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Resumen

Actualmente los programas de FIV dan lugar a una serie de embriones “ sobrantes’ que no cumplen
ni los criterios de seleccion embrionaria para la transferencia en dia 3 ni los criterios de congelacion
de embriones tempranos. Estos embriones se cultivan hasta el estadio de blastocisto y nos pueden
aportar conocimientos acerca de su capacidad de desarrollo in vitro. Este trabajo pretende analizar
la posible relacion entre los resultados de los ciclos de FIV-TE en dia 3y €l cultivo hasta estadio de
blastocisto de los embriones no transferidos con el objeto de encontrar un posible potencial intrinse-
co de ciertos embriones para progresar en cultivo in vitro. Se estudiaron un total de 125 ciclos de IC-
S realizados a 108 pacientes. Los embriones no seleccionados para transferencia ni congelacion en
dia 3 fueron destinados a cultivo prolongado en medios secuenciales. Los embriones sobrantes se di-
vidieron retrospectivamente en dos grupos en funcion de la formacion, o no, de blastocistos. El grupo
de embriones que alcanzo6 el estadio de blastocisto mostr 6 significativamente un mayor niimero de
ovocitos extraidos, ovocitos maduros (M) y embriones evolutivos, asi como una mayor tasa de im-
plantacion y embarazo multiple que los embriones que no alcanzaron el estadio de blastocisto. Por
otra parte, la tasa de formacion de blastocistos se relacioné con el nimero de blastomeros en dia 3.
La mayor tasa de blastocistos expandidos se alcanz6 en aquellos embriones de 8 células/compacta-
cion en dia 3. En conclusion, el desarrollo a blastocisto de |os embriones sobrantes nos muestra una
serie de embriones con un alto potencial intrinseco que se asocian con €elevadas tasas de implanta-
cion. La transferencia de blastocistos a estas pacientes de “ buen prondéstico” podria reducir el riesgo
de embarazo miltiple.
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Summary

Currently, the IVF programs leave spare embryos that accomplish neither transfer nor criopreserva-
tion criteria in day-3 and they are cultured to blastocyst stage. These embryos allow knowing us about
the capability to in vitro devel opment. This study aims to analyse the relation between day-3 ET re-
sults and blastocyst achievement of nontransferred sibling embryos in order to reflect on the possible
intrinsic potential of certain embryos to progressin vitro. A total of 125 ICS cycles were performed
to 108 patients. Embryos were transferred at day 3 and supernumerary embryos were destined to ex-
tended culture. The sibling embryos were divided retrospectively in two groups depending on blas-
tocyst formation. Blastocyst-forming group had a significantly increased number of oocyte retrieved,
ICS oocytes, developed embryos, an increased rate of implantation, and an increased percentage of
multiple gestation compared with non blastocyst-formation group. On the other hand, the rate of blas-
tocyst formation was related to number of blastomere at day-3. The higher rate of expanded blastocyst
was achieved by eight-cells/compacted embryos at day-3. Shbling embryo blastocyst development may
reflect inherent top quality embryos associated with high rates of implantation. The transfer of blas-
tocyst in these “ good-prognosis’ patients could reduce the risk of multiple pregnancies.

Key words: Sibling embryos. Extended culture. Developmental competente. Blastocyst.

Embryo selection.

INTRODUCCION

Actualmente en los programas de fecundacion in
vitro (FIV) se tiende a transferir un nimero 6ptimo
de embriones que permita alcanzar una tasa aceptable
de embarazo reduciendo al maximo el porcentaje de
embarazo multiple. Numerosos factores como la cau-
sa de esterilidad, los protocolos de estimulacién, la
calidad espermatica, las condiciones de cultivo em-
brionario y otros, pueden influir sobre la tasa de éxito
en FIV. No obstante, a pesar del gran esfuerzo para
controlar estos factores |os resultados de FIV mues-
tran en ocasiones gran variabilidad.

