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RESUMEN

Tradicionalmente, la seleccion de embriones bovinos para transferencia se basa en sus
caracteristicas morfoldgicas por ser simple y rapido, sin embargo, los valores cualitativos
tienen una baja precision para predecir competencia embrionaria. Por lo tanto, es necesario
incluir medidas de caracteristicas objetivas y no invasivas como el tiempo de blastulacion,
para incrementar la precision del método de seleccion. El objetivo de este estudio fue evaluar
el momento de blastulacion monitoreada por tecnologia time-lapse para seleccionar
embriones con viabilidad in vitro determinada por desarrollo post eclosion. Los complejos
de ovocitos cumulus (COCs) se maduraron durante 23 horas y luego se fertilizaron mediante
la incubacion de COCs con espermatozoides (10.000 espermatozoides por ovocito) durante
18 horas. Los presuntos cigotos se colocaron individualmente en micropocillos, en gotas de
medio de cultivo comercial. El sistema Primo Vision TL (EVO+; Vitrolife, Gotemburgo,
Suecia) capturd imagenes digitales de embriones en desarrollo cada 15 minutos. Se
registraron los periodos de tiempo desde la FIV hasta el inicio de la blastulacion (tSB) y el
desarrollo del blastocisto (tB). La viabilidad in vitro de los embriones se determind
utilizando un sistema de cultivo in vitro extendido de embriones bovinos hasta el dia 9,5
(desarrollo posterior a la eclosion). Los parametros para establecer la viabilidad in vitro (dia
9,5 después de la FIV) fueron: diametro superior a 200 um y recuento total de células de
blastocisto superior a 190. Para determinar el poder predictivo de la blastulacion temprana
(valor 1) o tardia (valor 0) se estimaron mediante el area bajo la curva ROC (AUC). Ademas,
se utilizd analisis de regresion logistica binaria para generar un modelo matematico con
variables morfocinéticas que permite la mas alta prediccion de la viabilidad in vitro. En 13
sesiones, la tasa de produccién de blastocistos ascendio a 46,2% (96/208). El punto de corte
del tiempo para discriminar como blastulacion temprana o tardia fue de 149.8 h. La
viabilidad in vitro de los embriones con blastulacién temprana fue de 63,3 % (31/49), siendo
superior estadisticamente (p=0,001) al grupo de blastulacion tardia 14,9% (7/47). Asimismo,
el momento de blastulacién mostré una precision del 90,8 % (IC 95 %, 0,833-0,983; P <
0,001) para predecir la viabilidad in vitro. En conclusion, el tiempo de blastulacion permite

predecir la viabilidad in vitro del embrion bovino.

PALABRAS CLAVE: Momento de blastulacion, seleccion embrionaria, desarrollo post

eclosién, bovino.



ABSTRACT

Traditionally, the selection of bovine embryos for transfer is based on their morphological
characteristics, as it is simple and fast, however, qualitative values have a low precision to
predict embryonic competence. Therefore, it is necessary to include measurements of
objective and non-invasive traits to increase the accuracy of the selection method. The
objective of this study was to evaluate the moment of blastulation monitored by time-lapse
technology to select embryos with in vitro viability determined by post-hatching
development. Cumulus oocyte complexes were matured for 23 hours and then fertilized by
incubating COCs with sperm (10,000 sperm per oocyte) for 18 hours. Presumptive zygotes
were placed individually in microwells, in droplets of commercial culture medium. The
Primo Vision TL system (EVO+; Vitrolife, Gothenburg, Sweden) captured digital images of
developing embryos every 15 minutes. The time frame from IVF to the start of blastulation
(tSB) and to blastocyst development (tB) were recorded. Viable embryos were determined
using an in vitro extended bovine embryo culture system up to day 9.5 (post-hatching
development). The parameters to establish in vitro viability (day 9.5 after IVF) were: a
diameter greater than 200 um and a total blastocyst cell count greater than 190. To determine
the predictive power of early (value 1) or late blastulation (value 0) the areas under the ROC
curve (AUC) were estimated. In addition, binary logistic regression analysis was used to
generate a mathematical model with morphokinetic variables that allow the best prediction
of in vitro viability. In 13 sessions, the blastocyst production rate was 46.2% (96/208). The
time cut-off point to discriminate as early or late blastulation was 149.8 h. The in vitro
viability of the embryos with early blastulation was 63.3% (31/49), being statistically
superior (p=0.001) to the late blastulation group 14.9% (7/47). Likewise, the time of
blastulation showed an accuracy of 90.8% (95% CI, 0.833-0.983; P < 0.001) in predicting
in vitro viability. In conclusion, the blastulation time allows predicting the in vitro viability

of the bovine embryo.

Keywords: Blastulation time, embryo selection, post-hatching development, bovine



l. INTRODUCCION

La seleccion tradicional de embriones bovinos obtenidos in vitro para su posterior
transferencia se basa fundamentalmente en caracteristicas morfoldgicas (Sugimura et al.,
2017). Esta clasificacion de blastocistos se considera subjetiva e inadecuada, debido a la baja
y variable correlacion con la tasa de éxito en la implantacion, en bovinos (37 a 52%) y
humanos (30%) (Farin et al., 1999); por lo tanto, se requieren nuevos criterios no invasivos
que permitan una seleccion objetiva y mas precisa de los embriones (Farin et al., 1995). De
esta manera los embriones que alcanzaran la etapa de blastocisto tendrian menos
probabilidades de presentar anormalidades cromosomicas y aumentarian las tasas de
implantacion postransferencia (Borini et al., 2006).

Algunas técnicas modernas que permiten seleccionar embriones de mejor calidad son el
diagndstico genético preimplantacional y la evaluacion del contenido mitocondrial, sin
embargo, estas son invasivas para el embrién. (Ho et al., 2018). Por lo tanto, el monitoreo
del desarrollo embrionario con tecnologia time-lapse es un método no invasivo que permite
obtener imagenes digitales continuas del desarrollo embrionario in vitro (Wong et al., 2010).
Estudios indican que la seleccién de embriones competentes empleando tecnologias de
monitoreo continuo (sistema time-lapse), son métodos méas precisos para identificar
embriones con mayor capacidad implantatoria (Lemmen et al., 2008; Pribenszky et al.,
2010a; Wong et al., 2010; Meseguer et al., 2011). Ademas, la facilidad de su aplicacion,
reduce la exposicion de los embriones a cambios de pH, temperatura, presion osmotica e
iluminacién que pueden causar efectos negativos sobre su calidad y desarrollo (Zhang et al.,
2010).

Varios investigadores, han centrado sus trabajos en la primera divisién embrionaria (Van
Soom et al., 1992; Grisart et al., 1994; Mateusen et al., 2005; Rehman et al., 2007 ; Wong
et al., 2010; Lewis et al., 2019; Sugimura et al., 2012) y en el momento de blastulacién
(Mumusoglu et al., 2017) como predictores de la implantacién en humanos, ya que se ha
reportado que una blastulacion temprana tiene una correlacion positiva con la tasa de prefiez
(Shapiro et al., 2008; Capalbo et al., 2014; Kaing et al., 2017), por lo tanto, se necesita
equipos sofisticados para realizar estos estudios (Niimura et al., 2010; Sugimura et al.,
2012).



El sistema de monitoreo continuo puede ser una herramienta poderosa en la produccion y
seleccion de embriones bovinos con alta capacidad implantatoria; sin embargo, es poco
utilizada en la transferencia de embriones en bovinos (Sugimura et al., 2012; Mellisho et al.,
2019). Asimismo, no existen trabajos sobre la seleccion de embriones bovinos basados en el
momento de blastulacion usando tecnologia de monitoreo continuo, por lo que el presente
trabajo tiene como objetivo general, evaluar el momento de blastulacion monitoreada por
tecnologia time-lapse para seleccionar embriones con viabilidad in vitro determinada por
desarrollo post eclosion. Siendo los objetivos especificos, 1) Determinar el efecto del
momento de blastulacion monitoreada por tecnologia time-lapse en el desarrollo
embrionario post eclosion y 2) Establecer el modelo matematico para la seleccion de
embriones viables basado en su morfologia y momento de blastulacion monitoreada por

tecnologia time-lapse.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. Desarrollo embrionario temprano

El desarrollo embrionario temprano es un periodo critico, debido a los cambios morfoldgicos
y bioquimicos relacionados con la actividad gendmica y complejos procesos fisiologicos,
muchos de los cuales aun son desconocidos (Gad et al., 2011). Dentro de las etapas mas
importantes tenemos: primera division, activacion del genoma embrionario, diferenciacion
celular y blastulacion, eclosién y elongacién embrionaria y reconocimiento materno-

embrionario.

2.1.1. Primera divisiéon embrionaria

La transicién del gameto femenino (ovocito) a un cigoto totipotente es un proceso complejo
(Figura 1). Una vez que el ovocito alcanza la primera profase meidtica, hay una pausa larga
en el ciclo celular que proporciona tiempo para el almacenamiento de acido ribonucleico
mensajero (ARNmM) y proteinas necesarias para llevar a cabo el metabolismo del gameto y
primeras divisiones embrionarias (Bachvarova, 1985; Nothias et al., 1995; Page y Orr-
Weaver, 1997). El proceso de maduracion del ovocito inicia en el estadio de vesicula
germinal (GV) y culmina como metafase Il (Downs, 2010). En este proceso, un nucleo
agrandado, que se llama vesicula germinal, sufre degradacion que permite la progresion de
la meiosis, liberando el primer cuerpo polar. Un pico de la hormona luteinizante (LH)
reanuda la meiosis, y finalmente los ovocitos ovulan en la etapa metafase Il, donde

permanecen detenidos hasta que ocurre la fecundacion.

La fusion del ovocito y el espermatozoide da como resultado un cigoto con dos pronucleos
haploides. La singamia gamética se completa después de la primera ronda de replicacion del
acido desoxirribonucleico (ADN), cuando las membranas pronucleares se disuelven,
permitiendo que los cromosomas maternos y paternos se entrecrucen (Halstead et al., 2020).
Luego, el cigoto completa la dltima fase de la meiosis e inmediatamente se produce la
primera division embrionaria y la reanudacion de la replicacion del ADN (Hwang et al,
2001; Kubiak et al., 2008).



GV GVBD Ml Telofase | Mil Fecundacion Interfase

Figura 1. Ciclo celular durante la maduracion meidtica y fecundacion del ovocito de raton.
GV: vesicula germinal; GCBD: ruptura de vesicula germinal; MI: Metafase I; MII: Metafase
Il (Kubiak et al., 2008).

