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DESCRIPCION
Métodos para predecir la viabilidad de un embriéon de mamifero
Campo de la invencion

La invencién se refiere a métodos para valorar el potencial de desarrollo de un embriéon de mamifero, a métodos de
seleccion o clasificacion de embriones entre una pluralidad de embriones segun su potencial de desarrollo previsto,
y a métodos de fecundacion in vitro (FIV) y reproduccién asistida. También se proporciona un sistema para llevar a
cabo los métodos de la invencion.

Antecedentes de la invencion

Actualmente existe la necesidad de unos medios mejores de valorar la vitalidad de embriones para el trasplante en
la madre aspirante en clinicas de FIV. El patrén general ha sido para valorar el grado del desarrollo a los 3 dias y
para usar esto como indicador del probable éxito de posterior desarrollo y, por lo tanto, el embarazo. La falta de
fiabilidad de esta valoracion ha conducido a un nimero creciente de clinicas de FIV para cultivar embriones hasta la
fase de blastocisto (6 dias) de manera que se pueden usar directamente blastocistos aparentemente sanos. No solo
es este planteamiento costoso, sino que hay riesgos inevitables a partir del cultivo in vitro a largo plazo hasta la fase
de blastocisto.

Se han caracterizado los sucesos tempranos en un embriéon después de la fecundacion de un évulo. En zigotos de
mamifero, la entrada del espermatozmde esta ligada a la reorganizacion del citoesqueleto, granulos corticales’,

reticulo endoplasmatlco y mitocondria’. La entrada del espermatozoide causa cambios en la forma del cigoto:
formacion del segundo cuerpo polar (PB); protrusiéon del cono de fecundacién (FC) EPor encima de la cromatina del
espermatozmde ; y aplanamiento del czgoto a lo largo del eje que corta el FC'. La fecundacion de mamifero
también desencadena oscilaciones del Ca C|toplasmat|co libre entre la fmallzacnon de la meiosis y la entrada en
interfase del primer ciclo celular embrionario’®. Las oscilaciones de Ca? regulan no solamente los sucesos
inmediatamente desgues de la fecundacion' ™, sino también se informa de que afectan a aspectos del desarrollo
post-lmplantaC|on . Se ha informado que tanto el citoesqueleto de actlna funcional como el patrén correcto de
transmones de Ca®* (espemalmente el tiempo total de la elevacion de ca’ *) son cruciales para el desarrollo 12,15, 16,

En algunos organismos se han descrito los movimientos citoplasmaticos desencadenados por la entrada del
espermatozoide. En erizos de mar, ascidias y ranas, por ejemplo, se sabe que estan asomados a el progreso con
éxito de los sucesos de desarrollo, tal como el establecimiento de Ia polarldad del embrion™®. Se han detectado
algunos movimientos citoplasmaticos en el évulo de raton fecundado®

La solicitud de patente europea EP 1 847 595 A1 revela un método in vitro de valoracion del potencial de desarrollo
de un embrién de mamifero, basado en el nivel medido de un marcador (tal como p53, Cav1.2 o catalasa) en el
medio de cultivo.

La solicitud de patente americana US 2010/099135 A1 revela un método in vitro de valoracion del potencial de
desarrollo de un embrién de mamifero, basado en un perfil de proteinas secretadas.

La solicitud de patente internacional WO 2011/025736 A1 revela un método in vitro de valoracién del potencial de
desarrollo de un embrién de mamifero, basado en la duracion de los sucesos de citocinesis.

A pesar de esta caracterizacion de los sucesos que se dan en el embrién inmediatamente después de la
fecundacién, la valoracion del grado del desarrollo de los embriones después de un periodo de cultivo sigue el
método preferido y estandar de la valoracion de la calidad del embrion.

Compendio de la invencion

Los presentes inventores han caracterizado los movimientos citoplasmaticos desencadenados por la entrada del
espermatozoide en 6vulos de ratén. También han identificado cambios periédicos en la forma del embrién que se
dan después de la fecundacion. Han descubierto que las dinamicas de estos movimientos se pueden usar para
predecir de manera fiable el posterior éxito de desarrollo del embrion.

En un primer aspecto, la invencion proporciona un método in vitro de valoracion del potencial de desarrollo de un
embrién de mamifero, comprendiendo el método

(a) tomar mediciones de los movimientos citoplasmaticos en el embrion (y opcionalmente de los cambios
periddicos en la forma del embrién) en la fase de una célula, y
(b) usar las mediciones para predecir el potencial de desarrollo del embrion.
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Una caracteristica importante de este método es que usa mediciones tomadas a partir de las fases mas tempranas
del desarrollo del embridon después de la fecundacion y antes de la primera division celular embrionaria. Por tanto, el
método proporciona un modo ventajosamente temprano y rapido de valorar la calidad de un embridn y el probable
posterior éxito de desarrollo.

Los inventores han identificado una correlacion significativa entre los parametros en relacion con la velocidad
promedio de los movimientos citoplasmaticos en embriones de ratén en la fase de una célula e indicadores del
posterior éxito de desarrollo.

Los inventores han observado distintos picos periddicos en la velocidad promedio del movimiento citoplasmatico,
referidos en el presente documento como “picos de velocidad” en embriones de ratén después de la fecundacion.
Han encontrado que la longitud del intervalo entre los picos de velocidad es predictiva del éxito de desarrollo del
embridn. Intervalos mas largos entre picos de velocidad se correlacionan con mayor éxito de desarrollo.

En algunos casos de acuerdo con el método de la invencion, el potencial de desarrollo de un embrién se predice
midiendo la velocidad citoplasmatica media en el embridn en la fase de una célula durante un periodo de tiempo que
es suficiente para identificar dos picos de velocidad sucesivos y calcular el intervalo en tiempo entre los dos picos de
velocidad. Un intervalo mas largo o un intervalo promedio mas largo entre picos de velocidad se puede correlacionar
con una prediccion de mayor potencial de desarrollo. En algunos casos, un intervalo mas corto o un intervalo
promedio mas corto entre picos de velocidad se puede correlacionar con una prediccion de mayor potencial de
desarrollo. En algunos casos, el potencial de desarrollo del embridn se predice comparando el intervalo o el intervalo
promedio entre picos de velocidad con uno o mas valores de referencia predeterminados.

Cuando se forma el cono de fecundacion del embrién, los picos de velocidad coinciden con cambios periddicos en la
forma del embrién. Muy sorprendentemente, los picos de velocidad coinciden con pulsaciones del cono de
fecundacién (pulsaciones del FC). Por lo tanto, los cambios periddicos en la forma del embrion tal como las
pulsaciones del FC también pueden ser predictivos del potencial de desarrollo.

Un segundo parametro que se correlaciona significativamente con el éxito del desarrollo es la velocidad
citoplasmatica basal promedio. Esta es la velocidad promedio antes de que se registre el primer pico de velocidad,
entre los picos de velocidad y/o después del ultimo pico de velocidad registrado. Los inventores han encontrado que
la velocidad citoplasmética basal promedio es predictiva del éxito de desarrollo del embrién. Una velocidad
citoplasmatica basal promedio mas rapida se correlaciona con mayor éxito de desarrollo.

En algunos casos de acuerdo con el método de la invencion, el potencial de desarrollo de un embrién se predice
midiendo la velocidad citoplasmatica basal promedio en el embrién antes de que se registre el primer pico de
velocidad, entre los picos de velocidad y/o después del ultimo pico de velocidad distinto registrado. Una velocidad
citoplasmatica basal promedio mas rapida se puede correlacionar con una prediccion de mayor potencial de
desarrollo. En algunos casos, una velocidad citoplasmatica basal promedio mas lenta se puede correlacionar con
mayor potencial de desarrollo. En algunos casos, el potencial de desarrollo del embrién se predice comparando la
velocidad citoplasmatica basal promedio con uno o mas valores de referencia predeterminados.

La prediccidn del potencial de desarrollo se puede mejorar usando ambos de estos parametros juntos. En algunos
casos de acuerdo con el método de la invencion, la prediccion del potencial de desarrollo se basa en tanto la
longitud del intervalo entre picos de velocidad o pulsaciones de FC como la velocidad citoplasmatica basal promedio.
Estos parametros se pueden haber calculado usando las mediciones de los embriones tomadas durante el mismo
periodo de tiempo. En general, los inventores han encontrado que los embriones que se prevé que tienen alto o bajo
potencial de desarrollo basandose en la longitud de sus intervalos inter-pico correspondientemente también se prevé
que tienen alto o bajo potencial de desarrollo basandose en su velocidad citoplasmatica basal promedio. Es decir,
las predicciones basadas en estos dos parametros tienen a corresponder.

El método de la invencion ofrece un modo rapido de predecir la vitalidad de los 6vulos fecundados in vitro en una
fase temprana después de la fecundacion, es decir, antes de la primera division celular embrionaria, y, por lo tanto,
podria mejorar las perspectivas para el tratamiento de la fecundacion in vitro (FIV).

En un aspecto adicional la invencion proporciona un método de fecundacién in vitro, que comprende la fecundacion
de un 6vulo de mamifero y la prediciendo del potencial de desarrollo del embridn resultante usando mediciones de
los movimientos citoplasmaticos en el embrién (y opcionalmente también de los cambios periddicos en la forma del
embridn) en la fase de una célula. Los 6vulos fecundados in vitro previsto por tener buen potencial de desarrollo se
pueden, por ejemplo, seleccionar para transferirse a un receptor materno, mejorando de ese modo los indices de
embarazo con éxito.

En algunos casos la calidad absoluta de un embridon dado es de menos importancia que la calidad relativa de los
embriones en un grupo de embriones, por ejemplo, los embriones desarrollados a partir de 6vulos obtenidos de la
misma madre.
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Un aspecto adicional de la invencién proporciona un método de seleccion a partir de una pluralidad de embriones
uno o mas embriones para su uso en un método de reproduccion asistida, comprendiendo el método la prediccion
del potencial de desarrollo de cada embridon usando mediciones de los movimientos citoplasmaticos en el embrion (y
opcionalmente también de los cambios periddicos en la forma del embrién) en la fase de una célula, y la seleccién
de uno o mas embriones basandose en su potencial de desarrollo previsto. Otros factores también se pueden tomar
en cuenta cuando se seleccionan el(los) embrion(es).

Otro aspecto de la invencion proporciona un método de clasificacion de uno o mas embriones en una poblacion de
embriones segun su potencial de desarrollo, comprendiendo el método la prediccion del potencial de desarrollo de
cada embrion usando mediciones de los movimientos citoplasmaticos en el embrion (y opcionalmente también de los
cambios periodicos en la forma del embridn) en la fase de una célula, y la clasificacion de cada embrion basandose
en su potencial de desarrollo previsto. Se pueden seleccionar mas uno o mas embriones para su uso en un método
de reproduccién asistida basandose en su potencial de desarrollo previsto.

En un aspecto adicional, la invencion proporciona un sistema para llevar a cabo el método de la invencion,
comprendiendo el sistema uno 0 mas sensores para capturar imagenes secuenciales de los embriones y al menos
un procesador en comunicacion con el al menos un sensor, estando el procesador programado con instrucciones
legibles por ordenador para transformar dichas imagenes en una prediccion del potencial de desarrollo del embrion
llevando a cabo un método como se describe en el presente documento.

A continuacién, la invencion se describira con mas detalle, a modo de ejemplo y no limitacién, en referencia a los
dibujos acompafantes. Muchas modificaciones y variaciones equivalentes seran obvias para los expertos en la
técnica cuando se ofrezca esta descripciéon. Por lo tanto, las realizaciones de la invencion, descritas a modo de
ejemplo, se considera que son ilustrativas y no limitantes.

La presente invencion incluye la combinacion de los aspectos y las caracteristicas preferidas descritas excepto
cuando tal combinacién es claramente no permisible o esta indicada para ser expresamente evitada.

Los titulos de seccion usados en el presente documento son solamente por conveniencia y no estan construidos de
ningun modo como limitantes.

Las referencias a color en las figuras son Unicamente informativas. No hay figuras a color.
Descripcion de los dibujos

Fig. 1
Oscilaciones de la velocidad citoplasmatica en 6vulos de raton fecundados

(a) Esquema del algoritmo de analisis de imagen de correlacion cruzada usado para medir el movimiento del
citoplasma celular (descripcion detallada en Métodos). (b) Una representacion esquematica de las fases
analizadas: MIl: 6vulos no fecundados en metafase de la 2° division meidtica. Fase 1: se forma 2PB y
aparece primero FC. Fase 2: FC esta completamente formado. Fase 3: FC retrocede y se forman los
pronucleos. (¢) Velocidad citoplasmatica media en un 6vulo no fecundado representativo. (d) Velocidad
citoplasmatica media en un cigoto fecundado in vivo representativo durante las Fases 1 a 3. (e) Imagenes
DIC con patrones del vector representativos para los évulos no fecundados (Mll) y para cigotos en la Fase 1 a
3. Por claridad solamente se muestra cada segundo vector. La longitud de los vectores y el color del fondo
indican la velocidad del movimiento citoplasmatico local. Barra de escala 10 ym.

Fig. 2
Los picos de velocidad citoplasmatica dependen de los cambios en el citoesqueleto de actomiosina en la
region del FC

(a) Imagenes DIC del cigoto con un FC palpitante: el FC (marcado con un asterisco) sufre protrusion y se
aplasta de un modo repetitivo. Barra de escala 20 um (b) Picos de la velocidad citoplasmatica media en el
6vulo de ratdon fecundado (azul/(linea de abajo) se correlacionan con el comiendo de un descenso en el
diametro de FC (verde/linea de arriba). El didmetro de FC se midi6 como se muestra en (a) a partir del punto
de simetria maxima en el borde del FC hasta el otro borde de la célula. (¢) Cambio en el didmetro de FC
(medido como una diferencia entre diametro de FC inmediatamente antes del pico de velocidad y en el
momento cuando el pico de velocidad alcanza su maximo) se correlaciona con la amplitud del pico de
velocidad acompafiante. El coeficiente de correlacion de Pearson calculado para estas mediciones es de
0,595 y es estadisticamente significativo (p<0,0001). (d) Intensidad de fluorescencia de UtrCH-EGFP en la
corteza del FC (azul/linea de abajo) fluctia cuando FC cambia su forma (mostrado por los cambios en el
diametro de FC (rojo/linea de arriba)). Los valores de intensidad estan representados como una relacion entre
la fluorescencia de UtrCH-EGFP y Gap43-RFP (una proteina de membrana), para eliminar los cambios de
intensidad causados por cambios en el foco (véase Métodos para los detalles). Los asteriscos muestran los
extremos de la regidn cortical en los que se midieron las intensidades de UtrCH-EGFP y Gap43-RFP. Barra
de escala 10 um. (e) La intensidad de fluorescencia de MyoRLC-GFP en el hombro inferior y superior del FC
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(linea azul y linea azul con cruces, respectivamente) fluctia cuando que FC cambia su forma (mostrado por
cambios en el diametro de FC (rojo)). Los valores de intensidad estan representados como una relacién entre
la fluorescencia de UtrCH-EGFP y Gap43-RFP. Los asteriscos marcan las regiones en las que se midieron
las intensidades de MyoRLC-GFP y Gap43-RFP. Barra de escala 10 ym. (f) Velocidad citoplasmatica media
en cigotos representativos tratados con nocodazol (linea azul (de arriba)), citocalasina D (linea roja (de
abajo)) y ML-7 (linea verde (del medio)). (g) Velocidad citoplasmatica media en cigotos representativos
tratados con taxol (linea azul (de arriba) y jasplaquinolida (linea roja (de abajo). El pico visible a
aproximadamente 90 min es debido a un cambio en foco.