Usualmente los embriones se transfieren en esta-
dio de cuatro u ocho células. Los embriones se selec-
cionan en base a lo que llamamos “calidad embriona-
ria”. La calidad embrionaria es un concepto
multifactorial y dificil de definir. Es incuestionable
gue la morfologia de los embriones a las 48-72 h
post-inseminacién/microinyeccién tiene un valor pre-
dictivo respecto al potencial de implantacion (1). No
obstante, la tendencia general sugiere que los crite-
rios tradicional es de seleccién embrionaria basados
en la morfologia de los embriones tempranos estan
empezando a devaluarse. Recientemente, criterios co-
mo la simetria de los blastémeros, |a fragmentacion
extracelular, la granulosidad citoplasmicay la morfo-
logia de la zona pelticida han sido completados por
otros como laincidencia de la multinucleacién de los
blastomeros (2, 3), la morfologia pronuclear (4, 5), la
morfologia del primer corpusculo polar (6) y el tiem-
po de entrada en la primera division (7-9). A pesar de
todo esto las técnicas de FIV exhiben una dificil con-

tradiccion: altas tasas de perdida embrionariay alta
incidencia de embarazo multiple (revisién: 10).

En cualquier caso, muchos programas de FIV
aplican rutinariamente un varemo basado en los crite-
rios arriba mencionados y muchos embriones se
transfieren al Utero con la esperanza de que alguno de
ellos implante. Los embriones sobrantes se destinan a
los programas de congelacion. En la actualidad, prac-
ticamos una seleccion estricta de embriones destina-
dos a la congelacion con el objeto de optimizar los
resultados de criotransferencia. De este modo |os em-
briones sobrantes se destinan a cultivo prolongado vy,
si se alcanza €l estadio de blastocisto, se incluyen en
el programa de congelacién de blastocistos. El cultivo
de los embriones sobrantes constituye una valiosa
oportunidad para analizar su potencial de desarrolloy
relacionarlo con los resultados obtenidos con sus em-
briones “hermanos’ transferidos en dia 3.

En el presente trabajo utilizamos un sistema de
cultivo secuencial para examinar la posible correla-
cion entre el desarrollo de los embriones cultivados
hasta el estadio de blastocisto y los resultados de las
trasferencias en dia 3. Por otra parte, analizaremos la
relacion entre la formacion de blastocisto in vitro y €l
nimero de células en dia 3.

