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RESUMEN

Pregunta del estudio: ;Hay diferencias
en los resultados de fecundacion in vitro al
emplear un medio de cultivo secuencial y
uno continuo?

Respuesta: Se observo una mejora en la
calidad de los embriones obtenidos en Dia 5
en medio continuo.

Lo que ya se sabe: Los medios de culti-
vo secuenciales ofrecen al embridn los nu-
trientes especificos para cada estadio. Los
medios continuos ofrecen todos los nutrien-
tes a la vez permitiendo que el embrion se-
leccione los que necesita.

Diseiio del estudio: Prospectivo. Se
analizaron 189 embriones de 23 tratamien-
tos de FIV. El estudio se realizé entre octu-
bre y diciembre de 2019.

Materiales y métodos: Se utilizaron
medios Vitrolife.

Primera evaluacion: se analizaron em-
briones de 12 tratamientos. Los ovocitos
fertilizados de cada paciente fueron separa-
dos en dos grupos: Un grupo fue colocado
en Gl plus desde el Dia 1 al 3 de cultivo
para luego cambiarlos a G2 plus hasta el

ABSTRACT

Study question: Are there differen-
ces in the results of in vitro fertilization
when using a sequential and continuous
culture media?

Summary answer: An improvement
in the quality of embryos obtained on Day
5 was observed in continuous media.

What is known already: Sequential
culture media offer the embryo the speci-
fic nutrients for cach stage. Continuous
media offer all the nutrients at the same
time allowing the embryo to select the
ones it needs.

Study design: Prospective. One hun-
dred and eighty-nine embryos from 23
IVF treatments were analyzed. The study
was conducted between October and De-
cember 2019.

Materials & Methods: Vitrolife me-
dia were used. First evaluation: embr-
yos from 12 treatments were analyzed,
separated into two groups. A group was
placed in G1 plus from Day 1 to 3 of cul-
ture, and then embryos were changed to
G2 plus until Day 5; the other was pla-
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Dia 5; ¢l otro fue colocado en medio TL
plus desde el Dia 1 al 3 de cultivo, reno-
vando el medio en el Dia 3 y cultivandolos
hasta ¢l Dia 5. Segunda evaluacion: sc ana-
lizaron embriones de 11 pacientes. En este
caso, el grupo cultivado en TL plus no se
recibid recambio.

Se registraron las tasas de fecundacion, de
embriones evolutivos, de llegada al estadio de
blastocisto y de llegada al estadio de blasto-
cisto expandido, y calidad embrionaria.

El andlisis estadistico se realizd em-
pleando ¢l test exacto de Fisher o el test de
Mann-Whitney segun correspondiera; valo-
res de p<0.05 fueron considerados signifi-
cativos.

Resultados: En la primera evaluacion
no se encontraron diferencias significativas
entre los dos medios. En la segunda se ob-
servo un aumento significativo en la calidad
embrionaria de dia 5 en favor del cultivo
continuo.

Limitaciones del estudio: La evalua-
cion no incluyd la tasa de nacimientos.

Implicancia de los hallazgos: Una me-
jora en la calidad de los embriones podria
correlacionarse con un aumento de las tasas
de embarazo y nacimiento.

Palabras clave: Cultivo — Secuencial —
Continuo — One step

ced in TL plus medium from Day 1 to 3
of culture, renewing the medium in the
Day 3 and cultivating them until Day 5.
Second evaluation: embryos from 11 pa-
tients were used. In this case, the group
grown in TL plus did not receive repla-
cement.

Fertilization rates, embryo develop-
ment, blastocyst stage, expanded blasto-
cyst stage, and embryonic quality were
recorded.

Statistical analysis was performed
using Fisher test or Mann-Whitney test; p
values <0.05 were considered significant.

Main results: In the first evaluation,
no significant differences were found be-
tween media. In the second evaluation, a
significant increase in embryonic quality
m Day 5 was observed in favour of con-
tinuous culture.

Limitations: The evaluation did not
include the birth rate.

Wider implication of the finding:
An improvement 1n the quality of embr-
yos could be correlated with an increase
in pregnancy and birth rates.

