadas: Donacion de ovocitos, FIV o inyeccion intracitoplasmética de esper mato-
zoides, cultivo embrionario, transferencia en dia 3 o dia 5/6.

Variables de valoracién: Fecundacion, fenotipo embrionario, implantacion, gestacion, aborto y recién
nacido vivo.

Resultados: Tras el cultivo de los embriones en |SM-1 se aprecié un aumento significativo del nimero
de embriones con blastomeras multinucleadas (0,03 versus 0,07 respectivamente), asi como un incre-
mento en el nimero de embriones con citoplasma granulado y/o vesiculado (18% versus 67% respec-
tivamente), comparado con el medio HTF. Un total de 57,4% de embriones que se cultivaron en el
grupo HTF/CCM llegaron a estadio de blastocisto, mientras que solo lo hicieron el 37% de |os em-
briones del grupo 1SM-1/1SM-2, siendo estas diferencias estadisticamente significativas. En cuanto a
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las tasas de gestacion, implantacion y recién nacido vivo, no se observaron diferencias significativas
cuando las transferencias embrionarias se realizaron en dia 3 entre los embriones cultivados en HTF
versus | SM-1 respectivamente (52,27%, 36,1%, 60,9% versus 44,68%, 27,3% y 45%), mientras que
cuando se transfirieron embriones en estadio de blastocisto se observé una disminucion significativa
en la tasa de gestacion e implantacién y recién nacido vivo en los embriones cultivados con | SM-
1/1SM-2 comparado con el grupo de HTF/CCM (66,7%, 56,7%, 92% versus 46,7%, 33,3% y 40%).

Conclusiones: La secuencia de cultivo embrionario 1SM-1/1SM-2 proporcioné embriones de peor cali-
dad fenotipica que aunque no se reflej6 en el resultado reproductivo cuando las transferencias em-
brionarias se realizaron en dia 3, si di6 lugar a un deterioro en la habilidad de dichos embriones a
[legar a blastocisto in vitro con la consiguiente disminucién de la tasa de implantacion, embarazo en
CUrso y recién nacido vivo.

Palabras clave: ISM-1. HTF. Calidad embrionaria.

Summary

Objective: The aim of the present work was to compare two different embryo culture media, one sim-
ple HTF versus another more complex |SM-1, at both embryo quality and I VF outcome.

Design: Prospective randomized study.
Setting: Instituto Universitario 1VI Valencia. Espafia.

Patient(s): A total of 118 patients of the ovum donation programme were randomly allocated to either
HTF/CCM or ISM-1/1SM-2.

Intervention(s): Oocyte donation, IVF or intracytoplasmatic sperminjection (ICSl), embryo culture
till day 3 or blastocyst stage.

Main outcome measures: Fertilization, embryo phenotype, implantation, ongoing pregnancy and take
home baby rate.

Results: Culture of embryos in 1SM-1 induced a significant increase on both multinucleation rate
(0,03 vs 0,07) and granularity of cytoplasm (18% vs 67%) compared to HTF medium. A total of
57,4% of the embryos cultured on HTF/CCM achieved blastocyst stage compared to 37% from embr -
yos grown in |SM-1/1SM-2 (p<0.05). Regarding pregnancy, implantation and take home baby rates,
no differences were observed on day 3 embryo transfers (52,27%, 36,1%, 60,9% versus 44,68%,
27,3% and 45% respectively), however, when blastocyst transfers were performed, a significant decre-
ase on pregnancy, implantation and take home baby rate were seen after |SM-1/SM-2 embryo culture
(66,7%, 56,7%, 92% versus 46,7%, 33,3% y 40%).

Conclusion(s): Culture of human embryos on 1SM-1/19M-2 yielded embryos with worse quality alt-
hough the IVF outcome was not affected when day 3 embryo transfers were performed, however ex-
tended embryo culture on this media resulted in lower blastocyst formation rate, lower pregnancy and
implantation rates as well as lesser take home baby rate.

Key words: ISM-1. HTF. Embryo quality.