MATERIAL Y METODOS

Se analizaron retrospectivamente 427 embriones
sobrantes procedentes de 108 pacientes de FIV de
32,9 + 3,4 (19-39) afios de edad, en 125 ciclos de mi-
croinyeccion espermética (ICSl). El periodo de estu-
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dio estd comprendido entre enero de 2000 y diciem-
bre de 2001. Todas las pacientes firmaron un consen-
timiento informado antes de realizar el tratamiento.
La estimulacion ovérica se realizé mediante la ad-
ministracion de analogos de la GnRH combinados
con FSH en un protocolo largo. La desensibilizacion
pituitaria se inicié a mitad de lafase |Utea mediante la
administracion subcutanea de acetato de leuprolide
(Procrin, Abott, Madrid, Espafa) o Triptorelina
(Decapeptyl, Ipsen Pharma, Barcelona, Espafia). En
determinados casos se utilizo el acetato de nafarelina
(Synarel, Seid, Barcelona, Espafia). La supresion se
confirmé mediante ecografia transvaginal y niveles
de 17 R-estradiol sérico < 50 pg/ml. El crecimiento
folicular se inicié con FSH ultrapura (Neofertinorm,
Serono, Madrid, Espafia) o recombinante (Puregon;
Organon, Oss, Holanda o Gonal-F, Serono). El trata-
miento con FSH seinicio el tercer diadel ciclo mens-
trual y fue individualizado hasta que el didmetro del
foliculo dominante alcanzé 20 mm, en este momento
se administré la gonadotrofina coriénica humana
(hCG; 10.000 1U; Profasi HP, Serono). La recupera-
cion ovocitaria se realizé a las 36 h después de lain-
yeccion de hCG por aspiracion transvaginal ecoguiada.
El complejo ovocito/cumulus se lavé en medio
Gamete-20 (IVF Science Scandinavian, Gothenburg,
Sweden) y se incubd en IVF-20 (IVF Science
Scandinavian) a 37 °C y 5% CO2 hasta e momento
de la microinyeccién. La muestra de semen se prepa-
ré utilizando la técnica de swim-up en medio Sperm
Rinse (IVF Science Scandinavian). Todos los ovoci-
tos incluidos en este estudio fueron inyectados me-
diante ICSI de 4 a 5 h después de la extraccion.
Previamente se eliminaron las células de granulosa
con hialuronidasa (Hyase-10X; IVF Science
Scandinavian) mediante sucesivos pases a través de
la pipeta. EI PVP (ICSI; IVF Science Scandinavian)
se utilizo parafacilitar lainmovilizacion de los esper-
matozoides previo a ICSl. Los ovocitos fueron culti-
vados en microgotas de 20 pl de medio 1VF-20 bajo
aceite (Ovoil; IVF Science Scandinavian). Entre las
17-20 h después de la microinyeccion se comprobd la
fecundacion normal mediante la presencia de dos
pronucleos. Los zigotos de dos prondcleos se cultiva-
ron individualmente en microgotas de 20 pl de medio
G1.1 (IVF Science Scandinavian) y 24 h mas tarde
(dia 2) se clasificaron de acuerdo con el nUmero, si-
metria 'y morfologia de los blastébmeros, el grado de
fragmentacion y la apariencia del citoplasmay la zo-
na pellcida. 72 h después de la microinyeccion (dia
3) los embriones de mejor calidad se transfirieron a 1
ml de medio G2.2 (IVF Science Scandinavian) para
la transferencia. Se establecieron cuatro categorias

desde el tipo 1 a 4 en funcion del porcentaje de frag-
mentacion: tipo 1, ausencia de fragmentacion; tipo 2,
fragmentacion < 20%; tipo 3, fragmentacién entre el
20-50%; tipo 4, fragmentacion > 50%. L os embriones
destinados a la transferencia y congelacion en dia 3
fueron aguellos clasificados como tipo 1 6 2, de 6-8
células, con blastomeros simétricos, citoplasma no
granular y ausencia de vacuolas. Los embriones so-
brantes se cultivaron individualmente en microgotas
de 20 ul de medio G2.2 (IVF Science Scandinavian)
hasta el estadio de blastocistos de acuerdo con e ma-
nual del proveedor.

El porcentgje de formacion de blastocistos se de-
termind entre los dias 5 y 7 de cultivo. Los blastocis-
tos fueron clasificados utilizando el sistema descrito
por Gardner y Schoolcraft (11). Unicamente se selec-
cionaron para la congelacion los blastocistos total-
mente expandidos que presentaron una masa celular
interna claramente empaquetada y un trofectodermo
bien definido. Los embriones que no cumplian estos
criterios se cultivaron hasta dia 7. La congelacion se
[levo a cabo utilizando un protocolo estandar con gli-
cerol, modificado de acuerdo con |as especificaciones
del proveedor (Freeze-Kit 2; IVF Science
Scandinavian).

La transferencia embrionaria se realizé en dia 3
utilizando un catéter Gynétics (Gynétics Medical
Products, Hamont-Achel, Bélgica) y guiado por eco-
grafia. La fase |Utea se suplementd con progesterona
vaginal micronizada (Progeffik; Effik, Madrid,
Espafia; o Utrogestan, Seid, Barcelona, Espana).
Once dias después de la transferencia embrionaria se
realizé la prueba de embarazo mediante la medida de
los niveles séricos de 3-hCG. El embarazo clinico se
confirmé mediante ecografia vaginal a las 4 semanas
de latransferenciay se definié por la presencia de la-
tido fetal.