Fig. 3
Los picos de velocidad citoplasmatica dependen de las oscilaciones de ca” libre

Picos de velocidad citoplasmatica media (lineas azules/de abajo) y niveles de Ca®" libre (linea verde/de arriba)
en un évulo fecundado representativo (a), évulo fecundado tratado con BAPTA AM (b) y 6vulo activado con SrCl,
(c). Cuando los 6vulos se activaron con SrCly, las transiciones de Ca®" no estaban acompanadas ni S|qU|era de
picos de velocidad pequefios (insercidn en (c)). En todas las graficas el incremento en el nivel de Ca®* se
reflejaba por un descenso en la intensidad de fluorescencia de FuraRed. Un pico en (b) era debido a un cambio
en foco.

Fig. 4

Los picos de velocidad citoplasmatica de alta amplitud dependen de la presenma del FC

La velocidad citoplasmatica media (lineas azules/de abajo) y los niveles de Ca®" libre (lineas verdes/ de arriba)
en ovulos representativos sometidos a inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoide (ICSI). Se inyectd una
cabeza de espermatozoide fresco bajo la corteza (a) o en la parte central del citoplasma (b). Se inyect6 una
cabeza de espermatozoide inactivada por calor bajo la corteza y, a continuacion, el 6vulo o bien se activé (c) o
no se activo (d) con SrCl,. En los 6vulos inyectados con cabezas de espermatozoide calentado y activados con
SrCl, se presentaban frecuentemente pequenos picos de velocidad (insercion en (c)). En todas las graficas se
reflejaba el incremento en el nivel de Ca* por un descenso en la intensidad de fluorescencia de FuraRed.

Fig. 5

Movimientos citoplasmaticos como indicador para la viabilidad de embriones

Correlacion entre velocidades basales medias (a) o intervalos inter-pico de velocidad medios (b) registrados en
cigotos y el numero de células en los embriones después de 4 dias de cultivo. (¢) Modelo matematico ajustado a
los datos en (a), que muestra la correlacion lineal y cuadratica entre las velocidades basales medias y el nimero
de células en los embriones de 4 dias de vida con un ajuste para los diferentes valores de los intervalos inter-
pico medios. El intervalo inter-pico medio +1 SD (linea superior), intervalo inter-pico medio +0,5 SD (segunda
linea de abajo), intervalo inter pico-medio (tercera linea de abajo), intervalo inter-pico medio -0,5 SD (cuarta linea
de abajo), intervalo inter-pico medio -1 SD (linea inferior). (d) Modelo matematico ajustado a los datos en (b), que
muestra la correlacion lineal entre los intervalos inter-pico medios y el nUmero de células en los embriones de 4
dias de vida con un ajuste para los diferentes valores de las velocidades basales medias. Intervalo inter-pico
medio +1 SD (linea superior), intervalo inter-pico medio +0,5 SD (segunda linea de abajo), intervalo inter-pico
medio (tercera linea de abajo), intervalo inter-pico medio -0,5 SD (cuarta linea de abajo), intervalo inter-pico
medio -1 SD (linea inferior). La representacion grafica de los modelos en (c) y (d) se prepard para valores en el
rango indicado con corchetes rojos en (a) y (b), respectivamente. (e) Una gastrula (egg cylinder) (izquierda) y
crias de 2 meses de vida (derecha) obtenidas de embriones valorados como “buenos” basandose en nuestro
modelo. Actina marcada con faloidina en verde y Gata4 que marca el endodermo visceral en rojo. Barra de
escala 50 uym. (f) Eficacia de las transferencias de embrion. Los embriones se valoraron como de “alta” o “baja
calidad” segun nuestro modelo, se transfirieron en la fase de 2 células a las hembras receptoras y se
diseccionaron en 6,5 (columnas azules (sdlidas)) o 19,5 dpc (columnas rojas (tramado)).

Fig. 6

Las oscilaciones de Ca®" inducidas por PLCC e ICSI en ovocitos humanos estdn acompanadas de mowmlentos
transitorios coincidentes en el citoplasma del ovocito. En A) se muestra un registro de los incrementos de ca®
intracelular medidos mediante la fluorescencia de Oregon Green BAPTA dextrano (OGBD) (unidades arbitrarias)
y los correspondlentes movimientos en el citoplasma medidos con PIV. Los trazos en B) muestran Ias fases
iniciales de Ca** y PIV, respectivamente, a partir de otro OVOCItO que mostrd un gran incremento de Ca®" inicial
con un descenso en el movimiento. Los picos marcados con * se muestran en una escala aumentada en la Fig.
7.

Fig. 7

Analisis de coincidencia de cambios de Ca** y movimiento citoplasmatico. Estos paneles con una escala de
tiempo aumentada son tomadas a partir del ovocito en la Fig. 6B. El prlmer plco de Ca®* dura durante un largo
periodo y se suprime el movimiento citoplasmatico. Los ultimos picos de Ca®" se acortan y la magnitud media de
movimiento en el pico de velocidad se incrementa a un maximo poco después del maximo de plco En el caso
ilustrado, el maximo de pico de velocidad se da 20 segundos después del maximo de Ca®. Indicar que la
magnltud media de movimiento comienza a acelerar dentro del mismo intervalo de 10 segundos que el maximo
de Ca®

Fig. 8

Iméagenes de un ovocito humano sobrepuestas con el patrén de movimiento citoplasmatico. Cada mapa de vector
registra el movimiento durante el intervalo de 10 segundos entre un marco cualquiera al proximo. Este par de
mapas de vector se recogié con 20 segundos de separacion e ilustran el cambio de la direccion de movimiento
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sin alteracion en la orientacion del movimiento.

Fig. 9

Movimientos citoplasmaticos en el cigoto

La velocidad citoplasmatica media en un cigoto fotografiado en un plano por encima del FC (a), un plano que
corta el FC (c) y un plano por debajo del FC (e). (b), (d) y (f) Velocidades citoplasmaticas en unos tiempos
marcados por una flecha en (a), (c) y (e) respectivamente. El color del fondo representa los valores locales de
velocidad. FC visible a las 5 en punto. Barra de escala 10 uym. (g) Picos de velocidad registrados durante las
primeras y segundas transiciones de Ca?* en el 6vulo inyectado con espermatozoide.

Fig. 10

Reorganizacion de actina en la corteza del cono de fecundacion.

(a) Imagenes quietas de una pelicula secuencial que muestra la reorganizacién de la actina (marcada con
UtrCH-EGFP) en el FC. La intensidad de UtrCH-EGFP en la corteza de FC cambia de acuerdo con el cambio
en la forma de FC. Cuando se aplana el FC (comienzo del aplanamiento marcado con una linea roja) se
debilita la intensidad de UtrCH-EGFP, marcacion de F-actina. Cuando el FC comienza gradualmente a
protruir, se incrementa de nuevo la intensidad de UtrCH-EGFP. Gap43-RFP sirvi6 como un marcador de
membrana. Las imagenes se tomaron cada 20 s, se muestra cada 42 imagen. (b) Imagenes aumentadas de
la regién cortical de FC indicada en (a). Barra de escala 10 ym.

Fig. 11
Reorganizacién de miosina en la corteza del cono de fecundacion.

(a) Imagenes quietas de una pelicula secuencial que muestra la reorganizacién de miosina (marcada con
MyoRLC-GFP) en el FC. La intensidad de MyoRLC-GFP en la corteza de los hombros de FC cambia de
acuerdo con el cambio en la forma de FC. Cuando se aplana FC (comienzo del aplanamiento marcado con
una linea roja) se debilita la intensidad de MyoRLC-GFP. Cuando el FC comienza gradualmente a protruir, se
incrementa de nuevo la intensidad de MyoRLC-GFP. Gap43-RFP sirvi6 como un marcador de membrana.
Las imagenes se tomaron cada 20 s, se muestra cada 22 imagen. (b) y (c) Imagenes aumentadas de la
region cortical de FC indicada en (a) por los niumeros 1y 2 respectivamente.

Barra de escala 10 pm.

Fig. 12

Efecto de la quelacion de ca® y los inhibidores de citoesqueleto sobre los microtibulos y la actomiosina
en cigotos de ratén.

Se transfirieron 6vulos fecundados in vitro a los inhibidores cuando aparecio la protuberancia de anafase. Las
imagenes muestran proyecciones preparadas a partir de pilas Z (z-stack) confocales de cigotos representativos
fijados inmediatamente después de 20 minutos de incubacién previa con el farmaco (20 + 0 min) o 1,5 o 3 horas
después (0 + 90 min y 0 + 180 min, respectivamente). Se examinaron los cigotos experimentales y control
usando los mismos ajustes. La tincion con faloidina de cigotos tratados con jasplaquinolida no consiguieron
mostrar F-actina (tercer panel desde la parte inferior), debido a que jasplaquinolida compite con faloidina por los
mismos sitios de unién y, asi, previene la apropiada tincion. La tincion con anticuerpo anti-actina revelé que
jasplaquinolida conduce a la formacién de una capa cortical mas espesa (2 panel inferior). La cromatina hembra
indicada por f, la cromatina macho indicada por m. Barra de escala 10 um.

Fig. 13

La toma de imagen DIG no afecta al desarrollo de los embriones de raton.
(a) Modelo matematico que correlaciona la probabilidad de alcanzar la fase de blastocisto con velocidad basal
media con un ajuste para los intervalos inter-pico medios. Intervalo inter-pico medio +1 SD (linea superior),
intervalo inter-pico medio +0,5 SD (segunda linea de abajo), intervalo inter-pico medio (tercera linea de
abajo), intervalo inter-pico medio -0,5 SD (cuarta linea de abajo), intervalo inter-pico medio -1 SD (linea
inferior). (b) Modelo matematico que correlaciona la probabilidad de alcanzar la fase de blastocisto (es decir,
232 células) con intervalo inter-pico medio con un ajuste para la velocidad basal media. Intervalo inter pico
medio +1 SD (linea superior), intervalo inter-pico medio + 0,5 SD (segunda linea de abajo), intervalo inter-pico
medio (tercera linea de abajo), intervalo inter-pico medio -0,5 SD (cuarta linea de abajo), intervalo inter-pico
medio -1 SD (linea inferior). (¢) Numero medio de células en las imagenes de embriones de 4 dias de vida en
diferentes tiempos después de la fecundacién. (d) Distribucion de embriones de 4 dias de vida con diferentes
nameros de células en relacion con el tiempo de formaciéon pronuclear, (e) Numero medio de células en
embriones de 4 dias de vida fotografiados o no en la fase de cigoto. (f) Distribucién de embriones de 4 dias
de vida con diferentes niumeros de células dependiendo de si son o no fotografiados en la fase de cigoto. las
barras de error representan las desviaciones estandar. Los datos proceden de 13 experimentos
independientes.

Fig. 14

Resolucion subpixel del método de PIV

La precisiéon de PIV para la medicion de desplazamientos subpixel de las imagenes artificialmente cambiadas y
submuestreadas. (a) Error en pixeles. (a) Error como porcentaje del desplazamiento.
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Descripcion detallada de la invenciéon

El término “embrién” es usado en esta memoria para referirse a un organismo mamifero a partir de la fase mas
temprana que comienza con un Ovulo fecundado unicelular. Un 6vulo se fecunda en la fusiébn con un
espermatozoide. El 6vulo puede haber sido fecundado in vitro para obtener el embrién. Los embriones unicelulares
son células vivas.

Los métodos de la invencion se pueden aplicar a embriones de cualquier especie de mamifero adecuada, tal como:
primates, incluyendo seres humanos, grandes simios (por ejemplo, gorilas, chimpancés, orangutanes), monos del
viejo mundo, monos del nuevo mundo; roedores (por ejemplo, ratones, ratas, cobayas, hamster); gatos; perros;
lagomorfos (incluyendo conejos); vacas; ovejas; cabras; caballos; cerdos; y cualquier otro mamifero de ganado,
agricola, de laboratorio o doméstico. Aunque el trabajo descrito en los Ejemplos se lleva a cabo en ratones, los
resultados preliminares indican que un mismo patron de movimientos citoplasmaticos también se da en embriones
unicelular humanos.

El “potencial de desarrollo”, de un embrién de mamifero es una medida de la calidad del embriéon. Es una medida de
la capacidad del embrion para desarrollarse posteriormente con éxito. El desarrollo con éxito puede ser durante un
periodo de tiempo definido o bajo condiciones particulares, por ejemplo, después del crecimiento en cultivo o
después de transferencia del embrion a un receptor materno. La transferencia a un receptor materno significa la
transferencia de un embrién en una madre aspirante con el objetivo de un embarazo resultante. La madre puede ser
el donante o la fuente de los 6vulos (gametos femeninos) que dan origen al embriéon o puede ser una madre
subrogada.

Una prediccion del potencial de desarrollo de un embridon es una prediccion de la capacidad del embridon para
desarrollarse posteriormente con éxito. Una predicciéon del potencial de desarrollo puede comprender una prediccion
de si el embridn tiene la capacidad de desarrollarse a una fase particular. Los ejemplos son una prediccion de que
un embridn alcanzara la fase de blastocisto si crece en cultivo, o que un embrién se desarrollara a la fase de
gastrula o a término completo después de la transferencia del embrion al receptor materno. La prediccion puede
comprender una probabilidad determinada de que el embridn alcanzara una fase particular de desarrollo, o la
probabilidad de que se alcanzara una fase particular del desarrollo dentro de un periodo de tiempo definido. Por
ejemplo, la prediccion puede definir la probabilidad de que un embrién alcanzara la fase de blastocisto después de 4
dias de crecimiento en cultivo. No es necesario que el embrién se cultive posteriormente de acuerdo con la
prediccion. En su lugar, el embrién se puede transferir a un receptor materno. La prediccion puede comprender una
prediccion de la fase de desarrollo que el embrién alcanzara después de un periodo de tiempo definido. Un ejemplo
es una prediccion del nimero de células que un embrion tendra después de un periodo de tiempo en cultivo, por
ejemplo, después de 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 mas dias de crecimiento en cultivo.