INTRODUCCION posible el desarrollo de los embriones hasta su trans-
ferencia. Aunque algunas estrategias de cultivo em-

La finalidad de las técnicas de fecundacion in vi- brionario estan disefiadas para imitar el entorno fisio-

troy el cultivo embrionario es conseguir embriones
de buena calidad capaces de desarrollarse de forma
adecuada, implantar y dar lugar a recién nacidos sa-
nos. Indudablemente, el medio de cultivo empleado
va a gjercer un efecto sobre el embrion de forma que
se considera de vital importancia el disponer de un
medio de cultivo que sustente con la mayor idoneidad

[6gico embrionario (1) ajustandose a los requisitos
nutricionales del mismo durante su desarrollo, otros
se basan en la autonomia del embrién para utilizar lo
gue necesita basandose en formulaciones mas com-
plejas capaces de sustentar todos |os estadios embrio-
narios previos alaimplantacion (2).

En la actualidad, los tipos de medios que se utili-
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zan en la préctica clinica se clasifican en simples o
complejos: los simples, como el HTF (3), consisten
en una solucion salina balanceada a la que se afiaden
fuentes de energia como €l piruvato, lactato y glucosa
y un suplemento proteico, principal mente albumina,
mientras que los mas complejos, como el I1SM-1, ade-
mas contienen aminoacidos, algunas vitaminas, pre-
cursores de acidos nucleicos, EDTA y colesteral.

L os avances en la adecuacién ambiental y tecnol 6-
gica de los laboratorios de fecundacion In Vitro (4, 5)
junto con criterios de evaluacion embrionaria mas re-
finados (6, 7) y las mejoras en los protocolos de esti-
mulacion ovérica (8-11) estan consiguiendo incre-
mentar de forma significativa los resultados de
implantacion y gestacion. Ni que decir tiene que la
eleccion del medio de cultivo es una variable mas a
tener en cuenta para ayudar a mejorar de forma sensi-
ble los resultados clinicos de un laboratorio de FIV.
De hecho, hay muchos estudios comparativos de me-
dios de cultivo mostrando diferencias en los embrio-
nes durante su crecimiento ex vivo hasta blastocisto,
asi como diferencias en las tasas de gestacion e im-
plantacion conseguidas con éstos.

El objetivo del presente estudio es comparar dos
medios de cultivo embrionario: uno simple, como el
HTF, y otro mas complegjo, el ISM-1, a nivel de desa-
rrollo embrionario hasta blastocisto, prestando espe-
cial atencion a cambios en los fenotipos embrionarios
clasicos, asi como a resultados de gestacion, implan-
tacién y tasa de recién nacido vivo.

MATERIALESY METODOS

Pacientesy protocolos de estimulacion ovaricay
terapia hormonal sustitutiva

Un total de 118 pacientes que acudieron a nuestro
programa de donacion de ovocitos por diferentes cau-
sas fueron incluidas en este estudio. Las parejas fue-
ron asignadas de forma aleatoria a cada uno de los
medios de cultivo, de forma que un total de 56 fueron
asignados a medio de cultivo HTF y 62 al medio de
cultivo ISM-1. La edad de las receptoras en el grupo
de HTF y en el grupo ISM-1 fue 38,9 + 4,7y 39,6 +
4,8 respectivamente.

Para |la estimulacion ovarica en las donantes se
utilizaron de forma indistinta, tanto protocolos con
agonistas, como con antagonistas de la GnRH. En €l
caso de los primeros, se empled un protocolo largo en
el que los pacientes empezaban con |a administracion
de 0,1 mg de acetato de Leuprolide (Procrin; Abbott
S.A., Spain) o Triptorelina (Decapeptyl; Ipsen
Pharma, Spain) en la fase IUtea de un ciclo previo

hasta que se determinaba la quiescencia ovérica me-
diante ultrasonido vaginal. En ese momento la dosis
del andlogo de GnRH se disminuia hasta 0,05 mg
hasta el dia de la administraciéon de hCG (12). Los
antagonistas de la GnRH se administraron siguiendo
un protocolo de bajas dosis diarias (13); en estos ca-
sos, la estimulacion comenzaba el dia 6 con 0,25 mg
de Cetrotide (Cetrorelix; Serono S.A., Spain) y su ad-
ministracion continuaba diariamente hasta el diadela
administracion de la hCG. La estimulacion ovérica se
realiz6 mediante aplicacién de FSH recombinante
(Gonal-F; Serono S.A. Spain; o Puregon; Organon
Espariola, Spain) y hMG (Lepori; Pharma Labora-
torios, Spain; o Menopur; Ferring, Spain). La hCG
(Profasis 10000Ul; Serono S.A., Spain) se adminis-
traba cuando tres o més foliculos alcanzaban 18 mm
de diametro y la captacion ovocitaria se programaba
36 horas después.