El andlisis estadistico de |os resultados se realizd
con el SPSS utilizando el t-test para comparar entre
medias. La comparacion entre porcentajes se realizd
mediante la aplicacion del test de la X? de Pearson.
Las diferencias se consideraron estadisticamente sig-
nificativas cuando P < 0,05.

RESULTADOS

Durante el periodo de estudio se realizaron 300 ci-
clos de ICSI. De éstos, 125 tuvieron embriones so-
brantes destinados al cultivo prolongado (41,7%).
Los ciclos con embriones sobrantes se dividieron re-
trospectivamente en dos grupos en funcién de la for-
macion, o no, de blastocistos. La tabla 1 muestra los
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resultados de los ciclos de ICSI en funcién de la for-
macion, o no, de blastocistos de os embriones so-
brantes cultivados in vitro. Se obtuvieron un total de
2082 ovocitos (16,6 = 6,8; media + DE) y 888 em-
briones (7,1 + 3,1) fueron evolutivos en dia 3. El es-
tadio de blastocistos se alcanzo en 80 ciclos (64%) y
fueron congelados, o no, de acuerdo con los criterios
del programa de congelacién de blastocistos. No se
detectaron diferencias estadisticamente significativas
entre los dos grupos en funcién de la edad de la pa-
ciente, la tasa de fecundacion, el niUmero de embrio-
nes transferidos y el porcentgje de embarazo.

El andlisis revela que el grupo con formacién de
blastocistos mostraba un mayor nimero de ovocitos
extraidos (18,3 + 6.8 vs. 13,8 + 5.8; P <0,0003), ovo-
citos maduros (12,3 + 5,2 vs. 8,6 + 3,4; P <0,0001), y
embriones evolutivos (8,0 £ 3,2vs. 55+ 1,9; P
<0,0001). Asimismo este grupo mostraba una mayor
tasa de implantacion (38,1% vs. 22,4%; P <0,003) y
un mayor porcentaje de embarazo multiple (33,8%
vs. 15,6%; P <0,05) comparado con el grupo sin for-
macion de blastocistos.

La tabla 2 muestra el resultado del cultivo de los
embriones sobrantes respecto al porcentgje de emba-
razo y en funcion de la formacién de blastocistos. El
andlisis estadistico no muestra diferencias significati-
vas entre los dos grupos respecto a la edad de la pa-
ciente, el porcentaje de fecundacion y el nimero de
embriones transferidos. Por €l contrario, €l nimero de
ovocitos extraidos y la tasa de implantacion son signi-
ficativamente mayores en el grupo con formacion de
blastocistos (P <0,006 y P <0,01, respectivamente).

Por otra parte, la probabilidad de formacion de
blastocistos se relacion6 con €l nimero de blastome-

ros alas 72 h postinyeccion (tabla 3). La mayoria de
los embriones cultivados estaban en estadio de com-
pactacion en dia 3 (20%), y las diferencias fueron
significativas cuando comparamos con |os estadios de
tres, siete, ocho y mas de ocho células (P <0,001 en
todos los casos). Un total de 166 embriones alcanza-
ron el estadio de blastocistos (38,9%; 166/427). Las
tasas de formacion de blastocistos fueron mayores en
aquellos embriones con un mayor numero de células
en dia 3. La mayor tasa de formacion de blastocistos
corresponde a aquellos embriones en estadio de 8 cé-
lulas en dia 3. Un total de 63,8% (30/47) de los em-
briones en estadio de 8 células se desarrollaron hasta
blastocisto y esta tasa resulté significativamente dife-
rente al compararla con la de los embriones en esta-
dio de cuatro, cinco, siete y mas de ocho células (P
<0,001; P <0,001; P <0,01, P <0,001, respectivamen-
te). En el caso de blastocistos expandidos (grados 4 y
5 segln el varemo de Gardner y Schoolcraf), el 61,7
% de los embriones en estadio de 8 células alcanzé la
fase de blastocisto con una tasa significativamente
mayor que €l resto de grupos (P <0,05).

