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DESCRIPCION
Evaluaciéon de embriones
Antecedentes de la invencion

Determinadas realizaciones de la presente invencion se refieren a métodos y aparatos para evaluar el potencial de
desarrollo de los embriones y en particular a clasificar/puntuar los embriones segun su potencial de desarrollo.

La infertilidad afecta a mas de 80 millones de personas en todo el mundo. Se estima que el 10 % de todas las parejas
experimentan infertilidad primaria o secundaria. La fecundacioén in vitro (FIV) es un tratamiento médico voluntario que
puede proporcionar a una pareja que de otra manera no podria concebir la posibilidad de establecer un embarazo y
convertirse en padres. Es un proceso en el que se extraen évulos (ovocitos) de los ovarios de una mujer y después se
fertilizan con esperma en el laboratorio. Los embriones creados en este proceso se colocan después en el Utero para
su posible implantacion. Entre la fecundacion y la transferencia, los embriones se almacenan normalmente en una
camara de incubacion de una incubadora durante 2-6 dias, tiempo durante el que pueden supervisarse regularmente,
por ejemplo, mediante captura de imagenes, para evaluar su desarrollo. Las condiciones dentro de la incubadora, tales
como temperatura y composicion atmosférica, estan controladas, en general con el fin de emular las condiciones en
el oviducto y el utero.

En un ciclo habitual de FIV, se fertilizaran varios 6vulos de un solo paciente y se incubaran los embriones resultantes.
Sin embargo, es habitual que no todos los embriones incubados se transfieran al Utero de la paciente. Esto es para
reducir el riesgo de multiples nacimientos potencialmente peligrosos. Los embriones se seleccionaran normalmente
para su transferencia en funcion de una evaluacion del potencial de desarrollo de los embriones que se han incubado.
Se seleccionaran preferentemente los embriones que se determine que tienen el mayor potencial para progresar hasta
nacimientos vivos frente a otros embriones de su cohorte. Por consiguiente, un aspecto importante del tratamiento de
FIV es evaluar el potencial de desarrollo de los embriones que comprenden una cohorte, es decir, determinar la calidad
del embridn donde la calidad del embrién es una prediccidn que representa la probabilidad de que un embrién se
implante con éxito, se desarrolle en el Utero después de la transferencia y conduzca al nacimiento de un bebé sano.

Una herramienta potente para evaluar la calidad del embrion que se ha desarrollado en los ultimos afios es la captura
de imagenes de embriones con camara rapida. La captura de imagenes de embriones con camara rapida implica
obtener imagenes de embriones durante su desarrollo. Esto puede permitir establecer los tiempos de diversos
acontecimientos de desarrollo, tales como divisiones celulares y/o la presencia o ausencia de otras caracteristicas
relacionadas con el desarrollo de un embrién, por ejemplo, con respecto a uniformidad celular (homogeneidad) en
diferentes etapas, la aparicion de pronucleos (PN) y la presencia de multinucleacion (MN).

Estos tiempos y caracteristicas se pueden denominar en ocasiones parametros morfocinéticos/morfolégicos para el
embridn. A este respecto, los términos "morfocinético" y "morfoldgico” se usaran en general en el presente documento
de manera intercambiable, aunque en algunos aspectos las caracteristicas morfocinéticas pueden considerarse
estrictamente un subconjunto de caracteristicas morfolégicas, en concreto, esas caracteristicas morfologicas
relacionadas especificamente con los tiempos. Los estudios han mostrado como los tiempos y las duraciones de
diversos acontecimientos de desarrollo embrionario y la presencia o ausencia de diversas otras caracteristicas de
desarrollo pueden correlacionarse con el potencial de desarrollo de un embrién.

Se pueden construir, evaluar y validar modelos para la seleccién de embriones (es decir, modelos para evaluar el
potencial de desarrollo de un embrién) que tengan en cuenta parametros morfocinéticos utilizando datos de
implantacion conocidos (DIC), por lo que los embriones con DIC positivos son embriones que se sabe que se han
implantado posteriormente y los embriones con DIC negativos son embriones que se sabe que no se han implantado
posteriormente.

Como ejemplo de un modelo sencillo para evaluar el potencial de desarrollo de un embrién, se ha descubierto que un
momento relativamente temprano de division de una célula a dos células es un indicador de un embrién de buena
calidad. También se ha descubierto que otros parametros morfocinéticos, por ejemplo, el grado de sincronia en las
dos divisiones cuando se divide de dos células a cuatro células, son sensibles a la calidad del embrion. Mas en general,
se han propuesto diversos enfoques para evaluar el potencial de desarrollo de un embrién a partir de parametros
relacionados con el desarrollo in vitro del embrién. En consecuencia, un objetivo de las imagenes de camara rapida
es establecer valores para diversos parametros relacionados con los tiempos de diversos acontecimientos de
desarrollo embrionario y/u otras caracteristicas relacionadas con el desarrollo del embrion, por ejemplo, con respecto
a uniformidad celular (homogeneidad) en diferentes etapas, la aparicion de pronudcleos (PN) y la presencia de
multinucleacion (MN). El establecimiento de valores y caracteristicas relacionadas con el desarrollo embrionario a
partir de una serie de imagenes de camara rapida se denomina en ocasiones anotacion.

Aunque se ha descubierto que diversos tiempos y caracteristicas asociadas con el desarrollo embrionario ayudan a

proporcionar indicadores de calidad para el desarrollo de un embrién, los valores especificos para estos que indican
un embridon de buena calidad pueden ser diferentes para diferentes embriones segun las condiciones en las que se
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incuba el embridn y la forma en que se distribuyen los diversos acontecimientos. Por ejemplo, una clinica podria
incubar embriones con una atmdsfera de determinado porcentaje de oxigeno y temperatura, mientras que otra clinica
podria incubar embriones con una atmaésfera de diferente porcentaje de oxigeno y temperatura. Esto puede significar
que el momento éptimo para un acontecimiento morfolégico dado en el desarrollo de un embrion puede ser diferente
para las diferentes clinicas/condiciones de incubacion.

La figura 1 es un grafico que representa este principio (este grafico es muy esquematico y no se basa en datos reales).
Por tanto, la figura 1 muestra un ejemplo de como la probabilidad de implantaciéon, Imp %, podria variar en funcién del
momento de un acontecimiento de desarrollo arbitrario X (p. €j., la duracion de un ciclo celular en particular o el tiempo
de una divisidn en particular). La curva continua representa la variacién en la probabilidad de implantacion en funcién
del tiempo observado para X para embriones que se han desarrollado segin un primer conjunto de condiciones,
mientras que la curva discontinua representa la variacién para embriones que se han desarrollado segun un segundo
conjunto de condiciones. Por ejemplo, la curva continua puede representar embriones incubados en una atmésfera de
oxigeno relativamente bajo, mientras que la curva discontinua puede representar embriones incubados en una
atmédsfera de oxigeno relativamente alto. Como otro ejemplo, la curva continua podria representar embriones se han
fecundado mediante inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (IICE), mientras que la curva discontinua podria
representar embriones se han fecundado mediante fecundacion in vitro (FIV). Como otro ejemplo mas, las dos curvas
podrian representar embriones que se han desarrollado en clinicas diferentes. Las dos curvas en la figura 1 se
compensan sistematicamente entre si porque los embriones incubados en condiciones diferentes generalmente se
desarrollaran a velocidades diferentes en al menos algunos aspectos.

Por consiguiente, aunque la figura 1 muestra que el tiempo asociado con el acontecimiento de desarrollo X puede
usarse para identificar embriones que tienen probabilidad de implantacion relativamente alta para embriones que se
han desarrollado en ambos conjuntos de condiciones, los valores reales de X asociados con alta probabilidad de
implantacion son diferentes para los dos grupos. Por ejemplo, para embriones incubados en el primer conjunto de
condiciones (linea continua), podria considerarse que un intervalo 6ptimo para el tiempo de X es de h1 a h2, mientras
que podria considerarse que un intervalo 6ptimo para embriones incubados en el segundo conjunto de condiciones
(linea discontinua) es de h3 a h4. Lo que esto significa en la practica es que seran necesarios modelos diferentes para
evaluar el potencial de desarrollo de los embriones para las diferentes poblaciones.

Sin embargo, seria preferible establecer un modelo Unico que sea aplicable a embriones que se han desarrollado en
diversas condiciones diferentes, es decir, lo que podria denominarse un modelo universalmente aplicable (o al menos
un modelo aplicable a embriones que se han desarrollado en una serie de condiciones diferentes). Un modelo
universalmente aplicable no solo simplificaria el proceso de seleccion de un modelo para su uso en diferentes
condiciones de desarrollo embrionario, en algunos casos puede no haber suficientes datos DIC disponibles para un
conjunto dado de condiciones de desarrollo para permitir que se establezca de manera fiable un modelo para esas
condiciones especificas, por ejemplo, en el caso de una clinica "nueva". Una solucién sencilla para proporcionar un
modelo Unico para la situacion esquematica representada en la figura 1 seria suponer un intervalo éptimo para el
tiempo de X entre h1 y h4 para todos los embriones. Sin embargo, esto daria lugar a que los embriones de cada
poblacion se clasificaran erréneamente como de alta probabilidad de implantacion, lo que, por supuesto, no es una
solucion satisfactoria.

Por consiguiente, existe el deseo de desarrollar modelos para evaluar el potencial de desarrollo (viabilidad/calidad) de
los embriones, tales como una incubacion in vitro de embriones humanos, que son aplicables para embriones que se
han desarrollado en una serie de condiciones diferentes.

El documento US2014220618 desvela métodos, composiciones y equipos para determinar el potencial de desarrollo
de uno o més embriones. Se dice que los métodos, las composiciones y los equipos encuentran uso en la identificacion
de embriones in vitro que son mas utiles en el tratamiento de la infertilidad en seres humanos.

El documento W0O2012163363 desvela un método y un sistema para seleccionar embriones para fecundacion in vitro
basados en el momento y la duracién de las divisiones celulares observadas y la morfologia celular asociada.

El documento W02013004239 desvela un sistema y un método para determinar los criterios de calidad con el fin de
seleccionar los embriones mas viables después de fecundacién in vitro. El enfoque puede aplicarse ademas para
adaptar por iteraciones criterios de calidad de embriones basados en nuevos conocimientos, seleccion histérica y
datos de fecundacion y cooperacion entre clinicas de fertilidad.

El documento W02014033210 desvela un método implementado por ordenador para detectar automaticamente
variaciones y/o anomalias en las condiciones de desarrollo de embriones que se incuban in vitro.

Meseguer et al en Human Reproduction, publicado para la Sociedad Europea de Reproduccion y Embriologia Humana
por IRL Press, ISSN 0268-1161, 01-10-2011 desvelan enfoques para usar la morfocinética como predictor de la
implantacion de embriones.

Rubio et al en Fertility And Sterility, Elsevier Science Inc, Nueva York, NY, Estados Unidos, ISSN 0015-0282, 01-12-
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2012 divulgan un estudio de camara rapida relacionado con el éxito limitado de implantacion de embriones humanos
de division directa.

Ciray et al en Human Reproduction, Oxford Journals, Reino Unido, ISSN 0268-1161, 01-12-2014 proponen pautas
sobre la nomenclatura y anotaciéon de la supervision dinamica de embriones humanos por parte de un grupo de
usuarios de camara rapida.

Kaser et al en Human Reproduction Update nov-dic 2011, ISSN 1460-2369, 01-09-2014 desvela una revision de los
resultados clinicos después de la seleccion de embriones previos a la implantacion humanos con supervisiéon de
camara rapida.

Sumario de la invenciéon

Segun un primer aspecto de la invencion, se proporciona un método para clasificar los embriones de FIV para predecir
su potencial de desarrollo después de la transferencia; comprendiendo el método: obtener valores para una pluralidad
de caracteristicas relacionadas con el desarrollo morfolégico de los embriones durante un periodo de observacion;
determinar para los embriones respectivos una medida de si el embrién ha experimentado o no un acontecimiento de
divisidn directa y clasificar los embriones que se ha determinado que han experimentado un acontecimiento de divisién
directa con una clasificacién que indica un potencial de desarrollo menor que para los embriones que no se ha
determinado que hayan experimentado un acontecimiento de division directa; y para los embriones que no se ha
determinado que hayan experimentado un acontecimiento de divisidn directa, determinar si una medida de la duracién
de una etapa de desarrollo predefinida para el embridn supera o no una duracidon umbral predefinida y clasificar los
embriones para los que se determina que la duracion de la etapa de desarrollo predefinida supera la duracién umbral
predefinida con una clasificacién que indica un menor potencial de desarrollo que para los embriones para los que no
se determina que la duracion de la etapa de desarrollo predefinida supera la duracion umbral predefinida; y para los
embriones para los que no se determina que la duracién de la etapa de desarrollo predefinida supera la duracién
umbral predefinida, determinar si una medida de una duracion relativa de una primera etapa de desarrollo predefinida
para el embrién con respecto a una segunda etapa de desarrollo predefinida para el embrién esta o no fuera de un
intervalo predefinido y clasificar los embriones para los que la duracion relativa esta fuera del intervalo predefinido con
una clasificacion que indica un potencial de desarrollo menor que para los embriones para los que la duracién relativa
no esta fuera del intervalo predefinido.

Segun un segundo aspecto de la invencion, se proporciona un aparato para clasificar los embriones de FIV para
predecir su potencial de desarrollo después de la transferencia, comprendiendo el aparato: un elemento de aporte de
datos configurado para obtener valores para una pluralidad de caracteristicas relacionadas con el desarrollo
morfolégico de los embriones durante un periodo de observacion; y un elemento procesador configurado para:
determinar para los embriones respectivos una medida de si el embridon ha experimentado o no un acontecimiento de
division directa y clasificar los embriones que se ha determinado que han experimentado un acontecimiento de division
directa con una clasificacién que indica un potencial de desarrollo menor que para los embriones que no se ha
determinado que hayan experimentado un acontecimiento de division directa; y para los embriones que no se ha
determinado que hayan experimentado un acontecimiento de divisidn directa, determinar si una medida de la duracién
de una etapa de desarrollo predefinida para el embrion supera o no una duraciéon umbral predefinida y clasificar los
embriones para los que se determina que la duracion de la etapa de desarrollo predefinida supera la duracién umbral
predefinida con una clasificacién que indica un menor potencial de desarrollo que para los embriones para los que no
se determina que la duraciéon de la etapa de desarrollo predefinida supera la duracidon umbral predefinida; y para los
embriones para los que no se determina que la duracién de la etapa de desarrollo predefinida supera la duracién
umbral predefinida, determinar si una medida de una duracion relativa de una primera etapa de desarrollo predefinida
para el embridon con respecto a una segunda etapa de desarrollo predefinida para el embrion esta o no fuera de un
intervalo predefinido y clasificar los embriones para los que la duracion relativa esta fuera del intervalo predefinido con
una clasificacion que indica un potencial de desarrollo menor que para los embriones para los que la duracion relativa
no esta fuera del intervalo predefinido.

Otros aspectos de la invencion incluyen un producto de programa informatico no transitorio que contiene instrucciones
legibles por maquina para llevar a cabo el método del primer aspecto de la invencion y un aparato cargado y operativo
para ejecutar instrucciones legibles por maquina para llevar a cabo el método del primer aspecto de la invencion.

Se definen aspectos y caracteristicas adicionales de la invencion en las reivindicaciones.

Se apreciara que las caracteristicas y los aspectos de la invencion descritos en el presente documento en relacion con
el primero y otros aspectos de la invencién son igualmente aplicables a, y pueden combinarse con, realizaciones de
la invencion segun otros aspectos de la invencidén segun sea adecuado y no solo en las combinaciones especificas
descritas anteriormente.