En algunos casos la prediccidon del potencial de desarrollo esta basado en las mediciones de los movimientos
citoplasmaticos en el embridon y/o cambios periédicos en la forma del embriéon solos. En otras realizaciones la
prediccion de la prediccion de desarrollo se basa en estas mediciones junto con otros parametros que son conocidos
por ser predictivos del éxito del desarrollo. Por ejemplo, después de tomar mediciones de los movimientos
citoplasmaticos y/o cambios periddicos en la forma del embridon en el embridn unicelular, el embrién posteriormente
se puede cultivar y ademas usar el grado del desarrollo y/o morfologia del embrién en cultivo en la valoracién del
potencial de desarrollo del embrion.

El término “movimiento citoplasmatico” se refiere a las dinamicas de fluido del citoplasma. El citoplasma es la fase
fluida en un embrién unicelular. No hay nucleo convencional en un évulo no fecundado o fecundado hasta que se
descondensa el complemento cromosémico haploide de la segunda divisién de la meiosis femenina y adquiere una
envuelta nuclear y, para o6vulos fecundados, hasta que la cromatina del espermatozoide llega a asociarse
correctamente con histonas y se encapsula con una envuelta nuclear. Tal formacién de los pronucleos femeninos y
masculinos son anteriores a la primera division celular embrionaria. Los movimientos citoplasmaticos descritos en el
presente documento se dan hasta el momento de la formacién de pronucleos.

El término “promedio” tal como es usado en esta memoria se refiere a una medida de la tendencia central.
“Promedio” abarca la media y la mediana.

La “velocidad citoplasmatica promedio” significa la velocidad promedio en cualquier tiempo particular medida en un
solo plano a través del embrién unicelular o en el propio citoplasma, por ejemplo, medido en una serie de planos a
través de toda la célula.

Los inventores han mostrado que antes de la fecundacion, el movimiento citoplasmatico en un évulo de ratdén es
lento y relativamente homogéneo. La fecundacién desencadena incrementos y descensos periodicos drasticos en la
velocidad de los movimientos citoplasmaticos en el 6vulo. Estos flujos citoplasmaticos bruscos, periodicos y
transitorios son distintos de los movimientos de velocidad menor que se dan entremedias y en el presente
documento reciben el nombre de “picos de velocidad”.

El término “movimientos de después” se refiere a los movimientos citoplasmaticos que se pueden dar
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inmediatamente después del descenso drastico en velocidad de un pico de velocidad, pero que son de mayor
amplitud que y se pueden distinguir de los movimientos mas lentos que se dan entre los picos de velocidad. Un pico
de velocidad puede incluir los movimientos de después.

Los picos de velocidad se dan por todo el citoplasma del évulo y pueden durar aproximadamente 4 horas después
de la fecundacion, hasta la formacién de pronlcleos. Los picos de velocidad se pueden identificar midiendo la
velocidad citoplasmatica media en un embrion durante el tiempo que dura este periodo. Los picos de velocidad se
pueden identificar en cualquier plano a través del embrién unicelular. Sin embargo, la amplitud de los picos de
velocidad es la mayor en el plano ecuatorial de la célula.

La amplitud de los picos de velocidad puede variar a lo largo del tiempo. El primer pico de velocidad puede ser de
relativamente alta amplitud, seguido de un periodo en el cual los picos de velocidad tienen amplitud relativamente
baja (entre el inicio de la anafase de la meiosis Il y la protuberancia de FC temprana, en el presente documento
referido como “fase 1”). Cuando el FC estd completamente formado o extendido (referido en el presente documento
como “fase 2”), las amplitudes de los picos de velocidad pueden ser mayores. La amplitud de los picos de velocidad
puede descender durante y después de la regresion de FC (referido en el presente documento como “fase 3”).

La direccion o el vector del movimiento citoplasmatico rapido de un pico de velocidad puede variar entre los picos de
velocidad registrados a partir del mismo 6vulo fecundado. Durante la fase 1, los vectores generalmente estan hacia
el desarrollo del segundo cuerpo polar (PB). Durante la fase 2, los vectores estan generalmente directamente hacia
el FC o ligeramente desplazados hacia el segundo cuerpo polar.

Si se identifican dos picos de velocidad sucesivos en el movimiento citoplasmatico en un embrién unicelular,
entonces se puede medir el intervalo en tiempo entre ellos. Si se identifican mas de dos picos de velocidad
sucesivos, entonces se puede determinar el intervalo promedio entre los picos de velocidad en el embrion.

El cono de fecundacion (FC) es una proyeccion coénica transitoria que protruye a partir de la superficie de un évulo
fecundado en el punto de contacto con el espermatozoide fecundado.

Los picos de velocidad o pulsaciones de FC también pueden ser sincrénicos con las transiciones de Cca® en el
embrién.

La “velocidad citoplasmatica basal promedio” es la velocidad citoplasmatica promedio con el tiempo durante el
periodo antes del primer pico de velocidad que se registra, durante el periodo entre picos de velocidad y/o durante el
periodo después del ultimo pico de velocidad que se registra. La velocidad citoplasmatica basal promedio se puede
medir en cualquier momento durante uno o mas de estos periodos. En algunos casos de acuerdo con el método de
la invencion, se mide la velocidad citoplasmatica media hasta que se registra el primer pico de velocidad, desde
inmediatamente después de un pico de velocidad distinto hasta el comienzo del préximo pico de velocidad distinto,
y/o inmediatamente después de que se registra el Ultimo pico de velocidad distinto. Se puede determinar la
velocidad citoplasmatica basal promedio durante estos periodos.

En algunos casos, el potencial de desarrollo de un embridon se predice comparando el intervalo entre picos de
velocidad o pulsaciones de FC, el intervalo promedio entre picos de velocidad o pulsaciones de FC, o la velocidad
citoplasmatica basal promedio, con uno o mas valores de referencia predeterminados. Los valores de referencia se
pueden haber determinado empiricamente basandose en los datos previos que correlacionan estos parametros con
indicadores de alto o bajo potencial de desarrollo.

En algunos casos las mediciones son tomadas cuando el embrion esta en una fase de desarrollo entre la
fecundacion y la formaciéon de los pronudcleos. La “formacion de los pronucleos” es la descondensacion de la
cromatina del espermatozoide y 6vulo y la formacién del nicleo interfase que contiene los nucléolos mas pequefios.
El experto en la técnica puede identificar esto en campos brillantes o imagenes DIG (contraste de interferencia
diferencial).

En algunos casos, el embridn unicelular esta en una fase de desarrollo entre la fecundacion y la regresion del cono
de fecundacion. En algunos casos, el embridn unicelular esta en una fase de desarrollo después de la extrusion del
cuerpo polar y antes de la formacion de los pronicleos, o antes de la regresiéon del cono de fecundacion. La
extrusion del cuerpo polar es cuando los bordes del cuerpo polar en la zona de contacto con el 6vulo rodean
sugiriendo que la ranura de division se estira.

En algunos casos, el embridn esta en una fase de desarrollo en la que el cono de fecundacion esta completamente
formado. Este es el periodo entre la formacion y la regresion del cono de fecundaciéon. En algunos casos, la
prediccion del potencial de desarrollo esta basado en mediciones de los movimientos citoplasmaticos tomados por
todo el periodo cuando esta presente el cono de fecundacion. En ratones, el cono de fecundacién esta presente
durante aproximadamente 2 horas, comenzando a partir de aproximadamente 1-1,5 horas después de la
fecundacién. Generalmente, el cono de fecundacion se comenzara a formar aproximadamente dos horas después
de la incubacién con el espermatozoide cuando el 6vulo se fecunda in vitro. En algunos casos de acuerdo con el
método de la invencidén las mediciones son tomadas después de dos horas de incubaciéon conjunta de
espermatozoide con un 6vulo.
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En algunos casos, la toma de las mediciones comprende la captura de imagenes a intervalos regulares seguido del
analisis de imagen cuantitativo.

Las imagenes a intervalos regulares se pueden capturar a partir de un solo plano a través del embrién unicelular.
Los picos de velocidad son los mas rapidos y, por lo tanto, los mas facilmente distinguidos durante la fase 2 cuando
el FC estd completamente formado y el movimiento citoplasmatico de los picos de velocidad esta generalmente
dirigido hacia el FC. Los picos de velocidad también son los més rapidos en el plano ecuatorial del pocillo. El plano
ecuatorial también es el mas grande y da la imagen de mejor calidad. Preferiblemente las imagenes a intervalos
regulares se capturan a partir de un solo plano a través del centro de la célula. Preferiblemente las imagenes a
intervalos regulares se capturan a partir de un solo plano que corta el FC ecuatorialmente.

Los embriones que se valoran segun el método de la invencion estan destinados a ser transferidos a un receptor
materno dando como resultado embarazo. Por lo tanto, es importante minimizar cualquier dafio a los embriones
mientras se lleva a cabo el método de valoracion. El método de la invencion puede ser no invasivo. Por ejemplo, una
de las ventajas del método de la invencidn es que se puede llevar a cabo en ausencia de cualquier colorante, por
ejemplo, colorante fluorescente, afiadido a la célula. Ademas, los inventores han encontrado que los picos de
velocidad, que coinciden con las pulsaciones del cono de fecundacién, son dependientes de las dinamicas del
citoesqueleto de actomiosina. Por lo tanto, para minimizar los efectos potenciales sobre el patrén innato de los
movimientos citoplasmaticos y cambios de forma del embrién, las mediciones preferiblemente son tomadas de un
modo que no interfiere con o minimiza la interferencia con la funciéon o dinamicas del citoesqueleto y/o la formacion
del cono de fecundacion.

En una realizacion particularmente preferida, el embrién unicelular que esté fotografiado se mantiene en un grupo
compacto de embriones unicelulares en una pequefia gota de medio. Preferiblemente la pequefia gota de medio es
menor de 30 pl, o menor de 20 pl de volumen. El volumen puede ser 5 a 10 uyl de volumen. Los inventores han
encontrado que esto es un modo eficaz de establecer la posicidon de los embriones, es decir mantener los embriones
quietos, sin afectar las dinamicas estructurales de la célula.

Alternativamente, el embrién puede ser un solo embridn en la gota de medio.

El medio puede estar tamponado, por ejemplo, con HEPES, para mantener un pH constante. Alternativamente, se
puede usar una camara climatica para mantener un pH regular. La camara climatica puede proporcionar CO2, por
ejemplo, CO; al 5 %, para mantener el pH del medio al nivel correcto.

También se puede usar una camara climatica para regular la temperatura de los embriones durante la toma de
imagen. Por ejemplo, la temperatura se puede mantener a 35 a 40 °C, o 37 a 38 °C o a aproximadamente 37,5 °C.
La temperatura también se puede controlar usando una fase calentada.

Preferiblemente, las imagenes se capturan usando luz que no dafia los embriones. Por ejemplo, luz intensa de larga
exposicion o longitudes de onda cortas podrian dafiar el ADN y la cadena respiratoria por la produccion de especies
de oxigeno reactivo. La irradiacion y el tiempo de exposicién se podria minimizar mediante la selecciéon de, por
ejemplo, velocidades de obturador de la lampara rapidas o fuentes de luz de diodo emisor de luz (LED), y mediante
el uso de sensores muy sensibles para recoger las imagenes. Se podrian seleccionar longitudes de onda apropiadas
mediante el uso de filtros dpticos o fuentes de luz LED de longitudes de ondas sencillas. Se puede usar luz
transmitida blanca.

Los sistemas de toma de imagen adecuados para medir los movimientos citoplasmaticos y los cambios en la forma
celular podrian usar microscopia de campo brillante. Alternativamente podrian usar técnicas de alto contraste que
incluyen, por ejemplo, contraste de interferencia diferencial (DIG), contraste de modulacion de Hoffman o
microscopia de contraste de fase.

Otra ventaja de la presente invencion es que proporciona un modo de valorar el potencial de desarrollo de un
embrién en etapas muy tempranas, a partir de las mediciones tomadas durante un corto periodo de tiempo de
embriones en la fase mas temprana de desarrollo antes de la primera divisién celular embrionaria. En algunos
casos, todas las mediciones relevantes son tomadas dentro de las 6 horas, mas preferiblemente dentro de las 5, 4,
3, 2 0 1 hora desde la fecundacion. En algunos casos, todas las mediciones son tomadas antes de la formacion de
los pronucleos en el embrién. Mas preferiblemente, todas las mediciones son tomadas antes de la regresién del FC.
Por ejemplo, todas las imagenes a intervalos regulares del embridén se pueden capturar dentro de estos periodos de
tiempo. En algunos casos, el método es realizada, incluyendo la prediccion del potencial de desarrollo, dentro de los
6 dias, mas preferiblemente dentro de los 4, 3, 2 o 1 dia desde la fecundacion, o dentro de las 12, 6, 4, 3, 2 0 1 hora
desde la fecundacion.

En algunos casos, el andlisis de imagen cuantitativo usa velocimetria de imagen de particula (PIV). PIV es una
técnica de analisis estdndar usada ampliamente en dinamicas de fluido?"* que implica correlacion cruzada de
subregiones de imagen entre pares secuenciales de imagenes. Usando el andlisis de PIV cada imagen se puede
dividir en regiones interrogacion cuadradas y la distribucion del coeficiente de correlacion cruzada se puede calcular
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dentro de una regién mayor en la proxima imagen en la secuencia. El pico de la distribucion del coeficiente de
correlacion cruzada da la localizacion mas probable en la segunda imagen del material en la region interrogacion en
la primera imagen. A continuacion, esto se puede usar para calcular el vector de desplazamiento con el tiempo entre
las imagenes (Fig. 1A). Cuando el desplazamiento del patron de contraste de un area de Elxeles se mide durante
muchos pixeles es posible medir con exactitud los movimientos subpixeles con esta técnica®

En algunos casos de acuerdo con la invencién, se pueden clasificar uno o mas embriones en una poblaciéon de
embriones segun su potencial de desarrollo. El potencial de desarrollo de cada embrion se puede clasificar en
relacion con el potencial de desarrollo de los otros embriones en la poblacion. Esto puede proporcionar un modo Uutil
de determinar qué embriones de la poblaciéon de embriones son los mas adecuados para un uso previsto posterior
particular, por ejemplo, transferir a un receptor materno con el objetivo de un embarazo resultante. De ese modo, los
embriones se pueden seleccionar segun su potencial de desarrollo.

