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Resumen

Objetivo: Determinar si la morfologia de los prontcleos es un criterio valido para la seleccion de los
embriones que se van a transferir.

Ambito: Hospital General Universitario de Albacete.

Material y métodos: En este estudio retrospectivo se evalué la morfologia de los prontcleos (PNs) de
289 cigotos de 63 ciclos de tratamiento (57 pacientes) a las 16-18 horas post FIV/ICSl. La edad me-
dia de las pacientes fue 34,8+3,1 (28-40 afios)

El patrén utilizado fue el propuesto por Tesarik y Greco (1999) basado en el nimero, tamafio y distri-
bucién de los cuerpos precursores de nucleolos (CPNs) en cada PN (polarizada vs no polarizada) La
seleccion embrionaria se llevd a cabo en D+2 y D+ 3, clasificando los embriones en G1, G2, G3y G4
seguin el tamafio, multinucleacion y morfologia del citoplasma de los blastomeros, porcentaje de frag-
mentos citoplasmaticos, velocidad de division y grosor de la zona pellcida.

Se crearon 4 grupos de pacientes seglin el tipo y patron de procedencia (cigoto) de los embriones
transferidos:

- Grupo I: 1 embrién G1-G2 procedente de PO (patrén 0) (n=16)
- Grupo II: >1 embrién G1-G2 procedente de PO (n=19)

- Grupo I11: Sin embriones procedentes de PO (n=19)

- Grupo 1V: Todos los embriones G1-G2 procedentes PO (n=9)
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Resultados: Un 83,3% de los embriones G1-G2 en D+ 2/D+ 3 proceden de PO y un 87,5% de los G3-
G4 de P1 (p<0,05.

La edad media de las pacientes entre los grupos no muestra diferencias estadisticamente significati-
vas. El nimero medio de embriones transferidos en el GIV fue menor y estadisticamente diferente al
delosgrupos| yIl. La tasa de embarazo clinico, la tasa de implantacién y la de embarazo mdltiple
es estadisticamente menor en el GlIl que en el resto de los grupos (p<0,05)

Conclusiones: Los preembriones de mejor calidad proceden de cigotos PO y los de peor de cigotos
P1. La transferencia de preembriones (G1-G2) procedentes de cigotos PO incrementa |las tasas de em-
barazo clinico, implantacion y embarazo multiple. La valoracion morfol 6gica de los prontcleos
(D+1) y de los preembriones (D+2/D+ 3) son criterios complementarios que permiten una mejor se-
leccion de los preembriones que se van a transferir.

Palabras clave: Morfologia pronuclear. Cuerpos precursores de nucleolos. Embrion. Tasa
de gestacion.

Summary

Objective: To determine whether pronuclear morphology is a good criterion to select embryos to
transfer.

Setting: Hospital General Universitario de Albacete (Albacete, Spain)

Material and methods: In this retrospective study, the pronuclei morphology of 289 zygotes from 63
treatment cycles (57 patients), 16-18 h after IVF or ICS was evaluated. The mean age of patients was
34,8(3.1 (28-40 years). The used patterns were proposed by Tesarik and Greco (1999) based on num-
ber, size and distribution of nucleolar precursor bodies (NPBSs) in each pronucleus (polarized vs non-
polarized) The embryo selection was performed on D+2/D+ 3, classifying the embryosin G1, G2, G3
and G4 by size, multinucleation and cytoplasmic morphology of blastomeras, percentage of cytoplas-
mic fragments, cleavage rate and thickness of pelucida zone.

Four groups of patients according to the type and pattern of origin (zygote) of the transferred embr-
yos were created:

- Group I: one embryo G1-G2 that was derived from a zygote with a 0 PN pattern.

- Group Il: > one embryo G1-G2 that was derived from a zygote with a 0 PN pattern.

- Group I11: none embryo was derived from a zygote with a 0 PN pattern.

- Group IV: all embryos were derived from a zygote with a O PN pattern.