Se apreciara que las caracteristicas y los aspectos de la invencion descritos anteriormente en relacion con el primero

y otros aspectos de la invencion son igualmente aplicables a, y pueden combinarse con, realizaciones de la invencion
segun otros aspectos de la invencion segun sea adecuado y no solo en las combinaciones especificas descritas
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anteriormente.
Breve descripcion de los dibujos
La invencion se describe ahora a modo de ejemplo solo con referencia a los dibujos adjuntos, en los que:

La figura 1 es un diagrama muy esquematico que representa cémo la probabilidad de implantacion podria variar
en funcion del tiempo asociado con un acontecimiento de desarrollo arbitrario para dos poblaciones de embriones
incubados en dos conjuntos diferentes de condiciones;

La figura 2 representa esquematicamente alguna nomenclatura como se usa en el presente documento para un
patron de division de embriones que muestra los tiempos de division (12 a t5), la duracién de los ciclos celulares
(cc1 accl) y las sincronias (s2 y s3) en relacion con las imagenes obtenidas;

La figura 3 representa esquematicamente un embridn en diferentes acontecimientos de desarrollo embrionario
desde la inseminacion inicial (en el tiempo t = 0) y en los tiempos de divisién t2-t8 con algunos aspectos asociados
de la terminologia de cronologia como se usa en el presente documento;

La figura 4 representa esquematicamente un aparato para determinar un potencial de desarrollo para un embrion
de acuerdo con una realizacion de la invencion;

La figura 5 es un diagrama de flujo que representa esquematicamente un método para clasificar embriones en
funcién de su potencial de desarrollo de acuerdo con algunas realizaciones de la invencion;

La figura 6 es un diagrama de arbol de clasificaciéon que representa esquematicamente la aplicacion del modelo
de la figura 5 a 3.275 embriones que tienen datos de implantaciéon conocidos (embriones DIC);

La figura 7 es un grafico de barras que representa la distribucion de varios de los 3.275 embriones DIC asociados
con el arbol de clasificacion de la figura 6 entre diferentes puntuaciones establecidas de acuerdo con el método de
la reivindicacion 5;

Las figuras 8, 10 y 12 son arboles de clasificacion que representan esquematicamente la aplicacion de otros
modelos a los 3.275 embriones DIC de acuerdo con otras realizaciones de la invencion;

Las figuras 9, 11 y 13 son graficos de barras que representan la distribucion de varios de los 3.275 embriones DIC
entre las diferentes puntuaciones establecidas de acuerdo con los modelos representados por los arboles de
clasificacion en las figuras 8, 10 y 12 respectivamente;

Las figuras 14 a 17 son arboles de clasificacion que representan esquematicamente la aplicacion del mismo modo
a diferentes subpoblaciones de los 3.275 embriones DIC de acuerdo con realizaciones de la invencion; y

La figura 18 representa para un analisis de 10.316 embriones para los que se sabe si los embriones se
desarrollaron o no hasta la etapa de blastocisto 120 horas después de la fecundacion, la proporcién de embriones
que se desarrollaron hasta la etapa de blastocisto 120 horas después de la fecundacién para cada una de las
diferentes puntuaciones establecidas para cada uno de los embriones de acuerdo con el modelo representado en
la figura 6.

Descripcion detallada

Los aspectos y caracteristicas de determinados ejemplos y realizaciones de la presente invencion se analiza/describen
en el presente documento. Algunos aspectos y caracteristicas de determinados ejemplos y realizaciones pueden
implementarse de manera convencional y estos no se analizan/describen en detalle para mayor brevedad. Por tanto,
se apreciara que los aspectos y las caracteristicas de los aparatos y métodos analizados en el presente documento
que no se describen en detalle pueden implementarse de acuerdo con cualquier técnica convencional para
implementar dichos aspectos y caracteristicas.

A menos que el contexto exija otra cosa, las expresiones usadas en el presente documento deben interpretarse de
acuerdo con sus significados, como los entiende habitualmente un experto en la materia a la que pertenece la presente
divulgacion. Algunos términos pueden usarse en el presente documento de acuerdo con las siguientes definiciones (a
menos que el contexto exija otro significado).

El tiempo de division (tiempo de division celular) se define como el primer punto temporal observado en relaciéon con
un punto de inicio definido (tiempo cero) cuando los blastomeros recién formados estan completamente separados por
membranas celulares confluyentes, el tiempo de divisién es, por lo tanto, el tiempo de finalizacién de una division de
blastomero. Los tiempos de division pueden definirse, por tanto, de la siguiente manera:

» t2: tiempo de division hasta embrién de 2 blastomeros
» t3: tiempo de divisiéon hasta embrién de 3 blastémeros
» t4: tiempo de divisiéon hasta embrién de 4 blastémeros
» t5: tiempo de division hasta embridn de 5 blastémeros
» t6: tiempo de division hasta embrién de 6 blastébmeros
* {7: tiempo de division hasta embrion de 7 blastomeros
* 18: tiempo de division hasta embrion de 8 blastomeros
* tn: tiempo de divisiéon hasta embrién de n blastémeros

Se apreciara que el tiempo de divisién puede definirse igualmente con respecto a otros puntos temporales asociados
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con la division celular. Por ejemplo, en la definicion anterior, el tiempo de division esta relacionado con un tiempo
asociado con la finalizaciéon de la division celular (es decir, cuando los blastomeros recién formados estan
completamente separados), pero en otra implementacion, el tiempo de divisién puede definirse igualmente como un
tiempo asociado con el comienzo de la divisién celular o un tiempo asociado con un punto intermedio para la divisién
celular.

En el presente contexto, los tiempos de divisién se expresan habitualmente como horas después de un tiempo cero
definido. El tiempo cero puede ser el momento de la inseminacién (p. ej., el momento de la inyeccion
intracitoplasmatica de espermatozoides (IICE), también denominada microinyeccién) o también podria ser posterior al
momento de la mezcla de espermatozoides y ovocitos (en la FIV tradicional) o posterior al momento en que se observa
por primera vez la fusion exitosa de gametos para formar un nuevo organismo (el cigoto), es decir, exclusion del
segundo cuerpo polar. De manera similar, podria ser posterior al momento de aparicion o
desvanecimiento/desaparicion pronuclear u otro parametro de desarrollo significativo. Con respecto al
desvanecimiento/desaparicion pronuclear, los términos "desvanecido" y "desaparecido" en relacién con los pronucleos
(PN) pueden usarse indistintamente en el presente documento. El término tPNf se puede usar para indicar un tiempo
determinado para el desvanecimiento de los pronucleos (es decir, un punto temporal determinado como el momento
en que los pronucleos (PN) ya no se distinguen).

La duracién del primer ciclo celular cc1 es el periodo entre la fecundacioén y el tiempo de division t2 que proporciona
el primer par de células descendientes (es decir, las primeras células de segunda generacion). La duracion del
segundo ciclo celular cc2 es el periodo entre el tiempo de divisién t2 que proporciona el primer par de células hijas y
el tiempo de division t3 que proporciona el primer par de células terceras descendientes (es decir, las primeras células
de tercera generacion). La duracion del tercer ciclo celular cc3 es el periodo entre el tiempo de divisién t3 que
proporciona el primer par de células terceras descendientes y el tiempo de division t5 que proporciona el primer par
de células cuartas descendientes (es decir, las primeras células de cuarta generacion). La duracion del cuarto ciclo
celular cc4 es el periodo entre el tiempo de division t5 que proporciona el primer par de células cuartas descendientes
y el tiempo de division t9 que proporciona el primer par de células quintas descendientes (es decir, las primeras células
de quinta generacion).

Estas duraciones del ciclo celular se basan por tanto en el blastémero que se divide mas rapido para cada nueva
generacion. Sin embargo, existen duraciones adicionales del ciclo celular asociadas con la division de blastomeros
mas lentos.

Por ejemplo, ademas de la duracion del ciclo celular cc2, existe una duracion del ciclo celular cc2b correspondiente al
periodo entre el tiempo de division t2 que proporciona el primer par de células descendientes y el tiempo de division
t4 que proporciona el segundo par de células terceras descendientes. A este respecto, la duracién del ciclo celular cc2
también puede denominarse duracién del ciclo celular cc2a por simplicidad en la terminologia.

Asimismo, ademas de la duracion del ciclo celular cc3, existe una duracion del ciclo celular cc3b correspondiente al
periodo entre el tiempo de division t3 que proporciona el primer par de células descendientes y el tiempo de division
t6 que proporciona el segundo par de células cuartas descendientes. También hay una duracién del ciclo celular cc3c
correspondiente al periodo entre el tiempo de divisidn t4 que proporciona el segundo par de células terceras
descendientes y el tiempo de division t7 que proporciona el tercer par de células cuartas descendientes. También hay
una duracion del ciclo celular cc3d correspondiente al periodo entre el tiempo de division t4 que proporciona el segundo
par de células terceras descendientes y el tiempo de division t8 que proporciona el cuarto par de células cuartas
descendientes. A este respecto, la duracién del ciclo celular cc3 también puede denominarse duracion del ciclo celular
cc3a por coherencia en la terminologia.

Por tanto, la duracién de los ciclos celulares se define de la siguiente manera:

» cc1 =1t2: Primer ciclo celular.

* cc2 (también denominado cc2a) = t3-t2: Segundo ciclo celular, duracién del periodo como embriéon de 2
blastomeros.

* cc2b = t4-t2: Segundo ciclo celular para ambos blastémeros, duraciéon del periodo como embriéon de 2 y 3
blastomeros.

* cc3 (también denominado cc3a) = t5-t3: tercer ciclo celular, duraciéon del periodo como embrién de 3 y 4
blastémeros.

» cc3b, cc3c, cc3d = 16-t3; t7-14; y t8-t4 respectivamente: Tercer ciclo celular para blastomeros mas lentos, duracion
del periodo como un embrién de 3, 4 y 5 blastémeros; como un embrion de 4, 5y 6 blastomeros y como un embrién
de 4, 5, 6 y 7 blastdmeros respectivamente.

» cc2_3 =15-t2: Segundo y tercer ciclo celular, duracién del periodo como embrién de 2, 3 y 4 blastdmeros (es decir,
cc2 + cc3).

* cc4 = 19-t5: Cuarto ciclo celular, duracién del periodo como embrién de 5, 6, 7 y 8 blastémeros.

Las sincronicidades se definen de la siguiente manera:
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* 82 = t4-t3: Sincronia en divisidon de embridén de 2 blastdbmeros a embridn de 4 blastdmeros.

* 83 = t8-t5: Sincronia en division de embrién de 4 blastdbmeros a embrién de 8 blastdmeros.

* s3a =16-t5; s3b = t7-t6; s3c = t8-t7: Duracion de las divisiones celulares individuales implicadas en el desarrollo de
embrion de 4 blastdmeros a embrion de 8 blastomeros.

Las figuras 2 y 3 representan esquematicamente algunos aspectos de la terminologia usada en el presente documento
con respecto a los tiempos y duraciones de algunos acontecimientos de desarrollo embrionario, tal como se ha
analizado anteriormente. La figura 2 muestra varias imagenes de un embrion en diversas etapas de desarrollo e indica
diversos tiempos asociados con diversos acontecimientos de desarrollo, tales como t2, t3, t4, t5, cc1, cc2 (que también
se puede denominar en el presente documento cc2a), cc3 (que también se puede denominar en el presente documento
cc3a), s2 y s3. La figura 3 representa esquematicamente de izquierda a derecha el desarrollo del embridn a través de
las etapas de uno, dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete y ocho blastémeros. Los tiempos t2 a t8 en los que se completa
la etapa de division celular respectiva se marcan esquematicamente a lo largo del eje inferior. La figura 3 también
indica esquematicamente las duraciones de los ciclos celulares cc1, cc2a, cc2b, cc3a, cc3b, cc3c y cc3d y
sincronicidades S2 y S3.

El periodo de division se define como el periodo de tiempo desde la primera observacion de hendiduras en la
membrana celular (lo que indica el inicio de la divisidn citoplasmatica) hasta que la division de las células
citoplasmaticas se completa de modo que los blastdmeros estén completamente separados por membranas celulares
confluyentes. También se denomina duracién de la citocinesis.

La fecundacion y la division pueden considerarse en algunos aspectos los principales acontecimientos
morfolégicos/morfocinéticos de un embrion, al menos hasta la etapa de 8 blastomeros o hasta el inicio de la
compactacion. El tiempo de divisién, ciclo celular, sincronia de division y el periodo de divisién son ejemplos de
parametros morfolégicos embrionarios que se pueden definir a partir de estos acontecimientos morfoldgicos primarios
y cada uno de estos parametros morfolégicos embrionarios se puede definir como la duracién de un periodo de tiempo
entre dos acontecimientos morfoldgicos, p. €j., medido en horas.

La division directa es cuando una célula se divide mas rapidamente que el tiempo que se supone que es necesario
para que su ADN se replique apropiadamente antes de la division. Por ejemplo, una célula puede dividirse en dos
células descendientes y, después, si una de las células descendientes se divide en dos células terceras descendientes
antes del tiempo que normalmente tarda en replicarse su ADN, se puede suponer que la célula inicial ha experimentado
un acontecimiento de division directa. Es decir, la celda inicial se ha dividido, dentro de un periodo de tiempo
predefinido, de una célula a mas de dos células, p. €j., tres células. Se puede producir division directa en diferentes
ciclos celulares. Por ejemplo, con referencia a la figura 3, un periodo corto para cualquiera de cc2a, cc2b, cc3a, cc3b,
cc3c, cc3d puede interpretarse como indicativo de un acontecimiento de division directa.

Como ya se ha mencionado, se sabe que establece una medida del potencial de desarrollo de un embrién a partir de
diversos parametros asociados con su desarrollo, tales como parametros correspondientes a (o basados en) los
tiempos analizados anteriormente y, para hacer esto, se pueden determinar los valores para los parametros de interés
relevantes a partir de imagenes de camara rapida del embrién a medida que se desarrolla a través de las etapas
relevantes. En algunos enfoques para determinar el potencial de desarrollo de un embridn, pueden ser de interés otras
caracteristicas del desarrollo. Por ejemplo, una evaluacion de la calidad de un embrién puede tener en cuenta los
valores establecidos para las siguientes caracteristicas morfolégicas:

*  NOT2PN: Indicacién de si se identifican adecuadamente o no dos pronucleos para el embrién. Esta caracteristica
puede determinarse visualmente a partir de una imagen del embrién en el sitio de desarrollo adecuado con una
etapa mental y puede, por ejemplo, tomar un valor binario sencillo para indicar si se identifican adecuadamente o
no pronucleos en el embrion, o podria tomar un valor que indique el numero de dianas identificadas para el embrion,
por ejemplo, un valor correspondiente a "0", "1", "2", "3" 0 "4 0 mas" segun el numero de pronucleos identificados
para el embrién (un valor de "2" es normal).

*  MN2: Indicacion de (cualquier) multinucleacién observada en la etapa de dos blastomeros (células). Esta
caracteristica puede determinarse visualmente a partir de una imagen del embrién en la etapa de desarrollo
adecuada y puede tomar valores correspondientes a "0", "1" o "2" correspondientes al numero de células que se
ha determinado que muestran multinucleacion en la etapa de dos blastémeros.

* MN4: Indicacién de (cualquier) multinucleacion observada en la etapa de cuatro blastémeros. Esta caracteristica
puede determinarse visualmente a partir de una imagen del embrién en la etapa de desarrollo adecuada y puede
tomar valores correspondientes a "0", "1", "2", "3" o "4" correspondientes al numero de células que se ha
identificado que muestran multinucleacion en la etapa de cuatro blastomeros.