En cuanto a las pacientes receptoras de ovocitos,
la preparacion endometrial se realizé mediante la uti-
lizacion de terapia hormonal sustitutiva con valeria-
nato de estradiol en dosis crecientes iniciandose con
2 mg/diaentre los dias 1 y 8 del ciclo, aumentando a
4mg/dia durante los dias 9 y 11, y a 6 mg/dia a partir
del dia 12 del ciclo. El dia de la donacién de ovocitos
se afiadia progesterona micronizada a una dosis de
800mg/dia por viavaginal (14, 15). En €l caso de que
las receptoras tuvieran funcién ovarica se introducia
en €l protocolo la utilizacién de analogos de la GnRH
(14, 15).

Embrionesy condiciones de cultivo

Los ovocitos recuperados fueron inseminados
usando tanto procedimientos convencionales de FIV
como técnicas de micromanipulacion |CSI, depen-
diendo de la calidad seminal el dia de la donacion
ovocitaria. La distribucion de ambos tipos de técni-
cas de inseminacion fue similar en ambos grupos es-
tudiados.

Un total de 1022 ovocitos 'y 630 embriones fueron
incluidos en el estudio. En el grupo HTF (56 pacien-
tes, 455 ovocitos 'y 275 embriones) se utilizd medio
HTF suplementado con 10% de HSA (Vitrolife,
Sweden AB, Kungsbacka, Sweden) como medio de
maduracién ovocitaria, inseminacion y desarrollo em-
brionario hasta dia 3. Tras la evaluacion de la fecun-
dacion, los zigotos fueron trasvasados a medio fresco
gaseado de HTF hasta el dia 3 de desarrollo. Los em-
briones que necesitaban llegar hasta blastocisto fue-
ron transferidos a CCM (Vitrolife, Sweden AB,
Kungsbacka, Sweden).

En el grupo ISM-1 (62 pacientes, 567 ovocitos y
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354 embriones) se utilizd6 medio HTF como medio de
maduracion y medio ISM-1 de Medicult (Jyllinge,
Denmark) desde la fecundacién hasta el dia 3 de de-
sarrollo. En dia 3 de desarrollo se utilizé medio | SM-
2 en aquellos casos en los que se necesité llevar 1os
embriones hasta estadio de blastocisto.

L os embriones fueron transferidos en la cavidad
uterina bien en dia 3 6 en estadio de blastocisto. La
distribucién de ambos tipos de transferencia fue simi-
lar en ambos grupos de estudio. La consideracion de
embarazo fue confirmada con la existencia de saco
gestacional con latido cardiaco fetal.

Evaluacion de la fecundacion

La evaluacién de la fecundacion y la morfologia
pronuclear del zigoto se observd a 40 aumentos bajo
un microscopio invertido como describe Gamiz y
col.(16). Brevemente, los zigotos se clasificaban en
dos grupos en funcion del tamafio de los pronucleos;
aquellos de igual o similar tamafio (grupo A) y aque-
[los de diferentes tamafios (grupo B). En cada grupo,
los zigotos eran subdivididos en cuatro categorias de
acuerdo con el nimero, la distribucion y la sincronia
de los cuerpos precursores de los nucleolos (NPB):
subgrupo 1, pronucleo con 3+4 NPB polarizados;
subgrupo 2, 7+3 NPB sincrénicos y polarizados o
7+3 NPB distribuidos al azar por todo el pronucleo;
subgrupo 3, 1 6 2 NPB en uno de los pronucleos; y
subgrupo 4, todos aguellos con morfologia distinta a
ladelos grupos 1, 2 6 3 (NPB polarizados asincroni-
cos, alineamiento de mas de 10 NPB en el punto de
contacto de los dos prondcleos, una diferencia de mas
de 3 NPB entre pronucleos, menos de 4 NPB distri-
buidos aleatoriamente en ambos prontcleos).

Evaluacion de la morfologia embrionaria

L os fenotipos de division embrionaria fueron eva-
luados los dias 2 y 3 teniéndose en cuenta para ello €l
nimero, simetriay granulosidad de las blastomeras, ti-
po y porcentgje de la fragmentacion, presencia de blas-
tdmeras multinucleadas y grado de compactacion (17).