DISCUSION

La poblacion de embriones sobrantes nos da la
oportunidad de estudiar el potencial de desarrollo in
vitro de los embriones no transferidos en el mismo ci-
clo. En el presente estudio incluimos Unicamente los
ciclos de ICSI debido a la gran incidencia de este
procedimiento en nuestro programa de FIV y por ra
zones de homogeneizacion del andlisis. Nuestros re-
sultados muestran que el grupo de embriones que al-

Tabla1
Resultados de los ciclos de ICS en funcion de la formacién, o no, de blastocistos de los embriones sobrantes cultivadosin vitro.

Formacion N°de  Edad N° de N°de N°de N° de N°de N° de N° de NO de embriones No. of
de ciclos ovocitos ovocitos  ovocitosdos  embriones  embriones  embriones  embarazos  implantados/n®de  gestations/no.

blastocisto extraidos inyectados  pron(icleos dia3 transferiodos  cultivados  /transfer  embrionesransferidos  transfers
(%) (%) (%) (%)
S 80 330+29 183t68  12,3t52 9,3t39 8,0£32 2,6+0,7 42426  43/80 (80/210 27/80
(75,9) (381) (338)a
No 45 326+39 13858 8,634 6,3t2,2 55+1,9 2,7+08 2,0£1,3 20/45 28/125 7145
(73,3) (44,4) (22,4) (15,6)b
P NS <0,0003 <0,0001 NS <0,0001 NS <0,0001 NS <0,003 <0.05

Resultados expresados como media + DE. NS = no significativo.
al9 gemelares, 7 triples, 1 cuédruple.
b6 gemelares, 1 triple.
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Tabla2
Resultados del cultivo de los embriones sobrantes en funcion del embarazo

Embarazo N° deciclos Edad N° de
ovocitos
extraidos

Con formacién 43 33,7£2,7 18,8+7,2

de blastocisto

Sin formacién de 20 32,8+2,7 13,4+6,5

blastocisto

P NS <0,006

Resultados expresados como media+ DE. NS = no significativo.

% dos Ne° de N° de embriones
prontcleos embriones implantados/n® de
transferidos embriones transferidos
(%)

77,4 2,7+0,8 80/114
(417/539) (70,2)
76,2 2,8+0,7 28/56
(125/164) (50,5)
NS NS <0,01

canzan el estadio de blastocisto exhibe un mayor ni-
mero de ovocitos extraidos y embriones evolutivos,
asi como una mayor tasa de implantacion y embarazo
multiple que el grupo sin formacion de blastocistos.
Estos resultados confirman los datos descritos previa-
mente por otros autores (12-14). Ademas, cuando se
analizan Unicamente los embarazos, existe una mayor
tasa de implantacion en el grupo con formacion de
blastocistos. Por otra parte, detectamos una fuerte re-
lacion entre el nimero de células en dia 3y €l poste-
rior desarrollo in vitro hasta el estadio de blastocisto.

Seglin nuestros datos y de acuerdo con otros auto-
res (15, 16), el numero de células en dia 3 puede te-
ner un valor predictivo en relacion con la formacion
de blastocistos in vitro. Los embriones en estadio de
ocho células/compactacion en dia 3 muestran un ma-
yor porcentaje de formacion de blastocistos. Estas
evidencias podrian sugerir la existencia de una pobla-
cion de embriones humanos de alta calidad que po-
drian mostrar una mejor capacidad de desarrollo en
cultivo in vitro. Determinados embriones podrian ser
capaces de implantar en un Utero receptivo de acuer-
do con un mejor programa de desarrollo intrinseco
gue podria predecirse en estadios tempranos del desa-
rrollo in vitro. Para intentar explicar esta propiedad
inherente al embridn podemos examinar los estados
precedentes al desarrollo preimplantatorio centrando
nuestra atencion en el ovocito competente para el de-
sarrollo.