» UNEVEN2: Indicaciéon de (ir)regularidad de los blastdmeros en la etapa de dos blastémeros. Esta caracteristica
puede determinarse visualmente a partir de una imagen del embridn en la etapa de desarrollo adecuada y puede
tomar valores correspondientes a "regulares” (los blastémeros en el embrién de dos blastdémeros se clasifican
como regulares) o "irregulares” (los blastémeros en el embridn de dos blastomeros se clasifican como irregulares).

* UNEVEN4: Indicacion de (ir)regularidad de los blastomeros en la etapa de cuatro blastomeros. Esta caracteristica
puede determinarse visualmente a partir de una imagen del embridn en la etapa de desarrollo adecuada y puede
tomar valores correspondientes a "regulares” (los blastdmeros en el embrion de cuatro blastémeros se clasifican
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como regulares) o "irregulares" (los blastdmeros en el embrion de cuatro blastémeros se clasifican como
irregulares).

Se apreciara que el establecimiento de valores para algunos de estos parametros puede incluir un componente de
subjetividad, por ejemplo, con respecto a si las células que comprenden un embrién son regulares o no. También se
apreciara la terminologia adoptada para los valores especificos (p. €j., "regular", "irregular") no es significativa y los
valores también podrian caracterizarse igualmente de otras maneras, p. ej., como "verdadero" o "falso" por valores

numéricos asociados con los diferentes estados potenciales, p. €j., "0" para regular, "1" para irregular).

Se apreciara ademas que los tiempos y caracteristicas identificados anteriormente asociados con el desarrollo
embrionario se establecen para proporcionar una comprension general de los tipos de parametros y caracteristicas
que pueden ser de interés cuando se intenta proporcionar modelos para evaluar el potencial de desarrollo de los
embriones y normalmente solo un subconjunto de estos parametros y/o caracteristicas seran de interés para un
modelo dado.

La calidad del embrién es una medida de la capacidad de un embrién para implantarse y desarrollarse con éxito en el
utero después de la transferencia. Los embriones de alta calidad tienen una mayor probabilidad de implantarse con
éxito (alta probabilidad de implantacion) y desarrollarse en el Utero hasta un bebé sano después de la transferencia
que los embriones de baja calidad. Sin embargo, incluso un embrién de alta calidad no es una garantia de implantacion,
ya que la transferencia real y la receptividad de la mujer influyen en el resultado final.

La viabilidad y la calidad se pueden usar indistintamente. La medicién de la calidad (o viabilidad) del embrién es un
parametro destinado a reflejar la calidad (o viabilidad) de un embrién de tal manera que los embriones con
determinados valores del parametro de calidad (p. ej., valores altos o bajos dependiendo de cémo se defina el
parametro) tienen una alta probabilidad de ser de alta calidad (o viabilidad) y baja probabilidad de ser de baja calidad
(o viabilidad). Por otro lado, los embriones con otros valores determinados para el parametro de calidad (o viabilidad)
tienen una baja probabilidad de tener una alta calidad (o viabilidad) y una alta probabilidad de ser de baja calidad (o
viabilidad)

La expresion "potencial de desarrollo" puede usarse para reflejar una probabilidad estimada de que un embrién se
desarrolle hasta la etapa de blastocisto, se implante, dé lugar a embarazo, se desarrolle a una etapa asociada con un
latido cardiaco y/o dé lugar a un bebé nacido vivo. En algunas realizaciones, el potencial de desarrollo puede ser una
determinacion de la calidad del embrion. El potencial de desarrollo puede equipararse con la calidad del embrién. Un
embridn que tiene un potencial de desarrollo positivo (es decir, una buena calidad de embrion (alta)) es uno que es
mas probable que se desarrolle hasta etapa de blastocisto y/o dé lugar a una implantacién exitosa y/o se desarrolle
en el embrién en el Utero después de la transferencia y/o dé lugar a embarazo y/o dé lugar un bebé nacido vivo en
comparacion con un embrién que tiene un potencial de desarrollo negativo (o mala (baja) calidad del embrién).

Por tanto, se determina que los embriones que se ha determinado que son de buena (alta) calidad tienen una mayor
probabilidad de implantarse con éxito y/o desarrollarse en el Utero después de la transferencia en comparacion con
los embriones de baja calidad. Sin embargo, se apreciara que un embrion de alta calidad no es una garantia de
implantacion, ya que la transferencia real y la receptividad de la mujer influyen en gran medida en el resultado final.

En algunos casos, el término "embrion" puede usarse para describir un ovocito fecundado después de la implantacion
en el Utero hasta 8 semanas después de la fecundacion, etapa en la que se convierte en un feto. Segun esta definicion,
el ovocito fecundado se denomina con frecuencia preembridon o cigoto hasta que se produce la implantacién. Sin
embargo, el término "embridn" como se usa en el presente documento tendra una definicion mas amplia, que incluye
la fase preembrionaria. El término "embriéon" como se usa en el presente documento abarca todas las etapas del
desarrollo desde la fecundacion del ovocito hasta la moérula, las etapas de blastocisto, eclosion e implantacion. Por
consiguiente, el término embridon puede indicar en el presente documento cada una de las etapas del ovocito
fecundado, cigoto, 2 células, 4 células, 8 células, 16 células, compactacion, mérula, blastocisto, blastocisto expandido
y blastocisto eclosionado, asi como todas las etapas intermedias (p. €j., 3 células o 5 células).

Un embrion es aproximadamente esférico y estd compuesto por una o mas células (blastémeros) rodeadas de una
cubierta de tipo gelatina, la matriz acelular conocida como la zona pelucida. La zona pelucida realiza diversas funciones
hasta que el embrion eclosiona y es un buen punto de referencia para la evaluacion del embrién. La zona pellcida es
esférica y translucida y deberia distinguirse claramente de los residuos celulares.

Un embrién se forma cuando un ovocito se fecunda por fusién o inyeccién de una célula espermatica (espermatozoide).
El término embridn se usa tradicionalmente también después de la eclosion (es decir, la ruptura de la zona pelucida)
y la consiguiente implantaciéon. Para seres humanos, el ovocito fecundado se denomina tradicionalmente cigoto o
embrién durante las primeras 8 semanas. Después de eso (es decir, después de ocho semanas y cuando se han
formado todos los érganos principales) se denomina feto. Sin embargo, la distincién entre cigoto, embrion y feto no
esta bien definida en general. Los términos embridn y cigoto pueden usarse en el presente documento indistintamente.

Un embrién que se evalta de acuerdo con realizaciones de la invencion tal como se describe en el presente documento
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puede estar previamente congelado, p. €j., embriones crioconservados inmediatamente después de la fecundacion (p.
€j., en la etapa de 1 célula) y después descongelados. Como alternativa, pueden estar recién preparados, p. €.,
embriones recién preparados a partir de ovocitos mediante técnicas de FIV o IICE, por ejemplo. Se apreciara que, en
la medida en que el desarrollo de un embrién se ha detenido por congelacion, los tiempos de los eventos de desarrollo
después de la fecundacion pueden definirse ignorando el tiempo entre la congelacion y la descongelacién. Como
alternativa, un tiempo de inicio puede definirse como uno de los primeros acontecimientos de desarrollo, tales como
la exclusion del segundo cuerpo polar o la aparicidn/desaparicion de pronucleos, después de la descongelacion.

Se puede considerar que la fecundacion es el momento en que el ovocito reconoce y acepta el espermatozoide. El
espermatozoide desencadena la activacion del dvulo después de que el ciclo meiético del ovocito se haya suspendido
en la metafase de la segunda division meidtica. Esto da lugar a la produccién y extrusion del segundo cuerpo polar.
Algunas horas después de la fusion del espermatozoide y el 6vulo, comienza la sintesis de ADN. Aparecen pronucleos
(PN) masculinos y femeninos. Los PN se mueven al centro del 6vulo y las membranas se descomponen y los PN
desaparecen (se desvanecen). Esta combinacion de los dos genomas se denomina singamia. A continuacion,
comienzan las divisiones celulares.

El momento en que desaparecen los pronucleos puede denominarse tPNf. Los términos "desvanecer" o "desvanecido"
y "desaparecer" o "desaparecido” en relaciéon con los pronucleos (PN) pueden usarse indistintamente en el presente
documento.

Durante el desarrollo embrionario, los nimeros de blastdmeros aumentan en progresion geométrica (1-2-4-8-16-etc.).
La divisién celular sincrona se mantiene en general en la etapa de 8 células o posterior, hasta la compactacion en
embriones humanos. Tras ello, la division celular se vuelve asincrona y finalmente las células individuales poseen su
propio ciclo celular. Los embriones humanos producidos durante el tratamiento de infertilidad pueden transferirse al
receptor antes de la etapa de 8 blastémeros. En algunos casos, los embriones humanos también se cultivan hasta la
etapa de blastocisto antes de la transferencia. Esto se realiza preferentemente cuando hay muchos embriones de
buena calidad disponibles o es necesaria incubacion prolongada para esperar el resultado de un diagndstico genético
previo a la implantacion (DGP). Sin embargo, existe una tendencia a la incubacién prolongada a medida que mejora
la tecnologia de incubacion.

Algunas implementaciones ilustrativas de realizaciones de la invenciéon pueden usarse para establecer parametros
relacionados con blastocistos.

Un criterio de calidad/medida de blastocistos es un ejemplo de un criterio de calidad/medida de embrion. Los criterios
de calidad de los blastocistos pueden, por ejemplo, estar relacionados con el desarrollo del embrién a partir de la
compactacion, es decir, compactacion inicial, al blastocisto eclosionado. La compactacion es un proceso en donde
una intensificacion de los contactos entre los blastémeros con union estrecha y desmosomas da lugar a reduccion del
espacio intercelular y un difuminado de los contornos celulares. Antes de la compactacion, los blastémeros del embrién
pueden seguirse individualmente y antes de la compactacion, el desarrollo embrionario sigue una ruta de divisiones
celulares definidas y en su mayoria sincronicas que se pueden observar y anotar facilmente. Después de la
compactacion, el desarrollo embrionario se caracteriza por un desarrollo mas o menos continuo desde la mérula hasta
el blastocisto, donde los blastomeros individuales se vuelven dificiles de rastrear, pero varias etapas pueden
caracterizarse no obstante estableciendo valores para parametros asociados con estas etapas mediante inspeccion
visual de las imagenes obtenidas para las etapas de desarrollo relevantes.

El inicio de compactacion (IC) describe la primera vez que se observa una compactacion entre dos o mas blastémeros.
Por tanto, el IC marca el inicio del proceso de compactacion.

La moérula (M) se asocia con la primera vez que no son visibles membranas plasmaticas entre los blastémeros. Cuando
se completa el proceso de compactacion, no son visibles membranas plasmaticas entre ninguno de los blastémeros
que forman la compactacion y el embrion se puede definir como una mérula. Con mayor frecuencia, la mérula se ve
después del tercer periodo de sincronia S3 (es decir, después de t8) cerca, o justo al principio, del cuarto periodo de
sincronia S4 (es decir, en t9), pero puede ser anterior. Con poca frecuencia, los embriones se dividen en 16 células o
mas antes de que se inicie la compactacion en embriones humanos.

La diferenciacion inicial de trofectodermo (IDT) se define como la primera vez que se reconocen células definidas de
trofectodermo. El inicio de la blastulaciéon (IB) se define como la primera vez que se puede observar una cavidad llena
de liquido, el blastocele. También se denomina "inicio de la cavitacion". Describe el inicio del periodo de transicion
entre la etapa de morula y la etapa de blastocisto del embrion. Los embriones permanecen con frecuencia en esta
etapa de transicidon durante un periodo de tiempo antes de entrar en la etapa de blastocisto real. El inicio de la
cavitacion aparece habitualmente inmediatamente después de la diferenciacion de las células del trofectodermo. La
capa externa de la mérula con contacto con el ambiente exterior comienza a bombear activamente sal y agua al
espacio intercelular, como resultado de lo cual comienza a formarse una cavidad (el blastocele).

La diferenciacion inicial de la masa celular interna (DIMCI) definida como la primera vez que se puede reconocer la
masa celular interna. DIMCI describe el inicio del desarrollo de la masa celular interna. Un grupo de células colocado
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en posicion excéntrica conectado mediante uniones comunicantes donde los limites entre las células no parecen estar
bien definidos.

El blastocisto (B) puede definirse como la ultima imagen antes de que el blastocisto comience a expandirse. Cuando
esto suceda, la zona pelucida comienza habitualmente a cambiar y existe una clara distincién entre trofectodermo y
células de masa celular interna.

El inicio de la expansion del blastocisto (EB) puede definirse como la primera vez que el embridn ha llenado el espacio
perivitelino y comienza a mover/expandir la zona pelucida. La EB puede describir el inicio de la expansién del embrién.
A medida que el blastocisto se expande, la zona pellcida se vuelve visiblemente mas delgada.

La eclosién del blastocisto (EcB) puede definirse como la primera vez que una célula de trofectodermo ha
escapado/penetrado en la zona pellcida o una fraccién determinada ha eclosionado.

El blastocisto completamente eclosionado (CE) se define como cuando la eclosion se completa con desprendimiento
de la zona pelucida.

Se pueden definir diversos tiempos asociados con el desarrollo de blastocistos de la siguiente manera:

tM = Tiempo desde la inseminacion hasta la formacién de la mérula (horas)

tSB = Tiempo desde la inseminacién hasta el inicio de la blastulacion (horas)

tB = Tiempo desde la inseminacion hasta la formacién de blastocisto (horas)

tEB = Tiempo desde la inseminacion hasta la formacién de blastocisto expandido (horas)
tHB = Tiempo desde la inseminacion hasta la eclosién del blastocisto (horas)

La figura 4 representa esquematicamente un aparato 2 para determinar un potencial de desarrollo para un embrién 8
de acuerdo con determinadas realizaciones de la invencion. El aparato 2 comprende un ordenador 4 de uso general
acoplado a un sistema 6 de captura de imagenes de embriones. El sistema 6 de captura de imagenes de embriones
puede ser en general convencional y esta configurado para obtener imagenes del embrién 8 en diversas etapas del
desarrollo de acuerdo con técnicas establecidas. Se apreciara que, en general, el sistema de captura de imagenes de
embriones 6 se configurara normalmente para obtener imagenes de una pluralidad de embriones, en lugar de un solo
embridn, durante un periodo de supervision. Por ejemplo, un estudio habitual puede implicar el analisis de varios
embriones, por ejemplo, 72 embriones. El sistema de captura de imagenes de embriones se puede configurar para
grabar imagenes de cada embridn (potencialmente con imagenes que se toman en multiples planos focales) de una
en una antes de pasar a la imagen del siguiente embridon. Una vez que se han capturado imagenes de todos los
embriones, lo que podria tardar, por ejemplo, 5 minutos, el ciclo de obtencién de imagenes de los embriones
individuales puede repetirse para proporcionar imagenes respectivas para los embriones respectivos para el siguiente
punto temporal.

El ordenador de uso general 4 estd adaptado (programado) para ejecutar un método para determinar/evaluar un
potencial de desarrollo de un embrién a partir de un analisis de imagenes obtenidas del sistema de captura de
imagenes de embriones 6 como se describe adicionalmente mas adelante.