Los blastocistos fueron evaluados ademés en dia 5
y 6 en funcion de la expansion de la cavidad del blas-
tocele y el numero e integridad tanto de las células
del trofoectodermo (T) como las de la masa celular
interna (ICM), previamente descrita (16). Dentro del
estadio de blastocisto, se diferenciaron cinco tipos:
blastocisto temprano (BT) en el que comienza a for-
marse la cavidad y empieza la diferenciacion celular,
blastocisto cavitado (BC) en el que el blastocele ocu-
pa aproximadamente el 50% del volumen del em-

brién, blastocisto expandido (BE) en el que se obser-
va €l blastocele rodeado por una monocapa celular o
trofoectodermo y una masa celular internay una zona
pelcida afinada, blastocisto eclosionando o hatching
(BHi) en el que el blastocisto comienza a salir atra-
vés de la zona pellcida y blastocisto eclosionado o
hatched (BH) donde el blastocisto esta completamen-
te fuera de la zona pelGicida (18).

La seleccion de los embriones para transferencia
se basb en el score morfoldgico del embridn asi como
en la evolucion de los embriones durante el tiempo de
crecimiento in vitro.

Andlisis estadistico

Para comparar entre grupos se empled un test para-
meétrico (T-test) para el andlisis de aquellos datos que
presentaban una distribucion normal. Se consideraron
diferencias significativas los valores de p < 0,05. Se
realizé un andlisis de la varianza (ANOVA) y para
multiples comparaciones post hoc se uso el test de
Scheffe. Para la comparacion entre grupos con varia-
bles no paramétricas se realizo el test Chi-cuadrado.

El andlisis estadistico se hizo utilizando el
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS Inc.,
Chicago, IL) y MedCalc Software (Ghent, Belgium).

RESULTADOS
Fecundacion y evaluacion de los zigotos

Las tasas de fecundacién obtenidas tras la utiliza-
cion de HTF o ISM-1 fueron del 69,6% y del 72,5%
respectivamente, no encontrandose diferencias signi-
ficativas cuando se compararon. Tampoco se observa-
ron diferencias significativas en la distribucién de los
patrones pronucleares en cuanto a la simetria de los
pronucleos. El porcentaje de zigotos con distinto sco-
re pronuclear para el tipo 1 fue de: 18,7% para los
cultivados en medio HTF y de 19,1% para el medio
ISM-1; para el tipo 2 fue de 25,1% para el medio
HTFy 19,8% para el medio ISM-1; para el tipo 3 fue
de 23,5% en HTF y 24,3% en ISM-1y para el tipo 4
fue de 32,5% en el medio HTF y de 36,7% en €l gru-
po de zigotos obtenidos en ISM-1 (figura 1), no sien-
do estas diferencias estadisticamente significativas.

Fenotipos embrionariosy desarrollo hasta blas-
tocisto

En lo que se refiere al desarrollo embrionario
preimplantacional, éste fue comparable entre ambos
tipos de medios de cultivo de forma que en dia 2 €l
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Figural
Porcentaje de zigotos distribuidos en funcién de sus carac-
teristicas pronuclearesen HTG y CCM-1

nimero medio de blastomeras en HTF e ISM-1 fue de
3,98 + 0,07 y de 4,03 £ 0,14 respectivamente. En
cuanto a la velocidad de crecimiento en dia 3 tampo-
co se apreciaron diferencias significativas siendo la
media de blastomeras en HTF de 7,32 £ 0,11 y en
ISM-1 de 7,22 £+ 0,09. De la misma forma, tampoco
el porcentaje de fragmentacion de los embriones se
vi6 afectado por el cultivo en HTF comparado con
ISM-1 en dia 2 y dia 3 siendo respectivamente de
11,14 + 0,78 y 12,53 + 0,62 en HTF y de 11,19 +
0,65y 11,83 + 0,54 en ISM-1. Sin embargo, si se
apreciaron diferencias significativas en la media de
blastdmeras multinucleadas en dia 3 siendo de 0,03 +
0,01 para los embriones cultivados en HTF y de 0,07
+ 0,01 en ISM-1 (p = 0,026) (tabla 1).También se vié
un aumento significativo en el porcentaje de embrio-
nes con apariencia del citoplasma granulado y/o vesi-
culado siendo de 18% en el grupo de los embriones
cultivados con HTF y de 67% en el grupo de ISM-1
endia2, y de 14% en HTF y de 51% en ISM-1 en dia
3 (tabla 1).