Key words: Culture — Sequencial —
Continuous — One step
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INTRODUCCION

En la basqueda de mejorar los sistemas
de desarrollo embrionario en el proceso de
fecundacion in-vitro, los medios de cultivo
han evolucionado desde soluciones basicas
conteniendo algunas sales y proteinas hasta
la formulacion de soluciones complejas muy
semejantes al medio en el que el embridn se
desarrolla en el aparato reproductor feme-
nino (1). De esta forma se desarrollaron los
“medios secuenciales’, los cuales tratan de
darle al embrion la concentracion de nutrien-
tes adecuada para cada estadio de desarrollo
(2). El uso de este tipo de medios implica co-
locar en el Dia 1 de cultivo los 6vulos fecun-
dados en una primera solucién con baja con-
centracion de glucosa y alta concentracién
de piruvato como sustrato energético (3), en
la que se incubaran hasta el Dia 3 de culti-
vo, momento en el cual serdn transferidos a
una segunda solucion con alta concentracion
de glucosa como fuente de energia, perma-
neciendo alli hasta el Dia 5 de cultivo, para
luego ser transferidos o criopreservados (3).

Recientemente han sido desarrollados
los medios continuos (one-step), basados
en la filosofia de darle todos los nutrientes
al embrién y que este seleccione cudl incor-
porar (4). Esto ha cambiado el paradigma
del cultivo secuencial, en el cual, como se
menciond anteriormente, la oferta de nu-
trientes estaba relacionada con el estadio de
desarrollo embrionario.

El uso de medios continuos permite cul-
tivar los ovocitos fecundados desde el Dia 1
hasta el Dia 5 de cultivo sin la necesidad de
mover los embriones de la incubadora (5).

El objetivo del presente estudio fue eva-
luar los resultados obtenidos comparando
un sistema de cultivo con medios secuen-
ciales y uno con un medio continuo, culti-
vando los embriones hasta el Dia 5.

MATERIALES Y METODOS
Este estudio prospectivo fue llevado a
cabo en el laboratorio de reproduccién asis-
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tida de Medicina Reproductiva Fertilis, San
Isidro, Argentina, entre los meses de octu-
bre y diciembre de 2019. La edad promedio
de las pacientes fue 34.4+3.6 afios (rango 30
a 37 anos de edad).

Todas las pacientes fueron estimu-
ladas con FSH recombinante (Gonal-F,
Merck-Serono, Alemania) combinada con
HMG (Menopur, Ferring, Suecia). Se admi-
nistré una dosis inicial de 150 a 300 IU de
gonadotrofinas durante 5 dias, ajustdndola
de acuerdo a la respuesta ovarica. Al alcan-
zar un diametro folicular promedio de 14
mm o niveles de estrogenos de 300 pg/ml
se administré una dosis diaria de antago-
nista de GnRh (Cetrorrelix, Cetrotide NR,
Merck-Serono, Alemania) hasta el momen-
to de la descarga, para la cual se administré
una dosis simple de 10.000 IU de HCG (Go-
nacor 5000, Ferring Pharmceuticals, Suiza)
34-36 hs antes de la aspiracion folicular.

Luego de realizar la fecundacion in vitro,
el cultivo se llevé a cabo en incubadoras de
mini volumen ESCO Miri, a 37°C, en am-
biente con 5% de oxigeno y 6% de didxido
de carbono. Todas las transferencias se rea-
lizaron el Dia 5 de cultivo, transfiriendo 1
embridn por paciente, empleando para ello
un catéter Rocket-EchoCath (Rocket Medi-
cal, England) y criopreservando los embrio-
nes restantes.

Se registraron la tasa de fecundacion, la
tasa de embriones evolutivos (embriones
de Dia 3 con al menos 5 células), la calidad
embrionaria, la tasa de llegada al estadio de
blastocisto, y la tasa de llegada al estadio de
blastocisto expandido.

Se realizaron dos evaluaciones consecu-
tivas.

En la primera evaluacion se analizaron
embriones de 12 tratamientos. Los ovocitos
fecundados de cada paciente fueron sepa-
rados en dos grupos para ser colocados en
medios de cultivos diferentes. Un grupo fue
colocado en medio G1 plus (Vitrolife, Sue-
cia) desde el Dia 1 al 3 de cultivo para luego
cambiar los embriones a medio G2 plus (Vi-
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trolife, Suecia) desde el Dia 3 al 5, mientras
que el otro grupo fue colocado en medio TL
plus (Vitrolife, Suecia) desde el Dia 1 al 3 de
cultivo, renovando el medio en el Dia 3 y
cultivandolos hasta el Dia 5.