Por tanto, el sistema informatico 4 esta configurado para realizar procesamiento de datos de imagenes de embriones
de acuerdo con una realizacion de la invencién. El ordenador 4 incluye una unidad central de procesamiento (CPU)
24, una memoria de solo lectura (ROM) 26, una memoria de acceso aleatorio (RAM) 28, una unidad de disco duro 30,
una interfaz de hardware 46, un controlador de pantalla 32 y una pantalla 34 y un circuito de entrada/salida (IO) de
usuario 36 con un teclado 38 y un raton 40. Estos dispositivos estédn conectados a través de un bus comun 42. El
ordenador 4 también incluye una tarjeta grafica 44 conectada a través del bus comun 42. La tarjeta gréafica incluye un
procesador grafico (GPU) y memoria de acceso aleatorio estrechamente acoplada a la GPU (memoria GPU). El
sistema 6 de captura de imagenes de embriones esta acoplado de manera comunicativa al ordenador 4 a través de la
interfaz 46 de hardware de acuerdo con técnicas convencionales.

La CPU 24 puede ejecutar instrucciones de programa almacenadas dentro de la ROM 26, la RAM 28 o la unidad de
disco duro 30 para llevar a cabo procesamiento de datos de imagenes de embriones que pueden almacenarse dentro
de la RAM 28 o la unidad de disco duro 30. La RAM 28 y la unidad de disco duro 30 se denominan colectivamente
memoria del sistema. En algunas implementaciones, el procesamiento de acuerdo con realizaciones de la invencion
puede basarse en imagenes de embriones obtenidas por el ordenador 4 directamente del sistema 6 de captura de
imagenes. En otras implementaciones, el procesamiento de acuerdo con realizaciones de la invencion puede basarse
en imagenes de embriones obtenidas previamente y almacenadas en una memoria del ordenador 4, p. €j., en la RAM
28 del HDD 30 (es decir, el sistema 6 de captura de imagenes de embriones en si mismo no es un elemento necesario
de realizaciones de la invencion). Los aspectos del ordenador 4 pueden ser en gran medida convencionales, excepto
que la CPU esta configurada para ejecutar un programa, que, por ejemplo, puede almacenarse en la RAM 28, ROM
26 o HDD 30, para realizar el procesamiento de acuerdo con determinadas realizaciones de la invencién como se
describe en el presente documento.
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El embrién 8 de acuerdo con determinadas implementaciones ilustrativas se supervisa regularmente usando el sistema
6 de captura de imagenes de embriones para obtener la informacién relevante (es decir, los tiempos asociados con
acontecimientos particulares del desarrollo embrionario, apariciéon (o no) de caracteristicas particulares del desarrollo
embrionario). El embrién se controla preferentemente al menos una vez por hora, tal como al menos dos veces por
hora, tal como al menos tres veces por hora, tal como al menos cuatro veces por hora, tal como al menos seis veces
por hora, tal como al menos 12 veces por hora. La supervision se realiza preferentemente mientras que el embrion
esta situado en una incubadora usada para cultivar el embrién. Esto se lleva a cabo preferentemente a través de la
adquisicion de imagenes del embrién, tal como se analiza en el presente documento en relacion con los métodos de
camara rapida.

La figura 5 es un diagrama de flujo que representa esquematicamente un método para clasificar embriones segun su
potencial de desarrollo de acuerdo con determinadas realizaciones de la invencién. El método puede aplicarse, por
ejemplo, para clasificar una pluralidad de embriones asociados con un solo paciente para ayudar a identificar cuales
de los embriones tienen mas probabilidades de implantarse con éxito/conduce a un nacimiento vivo. El niumero de
embriones, por supuesto, variara entre pacientes y ciclos de tratamiento, pero en un caso habitual, la pluralidad de
embriones de un solo paciente en un solo ciclo de tratamiento podria estar entre 6 y 12 embriones, por ejemplo. El
método puede ser un método implementado por ordenador que puede implementarse usando el ordenador 4 de la
figura 4 con la CPU 24 implementando el método de acuerdo con un programa cargado.

En la etapa S1 se obtienen una pluralidad de valores para las caracteristicas relacionadas con el desarrollo morfolégico
de los embriones durante un periodo de observacién. En un enfoque para clasificar los embriones en el contexto de la
evaluacioén de los embriones para determinar su potencial de desarrollo relevante para una transferencia del dia tres,
este periodo de observacién puede, por ejemplo, extenderse hasta aproximadamente 72 horas, o mas, después del
tiempo de referencia relevante (tiempo cero). Las caracteristicas morfolégicas de interés dependeran de la aplicacion
especifica en cuestion, ya que diferentes realizaciones pueden depender de diferentes caracteristicas morfolégicas,
como se analiza adicionalmente mas adelante. En este ejemplo, se supone que las caracteristicas obtenidas para
cada embrién son:

(i) una indicacion de si el embrién presenta o no adecuadamente dos pronucleos (p. €j., un valor para NOT2PN
como se ha definido anteriormente).

(i) valores para t3 y tPNf (considerandose que una diferencia relativamente pequefia entre estos valores es un
indicador de la aparicion de division directa)

(iii) la duracién de una etapa de desarrollo predefinida que se usa aqui para identificar si el desarrollo del embrion
es inapropiadamente lento (en este ejemplo, la etapa de desarrollo es desde tiempo cero (p. e€j., tiempo de
microinyeccién IICE) hasta t3)

(iv) las duraciones de dos etapas de desarrollo predefinidas que se usan aqui para identificar si la duracién relativa
de una de estas etapas de desarrollo a la otra esta dentro de un intervalo deseado (en este ejemplo, las dos etapas
de desarrollo son la duracién de cc3a (es decir, t5 -t3) y la duracion combinada de cc2a y cc3a (es decir, t5-t2)).
(v) una indicacion de si el niumero de células en el embridn no logré alcanzar un nimero dado dentro de un tiempo
dado (que, en este ejemplo particular, es de ocho células en 66 horas).

Por tanto, para resumir, se pueden buscar valores para las siguientes caracteristicas relacionadas con el desarrollo
morfoldgico de los embriones para cada embrién de acuerdo con una implementacion ilustrativa del método de la
figura 5: NOT2PN; tPNf; t2; t3; t5 y t8. Se apreciara que puede no ser posible obtener valores para todas estas
caracteristicas para todos los embriones. Por ejemplo, puede ser que un embrién no alcance la etapa de 8 células
dentro del periodo de observacién, en cuyo caso no seria posible obtener un valor para t8 (correspondiente a una
determinacion de que el embridn no alcanzé 8 células dentro del periodo de observacion/supervision).

Pueden obtenerse valores para estos parametros de acuerdo con técnicas convencionales, por ejemplo, usando
captura de imagenes de camara rapida convencional de embriones en una incubadora para obtener una serie de
imagenes de los embriones en desarrollo y usando procedimientos de anotaciéon convencionales para identificar los
tiempos y las apariciones de los diversos eventos morfolégicos relevantes de la serie de imagenes. Por ejemplo, los
valores para estos parametros pueden obtenerse utilizando un dispositivo EmbryoScope (RTM) para supervision de
embriones con camara rapida durante la incubacion y su software EmbryoViewer (RTM) asociado para anotar los
acontecimientos de interés. El dispositivo EmbryoScope (RTM) y el software EmbryoViewer (RTM) han sido
desarrollados por, y estan disponibles en, Unisense FertiliTech A/S (Aarhus, Dinamarca). Se apreciara que de acuerdo
con técnicas previamente establecidas, la anotacion se puede realizar de manera manual (p. €j., basada en el aporte
del usuario) y/o automatica (p. ej., basada en el analisis/procesamiento numérico de la imagen) y/o semiautomatica
(p. €j., basada en una mezcla de procesamiento de imagenes numéricas y aporte del usuario).

En la etapa S2, se selecciona uno de los embriones para su consideracion. En general, el enfoque de la figura 5 es
establecer secuencialmente una puntuacion para cada embrién y la puntuacién se puede utilizar después como base
para clasificar los embriones segun su potencial de desarrollo. El orden en que se consideran los embriones no es
significativo y, a este respecto, el embridon que se selecciona en la etapa S2 puede elegirse arbitrariamente de los
embriones que quedan por puntuar. El embrion seleccionado para una iteracion dada puede denominarse embrién
actual para esa iteracion.
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En la etapa S3, se realiza una determinacion de si el embrion actual debe clasificarse. En este ejemplo, esto se basa
en el valor de NOT2PN. En algunos aspectos, esto puede verse como una etapa de cribado inicial en la que se
identifican embriones que tienen una o mas caracteristicas que se sabe que estan fuertemente asociadas con bajo
potencial de desarrollo.

Si se determina en la etapa S3 que el embrién actual no presenta adecuadamente dos pronucleos, se determina que
el embridn no debe clasificarse adicionalmente y el procesamiento sigue la rama marcada con N hasta la etapa S4 en
la que se asigna al embrién actual una puntuacion de 0 y el procesamiento continla a la etapa S16. En la etapa S16
se determina si se ha considerado toda la pluralidad de embriones o si hay mas embriones por considerar. Si hay mas
embriones por considerar, el procesamiento sigue la rama marcada con S de vuelta a la etapa S2 cuando se selecciona
el siguiente embridn para su consideracion.

Si, por otro lado, se determina en la etapa S3 que el embrién si presenta adecuadamente dos pronucleos, el
procesamiento sigue la rama marcada con S hasta la etapa S5.

En la etapa S5 se realiza una evaluacion para determinar si el embridon se sometio a division directa durante el periodo
de observacion (se ha descubierto que la division directa esta asociada con potencial de desarrollo relativamente bajo).
En este ejemplo, esto se basa en determinar si un periodo de tiempo asociado con el desarrollo del embrién es menor
que una duracion umbral y, si es asi, determinar que el embridon ha experimentado un acontecimiento de divisién
directa. En esta implementacion ilustrativa, se considera que se ha producido un acontecimiento de divisién directa si
una medida del tiempo entre tPNF y t3 (t3-tPNf) es menor de aproximadamente 11,5 horas (p. €j., menor de 11,48
horas). Se podrian usar otros valores umbral, por ejemplo, el valor umbral puede seleccionarse del grupo que
comprende: 5 horas, 6 horas, 7 horas, 8 horas, 9 horas, 10 horas, 11 horas, 12 horas, 13 horas y 14 horas.

En algunas otras implementaciones ilustrativas, se pueden usar diferentes periodos de tiempo para identificar si ha
habido un acontecimiento de division directa. Por ejemplo, se puede considerar que se ha producido un acontecimiento
de division directa si una medida del periodo (t3-t2) es menor que una cantidad umbral, por ejemplo, una cantidad
seleccionada del grupo que comprende: 1 hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas, 5 horas, 6 horas, 7 horas, 8 horas, 9 horas,
10 horas y 11 horas. En otro ejemplo mas, se puede considerar que se ha producido un acontecimiento de division
directa si una medida del periodo (t5-t4) es menor que una cantidad umbral, por ejemplo, una cantidad seleccionada
del grupo que comprende: 0,1 horas, 1 hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas, 5 horas, 6 horas, 7 horas, 8 horas, 9 horas, 10
horas y 11 horas. En otro ejemplo mas, se puede considerar que se ha producido un acontecimiento de division directa
si se mide la proporcion de un tiempo de division a 3 células, t3, con respecto a un momento de division a 4 células,
t4 es menor que una cantidad umbral seleccionada del grupo que comprende: 0,9, 0,8, 0,7 y 0,6. En algunas
implementaciones, la etapa S5 puede implicar determinar si alguno de estos periodos de tiempo es menor que su
umbral correspondiente para identificar si ha habido algun acontecimiento de divisién directa.

Si se determina en la etapa S5 que el embridn actual ha experimentado division directa, el procesamiento sigue la
rama marcada con S hasta la etapa S6 en la que se asigna al embrién actual una puntuacion de 1y el procesamiento
continla después a la etapa S16. De otro modo, el procesamiento sigue la rama marcada con N hasta la etapa S7.

En la etapa S7, se realiza una evaluacion para determinar si la duraciéon de una etapa de desarrollo predefinida es
mayor que una duracion umbral predefinida. Mas en general, en la etapa S7, se realiza una evaluacién para determinar
si un aspecto del desarrollo del embrion indica un desarrollo relativamente lento (que se ha descubierto que esta
asociado con potencial de desarrollo relativamente bajo). En esta implementacion ilustrativa, la duracion de la etapa
de desarrollo predefinida es el tiempo que se tarda en alcanzar 3 células, t3, y la duracion umbral predefinida es de
aproximadamente 43 horas (p. €j., 42,91 horas). Sin embargo, podrian usarse otros valores umbral con respecto a t2,
por ejemplo, el valor umbral puede seleccionarse del grupo que comprende: 38 horas, 39 horas, 40 horas, 41 horas,
42 horas, 43 horas, 44 horas, 45 horas, 46 horas, 47 horas y 48 horas.

En algunas otras implementaciones ilustrativas, se pueden usar diferentes periodos de tiempo para identificar si ha
habido desarrollo lento. Por ejemplo, puede considerarse que se ha producido desarrollo lento si una medida de t2 es
menor que una cantidad umbral, por ejemplo, una cantidad seleccionada del grupo que comprende: 27 horas, 28
horas, 29 horas, 30 horas, 31 horas, 32 horas, 33 horas, 34 horas y 35 horas. En otro ejemplo mas, puede considerarse
que se ha producido desarrollo lento si una medida de t4 es menor que una cantidad umbral, por ejemplo, una cantidad
seleccionada del grupo que comprende: 41 horas, 42 horas, 43 horas, 44 horas, 45 horas, 46 horas, 47 horas, 47
horas, 48 horas, 49 horas y 50 horas. En otro ejemplo mas, puede considerarse que se ha producido desarrollo lento
si una medida de t5 es menor que una cantidad umbral, por ejemplo, una cantidad seleccionada del grupo que
comprende: 55 horas, 56 horas, 57 horas, 58 horas, 59 horas, 60 horas, 61 horas, 62 horas y 63 horas. En algunas
implementaciones, la etapa S7 puede implicar determinar si alguno de varios de estos tiempos es mayor que los
valores umbral correspondientes para identificar si ha habido desarrollo lento con respecto a cualquiera de los periodos
de tiempo.

Si se determina en la etapa S7 que el embrion actual ha experimentado desarrollo lento, el procesamiento sigue la
rama marcada con S hasta la etapa S8 en la que se asigna al embrién actual una puntuacion de 2 y el procesamiento
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continla después a la etapa S16. De otro modo, el procesamiento sigue la rama marcada con N hasta la etapa S9.

Las etapas S9y S11 en efecto operan juntas para determinar si la duracion relativa de una primera etapa de desarrollo
predefinida para el embrién con respecto a una segunda etapa de desarrollo predefinida para el embrion esta dentro
o fuera de un intervalo predefinido. Mas en general, estas etapas se combinan para evaluar si aspectos del desarrollo
embrionario indican desarrollo irregular con respecto a las duraciones relativas de dos etapas de desarrollo en
comparaciéon con embriones asociados con buen potencial de desarrollo. En este ejemplo, la implementacién de la
evaluacion se realiza en dos etapas, en concreto, determinando si la duracion relativa de la primera etapa a la segunda
etapa esta por debajo de un limite inferior para el intervalo en la etapa S9 y determinando si la duracion relativa de la
primera etapa a la segunda etapa esta por encima de un limite superior para el intervalo en la etapa s11.