En bovinos, la aparicion de estas primeras divisiones ocurren respectivamente (h.p.i.: horas
post inseminacion): 2-células (24.1 h.p.i), 3-células (32.7 h.p.i), 4-células (34.9 h.p.i), 5-
células (41.6 h.p.i) (Alomar et al., 2008). En condiciones in vitro, el tiempo de la primera
division de los cigotos bovinos afecta la tasa de desarrollo y el nimero de células de
blastocistos (Dinnyés et al., 1999; Brevini et al., 2002; Gutiérrez-Adan et al., 2004), esto
debido a que el tiempo de la primera division estd relacionado con el estado de
poliadenilacion y transcripcion de genes importantes para el desarrollo embrionario
temprano (Lonergan et al., 2000).

2.1.2. Activacién del genoma embrionario

El inicio del desarrollo embrionario temprano esta controlado por transcriptos (ARNm) y
proteinas maternas producidas y almacenadas durante la ovogénesis (Tadros y Lipshitz,
2009). A medida que avanza el desarrollo embrionario, el control materno (transcriptos y
proteinas) se reduce paulatinamente y los transcriptos y proteinas derivadas del embrion
toman control (Memili y First, 2000; Graf et al.; 2014). La activacion del genoma
embrionario (EGA) es menor en etapa de division temprana (Ram y Schultz, 1993; Abe,
2018) alcanzando un EGA méaxima entre la etapa de 8 y 16 células en bovinos (Figura 2)
(Graf et al., 2014). Este paso de la dependencia materna a la autosuficiencia embrionaria
involucra los siguientes eventos: agotamiento de los transcriptos maternos por degradacion
y traduccién; reemplazo de transcriptos maternos almacenados en ovocitos por transcriptos

embrionarios y la generacion de nuevos transcriptos del embrién (Sirard, 2010).
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Figura 2. Expresion diferencial de genes durante el desarrollo embrionario temprano
(Adaptado de Graf et al., 2014).

2.1.3. Diferenciacion celular y blastulacion

Durante la etapa pre implantatoria, el embrion pasa por varias divisiones mitéticas para
transformarse en un blastocisto compuesto por un minimo de 100 blastdmeros (Lechniak et
al., 2008). En este periodo ocurren cambios morfoldgicos y funcionales en las células o
blastomeros que son fundamentales para el desarrollo posterior, dando como resultado un
proceso que es conocido como compactacion embrionaria (Coticchio et al., 2019). La
compactacion embrionaria en bovinos ocurre entre 16 a 32 células, durante este proceso
ocurre la redistribucion de las microvellosidades, cambios en las uniones celulares,
proliferacion mitética y polarizacion citoplasmica que contribuyen directamente a la
formacion del blastocisto (Iwata et al., 2008). La compactacién da origen a una estructura
[lamada morula, cuyos blastdbmeros se agrupan zonalmente diferencidndose en células
externas o polares y las internas o no polares (Figura 3). Las células externas tienen uniones
tight (tight junctions) que reducen el espacio intercelular e impide la difusion de lipidos y
proteinas a través de la membrana plasmatica, contribuyendo de esta manera a la polaridad
celular. Por otro lado, las celulas internas tienen uniones gap (gap junctions), las cuales

mantienen la comunicacion intercelular al permitir el paso de moléculas como el Adenosin



Monofosfato ciclico (AMPc) y el calcio (Ca?*) (Fleming y Pickering, 1985; Handyside,
1980; Johnson y McConnell, 2004).

Los grupos de celulas internas y externas continuaran su diferenciacion celular hacia las dos
lineas celulares que conforman un blastocisto (White et al., 2016). La formacion de
blastocisto en mamiferos se caracteriza por dos diferenciaciones consecutivas de linaje
celular. El primer evento de diferenciacion da como resultado la formacion del
trofoectodermo, que participa en la formacién de los tejidos extraembrionarios y la masa
celular interna, que dard origen al embridén propiamente dicho y a las membranas
extraembrionarias. Esto ocurre alrededor del dia 6-7 después de la fecundacion.
Posteriormente, alrededor del momento de eclosion (dia 8 post inseminacion) ocurre una
segunda diferenciacion celular donde la masa celular interna se divide en epiblasto y el
hipoblasto. Dos dias mas tarde, la capa de hipoblasto ha completado el revestimiento de la
superficie interna del trofoectodermo (Ponsuksili et al., 2002; Maddox-Hyttel et al., 2003;
Goossens et al., 2007; Ozawa et al., 2012).

Uniones Gap

Uniones Tight

Figura 3. Polarizacion en el desarrollo embrionario en bovinos: uniones gap y tight. (Curso
Animal Science; Parrish, 2020)

La blastulacion es la transformacion de una mdrula a blastocisto mediante el desarrollo de
una cavidad llamada blastocele (Figura 4). Durante la blastulacion, se debe formar un
epitelio polarizado diferenciado para la produccion y/o transporte de agua para formar el
blastocele. El transporte de iones activo a travées del trofoectodermo (mediado por Na -K-
ATPasa) es la fuerza impulsora de la acumulacion de liquido que se produce durante la
blastulacién (Benos y Balaban, 1990; Watson, 1992; Watson y Barcroft, 2001, Barcroft et
al., 2004).



El movimiento del fluido a traves del trofoectodermo se ve facilitado por la presencia de
aquaporinas (AQP 3y AQP 9). AQP 9 se localiza en la superficie apical del trofoectodermo
y AQP 3, en la superficie basolateral del mismo, y juntos, facilitan el movimiento del fluido
desde el “exterior” hacia el “interior” del blastocele, a lo largo del gradiente i6nico

establecido por la Na- K -ATPasa localizada basolateralmente (Barcroft et al., 2003).

Blastocele

Blastocisto
temprano

Uniones Gap
Uniones Tight

Figura 4. Formacion de blastocele durante el desarrollo embrionario en bovinos (Curso
Animal Science; Parrish, 2020)

2.1.4. Eclosiony elongacion del blastocisto

La eclosion embrionaria es un requisito previo para que el embrion en la etapa de
preimplantacion se adhiera al Gtero e inicie la placentacion (Vejlsted et al., 2006). El
blastocele se expande en una gran cavidad central hasta el estadio de blastocisto expandido.
Posteriormente se sabe que hay tres mecanismos implicados en el proceso de eclosion de los
blastocistos: las fuerzas mecénicas ejercidas sobre la zona pelicida por la expansion del
blastocisto (Cole, 1967; Massip et al., 1982), el debilitamiento de la zona pellcida por
degradacion enzimatica (Sawada et al., 1990; Berg y Menino, 1992) y la penetracion de la
zona pelucida por proyecciones de células trofectodérmicas (Gonzales et al., 1996; Seshagiri
et al., 2009). El proceso de eclosion del blastocisto de su zona pellcida se muestra en la
(Figura 5). No existe un polo en particular por donde los embriones bovinos prefieran
eclosionar, produciéndose una distribucion igual entre la eclosion en el polo embrionario y

el polo abembrionario (frente a la masa celular interna) (Negrén-Pérez y Hansen, 2017).



Segun Vejlsted et al., (2006) el desarrollo de embriones bovinos después de la eclosion
incluye una compleja cascada de eventos de diferenciacion celular donde ciertos
compartimentos del embrién inducen a otros a diferenciarse. Estos procesos incluyen (1) la
diferenciacion de la masa celular interna en hipoblasto y epiblasto; (2) la eliminacion del
trofoblasto polar que cubre el epiblasto, lo que resulta en el establecimiento del disco
embrionario; (3) la diferenciacion del epiblasto a las tres capas germinales basicas, es decir,
ectodermo, mesodermo y endodermo, asi como a una "“cuarta capa germinal”, que
comprende a las células germinales primordiales; y (4) la diferenciacion inicial de las capas
germinales, es decir, del ectodermo a ectodermo de superficie y neuroectodermo, del
mesodermo a somitas y del endodermo a porciones de intestino primitivo y alantoideas.
Estos eventos de diferenciacion pueden clasificarse mediante estereomicroscopia en una

serie de etapas que definen el desarrollo esperado.

Polo Embrionario

ionario

Polo Abembr

Figura 5. Imagenes de embriones bovinos que eclosionan desde la zona pellcida a través
del polo embrionario (a, b) y el polo abembrionario (c, d) (Negron-Pérez y Hansen, 2017).

El proceso de elongacion es tipico en los embriones de rumiantes y es esencial para obtener
un reconocimiento materno exitoso de la prefiez, que tiene lugar el dia 16 en embriones de
bovinos y ovinos (Demmers et al., 2001). Durante la etapa previa a la implantacion, las

células del trofoblasto se alargan y las membranas extraembrionarias se remodelan de una



forma esférica a una tubular y posteriormente a una filamentosa, como se muestra en la
(Figura 6) (Turenne et al., 2012; Burton et al., 2016).

Figura 6. Vistas microscépicas y macroscopicas de embriones bovinos en la etapa de peri-
implantacion (Esférico=S, ovoide=0, tubular=T y filamentoso=F) (Turenne et al. 2012).

2.1.5. Reconocimiento materno-embrionario

Hasta la etapa de blastocisto, el desarrollo es independiente de la sefializacion uterina, lo que
explica la facilidad con la que se pueden producir blastocistos in vitro. Sin embargo, después
de la eclosion de la zona pelucida, el embrion bovino se vuelve completamente dependiente
de las secreciones uterinas para su desarrollo posterior (Sanchez et al., 2018). Durante la
prefiez temprana, la presencia del conceptus en el Utero materno, pone en marcha un
mecanismo antiluteolitico destinado a mantener el estado progestacional necesario para el
éxito de la prefiez. En rumiantes, la sefial antiluteolitica es el interferdn tau (IFN-t) producido
por las células del trofoblasto, que ademas participa en el establecimiento y reconocimiento
de la gestacion (Figura 7) (Walker et al., 2009).
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Figura 7. Relacion entre las concentraciones circulantes de progesterona (P4), las
alteraciones del entorno uterino y el impacto posterior en el alargamiento del conceptus y la
produccion de interferon-tau (IFN-t) (Forde y Lonergan, 2017).

