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Resumen
La capacidad para producir y cultivar embriones humanos in vitro depende de las condiciones físicas y químicas que

proporciona el sistema de cultivo empleado. La composición del medio de cultivo y las condiciones ambientales reper
cuten en la embriogénesis, en el potencial de implantación de los embriones generados y pueden modificar la expresión
génica. El objetivo de este trabajo fue analizar el efecto de la concentración de oxígeno (7% vs 21 %) Y el medio de

cultivo (ISMI/BA o Global) en la tasa de desarrollo a blastocisto, la calidad de los blastocistos obtenidos y la expresión
del marcador de totipotencia OCT4-. Para ello, se emplearon 403 embriones criopreservados donados para investigación.
Los embriones de cada paciente se distribuyeron al 50% entre las dos condiciones de oxígeno en uno u otro medio de

cultivo. El contaje de células y el análisis de la expresión de OCT4 se realizó mediante técnicas de inmunocitoquímica
y microscopía confocal. 253 embriones fueron cultivados en ISM lIBA (131 al 7% i 122 al 21 %) Y 150 en medio Global

(80 al 7% i 70 al 21 %). No se observaron diferencias significativas en las tasas de blastocisto, cultivando al 7 o al 21 %

de oxígeno con el medio ISMI/BA pero sí hubo diferencias significativas en el número de células de los blastocistos

obtenidos (p=O.OIS). Por el contrario, la tasa de blastocisto cultivando al 7% en medio Global fue superior a la tasa

obtenida cultivando al 21 % (p=0.0026), pero no hubo diferencias estadísticamente significativas en el número de células

de los blastocistos obtenidos (p=0.OS7). En cuanto a la expresión de OCT4, no hubo diferencias significativas en los

patrones de expresión del gen en los blastocistos obtenidos al 7% o el 21 % utilizando el medio ISMI/BA. El bajo nú

mero de blastocistos obtenido con medios Global al 21 % no permitió la comparación de los patrones de expresión de

OCT4; no obstante, el porcentaje de blastocistos con un patrón de expresión normal para OCT4 obtenido con el medio

Global, fue similar al obtenido con los medios ISMI/BA.

Palabras claves: LCR, NAHR, deleció, 22q 11.2, espermatozoides.

Abstract
The capacity to produce and culture human embryos in vitro depends on the physical and chemical conditions provided
by the culture system used. The composition of the culture medium and environmental conditions have an impact on

embryogenesis, on the implantation potential of the generated embryos and can modify gene expression. The objective
of this work was to analyze the effect of oxygen concentration (7% vs 21 %) and culture medium (ISMlI BA or Global)
on the blastocyst development rate, the quality of the blastocysts obtained, and the expression of the totipotency marker

OCT4. For this, 403 cryopreserved embryos donated for research were used. The embryos of each patient were distrib

uted 50% between the two oxygen conditions in one or other culture medium. Cell counting and analysis of OCT4 ex

pression was performed by using immunocytochemical techniques coupled with confocal microscopy. 253 embryos
were cultured in ISM1/BA medium (131 to 7% and 122 to 21 %) and 150 in Global medium (80 to 7% and 70 to 21 %).

No significant differences were observed either in the blastocyst rates or in the number of cells of the obtained blasto

cysts, culturing at 7 or 21 % oxygen with ISM l/BA medium. On the contrary, the blastocyst rate culturing at 7% oxygen

in Global Medium was higher than the rate obtained culturing at 21 % (p = 0.0026). There were no statistically signifi
cant differences in the number of cells of the obtained blastocysts using either 7% or 21 % oxygen in the Global medium

(p = 0.057). There were no statistically significant differences in the expression patterns of OCT4 in one or another

oxygen condition in either of the two culture media analyzed.

Key words: Culture conditions, culture medium, blastocyst, oxygen, gene expression, OCT4.
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INTRODUCCIÓN

La capacidad para producir y cultivar embriones huma

nos in vitro depende de las condiciones físicas y quími
cas que proporciona el sistema de cultivo empleado. La

composición del medio de cultivo y las condiciones am

bientales en las que utilizamos ese medio (temperatura,
pH, porcentaje de C02 y 02, plásticos, concentración

de volátiles en el aire, etc .. ), han de permitir la expre
sión del potencial genético de los embriones. Las condi
ciones de cultivo in vitro repercuten en la embriogéne
sis y en el potencial de implantación de los embriones

generados, pueden modificar la expresión génica, el
metabolismo o el imprinting del embrión y pueden te

ner efectos sobre el desarrollo prenatal y postnatal
(Guerin & Menezo, 2011).