Por tanto, en la etapa S9 se realiza una evaluacién para determinar si la duracion relativa de una primera etapa del
desarrollo predefinida para el embrion con respecto a una segunda etapa del desarrollo predefinida para el embrién
esta por debajo de un limite predefinido. En esta implementacion ilustrativa, la primera etapa del desarrollo predefinida
es desde la division a 3 células, t3, hasta la division a cinco células, t5, (es decir, cc3a) y la segunda etapa del desarrollo
predefinida es la etapa desde la division a 2 células, t2, hasta la divisiéon a cinco células, t5, (es decir, cc2a mas cc3a).
Por tanto, una medida de la duracion relativa usada en este ejemplo es (t5-t3)/(t5-t2) (equivalente a cc3a/(cc2a +
cc3a)). Un limite inferior para esta duracion relativa en esta implementacién especifica es de aproximadamente 0,34
horas. Sin embargo, se podrian usar otros valores limite inferiores para este parametro, por ejemplo, 0,1; 0,2; 0,3; 0,4
0 0,5. En algunas otras implementaciones ilustrativas, se pueden usar diferentes duraciones relativas para identificar
si ha habido desarrollo irregular y se analizan algunos ejemplos de esto mas adelante.

Si se determina en la etapa S9 que el embridn actual ha experimentado desarrollo irregular porque la duracion relativa
determinada esté por debajo del limite inferior, el procesamiento sigue la rama marcada con S hasta la etapa S10 en
la que se asigna al embrién actual una puntuacion de 3 y el procesamiento continlia después a la etapa S16. De otro
modo, el procesamiento sigue la rama marcada con N hasta la etapa S11.

En la etapa S11 se realiza una evaluacién para determinar si la duracioén relativa de una primera etapa del desarrollo
predefinida para el embrién con respecto a una segunda etapa del desarrollo predefinida para el embrién esta por
encima de un limite predefinido. En esta implementacién ilustrativa, la primera y segunda etapas del desarrollo son las
mismas que las usadas en la etapa S9 y el limite superior para esta duracion relativa en esta implementacion especifica
es de aproximadamente 0,58 horas. Sin embargo, se podrian usar otros valores limite superiores para este parametro,
por ejemplo, 0,6, 0,7, 0,8 o 0,9. Como ya se ha observado anteriormente, en algunas otras implementaciones
ilustrativas, se pueden usar otras duraciones relativas para identificar si ha habido desarrollo irregular y se analizan
algunos ejemplos de esto mas adelante.

Si se determina en la etapa S11 que el embrién actual ha experimentado desarrollo irregular porque la duracion relativa
determinada para las etapas de desarrollo relevantes esta por encima del limite superior, el procesamiento sigue la
rama marcada con S hasta la etapa S12 en la que se asigna al embridn actual una puntuacién de 4 y el procesamiento
continua después a la etapa S16. De otro modo, el procesamiento sigue la rama marcada con N hasta la etapa S13.

Por tanto, y como ya se ha analizado anteriormente, se apreciara que la combinacion de las etapas S9y S11 en efecto
proporciona una determinacion de si la duracién relativa de una primera etapa del desarrollo predefinida para el
embridn con respecto a una segunda etapa del desarrollo predefinida para el embriéon esta dentro de un intervalo
predefinido (en cuyo caso el procesamiento de la figura 5 para el embrion relevante alcanzara la etapa S13) o fuera
del intervalo, en cuyo caso se le asignara al embridn una puntuacion de 3 o 4, dependiendo de si esta por debajo o
por encima del intervalo. En esta implementacion ilustrativa en particular, la duracion relativa corresponde a (t5-t3)/(t5-
t2) y el intervalo predefinido es de aproximadamente 0,34 a 0,58. Sin embargo, se pueden usar otros intervalos, por
ejemplo, el intervalo puede seleccionarse del grupo que comprende: 0,1a0,9,0,2a0,8,0,3a0,7,04a06y0,5a
0,6. En otros ejemplos mas, se pueden usar diferentes primera y segunda etapas de desarrollo predefinidas para
establecer si un embridén presenta un desarrollo irregular en etapas correspondientes a las etapas S9 y S13. Por
ejemplo, otros parametros e intervalos que podrian usarse incluyen:
*  (t3-t2)/(t5-t2) - con un intervalo de: 0,12 0,9,0,1a0,8,0,2a0,7,0,320,6 00,42 0,5
o (t3-t2)/(t5-t3) - con un intervalo de: 0,05a 10,0,1a9,0,15a8,0,2a7,0,25a6,0,3a7,0,35a6,04a5,045a
4,05a3,06a200,75a1
(t5-t3)/t5) - con un intervalo de: mas de 0,1, mas de 0,2 y mas de 0,3
(t4-t3)/(t3-t2)) - con un intervalo de mas de 0,1, menos de 0,2, menos de 0,3, menos de 0,4 o menos de 0,5
e (t8-t5)/(t5-t3) - con un intervalo de: menos de 0,1, menos de 0,15 0 menos de 0,2
((t3-t2)+(t5-t4))/(t8-t4) - con un intervalo de: mas de 0,3, mas de 0,4, mas de 0,5, mas de 0,6, mas de 0,7 o mas de
0,8
* (t8-t5)/(18-t4) - con un intervalo de: mas de 0,3, mas de 0,4, mas de 0,5, mas de 0,6, mas de 0,7, mas de 0,8, mas
de 0,9 o mas de 0,97
o (t3-tPNf)/(t4-tPNf) (o t3/t4) - con un intervalo de: mas de 0,35, mas de 0,45, mas de 0,55, mas de 0,65, mas de
0,75, mas de 0,85, mas de 0,95
*  (t4-t3)/(t4-t2) - con un intervalo de: menos de 0,3, menos de 0,4, menos de 0,5, menos de 0,6 o menos de 0,7
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*  (t8-t5)/(t8-t2) - con un intervalo de: menos de 0,2, menos de 0,3, menos de 0,4, menos de 0,5 y menos de 0,6.

Se observara que algunos de los intervalos enumerados anteriormente estan unidos solo en un extremo (es decir,
algunos intervalos se especifican como un valor mayor que X). En este caso, el procesamiento de la figura 5 puede
modificarse para evitar una u otra de la etapa S9 o S11 dependiendo de si el intervalo es mayor que un limite dado o
menor que un limite dado. Como alternativa, se podria establecer un valor extremo arbitrario para el limite relevante,
tal como 0 horas o 999 horas.

Se apreciara que para todas las proporciones diferentes de duraciones para diversos acontecimientos de desarrollo
(que individualmente pueden comprender la suma de 27 enmiendas, tal como para el parametro ((t3-t2)+(t5-t4))/(t8-
t4)), lo que es significativo es una indicacién de la proporcion relevante. Aunque esta puede calcularse como se ha
establecido anteriormente, no obstante, se podria determinar igualmente como una "inversa" de estas proporciones.
A este respecto, se apreciara que una indicacién de un valor para A/B es también una indicacion de un valor para B/A.

En la etapa S13 se realiza una evaluacion para determinar si el embrién actual se desarroll6 0 no a un nimero
predefinido de células dentro de un tiempo predefinido. En esta implementacion ilustrativa en particular, la etapa S13
se basa en la determinacion de si el embrién actual consiguié o no alcanzar 8 células en un periodo de 66 horas. Sin
embargo, se pueden usar parametros diferentes para este aspecto del procesamiento de la figura 5 de acuerdo con
otras limitaciones ilustrativas. Por ejemplo, en lugar de 66 horas, la evaluacion puede basarse en un periodo de tiempo
diferente, por ejemplo, un periodo de tiempo seleccionado del grupo que comprende: 64 horas, 65 horas, 66 horas, 67
horas, 68 horas, 69 horas, 70 horas, 71 horas y 72 horas.

Si se determina en la etapa S13 que el embridn actual no consiguié alcanzar el numero requerido de células dentro
del tiempo relevante, el procesamiento sigue la rama marcada con N hasta la etapa S14 en la que se asigna al embrién
actual una puntuacion de 4 y el procesamiento continia después a la etapa S16. De otro modo, el procesamiento
sigue la rama marcada con S hasta la etapa S15.

En la etapa S15, al embridn actual se le asigna una puntuacién de 5 y el procesamiento contintia a la etapa S16.

Como se ha observado anteriormente, en la etapa S16 se determina si hay algin embrién mas por considerar de la
pluralidad de embriones que se clasifican y, si es asi, el procesamiento sigue la rama marcada con S de vuelta a la
etapa S2, donde el procesamiento descrito anteriormente se repite para el siguiente embrién que se va a seleccionar.
Si, por otro lado, no hay mas embriones por considerar (es decir, se ha asignado una puntuacién a toda la pluralidad
de embriones que se van a clasificar), el procesamiento sigue la rama marcada con N hasta la etapa S17.

En la etapa S17, la pluralidad de embriones se clasifica entre si segun sus puntuaciones respectivas. Basicamente,
se considera que una puntuacién mas alta es indicativa de un mayor potencial de desarrollo. Se pueden seleccionar
después uno o mas embriones de la pluralidad de embriones que se han clasificado para su implantacién/transferencia
a un paciente en funcion de su clasificacion. Por ejemplo, los embriones de mayor clasificacion pueden seleccionarse
para su implantacion/transferencia a un paciente preferentemente sobre los embriones con una clasificacion menor
(puntuacion menor). A este respecto, se apreciara que las puntuaciones numéricas especificas asignadas a cada
embrion (es decir, 0, 1, 2,...5) no son significativas. Podrian usarse igualmente otros valores. Asimismo, la puntuacién
podria basarse en una puntuaciéon baja que indica buen potencial de desarrollo, en cuyo caso la etapa S4 del
procesamiento de la figura 5 estaria asociado con una puntuaciéon mayor que la etapa S6, que a su vez se asociara
con una puntuacién mayor que la etapa S8, y asi sucesivamente. De hecho, no es necesario que las puntuaciones
sean numeéricas. Por ejemplo, los embriones pueden estar asociados con una puntuacién A en la etapa S4, una
puntuacién B en la etapa S6 y asi sucesivamente hasta una puntuacién E en la etapa D15, y la clasificacion puede
basarse en la identificacién de embriones asociados con la primera letra del alfabeto como de potencial de desarrollo
relativamente bajo.

Por tanto, el procesamiento de la figura 5 representa un método para clasificar una pluralidad de embriones segun su
potencial de desarrollo de acuerdo con una realizacién de la invencion. Esto implica establecer si diversas etapas del
desarrollo cumplen o no diversos criterios como se ha analizado anteriormente. En particular, los embriones se evaluan
para determinar la division directa (etapa S5), desarrollo lento (etapa S7) e irregularidad (etapas S9 y S13
combinadas). Los inventores han descubierto que estas caracteristicas particulares, y su importancia relativa para
establecer una clasificacion general de acuerdo con el proceso descrito anteriormente, proporcionan un modelo para
clasificar los embriones de una cohorte para identificar los que tienen mas probabilidades de implantarse con éxito vy,
posteriormente, conducir a un nacimiento vivo. Asimismo, los inventores han descubierto que el enfoque es
relativamente insensible a las caracteristicas asociadas con las condiciones de desarrollo del embrién, tales como la
naturaleza de los métodos de fecundacion utilizados (IICE o FIV clasica) y la naturaleza de la atmdsfera de incubacion
(p. €j., oxigeno bajo u oxigeno ambiental).

Para demostrar la capacidad del procesamiento de la figura 5 para clasificar con éxito los embriones segun su potencial
de desarrollo, el modelo se puede aplicar a datos histéricos de embriones para los que existen datos de implantacién
conocidos (es decir, embriones DIC) para establecer cuan bien el modelo predice los resultados conocidos para
embriones DIC. Los inventores han hecho esto para aproximadamente 3.275 embriones DIC. Este conjunto de 3.275
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embriones se tomo de una base de datos de informacion relacionada con aproximadamente 17.000 embriones DIC.
Los embriones de la base de datos de 17.000 embriones DIC que no se incluyeron en el conjunto reducido de 3.275
embriones utilizados para probar el modelo fueron aquellos para los que la calidad de las anotaciones para los
acontecimientos de desarrollo relevantes se consideré poco fiable, aquellos para los que el paciente tenia mas de 40
afos de edad, los que no estaban relacionados con transferencias del dia tres (ya que estos parametros y valores
particulares usados para este ejemplo especifico del modelo se seleccionan para clasificar los embriones para
transferencia del dia tres) y los asociados con el cribado genético previo a la implantacion. Los 3.275 embriones DIC
restantes comprendieron embriones que podrian dividirse en cuatro grupos ambientales principales, en concreto (i)
fecundacion FIV clasica y atmésfera de incubacion baja en oxigeno, (ii) fecundacion FIV clasica y atmdsfera de
incubacién de oxigeno ambiental, (iii) fecundacion por [ICE y atmdésfera baja en oxigeno y (iv) fecundacién por IICE y
atmédsfera de oxigeno ambiental. Los datos para los 3.275 embriones provienen de 23 clinicas diferentes, aportando
21 clinicas datos para al menos 10 embriones DIC y aportando 9 de estos datos para al menos 100 embriones DIC.

El procesamiento de la figura 5 se aplicoé a cada uno de los 3.275 embriones DIC. Los resultados de esto, por ejemplo,
con respecto a cuantos embriones se asignaron las diferentes puntuaciones, pueden estar representados por un arbol
de clasificacion para el modelo, tal como se representa en la figura 6.

Por tanto, la figura 6 es un arbol de clasificacién que representa la aplicacion del modelo de la figura 5 a los 3.275
embriones DIC. Cada nodo de rama (donde se toma una decision de clasificacion) y nodo final/de hoja (donde se
asigna una puntuacion) se identifica en la figura 6 mediante la etapa correspondiente del procesamiento de la figura 5
con la que se relaciona el nodo. Cada nodo también esta asociado con una indicacién del nimero de embriones (n)
que alcanzaron ese nodo del arbol y el éxito de implantacion de esos embriones (imp). Por tanto, el arbol comienza
en la etapa S5 con una poblacion de 3.275 embriones, de los que 25,0 % se implantaron con éxito. El procesamiento
de la etapa S5 divide los 3.275 embriones en embriones que muestran divisién directa (267 embriones de los que
5,6 % se implantaron con éxito) y embriones que no muestran division directa (3.008 embriones de los que 26,6 % se
implantaron con éxito). El procesamiento de la etapa S7 divide después los 3.008 embriones de la etapa S5 en
embriones que muestran desarrollo lento (470 embriones de los que 12,1 % se implantaron con éxito) y embriones
que no muestran desarrollo lento (2.538 embriones de los que 29,4 % se implantaron con éxito). El procesamiento de
la etapa S9 divide después los 2.538 embriones de la etapa S7 en 161 embriones de los que 15,5 % se implantaron
con éxito y 2.229 embriones de los que 30,7 % se implantaron con éxito). Cabe sefialar que no todos los embriones
se clasifican en esta etapa (es decir, 161 + 2.229 < 2.538). Esto se debe a que hay algunos embriones para los que
no fue posible aplicar el criterio de clasificacion, por ejemplo, porque los tiempos relevantes no eran identificables en
los datos de camara rapida. Estos pueden denominarse datos imputados y se descuentan de consideraciones
posteriores en la aplicaciéon del modelo de la figura 5 a embriones DIC para fines de validacion como se representa en
el arbol de clasificacion de la figura 6 (es decir, no se les asigna una puntuacioén). Si hay embriones que no pueden
clasificarse en una aplicacién practica del modelo a una cohorte de embriones de un paciente, puede usarse en su
lugar aporte convencional del embridlogo para ayudar a clasificar estos embriones. Mas en general, se reconocera
que, en cualquier caso, cabe esperar que la clasificacion de acuerdo con las realizaciones descritas en el presente
documento se use normalmente para ayudar a un embridlogo a tomar una decisidon de clasificacién final y las
clasificaciones obtenidas de acuerdo con realizaciones de la invencion podrian no tomarse como definitivas sin aportes
adicionales del embridlogo.