Results: An 83 % of G1-G2 embryos derived from zygotes with a 0 PN pattern in D+2/D+3 and a
87,5 % of G3-G4 embryos derived from zygotes with a 1 PN pattern (p<0,05).

Mean patients age between groups was not significantly different. Mean number of embryos transfe-
rred in GIV was lower than in groups | and Il and significantly different. Pregnancy, implantation and
multiple pregnancy rates were in GllI significantly lower than in others groups (p<0,05).

Conclusions: The preembryos of better quality derived from zygotes with a 0 PN pattern and the wor -
se ones from zygotes with a 1 PN pattern.

The transfer of G1-G2 embryos derived from zygotes with a O PN pattern increase pregnancy, implan-
tation and multiple pregnancy rates. The morphologic evaluation of the pronuclei and the preembryos
is complementary criteria that allow one better selection of the preembryos to transfer.

Key words: Pronuclear morphology. Nucleolar precursor bodies. Embryo. Gestation rate.
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INTRODUCCION

La clave del éxito del laboratorio de embriologia
radica en seleccionar para la transferencia, los em-
briones més viables, con €l fin de aumentar la tasa de
gestacion por ciclo y disminuir el nUmero de embara-
zos mdltiples.

Sin embargo, la evaluacién tradicional de los em-
briones humanos en el laboratorio de Reproduccion
Asistida (RA) basada principalmente en criterios
morfol 6gicos como simetria, multinucleacién y grado
de fragmentacion de los blastomeros, velocidad de di-
vision del embrién, aspecto del citoplasmay grosor
de la zona pelucida (1-5), tiene considerables limita-
ciones y su correlacién con el potencial de implanta-
cion suele ser débil e inexacto, excepto en casos ex-
tremos cuando los embriones son claramente
degenerativos. Estudios citogenéticos han demostra-
do que aproximadamente un 30% de los embriones
generados por tratamientos de FIV presentan anoma-
lias cromosdmicas que impiden su implantacion (6-7)
El problema se ha hecho cada vez méas complejo, por
ello se estan intentado diferentes estrategias para
identificar el mejor embrién, que conduzca al naci-
miento de un nifio sano.

En un programa de FIV, la seleccion del procedi-
miento para elegir los embriones dptimos debe ser se-
gura, no invasivay fécil de realizar dentro de la ruti-
na del laboratorio. Los problemas inherentes a
estimar adecuadamente la vitalidad del embrion, han
[levado a un enfoque mas detallado que juzgue al em-
brion en e momento de la transferencia y durante to-
do su desarrollo, como en un proceso dinamico desde
la recuperacion del ovocito. La presencia de los pro-
nucleos (PNs) es el primer signo de fecundacion, fa
[los en su alineacion y aparicién simultanea indican
unadisfuncién en laformacion del aster y un desarro-
[lo embrionario anormal. Tesarik y Greco (8) estudia-
ron la asociacion de la estructura y arquitectura pro-
nuclear con el desarrollo del embrién, sugiriendo que
la estimacion del nimero y distribucion de los cuer-
pos precursores nucleolares (CPN), dentro del PN,
puede ayudar a predecir el potencial de implantacion
embrionario. Desde entonces, son numerosos |os tra-
bajos publicados que han intentado demostrar la im-
portancia de la morfologia pronuclear en el desarrollo
y constitucién cromosomica de los embriones (9-15)

Los cambios en la estructura pronuclear que su-
fren los cigotos se correlacionan con una actividad de
sintesis de RNA (16, 17) Los nucleolos son los luga-
res de sintesis del pre-RNA ribosémico (pre-RNAr) y
estan localizados en regiones cromosdmicas que co-

rresponden al loci donde residen los genes que codifi-
can el RNAr. El nimero y localizacion de estas regio-
nes son especificos de especie y parecen diferir seguin
el tipo de célula, su actividad y el estado de desarro-
[lo. Los cuerpos precursores crecen rapidamente y se
fusionan formando un gran nucleolo tipico de la célu-
lainterfasica. Un periodo de tiempo preciso y una se-
cuencia coordinada de estos sucesos son extremada-
mente importantes y el nuevo RNAr sintetizado es
necesario para el proceso transcripciona cuando el
genoma embrionario llega a ser completamente acti-
vado (18)