El concepto de competencia de desarrollo conti-
nda siendo poco conocido y esta relacionado con la
maduracion ovocitaria y, particularmente, con la ma-
duracion citoplasmica. Eppig y colaboradores (17)
definieron la maduracion citoplasmica como un pro-
ceso que prepara el ovocito parala activacion, forma-
cion de pronucleos, y desarrollo preimplantacional.
De acuerdo con esta definicién muchos autores (18-

22) explican que la correcta maduracion citoplésmica
dalugar a un ovocito competente para el desarrollo y
capaz de producir una descendencia normal, viable y
fértil después de la fecundacién. Ademas, en |os esta-
dios finales de la diferenciacion ovocitaria se adquie-
ren las caracteristicas funcionales para desarrollarse
hasta blastocisto en cultivo in vitro.

Aparentemente el complejo proceso implicado en
la maduracion nuclear y citoplasmica del ovocito du-
rante la ovogénesis podria regular el correcto desarro-
[lo preimplantacional (23,24). La complejidad mole-
cular de este control temprano del desarrollo ha sido
revisado por numerosos autores (18, 21, 24-26). El
control de la maduracién nuclear esta condicionado
por factores extrinsecos como la estimulacion con go-
nadotrofinas que esta implicada en la reanudacion
meidtica y la culminacion de la maduracion del ovo-
cito (26, 27), la existencia de la proteina quinasa C
dependiente de un umbral de AMPc que inicia una
cascada de fosforilaciones la cual promueve |la reanu-
dacion de la meiosis (20, 28, 29), la presencia de
uniones gap heterdlogas entre las células de granulo-
say el ovocito como mediadoras de la transferencia
de inductores de la reanudacion meidtica (30, 31), y
el papel especial del tamafio foliculo/ovocito en el
momento del nivel maximo de LH (21). Por otra par-
te, existen factores intrinsecos como el Factor
Promotor de la Maduracién (FPM) considerado como
el factor clave regulador de latransicion G2/M en cé-
lulas eucariotas. EI FPM es una serina-treonina prote-
ina quinasa con actividad H1 quinasa (32) regulada
por reacciones de fosforilacion/desfosforilacion. El
FPM se activa e inactiva a lo largo de la maduracion
ovocitaria, la activacion del FPM induce la salida del
estado de vesicula germinal (VG), la condensacion
cromosomicay la formacién del huso durante la
meiosis |. El FPM alcanza sus niveles maximos en
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Tabla 3
Tasa de formacién de blastocistos en funcién del nimero de blastdmeros 72 h post-puncién folicular

N° de célulasalas
72 h post-puncién

N° de embriones
sobrantes en dia 3

folicular (%)

3 12 (2.8)
4 71(16.6)
5 72(16.9)
6 70 (16.4)
7 49 (11.5)
8 47 (11.0)
>8 (8-14) 18 (4.2)
Compactacion 85 (20.0)a
Otros* 3(0.7)
Total 427

aP<0,001 comparado con los grupos de 3, 7, 8, >8 células.
bP<0,01 comparado con los gruposde 4, 5, 7, >8 células.
cP<0,05 comparado con todos |os grupos.

* Embriones con un niimero incontable de células debido a una el evada fragmentacion.