El método puede implicar calcular el intervalo medio de poblacién o el intervalo promedio entre los picos de
velocidad o pulsaciones de FC, y/o la velocidad citoplasmatica basal promedio media de la poblaciéon. El método
puede implicar calcular las desviaciones estandar de la poblacion para estos parametros. Casos aparte obvios en la
poblaciéon se pueden excluir de los calculos. Por ejemplo, se pueden excluir embriones que tienen un intervalo
calculado o intervalo promedio entre picos de velocidad o pulsaciones de FC, o una velocidad citoplasmatica basal
promedio calculada que es mas de 1 desviacidon estandar, o mas de 1,5 desviaciones estandar, o mas de 2
desviaciones estandar, o mas de 3 desviaciones estandar alejados de la media, o que estan en el 10 % por encima
o por debajo de los valores calculados. La poblacion media y/o desviaciones estandar se pueden usar para
cuantificar el potencial de desarrollo relativo de uno o mas de los embriones en la poblacién. Por ejemplo, tener un
intervalo calculado o intervalo promedio entre picos de velocidad que es mas largo que el intervalo medio de la
poblacion o intervalo promedio entre picos de velocidad, y/o tener una velocidad citoplasméatica basal promedio que
es mas rapida que la velocidad citoplasmatica basal promedio media de poblacién puede ser indicativo de un
embrién que tiene alto potencial de desarrollo.

Al contrario, tener un intervalo calculado o intervalo promedio entre picos de velocidad que es mas corto que el
intervalo medio de poblacién o intervalo promedio entre picos de velocidad, y/o tener una velocidad citoplasmatica
basal promedio que es mas lenta que la velocidad citoplasmatica basal promedio media de la poblacion, puede ser
indicativo de un embrién que tiene alto potencial de desarrollo. Igualmente, tener un intervalo calculado o intervalo
promedio entre picos de velocidad que es al menos la mitad, o al menos un tercio, o al menos un cuarto, o al menos
uno, dos o tres desviaciones estandar mas largo o mas corto que el intervalo medio de poblaciéon o intervalo
promedio entre picos de velocidad, y/o tener una velocidad citoplasmatica basal promedio que es al menos la mitad,
o al menos un tercio, o al menos un cuarto, o al menos uno, dos o tres desviaciones estandar mas rapida o mas
lenta que la velocidad citoplasmatica basal promedio media de poblacién de la poblacion puede ser indicativo de un
embrién que tiene alto o bajo potencial de desarrollo, respectivamente.

Ejemplos

La combinacién de una toma rapida de imagen del évulo de ratén recientemente fecundado con el analisis de
imagen avanzado basado en la velocimetria de imagen de particula revela que la fecundacion induce movimientos
citoplasmaticos ritmicos que coinciden con pulsaciones de la protrusion que se forma por encima de la cabeza del
espermatozoide. Encontramos que estos mowmlentos estan causados por contracciones del citoesqueleto de
actomiosina desencadenadas por oscilaciones de Ca®" inducidas por la fecundacion. Mas importante, la relacion
entre los movimientos y los sucesos de la activacion del 6vulo hace posible el uso de solo los movimientos para
predecir si un cigoto se desarrollara con éxito. Este método ofrece hasta ahora el modo mas temprano y rapido, no
invasivo para predecir la vitalidad de los évulos fecundados in vitro y, por lo tanto, potencialmente puede mejorar
mucho las perspectivas para el tratamiento de FIV.

METODOS
Recogida de 6vulos y espermatozoides

Se superovularon hembras de ratén F1 (C57B16 x CBA) y se recuperaron ovocitos y cigotos como se describid
prewamente La activacion partenogénica se realizé incubando 6vulos durante 4 horas en medio M2 sin Caz‘“/Mg2+
complementado con 10 mM SrCl,. Se aislaron ovocitos con vesicula germinal (VG) de los ovarios con medio M2
complementado con 150 pg/ml de dibutiril AMP ciclico (dbcAMP). Se aislo espermatozmde epididimal de los machos
F1 y se capacitaron en 0,5 ml de medio de fecundacion con, 4 mg/ml de BSA*. Se tomaron imagenes de los
embriones en medio KSOM como se describié anteriormente*. En algunos experlmentos antes de la toma de
imagenes se incubaron previamente los embriones durante 20 min con BAPTA-AM 30 uM (para quelacién de ca’ ),
5 ug/ml de nocodazol (para despolimerizar los microtubulos), 2 ug/ml de citocalasina D (para despolimerizar F-
actina), taxol 10 uM (para estabilizar los microtubulos) o jasplaquinolida 100 nM (para estabilizar F-actina) y, a
continuacion, se transfirieron a KSOM puro (embriones tratados con BAPTA) o a KSOM que contenia el respectivo
farmaco (resto de los embriones tratados). Los embriones tratados con Mid-7 (para inhibir la quinasa de cadena
ligera de miosina (MLCK) y, por lo tanto, la activacion de la miosina I ) se incubaron previamente con ML-7 25 yM
durante 20 min y, a continuacion, se tomd una imagen en un disco que contenia KSOM con ML-7 25 pM sin un
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revestimiento de aceite mineral que hubiera absorbido ML-7.
Toma de imagenes y analisis de correlacion cruzada de los movimientos citoplasméaticos

En la mayoria de los cigotos de los experimentos se tomaron imagenes en un solo plano bajo un microscopio
confocal invertido (Zeiss LSM 510 Meta) a 37,5 °C y CO» al 5 %. Se capturaron imagenes DIC cada 10 s usando un
laser HeNe de 633 nm. Para medir la concentracion de ion Ca®* libre, los embriones se incubaron previamente
durante 20 min en FuraRed-AM 5 uM (Invitrogen) y Furred y se obtuvieron imagenes DIG simultaneamente con un
laser de argon de 488 nm. En experimentos en los que se examinaron las correlaciones entre movimientos
citoplasmaticos y potencial de desarrollo de los embriones se tomaron imagenes de los cigotos en un solo plano en
luz transmitida bajo microscopios no confocales estandares (Zeiss Axiovert o Deltavision) cada 10 s durante 2,5
horas. En experimentos en los que se compararon los movimientos citoplasmaticos en la corteza y partes centrales
de cigotos, se tomaron imagenes de los embriones en el microscopio Deltavision en 11 planos cada 6 um, cada 10 s
durante 3 horas.

Las especificaciones Opticas de todos los sistemas de toma de imagenes se resumen en la Tabla 7. Se midi6 la
intensidad de fluorescencia de FuraRed usando programas informaticos de imagen. Las imagenes se analizaron
usando programas informaticos escritos habituales en MATLAB (The Mathworks Inc., Natick, MA, USA) usando
algoritmos adaptados a partir de MatPIV v1 6.1 El algoritmo se basaba en el usado en PIV, una técnica de analisis
estandar usada ampliamente en dinamicas de fluido®"** que implica correlacion cruzada de subregiones de imagen
entre los pares secuenciales de imagenes. En el andlisis de PIV cada imagen se dividié en regiones interrogacion
cuadradas y se calculd el coeficiente de distribucion de correlacién cruzada dentro de una regién mayor en la
proxima imagen en la secuencia. El pico de la distribucion de coeficiente de correlaciéon cruzada dio la localizacion
mas probable en la segunda imagen del material en la region interrogacion en la primera imagen. A continuacion,
esto se usd para calcular el vector de desplazamiento con el tiempo entre imagenes (Fig. 1A). Cuando el
desplazamiento del patrén de contraste de un area de pixeles esta siendo medido sobre muchos pixeles es posible
medir con exactitud los movimientos subpixeles con esta técnica?2**®,

Analisis de velocimetria de imagen de particula (PIV)

Se analizaron imagenes DIC de évulos fecundados usando el programa informatico escrito habitual en MATLAB
(The Mathworks Inc., Natick, MA, USA) usando algoritmos adaptados de MatPIV v1.6.150. El algoritmo se basaba
en el usado en PIV, una técnica de andlisis estandar que implica el uso de técnicas de emparejamiento patrén
basadas en correlacion cruzada de subregiones entre pares secuenciales de imagenes (véase Métodos en el texto
principal y la Fig. 1a). Para calcular un desplazamiento para cada region interrogacion analizada se usaron dos
interacciones de PIV posteriores. Primero, se calculé el desplazamiento para un area interrogaciéon mayor y, a
continuacion, se usé como un estimado de dénde centrar el area de busqueda para la préxima interaccion con una
region interrogacion mas pequefia. El area en el cual el algoritmo buscé el mejor ajuste era dos veces mayor que la
propia region interrogaciéon. En la Fig. 1a, la figura representa una sola interaccion del algoritmo de PIV. Para
experimentos conducidos en microscopio confocal Zeiss LSM 510 Meta, se usé un tamafio de regién interrogacion
inicial de 64 x 64 pixeles en la primera interaccion y, a continuacién, se us6 una regién interrogacion de 32 x 32
pixeles en la segunda interaccion. El tamafio de pixel para este sistema de toma de imagen era de 0,35 pm. Para
experimentos conducidos en microscopios Zeiss Axiovert y Deltavision, debido a mayores tamafos de pixel (0,64 y
0,83 pm, respectivamente), en la primera interaccién se usé un tamafo de regién interrogacion inicial de 32 x 32
pixeles y, a continuacion, se usé una region interrogacion de 16 x 16 pixeles en la segunda interaccion. Se calculd la
velocidad media del movimiento citoplasmatico tomando la magnitud media de un cuadrado de 11 por 11 vectores
en el centro de cada célula.

La precision del uso de PIV para medir desplazamientos muy pequefios (subpixel), tal como se observa en los
periodos entre los picos de velocidad, se ensay6 usando imagenes de 6vulos tomadas en un aumento mayor (x252,
es decir, aumento de objetivo x63, aumento digital 4x) y cambiando artificialmente la imagen y, a continuacion,
reduciendo el aumento y la resoluciéon de la imagen a la misma que la usada en los experimentos (x14, es decir,
aumento de objetivo x20, aumento digital 0,7x). A continuacion, se midié el cambio usando PIV. Se encontré que el
error era aproximadamente linealmente proporcional al desplazamiento para los desplazamientos de menos de
aproximadamente 0,3 pixeles (Fig. 14), lo que incluye la mayoria del rango de los movimientos basales
experimentalmente medidos. Esto esta conforme con otros estudios que observan la precisién de PIV cuando mide
pequefos desplazamient0524'26'51. Los desplazamientos del orden de los movimientos basales (entre 0,1 y 0,3
pixeles/marco o 3,5-10,6 nm/s para Zeiss LSM 510 Meta, 6,4-19,2 nm/s para Zeiss Axiovert y 8,3-24,9 nm/s para
Deltavision) tenian un error entre -18,1 % y -15,5 % (Fig. 14). Cuando las mediciones de PIV estan siendo usadas
para fines comparativos estas subestimaciones sistematicas tenian poco efecto sobre los resultados o su
interpretacion.

Analisis de la velocidad citoplasmatica y la direccion de movimiento
En cigotos que manifestaban cambios oscilatorios en la velocidad citoplasmaticas, se midio la velocidad basal media

en intervalos entre el final del movimiento de después y el comienzo del pico de velocidad posterior o en un periodo
después de al menos el movimiento de después (Fig. 1D). Para cigotos que no manifestaban las oscilaciones de
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velocidad, se calculé la velocidad basal media para todo el periodo de registro. En la mayoria de los casos, se valord
la direccion de los movimientos citoplasmaticos basandose en el vector medio de todos los vectores producidos por
PIV en el cigoto. En algunos cigotos, los vectores formaron un par de vértices y, a continuacion, se tomd su eje
comun como direccion. Se valord visualmente la direccidon de patrones de vector altamente irregulares desde la
direccién de la mayoria de los vectores de alta magnitud.

Inyeccion intracitoplasmica de espermatozoide

Se llevé a cabo ICSI como se describio previamente49 usando micromanipuladores Leica y microscopio invertido
Leica. En algunos experimentos se usé espermatozoide inactivado por calor (30 min en 60 °C) en lugar de
espermatozoide recientemente aislado. Se mezcld la suspension del espermatozoide con medio M2 que contenia
polivinilpirrolidona al 10 % (PVP, Mr = 360 kDa). El espermatozoide se administro en el citosol de los ovocitos
usando una unidad de manejo de micropipeta piezo (IntraCel PMAS-CT150, PrimeTech, Japdn).

Fecundacion in vitro y transferencias de embrién

Para examinar una correlacion entre los movimientos citoplasmaticos y el potencial de desarrollo de los embriones,
se afadié 10 pl de suspension de espermatozoide capacitado a 6vulos rodeados por células de cumulo y, a
continuacién, se incubaron conjuntamente los gametos durante 2 horas. En experimentos que ensayan la
especificidad de inhibidores o que implican la toma de imagen en vivo de actina y miosina, antes de la fecundacion
los évulos se trataron brevemente con solucién de Tirode acida (pH=2,5) para separar zonas, a continuacion, se
mezclaron con aproximadamente 1 pl de suspension de espermatozoide capacitado y se incubaron juntos durante
30 min. En ambos casos la fecundacion se realizé en medio de fecundacion complementado con 4 mg/ml de BSA®.
Se transfirieron embriones en la fase de dos células a oviductos de las hembras F1 receptoras emparejadas con
machos sometidos a vasectomia en 0,5 dpc. Se diseccionaron en 6,5 dpc o 19,5 dpc.