En la segunda evaluacién se emplearon
embriones de 11 tratamientos. Los ovocitos
de cada paciente fueron separados en dos
grupos. Un grupo fue colocado en medio
G1 plus desde el Dia 1 al 3 de cultivo para
luego cambiar los embriones a medio G2
plus desde el Dia 3 al 5, mientras que el otro
grupo fue colocado en medio TL plus desde
el Dia 1 al 5 de cultivo sin renovacion.

Los embriones no fueron observados
en el Dia 2 de cultivo. En aquellos grupos
en los que se realizo el cambio de medio de
cultivo en Dia 3 se registré el numero de
células y la calidad embrionaria, la cual fue
considerada como:

o Excelente: fragmentacion <5%, células
simétricas, sin multinucleacion.

o Buena: fragmentacién 5-10%, la mayor
parte de las células simétricas, sin evi-
dencia de multinucleacion.

« Regular: fragmentacion 10-20%, varias
células asimétricas, eventualmente con
multinucleacion.

o Mala: severa fragmentacion (>25%), sin
simetria celular, evidencia de multinu-
cleacion.

En los embriones de Dia 5 se registro el
estadio de desarrollo:

o Morula compacta

« Blastocisto en expansion <50%

« Blastocisto en expansion >50%

« Blastocisto expandido

+ Blastocisto eclosionando

Por otra parte se registro la calidad de la
masa celular interna y del trofoblasto, de la
siguiente manera:

Masa celular interna
o Buena (A): prominente, facil de identi-

ficar, con muchas células compactas y

estrechamente adheridas entre si.

o Regular (B): facil de identificar, con mu-
chas células que estan libremente agru-
padas.

« Mala (C): dificil de identificar, con pocas
células.

Trofoblasto:

o Bueno (A): muchas células que forman
un epitelio cohesivo.

o Regular (B): pocas células que forman
un epitelio malo.

o Malo (C): muy pocas células

Para realizar la comparacion cualitativa
de los embriones de cada grupo se utilizd
un score embrionario a partir del calculo de
dos féormulas que combinaban el grado de
desarrollo y la calidad embrionaria. Para los
embriones de Dia 3 dicha férmula consistio
en la multiplicacion de la cantidad de células
y un valor asignado a la calidad embrionaria
(4: excelente, 3: buena; 2: regular; 1: mala);
mientras que para los embriones de Dia 5 se
asigné un valor progresivo segtn el grado
de desarrollo embrionario (1: moérula com-
pacta; 2: blastocisto en expansion <50%; 3:
blastocisto en expansion >50%; 4: blastocis-
to expandido; 5: blastocisto eclosionando)
el cual fue multiplicado por el valor asigna-
do ala calidad de la masa celular interna y la
del trofoblasto (3: A - buena; 2: B - regular;
1: C — mala).

El analisis estadistico se realizé emplean-
do el test de Fisher o el test de Mann-Whit-
ney no pareado segin correspondiera.
Valores de p<0.05 fueron considerados sig-
nificativos.

RESULTADOS

En la primera evaluacion se compararon
los resultados obtenidos de 12 tratamien-
tos de FIV/ICSI luego del uso de medios
secuenciales y continuos con recambio de
ambos medios en Dia 3. Se recuperd un
promedio de 9.4+2.5 ovocitos totales y un
promedio de 9.0+2.2 ovocitos maduros por
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paciente, mientras que la tasa de fecunda-
cion global fue de 92% (97 fecundados de
105 ovocitos maduros inseminados).

No se encontraron diferencias en cuan-
to a la tasa de embriones evolutivos, score
embrionario de Dia 3 y Dia 5, y la tasa de
llegada al estadio de blastocisto y blastocisto
expandido (Tabla 1).

En la segunda evaluacion se compararon
los resultados obtenidos de 11 tratamientos
de FIV/ICSI donde no se realiz6 el recambio
de medio continuo en Dia 3. Se recuperd un
promedio de 10.3+2.7 ovocitos totales y un
promedio de 9.94+2.5 ovocitos maduros por
paciente, mientras que la tasa de fecunda-
cion global fue de 87% (95 fecundados de
109 ovocitos maduros inseminados).