Segun Rodriguez-Alonso et al., (2020) el reconocimiento materno-embrionario bovino es
uno de los eventos de mayor importancia en la reproduccion. Es un proceso que esta regulado
por multiples sefiales moleculares e interacciones celulares, principalmente, entre el embrién
y el cuerpo luteo (Arosh et al., 2004; Asselin et al., 1997). Durante los dias 15 al 17 del ciclo
estral, la viabilidad embrionaria juega un papel importante para inhibir los procesos
luteoliticos, favoreciendo la implantacion y el mantenimiento de la gestacién. Este periodo
es considerado critico para garantizar los procesos luteoprotectivos (Arosh et al., 2004;
Tithof et al., 2007; Skarzynski et al., 2008), mediante la modulacién de la produccion de la
prostaglandina F, alpha (PGFza) y prostaglandina E> (PGE>), en el endometrio bovino
(Fortier et al., 1988; Weems et al., 2006; Tithof et al., 2007).

2.2.  Técnicas de seleccién de embriones

La selecciobn de embriones es un tema crucial para mejorar las tasas de prefiez.
Convencionalmente los embriones bovinos producidos in vitro para transferencia se evaltan
morfolégicamente en el dia 7-8 del cultivo. Sin embargo, este método da como resultado
una seleccion poco confiable. Por lo tanto, el reto para predecir con exactitud la competencia
embrionaria, sigue siendo un tema de investigacion actual (YYamagata et al., 2005; Sugimura
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et al., 2017). Las técnicas de seleccion embrionaria mas usadas son: morfologia,

morfocinética, diagndstico genético preimplantacional, etc.

2.2.1. Morfologia

Los embriones bovinos producidos in vivo e in vitro se evaluan morfoldgicamente al dia 7 a
8 post fecundacion, siendo este el método mas utilizado para la seleccion embrionaria
(Lonergan, 2007). Los criterios para seleccionar los embriones bovinos para la transferencia
se basan en la calidad y la etapa de desarrollo en el momento de la transferencia (Tabla 1)
(Stringfellow y Givens, 2010). Las caracteristicas morfologicas para evaluar la calidad del
embrion incluyen forma, color, nimero y compactacion de blastomeras, tamafio del espacio
perivitelino, nimero de células extruidas y degeneradas y numero y tamafio de las vesiculas
(Lindner y Wright, 1983; Stringfellow y Givens, 2010).

El criterio més utilizado para evaluar embriones bovinos es, haber alcanzado la etapa de
blastocisto (Elsden et al., 1976; Shea, 1981). El éxito de la prefiez es menor con los
embriones retrasados en desarrollo por mas de dos dias (Elsden et al., 1976); aunque,
Schneider et al., (1980) afirman que la etapa de desarrollo del embrion parece tener poco
efecto sobre la tasa de prefiez y que la calidad del embrion parece ser un predictor mas
preciso de la prefiez. Asimismo, Lindner y Wright, (1983) reportaron que los embriones de
mala calidad dieron como resultado la tasa de prefiez mas baja, mientras que los embriones
excelentes y buenos arrojaron las tasas de prefiez mas altas y que embriones de pobre calidad
pueden producir una gestacién exitosa y muchos embriones morfolégicamente buenos no
logran ese objetivo. Sugiriendo, que hay otros factores involucrados que no se pueden

visualizar en el analisis morfoldgico.
La evaluacion morfoldgica de los embriones es til para predecir las tasas de prefiez de

grupos de embriones, pero tiene un valor limitado para determinar la supervivencia de

embriones individuales (Lindner y Wright, 1983).
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Tabla 1: Criterios morfoldgicos para seleccién de embriones segun International Embryo
Technology Society (IETS) (Stringfellow y Givens, 2010).

ESTADO DE DESARROLLO
Cddigo Estado
1 No fertilizado
2 a 12 células
Morula temprana

Morula

Blastocisto temprano
Blastocisto

Blastocisto expandido
Blastocisto eclosionado

O O N O O WO DN

Blastocisto expandido eclosionado
CALIDAD DE EMBRION
Cddigo Clasificacion

1 Excelente o bueno

2 Regular

3 Pobre

4 Muerto o degenerado

2.2.2. Morfocinética

El monitoreo del desarrollo embrionario mediante time-lapse es un método no invasivo que
permite hacer seguimiento a detalle individualizado, por lo tanto, permite realizar una
investigacion basica de la morfologia y los tiempos de las divisiones mitéticas en diferentes
especies de mamiferos. Van Soom et al. (1992) fueron los primeros en reportar una relacion
entre el momento de la primera division y la compactacion embrionaria. Ademas, Van Soom
et al. (1992) reportaron que los embriones de primera divisién temprana tienen una mayor
probabilidad de alcanzar la etapa de moérula y que la compactacién temprana puede
correlacionarse con una alta capacidad para desarrollarse in vivo. Posteriormente, varios
autores informaron sobre el valor predictivo de la morfologia y el momento de las divisiones
mitoticas con respecto a la calidad del embridn, la competencia en el desarrollo y la tasa de
blastocitos y el resultado de la prefiez (Tabla 2) (Sugimura et al., 2010; Dang-Nguyen et al.,
2010; Sugimura et al., 2012).
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Tabla 2. Estudios en los que se empled la seleccion embrionaria por morfocinética.

Especies Autores

Tiempo a primera divisién es  un Humanos, Van Soom et al., 1992; Grisart et
al., 1994; Mateusen et al., 2005;

Wong et al., 2010; Lewis et al.,

indicador de la  viabilidad porcinos, equinos

embrionaria. y bovinos. _

2019; Sugimura et al., 2012
Velocidad de desarrollo a blastocistos Humanos y Van Montfoort et al., 2004; Claes
sobre la tasa de prefiez equinos etal., 2019

Tiempos de division mitética afectael  Bovinos, equinos, Somfaietal., 2010; Magata et al.,
2019; Marzano et al., 2019;

Salgado et al., 2018; Fryc et al.,
2021; Mateusen et al.,, 2005;
Mandawala et al., 2016.

desarrollo embrionario. ovinos, porcinos y

humanos.

En humanos, el monitoreo utilizando time-lapse es hoy en dia una herramienta establecida
para seleccionar embriones de alta calidad para la transferencia (Pribenszky et al., 2010b;
Wong et al., 2010; Hlinka et al., 2012).

En bovinos, Grisart et al. (1994) reportaron que los embriones que se dividieron 26 y 32
horas (h) después de la fecundacién alcanzaron la etapa de blastocisto antes que los que se
dividieron mas tarde (36-48 h). Ademas, los blastocistos obtenidos al dia 6 y 7 de cultivo
son menos sensibles a la congelacion que los embriones que alcanzaron la etapa de
blastocisto a mas 7 dias de cultivo. La tasa de criosupervivencia fue 76% en los blastocistos
al dia 7 de cultivo in vitro, mientras que para blastocistos de 8 dias se redujo a 32% (Massip
etal., 1995).

2.2.3. Diagnostico genético preimplantacional

El diagndstico genético preimplantacional (DGP) es una tecnologia que se implementd en
humanos con éxito en 1989 como una alternativa al diagndstico prenatal en parejas con
desordenes genéticos que pudieran transmitir alguna anomalia genética o cromosémica a sus

hijos y ofrecer una oportunidad realista de tener hijos sanos (Harper, 2018).
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A mediados de la década de 1990, fue utilizada para seleccion de embriones en pacientes
sometidas a fecundacion in vitro, examinando cromosomas con el objetivo de obtener
mayores tasas de implantacion y disminuir los abortos espontaneos (Harper, 2018). EI DGP
requiere técnicas de alta complejidad en la toma de muestras y conocimiento de
enfermedades genéticas (Almodin et al., 2005). En el diagndstico se puede tener una
eficiencia y precision casi del 100%, sin embargo, las muestras para esta técnica son muy
pequenias, es por esto que siempre existe riesgo de errores (Takeshita y Kubo, 2004).

Almodin et al. (2005) afirmaron que el proceso de la biopsia embrionaria es el componente
mas complejo del DGP. En bovinos es mas comun realizar la biopsia por microdiseccion
(Lopes et al., 2001), mientras que en embriones humanos la biopsia se realiza por aspiracion,
gue muestra menos dafio al embrion (Almodin et al., 2005). Seguidamente, para las pruebas
genéticas, el material obtenido de la biopsia se puede analizar mediante la amplificacion de
secuencias especificas por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Sermon 2002;
Thornhill y Snow 2002).

En bovinos, el efecto de esta técnica en la calidad del embridn es poco estudiada y no existe
un protocolo Unico que se practique para implementar el DGP (Jiménez-Macedo et al.,
2007). Los avances de esta técnica han permitido su integracion en el sistema de protocolos
de superovulacion y posterior transferencia. Este método tiene un gran potencial econémico,
debido a que el DGP permite la seleccion de embriones segun su sexo, ademas puede usarse
para criar lineas especiales de bovinos mediante la seleccién asistida por marcadores de
embriones de acuerdo con sus caracteristicas de produccion (Bodé et al., 2001).

2.2.4. Desarrollo post eclosion

El cultivo in vitro posterior a la eclosion de embriones bovinos surgié como un
procedimiento alternativo que podria permitir el establecimiento de una herramienta mas
precisa para evaluar la capacidad de desarrollo del embridn, sin la necesidad de transferirlos
areceptores y manteniendo las condiciones in vitro similares a todos los embriones (Brandéo
etal., 2004; Machado et al., 2013). Ademas, los sistemas de desarrollo posterior a la eclosion
(PHD) podrian contribuir a estudios basicos 0 a la investigacion de la toxicidad de los
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productos cultivados in vitro, productos farmaceuticos, pesticidas y otros productos

quimicos (Branddo et al. 2004).

Ramos-1beas et al. (2020) mostraron la posibilidad del cultivo in vitro de embriones bovinos
después de la eclosion, logrando la elongacion de los embriones bovinos producidos in vivo
que se colocaron dentro de taneles de gel de agarosa y se cultivaron in vitro. Asimismo,
Vajta et al. (2000) reportaron que los embriones producidos in vitro cultivados dentro de los
tineles de gel de agar lograron no solo la elongacién, sino también una alta tasa de

supervivencia en el cultivo a largo plazo hasta el dia 26.