Como se puede ver en el arbol de clasificacion de la figura 6, la aplicacion del modelo de la figura 5 a los embriones
DIC clasifica 1294 embriones con una puntuacion de 5 y estos embriones tienen un éxito de implantacion de 36,1 %.
Esto es aproximadamente 50 % mas alto que el éxito de implantacion de la poblacién en su conjunto, lo que demuestra
la fuerza del modelo para poder identificar embriones de calidad/potencial de desarrollo relativamente altos dentro de
una pluralidad de embriones para clasificar. También se puede ver que a un total de 935 embriones se les asigna una
puntuacién de 4, siendo el desglose de 410 embriones en la etapa S14 con un éxito de implantacion de 22,9 % y 525
embriones en la etapa S12 con un éxito de implantacion de 23,2 %. Debido a que estadisticamente se ha descubierto
que los embriones que alcanzan la etapa S12 y los embriones que alcanzan la etapa S14 tienen tasas de éxito de
implantacion comparables, a estos dos grupos se les asigna la misma puntuacion.

El resultado de aplicar el modelo de la figura 5 a los 3.275 embriones DIC utilizados para la validacion también se
representa en la figura 7. Este es un grafico de barras que muestra la distribucion porcentual de los 3.275 embriones
DIC asociados con el arbol de clasificacion de la figura 6 entre las diferentes puntuaciones (identificados por la leyenda
"todos los datos DIC") y también la distribucion porcentual de los embriones asociados con el arbol de clasificacion de
la figura 6 que se implantoé con éxito (identificado por la leyenda "DIC positivo"). También se muestra en la figura 7 una
distribuciéon porcentual de una poblacién de embriones que se sabe que dio lugar a un nacimiento vivo entre las
puntuaciones determinadas para estos embriones de acuerdo con el modelo representado en las figuras 5 y 6
(identificado por la leyenda "nacimiento vivo").

La poblacion de embriones asociados con los datos de nacimientos vivos en la figura 7 no se corresponde simplemente
con los 3.275 embriones DIC que dieron lugar a un nacimiento vivo. Esto se debe a que no estan disponibles datos
de nacimientos vivos para estos 3.275 embriones DIC. Esto se debe a que una vez que una paciente queda
embarazada no siempre sucede que la clinica de FIV donde fue tratada reciba informacion sobre el resultado final del
embarazo. De los 3.275 embriones DIC asociados con el arbol de clasificacion de la figura 6, se sabe que solo
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aproximadamente 180 dieron lugar a un nacimiento vivo. Cabe esperar que muchos otros embriones de implantacion
también den lugar a un nacimiento vivo, pero los datos de estos embriones simplemente no estan disponibles. Por
tanto, los datos de nacimientos vivos representados en la figura 7 corresponden a los aproximadamente 180 de los
3.275 embriones para los que hay datos de nacimientos vivos y otros aproximadamente 120 embriones adicionales
de los cuales hay datos de nacimientos vivos.

La figura 7 demuestra como la evaluacion del potencial de desarrollo de acuerdo con realizaciones de la invencion
ayuda a identificar embriones que tienen buen potencial de desarrollo. Por ejemplo, resulta evidente que las
distribuciones de embriones asociados con buen potencial de desarrollo (es decir, embriones "DIC positivos" y "con
nacimientos vivos") estan sesgadas a puntuaciones mayores que la poblaciéon en su conjunto.

Se apreciara que hay diversas modificaciones del enfoque de la figura 5 que se pueden adoptar de acuerdo con
diferentes realizaciones. Por ejemplo, mientras que la figura 5 representa un enfoque en general por iteraciones en el
que los embriones se consideran y puntian uno a uno, en otras implementaciones, los embriones pueden puntuarse
en paralelo o al menos parcialmente en paralelo. Por ejemplo, en lugar de repetir las etapas S2 a S16 para cada
embridén, en otras implementaciones de las etapas individuales del procedimiento de clasificacion se puede realizar
para una pluralidad de embriones antes de pasar a la siguiente etapa del procedimiento de clasificacion. Por ejemplo,
se puede llevar a cabo una etapa correspondiente a la etapa S3 para todos los embriones antes de que el
procesamiento pase a una etapa correspondiente a la etapa S5 en la que se puede realizar una evaluacion de si se
debe considerar que los embriones han experimentado divisién directa para todos los embriones que no se clasificaron
con una puntuacion de 0 en la etapa correspondiente a la etapa S3.

Asimismo, en algunas implementaciones puede no haber una etapa correspondiente a S3. Es decir, en algunas
implementaciones puede no haber una evaluacion de si un embrién debe clasificarse en funcion de la aparicién o no
de dos pronucleos. En este caso, el procesamiento puede ser en general similar al representado en la figura 5, pero
sin etapas correspondientes a las etapas S3 y S4. De manera similar, puede no haber etapas correspondientes a las
etapas S13 y S14 en algunos ejemplos.

Ademas, y como ya se ha mencionado, se pueden usar diferentes parametros y diferentes valores de umbral para las
distintas etapas del método. Lo que es significativo para determinadas realizaciones de la invencién es que el modelo
tiene en cuenta la divisién directa, lentitud en el desarrollo (en particular, desarrollo temprano) e irregularidad en el
desarrollo (al evaluar la proporcion de dos caracteres asociados con diferentes etapas de desarrollo de los embriones)
al clasificar los embriones segun su potencial de desarrollo. Hay muchos parametros diferentes que son indicativos de
estas caracteristicas, tales como los diferentes ejemplos proporcionados anteriormente. Los parametros especificos y
los valores umbral asociados pueden variar entre implementaciones. Por ejemplo, aunque se ha descubierto que el
enfoque anterior proporciona un modelo que es aplicable universalmente, puede ser que una clinica especifica desee
desarrollar su propio modelo basado en estos enfoques y en este caso puede descubrir que otros parametros y/o
valores umbral proporcionan diferenciacién optimizada del potencial de desarrollo embrionario para embriones
cultivados en esa clinica. En cualquier caso, los parametros y valores relevantes pueden establecerse a partir de un
analisis estadistico de embriones DIC asociados con las condiciones de desarrollo relevantes. Por ejemplo, en el caso
de buscar establecer un modelo aplicable universalmente, un analisis de cémo diferentes parametros y valores umbral
asociados rindieron en la clasificacion de los embriones en comparacion con los resultados conocidos para los 3.275
embriones DIC analizados anteriormente identificd los parametros y valores especificos para esos parametros
utilizados en la implementacion ilustrativa especifica representada por el arbol de clasificacién de la figura 6.

Como ya se ha mencionado, las realizaciones de la invencion estan dirigidas a clasificar los embriones de una manera
que tenga en cuenta tres aspectos del desarrollo embrionario, en concreto, si los embriones experimentan o no divisién
directa, si los embriones presentan o no desarrollo relativamente lento y si los embriones presentan o no desarrollo
relativamente irregular. Se puede establecer si un embridn presenta o no alguna de estas caracteristicas a partir de
datos morfocinéticos/morfolégicos asociados con el desarrollo del embridn. En la implementacion ilustrativa asociada
con el arbol de clasificacion de la figura 6, la evaluacion de la division directa se basa en el parametro (t3-tPNf), la
evaluacién del desarrollo relativamente lento se basa en el parametro t3 y la evaluacion del desarrollo relativamente
irregular se basa en el parametro (t5-t3)/(t5-t2). Los valores umbral para cada parametro en esta implementacion
ilustrativa en particular se adoptan como se ha analizado anteriormente y como se establece en la figura 6. Sin
embargo, como se ha observado anteriormente, existen diversos otros parametros y umbrales correspondientes que
pueden usarse igualmente para evaluar las tres caracteristicas de desarrollo identificadas anteriormente (division
directa, desarrollo lento, desarrollo irregular) para clasificar los embriones de acuerdo con otras implementaciones.

Por tanto, las figuras 8, 10 y 12 son similares a, y se entenderan a partir de, la figura 6, pero muestran arboles de
clasificacion que representan diferentes modelos basados en diferentes parametros y/o valores umbral para evaluar
si se considera que los embriones estan asociados con division directa, desarrollo lento y/o desarrollo irregular. Las
figuras 9, 11 y 13 son graficos de barras correspondientes que son similares a, y se entenderan a partir de, la figura 7
para los respectivos arboles de clasificacion representados en las figuras 8, 10 y 12. De nuevo, estos muestran cémo
las distribuciones de embriones asociados con buen potencial de desarrollo determinado de acuerdo con realizaciones
de la invencién estan sesgadas a puntuaciones mayores que la poblacion en su conjunto.
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En cada una de las figuras 8, 10 y 12, los nodos del arbol de clasificacion se identifican mediante la etapa del método
de la figura 5 que esta mas estrechamente asociado con el nodo. Sin embargo, los modelos representados en las
figuras 8, 10 y 12 no incluyen todas las etapas correspondientes al procesamiento del método de la figura 5y, por lo
tanto, no existe una correspondencia directa entre todos los nodos en los arboles de clasificacion de las figuras 8, 10
y 12 y el arbol de clasificacion de la figura 6.

Por ejemplo, de acuerdo con el modelo de clasificacién representado en la figura 8, no hay ninguna etapa
correspondiente a la etapa S13 en el método de la figura 5. Es decir, la clasificacion de los embriones de acuerdo con
el modelo de la figura 8 no implica una etapa basada en la determinacién de si el embrion ha alcanzado una etapa
dada de desarrollo en un tiempo dado. En consecuencia, hay un nodo de decisién menos en el arbol de clasificacion
y, en consecuencia, la puntuacién maxima para el modelo de clasificacién es menor (es decir, 4 en lugar de 5). Sin
embargo, se apreciara que la clasificacion numérica especifica obtenida de acuerdo con cualquier modelo dado es
para clasificar el potencial de desarrollo relativo de los embriones segun ese modelo. No se pretende que la puntuacion
numérica sea una clasificacion "absoluta" para la comparacién con embriones clasificados con diferentes modelos. Es
decir, una puntuacion de 5 en el modelo representado por la figura 6 se interpreta como una clasificacion mas alta que
una puntuacion de 4 en el modelo representado por la figura 6, pero no debe interpretarse necesariamente como una
indicacion de una clasificacion mayor que una puntuacion de 4 en el modelo representado por la figura 8.

Asimismo, no hay ninguna etapa correspondiente a la etapa S11 del modelo representado en la figura 6 en los modelos
representados en las figuras 10 y 12. Esto se debe a que la evaluacion del desarrollo (ir)regular en la figura 6 se basa
en si el parametro (t5-t3)/(t5-t2) queda dentro o fuera de un intervalo definido por un limite inferior en la etapa S11 y
un limite superior en la etapa S13, pero la evaluacién del desarrollo (ir)regular en el modelo de la figura 10 se basa en
una evaluacion de si (t8-t5)/(t8-2) queda dentro o fuera del intervalo que esté limitado solo en un extremo.

Para cada modelo, las puntuaciones relativas asociadas con cada nodo de hoja se basan en el éxito de implantacion
respectivo para los embriones que alcanzan ese nodo de hoja. Por ejemplo, en el modelo de la figura 12, los embriones
DIC que alcanzan las etapas marcadas como correspondientes a la etapa S6 (es decir, clasificados como sometidos
a division directa) y S8 (es decir, clasificados como no sometidos a division directa, pero que presentan desarrollo
lento), tienen ambos probabilidades de implantacion comparables y, por lo tanto, se les asigna la misma puntuacion.

Como se puede ver a partir del modelo representado en las figuras 6, 8, 10 y 12, a pesar de basarse en diferentes
parametros especificos y valores umbral para evaluar embriones con respecto a division directa, desarrollo lento y
desarrollo irregular, no obstante, todos los modelos pueden clasificar embriones segun el éxito de la implantacion.
Para cada modelo, los embriones a los que se asigna la puntuacion mas alta se asocian con probabilidades de
implantacion de aproximadamente 32 % a 36 %, lo que representa una mejora significativa sobre la probabilidad de
implantacion para la poblacion de embriones DIC tomados en su conjunto, que es 25 %. Es decir, el enfoque de
clasificacion de embriones basado en las tres caracteristicas identificadas anteriormente puede identificar los que
tengan una mayor probabilidad de implantacién que los que tengan una menor probabilidad de implantacion.

Las figuras 14 a 17 son diagramas de arbol de clasificacion que son similares a, y se entenderan a partir de, la figura
6. Los arboles de clasificacion de las figuras 14 a 18 se basan en el mismo modelo que el arbol de clasificacion de la
figura 6 (p. ej., con respecto a los parametros y umbrales especificos utilizados para evaluar la divisién directa, el
desarrollo lento e irregular), pero muestran los resultados de aplicar el modelo a diferentes subpoblaciones de los
3.275 embriones DIC.

La figura 14 muestra el resultado de aplicar el modelo al subconjunto de los 3.275 embriones DIC incubados en una
atmosfera de oxigeno reducido y la figura 15 muestra el resultado de aplicar el modelo al subconjunto de los 3.275
embriones DIC incubados en una atmésfera de oxigeno ambiental. Se puede ver que los resultados de la aplicaciéon
del modelo a embriones incubados en atmdsferas de oxigeno reducido y ambiental son comparables, lo que demuestra
que el enfoque es capaz de clasificar embriones con poca sensibilidad en cuanto a si los embriones se incuban en
condiciones de oxigeno reducido o ambiental y esto demuestra la universalidad de los enfoques de acuerdo con
realizaciones de la invencion.

La figura 16 muestra el resultado de aplicar el modelo al subconjunto de los 3.275 embriones DIC fecundados por [ICE
y la figura 17 muestra el resultado de aplicar el modelo al subconjunto de los 3.275 embriones DIC fecundados por
FIV clasica. Se puede ver que los resultados de aplicar el modelo a embriones IICE y embriones de FIV son
comparables, lo que demuestra que el enfoque es capaz de clasificar embriones con poca sensibilidad en cuanto a si
los embriones se fecundan mediante IICE o FIV y esto demuestra ademas la universalidad de los enfoques de acuerdo
con realizaciones de la invencion.

Se apreciara que, ademas de evaluar embriones para determinar la divisién directa, lentitud en el desarrollo e
irregularidad al establecer su clasificacion, otro aspecto de determinadas realizaciones de la invencién es reconocer
cuales de estas caracteristicas contribuirian mas a una clasificacion baja. En particular, se ha identificado que la
divisién directa es un indicador mas fuerte de escaso potencial de desarrollo que el desarrollo lento, que a su vez es
un indicador mas fuerte de escaso desarrollo que el desarrollo irregular. En consecuencia, de acuerdo con
determinadas realizaciones, los embriones que presentan division directa se clasifican mas bajo que los embriones
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que no presentan division directa, independientemente de si los embriones cumplen los otros criterios. Es decir, de los
tres criterios: division directa, lentitud e irregularidad, la determinacidn con respecto a la division directa tiene una
mayor influencia en la clasificacion de un embrién en relacién con los otros embriones que la determinacién con
respecto a la lentitud y la determinacion con respecto a la lentitud a su vez tiene una gran influencia en la clasificacion
de un embrién en relacién con los otros embriones que la determinacién con respecto a la irregularidad.

Los diversos arboles de clasificacion analizados anteriormente para embriones DIC demuestran como los enfoques
para clasificar una pluralidad de embriones de acuerdo con realizaciones de la invencion pueden ayudar a identificar
los embriones que tienen el mayor potencial de desarrollo (mejor calidad). Esto se ha mostrado principalmente en el
contexto del potencial de desarrollo medido por la probabilidad de implantaciéon. Sin embargo, y como ya se ha
observado, esta es solo una medida ilustrativa para el potencial de desarrollo de los embriones y el principio descrito
en el presente documento puede usarse igualmente para clasificar los embriones en funcién de otras medidas de
potencial de desarrollo, por ejemplo, la probabilidad de alcanzar una etapa de blastocisto y/o la probabilidad de que
un embrién implantado se desarrolle a un nacimiento vivo y/o la probabilidad de que un embriéon implantado se
desarrolle a una etapa asociada con un latido cardiaco y/o la probabilidad de que una paciente a quien se transfiere
el embrién quede embarazada.