Toma de imagenes en vivo de filamentos de actina y miosina ll

Se clonaron construcciones que codificaban el dominio de unié a actina de utrofina fusionada con EGFP (UtrCH-
EGFP?), cadena ligera reguladora de miosina Il fusionada con GFP (MyoRLC-GFP?) y marcador de proteina
Gap43 etiquetada con RFP % en un vector pBluescript RN3P y se sintetizé ARNm a partir del promotor T3 usando el
kit mMMessage mMachine T3 (Ambion). Se inyectaron ARNm (concentracion de pipeta de 0,5 pg/pl para UtrCH-EGFP
y MyoRLC-GFP y 0.36 pg/ul para Gap43-RFP) en VG de ovocitos que se cultivaron posteriormente durante
aproximadamente 5 horas en M2 con 150 pug/ml de dbcAMP vy, a continuacién, se lavaron y transfirieron a medio
M16 para madurar. Se seleccionaron ovocitos que 16 horas mas tarde alcanzaron la fase MIl para la fecundacion in
vitro y, a continuacion, se tomaron imagenes cada 10 a 15 s sobre un microscopio confocal de disco giratorio
invertido (Zeiss). Se midieron las intensidades de fluorescencia de UtrCH-EGFP, MyoRLC-GFP y Gap43-RFP en la
corteza de FC y en el citoplasma usando el programa informatico ImageJ. Los valores obtenidos para UtrCH-EGFP,
MyoRLC-GFP y Gap43-RFP cortical se estandarizaron con intensidades respectivas obtenidas para el citoplasma
para eliminar algunos cambios de intensidad que eran causados por artefactos de la toma de imagen, por ejemplo,
fluctuaciones en la potencia del laser. A continuacion, los resultados finales se presentaron como relaciones entre
intensidades estandarizadas de UtrCH-EGFP y Gap43-RFP o MyoRLC-GFP y Gap43-RFP para eliminar algunos
cambios de intensidad causados por cambios en foco.

Inmunotincion

Se fijaron los embriones en PFA al 4 % y se permeabilizaron como se describié anteriormente**. Los embriones se
examinaron usando un microscopio confocal invertido (Zeiss LSM 510 Meta).

A mas detalle, los embriones se fijaron en PFA al 4 % (30 min, TA o 4 °C durante la noche), se permeabilizaron con
Triton-X100 (30 min, TA) al 0,2 a 0,5 % y se bloquearon con BSA al 3 % o FCS al 10 %. Posteriormente, se tifieron
con los siguientes anticuerpos y colorantes:

1) anticuerpo anti tubulina beta de ratén marcado con FITC (Sigma-Aldrich; dilucién 1:50 en BSA al 3 % 1,5h a
TA);
2) anticuerpo anti actina beta de ratén (Sigma-Aldrich; diluciéon 1:100 en BSA al 3 %1,5 h a TA)
3) anticuerpo primario anti Gata4 de cabra (Santa Cruz; 1:200 en FCS al 10 %, durante la noche en 4 °C)
seguido de un anticuerpo secundario marcado con AlexaFluor 568 (Molecular Probes; 1:1.000 en FCS al 10 %,
1,5h aTA);
4) faloidina marcada con TexasRed o OregonGreen (Invitrogen; 1:100, 30 min, TA o durante la noche, 4 °C);
5) Hoechst 33342 (Molecular Probes; 100 ng/ul en PBS, 30 min, TA o durante la noche, 4 °C).

Los embriones se examinaron usando un microscopio confocal invertido (Zeiss LSM 510 Meta).

Analisis estadistico

Se realizaron analisis estadisticos o bien usando la prueba de t de Student, la prueba chi cuadrado o los modelos de
regresion apropiados. Debido a la naturaleza secuencial de los experimentos realizados y la naturaleza a priori de
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las cuestiones que luchamos en abordar, valoramos la significancia estadistica al nivel 5 %. Para determinar las
relaciones entre la velocidad basal media o el intervalo medio entre los picos de velocidad y el numero total de las
células producidas después de 4 dias de desarrollo (es decir, el recuento celular del dia cuatro), ajustamos modelos
binomiales negativos a los recuentos celulares de los embriones, con una funcién de unién logaritmica que relaciona
el recuento celular medio con la combinacion lineal de las variables explicativas: la velocidad basal media, el
cuadrado de la velocidad basal media, el intervalo medio entre picos de velocidad, el cuadrado del intervalo medio
entre picos de velocidad, y las diversas interacciones entre las variables de la velocidad basal y los picos de
velocidad. En nuestro andlisis inicial tomamos en cuenta los efectos de distorsion potencial del sistema de toma de
imagen usado (Zeiss o Deltavision) sobre el desarrollo del embrién. Sin embargo, puesto que encontramos que la
interaccion entre los parametros analizados, el efecto cuadratico del intervalo medio entre picos de velocidad vy el
sistema de imagen, no era estadisticamente significativa y no contribuia a ninguna fuerza explicativa adicional, los
suprimimos en nuestro analisis final. El ensayo de la relacion de probabilidad del modelo completo con todas las
variables anteriormente mencionadas incluidas en comparacién con el modelo final produjo un cambio no
estadisticamente significativo en el log-probabilidad (p=0,53). El disefio binomial negativo del recuento celular se
eligio sobre el disefio de regresion Poison més estadndar del recuento celular para representar la variacion observada
en los datos del recuento celular®”.

Para investigar la relacion entre las mimas variables explicativas que se describieron anteriormente y la probabilidad
de que un cigoto se desarrolle en un blastocisto (es decir, alcance al menos la fase de 32 células), también
analizamos nuestros datos ajustando los modelos de regresion logistica después de dicotomizar el niUmero total de
células producidas después de 4 dias de desarrollo en una variable binaria que indica si el recuento celular total
excede o no 31 células. El modelo logistico final incluia las mismas variables explicativas que aquellas en el modelo
binomial negativo final. El ensayo de la relacién de probabilidad del modelo completo frente al modelo fina produjo
un cambio no estadisticamente significativo en el log-probabilidad (p=0,30).

Ejemplo 1

La fecundacién del 6vulo de ratén da como resultado estallidos del movimiento citoplasmatico ritmico

Para caracterizar los movimientos citoplasmaticos tras la fecundaciéon del dvulo de raton y para evaluar si, y si es
asi, cémo, se relacionan con otros sucesos asociados a la fecundacion, primero filmamos los évulos desde el
momento inmediatamente después de la fecundacion hasta la formaciéon de pronucleos. A continuacion, usamos
analisis de imagen avanzado basado en el método de PV para analizar y cuantificar estos movimientos (Fig.
1A). Esto reveld que la fecundacién del 6vulo de raton fue seguida por incrementos y descensos periddicos drasticos
en la velocidad de los movimientos citoplasmaticos (que denominamos picos de velocidad; Fig. 1B-D, n=55 ovocitos
no fecundados y n=125 6vulos fecundados in vivo). Esta secuencia de movimientos repetitivos rapidos por todo el
citoplasma del 6vulo durdé aproximadamente 4 horas, hasta la formaciéon de pronucleos. Los picos de velocidad
inicialmente eran de relativamente baja amplitud (entre anafase de meiosis Il y protuberancia de FC temprana; Fase
1); pero posteriormente desarrollaron amplitudes significativamente mayores cuando el FC se extendié por completo
(Fase 2). Finalmente, su amplitud descendié durante y después de la regresion de FC (Fase 3) (Fig. 1B, D, Tabla 1).
En la Fase 2 los movimientos citoplasmaticos rapidos eran mayores en el plano que corta el FC ecuatorialmente y
llegaron a ser mas lentos en los planos mas periféricos (Fig. 9). El analisis de PIV revel6 que cada pico de velocidad
era seguido por movimientos de después que normalmente persistian durante mas de 4 min y eran de menor
amplitud. Los movimientos durante la Fase 3 eran excepciones a esta regla en la que los picos de velocidad eran
con frecuencia menos distintos que los movimientos de después (Fig. 1D, Tabla 1). Ademas, notamos que la
fecundacién conducia a un incremento mayor del doble en la velocidad citoplasmatica media basal (la velocidad
durante los intervalos inter-pico o después del Ultimo pico registrado) en comparacion con el nivel restante de
ovocitos no fecundados (Fig. 1C-D, Tabla 2).

Nuestro andlisis revel6d que durante la Fase 1, los vectores de estos movimientos citoplasmaticos bruscos tendieron
a ser hacia el desarrollo del segundo PB (17/25 picos de velocidad, 11 cigotos). Esto cambié direccionalmente
durante la Fase 2 de manera que los vectores estaban directamente hacia el FC o algunas veces ligeramente
desplazados hacia el segundo PB (64/65 picos de velocidad, 19 cigotos). No habia patron persistente durante los
movimientos de después de baja magnitud o intervalos inter-pico en ninguna de estas fases. En la Fase 3
direccionalmente o cualquier patron de los picos de velocidad no era mas aparente (Fig. 1E, Tabla 4). Estos picos de
velocidad cesaron después de la regresion de FC cuando se observaron los pronucleos en la mayoria de los cigotos
(46/63, 77,8 %) (Fig. 1D). Por tanto, nuestros resultados indican que la fecundacion del évulo de ratén desencadena
picos de velocidad de movimientos citoplasmaticos que en su mayor fuerza estan dirigidos hacia la formacion de FC
por encima del sitio de entrada de espermatozoide.

Ejemplo 2

Los picos de velocidad citoplasmatica de alta amplitud se correlacionan con las pulsaciones del FC y
dependen del citoesqueleto de actomiosina

Puesto que la direccion de los movimientos bruscos de la Fase 2 sugirieron que el FC podria estar implicado en su
generacion, después examinamos la morfologia del FC por todo este periodo (69 picos de velocidad, 14 cigotos).
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Esto mostré que, en cada pico de velocidad, la punta del FC se hundia hacia dentro y se ensanchaba la region en la
que FC se fusionaba dentro del contorno convexo del zigoto. Como consecuencia, el diametro del cigoto a lo largo
del eje del FC (mas adelante denominado el “diametro de FC”) descendié por 1,28 +/- 0,66 um (1,55 +/- 0,79 % de
su longitud) (Fig. 2A, C). La forma del FC se restauré durante el intervalo inter-pico (Fig. 2C). Interesantemente, el
grado de reduccién del diametro de FC mostré una asociacion lineal con la amplitud de pico de velocidad (20
cigotos, 71 picos de velocidad analizados) (Fig. 2B).

Puesto que el citoesqueleto de actomiosina esta enriquecido en la regién de FC'"?°, consideramos que esto podria
ser responsable de pulsaciones de FC. Para evaluar esta posibilidad, visualizamos la actomiosina por todas estas
pulsaciones mediante la inyeccion de ovocitos con ARNm que codifican o bien el dominio de union a actina de
utrofina etiquetada con EGFP (UtrCH-EGFPZG) o la cadena ligera reguladora de misiona |l etiquetada con GFP
(MyoRLC-GFP27). Las mediciones de la intensidad de fluorescencia media de UtrCH-EGFP en tales ovocitos
después de su fecundacién revelaron cambios oscilatorios en la capa de actina continua subyacente al FC; la
intensidad de fluorescencia del marcador de actina descendié cuando el FC se relajoé e incrementé cuando el FC
estaba protruyéndose gradualmente (Fig. 2D, Fig. 10). Se obtuvieron resultados similares para la intensidad de
fluorescencia media de MyoRLC-GFP subyacente a los hombros de FC (Fig. 2E, Fig. 11). Tales fluctuaciones en
fluorescencia de UtrCH-EGFP y MyoRLC-GFP podria reflejar un cambio en la cantidad de la actomiosina en esa
region. Sin embargo, puesto que estos cambios son relativamente pequefos, transitorios y repetitivos, es mas
probable que representen contractibilidad de actomiosina que rodea el FC conduciendo a sus pulsaciones.

Ya que los movimientos de FC se daban en el marco con los picos de velocidad citoplasmatica dirigidos hacia el FC,
después examinamos si el citoesqueleto de actomiosina era responsable de ambos. Para este fin, usamos
inhibidores selectivos para interferir con tanto la actomiosina como con los citoesqueletos de microtibulo. Su
especificidad se confirmé mediante inmunotincion (Fig. 12) y sus efectos sobre la progresion del ciclo celular esta
presente en la Tabla 5. Encontramos que ni la despolimerizacion inducida por nocodazol ni la estabilizacion inducida
por taxol de microtubulos inhibian los picos de velocidad aunque se cambiaban ligeramente sus dinamicas. El
tratamiento con nocodazol incrementd la velocidad citoplasmatica en algunos movimientos de después y en todos
los intervalos entre picos de velocidad (n=38, Fig. 2F, Tabla 1, 2), mientras que el tratamiento con taxol descendié la
amplitud de los picos de velocidad, algunos movimientos de después y velocidad citoplasmatica en todos los
intervalos inter-pico (n=27, Fig. 2G, Tabla 1, 2). Por el contrario, la despolimerizacién de actina con citocalasina D o
la estabilizacion de filamentos de actina con jasplaquinolida dieron como resultado un descenso de casi tres veces
en velocidad basal (Fig. 2F, G, Tabla 2). Ademas, el tratamiento con citocalasina D aboli6 drasticamente los picos de
velocidad (Fig. 2F). Solamente 2 de los 21 cigotos analizados (9,5 %) estaban desenfocados, picos de velocidad de
baja amplitud registrados. Los picos de velocidad estaban ain presentes en cigotos tratados con jasplaquinolida
(n=60) aunque sus amplitudes eran significativamente menores que en el control y los movimientos de después eran
virtualmente indetectables (Fig. 2G, Tabla 1). En casi todos los cigotos, el tratamiento con ML-7, un inhibidor de
quinasa de cadena ligera de miosina (MLCK), también bloqueé las oscilaciones de velocidad citoplasmaticas (16/17
cigotos, 94,1 %) (Fig. 2F), y unicamente tan solo un cigoto excepcional manifestd picos de velocidad de baja
amplitud indistintos.

Estos experimentos también revelaron que la despolimerizacién o estabilizacion de microtubulos, mediante
respectivos tratamientos con nocodazol o taxol, no tenian efecto sobre o bien la formacién y/o mantenimiento de los
FC. Por el contrario, no se formaron FC en la mayoria (20/21, 95 %) de cigotos tratados con citocalasina D conforme
estudios previos'. La estabilizacion de filamentos de actina en cigotos tratados con jasplaquinolida aun permitié la
formacion y/o el mantenimiento de los FC, pero no eran prominentes como en los controles. Los FC estaban
presentes en justo mas de la mitad de los embriones (10/17, 58,8 %) cuando se inhibia la actividad de MLCK y
cuando estaban presente, estaban peor desarrollados. Esto concuerda con la conclusion previa de que la actividad
MLCK esta implicada en la formaciéon y mantenimiento del FC?*?®, Estos resultados juntos indicaron que tanto las
oscilaciones citoplasmaticas y pulsaciones de FC dependen principalmente del citoesqueleto de actomiosina.