2.3.  Aplicaciones de la tecnologia de embriones

Las tecnologias de embriones tradicionalmente se utilizan en el aceleramiento de la mejora

genética en nuestra ganaderia, siendo las mas importantes:

2.3.1. Produccion in vivo de embriones

La superovulacion y la transferencia de embriones (MOET) son métodos que permiten la
rapida multiplicacion de animales, ya que permite la produccidn de mas terneros por hembra
a comparacion de los partos naturales (Moore y Hasler, 2017). En 1890, se realizé la primera
transferencia de embriones exitosa en conejos (Heape, 1891). Las primeras superovulaciones
en bovinos fueron reportadas por Casida et al. (1943). La primera transferencia quirurgica
exitosa en bovinos fue realizada por Willet et al., (1951), logrando el nacimiento de la
primera cria. Posteriormente, la técnica fue simplificada por Avery et al. (1962) transfiriendo
los embriones a la receptora en pie y por el flanco (laparotomia lateral). La primera
transferencia no quirdrgica con éxito fue realizada por Mutter et al., (1964) atravesando el

cérvix con una pipeta de inseminacion.

Una caracteristica de la superovulacion es la variabilidad en la respuesta a pesar del uso de
protocolos similares. En bovinos, las respuestas oscilaron entre 0 y mas de 100 estructuras
recuperadas, de las cuales 0 a mas de 60 eran embriones de buena calidad (Moore y Hasler,
2017). La recoleccion de embriones en bovinos se realiz6 por primera vez quirdrgicamente,
este procedimiento result6 invasivo, costoso y muy laborioso. Debido a esto, se desarrollaron

técnicas no quirdrgicas, ya que son mas simples, faciles y tienen un menor costo. Mas tarde,
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Drost et al. (1976), Elsden et al. (1976) y Rowe et al. (1976) informaron sobre avances en
esta técnica no quirargica de recuperacion de embriones. A partir de entonces, sobrevino un

aumento en el nimero de transferencias comerciales (Hasler, 2014).

En el afio 2019, la Sociedad Internacional en Tecnologia de Embriones (IETS) reportaron
que se produjeron un total de 1.480.821 embriones transferibles. Siendo, los embriones
derivados de in vivo con una tendencia a la reduccion desde 2005, como se observa en la
Figura 8 (IETS, 2020). En cuanto al origen del embrion, en el 2019, se observa que la
proporcion de embriones producidos in vitro (1, 031,769; 72,7%) superd largamente al

numero de embriones producidos in vivo (387,769; 27,3%).
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Figura 8. Nimero de embriones bovinos (derivados in vivo, producidos in vitro) registrados
en el periodo 2000-2019 (IETS, 2020).

2.3.2. Produccion in vitro de embriones

La produccion in vitro de embriones (PIVE) se desarroll6 como una alternativa al MOET.
La PIVE comprende una serie de procesos que incluyen la maduracion in vitro, la

fecundacién in vitro y el cultivo in vitro. Estos procesos intentan simular las condiciones que
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ocurren in vivo para proporcionar embriones de alta calidad capaces de un desarrollo e

implantacion continuo y que den como resultado crias viables (Meirelles et al., 2004).

La maduracion de los ovocitos incluye cambios nucleares y citoplasmaticos en el gameto en
desarrollo. En condiciones in vitro, los ovocitos normalmente completaran la maduracion
nuclear a MII dentro de las 20 a 24 horas y luego estaran listos para la fecundacion
(Leibfried-Rutledge et al., 1987). Alrededor del 85% al 90% de los ovocitos inmaduros
cultivados alcanzaran Ml al final de la maduracion in vitro (MIV) en condiciones adecuadas
(Watson, 2007). La mejora de la evaluacion directa de la maduracion nuclear y
citoplasmatica por métodos no invasivos podria permitir la seleccion futura de los ovocitos
competentes (Fulka et al., 1998). Siendo los hitos que marcaron el avance de la IVF,
mosrados en tabla 3.

Después de completar la MIV, los ovocitos se incuban conjuntamente con los
espermatozoides durante un maximo de 18 a 24 h mientras se someten a FIV. La interaccion
espermatozoide-ovocito en la placa de fecundacion ocurre en un microambiente controlado
en temperatura, humedad y mezcla de gases (Gordon, 2003). Previo a la incubacion los
espermazoides deben ser seleccionados y capacitados adquirir la capacidad de penetrar en la
zona pellcida (ZP) del ovocito (Parrish et al., 1986). El nimero minimo de espermatozoides
requerido por ovocito no esta bien definido debido a una gran variacién de factores.
Generalmente se usa una concentraciéon de 1 a 2 millones de espermatozoides / ml para la
FIV (Ward et al., 2002). La tasa de fecundacion, medida como la tasa de division a las 48 h
posteriores al cultivo suele oscilar entre el 70% y el 85%. Una ventaja importante de la FIV
es que requiere una pequefia cantidad de espermatozoides para fecundar los ovocitos

inmaduros recuperados (De Graaf et al., 2007).

En la PIVE, los ovocitos fecundados son cultivados in vitro durante 7 dias hasta que alcanzar
la etapa de blastocisto. En general, el 20-40% de los posibles cigotos cultivados alcanzaran
la etapa de blastocisto (Lonergan et al., 2001; Rizos et al., 2008). Al alcanzar la etapa de
blastocisto, estos se transferencia a receptoras 0 se criopreservan. Aunque, la
criopreservacion de embriones in vitro esta poco recomendado, esta es una técnica
estratégica que permite congelar embriones de alta calidad con la finalidad de mantener su
viabilidad a la descongelacion, lo que puede aumentar las tasas de prefiez (Ferré et al., 2019).

Por otro lado, se ha propuesto que la vitrificacion es un mejor método para criopreservar
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embriones in vitro bovinos (Vajta, 2000), aunque la congelacion lenta, es una técnica que
esta volviendo a resurgir para congelar embriones producidos in vitro con buenos resultados
(Bruyere et al., 2012).

Tabla 3: Logros historicos que revolucionaron en la produccidn in vitro de embriones.

Afo Logros

1959 Fecundacion de ovocitos in vitro y primer nacimiento de mamifero (conejo)

por embriones derivados de FIV (Chang, 1959)

1973  Criopreservacion de embriones bovinos y primer reporte sobre el nacimiento
de terneros por transferencia de embriones congelados-descongelados
(Wilmut y Rowson, 1973a, b)

1977 Primer informe sobre FIV en ganado (Iritani y Niwa,1977)

1981  Nacimiento de terneros vivos a partir de embriones de FIV (Brackett et al.,
1982)

1987 Primer reporte sobre terneros producidos inicamente por fecundacion in vitro

y embriones producidos in vitro (Lu et al., 1987)

1988 Desarrollo del método Ovum pick-up (OPU) por aspiracion transrectal guiada

por ultrasonido de ovocitos en ganado (Pieterse et al., 1988)

1993  Nacimiento de terneros vivos por FIV de ovocitos con esperma sexado (Cran
etal., 1993)

1994 Desarrollo de protocolos para la produccion de embriones como alternativa a
MOET, combinando OPU, FIV y ET (Looney et al., 1994)

La baja tasa de blastocistos (20 a 40%) obtenida en los procedimientos in vitro, posiblemente
se deba al resultado de la exposicién de los embriones a cambios de pH, temperatura y luz
que pueden causar efectos negativos sobre su calidad y desarrollo (Merton et al., 2003;
Zhang et al., 2010). Otras razones pudieran deberse: a una maduracion incompleta de los
ovocitos citoplasmaticos, a condiciones de cultivo inadecuadas que conducen a una
activacion del genoma embrionario deficiente o a una fragmentacion del ADN (Sirard et al.,
2006). Ademas, la tasa de prefiez después de la transferencia de embriones producidos in
vitro no supera el 40% (Reichenbach et al., 1992; Massip et al., 1994; Van Soom et al.,
1994; Wurth et al., 1994). Aunque, Enright et al., (2000) reportaron que los embriones
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producidos in vitro tiene similar capacidad implantatoria que los embriones producido in

vivo.

El nimero de embriones producidos in vivo que se colectan y transfieren a nivel mundial
parece haberse estabilizado en los Gltimos afios (Figura 8), mientras que los embriones
derivados y transferidos de la PIVE ha venido creciendo anualmente un promedio de 12%
(Ferré et al., 2019; Sirard, 2018). EI nimero de embriones producidos in vitro en bovinos se
mantuvo por encima de un millon de registros, lo que representa el 72,7% de todos los
embriones de bovinos producidos. Se observaron una tendencia global en todas las regiones

el aumento del numero de embriones in vitro transferidos (Figura 9).
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Figura 9. Numero de embriones bovinos producidos in vitro en el periodo 2000-2019, por
continente (IETS, 2020).

En la actualidad, se busca mejorar el rendimiento general de todas las etapas: recuperacion
de ovocitos, maduracion in vitro, fecundacion in vitro, cultivo in vitro para el desarrollo
embrionario, la congelacién de embriones, la transferencia y establecimiento de la prefiez
(Meirelles et al., 2004; Rizos et al., 2003, Ward, et al., 2002; Ferré et al., 2019)
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Tabla 4. Investigaciones que reportan tasas de blastocistos y prefiez de embriones

producidos in vitro a partir de ovocitos recuperados por técnica ovum pick-up (OPU).

Ovaocitos Blastocistos Prefiez en Hembras Referencia
(n) % (dia 7) vacas % nacidas %
1773 22.2 Blondin et al., 2009
1785 23.0 22 50 Raymussen, 2011
110 21.8 Sebrian-Serrano et al.,
2013
880 41 46 96 Morotti et al., 2014
362 24.3 37.5 Sanches et al., 2016
818 52.6 41.3 Doetal., 2018
55 45 Gomez et al., 2020
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I1l. METODOLOGIA

3.1. Lugar

La presente investigacion se realizd en el Centro de Investigacion en Tecnologia de embriones
(CIETE) del PIPS en Mejoramiento Animal, Facultad de Zootecnia de la Universidad
Nacional Agraria La Molina, ubicado en el distrito de la Molina, Lima, Perd. EI laboratorio
cuenta con el equipamiento y materiales necesarios para poder realizar este trabajo de

investigacion.

3.2. Recuperacion de complejo cimulus ovocito (COCs)

Los ovarios colectados de hembras sacrificadas, provenientes del camal Yerbateros, fueron
transportados en termos. Una vez en el laboratorio los ovarios fueron lavados 2 a 3 veces con
solucion fisioldgica de 0,9% de NaCl a 35 °C y conservados en la misma solucion. Los COCs

fueron aspirados de foliculos de tamafio entre 3 a 8 mm con aguja 18G de 1 ¥ pulgadas.