Todos los medios de cultivo empleados en FlV con

tienen iones, substratos que proporcionan energía como

la glucosa, el piruvato, ellactato o la glutamina; pueden
contener aminoácidos "esenciales" y "no esenciales",
vitaminas, ácidos grasos, precursores de los ácidos gra
sos y de los ácidos nucleicos, hormonas, y, dependiendo
del substrato energético, y de la concentración emplea
da, supresores de la glucólisis como el ácido etilendia
mintetracético (EDTA), y antibióticos como la penicili
na, la estreptomicina o la gentamicina (Thomas B Pool,
2005). Los medios de cultivo empleados pueden ser

secuenciales o puede utilizarse un medio único que con

tenga todos los metabolitos que el embrión necesita.

Los medios de cultivo se suplementan con suero como

fuente de proteínas, y fundamentalmente de albúmina.

No se conoce a fondo cual es el papel de la albúmina en

el medio de cultivo; se sabe que se une a diferentes mo

léculas como lípidos, aminoácidos, péptidos, catecola

minas, y que puede ser incorporada por el embrión y
actuar como molécula transportadora de nutrientes. Por

otra parte, se sabe que el suero desestabiliza el medio de
cultivo al contener enzimas, metabolitos, y catabolitos y

que, puede incrementar el riesgo de que aparezcan pato
logías relacionadas con el imprinting ( Rinaudo &

Schultz,2004).
Las condiciones de cultivo in vitro difieren sustan

cialmente de las condiciones in vivo en términos de luz,
pH, pCO/0l' temperatura, movimiento, interacción con

el oviducto, etc ... La concentración de C02 empleada
en FIV es del 5-7% y la concentración de oxígeno puede
ir del 5-8% al 21% (concentración del oxígeno en el

aire). Se desconoce el efecto que tiene la concentración
de oxígeno sobre el embrión humano, aunque diferentes
estudios avalan la hipótesis de que las elevadas concen

traciones de oxígeno empleadas en FIV contribuyen de
una forma incuestionable a la generación de especies
reactivas de oxígeno (Agarwal et al., 2003; Bedaiwy et

al., 2004) y al desarrollo subóptimo de los embriones

(Goto et al., 1993) y repercuten negativamente en la ex

presión génica de los blastocistos obtenidos, en su perfil
proteico (proteoma) y en el metabolismo de carbohidra
tos y aminoácidos (revisado en (David K Gardner &

Wale, 2013). Por otro lado, numerosos trabajos de la es

pecialidad avalan que el cultivo con bajas concentracio

nes de oxígeno mejoran los resultados en FlV (Bontekoe
et al., 2012), las tasas de desarrollo embrionario hasta
blastocisto (Gomes Sobrinho et al., 2011) y las tasas de

"niño en casa" (Bontekoe et al., 2012). En este sentido,
es importante destacar, lo apuntado por diversos autores:

que el efecto de la concentración de oxígeno en el desa

rrollo embrionario va a depender de la composición del

medio de cultivo empleado (Catt & Henman, 2000).
En este contexto, y con el objetivo de analizar el efec

to de la concentración de oxígeno en el desarrollo em

brionario y la expresión génica, planteamos un estudio

en el que empleamos dos medios de cultivo comerciali
zados (uno secuencial y otro único), en dos condiciones

diferentes de cultivo: baja (7%) o alta concentración de

oxígeno (21 %). El efecto de la concentración de oxígeno
sobre el desarrollo de los embriones se evaluó analizan
do la tasa de blastocisto y cuantificando el número de

células del blastocisto. El efecto de la concentración de

oxígeno sobre la expresión génica, se valoró analizando

la expresión del factor de transcripción OCT4 (octamer
binding transcription factor 4) que sólo expresan las cé

lulas pluripotentes de la masa celular interna. Se cree

que OCT4 es uno de los factores decisivos en el mante

nimiento de la totipotencia de las células germinales y
embrionarias. En humanos, OCT4 está presente en las
células germinales, en todos los estadios de desarrollo

del embrión preimplantatorio, desde el ovocito al blasto
cisto y en las células madre embrionarias.