Un total de 27 pacientes tenian planificada la
transferencia en estadio de blastocisto y, por lo tanto,
los embriones se cultivaron durante 5 6 6 dias hasta
su transferencia. Ochentay siete embriones de 12 pa-
cientes crecieron en HTF hasta dia 3, momento en €l
gue se trasvasaron a CCM y en la otra mitad, otros
105 embriones procedentes de 15 parejas crecieron en
ISM-1 hasta dia 3 momento en el cual también se
trasvasaron a|SM-2.

Tabla 1
Descripcién de |os fenotipos embrionarios en los medios de
cultivo HTF e ISM-1

HTF ISM-1 P
(n=275) (n=354) vaor

N° Células en D2 3,98+0,07 4,03+x014 °ns
% de Fragmentacion en D2 11,14+ 0,78 11,19+ 0,65 ns

Media de blastomeras 0,15+0,02 0,10+0,01 0,071
multinucleadas por embrién en D2

% embriones granul osos/ 18 67 0.026
vesiculados D2

N° Células en D3 7,32+011 7,22+0,09 ns
% de fragmentacion en D3 12,53 + 0,62 11,83+ 0,54 ns

Media de blastomeras 0,03+0,01 0,07+0,01 0,026
multinucleadas por embrion en D3

N° Células en D3 732+0,11 722+0,09 ns

% embriones granul osos/ 14 51 0.026
vesiculados D3

Un total de 57,4% (50/87) de los embriones del
grupo HTF/CCM llegaron al estadio de blastocisto
mientras que un 37% (39/105) de los embriones |le-
garon a blastocisto en el grupo ISM-1/ISM-2, resul-
tando estas diferencias estadisticamente significati-
vas.

Transferencia embrionaria, gestacion, implanta-
cion y nacidos vivos

Una media de 2 embriones fueron transferidos por
paciente. Todas las transferencias se realizaron con
ayuda ecogréfica por via uterinay con catéter de
transferencia Wallace (Hythe Kent, UK).

L as tasas de gestacion clinica e implantacion fue
del 52,27% y 36,1% respectivamente en el grupo de
pacientes que tuvieron transferencia de embriones
cultivados en D3 en HTF y de un 44,68% y 27,3%
respectivamente en el grupo de pacientes cuyos em-
briones se habian obtenido en ISM-1, resultados que
no alcanzaron diferencias estadisticamente significa-
tivas (tabla 2).

En lo referente a las transferencias de embriones
en estadio de blastocisto, el 100% de las parejas que
cultivaron sus embriones en la secuencia HTF/CCM
tuvieron transferencia embrionaria mientras que €l
73% de las parejas cuyos embriones crecieron en
ISM-1/ISM-2 culminaron en transferencia.

L as tasas de gestacion e implantacion entre ambos
grupos también resultaron ser estadisticamente dife-
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Tabla 2
Resultados reproductivos tras la transferencia de embriones
cultivados en HTF/CCM e |SM-1/ISM-2

Dia3 Blastocisto

HTF ISM-1 CCM ISM-2
(n=44) (n=47) (n=12) (n=15)
Gestacion 52,27% 44,68% 66,7% 46,7%

(23/144)  (2U47)  (8/12)  (7/15)
Implantacion ~ 36,1%  27,3%  56,7%  33,3%

rentes, siendo del 66,7% y 56,7% en las pacientes con
blastocistos obtenidos en HTF/CCM en comparacion
con sblo €l 46,7% y 33,3% de las pacientes que con-
siguieron embarazo de blastocistos desarrollados en
ISM-1/ISM-2 (tabla 2).

De la misma forma resulté estadisticamente signi-
ficativo la tasa de RNV por paciente con transferen-
cia en cada grupo que fue de 64,3% (36 nifios) en el
grupo de HTF/CCM versus 41,9% (26 nifios) en el
grupo de ISM-1/ISM-2.