El contenido folicular fue colectado en tubos conicos de 15 mL, para luego ser filtrado y
lavado con medio Lactato Ringer también atemperado a 37°C. Luego se coloco el material en
placas Petri de 100 x 15mm, previamente cuadriculada la base para facilitar la busqueda y
diluida con medio Lactato Ringer suplementado con PVA y gentamicina. Los COCs fueron
visualizados bajo un estereoscopio, inmediatamente transferidos a una placa de 35x 10 mm
(Falcon®, 353001 Corning, USA), conteniendo medio de manipulacion realizado en el
laboratorio CIETE, para luego ser clasificados. Los COCs fueron evaluados por su morfologia
y clasificados dentro de 4 categorias: (1) completamente rodeados por > 3 capas células del
cumulus con citoplasma homogeéneo, (2) ovocitos parcialmente por células del camulus y
citoplasma irregular, (3) ovocitos denudados y (4) ovocitos rodeado por fibrina, con aspecto
de tela de arafia. Los COC:s se clasificaron como viables (calidad A y B) y no viables (calidad

C y D), para los procesos de maduracion y fecundacion in vitro.
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3.3.  Produccién de embriones in vitro en bovinos

3.3.1. Maduracion in vitro

Despueés de la recuperacion y clasificacion, los COCs de calidad A y B (viables) fueron
lavados en medio de manipulaciéon y en medio de maduraciéon MIV® (Vitrogen, Brasil). Se
prepararon 2 microgotas de 70pL de medio MIV® en placas de cultivo de 35x10mm
(Falcon®), las cuales fueron cubiertas con aceite mineral y equilibradas como minimo 2 horas
en la incubadora. Se colocaron 10 a 12 COCs por microgota de medio MIV® y finalmente se
Ilevaron a la incubadora a 6% CO: en aire, 38,5 °C y humedad sobre 90% por 22 a 24 horas.

3.3.2. Fecundacion in vitro

Después de las 22 a 24 horas de maduracion, los ovocitos fueron retirados del medio de
maduracion y lavados en gotas de medio de lavado espermatico realizado en el laboratorio
CIETE y de fecundacién FIV® (Vitrogen, Brasil). Luego, fueron colocados en grupos de 10
a 12 en microgotas de 70 uL de medio de fecundacion FIV® en placas Petri de 35x10 mm
(Falcon®), cubiertos con aceite mineral, previamente incubados a 38.5°C y 6% CO> por 2
horas. Posteriormente, se adiciond una dosis de espermatozoides seleccionados y capacitados
en medio FIV®. La preparacion de la capacitacion de los espermatozoides se realizd
utilizando una pajilla de 0,5 mL de semen congelado de toros provenientes del Banco Nacional
de Semen de la Universidad Nacional Agraria La Molina. Seguidamente, se descongel6 en
agua a 37 °C por 20 segundos. Para seleccionar y capacitar los espermatozoides se utilizé el
método de Percoll 45/90, en un microtubo de 1,5 mL se colocd 400 pL de Percoll 45
(Vitrogen®, Brasil) ,400 uL de Percoll 90 (Vitrogen®, Brasil) en la gradiente inferior y en la
parte superior 400 puL de semen. La primera centrifugacion se realizé a 3000 RPM por 6
minutos, posteriormente, se elimino el sobrenadante y al pellet se le adicion6 400 pL de medio
de fecundacion FIV® (Vitrogen®, Brasil). Nuevamente se llevo a centrifugar a 3000 RPM
por 3 minutos, seguidamente se procedié a analizar la cantidad y calidad de los
espermatozoides del pellet para determinar la dosis espermatica (10000
espermatozoides/ovocito) por microgota de fecundacién que poseeran 10 a 12 ovocitos
maduros. Finalmente, se llevd a la incubadora a 6% CO: en aire 38,5 °C y humedad sobre
90% por 18 horas.
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3.3.3. Cultivo in vitro

Aproximadamente 18 a 20 horas post inseminacion, se denudaron los presuntos cigotos casi
completamente por pipeteo en gotas de medio de manipulacion y se lavaron en medio de
cultivo CIV® (Vitrogen, Brasil). Posteriormente, se seleccionaron 16 posibles cigotos al azar
y fueron colocados individualmente en los micropocillos de una placa Primo Vision®
previamente equilibrada a 38,5°C, 6% CO2 y 90% de humedad un dia antes con medio de
cultivo CIV® (Vitrogen, Brasil) y cubierta con aceite mineral; luego la placa de micropocillos
fue colocada en el equipo Primo Vision TL® (Vitrolife, Suecia) y permanecio dentro de la

incubadora. Los dias 3 y 5 post fecundacion se realizaron renovaciones del 60 % del medio.

Otro grupo (control de laboratorio) de presuntos cigotos colocados en grupos de 10 a 12 en
microgota de 70 pL de medio CIV® y finalmente se llevaron a la incubadora a 6% CO; en
aire, 38,5 °C y humedad sobre 90% hasta el dia 7.5 post IVF. Los dias 3 y 5 post fecundacion

se realizaron renovaciones del 60 % del medio.

3.4.  Monitoreo del tiempo de blastulacién (tSB)

Durante el cultivo in vitro, los presuntos cigotos fueron monitoreados individualmente (Figura
10) con el uso del equipo Primo Vision TL® (Vitrolife, Suecia) que toma imagenes cada 30
minutos desde el dia 1 hasta el 7.5 post fecundacion. Se registraron los tiempos de division
embrionaria: t2 (h) tiempo de division a 2 células; t3 (h) tiempo de division a 3 células; t4 (h)
tiempo de division a 4 células, t5 (h) tiempo de division a 5 células, t8 (h) tiempo de division
a 8 células; t9+ (h) tiempo de division a mas de 9 células, tM (h) tiempo al estadio de morula;
tSB (h) tiempo a la blastulacién, tB (h) tiempo al estadio de blastocisto propiamente dicho y
tBX (h) tiempo al estadio de blastocisto expandido. Al finalizar el monitoreo del desarrollo
embrionario individual (dia 7.5 post IVF), se procesé cada video para establecer los tiempos
previamente mencionados (Figura 11). Ademas, las imagenes con medidas calibradas fueron
archivadas en formato JPG, para ser procesadas con software ImageJ, para la medicion de
diametros de los blastocistos en los tiempos: 2, t3, t4, t5, t8, t9+, tM, tSB, tB, tBX.
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sistema time-lapse (Vitrolife, Primovision®).
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3.5. Determinacioén de la viabilidad in vitro de embriones

Culminado el monitoreo del desarrollo embrionario individual, los 16 embriones en
micropocillos de cada lote continuaron en cultivo in vitro por 48 h adicionales (dia 9.5 post
IVF) en las mimas condiciones in vitro 6% CO: en aire, 38,5 °C y humedad. Ademas, el dia

7.5 se realizé la renovacion del 60 % del medio de cultivo.

Al dia 9.5, a los embriones se les efectud las siguientes mediciones morfoldgicas: diametro,
estado de desarrollo, calidad y conteo de nimero de blastdmeros. A partir de las imagenes
calibradas del monitoreo del desarrollo embrionario fueron archivadas en formato JPG y
procesada con software ImageJ para la medicion de diametros de los blastocistos.

Seguidamente, los blastocistos fueron sometidos a analisis de conteo nucleos de blastdmeras,
para ello los blastocistos fueron fijados individualmente en paraformaldehido 1% en tampon
fosfato salino por 30 minutos a 4 °C. Posteriormente, los embriones fijados se incubaron de
manera individual en gotas (10 pL) atemperadas (37°C) de medio de manipulacion cubiertas
con aceite mineral y suplementadas con 2 pL de solucion DAPI (NucBlue™ Fixed Cell
ReadyProbes™ Reagent, Thermo Fisher Scientific) por 15 a 20 minutos en un ambiente
oscuro para la tincion de ndcleos de las blastomeras. En seguida, fueron montados en una
placa portaobjetos uno a uno, luego fueron aplanados con un cubreobjetos para su evaluacién
usando el microscopio de fluorescencia (Axioscope, Carl Zeiss, EE. UU.) con un aumento de
100x a longitud de onda de 365 nm.

El desarrollo embrionario post eclosion (viabilidad in vitro) nos permitird clasificar a los
embriones como viables cuando posean un diametro mayor a 200 um, numero de células
mayor a 180, estado de desarrollo eclosionado expandido y calidad mayor que regular, y como
no viables a los embriones que no cumplan estos requisitos minimos. Finalmente, la categoria
de viables y no viables (evaluada al dia 9.5), nos permitio clasificar retrospectivamente segun

tiempo de blastulacion (blastulacion temprana, BT y blastulacion tardia, BTA).

La blastulacion temprana (BT) fue determinada como el tiempo de blastulacion ocurrido por
debajo del promedio general y la blastulacion tardia (BTA) fue determinada como el tiempo
de blastulacién ocurrido por encima del promedio general. Siendo el promedio del tiempo de

blastulacion 149.79 h determinada en 96 blastocistos en 13 lotes de trabajo.
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3.6. Grupos experimentales

Basado en el desarrollo embrionario post eclosion evaluada al dia 9.5 (viables y no viables),
nos permitio clasificar retrospectivamente seguin tiempo de blastulacion (BT y BTA) en 4

grupos (Figura 12, el disefio experimental realizado).

- Grupo 1: Viable y blastulacion temprana (V-BT)
Estos son blastocistos con un didmetro mayor a 200 um, nimero de células mayor a 180,
estado de desarrollo eclosionado expandido y calidad mayor que regular y el momento de

blastulacion fue menor a 149.79 h post IVF.

- Grupo 2: Viables y blastulacion tardia (V-BTA)
Estos son blastocistos con un diametro mayor a 200 pum, ndmero de células mayor a 180,
estado de desarrollo eclosionado expandido y calidad mayor que regular y el momento de

blastulacion fue mayor a 149.79 h post IVF.

- Grupo 3: No viables y blastulacion temprana (NV-BT)
Estos son blastocistos con un didmetro inferior a 200 um, nimero de células menor a 180,
estado de desarrollo no eclosionado o degenerado y calidad regular o malo y el momento de

blastulacion fue menor a 149.79 h post IVF.

- Grupo 4: No viables y blastulacién tardia (NV-BTA)
Estos son blastocistos con un didmetro inferior a 200 um, nimero de células menor a 180,
estado de desarrollo no eclosionado o degenerando y calidad regular o malo y el momento de
blastulacion fue mayor a 149.79 h post IVF.