Ejemplo 3

Los movimientos citoplasmaticos se correlacionan con y dependen de las transiciones de ca*

Ya que se sabe que la fecundacion inicia las oscilaciones de ca®" libre "%, después deseamos abordar si los picos
de velocidad mediados por actomiosina podrian depender de estos pulsos de Ca®". Para este fin, cargamos 6vulos
fecundados con el colorante fluorescente sensible a Ca®* FuraRed, y simultaneamente recogimos la fluorescencia de
FuraRed e imagenes DIC. En 32 cigotos, todos los 121 picos de velocidad estaban acompafiados de un incremento
en Ca®*. La velocidad citoplasmatica se incremento exactamente (dentro de la resolucion de nuestro intervalo de
registro) cuando los niveles de ca® llegaron a su maximo (Fig. 3A). Unicamente tan solo un cigoto con oscilaciones
de Ca* excepcionalmente frecuentes manifesté algunos picos de ca®' (4/17) que no estaban reflejados por picos de
velocidad. En algunos évulos fecundados por ICSI logramos registrar picos de velocidad que acompafiaban a la
primera transicion de Ca?*. Eran de mayor amplitud que el resto de los picos de velocidad de la Fase 1 (Fig. 9)
correspondientes a la primera transicion de ca® que es mayor que los posteriores.

Para determinar si las oscilaciones de Ca®" son esenciales para los movimientos citoplasmaticos, registramos el
movimiento en 21 6vulos fecundados cargados con el quelante de Ca®" BAPTA, conocido por inhibir las oscilaciones
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de calcio sin cambiar el nivel basal de Ca®* intracelular . Este tratamiento suprimié picos de velocidad de alta
amplitud, pero elevaron la velocidad citoplasmatica basal a 1,7 veces mas %ue los controles (Fig. 3B). Aunque
BAPTA altero los microtubulos (Fig. 12), como se observé en otros sistemas "%, esto era poco probable que fuera
responsable de la pérdida de picos de velocidad debido a que la alteracion especmca de microtubulos no causé un
fenotipo similar (véase anteriormente).

Interesantemente, cuando activamos los 6vulos de ratén (n=47) usando SrCl,, causando asi oscﬂamones de Ca®
similares a las vistas después de la fecundacion, solamente el 30 % (133/444) de las transiciones de Ca”" estaban
acompafiadas de picos de velocidad. Ademas, estos no se parecian a los picos de velocidad de cigotos ya que
tenian amplitudes muy bajas SFig. 3C, Tabla 1, 3) y también con frecuencia se retrasaron 10 a 30 s con respecto al
inicio de la transicién de Ca“’. Los movimientos de después estaban presentes con 76,8 % (341/444) de estas
transiciones de Ca?* inducidas por Sr, pero sus amplltudes eran también menores que en los cigotos (Tabla 1, 3).
Esto sugiere que, aunque las oscilaciones de Ca®" son necesarias para los movimientos citoplasmaticos rapidos, no
son suficientes para desencadenar distintos picos de velocidad de alta amplitud distintos. Por tanto, la fecundacion
conduce a sucesos adicionales que permiten completamente estos movimientos.

Ejemplo 4

Se requieren proteinas de espermatozoide funcionales para iniciar los movimientos citoplasmaticos

Para caracterizar mas la contribucion relativa hecha por o bien el espermatozmde en si mismo o el FC sobre tanto
los picos de velocidad citoplasmatica como las oscilaciones de ca® , inyectamos espermatozoide directamente en el
ovulo, o bien inmediatamente por debajo de la corteza o en el centro de la célula. Puesto que la formacion del FC
depende de la interaccion entre la cromatina de espermatozoide y la actina cortical y es dependiente de la
distancia®, los FC solamente se formaron en el grupo formador de ovulos inyectados. En ambos casos el
espermatozoide inyectado dio como resultado oscilaciones de ca®' y actlvamon de 6vulo. Sin embargo, mientras que
los o6vulos que formaron FC, 97 % (101/104) de las transiciones de Ca?" estaban acompanadas de picos de
velocidad (n=17, Fig. 4A), en 6vulos sin FC, 71 % (207/290) de las transiciones de Ca®* tenian picos de velocidad
(n=35, Fig. 4B). De manera importante, la amplitud media de los picos de velocidad era significativamente menor en
6vulos sin FC, mientras que en évulos con FC las amplitudes eran similares a las de los fecundados de manera
natural (Fig. 4AB, Tabla 1, 3). Sin embargo, la amplitud media de los picos de velocidad durante la formacién de
pronucleos y de los movimientos de después de todas las fases eran similares en ambos grupos (Tabla 3),
sugiriendo que el mecanismo de estos movimientos particulares puede ser independiente de FC.

Para diseccionar mas la contribucion de los FC al desencadenamiento de los movimientos citoplasmaticos,
examinamos si los picos de velocidad se darian en respuesta a inyeccion de cabezas de espermatozoide inactivado
por calor que estan desprovistos de todas las proteinas funcionales y sirven como fuente de ADN La asociacion de
cromatina a la corteza se sabe que es suficiente para desencadenar la formacion similar a FC®. Por conS|gwente
cuando se inyectaron las cabezas de espermatozmde inactivado por calor en la corteza y évulos actlvados por sr?t
se observaron tanto oscilaciones de Ca”* como formacién de FC. En tales cigotos (n=25), 60,8 % (48/79) de Ias
transiciones de Ca®" estaban acompafadas de picos de velocidad cuando los FC estaban presentes (Fase 2). Sin
embargo, las amplitudes del pico de velocidad permanecieron relativamente bajas (Fig. 4C, Tabla 3).
Interesantemente, las pulsaciones de FC también eran mucho menos pronunciadas que las observadas en cigotos
normales y ni los plcos de velocidad ni las pulsaciones de FC estaban perfectamente sincronizadas con Ios picos de
transiciones de Ca?* sino que se daban 10 a 30 s mas tarde. No se registraron oscilaciones de Ca®" en 6vulos
inyectados con esperma inactivado y se dejaron sin activacion partenogénica (Fig. 4D). Estos resultados juntos
sugieren que los picos de velocidad de alta amplitud estan asociados a pulsaciones de FC y estan facilitados por
proteinas funcionales del espermatozoide.

Ejemplo 5

Los movimientos citoplasmaticos proporcionan un indicador de la vitalidad del embrién

Puesto que encontramos que los movimientos citoplasmaticos corresponden al patron de oscilaciones de ca® y la
calidad del citoesqueleto, nos preguntamos si el andlisis de tales movimientos podria ser predictivo del éxito del
desarrollo. Para abordar esto, fecundamos 71 6vulos in vitro, registramos sus movimientos citoplasmaticos por todo
el periodo en el los FC estaban presentes y, a continuacion, cultivamos los embriones durante 4 dias. En el primer
caso relacionamos el patron de los movimientos citoplasmaticos en cada embridn con el niumero total de células en
ese momento. Esto reveld que para diferentes valores del intervalo medio entre picos de velocidad habia efectos
lineales y cuadraticos estadisticamente significativos entre la velocidad basal media (p=0,0005 y 0,0001
respectivamente) y el recuento celular en un embrién (en la escala logaritmica; Fig. 5C). El recuento celular medio el
4° dia de desarrollo se incrementé con la velocidad basal media (hasta 1,7 desviaciones estandar (SD=6,7 nm/s)
desviado del promedio de 12,2 nm/s de los valores de velocidad basal media) después de lo cual se estabilizé6 o
disminuyé (Fig. 5A, C). Ademas, para diferentes valores de la velocidad basal media o su cuadrado, el nimero
medio de células después de 4 dias de desarrollo se incrementé en proporcién con el intervalo medio entre picos de
velocidad (1,3 veces mayor (Cl al 95 %: 1,07-1,47) para cada 1 SD, es decir, aproximadamente 7 min; p=0,0045,
Fig. 5B, D). Se observaron descubrimientos similares cuando examinamos el éxito del desarrollo valorando la
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probabilidad de desarrollo a la fase de blastocisto (Fig. 13A). Este analisis sugiere una relacion lineal entre la
velocidad basal media (p=0,009) y el logaritmo de probabilidades de que el embrién alcance la fase de blastocisto
después de 4 dias de desarrollo: la probabilidad de desarrollarse a un blastocisto se incrementa cuando la velocidad
media basal se incrementa. Ademas, encontramos que para cada incremento de 1 SD en el intervalo entre picos de
velocidad se incrementaron 2,3 veces las probabilidades de desarrollo de un embrién en un blastocisto (Cl al 95 %:
1,10-4,89; p=0,027) (Fig. 13B).

Para eliminar la posibilidad de que nuestro método de registro de movimientos citoplasmaticos causase alguna
fotolesion y para examinar si cualquier posible sensibilidad a la luz dependia de la fase post-fecundacion de toma de
imagen, comparamos el desarrollo de los cigotos que formaban pronucleos en diferentes tiempos después del inicio
del registro. No encontramos evidencias de ninguna diferencia o bien entre los numeros celulares medios o la
distribucién de las fases de desarrollo alcanzadas (p>0,46 para cualquiera de los dos grupos comparados y p=0,97,
respectivamente, Fig. 13C, D). También comparamos el desarrollo de los embriones fotografiados (n=71) y no
fotografiados (n=46) asegurando que ambos grupos eran tratados del mismo modo. El nimero medio de células
(Fig. 13E) asi como la distribuciéon de embriones con nimeros celulares diferentes (Fig. 13F) eran similares en
ambos grupos (p=0,75y 0,19, respectivamente).

Finalmente, puesto que los anteriores resultados indicaron que el patron de movimientos citoplasmaticos es
predictivo de la calidad de desarrollo de la implantacion previa, deseamos determinar si estos patrones de
movimientos podrian predecir qué 6vulos se desarrollaran con éxito a término. Para este fin, tomamos una imagen y
analizamos 6vulos fecundados in vitro y, a continuacion, los agrupamos segun si sus patrones de movimiento
citoplasmatico indicarian buen o mal potencial de desarrollo. Se predijo que los embriones con buen potencial tienen
después de 4 dias de cultivo entre 25 y 52 (un promedio de 32) células por embrién y alcanzan la fase de blastocisto
entre 25 y 90 % de los casos (un promedio de 46,5 %). Se predeciria que los embriones clasificados como baja
calidad después de 4 dias tienen entre 9 y 24 células (un promedio de 17) y que entre 0 y 25 % de ellos, un
promedio de 10,7 %, alcanzan la fase de blastocisto. Los dos grupos de embriones se transfirieron en la fase de 2
células a las hembras receptoras. Estos embriones valorados como “de alta calidad” se desarrollaron a la fase de
gastrula (6,5 dpc) 5 veces con mas frecuencia (83,3 %, 5/6 frente a 16,7 %, 1/6) y a término completo (19,5 dpc) casi
3 veces con mas frecuencia (2,77, 87,5 %, 21/24 frente 31,6 %, 6/19) que los embriones valorados como “de baja
calidad” (Fig. 5E, F, Tabla 6). Tomandolos juntos, estos resultados indican que los movimientos citoplasmaticos
post-fecundaciéon son predictivos del éxito de desarrollo y nuestro método de toma de imagen no obstaculiza el
desarrollo del embrion.

Ejemplo 6

Las oscilaciones de Ca®" inducidas por PLC{ causan movimientos citoplasmaticos coincidentes en ovocitos
humanos

La evidencia reciente sugiere que las oscilaciones de Ca® en la fecundacion estan desencadenadas después de
que el espermatozoide se fusione con el ovocito, y esto conduce a la introduccién de una fosfolipasa C especifica a
espermatozoide (PLCQ) en el ovocito®®®®. A continuacion, PLQ gzenera ciclos repetidos de la produccién de InsP3
dentro del ooplasma que causan el fenémeno de liberacion de Ca®* repetitivo de oscilaciones de Ca?* %253, PLCC de
espermatozoide se introduce mas convencionalmente en los ovocitos mediante microinyeccion de su ARN
complementario (ARNc) que se traduce en la proteina PlEGlentro de los  ovocitos durante un periodo de varias
horas®. Por lo tanto, la inyeccion de ARNc de PLCC en ovocitos produce la proteina PLCC que causa oscilaciones de
ca® prolongadas, y en experimentos paralelos se ha demostrado que PLC( activa el desarrollo embrionario de
ovocitos de ratén, cerdo, vaca y humanos hasta las fases de moérula y blastocisto®®".

En el presente documento informamos del uso de la toma de imagen PIV en ovocitos humanos que se inyectan con
ARNc de PLCC de espermatozoide. Demostramos que los movimientos citoplasmaticos repentinos pero pequefios
se pueden detectar en sincronia cercana con cada transicion de Ca®" inducida por PLCC en ovocitos humanos que
no se han conseguido fecundar después de ICSI. El método %ue describimos puede tener potencial como método no
invasivo para el seguimiento de patrones de oscilacion de Ca“* en ovocitos humanos.

MATERIALES Y METODOS (Ejemplo 6)

Ovocitos humanos

Los ovocitos humanos fueron donados por pacientes en la IVF Wales Clinic en la University Hospital of Wales,
Cardiff. El proyecto actual y todos los procedimientos asociados han sido aprobados por el South East Wales
Research Ethics Committee y la Human Fertilisation and Embryology Authority (R0161 sostenido por K. Swann y N.
Amso). Se usaron ovocitos de “ICSI fallida” envejecidos y ovocitos frescos derivados de procedimientos de
reduccion de foliculo. La ICSI se realizé bajo condiciones estandares y los ovocitos se cultivaron durante unas 16 a
18 horas mas antes de que se juzgue si estan fecundados o no. “Ovocitos frescos” derivados de la reduccion de
foliculo se usaron dentro de las 5 horas de recogida. Solamente se usaron en los experimentos aquellos ovocitos
que se establecieron como no activados. Durante las posteriores 1 a 4 horas estos ovocitos se transfirieron de la
clinica al laboratorio de investigacion donde se microinyectaron con aproximadamente 10 a 20 pl de ARNc de PLC(
humano, como se describio previamente®**°. Brevemente el ARNc se mezclo con colorante sensible a Ca**, Oregon
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Green BAPTA dextrano 0,5 Mm (OGBD, Invitrogen). A continuacién, se microinyectdé la mezcla usando una
micropipeta (diametro de la punta de aproximadamente 1 uM). Se inserté la micropipeta en el ovocito usando un
pulso breve de oscilacion eléctrica de un amplificador que estaba conectado en linea a la aguja de la micropipeta. A
continuacion, se aplicd un pulso de presion (aproximadamente 1 segundo de 20 psi) a la parte posterior de la
micropipeta para empujar un émbolo de la mezcla de inyeccion en el ovocito. EI ARNc se mezcld con colorante
sensible a Ca** Oregon Green BAPTA dextrano 0,5 mM, (OGBD, Invitrogen). El ARNC de PLCC se prepard como se
describid prewamente Durante la recogida de datos, los ovocitos se mantuvieron a 37 °C en una gota de medios
bajo el aceite, usando una camara de toma de imagen Series 40 Quick Change con un controlador de temperatura
CL-100 (Warner Instruments). Los ovocitos se microinyectaron en medios M2 (Slgma) y, a continuacion, el registro
era en medios KSOM tamponados con HEPES, como se describid anteriormente®

Sistema de toma de imagenes

Se tomaron imagenes de los ovocitos o zigotos durante varias horas después de la microinyeccién usando un
microscopio de epifluorescencia Nikon TiU con un objetivo 20x 0,75 NA. Se pasé la excitacion por fluorescencia de
una lampara de halégeno a través de un filtro de paso banda de 490 nm, se reflejé por un dicroico de 505 nm, y se
recogié con un filtro de paso banda de 530 nm. Se us6 luz blanca de otra lampara de halégeno para visualizar los
ovocitos con microscopia de contraste de fase de interferencia diferencial (DIC). Los obturadores se colocaron el
paso de estas fuentes de luz, y las ruedas del filtro estaban en el paso de tanto la excitacion de fluorescencia como
la luz de emisién de modo que los ovocitos estaban solamente brevemente expuestos a la luz durante la adquisicion
de la imagen. Los obturadores y las ruedas del filtro se controlaban mediante un controlador de Lambda-10 (Sutter
Instruments). Las imagenes se tomaron con exposiciones de 100 a 200 ms en sucesion inmediata cada 10
segundos con una camara Coolsnap HQ2 CCD (Photometrics). Se controlaron la Lambda-10, la recogida de imagen
y el analisis inicial usando el programa informatico InVivo (Media Cybernetics) y se almacenaron las imagenes como
unas pilas de tiff.