DISCUSION

La evolucién y expansion de las técnicas de
Fecundacion in Vitro ha facilitado la existencia en el
mercado de un sin fin de nuevas formulaciones de
medios de cultivo para gametos y embriones. Cada
formulacidn cambia la concentracion de algunos
componentes o afiade uno nuevo con el propdésito de
mejorar el rendimiento en la obtencion de embriones
de calidad Optima para una vez ser transferido, im-
plantar y evolucionar de forma propicia. En cualquier
caso no dejan de ser formulaciones que, con la inten-
cion de emular las condiciones in vivo, se quedan en
aproximaciones mediocres de la situacion ideal.

La eleccion por un laboratorio de uno u otro me-
dio de cultivo se basa, en muchas ocasiones, en los
resultados previos en series de pacientes comparando
con los medios que ese laboratorio esté utilizando de
forma habitual.

En el estudio que nos ocupa comparamos dos me-
dios de cultivo, HTF e ISM-1, en ovocitos y embrio-
nes obtenidos de ciclos de donacion ovocitaria. Un
nimero semejante de pacientes se distribuyd de for-
ma aleatoria en cada uno de |os grupos.

Se cree que tras la fecundacion y las primeras di-
visiones, el entorno del embridn se encuentra enri-
guecido con piruvato y lactato y bajas concentracio-
nes de glucosa. Después de la activacion gendmica,
cuando el embrion alcanza el estadio de seis a ocho
células, se produce un aumento en el consumo de
glucosa. Actualmente se acepta que una concentra-

cién de glucosa de 2.78 mM en el medio de cultivo es
suficiente para mantener la movilidad espermética,
satisfacer |os requerimientos de glucosa de los prime-
ros estadios en el ciclo de la pentosa-fosfato y evitar
los efectos toxicos que producia en las primeras divi-
siones embrionarias (19). En cuanto a los niveles de
fosfato, se acuerda que en la fase de postcompacta-
cion, cuando aumenta la actividad glicolitica en el
embrién, deberian moderarse entorno a 0.25 mM
(20), para minimizar sus efectos negativos en combi-
nacion con la glucosa. Todos estos beneficios son en
principio aportados por ambos tipos de medio estu-
diados; tal vez por ello no se apreciaron diferencias
en la comparacion de las tasas de fecundacion, ni en
la distribucion de los diferentes patrones pronuclea-
res estudiados ni en la media de blastomeras de los
embriones cultivados en ambos grupos. Dicha simili-
tud también podria tal vez deberse a que a pesar de
que en el grupo de ISM-1 los ovocitos fueron traspa-
sados a |SM-1 tras la microinyeccién, el medio de
maduracion ovocitaria, es decir, €l medio en que es-
tuvieron los ovocitos desde su captacion a su insemi-
nacion, fue el mismo en ambos grupos 'y, por lo tanto,
los ovocitos culminaron la maduracion citoplasmatica
en el mismo ambiente bioquimico antes de su insemi-
nacién/microinyeccion, ya que no hubieron diferen-
cias en cuanto a la calidad seminal de las parejas del
estudio.

La comparacion sobre los fenotipos de division
embrionarios hasta dia 3 de desarrollo utilizando uno
u otro medio mostré que ni el nimero medio de blas-
témeras, ni simetria entre ellas, grado o tipo de frag-
mentacion, ni compactacion fueron diferentes entre
ambos grupos.

La Unica caracteristica distintiva entre ellas fue el
aspecto de las blastdbmeras tanto en dia 2 como en dia
3 de desarrollo embrionario. Los embriones que habi-
an sido cultivados en medio 1SM-1 mostraban un as-
pecto de las blastdbmeras mucho mas granuloso y/o
vesiculado que aquellos cuyo medio de crecimiento
fue HTF. Este aumento en el aspecto granulado de las
blastémeras podria tener una relaciéon con su activi-
dad transcripcional. Sin embargo, si esto fuera cierto,
dicho acontecimiento no se reflejé en la habilidad de
dichos embriones a implantar tras su transferencia en
dia 3, pero tampoco mejord su capacidad de evolu-
cionar ex vivo a estadios mas avanzados ya que un
menor porcentaje de embriones cultivados en la se-
cuencia |SM-1/1SM-2 fueron capaces de diferenciarse
hasta blastocisto. Otro de los motivos podria deberse
ala presencia de EDTA en el medio ISM-1; se ha
descrito una relacion de la granulosidad de los em-
briones con altas concentraciones de EDTA en & me-
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dio de cultivo (21), molécula que esta ausente en €l
medio HTF usado.