Baséndonos en estas consideraciones la morfolo-
giade los PNsy el nimero y distribucion de los
CPNs se ha propuesto como un sistema de clasifica-
cion y se ha establecido una correlacion entre los di-
ferentes patrones pronucleares observados, el desa-
rrollo embrionario y el potencial de implantacion (9,
11, 19, 20) Las anomalias cromosdmicas representan
la mayor causa de fallo de implantacién y aborto es-
pontaneo, y se producen en una elevada proporcion
de los embriones generados en ciclos estimulados
(21, 22) Las ateraciones de la morfologia pronuclear
y las anomalias cromosomicas referidas sugieren que
el patrén de morfologia nuclear podria depender de la
constitucion cromosémica.

Se han propuesto numerosos sistemas de clasifica-
cion embrionaria, sin embargo el problema radica en
elegir el més adecuado. Con el objetivo de aclarar es-
ta cuestion se realizé un estudio retrospectivo para
determinar si la morfologia de los PNs es un criterio
valido parala seleccion de los embriones que se van a
transferir.

MATERIAL Y METODOS

Pacientes

Se realiz6 un estudio retrospectivo de 289 zigotos
procedentes de 63 ciclos de FIV y/o ICSI. El grupo
de poblacién estaba constituido por 57 pacientes con
diferentes problemas de infertilidad, con una edad
media de 34,8 ( 3,1 + 28-40 afios)

Estimulacion ovarica

L a hiperestimulacion ovérica controlada (HOC) se
[levé a cabo utilizando los protocol os establecidos en
la Unidad de Reproduccion del Hospital General
Universitario de Albacete.

Realizamos la supresién hipofisaria, mayoritaria-
mente, con agonistas de la GnRh, en protocolo largo
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a dosis convencionales (Procrin®, Laboratorios
Abbot, Barcelona; Synarel®, Lab. Seid, Barcelona;
Decapeptyl®, Ipsen Pharma, Barcelona), en las pa-
cientes con reserva folicular disminuida administra-
mos agonistas en protocolo largo a bajas dosis.
Utilizamos los antagonistas de la GnRh (Cetrotide®,
laboratorios Serono Madrid, y Orgalutran®,
Laboratorios Organon, Barcelona) basicamente, en
las bajas respondedoras y ante la sospecha de riesgo
de hiperrespuesta ovarica, comenzando su adminis-
tracion a partir de la observacion ecogréfica de foli-
culos mayores de 14-16 mm.

Iniciamos la HOC con dosis y tipos variables de
gonadotropinas segln el siguiente protocolo estable-
cido en la Unidad: 1°. En pacientes < de 30 afios, con
esterilidad por factor masculino/ factor tubérico y en
pacientes con S.O.P.: 100-150 Ul de FSH; 2° >30
afos: 150 FSH + 75 HMG/LH; 3° >35 afios; 225 Ul
FSH + 75 HMG/LH; 4°. En Bgjas respondedoras y en
>37 afos: 300 Ul FSH + 150 HMG/LH (Gonal-F®,
laboratorios Serono Madrid; Puregon®, Laboratorios
Organon Barcelona; HMG-lepori, Farma Lepori®,
Barcelona; Menopur, Ferring Pharmaceuticals,
Madrid; Luveris®, laboratorios Serono, Madrid)
Estas dosis se gjustan el 4°-6° dia de tratamiento en
funcién de larespuesta individual de cada paciente.