Se apreciara que el enfoque de arbol de clasificacion/por etapas analizado anteriormente es simplemente un enfoque
algoritmico para clasificar embriones en funcion de esto y otros enfoques algoritmicos pueden en efecto dar lugar al
mismo esquema de clasificacion. Por ejemplo, en lugar de clasificar los embriones usando un arbol de decisiones, tal
como se representa en el enfoque de las figuras 5 y 6, para identificar clasificaciones para los embriones, todos los
embriones pueden evaluarse con respecto a las tres caracteristicas (division directa, lentitud, irregularidad) y puede
obtenerse una puntuaciéon acumulada en funcion del resultado de la evaluacién con respecto a cada caracteristica.
Por ejemplo, a los embriones que no muestran divisién directa se les puede asignar una puntuacién de 100 y a los
embriones que presentan divisién directa se les puede asignar una puntuacion de 0 para este componente de
puntuacién. A los embriones que no muestran lentitud se les puede asignar una puntuacién de 10 y a los embriones
que muestran lentitud se les puede asignar una puntuacién de 0 para este componente de puntuacién. A los embriones
que no muestran irregularidades se les puede asignar una puntuacién de 1 y a los embriones que muestran
irregularidades se les puede asignar una puntuacién de 0 para este componente de puntuacion. Por tanto, un embrion
que presenta division directa, lentitud e irregularidad tendrd una puntuacion acumulada de cero, mientras que un
embridn que no presenta division directa, lentitud o irregularidad, tendra una puntuacién acumulada de 111 (maximo).
Basandose en este enfoque, los embriones se clasificarian en un orden correspondiente al del enfoque de la figura 6
(excepto con una clasificacion mas refinada de los embriones dentro de algunas de las categorias de puntuacion
asociadas con la figura 5).

Por tanto, se ha descrito un método para clasificar los embriones para indicar su potencial de desarrollo. El método
comprende: obtener valores para una pluralidad de caracteristicas relacionadas con el desarrollo morfoldgico de los
embriones durante un periodo de observacion; determinar para los embriones respectivos si el embridon ha
experimentado o no un acontecimiento de divisién directa y clasificar los embriones que se ha determinado que han
experimentado un acontecimiento de divisién directa con una clasificacion que indica un potencial de desarrollo menor
que para los embriones que no se ha determinado que hayan experimentado un acontecimiento de division directa; y
para los embriones que no se ha determinado que hayan experimentado un acontecimiento de division directa,
determinar si una duracion de una etapa de desarrollo predefinida para el embriéon supera o no una duracién umbral
predefinida y clasificar los embriones para los que se determina que la duracion de la etapa de desarrollo predefinida
supera la duracion umbral predefinida con una clasificacién que indica un menor potencial de desarrollo que para los
embriones para los que no se determina que la duracién de la etapa de desarrollo predefinida supera la duracién
umbral predefinida; y para los embriones para los que no se determina que la duracion de la etapa de desarrollo
predefinida supera la duracién umbral predefinida, determinar si las duraciones relativas de dos etapas de desarrollo
predefinidas para el embrién estan o no fuera de un intervalo predefinido y clasificar los embriones para los que las
duraciones relativas de dos etapas de desarrollo predefinidas para el embrién estan fuera de un intervalo predefinido
con una clasificacion que indica un potencial de desarrollo menor que para los embriones para los que las duraciones
relativas de dos etapas de desarrollo predefinidas para el embrién no estan fuera del intervalo predefinido.

En algunos aspectos, algunas realizaciones ilustrativas proporcionan un método para clasificar embriones para indicar
su potencial de desarrollo; comprendiendo el método: obtener valores para una pluralidad de caracteristicas
relacionadas con el desarrollo morfolégico de los embriones durante un periodo de observacién; determinar para los
respectivos embriones una medida de si el embridn experimenté o no un acontecimiento de division directa; determinar
para los respectivos embriones una medida de si la duracion de una etapa de desarrollo predefinida para el embrion
fue o no mayor que una duracion umbral predefinida; determinar para los respectivos embriones una medida de si las
duraciones relativas de dos etapas de desarrollo predefinidas para el embrién estan o no fuera de un intervalo
predefinido; y clasificar los embriones de tal manera que una determinacion de que un embridén experimentd un
acontecimiento de division directa contribuye mas a una clasificaciéon que indica un potencial de desarrollo
relativamente bajo que una determinacién de que la duracién de la etapa de desarrollo predefinida para el embrién fue
mas larga que la duracion umbral predefinida y en donde una determinacién de que la etapa de desarrollo predefinida
para el embrién fue mas larga que la duracion umbral predefinida contribuye mas a una clasificacion que indica un
potencial de desarrollo relativamente bajo que una determinacion de que las duraciones relativas de dos etapas de
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desarrollo predefinidas para el embrion estan fuera del intervalo predefinido.

En algunos aspectos, algunas otras realizaciones ilustrativas proporcionan un método para establecer una puntuacion
para indicar un potencial de desarrollo para un embrion; que comprenden: obtener valores para una pluralidad de
caracteristicas relacionadas con el desarrollo morfolégico del embrién durante un periodo de observacion; determinar,
como primer componente de puntuacion, una medida de si el embrién experimenté o no un acontecimiento de divisién
directa; determinar, como segundo componente de puntuacién, una medida de si la duracién de una etapa de
desarrollo predefinida para el embrion fue 0 no mayor que una duracion umbral predefinida; determinar, como tercer
componente de puntuacion, una indicacién de si las duraciones relativas de dos etapas de desarrollo predefinidas para
el embrién estan o no fuera de un intervalo predefinido; y establecer una puntuacién para indicar un potencial de
desarrollo para el embridon teniendo en cuenta el primer componente de puntuacién, el segundo componente de
puntuacién y el tercer componente de puntuacion de tal manera que el primer componente de puntuacién tenga una
mayor influencia en la puntuacién que el segundo o tercer componente de puntuacién y el segundo componente de
puntuacién tiene mayor influencia en la puntuacién que el tercer componente de puntuacion.

Por tanto, y como se ha analizado anteriormente, los métodos de acuerdo con los principios descritos en el presente
documento pueden usarse para establecer una puntuacion para indicar un potencial de desarrollo para un embrién.
Los ejemplos establecidos anteriormente se han centrado principalmente en proporcionar una indicacién de la
probabilidad de implantacion exitosa basada en datos de implantacién conocidos para una muestra de embriones. Sin
embargo, como ya se ha explicado, el método también es aplicable para establecer puntuaciones relacionadas con
otras caracteristicas potenciales de desarrollo para embriones, por ejemplo, la probabilidad de que un embridn se
desarrolle hasta la etapa de blastocisto.

A este respecto, el modelo representado en la figura 6 se ha aplicado a un conjunto de datos que comprende 10.316
embriones de 2413 pacientes/37 clinicas incubados durante cinco dias y para los que se sabe si los embriones se
desarrollaron o no hasta la etapa de blastocisto en 120 horas. En efecto, esto corresponde al uso de lo que podria
denominarse "datos de blastocisto conocidos" en lugar de "datos de implantacion conocidos" utilizados para algunos
de los otros resultados descritos en el presente documento para establecer la capacidad del modelo para establecer
un indicador del potencial de desarrollo.

El conjunto de datos de 10.316 embriones fue completamente independiente del conjunto de datos en el que se
desarroll6 el modelo de la figura 6. Este conjunto de datos de 10.316 embriones contenia informacion cinética de los
parametros de desarrollo relevantes anotados de acuerdo con las directrices propuestas en el documento "Proposed
guidelines on the nomenclature and annotation of dynamic human embryo monitoring by a time-lapse user group" de
Ciray et al. - Hum. reprod. 2014; 29; 2650-2660 [1]. La informacion cinética hasta el dia tres después de la fecundacién
se utilizé para puntuar los embriones de acuerdo con el algoritmo representado por la figura 6, asignando de este
modo cada embrién a uno de los grupos de puntuacion (1, 2, 3, 4 o 5).

El nimero de embriones a los que se asigno la puntuacion 1 fue 2024 (de los que 1911 fueron fecundados por FIV
tradicional; 93 fueron fecundados por IICE; y el método de fecundacion para 20 era desconocido). El nimero de
embriones a los que se asigno la puntuacion 2 fue 1443 (de los que 1281 fueron fecundados por FIV tradicional; 143
fueron fecundados por IICE; y el método de fecundacioén para 19 era desconocido). El nimero de embriones a los que
se asigno la puntuacion 3 fue 656 (de los que 629 fueron fecundados por FIV tradicional; 16 fueron fecundados por
IICE; y el método de fecundacién para 11 era desconocido). El nUmero de embriones a los que se asigné la puntuacion
4 fue 1734 (de los que 1546 fueron fecundados por FIV tradicional; 147 fueron fecundados por IICE; y el método de
fecundacion para 41 era desconocido). El numero de embriones a los que se asigné la puntuacion 5 fue 4459 (de los
que 3991 fueron fecundados por FIV tradicional; 417 fueron fecundados por IICE; y el método de fecundacion para 51
era desconocido). Por tanto, para el total de 10.316 embriones, 9.358 fueron fecundados por FIV tradicional; 816
fueron fecundados por IICE; y el método de fecundacion para 142 era desconocido.

Para evaluar la capacidad del algoritmo modelo como herramienta de prediccién de blastocistos, se determind la
proporcion de los embriones que se desarrollaron hasta la etapa de blastocisto (formacion de blastocisto) 120 horas
después de la fecundacion para cada uno de los cinco grupos de puntuacion. Los resultados de esto se presentan en
la figura 18. Esto muestra claramente una proporciéon creciente de embriones asociados con cada puntuacion
desarrollados hasta la etapa de blastocisto con puntuacién creciente (por ejemplo, mas de 60 % de los embriones
asociados con puntuacion 5 se desarrollaron hasta la etapa de blastocisto en comparacién con aproximadamente
10 % de los embriones asociados con puntuacion 1 que se desarrollaron hasta la etapa de blastocisto). Esto demuestra
adicionalmente la capacidad de los métodos descritos anteriormente para establecer un indicador de un potencial de
desarrollo embrionario (en este caso, la probabilidad de desarrollarse hasta la etapa de blastocisto).

Para evaluar las diferencias en la fraccion de embriones que formaron blastocistos entre los grupos de puntuacion a
los que se asignaron, se realizé una regresion generalizada de efectos mixtos lineales (RGEML, con una distribucion
de errores de Bernoulli) con respecto a la probabilidad de formacion de blastocistos para los diferentes grupos de
puntuacién, método de fecundacion (IICE o FIV) e incubaciones de nivel de oxigeno (reducido o ambiental) como
variables explicativas (efectos fijos). Todos los términos de interaccidon entre el grupo de puntuaciéon, método de
fecundacion y nivel de oxigeno se incluyeron para verificar si las fracciones de formacion de blastocistos en los grupos
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de puntuacién estaban influidas por estas caracteristicas de incubacion. Para tener en cuenta la variabilidad de
pacientes y clinicas, esta informacién se incluyé como una interseccién aleatoria, en la que los pacientes se alojaron
en clinicas. Se utilizé eliminacién hacia atras por etapas para reduccién del modelo, comenzando con el modelo
completo, incluyendo todas las interacciones de los parametros. Se uso6 un criterio de inclusion de p < 0,01 en el
procedimiento de eliminacion. El modelo final incluyé los principales efectos de la puntuacion y el método de
fecundacion (IICE/FIV).

Este analisis demostrd 1) una diferencia significativa en la probabilidad de formacién de blastocistos entre los grupos
de puntuacion, estando una puntuacion creciente asociada a una mayor probabilidad de formacién de blastocistos y
2) la proporcién de blastocistos para la FIV fue mayor que para IICE. Esto ilustra que el principal descrito en el presente
documento se puede utilizar en funcion de la informacién disponible hasta el dia tres después de la fecundacién para
predecir la probabilidad de formacion de blastocistos. Ya que no se encontré que ninguno de los términos de
interaccion fuera significativo, se puede concluir que el patrén general de las proporciones de blastocistos en los grupos
de puntuacion es el mismo entre FIV e IICE. El hecho de que la proporcidn de blastocistos fuera mayor en FIV que en
IICE puede explicarse por la practica clinica general de que IICE se usa especialmente para los casos mas dificiles.

Se establecen aspectos particulares y preferidos adicionales de la presente invencién en las reivindicaciones
independientes y dependientes adjuntas. Se apreciara que las caracteristicas de las reivindicaciones dependientes se
pueden combinar con caracteristicas de las reivindicaciones independientes en combinaciones distintas de las
expuestas de manera explicita en las reivindicaciones.

Referencias

[1] Ciray et al., "Proposed guidelines on the nomenclature and annotation of dynamic human embryo monitoring by a
time-lapse user group", Hum. reprod. 2014; 29; 2650-2660.
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REIVINDICACIONES

1. Un método implementado por ordenador para clasificar embriones de FIV para predecir su potencial de desarrollo
después de la transferencia; comprendiendo el método:

obtener valores para una pluralidad de caracteristicas relacionadas con el desarrollo morfol6gico de los embriones
durante un periodo de observacion;

determinar para los embriones respectivos una medida de si el embridn ha experimentado o no un acontecimiento
de division directa y clasificar los embriones que se ha determinado que han experimentado un acontecimiento de
divisién directa con una clasificacién que indica un potencial de desarrollo menor que para los embriones que no
se ha determinado que hayan experimentado un acontecimiento de division directa; y

para los embriones que no se ha determinado que hayan experimentado un acontecimiento de division directa,
determinar si una medida de la duracién de una etapa de desarrollo predefinida para el embrién supera o no una
duracion umbral predefinida y clasificar los embriones para los que se determina que la duracién de la etapa de
desarrollo predefinida supera la duracion umbral predefinida con una clasificacién que indica un menor potencial
de desarrollo que para los embriones para los que no se determina que la duracion de la etapa de desarrollo
predefinida supera la duraciéon umbral predefinida; y

para los embriones para los que no se determina que la duracién de la etapa de desarrollo predefinida supera la
duracion umbral predefinida, determinar si una medida de una duracién relativa de una primera etapa de desarrollo
predefinida para el embrién con respecto a una segunda etapa de desarrollo predefinida para el embrion esta o no
fuera de un intervalo predefinido y clasificar los embriones para los que la duracién relativa esta fuera del intervalo
predefinido con una clasificaciéon que indica un potencial de desarrollo menor que para los embriones para los que
la duracién relativa no esta fuera del intervalo predefinido.

2. El método segun la reivindicacion 1, en donde determinar una medida de si un embrién ha experimentado un
acontecimiento de divisién directa comprende determinar si un primer parametro asociado con el desarrollo del
embridén es menor que una primera cantidad umbral y, si es asi, determinar que el embrién ha experimentado un
acontecimiento de division directa.