N° de N° de blastocistos
blastocistos expandidos (%)
(%)

17 (23.9) 12 (16.9)

15 (20.8) 11 (15.3)

34 (48.6) 27 (38.6)

18 (36.7) 16 (32.7)
30(63.8)b 29 (61.7)c

9 (50.0) 6 (33.3)

42 (49.4) 34 (40.0)

1(33.3) -
166 (38.9) 135 (31.6)

estadio de metafase Il (MIl) (33-35). La
activacion/inactivacion del FPM durante la madura-
cion del ovocito esta estrechamente relacionada con
la accién del proto-oncogen c-mos (MOS) y la protei-
na quinasa activada por agentes mitogénicos
(MAPK). La oncoproteina de MOS es una serina-tre-
onina proteina quinasa (p39™ o0 c-mos) y es la prime-
ra que se sintetiza por el ovocito detenido durante la
meiosis con una VG intacta. c-mos esta presente du-
rante la maduracion meidsicay en ovocitos no fecun-
dados pero no se detecta en ovocitos en fase de creci-
miento o en ovocitos fecundados. La literatura
registralas funciones més representativas atribuidas a
c-mos (21, 35-38). Esta implicada en: (i) la fosforila-
cion delaciclinaB y el mantenimiento de la estabili-
dad de las ciclinas y, consecuentemente, la regulacion
del FPM en Xenopus laevis (39), (ii) e mantenimien-
to de la detencion en estadio de MII en ovocitos de
ratén y X. laevis (40), (iii) la activacion de la MAPK
en ovocitos deratén y X. laevis (41, 42), y (iv) €l
control de la correcta formacién y morfologia del hu-
so acromatico del correcto ensamblaje y morfologia
de los cromosomas de ovocitos de raton (43).

Por otra parte, la maduracion citoplasmica del
ovocito ha sido estrechamente relacionada con la ca-
pacidad de desarrollo embrionario (18, 44). La madu-
racion citoplasmica ha sido menos estudiada, no obs-
tante existen una serie de cambios moleculares,
bioquimicos y fisiol6gicos asociados como el desa-

rrollo de la capacidad de descondensacion de la cro-
matina espermatica y liberacion de granulos cortica-
lesy Ca procedente de los almacenes intracelulares
(17, 19, 45, 46). Recientemente, Cheung et al. (47)
registraron que la capacidad para generar trasiegos de
C&* en respuesta a espermatozoide aumentaba en las
fases finales de |la maduracién ovocitaria y esto po-
dria contribuir a la adquisicion de la competencia de
desarrollo y alaprogresién alo largo del primer ciclo
celular en embriones de raton.

En la actualidad y a pesar de las crecientes inves-
tigaciones sobre el conocimiento del mecanismo mo-
lecular implicado en la adquisicién de la competencia
de desarrollo no se conoce como el ovocito alcanzala
competencia completa para desarrollarse en un em-
brion. Es posible que estos ovocitos competentes pue-
dan dar lugar a una poblacion especial de embriones
con aptitudes inherentes para el desarrollo embriona-
rio. Estd ampliamente aceptado, desde el punto de
vista genético, que los dos primeros ciclos de division
celular de la embriogénesis temprana en humanos es-
tén regulados a nivel postraduccional por informacion
heredada de |a madre (48). El control de la transicion
madre/embridn parece estar regulado fundamental-
mente por mecanismos dirigidos por componentes ci-
topléasmicos sintetizados durante el crecimiento y ma-
duracién del ovocito (46). EI ARNm materno
permanece almacenado durante la maduracién ovoci-
taria'y experimenta un proceso de enmascaramiento
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mediante poliadenilacion citoplasmica. El acorta-
miento de la cola poli(A) enmascara el ARNm y pro-
duce una parada en la traduccién, por el contrario la
extension de esta cola produce su activacion (revisa-
do: 23). La activacion del genoma embrionario en hu-
manos tiene lugar en los estadios de 4 a 8 células (48,
49). Durante la transicion hacia la trascripcién em-
brionaria existe un proceso gradual de degradacion
del ARNm materno. Durante este proceso, que es de-
pendiente del tiempo, la sintesis de proteinas proce-
dentes del ARNm materno continda en las fases mas
tempranas de desarrollo embrionario (19). Si tenemos
en cuenta estos argumentos, y de acuerdo con Fisch y
colaboradores (14), la transferencia embrionaria tiene
lugar cuando el potencia de desarrollo de los embrio-
nes es todavia ampliamente desconocido.