3.7. Andlisis estadistico

Las variables de tiempos de desarrollo (tSB, tB, tBX) para embriones fueron clasificados
retrospectivamente a su viabilidad in vitro y estos fueron analizados con ANOVA. Ademas,
las variables de blastulacion (temprana y tardia) y segun viabilidad in vitro (viable y no vible)
fueron clasificadas retrospectivamente conformando 4 grupos, que fueron analizados con

ANOVA y prueba de medias (test de Duncan) a un nivel de significacia de 0.05.
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IVM

Para evaluar el potencial predictivo de cada variable morfocinética incluidas se determino con
ROC-AUC (receiver operating characteristic curve). El andlisis de la curva ROC
proporcionard valores de AUC (area debajo de la curva) que estan comprendidos entre 0,5 y
1 (0,90 a 1 = excelente, 0,80 a 0,90 = bueno, 0,70 a 0,80 = regular, 0,60 a 0,70 = malo, 0,50 a
0,60 =predictor malo).

La construccion del modelo matematico para seleccionar embriones con viabilidad in vitro
basado en el tiempo de blastulacién y variables morfocinéticas viables fue desarrollado
utilizando la regresion logistica binaria, que permite predecir la viabilidad basada en la
caracteristica dicotomica (viable = 1 y no viable = 0, como variable dependiente) y un
conjunto de variables independientes que incluyeron: clasificacion de la blastulacion
(blastulacion temprana =2 y blastulacién tardia= 1), momento de blastulacion, diametro al
momento de blastulacion, tiempo al estadio de blastocisto, diametro del estadio de blastocisto-
DtB, estadio de desarrollo al dia 7.5, calidad embrionaria al dia 7.5 y didmetro del blastocisto
al dia 7.5. El analisis de regresion logistica binaria se realiz6 con el programa IBM SPSS
Statistics version 19 (IBM, Armonk, NY, EE. UU.).
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Figura 12. Esquema del disefio experimental.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.  Produccion de embriones bovinos in vitro en sistema time-lapse

En este trabajo se utilizaron 923 COCs viables (calidad 1 y 2) en 13 sesiones de produccion
de embriones in vitro en bovinos (Tabla 5). El analisis ANOVA, de la variable tasa de
blastocistos obtenidos al dia 7.5 post IVF con el sistema time-lapse (42.8%) fue superior
(p=0.0001) al grupo control de laboratorio (30.7%).

Tabla 5. Produccion de embriones bovinos in vitro en sistema time-lapse y cultivo en gotas

(control).
Tratamientos Rep. COCs  Tasa de division Blastocisto %
Viables (D3 post IVF) (D7.5 post IVF)
(xx SD) (xx SD)
Grupo control 13 715 82.1+522 30.7£3.1%
Sistema time-lapse 13 208 83.7£7.02 42.8+9.2°

a,b Letras distintas en la misma columna muestran diferencias significativas (P<0.05).
X: Media, SD: Desviacién Estandar.

En este trabajo, las tasas de clivaje medidas al dia 3 post IVF fueron superiores al 70%, siendo
similares a los reportados por Rizos et al., (2003) 84.3%, Martins (2009) 85.7%, Sanches et
al., (2013) 78.8% y Bernal (2016) 70.9%. Varios investigadores reportaron que un sistema de
cultivo convencional (microgotas), permite el desarrollo a blastocistos del 30% de los ovocitos
madurados in vitro (Farin et al., 2001; Mucci et al., 2006; Urrego et al., 2008; Presicce et al.,
2011), siendo estos, similares a los reportados en este trabajo. Considerando que el momento
de la primera division es un indicador del potencial de desarrollo de los embriones producidos
in vitro (Lechniak et al., 2008) y este tiempo de la primera division esta relacionado con el
estado de poliadenilacion y transcripcion de genes importantes para el desarrollo embrionario
temprano (Lonergan et al., 2000). En bovinos (Lonergan et al., 1999), cerdos (Isom et al.,
2012), ratones (Kobayashi et al., 2004) y humanos (Fenwick et al., 2002) estad demostrado,
que los embriones de division temprana son mas competentes en el desarrollo in vitro que
aquellos que los que dividen relativamente mas tarde después de la FIV. Asimismo, en
bovinos, los embriones de division temprana mostraron las siguientes caracteristicas: una tasa

significativamente mayor de embriones que se desarrollan hasta la etapa de blastocisto, menos
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fragmentacion en la etapa de mérula (Van Soom et al., 1997), mayor recuento de blastomeros
(Lonergan et al., 2000), menor proporcién de células apoptoticas (Vandaele et al., 2007) y

una mejor supervivencia después de la vitrificacion (Dinnyés et al., 1999).

Resultados similares a nuestro trabajo, fueron reportados en bovinos (Sugimura et al., 2010,
2013) y humanos (Wu et al., 2018) logrando tasas de blastocistos superiores a 30%, al ser
cultivados en sistema time-lapse versus el sistema tradicional en microgotas. La diferencia de
mayor tasa de blastocistos en el sistema time-lapse podria deberse a la menor exposicion a
cambios de pH, temperatura, presion osmatica e iluminacion durante la revision y evaluacion
del desarrollo embrionario (Zhang et al., 2010). Ademas, el cultivo en sistema time-lapse
permite la observacion no invasiva de marcadores claves de desarrollo, como la extrusion de
cuerpos polares, la formacion de pronicleos, los tiempos de division, la duracion de ciclos
celulares que pueden ser indicativos de un mayor potencial de desarrollo de blastocistos, 1o
cual podria influir en gran medida en la seleccion de embriones al ofrecer nuevas

oportunidades y enfoques para los embridlogos (Kirkegaard et al., 2012; Leary et al., 2015).

4.2.  Desarrollo embrionario post eclosion

En este experimento se utilizaron 208 (r=13) presuntos cigotos que fueron monitoreados en
lotes de 16 embriones en cultivo por vez durante 7.5 dias, en sistema Time-Lapse
(Primovision®). Un total de 96 embriones (96/208), alcanzaron la etapa de blastulacion. De
ellos 38/96 fueron clasificados como viables (>200 umy >180 conteo células) y 58/96 como

no viables (<200 um y <180 conteo células) (Tabla 6).

Tabla 6: Caracteristicas de los embriones cultivados in vitro segun viabilidad in vitro

Viabilidad n  Momento de blastulacion Estado de blastocisto (tB) Diametro de
(tSB) Blastocisto
(D7.5 post IVF)

Tiempo (h) Diametro Tiempo (h) Diametro Diametro (um)
(um) (Lm)

Viables 38 142.55+7.79?2 155.36+4.45?% 159.75#8.76°% 168.93+7.77%  209.29+17.19°

No viables 58 154.54+12.92° 154.81+4.60% 167.91+9.95° 167.21+7.53%  176.35+15.02°

a,b Letras distintas en la misma columna muestran diferencias significativas (P<0.05).
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Es importante, tomar en cuenta que un embrion de calidad no solo es aquel que logre
desarrollarse hasta estadio de blastocisto, sino que al ser transferido al utero de una receptora
tenga la capacidad de mantener una buena interaccién con el ambiente materno y pueda
implantarse. Es por ello que durante las Ultimas décadas, optimizar los sistemas in vitro que
impactan en la calidad y competencia embrionaria es un tema prioritario para laboratorios y
embridlogos (Kushnir et al., 2017). Asimismo, las técnicas no invasivas que incluyen la
observacion y clasificacion morfoldgica o morfocinética de acuerdo al desarrollo embrionario
son las mas utilizadas (Fenwick et al., 2002; Zollner et al., 2002; Nagy et al., 2003; Gianaroli
et al., 2003). En este experimento los embriones con viabilidad in vitro tienen caracteristicas
diferentes estadisticamente a los embriones no viables, siendo el factor clave la velocidad de

inicio de blastulacion (Tabla 6).

El desarrollo post eclosion (viabilidad in vitro) en cultivo extendido surgié como un método
alternativo mas preciso para evaluar la capacidad de desarrollo del embrién, sin la necesidad
de ser transferido a receptoras y manteniendo las condiciones in vitro similares a todos los
embriones (Branddo et al., 2004; Vejlsted et al., 2006; Machado et al., 2013). En esta etapa
de desarrollo posterior a la eclosion se puede utilizar no solo para evaluar la calidad de los
embriones producidos por distintas tecnologias, sino también como modelo para estudiar la
pérdida de embriones durante el periodo de elongacidn, incluido el estudio de la diferenciacion
celular y la placentacién en estos embriones (Machado et al., 2013). Por otro lado, determinar
la viabilidad de los blastocistos en condiciones in vivo fue realizada transfiriendo embriones
al dia 7 y la recuperacion posterior al dia 14 ¢ 16 de desarrollo del Utero de vaca (Bertolini et
al., 2002; Clemente et al., 2009; Rodriguez-Alvarez et al., 2010; Clemente et al., 2011). Esta
técnica invasiva puede ser mas precisa para determinar la viabilidad, sin embargo, el uso de

procedimientos quirdrgicos en la recuperacion de los blastocistos elongados es poco repetible.

4.3. Impacto del momento de blastulacion en el desarrollo embrionario in vitro

En este experimento se utilizaron los resultados del monitoreo en lapsos de tiempo de 208
(r=13). Un total de 96 embriones (96/208), alcanzaron la etapa de blastulacion, de los cuales
49 embriones mostraron blastulacion temprana (<149.79h) y 47 embriones una blastulacion
tardia (>149.79h) (Tabla 7).
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Tabla 7. Caracteristicas de los embriones cultivados in vitro segin momento de blastulacion

Momento N  Tiempo de Blastocisto % (D7.5  Viabilidad post eclosion

de blastulacion post 1VF) (D9.5 post IVF)
blastulacion (h) (x+ SD) % Diametro (m) % Diametro (m)
Temprana 49 140.01+6.48% 49 204.04+19.592 31 295.33+90.72%
(100%) (63.27%)
Tardia 47 159.99+8.70° 47 174.11+13.82° 7 273.51+86.76%
(100%) (14.89%)

ab |_etras distintas en la misma columna muestran diferencias significativas (P<0.05).