3. El método segun la reivindicacion 2, en donde:

(i) el primer parametro es una medida del periodo de tiempo entre el desvanecimiento de los pronucleos, tPNf, y el
tiempo de division hasta 3 células, t3, y en donde la primera cantidad umbral se selecciona del grupo que
comprende: 5 horas, 6 horas, 7 horas, 8 horas, 9 horas, 10 horas, 11 horas, 12 horas, 13 horas y 14 horas; o

(ii) el primer parametro es una medida del periodo de tiempo entre el tiempo de division hasta 2 células, t2, y el
tiempo de division hasta 3 células, t3, y la primera cantidad umbral se selecciona del grupo que comprende: 1 hora,
2 horas, 3 horas, 4 horas, 5 horas, 6 horas, 7 horas, 8 horas, 9 horas, 10 horas y 11 horas; o

(iii) el primer parametro es una medida del periodo de tiempo entre el tiempo de division hasta 4 células, t4, y el
tiempo de division hasta 5 células, t5, y en donde la primera cantidad umbral se selecciona del grupo que
comprende: 0,1 horas, 1 hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas, 5 horas, 6 horas, 7 horas, 8 horas, 9 horas, 10 horas y 11
horas; o

(iv) el primer parametro es una medida de una relacion de un tiempo de divisién hasta 3 células, t3, con respecto
a un momento de divisién a 4 células, t4, y en donde la primera cantidad umbral se selecciona del grupo que
comprende: 0,9, 0,8, 0,7 y 0,6.

4. El método segun cualquier reivindicacion anterior, en donde determinar si una medida de la duracién de una etapa
de desarrollo predefinida para el embrién supera o no una duracion umbral predefinida comprende:

(i) determinar si una medida de un tiempo de division hasta 2 células, t2, supera un tiempo seleccionado del grupo
que comprende: 27 horas, 28 horas, 29 horas, 30 horas, 31 horas, 32 horas, 33 horas, 34 horas y 35 horas; o

(i) determinar si una medida de un tiempo de divisidon hasta 3 células, t3, supera un tiempo seleccionado del grupo
que comprende: 38 horas, 39 horas, 40 horas, 41 horas, 42 horas, 43 horas, 44 horas, 45 horas, 46 horas, 47
horas y 48 horas; o

(iii) determinar si una medida de un tiempo de division hasta 4 células, t4, supera un tiempo seleccionado del grupo
que comprende: 41 horas, 42 horas, 43 horas, 44 horas, 45 horas, 46 horas, 47 horas, 48 horas, 49 horas y 50
horas; o

(iv) determinar si una medida de un tiempo de division hasta 5 células, t5, supera un tiempo seleccionado del grupo
que comprende: 55 horas, 56 horas, 57 horas, 58 horas, 59 horas, 60 horas, 61 horas, 62 horas y 63 horas.

5. El método segun cualquier reivindicacion anterior, en donde al determinar si una medida de la duracion relativa de
una primera etapa de desarrollo predefinida para el embridn con respecto a una segunda etapa de desarrollo
predefinida para el embrién esta fuera de un intervalo predefinido,

(i) la primera etapa de desarrollo predefinida es una medida del periodo de tiempo entre el momento de division

hasta 3 células, t3, y el tiempo de divisién hasta 5 células, t5, y la segunda etapa de desarrollo predefinida es una
medida del periodo de tiempo entre el tiempo de division hasta 2 células, t2, y el tiempo de divisiéon hasta 5 células,
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t5, de modo que la duracion relativa es una medida de (t5-t3)/(t5-t2), y en donde el intervalo predefinido se
selecciona del grupo que comprende: 0,120,9,0,2a0,8,0,3a0,7,0,4a0,6y0,5a0,6;

o}

(i) la primera etapa de desarrollo predefinida es una medida del periodo de tiempo entre el tiempo de division hasta
2 células, t2, y el tiempo de division hasta 3 células, t3, y la segunda etapa de desarrollo predefinida es una medida
del periodo de tiempo entre el tiempo de division hasta 2 células, t2, y el tiempo de divisién hasta 5 células, t5, de
modo que la duracion relativa es una medida de (t3-t2)/(t5-t2), y en donde el intervalo predefinido se selecciona
del grupo que comprende: 0,1a0,9,0,120,8,0,2a0,7,0,3a20,6 00,4 a0,5;

o}

(iii) la primera etapa de desarrollo predefinida es una medida del periodo de tiempo entre el tiempo de division
hasta 2 células, t2, y el tiempo de divisidén hasta 3 células, t3, y la segunda etapa de desarrollo predefinida es una
medida del periodo de tiempo entre el tiempo de division hasta 3 células, 13, y el tiempo de divisiéon hasta 5 células,
t5, de modo que la duracion relativa es una medida de (t3-t2)/(t5-t3), y en donde el intervalo predefinido se
selecciona del grupo que comprende: 0,05a 10,0,1a9,0,15a8,0,2a7,0,25a6,0,3a7,0,35a6,0,4ab5,0,45
a4,05a3,06a2y0,75a1;

o}

(iv) la primera etapa de desarrollo predefinida es una medida del periodo de tiempo entre el tiempo de division
hasta 3 células, t3, y el tiempo de divisidén hasta 5 células, t5, y la segunda etapa de desarrollo predefinida es una
medida del tiempo de divisidén hasta 5 células, t5, de modo que la duracién relativa es una medida de (t5-t3)/t5), y
en donde el intervalo predefinido se selecciona del grupo que comprende: mas de 0,1, mas de 0,2 y mas de 0,3;
o}

(v) la primera etapa de desarrollo predefinida es una medida del periodo de tiempo entre el tiempo de division hasta
3 células, t3, y el tiempo de division hasta 4 células, t4, y la segunda etapa de desarrollo predefinida es una medida
del periodo de tiempo entre el tiempo de division hasta 2 células, t2, y el tiempo de divisién hasta 3 células, t3, de
modo que la duracion relativa es una medida de (t4-t3)/(t3-t2), y en donde el intervalo predefinido se selecciona
del grupo que comprende: menos de 0,1, menos de 0,2, menos de 0,3, menos de 0,4 y menos de 0,5;

o}

(vi) la primera etapa de desarrollo predefinida es una medida del periodo de tiempo entre el tiempo de division
hasta 5 células, t5, y el tiempo de divisién hasta 8 células, t8, y la segunda etapa de desarrollo predefinida es una
medida del periodo de tiempo entre el tiempo de division hasta 3 células, 13, y el tiempo de divisiéon hasta 5 células,
t5, de modo que la duracion relativa es una medida de (t8-t5)/(t5-t3), y en donde el intervalo predefinido se
selecciona del grupo que comprende: menos de 0,1, menos de 0,15 y menos de 0,2;

o}

(vii) la primera etapa de desarrollo predefinida es una medida de los periodos de tiempo combinados entre el tiempo
de division hasta 2 células, t2, y el tiempo de division hasta 3 células, t3, y entre el tiempo de division hasta 4
células, t4, y el tiempo de division hasta 5 células, t5, y la segunda etapa de desarrollo predefinida es una medida
del periodo de tiempo entre el tiempo de division hasta 4 células, 4, y el tiempo de division hasta 8 células, t8, de
modo que la duracion relativa es una medida de ((t3-t2)+(t5-t4))/(t8-t4), y en donde el intervalo predefinido se
selecciona del grupo que comprende: mas de 0,3, mas de 0,4, mas de 0,5, mas de 0,6, mas de 0,7 y mas de 0,8;
o}

(viii) la primera etapa de desarrollo predefinida es una medida del periodo de tiempo entre el tiempo de division
hasta 5 células, t5, y el tiempo de division hasta 8 células, 8, y la segunda etapa de desarrollo predefinida es una
medida del periodo de tiempo entre el tiempo de division hasta 4 células, t4, y el tiempo de divisiéon hasta 8 células,
t8, de modo que la duracion relativa es una medida de (t8-t5)/(18-t4), y en donde el intervalo predefinido se
selecciona del grupo que comprende: mas de 0,3, mas de 0,4, mas de 0,5, mas de 0,6, mas de 0,7, mas de 0,8,
mas de 0,9 y méas de 0,97;

o}

(ix) la primera etapa de desarrollo predefinida es una medida del periodo de tiempo entre el desvanecimiento de
los pronucleos, tPNf, y el tiempo de division hasta 3 células, t3, y la segunda etapa de desarrollo predefinida es
una medida del periodo de tiempo entre el desvanecimiento de los pronucleos, tPNf, y el tiempo de divisiéon hasta
4 células, t4, de modo que la duracion relativa es una medida de (t3-tPNf)/(t4-tPNf), y en donde el intervalo
predefinido se selecciona del grupo que comprende: mas de 0,35, mas de 0,45, mas de 0,55, mas de 0,65, mas
de 0,75, méas de 0,85 y mas de 0,95;

o}

(x) la primera etapa de desarrollo predefinida es una medida del periodo de tiempo entre el tiempo de division hasta
3 células, t3, y el tiempo de division hasta 4 células, t4, y la segunda etapa de desarrollo predefinida es una medida
del periodo de tiempo entre el tiempo de divisidon hasta 2 células, 12, y el tiempo de division hasta 4 células, t4, de
modo que la duracion relativa es una medida de (t4-t3)/(t4-t2), y en donde el intervalo predefinido se selecciona
del grupo que comprende: menos de 0,3, menos de 0,4, menos de 0,5, menos de 0,6 y menos de 0,7;

o}

(xi) la primera etapa de desarrollo predefinida es una medida del periodo de tiempo entre el tiempo de division
hasta 5 células, t5, y el tiempo de divisién hasta 8 células, t8, y la segunda etapa de desarrollo predefinida es una
medida del periodo de tiempo entre el tiempo de division hasta 2 células, t2, y el tiempo de divisiéon hasta 8 células,
t8, de modo que la duracion relativa es una medida de (t8-t5)/(18-t2), y en donde el intervalo predefinido se
selecciona del grupo que comprende: menos de 0,2, menos de 0,3, menos de 0,4, menos de 0,5 y menos de 0,6.
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6. El método segun cualquier reivindicacion anterior, que comprende ademas:

para los embriones para los que la duracion relativa de la primera etapa de desarrollo predefinida con respecto a la
segunda etapa de desarrollo predefinida esta fuera de un intervalo predefinido, determinar si la duracion relativa esta
por encima o por debajo del intervalo predefinido; y clasificar los embriones para los que la duracion relativa esta fuera
del intervalo predefinido a un lado del intervalo predefinido con una clasificaciéon que indica un potencial de desarrollo
menor que para los embriones para los que la duracion relativa esta fuera del intervalo predefinido al otro lado del
intervalo predefinido.

7. El método segun cualquier reivindicacion anterior, que comprende, ademas

para los embriones que se ha determinado que han experimentado un acontecimiento de division directa, determinar
si una medida de la duracién de una etapa de desarrollo predefinida para el embrién supera o no una duracién umbral
predefinida y clasificar los embriones que se ha determinado que han experimentado un acontecimiento de division
directa y para los que se determina que la duracién de la etapa de desarrollo predefinida supera la duracién umbral
predefinida con una clasificacion que indica un menor potencial de desarrollo que para los embriones que se ha
determinado que han experimentado un acontecimiento de division directa y para los que no se determina que la
duracion de la etapa de desarrollo predefinida supera la duracion umbral predefinida.

8. El método segun cualquier reivindicacion anterior, que comprende, ademas

para los embriones que se ha determinado que han experimentado un acontecimiento de division directa, determinar
si una medida de una duracién relativa de una primera etapa de desarrollo predefinida para el embrién con respecto
a una segunda etapa de desarrollo predefinida para el embrién esta o no fuera de un intervalo predefinido y clasificar
los embriones que se ha determinado que han experimentado una division directa y para los que la duracién relativa
esta fuera del intervalo predefinido con una clasificaciéon que indica un potencial de desarrollo menor que para los
embriones que se ha determinado que han experimentado un acontecimiento de division directa y para los que la
duracion relativa no esta fuera del intervalo predefinido.

9. El método segun cualquier reivindicacion anterior, que comprende, ademas

para los embriones que no se ha determinado que hayan experimentado un acontecimiento de division directa y para
los que se determina que la duracion de la etapa de desarrollo predefinida supera la duracién umbral predefinida,
determinar si una medida de una duracion relativa de una primera etapa de desarrollo predefinida para el embrién con
respecto a una segunda etapa de desarrollo predefinida para el embriéon esta fuera de un intervalo predefinido y
clasificar los embriones que se ha determinado que han experimentado una division directa y para los que se determina
que la duracion de la etapa de desarrollo predefinida supera la duracion umbral predefinida y para los que la duracién
relativa esta fuera del intervalo predefinido con una clasificacién que indica un potencial de desarrollo menor que para
los embriones que se ha determinado que han experimentado un acontecimiento de division directa y para los que se
determina que la duracion de la etapa de desarrollo predefinida supera la duracién umbral predefinida y para los que
la duracién relativa no esta fuera del intervalo predefinido.

10. El método segun cualquier reivindicacion anterior, en donde,

para los embriones para los que se ha determinado que la duracion relativa de la primera etapa de desarrollo
predefinida con respecto a la segunda etapa de desarrollo predefinida esta dentro del intervalo predefinido, determinar
si los embriones respectivos se han desarrollado o no hasta un niumero predefinido de células dentro de un tiempo
predefinido y clasificar los embriones que no se han desarrollado hasta el nimero predefinido de células en el tiempo
predefinido con una clasificacion que indica un potencial de desarrollo menor que para los embriones que se ha
determinado que se han desarrollado hasta el nimero predefinido de células en el tiempo predefinido.

11. El método segun cualquier reivindicacion 10, en donde el nimero predefinido de células es ocho células y el tiempo
predefinido se selecciona del grupo que comprende: 64 horas, 65 horas, 66 horas, 67 horas, 68 horas, 69 horas, 70
horas, 71 horas y 72 horas.

12. El método segun cualquier reivindicacion anterior, que comprende ademas emitir una indicacién que representa
las clasificaciones para al menos algunos de los embriones entre si.

13. Un aparato (2) para clasificar embriones de FIV para predecir su potencial de desarrollo después de la
transferencia, comprendiendo el aparato:

un elemento (6) de aporte de datos configurado para obtener valores para una pluralidad de caracteristicas
relacionadas con el desarrollo morfologico de los embriones durante un periodo de observacion; y
un elemento procesador (4) configurado para:

determinar para los embriones respectivos una medida de si el embrion ha experimentado o no un
acontecimiento de division directa y clasificar los embriones que se ha determinado que han experimentado un
acontecimiento de division directa con una clasificacion que indica un potencial de desarrollo menor que para
los embriones que no se ha determinado que hayan experimentado un acontecimiento de division directa; y

para los embriones que no se ha determinado que hayan experimentado un acontecimiento de divisién directa,
determinar si una medida de la duracion de una etapa de desarrollo predefinida para el embrién supera o no
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una duracion umbral predefinida y clasificar los embriones para los que se determina que la duracion de la
etapa de desarrollo predefinida supera la duraciéon umbral predefinida con una clasificacién que indica un menor
potencial de desarrollo que para los embriones para los que no se determina que la duracién de la etapa de
desarrollo predefinida supera la duracion umbral predefinida; y

para los embriones para los que no se determina que la duracién de la etapa de desarrollo predefinida supera
la duracién umbral predefinida, determinar si una medida de una duracion relativa de una primera etapa de
desarrollo predefinida para el embrién con respecto a una segunda etapa de desarrollo predefinida para el
embrion esta o no fuera de un intervalo predefinido y clasificar los embriones para los que la duracion relativa
esta fuera del intervalo predefinido con una clasificacion que indica un potencial de desarrollo menor que para
los embriones para los que la duracion relativa no esta fuera del intervalo predefinido.

14. Un producto de programa informatico no transitorio que contiene instrucciones legibles por maquina que, cuando
se implementa en un ordenador, provoca que el ordenador lleve a cabo el método de cualquiera de las reivindicaciones
1a12.

15. Un aparato (4) cargado con y operativo para ejecutar instrucciones legibles por maquina para llevar a cabo el
método de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12.
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