Otras sustancias que se incluyen en el disefio de
los medios de cultivo son ciertos aminoacidos como
glicina, glutaminay taurina; su adicion a los medios
de cultivo se debe a que se cree que son importantes
porque tienen capacidad para tamponar el pH intrace-
[ular del embridn cuyo mantenimiento es fundamen-
tal para minimizar el estrés homeostético y metabdli-
co responsable de la pérdida de viabilidad
embrionaria (22). Se ha observado que los aminoéci-
dos pierden el grupo amino espontaneamente en solu-
cion de forma que los medios de cultivo s6lo podrian
ser incubados durante un tiempo limitado antes de
gue se alcancen niveles toxicos de amonio (23). En el
caso de la glutamina, esencial en latransicion del es-
tadio de ocho células a morula, una solucion es la
sustitucion por el dipéptido estable alanyl-glutamina
gue no desamina (24) y mas recientemente se ha pu-
blicado que la adicion de glicil-glutamina favorece €l
desarrollo de la masa celular interna (25). Sin embar-
go, y apesar de la ausencia de glutamina en el medio
HTF, no se observaron diferencias en el grado de
compactacion ni en la habilidad de formacion de
blastocistos. La taurina, beneficiosa durante las pri-
meras 48h de cultivo, previene la depleccion del con-
tenido intracelular de los embriones y actlia como an-
tioxidante junto al EDTA (26, 27). En cuanto a la
alanina, parece no ser necesaria en el medio porque
los propios embriones la producen por transamina-
cion del piruvato durante el proceso de eliminacién
de amonio del medio (28). EI medio HTF, a diferen-
ciadel medio ISM-1, no lleva ningln tipo de aminoa-
cido y, sin embargo, esto no afectd a la calidad em-
brionaria en dia 3 ni a las tasas de gestacion e
implantacion conseguidas con ambos medios.

Tras la comparacion de ambos tipos de medio,
aunque las tasas de gestacion e implantacién no se
vieron afectadas en las transferencias embrionarias en
dia 3, la eficiencia reproductiva del medio se vio ne-
gativamente afectada a cultivar los embriones duran-
te mas tiempo hasta el estadio de blastocistos, tal vez
influenciada por la mayor elevada tasa de multinucle-
acion que presentaron los embriones en ISM-1. De
hecho la tasa de gestacion, implantacion y recién na
cido vivo fue significativamente menor en los casos
en los que los embriones crecieron en la secuencia
ISM-1/ISM-2 en comparacion con la secuencia habi-
tual de nuestro centro HTF/CCM por lo que se deses-
timo la utilizacion de | SM-2 para cultivo prolongado.

Otro de los datos analizados fue la tasa de recién
nacido vivo que resulté ser significativamente mejor

en el grupo de HTF/CCM que en el de ISM-1/ISM-2,
lo que podria de alguna forma reflejar que aunque la
tasa de gestacion e implantacion no fuera diferente, el
medio ISM-1 no favorecio el crecimiento postimplan-
tatorio, dando una mayor tasa de aborto. Queda una
vez mas reflejada la importancia de la utilizacion de
uno u otro medio de cultivo en el fenotipo embriona-
rio y las consecuencias clinicas que pueden tener a
pesar de conseguir embriones con fenotipos acepta-
bles en dia 3 de desarrollo.

Ante la imposibilidad de conocer la composicion
cuantitativa de la secuencia del medio 1SM-1/1SM-2,
los resultados obtenidos en este estudio nos hacen
pensar que a pesar de que las diferencias cualitativas
en la composicion de los medios empleados son mini-
mas, si que deben existir diferencias cuantitativas de
algunos de los componentes que se traducen en unos
mejores resultados al utilizar la secuencia de medios
HTF/CCM.

En resumen, la utilizacion de ISM-1/ISM-2 en
nuestra rutina de trabajo di6é lugar a un cambio en €l
fenotipo embrionario a nivel de granulacién de las
blastémeras y multinucleacién que se reflejé en una
disminucion de la tasa de gestacion, implantacion y
RNV mayoritariamente debida a |os casos en |los que
se dejaron los embriones crecer hasta estadio de blas-
tocisto. Las diferencias cualitativas existentes en los
medios de cultivo utilizados en ambos grupos pone
de manifiesto la cuestion de las verdaderas necesida
des nutricionales del 1os embriones humanos a me-
nos en |os primeros estadios evolutivos.
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