En este caso se encontraron diferencias
significativas a favor del medio continuo en
el score de los embriones de Dia 5 (Tabla 2).

DISCUSION:

En la basqueda de darle al embrion de-
sarrollado in-vitro el mejor ambiente de cul-
tivo para su crecimiento, se han planteado
diferentes estrategias, que van desde el uso
de medios simples, pasando por el empleo
de co-cultivos con lineas celulares hasta el
desarrollo de medios secuenciales, y recien-
temente los medios continuos (6,7). Se han
producido grandes avances en la investiga-
cion en este campo, los cuales han llevado
a contar con medios de cultivo muy simila-

res al medio que encuentra el embrion en la
trompa y en el atero (8,9).

La aparicion de los medios continuos ha
planteado un cambio en el paradigma que
postulan los medios secuenciales, donde el
embridn debe recibir los nutrientes especi-
ficos dependiendo del estadio de desarrollo.
El disefno de los medios de cultivo continuos
implica el uso simultaneo de todos los nu-
trientes permitiendo que el propio embrion
se adapte y utilice lo que requiera segtin su
estadio de desarrollo (3,4). Esto permite no
realizar el recambio de medio en el Dia 3.

En el presente estudio hemos compara-
do el uso de medios de cultivo secuenciales
y continuos, buscando posibles diferencias
tanto en la tasa de desarrollo de los embrio-
nes como en la calidad de los mismos.

Nuestros resultados mostraron que cuan-
do se realiza un recambio del medio conti-
nuo en Dia 3, ambos medios (secuenciales y
continuos) se comportan de manera similar,
como se observa en la Tabla 1. Mientras que
al utilizar el cultivo continuo (sin recambio
en Dia 3), pese a obtener resultados simila-
res en general, el score embrionario en Dia
5 de cultivo fue significativamente mayor
para el medio continuo. Esto muestra una
mejor calidad de los embriones obtenidos
en Dia 5 en medio continuo.

Es posible pensar que esta mejor calidad
embrionaria abra la posibilidad de tener
mejores resultados en cuanto a tasa de im-

Tabla 1. Resultados obtenidos en la comparacion de medios secuencial y continuo

con recambio en Dia 3 de cultivo.

Secuencial Continuo
Ovocitos fecundados asignados 48 46
Promedio de ovocitos fecundados asignados 4.0%1.0 3.841.3
Embriones evolutivos 48/48 (100%) 45/46 (98%)
Score embrionario en Dia 3 24.1%10.3 25.8+10.1

Tasa de llegada al estadio de blastocisto

23/48 (48%) 26/46 (57%)

Tasa de llegada al estadio de blastocisto expandido

6/48 (13%) 7/46 (15%)

Score embrionario en Dia g

21.4%9.0 21.8+11.5
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plantacion, de embarazo y de nacimiento.
Esto seria beneficioso principalmente en las
pacientes con baja respuesta las cuales ten-
dran pocos embriones, mientras que en las
pacientes normorrepondedoras la posibili-
dad de tener embriones de buena calidad es
mayor. Pese a ello, el beneficio para este ul-

timo grupo de pacientes puede verse refle-
jado en un aumento de la tasa acumulativa
de embarazo.

Actualmente nos encontramos abocados
a la evaluacion de dichas tasas luego del em-
pleo de estos medios de cultivo.

Tabla 2. Resultados obtenidos en la comparaciéon de medios secuencial y continuo,
sin recambio del medio continuo en Dia 3 de cultivo.

Secuencial Continuo
Ovocitos fecundados asignados 50 45
Promedio de ovocitos fecundados asignados 4.612.2 4.1%2.1

Embriones evolutivos

50/50 (100%)

45/45 (100%)

Tasa de llegada al estadio de blastocisto

25/50 (50%)

25/45 (56%)

Tasa de llegada al estadio de blastocisto expandido

15/50 (30%)

13/45 (29%)

Score embrionario en Dia 5

21.8+11.5 *

30.616.4 *

(*) Difieren significativamente, p<o.os
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