Nuestros resultados muestran que la viabilidad post eclosion de embriones con blastulacion
temprana (63,27%; 31/49) fue superior (P<0.05) a los embriones que blastularon tardiamente
(14,87%; 7/47). La blastulacion es un evento esencial en el desarrollo embrionario previo a la
implantacion durante el cual ocurren muchos cambios moleculares y morfol6gicos (Watson y
Barcroft, 2001; Madan et al., 2005). Ademas, entre las etapas de morula compacta y
blastocisto, ocurre la primera diferenciacion del linaje celular, formando la masa celular
interna (ICM) y el trofectodermo (Rossant y Tam, 2009; Maitre, 2017). Asimismo, la division
temprana favorece la abundancia de transcritos en todas las etapas y aumenta la produccion
de blastocistos (Gutiérrez-Adan et al., 2004), mientras que la blastulacion temprana se ha
relacionado con una mejor sincronia del desarrollo embrionario (Hoelker et al., 2006; Shapiro
et al., 2008).

Por otro lado, el uso de tecnologia time-lapse para monitoreo del desarrollo temprano, la
formacion y fusion pronuclear y el tiempo hasta la primera division (Fenwick et al., 2002;
Lemmen et al., 2008; Aguilar et al., 2014) es bastante comun. Sin embargo, la determinacion
del impacto del momento de blastulacion es poco estudiado (Muthukumar et al., 2013; Wong
et al., 2013; Motato et al., 2016). Algunos autores (Moustafa et al., 2020) sostienen que el
momento de la blastulacion puede ser el mejor indicador para guiar la seleccién de embriones
sobre otros componentes de clasificacion morfoldgica individual. Asimismo, en bovinos,
existen pocos reportes con respecto al momento de blastulacion y su impacto en el posterior

desarrollo in vitro.
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4.4. Caracteristicas de los blastocistos segun viabilidad in vitro y momento de
blastulacion.

En este trabajo un total de 96 blastocistos (96/208), alcanzaron la etapa de blastulacion, de los
cuales 49 embriones mostraron blastulacion temprana (<149.79h) y 47 embriones una
blastulacion tardia (>149.79h). Después de un cultivo in vitro extendido hasta el dia 9.5, se
clasificaron 31/49 (63.27%) viables (>200um y >180 conteo células) y 18/49 (36.73%) no
viables (<200um y <180 conteo células); mientras que los embriones que presentaron una
blastulacion tardia, 7/47(14.89 %) fueron considerados viables y 40/47 (85.11%) no viables
(Tabla 8).

Tabla 8. Caracteristicas de los embriones cultivados in vitro segln viabilidad in vitro y
momento de blastulacién

Momento de N Momento de Diametro Tiempo al Diametro
blastulacion blastulacion (tSB) (um) estadio (tB) (um)
(tSB) (x£SD) blastocisto (x+SD)
(xxSD) (tB) (x£SD)
V-BT 31 140.08+6.07% 155.16+4.31%° 157.70+7.93* 169.12+8.26°

NV-BT 18 139.90+7.31% 157.65+4.31% 158.36+5.92% 170.76+7.412
V-BTA 7  153.46+4.46° 156.20+5.32%° 168.82+6.38" 168.05+5.512
NV-BTA 40 161.13+8.79° 153.53+4.18" 173.11+7.53" 165.28+6.962

ab |_etras distintas en la misma columna muestran diferencias significativas (P<0.05).

tSB: Tiempo a la blastulacién, tB: Tiempo al estadio de blastocisto propiamente dicho, V-BT:
Embriones viables y con blastulacion temprana, NV-BT: Embriones no viables y con blastulacién
temprana, V-BTA: Embriones viables y con blastulacién tardia, NV-BTA: Embriones no viables y con

blastulacion tardia, SD: Desviacion estandar.

Similares resultados a nuestro estudio se han reportado una blastulacién temprana de
embriones humanos en cultivo in vitro (40%, Wilson et al., 2004; 46%, Barrenetxea et al.,
2005; 49.7%, Shapiro et al., 2008; 40.3%, Muthukumar et al., 2013), y por tanto, el uso
potencial de este parametro para mejorar la seleccién embrionaria es recomendada (Wong et
al., 2010; Campbell et al., 2013; Motato et al., 2016; Moustafa et al., 2020).

En humanos, Desai et al., (2016) afirman que la blastulacion tardia y la expansion del
blastocisto eran los principales predictores de los nacidos vivos. Asimismo, la blastulacion

tardia en humanos se correlacioné con una menor calidad del embrién. Estos hallazgos
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sugieren que la prediccion del rendimiento de un embridén depende en gran medida del
momento de la blastulacion. Asi también, la tasa de implantacion fue significativamente
mayor para los blastocistos de blastulacion temprana (50 % frente a 29 %). Moustafa et al.,
(2020) indican que el momento de la blastulacion tiene mayor correlacién y valor predictivo
de nacimientos vivos. Otros estudios han sugerido una correlacion entre la blastulacion tardia
y la aneuploidia en humanos (Campbell et al., 2014; Minasi et al., 2016; Lee et al., 2019).
Hsieh et al., (2018) enfatizan la importancia del momento de inicio de la blastulacién sobre
los parametros morfoldgicos del blastocisto y puede proporcionar un mejor criterio para una
buena seleccidn de blastocistos. De esta manera, Soukhov et al., (2022) demostraron que una
blastulacion temprana permitié  una mayor tasa de blastocistos (84,3 % versus 60,5 %, p <
0,0001) que los que blastularon tardiamente. Asimismo, una blastulacién temprana mostré
una tasa de prefiez superior que el grupo de blastulacién tardia (56,4 % vs 27,0 %, p = 0,013).

4.5. Modelo matematico para predecir la viabilidad in vitro del embrién

En este trabajo, con el uso de regresiéon logistica binaria y andlisis de ROC-AUC, se
construyeron modelos matematicos para predecir viabilidad in vitro. En el modelo
matematico-1 se incluyeron todas las variables (morfoldgicas y morfocinéticas). Siendo, la
variable didmetro del blastocisto al dia 7.5 (D7.5) la mas significativa estadisticamente
(p<0.05) asociada con la viabilidad in vitro (Tabla 10 y 11). En el modelo matematico-2, se
incluyeron las variables (D7.5, B, E7.5, DtSB) con valor ROC-AUC mayores a 70%. Mientras
que el modelo matematico-3 considerd solo las variables significativas estadisticamente
(p<0,05) (D7.5) (Tabla 10). Adicionalmente, el modelo matematico-4 incluyé para parametros
del blastocisto al dia 7.5 (D7.5 y DtSB) (Tabla 9) con el fin de evaluar su precision en la

seleccion.
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Tabla 9: Modelos predictivos no invasivos de viabilidad in vitro

logistica binaria.

con el uso de regresion

Variables Modelo-1 Modelo-2 Modelo-3 Modelo-4
(todas las (D7.5, B, (D7.5) (D7.5, DtSB)
variables) E7.5, DtSB)

Constante -148.508 -51.492 -24.362 -18.424

Cinética del blastocisto

Blastulacion (B) (temprana=2, tardia=1) 25.898 22.592 - --

Tiempo a la blastulacion (tSB) 0.112 -- -- --

Tiempo al estadio de blastocisto (tB) 0.174 - - --

Morfologia de blastocisto

Diametro al momento de blastulacién (DtSB) 0.301 0.067 - -0.041

Diametro del blastocisto (DtB) -0.107 -- -- --

Estadio de desarrollo al dia 7.5 (E7.5) -0.015 -1.318 -- --

Calidad de embrion al dia 7.5 (Q7.5) -0.872 - - --

Diametro del embrién al dia 7.5 (D7.5) 0.246 0.134 0.125 0.127

Poder predictivo del algoritmo

Exactitud del modelo (ROC-AUC) 0.992 0.979 0.920 0.923

AUC: 0,90 a 1 = excelente modelo

Omnibus tests de coeficientes y 0.000 0.000 0.000 0.000

modelo, Significativo <0,01

Tabla 10: Pardmetros de regresion logistica del Modelo-1 para predecir la viabilidad in vitro

Variables B 95% CI de OR P valor
Constante -148.508 0.978
Cinética del blastocisto

Blastulacion (B) (temprana=2,tardia=1) 25.898 0.000 0.996
Tiempo a la blastulacién (tSB) 0.112 0.903 - 1.385 0.305
Tiempo al estadio de blastocisto (tB) 0.174 0.914 — 1.551 0.197
Morfologia de blastocisto

Diametro al momento de blastulacién 0.301 0.960 - 1.902 0.085
(DtSB)

Diametro del blastocisto (DtB) -0.107 0.730 — 1.105 0.310
Estadio de desarrollo al dia 7.5 (E7.5) -0.015 0.049 — 19.786 0.992
Calidad de embrién al dia 7.5 (Q7.5) -0.872 0.023 - 7.670 0.557
Diametro del embrién al dia 7.5 (D7.5) 0.246 1.010-1.619 0.041

Coeficiente de regresion (B), razon de probabilidades (OR), Intervalo de confianza (95% CI de OR).

En el modelo matematicos 1, 2, 3 y 4 mostraron el valor ROC-AUC alto >0.92 (Tabla 9).

Siendo la ecuacion lineal del modelo-1, constituida con cinco variables:

P (logit) = -148.508+(25.898)*B+(0.112)*tSB+(0.301)* DtSB+(0.174)* tB+(-
0.107)* DtB+(-0.015)* E75+(-0.872)* Q75+(0.246)* D75
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Para estimar la probabilidad:

Donde:
Si. p > 0.5, Predice, competencia embrionaria
p < 0.5, Predice, no competencia embrionaria

ROC-AUC
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Figura 13. Valor de precision ROC-AUC de los modelos matematicos para predecir
viabilidad in vitro. Modelo 1, incluy6 todas las variables (B, tSB, tB, DtsB, DtB, E7.5, Q7.5,
D7.5); modelo 2, incluyd las variables D7.5, B, E7.5, DtSB; modelo 3, incluyd la variable
D7.5, modelo 4, incluyo las variables D7.5 y DtSB.

En humanos, analizaron la prediccion de evaluacion morfocinética embrionaria (sistema time-
lapse) la implantacion, mostraron resultados de modelos matematicos combinados con menos
precision que los mostrados en este trabajo, ROC-AUC de 0.7 (Swain, 2013), 0.602 (Motato
et al., 2016), 0.70 (Milewsky et al., 2015) y 0.71 (Milewsky et al., 2017). Pero, el valor de
ROC-AUC descendid a 0.561, cuando solo incluia los pardmetros de morfologia de blastocitos
para predecir la implantacién (Motato et al., 2016). Sin embargo, los modelos que consideran
variables morfocinéticas son muy Utiles para predecir la formacion del blastocito (ROC-AUC
de 0.849). Por otro lado, Alpha Executive y ESHRE Special Interest Group of Embryology
(2011), propusieron un sistema de evaluacion morfoldgica de blastocistos basado en la

combinacion de criterios de estado de desarrollo y calidad. Aun asi, los modelos predictivos
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basados en parametros morfoldgicos tienen baja precision (ROC-AUC de 0,55) para predecir

una gestacion exitosa (Seli et al., 2011).