MATERIAL Y MÉTODOS

Los embriones procedentes de un mismo ciclo de FlY

se cultivaron en el medio de cultivo correspondiente
(secuencial o único) repartiéndose al 50% en las si

guientes condiciones de cultivo: 7% 02 6.5%C02 y
37°C Ó 21 % 02 6.5%C02 y 37°C. En todos'los casos los

embriones fueron criopreservados en estadio de pronú
cleos o células (4-8 células), descongelados y cultiva
dos durante 2-4 días. Los embriones empleados en este

estudio fueron donados para investigación siguiendo el

procedimiento descrito en la ley de 14/2006 de Repro
ducción Humana Asistida.

ESTUDIO 1: características pacientes y medios

En el primer estudio (medio secuencial, ISMl/BA) se

incluyeron 44 pacientes, se descongelaron 303 embrio-
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nes y se cultivaron 253. La edad media de las pacientes
fue de 32 años (media ± DS = 32.85 ± 3.725) y el
95.12% de ellas resultaron gestantes en el ciclo de FlY

en fresco, siendo el 69.23% de las gestaciones gemela
res y el 25.64% gestaciones únicas. Los embriones se

cultivaron en medio de cultivo ISMI entre el D+ 1 Y
D+3, y en BA a partir del D+3. Los medios ISMI y BA
contienen albúmina sérica humana (HSA, <l %) como

suplemento proteico. El medio BA además de HSA,
contiene SSR (Synthetic Serum Replacement, >0.01 %).

ESTUDIO 2: características pacientes y medios

En el segundo estudio (medio único, Global) se descon

gelaron 163 embriones y se cultivaron 150 correspon
dientes a 23 pacientes de FlY. La edad media de las

pacientes incluidas en el estudio fue de 33 años (media
± DS = 33.71 ± 3.22) y eI73.92% de las pacientes resul
taron gestantes en el ciclo de FlY. El 58.82% de las ges
taciones fueron únicas y el 41.17% gemelares. El medio

de cultivo empleado se caracteriza por contener todos

los compuestos necesarios para soportar el desarrollo
del embrión desde el D+ I hasta el D+5. El medio Glo

bal tiene como suplemento proteico HSA (4.4 mg/ml) y
a y � globulinas (0.6 mg/ml).

Tasa de blastocisto y blastocisto viable

El efecto de la concentración de oxígeno se valoró en

base al número de blastocistos formados en D+5 res

pecto al total de embriones cultivados (tasa de blastocis

to) y al número de blastocistos viables: blastocistos con

masa celular interna y trofectodermo definidos. La tasa

de blastocistos viables es el número de blastocistos via

bles respecto al total de embriones cultivados.

Con/aje de células y expresión de OCT4

Los blastocistos catalogados como viables fueron fija
dos para inmunocitoquímica y análisis mediante mi

croscopía confocal con el fin de estudiar la expresión de

OCT4 en cada condición y cuantificar de forma diferen
cial las células que formaban parte de la masa celular
interna (mci) y las células del trofectodermo (TE). Tras
ser fijados y permeabilizados, los embriones fueron in
cubados con un anticuerpo anti-OCT4 a 4°C overnight
(dil 1: 10) y posteriormente con un anticuerpo secunda
rio conjugado con Alexa 555, (dil I :50) durante 1 hora
a 37°C. Para marcar y contar los núcleos de los blasto
cistos, los embriones fueron incubados en una solución
de 4' ,6-diamino-2-fenilindol (DAPI), durante una hora
a 37°C. Para la adquisición de las imágenes se utilizó un

microscopio confocal Leica TCS SP5 Confocal Laser

Scanning Microscope (Leica Microsystems Heidelberg
GmbH, Manheim, Germany) equipado con un micros

cópio invertido DM16000. Para el contaje de células de
la mci y el TE se analizó cada uno de los planos focales

adquiridos con la ayuda del plugin Analyze - "Cell Cou

nt
" de ImageJ. Las células pertenecientes al TE (o a la

mci) que no expresan OCT4 aparecen marcadas en azul

y las células que expresan OCT4 aparecen marcadas en

color rosa fucsia, suma de la emisión de luz azul del

DAPI y el rojo del Alexa 555.