Se analizaron las imagenes de fluorescencia usando Imaged (http://rsbweb.nih.gov/ij/) y se trazé la intensidad de
fluorescencia del colorante desde todo el ovocito frente a tiempo. Se analizaron los movimientos en el citoplasma
con metodos de correlacion cruzada que se habian desarrollado para estudiar movimientos similares en cigotos de
raton®®. El algoritmo se basa en lo usado en el analisis de PIV en la investigacion de las dinamicas de fluido e implica
correIaC|on cruzada de subregiones de imagen entre pares sucesivos de imagenes. Este analisis da un campo
vector que representa el movimiento de las regiones locales de citoplasma. La velocidad media del movimiento se
calcul6 tomando la medla de la magnitud de los vectores en una region cuadrada en el centro del ovocito, como se
describid prewamente El programa informatico se desarrollé y escribi6 en MATLAB y esta disponible bajo una
licencia de uso académico no comercial en http://users.ox.ac.uk./~z00l0847/code.html.

RESULTADOS (Ejemplo 6)

La microinyeccion de ARNc de PLG en ovocitos humanos que no se habian conseguido activar después de ICSI
causo una serie prolongada de oscilaciones de ca* que se ilustran en la Fig. 6A. El patrén especifico de los picos
de Ca®" libre eIevada mostraron alguna variacion entre los ovocitos, pero la respuesta general consistia en un gran
incremento de Ca®" inicial, seguido de una serie de transiciones de Ca®" mas peguenas que gradualmente
incrementaron en frecuencia con el tiempo. Este patron general de oscﬂamones Ca® es similar al informado
previamente en ovocitos humanos que eran inyectados con ARNc de PLCC La latencia relativamente Iarga ente la
inyeccion de ARNc (15 a 20 min antes del comlenzo del registro) y la primera aparicion de picos de Ca? ,yla
acumulacién posterior en la frecuencia de pico de ca”, probablemente refleja el incremento gradual en la expreS|on
de la proteina PLCZ con el tiempo %ue prewamente se ha demostrado emfricamente con construcciones de fusién
etiquetadas con luciferasa de PLCZ**

Cuando analizamos los ovocitos inyectados con ARNc de PLCZ para los movimientos citoplasmaticos usando PIV,
encontramos que se daban dlstlntos movimientos dentro del mismo intervalo de 10 segundos, inmediatamente
después de cada transicion de ca®' (Fig. 6B). En estos ovocitos humanos, la velocidad de PIV media maxima era o
bien commdente con el maximo del pico de Ca?*, 0 se daba dentro de los 50 s siguientes al maximo de la transicion
de Ca?. En total, se detectaron 95/102 mowmlentos citoplasmaticos dentro de este rango a partir de 10 cigotos
dlferentes El retraso medio del pico de velocidad era de 18 segundos después del pico de ca* (con un rango de 10
a 50 segundos). Es digno de menciéon que los movimientos detectados en el citoplasma del ovocito son
relativamente pequefios en escala: la magnitud media de todos los vectores en un pico de velocidad nunca excedio
40 nm/s, y dentro de estas regiones locales de picos de velocidad nunca se movieron méas rapido de 120 nm/s.
Aunque en la mayoria de los casos no hubo un |ncremento brusco en el movimiento asociado a una transicion de
Ca®*, también es notable que el nivel mayor de Ca®" alcanzado en el primer pico de algunos registros con frecuencia
estaban acompafiados por movimiento reducido en el citoplasma (4/6 casos) (Fig. 6B). En un caso, cuando el nivel
de Ca®" se mantenia alto en el segundo pico, también se suprimia el movimiento citoplasmatico (1/6) (Fig. 6By 7).

Para ovocitos individuales, los vectores de movimiento tenian una orientaciéon consistente durante cada pico de
velocidad, pero la direccion de movimiento con frecuencia se invirti6 dentro de un espasmo de movimiento (Fig. 8).
Sin embargo, la direccién media del movimiento no tenia relaciéon consistente con la posicion de los primeros o
segundos cuerpos polares. Ademas, pequefios vértices eran frecuentemente visibles en picos de velocidad. Dada la
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limitacion del pequefio numero de ovocitos fotografiados en un solo plano, estos vortices no estaban obviamente
asociados a ninguna estructura de ovocito particular.

El grado de sincronia entre la elevacion de ca® y el movimiento era el resultado comun en estos ovocitos humanos
Esto sugiere que los movimientos citoplasmaticos en ovocitos humanos estan directamente inducidos por iones ca®'
libres elevados. Estudios previos en cigotos de raton mostraron que tales movimientos en el citoplasma son
dependientes deI citoesqueleto de actina y estan muy influenciados por la presencia del espermatozoide y el cono
de fecundacion *. Era dificil identificar la regién de los ovocitos humanos activados que cambié la forma durante los
picos de veIomdad, aunque habia cambios progresivos lentos del perfil celular detectados durante los registros. En
algunos registros era posible observar una regién granular que se movia alrededor del citoplasma y que formaba un
creciente granular espeso por debajo de la membrana celular. Este creciente periférico también se movia en relaciéon
con la posicion del primer cuerpo polar pero el limite del creciente preciso estaba mal definido. No se mantiene claro
si puede estar presente algun espermatozoide potencial dentro de estos ovocitos “ICSI fallidos” o si alguna
estructura alrededor de un espermatozoide podria jugar un papel especifico en los movimientos C|toplasmat|cos
como se sugiere en cigotos de ratdn. Sin embargo, no llevamos a cabo un analisis similar de oscilaciones de ca®
inducidas por ARNc de PLCC y movimientos citoplasoos en 7 ovocitos no fecundados que se obtuvieron
después de Ia reduccién de foliculo. Notablemente, no conseguimos detectar ningin movimiento asociado a los 41
picos de Ca®" observados en estos ovocitos derivados de la reduccion de foliculo.

DISCUSION

La toma de imagenes rapidas a intervalos regulares, no invasivas, combinadas con el andlisis de PIV de los sucesos
citoplasmaticos después de la fecundacion descrita en el presente documento, revela que la entrada del
espermatozoide en el évulo de ratdon desencadena una serie de contracciones de actomiosina ritmicas inesperadas
asociadas a los movimientos citoplasmaticos. En su velocidad méxima estos movimientos citoplasmaticos tienen
vectores dirigidos hacia la protrusion formada por encima del sitio de entrada de espermatozoide que se somete a
pulsaciones en sincronia con eIIos Los picos de velocidad de los movimientos citoplasmaticos corresponden en
ritmo con las transiciones de Ca®* inducidas por fecundacién y dependen de las oscilaciones de calcio. Mostramos
que el andlisis del intervalo entre picos proporciona un modo no invasivo y muy rapido novedoso de valorar la
vitalidad del embridn y su capacidad de tener éxito en el desarrollo.

La implicacion del citoesqueleto de actomiosina en mediar movimientos citoplasmaticos es evidente a partir de
nuestros descubrimientos de que la inhibicion de MLCK o los tratamientos que o bien estabilizaban o
despolimerizaban la F-actina disminuian tanto los picos de velocidad como la velocidad citoplasmatica basal Los
movimientos también dependen de las transiciones de Ca®" debido a que se previnieron por quelacion de ca®" con
BAPTA. Una posibilidad es que las quinasas dependientes de Ca®" tal como quinasa |l dependiente de
Ca**/calmodulina (CaMKIl) o protein quinasa C convencional (cPKC) participen en el desencadenamlento de los
movimientos ya que estas enzimas son conocidas tanto por regular el citoesqueleto’ como por responder a
oscilaciones de Ca?***. Sin embargo, mientras que la amplltud de las oscilaciones de Ca®* son similares por todo
el periodo post- fecundamon (excepto para el primer pico de ca® que es generalmente mayor que los posterloreszg)
la amplitud de los picos de velocidad se mcrementa en el inicio de la formacion de FC y desciende tras la regresion
de FC. Ademas, las transiciones de Ca®* provocadas por la activacion partenogénica no son suficientes para
promover movimientos citoplasmaticos oscilatorios rapidos sugiriendo que los factores asociados a fecundacion
adicionales deben permitir dar lugar los movimientos.

La coincidencia de picos de velocidad fuertes de movimiento con movimientos ritmicos mediados por actomiosina
del FC sugiere que estos son manifestaciones del mismo proceso. Esto ademas se confirma por estudios de
formacion de FC después de la |nyeCC|on de espermatozoide. Ya que la formacion de FC requiere la interaccion de
cromatina con proteinas corticales®®, no se da cuando el espermatozoide se inyecta profundo en el évulo. Por
consiguiente, los 6vulos fecundados de este modo mostraron picos de velocidad mucho mas débiles que en cigotos
con FC. El hecho de que los picos de velocidad, aunque débiles, estén aun presentes, podria ser debido a que la
cromatina de espermatozoide estaba colocada lo suficientemente cerca de la superficie celular para causar alguna
reorganizacion de la actomiosina cortical. Aunque insuficiente para producir un FC bien definido, esto aun seria
capaz de aumentar los movimientos citoplasmaticos débiles. Alternativamente, se podrian desencadenar picos de
velocidad mediante contracciones de la actomiosina cortical acumulada por encima de la cromatina maternal
derivada. De hecho, frecuentemente podriamos ver que una protuberancia formada por encima del conjunto de los
pulsados cromosdmicos maternales de un modo similar al FC. También es posible que los picos de velocidad de
baja amplitud puedan ser un efecto de contractibilidad general del citoesqueleto de actomiosina, no asociada a la
corteza. Las dos ultimas posibilidades también podrlan explicar por qué hay algunos picos de velocidad de baja
amplitud visibles en los partenotes activados por Sr?

Los movimientos de alta velocidad tampoco se desencadenaron y los movimientos de FC se disminuyeron mucho en
6vulos activados por s inyectados con cabezas de espermatozoide inactivados por calor. Por tanto, el
espermatozoide puede contribuir bien a proteinas que facilitan los movimientos de FC y los movimientos
citoplasmaticos que se inactivan por tratamiento por calor. También es posible que las diferencias observadas entre
cigotos normales y embriones inyectados con espermatozoide |nact|vado seguido de activacion por S pueda ser
debido a las caracteristicas alteradas de las propias transiciones de Ca®". Las dinamicas de picos de Ca®" inducidos
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por sr** tipicos difieren de aquellas de picos de Ca®" desencadenados por la fecundaciéon. Ademas, la frecuencia de
las oscilaciones de Ca®' inducidas por Sr** era muy alta bajo nuestras condiciones y esto parecia afectar
negativamente a la generacion de picos de velocidad de alta amplitud.

Encontramos que el ritmo y el patron de los movimientos citoplasmaticos proporcionan un indicador poderoso de la
calidad del embrién. Nuestros datos muestran que los embriones con baja velocidad basal media (por debajo de 10
nm/s; indica mala calidad del citoesqueleto de actomiosina), asi como embriones con picos de velocidad muy
frecuentes (intervalo inter-pico por debajo de 10 min; reflejando transiciones de ca® frecuentes), se desarrollan
raramente hasta la fase de blastocisto in vifro o a término completo in vivo. Este resultado concuerda con los
descubrimientos de que tanto el citoesqueleto de actina funcional como el patrén correcto de transiciones de ca**
(especialmente el tiempo total de elevacion de Ca®") son cruciales para el desarrollo'®>'%%%_Sin embargo, estos
factores no se pueden usar en las instalaciones de investigacion y médicas para seleccionar embriones de buena
calidad ya que implican procedimientos invasivos usando colorantes fluorescentes e irradiaciéon nociva. Por tanto, la
actual practica en la clinica de fecundacién in vitro es valorar la viabilidad de los embriones el dia 3 a partir de su
morfologia y crecimiento o el dia 5, debido a la falta de fiabilidad de la valoracion del dia 3*°*2. Se puede ofrecer una
ventaja considerable tomando imagenes y haciendo el seguimiento de una serie de parametros durante los primeros
dos dias de desarrollo®®. Se puede valorar la vitalidad del embrion y su capacidad de tener éxito en el desarrollo
usando la toma de imagenes no invasiva durante un periodo de tiempo mas corto, justo 2 horas alrededor del tiempo
de fecundacion.

En conclusién, hemos identificado la importancia del espermatozoide en el desencadenamiento de un
comportamiento oscilatorio dinamico del citoesqueleto de actomiosina en la fecundacién. Los consiguientes
movimientos tienen un patrén y ritmo que proporciona un método poderoso de valoracién de la capacidad de un
Ovulo para alcanzar su potencial de desarrollo completo. Asi nuestro método tiene considerable potencial en
encontrar la aplicacién practica en la clinica de reproduccion asistida.