En bovinos, se ha realizado algunos trabajos para predecir la capacidad de prefiez o
implantacion en relacion con los parametros morfolégicos y el momento de la primera division
embrionaria (Holm et al., 1998; Lequarre et al., 2003; Kaith et al., 2015), aunque los
resultados son variables y poco contradictorios. Holm et al., (1998) afirman que el sistema
time-lapse es un método superior para estudiar la cinética embrionaria en bovinos y
seleccionar embriones con alta probabilidad de ser competentes (63 a 80%). Por otro lado,
Mellisho et al., (2019) utilizaron modelos matematicos combinando variables morfoldgicas y
morfocineticas del embrion (momento de blastulacion, estado de desarrollo, calidad y
didmetro del blastocisto al dia 7.5) para predecir la viabilidad in vitro, el cual mostré como
valor ROC-AUC de 0.724; este estudio demostro que el momento de blastulacion afecta el

desarrollo de los blastocistos en el diametro y calidad al dia 7.5 y la viabilidad in vitro.

Los estudios retrospectivos iniciales que utilizan tecnologia time-lapse han generado una serie
de parametros morfocinéticos para la seleccion de embriones viables. Estos incluyen la
duracion de la primera division de 1 a 2 células, tiempo entre la division de 2 a 3 células,
tiempo entre la division de 3 a 4 células, patrones de ciclo de divisiones uniformes con
intervalos cortos en la etapa de 3 y 5 células, y abrupta primera division celular en tres 0 méas
células (Meseguer et al., 2011; Wong et al., 2010). En humanos, algunos estudios informan
una mejoria en los resultados clinicos cuando se utilizan modelos predictivos morfocinéticos
para seleccionar embriones para la transferencia (Meseguer, ESHRE 2012), aunque los
resultados son ain controversiales con otros reportes (Wong et al., 2010; Kirkegaard et al.,
2012; Mufioz et al., 2012).
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V. CONCLUSIONES

Basado en los resultados de este trabajo listamos las siguientes conclusiones:

e El momento de la blastulacion y didmetro del blastocisto al dia 7.5 nos da una alta
precision (ROC-AUC >0.9) en la seleccion de embriones con viabilidad in vitro.

o EIl modelo matemaético-1, generado por regresion logistica binaria que incluyo todas
las variables, morfocinéticas, mejord la precision de la predicion de viabilidad e
99.2%.

e EIl sistema time-lapse permite una evaluacion objetiva y ayuda a discriminar

embriones con viabilidad in vitro.
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VI.

RECOMENDACIONES

Ampliar este trabajo de investigacion con resultados de prefiez de hembras receptoras
transferidas embriones con variables morfocinéticas del monitoreo de desarrollo

temprano.
Aplicar esta tecnologia de monitoreo continuo en otras especies con fines de

investigacion para caracterizar y seleccionar embriones transferibles.
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VI, ANEXOS

Anexo 1: Analisis de varianza de tasa de clivaje y blastocisto del grupo control con
micropocillos.

Tabla ANOVA para % Clivaje por Tratamiento
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos  |16.4168 1 16.4168 0.43 0.5175
Intra grupos 913.211 24 138.0504
Total (Corr.) |929.627 25
Tabla ANOVA para % Blastocisto por Tratamiento
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  [Razén-F Valor-P
Entre grupos  |953.844 1 953.844 20.50 0.0001
Intra grupos 1116.77 24 146.5321
Total (Corr.) |2070.61 25

Anexo 2: Analisis de varianza de variables segun viabilidad in vitro

Tabla ANOVA para Tiempo de blastulacion (horas) por Viable-No Viable

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  [Razdn-F Valor-P
Entre grupos  |3302.05 1 3302.05 26.38 0.0000
Intra grupos 11764.9 94 [125.158

Total (Corr.) |15066.9 95

Tabla ANOVA para Didmetro al momento de la blastulacién (um) por Viable-No Viable

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio Raz6n-F Valor-P
Entre grupos  |6.89553 1 6.89553 0.33 0.5646
Intra grupos 1939.53 94 [20.6333

Total (Corr.) 1946.43 95

Tabla ANOVA para tiempo al estadio de blastocisto (Hr) por Viable-No Viable

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Raz6n-F Valor-P
Entre grupos  |1450.07 1 1450.07 16.20 0.0001
Intra grupos 7786.56 87 189.5007

Total (Corr.) [9236.63 88

Tabla ANOVA para Diametro al estadio de

blastocisto (um) por Viable-No Viable
Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos  |63.9105 1 63.9105 1.10 0.2977
Intra grupos 5066.58 87 [58.2365
Total (Corr.) 5130.49 88
Tabla ANOVA para Didmetro al dia 7.5 (um) por Viable-No Viable
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  [Razén-F Valor-P
Entre grupos  |24914.5 1 24914.5 98.48 0.0000
Intra grupos 23782.2 94 1253.002
Total (Corr.) |48696.7 95
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Anexo 3: Analisis de varianza de variables segun blastulacion temprana y tardia

Tabla ANOVA para Tiempo de blastulacion (horas) por blastulacién temprana - tardia

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Raz6n-F Valor-P
Entre grupos  |9568.47 1 9568.47 163.58 0.0000
Intra grupos 5498.44 94 |58.494

Total (Corr.) |15066.9 95

Tabla ANOVA para % de blastocistos al dia 7.5, Didmetro (um) por blastulacién temprana - tardia

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos  |21488.6 1 21488.6 74.24 0.0000
Intra grupos 27208.1 94 1289.448

Total (Corr.) |48696.7 95

Tabla ANOVA para viabilidad post eclosidn al dia 9.5, Didmetro (um) por blastulacion temprana - tardia

Fuente Suma de Cuadrados |Gl |Cuadrado Medio Razoén-F Valor-P
Entre grupos  |4207.22 1 4207.22 0.52 0.4742
Intra grupos 437433. 54 [8100.62

Total (Corr.) |441641. 55
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Anexo 4: Analisis de varianza del tiempo de blastulacion y viabilidad in vitro

Tabla ANOVA para Tiempo de blastulacion (horas) por tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  [Razon-F Valor-P
Entre grupos  |9918.65 3 [3306.22 59.08 0.0000
Intra grupos 5148.26 92 |55.9593

Total (Corr.) |15066.9 95

Pruebas de Mdltiple Rangos para Tiempo de blastulacion (horas) por tratamiento

Método: 95.0 porcentaje Duncan

Tratamientos Casos |Media Grupos Homogéneos
TABLA9

NV-BT 18 139.899 (X
V-BT 31 140.081 [X
V-BTA 7 153.464 X
NV-BTA 40 161.127 X
Contraste Sig. |Diferencia
NV-BT - NV-BTA * -21.2276
NV-BT - V-BT -0.181523
NV-BT - V-BTA * -13.5648
NV-BTA - V-BT * 21.046
NV-BTA - V-BTA * 7.66271
V-BT - V-BTA * -13.3833

* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para didmetro al momento de la blastulacion (um) por tratamiento
Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  |Razdn-F Valor-P
Entre grupos  |224.65 3 [74.8832 4.00 0.0100
Intra grupos 1721.78 92 |[18.715

Total (Corr.) [1946.43 95

Pruebas de Mdltiple Rangos para diametro al momento de la blastulacion (um) por tratamiento

Meétodo: 95.0 porcentaje Duncan

Tratamientos Casos |Media Grupos Homogéneos
TABLA9

NV-BTA 40 153526 [X
V-BT 31 155.164 [XX
V-BTA 7 156.203 |XX
NV-BT 18 157.655 X
Contraste Sig. [Diferencia
NV-BT - NV-BTA * 4.12849
NV-BT - V-BT 2.49064
NV-BT - V-BTA 1.45133
NV-BTA - V-BT -1.63784
NV-BTA - V-BTA -2.67716
V-BT - V-BTA -1.03932

* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para tiempo al estadio de blastocisto (horas) por tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio  |Razdn-F Valor-P
Entre grupos  |4691.57 3 1563.86 29.25 0.0000
Intra grupos 4545.06 85 |53.4713

Total (Corr.) [9236.63 88
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Pruebas de Mdltiple Rangos para tiempo al estadio de blastocisto (horas) por tratamiento

Método: 95.0 porcentaje Duncan

Tratamientos Casos |Media Grupos Homogéneos
TABLA9

V-BT 31 157.695 |X
NV-BT 18 158.361 |X
V-BTA 7 168.824 X
NV-BTA 33 173.112 X
Contraste Sig. [Diferencia
NV-BT - NV-BTA * -14.7507
NV-BT - V-BT 0.66595
NV-BT - V-BTA * -10.4632
NV-BTA - V-BT * 15.4167
NV-BTA - V-BTA 4.28753
V-BT - V-BTA * -11.1291

* indica una diferencia significativa.

Tabla ANOVA para Diametro al estadio de blastocisto (um) por tratamiento

Fuente Suma de Cuadrados |Gl [Cuadrado Medio Razdn-F Valor-P
Entre grupos  |420.608 3 140.203 2.53 0.0626
Intra grupos 4709.88 85 [55.4103

Total (Corr.) |5130.49 88

Pruebas de Mdltiple Rangos para Diametro al estadio de blastocisto (um) por tratamiento

Meétodo: 95.0 porcentaje Duncan

Tratamientos Casos |Media Grupos Homogéneos
TABLA9

NV-BTA 33 165.278 X
V-BTA 7 168.055 |X
V-BT 31 169.123 X
NV-BT 18 170.761 [X
Contraste Sig. [Diferencia
NV-BT - NV-BTA 5.48324
NV-BT - V-BT 1.63799
NV-BT - V-BTA 2.70634
NV-BTA - V-BT -3.84525
NV-BTA - V-BTA -2.7769
V-BT - V-BTA 1.06835

* indica una diferencia significativa.
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Anexo 5: Graficos de la caracteristica operativa del receptor con la determinacion del
area bajo la curva (ROC-AUC) de distintas variables sobre la viabilidad embrionaria
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