RESULTADOS

En la tabla I se muestran las tasas de desarrollo a blas

tocisto obtenidas con el medio secuencial (ISM lIBA) o

el medio único (Global) en función de la concentración

de oxígeno empleada.
Cuando se empleó el medio secuencial ISMlIBA, no

se observaron diferencias estadísticamente significati
vas ni en la tasas de blastocisto (p= 0.6693) ni en la ta

sas de blastocisto viable (p= 0.4010) al cultivar al 7% o

el 21 % de oxígeno. Las diferencias obtenidas en las ta

sas de blastocistos empleando el medio único Global, sí

fueron estadísticamente significativas, siendo el valor

de p= 0.0026. También resultaron significativas las di

ferencias entre las tasas de blastocistos viables (p=
0.0087). La tasa de blastocisto cultivando al 7% con

medio Global fue estadísticamente superior a la tasa

Tabla 1. Tasa de blastocisto en función del medio de cultivo y la concentración de oxígeno.

Medio secuencial (ISM1/BA) Medio único (Global)

[°2]=7% [02]= 21 % [02]= 7% [02]= 21 %

Pacientes 44 44 23 23

N° embriones cultivados 131 122 80 70

N° blastocistos obtenidos 55 48 47 23

Tasa de b1astocisto 41.98% 39.34% 58.75% 32.86%

N° blastocistos viables 47 38 37 17

Tasa de blastocistos viables 35.87% 31.14% 46.25% 24.29%
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conseguida con medios ISMI/BA con la misma con

centración de oxígeno (p=0.018). Los resultados se ana

lizaron mediante el test estadístico Ji-cuadrado.
En la tabla 2 se muestran los resultados del contaje

del número de células de los blastocistos obtenidos.

Cuando se emplearon los medios ISM1/BA, la compa
ración estadística entre los valores obtenidos para el

número de células de la m.c.i. cultivando al 7 o el 21 %

de oxígeno no presentó diferencias significativas (p=Ü.116).
Tampoco se encontraron diferencias significativas al

comparar el número de células del TE (p=0.054). Sí se

encontraron diferencias significativas al comparar el

número total de células de los blastocistos obtenidos

(p= 0.015). Al cultivar con el medio único (Global) no

se encontraron diferencias significativas ni en el núme

ro de células de la m.c.i. (p=0.08), ni en el número de

células del TE (p=0.186), ni en el número total de célu

las de los blastocistos obtenidos (p= 0.057). Los resul
tados fueron analizados comparando las medias en cada

grupo con el paquete estadístico SPSS, versión 11

(SPSS, Chicago, IL,USA). La prueba empleada fue la t

de Student para muestras independientes y el nivel de

significancia estadística se estableció en 0.05 para todos

los análisis (error 5%).

Patrón 4 (P4): agrupa a todos aquellos blastocistos que
no presentaban MCI definida pero expresaban OCT4 en

todas o en parte de las células del blastocisto.

Dado el bajo número de blastocistos viables dispo
nibles en el grupo del21 % de oxígeno con medios Glo

bal, no se analizaron estadísticamente las diferencias

en los patrones de expresión encontrados para OCT4.
Es de destacar que, de los embriones cultivados al 7%

con medios Global, el 45.75% presentaron un patrón
tipo 1, con masa celular y TE bien definidos y el

15.58% presentaban un patrón tipo 2, con expresión de

OCT4 tanto en la mci como en el TE. El 38.67% no

presentaban mci definida y pertenecían a los patrones 3

y 4. Este porcentaje de embriones sin mci fue superior
al que se obtuvo con los medios Origio y 7% de oxíge
no (27.66%).

Los resultados de OCT4 para los medios ISMI/BA

se muestran en la tabla 3. No hubo diferencias estadísti
camente significativas para ninguno de los patrones de
finidos. Patrón 1: p=0.4326, Patrón 2: p= 0.7237, Patrón

3: p=0.8193, Patrón 4: p= 0.1121). Los resultados se

analizaron mediante el test estadístico Ji-cuadrado.

Tabla 2. Número de células de los blastocistos obtenidos en función del medio de cultivo y la condición de oxígeno empleados ..

Medio secuencial (ISMI/BA) Medio único (Global)

[°2]=7% [°2]=21% [°2]=7% [°2]=21%
N° blastocistos analizados 47 38 35 17

N° blastocistos con mci y TE
20 (42.55%) 13 (34.21 %) 16 (45.71%) 7 (41.17%)diferenciados*

N° células mcil blastocisto 361/20 = 18.05 154/13 = 11.84 321/16= 20.06 28/7= 4

N° células TE / blastocisto 1833/20 =91.65 799/13 = 61.46 1456/16= 91 483/7=69

N° células total del blastocisto 2194/20=109.7 953113= 73.31 1809/16=113.1 528/7= 75.4

* Sólo se consideran aquellos blastocistos en los que la expresión de OCT4 permitía contar con seguridad las células de la rn.c.i.

yelTE.