Tabla 1
Amplitudes medias de picos de velocidad y movimientos de después en cigotos tratados con inhibidor y
controles
Amplitud media de picos Amplitud media de
de velocidad movimientos de después
+/- s.d. (hm/s) +/- s.d. (nm/s)
Cigotos control* Fase 17 (18 cigotos, 45 picos) 29,7 +/- 19,4 8,7 +/-2,8
Fase 2 (32 cigotos, 108 picos) 44,9 +/- 25,0 12,3 4/-5,0
Fase 3 (55 cigotos, 88 picos) 12,2 +/-10,0 17,7 +/- 6,4
Cigotos tratados con Fase 1 (3 cigotos, 7 picos) 20,6 +/- 11,2 11,1 +/-3,9
nocodazol Fase 2 (17 cigotos, 46 picos) 35,2 +/- 19,3% 16,6 +/- 6,87
Fase 3 (66 cigotos, 115 picos) 10,4 +/- 8,5 21,5 +/-6,7"
Cigotos tratados con Fase 1 (3 cigotos, 6 picos) 18,0 +/- 5,01 7.9+/-43
taxol Fase 2 (15 cigotos, 37 picos) 29,9 +/- 21,07 11,1 +/-5,3
Fase 3 (18 cigotos, 33 picos) 11,5 +/-6,5 14,3 +/- 5,87
Cigotos tratados con Fase 17 (1 cigoto, 3 picos) 20,9 +/- 10,1 52+/-21
jasplaquinolida Fase 2 (22 cigotos, 50 picos) 14,5 +/- 8,3" 4,2 +/-1,9"
Fase 3 (57 cigotos, 102 picos) 10,8 +/-7,6 3,8 +/-28'

*Las amplitudes medias de picos de velocidad y movimientos de después difieren significativamente entre las

fases analizadas.

*Las fases post-fecundacion estan descritas en el texto principal.

"Las estadisticas no se aplicaron a valores desde la Fase 1 de cigotos tratados con jasplaquinolida debido al
bajo numero de estos picos/embriones.
§p<0,05 frente a control, '"p<0,01 frente a control, ||p<0,0001 frente a control.
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Tabla 3
Amplitudes medias de picos de velocidad y después de movimientos de después en embriones obtenidos
por ICSI o por activacion con SrCl;

Embriones obtenidos Fases post-fecundacion Amplitud media de picos Amplitud media de
por: de velocidad movimientos de después
+/- s.d. (nm/s) +/- s.d. (nm/s)
ICSI bajo la corteza Fase 1* (6 cigotos, 9 picos) 19,5 +/- 11,1 10,7 +/- 5,9
Fase 2 (14 cigotos, 66 picos) 34,1 +/-15,4 12,8 +/-5,0
Fase 1 prolongada* (14 32,3 +/- 15,7 12,5 +/- 51
cigotos, 75 picos)
Fase 3 (16 cigotos, 28 picos) 14,3 +/-9,4 13,6 +/-4,9
ICSI dentro del Fase 1 prolongada® (31 14,6 +/- 8,2% 10,5 +/- 14,7
citoplasma central cigotos, 209 picos)
Fase 3 (31 cigotos, 37 picos) 10,3 +/- 6,8 12,4 +/- 3,5
Activacién con SrClp® Fase 1 prolongada* (45 7.4 +/-4,0""1 7.7 +/-2,9%"
partenotes, 337 picos’)
ICSI con el Fase 1 (10 cigotos, 30 picos) 8,8 +/- 8,8 7,9+/-3,0
espermatozoide Fase 2 (16 cigotos, 71 picos) 8,6 +/- 5,4% 10,1 +/- 3,5%*
inactivado y Fase 3 (19 cigotos, 71 picos) 7,1 +/- 4,3 13,0+/-7,0

activacion con SrCl,

*Las fases post-fecundacion estan descritas en el texto principal.

*La fase 2 (es decir, FC completamente formado) no estaba presente en 6vulos inyectados con espermatozoide
dentro del citoplasma central o 6vulos activados con SrCly, por tanto, el nombre de “Fase 1 prolongada” se refiere
al periodo entre el comienzo de la formacion de 2PB y la formacion de pronucleos.

"En el caso de 6vulos activados con SrCl,, se muestra un nimero total de picos de velocidad vy, si los picos de
velocidad estaban ausentes, movimientos de después.

SPicos de velocidad y movimientos de después parados en o6vulos activados con SrCl, antes de que los
Eronl]cleos lleguen a ser visibles, por tanto, la Fase 3 no esté analizada.

p<0,001 frente a una fase analoga en cigotos obtenidos por ICSI bajo la corteza; IIp<0,05 frente a la Fase 1 en
cigotos obtenidos por ICSI bajo la corteza; '"p<0,001 frente a cigotos obtenidos por ICSI dentro del citoplasma
central; **p<0,01 frente a cigotos obtenidos por ICSI dentro del citoplasma central; IIp<O,OO1 frente a Fase 1
prolongada en 6vulos activados por SrCly.

5
Tabla 4
Direccion de vectores durante los picos de velocidad en diferentes fases post-fecundacion
N° Total de N° de picos de velocidad con vectores que apuntan en una direccion
Fases post- picos de especificada* (%):
fecundacion’ velocidad Hacia 2PB Entre 2PBy FC Hacia FC N° de direccion
analizados predominante
Fase 1 (11 25 17% (66,7) 6 (25,9) 25(7,4) 0
cigotos) !
Fase 2 (19 65 1% (1,5) 22 (33,8) 428 (64,6) 0
cigotos)
Fase 3 (19 34 7 (20,6) 4 (11,8) 8 (23,5) 15 (44,1)
cigotos)
*La direccion del movimiento se juzgé como se describe en el Material y Métodos, TFases del desarrollo del cigoto
como se describe en el texto principal.
8 h<0,0001
10
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Tabla 5
Influencia de quelacién de Ca®" e inhibidores de citoesqueleto sobre la finalizaciéon de la meiosis en 6vulos
de ratén fecundados in vivo

Cigotos que no Cigotos que extrudieron
N° total de cigotos* consiguieron extrudir 2PB 2PB
(%) (%)
Cigotos control 52 0 52 (100)
Cigotos tratados con BAPTA 6 2 (33,3) 4 (66,7)
Cigotos tratados con 12 7 (58,3) 5(41,7)
nocodazol
Cigotos tratados con taxol 12 12 (100) 0
Cigotos tratados con 10 10 (100) 0
Citocalasina D
Cigotos tratados con 23 23 (100) 0
jasplaquinolida
Cigotos tratados con ML-7 13 4 (30,8) 9 (69,2)

*Se incluyeron a este analisis solamente cigotos que no extrudieron 2PB antes del comienzo del registro.
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Tabla 7 Especificaciones dpticas de los sistemas de toma de imagen usados en los experimentos

Zeiss LSM 510 Meta Zeiss Axiovert Deltavision
Aumento del objetivo 20x* 20x 20x
Objetivo NA 0,75 0,75 0,75
Condensador NA 0,55 0,55 0,55
Tamario de chip de la # 1024x1344 512x512

camara (pixeles)
Binning - 2x2 1x1
*Se incremento el area del escaneado digitalmente antes de escanear 0,7x (aumento final 14x)
*Se escanearon las imagenes con resolucion de 1.800x1.800 pixeles.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro de valoracion del potencial de desarrollo de un embridon de mamifero, por ejemplo, un embrién
de mamifero que ha sido fecundado in vitro, comprendiendo el método

(a) tomar mediciones de los movimientos citoplasmaticos en el embriéon en la fase de una célula v,
opcionalmente tomar mas mediciones adicionales de cambios periddicos en la forma del embrién en la fase
de una célulay

(b) usar las mediciones para predecir el potencial de desarrollo del embrion.

2. El método segun la reivindicacion 1, en el que (i) las mediciones de los movimientos citoplasmaticos son
mediciones de la velocidad citoplasmatica promedio en el embrién unicelular o (ii) los cambios periédicos en la forma
del embrién son pulsaciones del cono de fecundacioén (pulsaciones de FC).

3. El método segun la reivindicacién 2, en el que las mediciones son tomadas durante un periodo de tiempo que es
suficiente para identificar dos picos de velocidad sucesivos o pulsaciones de FC y calculandose el intervalo de
tiempo entre los dos picos de velocidad o pulsaciones de FC, por ejemplo, correlacionandose un intervalo mas largo
o un intervalo promedio mas largo entre picos de velocidad o pulsaciones de FC con una prediccion de mayor
potencial de desarrollo.

4. El método segun la reivindicacion 3, en el que el potencial de desarrollo del embrién se predice comparando el
intervalo o el intervalo promedio entre picos de velocidad o pulsaciones de FC con uno o mas valores de referencia
predeterminados, por ejemplo, siendo los picos de velocidad o pulsaciones de FC sincrénicos con transiciones de
Ca®* en el embrion.

5. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4, en donde la velocidad citoplasmatica promedio se
mide antes de que se registre el primer pico de velocidad, entre los picos de velocidad y/o después del ultimo pico
de velocidad registrado, la velocidad promedio se calcula a lo largo del tiempo, siendo esta la velocidad
citoplasmatica basal promedio, por ejemplo, en donde una velocidad citoplasmatica basal promedio mas rapida se
correlaciona con una prediccién de mayor potencial de desarrollo, y, opcionalmente, prediciéndose el potencial de
desarrollo del embrién comparando la velocidad citoplasmatica basal promedio con uno o mas valores de referencia
predeterminados.

6. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el embridon unicelular esta en una
fase de desarrollo entre la fecundacion y la formacion de los pronucleos, por ejemplo, estando el embriéon unicelular
en un fase de desarrollo entre la fecundacion y la regresion del cono de fecundacion, por ejemplo, estando el
embrién de mamifero en una fase de desarrollo en la que el cono de fecundacién esta completamente formado, v,
opcionalmente, basandose la prediccion del potencial de desarrollo en las mediciones tomadas durante todo el
periodo cuando esta presente el cono de fecundacion.

7. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde tomar las mediciones comprende la
captura de imagenes a intervalos de tiempo seguido del analisis de imagen cuantitativa, por ejemplo, en el que las
imagenes se capturan a partir (i) de un solo plano a través del embrién unicelular, (ii) un plano a través del centro del
embrién unicelular y/o (iii) un plano que corta el cono de fecundacion del embrién unicelular.

8. El método segun la reivindicacion 7, en el que las imagenes del embridon se toman mientras se le esta
manteniendo en una pequefia gota de medio y, opcionalmente, siendo el embrién uno de un grupo compacto de
embriones unicelulares en la pequefia gota de medio.

9. El método segun la reivindicacién 7 o la reivindicacion 8, en donde la captura de imagenes se realiza dentro de las
4 horas siguientes a la fecundacion, por ejemplo, después de 2 horas desde la fecundacion.

10. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 9, en donde

(i) el analisis de imagenes cuantitativo usa velocimetria de imagenes de particula (P1V); y/o

(i) en donde la toma de las mediciones es no invasiva; y/o

(iii) en donde las mediciones son tomadas en ausencia de colorante citoplasmatico en el embrion; y/o

(iv) en donde la toma de las mediciones no interfiere con la funcion del citoesqueleto; y/o

(v) en donde la toma de las mediciones no interfiere con la formacion del cono de fecundacion; y/o

(vi) en donde la prediccién del potencial de desarrollo comprende la determinacion de la probabilidad de que el
embrién se desarrollara hasta la fase de blastocisto; y/o

(vii) en donde el potencial de desarrollo comprende la tasa de division celular del embrién en un cultivo posterior;
ylo

(viii) en donde el potencial de desarrollo comprende el niumero de células en el embrién que se desarrollara
después de cuatro dias de un cultivo posterior; y/o

(ix) en donde la prediccién del potencial de desarrollo comprende determinar la probabilidad de que el embrién
se desarrollara a término completo después de transferirse a un receptor materno; y/o
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(x) en donde el método se realiza dentro de las 24 horas siguientes a la fecundacion; y/o

(xi) en donde el método se realiza dentro de las 4 horas siguientes a la fecundacion; y/o

(xii) en donde solamente las mediciones de los movimientos citoplasmaticos y/o las pulsaciones del cono de
fecundacién en el embridn se usan para valorar el potencial de desarrollo del embrién.

11. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde adicionalmente los embriones se
cultivan, y opcionalmente en donde el grado del desarrollo y/o la morfologia del embrién en cultivo son usados
ademas para valorar el potencial de desarrollo del embrion.

12. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en donde el embrién de mamifero es (i) un
embrién de mamifero no humano, (ii) un embridon de ratén, (iii) un embriéon de animal de ganado o (iv) un embrién
humano.

13. Un método de fecundacion in vitro, que comprende la fecundacion de un évulo de mamifero y la valoracion del
potencial de desarrollo del embridn resultante segun el método de una cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

14. Un método de seleccién entre una pluralidad de embriones de uno o mas embriones adecuados para su uso en
un método de reproduccion asistida, comprendiendo el método la valoracion del potencial de desarrollo de cada
embrién segun el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12 y la seleccidon de uno o mas embriones
basandose en su potencial de desarrollo previsto.

15. Un método de clasificacién de uno o mas embriones en una poblacién de embriones segun el potencial de
desarrollo, comprendiendo el método la valoracién del potencial de desarrollo de cada embrion en la poblacion
segun el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, y la clasificacion de cada embrién basandose en
su potencial de desarrollo previsto y opcionalmente la seleccion adicional entre la pluralidad de embriones de uno o
mas embriones adecuados para su uso en un método de reproduccion asistida basandose en su potencial de
desarrollo previsto;

por ejemplo, en donde tener un intervalo calculado o un intervalo promedio entre picos de velocidad o pulsaciones
de FC que es mayor, por ejemplo, al menos la mitad de una desviacion estandar mayor o al menos una desviacion
estandar mayor, que el intervalo medio de poblacion o el intervalo promedio entre picos de velocidad y/o tener una
velocidad citoplasmatica basal promedio que es mas rapida, por ejemplo, al menos la mitad de una desviacién
estandar mas réapida o al menos 1 desviacion estandar mas rapida, que la velocidad citoplasmatica basal promedio
media de la poblacion es indicativo de un embrién que tiene alto potencial de desarrollo.

16. Un sistema para llevar a cabo el método de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, comprendiendo el
sistema uno o0 mas sensores para capturar imagenes a intervalos de tiempo de los embriones y al menos un
procesador en comunicacion con el al menos un sensor, estando programado el procesador con instrucciones
legibles por ordenador para llevar a cabo un método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores para
capturar y transformar dichas imagenes en una prediccién del potencial de desarrollo del embrion.

17. El sistema segun la reivindicacion 16:
(i) que comprende una camara climatica para controlar la temperatura y/o la exposicidon a pH del embrion;
(ii) que comprende una fase calentada para controlar la temperatura del embrién; y/o

(iii) en el que el uno 0 mas sensores se configuran para usar luz transmitida blanca para capturar las imagenes a
intervalos de tiempo.
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Fig. 2D
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Fig. 2F
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Fig. 5A
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Fig. 5C
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Fig. 10
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Fig. 11
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