Desde un punto de vista practico la transferencia
de un gran nimero de embriones con una buena capa-
cidad de desarrollo podria dar lugar a una tasa ina-
ceptable de embarazos mdltiples. La transferencia de
blastocistos parece una alternativa valida permitiendo
una mejor seleccién de los embriones a transferir de
acuerdo con su evolucion en cultivo in vitro. Es evi-
dente que el desarrollo de los medios secuencial es pa-
ra el cultivo de embriones humanos ha significado un
gran avance en el campo de la FIV (50-54).
Recientemente han aparecido un gran nimero de tra-
bajos que sefialan los beneficios de la transferencia
de blastocistos: (i) una mayor tasa de embarazo e im-
plantacién en comparacién con la transferencia de
embriones tempranos (11, 51, 52, 55-57); (ii) repre-
senta un método no invasivo de seleccionar los em-
briones més viables para la transferencia (“ autosel ec-
cion”) (58, 59); (iii) la transferencia de blastocistos
ofrece una mayor sincronia con el ambiento uterino
(60, 61); (iv) significa una reduccion del numero de
embriones a transferir y, en consecuencia, de los em-
barazos multiples (11, 52, 58, 62, 63); (v) puede evi-
tar la herencia de errores del genoma paterno después
de procedimientos de ICSI (64); y (vi) ofrece el mar-
co temporal necesario para la realizacion de técnicas
de diagndstico genético preimplantacional (65). No
obstante esta técnica no esta extendida en los grupos
de FIV debido fundamentalmente a la existencia de
un miedo remanente a prolongar el cultivo in vitro.
Segln diferentes autores en el 40% de los casos nin-
gun embrion alcanza el estadio de blastocisto (59,
66). La transferencia de embriones tempranos podria
aumentar |la tasa de éxito en estos casos. Ademas
existe un debate acerca de la validez de esta técnica
en pacientes no seleccionadas (15). Scholtesy
Zeilmaker (55) en un estudio prospectivo y aleatorio
registraron tasas similares de embarazo e implanta-

cion a comparar las transferencias de dia3 y dia 5, y
los mismos resultados han sido confirmados reciente-
mente (67-70).

En nuestra experiencia el cultivo de embriones so-
brantes nos ha resultado un sistema realmente valido
para identificar un grupo especial de lo que podria-
mos llamar “ pacientes de buen prondstico” cuyos em-
briones han mostrado una cualidad inherente para
progresar hasta estadios finales del desarrollo in vitro
y se han relacionado con mayores tasas de implanta-
cion. Estos pacientes podrian derivarse a la transfe-
rencia de blastocistos para intentar reducir las altas
tasas de embarazo multiple. Ademas el cultivo de
embriones sobrantes permite testar nuestro propio sis-
tema de cultivo. No obstante, |la transferencia de blas-
tocistos debe ofrecerse con cautela. La existencia de
blastocistos morfol 6gicamente normales no implica
necesariamente un desarrollo posterior normal. El de-
sarrollo in vitro en si mismo altera la competencia de
desarrollo tanto en el metabolismo temprano de los
embriones como en su expresion génica (18). En este
sentido y a pesar de que el desarrollo in vitro puede
servir de filtro para aquellos embriones cromosémi-
camente anormales que se bloquean en estadios tem-
pranos del cultivo, no existe una seleccidn en contra
de todas las anomalias (71). Una mejor adaptacion de
los medios de cultivo al metabolismo embrionario in
vitro podria ayudarnos a una mejor seleccion y a de-
cidir si latransferencia de blastocistos puede ser la
técnica de primera eleccion en nuestro plan de trabajo
rutinario.
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