Los blastocistos analizados presentaron diferentes

perfiles de expresión para OCT4. Para analizar estos da

tos con mayor facilidad, estos perfiles se agruparon en

cuatro patrones diferentes en función de la ubicación
del factor de transcripción dentro del blastocisto:

Patrón 1 (PI): agrupa a aquellos blastocistos que pre
sentaban expresión del factor de transcripción OCT4
exclusivamente en la mci.

Patrón 2 (P2): corresponde a los blastocistos con ex

presión de OCT4 en la MCI y el TE.

Patrón 3 (P3): se asignó a aquellos embriones que no

presentaban MCI definida y no expresaban OCT4.

Tabla 3. Expresión de OCT4 en los blastocistos obtenidos

con medios ISMI/BA.

[°2]=7% [°2]=21%
Blastocistos 47 38

Patrón 1 20 (42.55%) 13 (34.21%)

Patrón2 14 (29.79%) 10 (26.32%)

Patrón3 7 (14.89%) 5 (13.16%)

Patrón 4 6 (12.77%) 10 (26.31%)



En nuestro estudio, el efecto de una concentración de

oxígeno más fisiológica sobre el desarrollo embrionario
sólo pudimos apreciarla al cultivar los embriones con

medios Global (LifeGlobal). El medio Global se carac

teriza por contener además de HSA (4.4 mg/ml), a. y �
globulinas (0.6 mg/ml), que estimulan el desarrollo a

blastocisto. Los medios de cultivo que contienen globu
linas permiten obtener mayores tasas de blastocistos

que los medios que contienen exclusivamente albúmina
sérica humana como suplemento proteico (Marius
Meintjes, 2012; Marius Meintjes, Chantilis, Ward, et

al., 2009) y los blastocistos obtenidos tienen un número
de células mayor (Tanikawa et al., 1999). El mecanismo
de actuación específico de las globulinas es desconoci

do, pero podría estar relacionado con la capacidad de

secuestrar del medio compuestos embriotóxicos como

las especies reactivas del oxígeno y reducir la inciden
cia de apoptosis (Esfandiari et al., 2005).

Estos resultados demuestran que el efecto de la con

centración de oxígeno en el desarrollo embrionario de

pende de la composición del medio de cultivo emplea
do, como ya apuntaron con anterioridad otros autores

(Catt & Henman, 2000). Esto explicaría en parte los

resultados contradictorios publicados respecto al culti

vo con bajas o altas concentraciones de oxígeno.
El patrón de expresión de OCT4 fue similar en los

blastocistos obtenidos cultivando al 7 o al 21 % de oxí

geno del primer estudio, apareciendo en ambos casos

asociado mayoritaria y exclusivamente a la masa celular

interna pero también, aunque en menor proporción,
asociado a las células diferenciadas del trofectodermo,
lo que indica que la expresión de OCT4 no está restrin

gida a las células pluripotentes del embrión. La locali

zación de OCT4 en el trofectodermo encontrada en los

dos estudios realizados coincide con los datos publica
dos por otros autores y no se ha relacionado con la via

bilidad de los blastocistos ni con ningún aspecto rele

vante del desarrollo (Cauffman, Van de Vel de, Liebaers,
& Van Steirteghem, 2005; Hansis, 2000).
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Figura 1. Patrones de expresión de OCT4. a) corresponde a

PI, b) P2, c)P3, d-g) P4. El factor de transcripción OCT4 se

marcó en rojo y el DNA del núcleo en azul.

Figura 2. Contaje de células.

DISCUSIÓN

Muchos estudios han demostrado que el desarrollo de

los embriones in vitro es más lento que el de los embrio

nes que se desarrollan in vivo y que las condiciones de

cultivo in vitro incluso pueden inducir el bloqueo de los

embriones. Uno de los factores ambientales que podría
contribuir más significativamente a esas diferencias en

el desarrollo de los embriones es la elevada concentra

ción de oxígeno empleada en los cultivos in vitro y la

generación de especies reactivas del oxígeno que com

porta cultivar en dichas condiciones. La adición a los

medio de cultivo de antioxidantes o agentes reductores

favorecen el crecimiento de los embriones hasta el esta

dio de blastocisto, lo que permite relacionar el estrés

oxidativo y las especies reactivas del oxígeno con el

desarrollo subóptimo de los embriones (revisado en

(Takahashi M, 2012)).
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