El control de la respuesta ovarica se realiz6 me-
diante el seguimiento ecogréafico del crecimiento foli-
cular y la determinacion del estradiol en sangre circu-
lante. Se desencadend la ovulacion, cuando los
foliculos alcanzaron diametros mayores o iguales a
18-20 mm, mediante la administracion de 250 pg 6
5000-10000 Ul de HCG (Profasi® u Ovitrelle®,
Laboratorios Serono, Madrid; HCG-lepori®, Farma
Lepori, Barcelona)

La recuperacion ovocitaria se realizo, 34-36 horas
después de la administracion de la HCG, mediante
aspiracion folicular transvaginal guiada por ecogra-
fia, bajo anestesia general o locoregional.

Preparacion de las muestras seminales

Las muestras seminales, se evaluaron macroscopi-
cay microscopicamente, tras su licuefaccion en el in-
cubador durante 30-40 minutos en atmaosfera de CO,
al 6%, a 37°C.

El eyaculado se mezcl6 con medio de cultivo (G-
SPERM™, Vitrolife, Suecia) y se realiz6 un swim up
convencional. Tras el lavado de la muestra, el preci-
pitado obtenido se incub6 con medio de cultivo (G-
FERT™, Vitrolife, Suecia) durante 1 hora en atmésfe-
rade CO, a 6%, a 37°C. Seguidamente se recupero €l
sobrenadante, evaluandose €l recuento y la movilidad

de la muestra capacitada. Cuando las muestras presen-
taron una oligoastenozoospermia severa, se concentra-
ron mediante centrifugacion con medio de cultivo para
lavado de semen. El precipitado se mezcl6 con un vo-
lumen reducido de medio (G-FERT™, Vitrolife,
Suecia), evaluandose su concentracion y movilidad.

Todos los medios utilizados fueron suplementados
con abumina humana pura o recombinante (HSA-
solution™ o G-MM™, Vitrolife, Suecia)

Recuperacion y fecundacion de los ovocitos

L os ovocitos recuperados se lavaron en medio
tamponado (G-MOPS™, Vitrolife, Suecia) y se culti-
varon individualmente en microgotas de 40 pl de me-
dio de cultivo (G-FERT™, Vitrolife, Suecia) bajo
aceite mineral (G-OIL™, Vitrolife, Suecia) en atmos-
ferade CO, a 6%, a 37°C, lo que hizo posible asociar
cada patron de morfologia pronuclear con cada em-
brion. Los ovocitos se inseminaron y/o microinyecta-
ron alas 2-4 de su recuperacion. Para su microinyec-
cion, las células del cimulo se eliminaron con una
solucién de hialuronidasa (HYASE™-10x, Vitrolife,
Suecia) y mediante pipeteado mecénico. Los ovocitos
metafase Il (MIl) se microinyectaron y se dejaron in-
cubar en microgotas de medio (G-1™ vesion3,
Vitrolife, Suecia) cubiertas con aceite mineral.

En los ciclos con FIV convencional, |os ovocitos
se inseminaron con una concentracion de 1x 106 es-
permatozoides/ml y se dejaron incubar en medio de
cultivo (G-FERT™, Vitrolife, Suecia) hasta valorar la
fecundacion.

La fecundacion y morfologia de los PNs se valo-
raron a las 16-20 h post-FIV y/o ICSI, utilizando un
microscopio invertido con un objetivo de 40x. El pa-
trén utilizado fue el propuesto por Tesarik y Greco
(8) basado en el nimero y distribucion de los CPNs
(polarizados vs no polarizados) Para ello se modifico
el enfoque durante la observacién hasta que se ins-
pecciono latotalidad del volumen de ambos PNs. Los
cigotos se giraron mediante movimientos repetidos de
la placa de cultivo hasta que ambos pronucleos fue-
ron claramente visibles.

Se observo que el nimero de CPNs puede ser muy
variable, dependiendo el desarrollo del cigoto de la
distribucion que adquieran en el PN. La distribucién
de los CPNs se considerd polarizada cuando todos los
CPNs de un PN se encontraban concentrados en el
punto de contacto entre los dos PNs; y no polarizada
cuando al menos un CPN se localiz6 en el hemisferio
opuesto (8) El tamafio de los CPNs no se evalud co-
mo parametro al ser inversamente proporciona al nu-
mero de CPNs en un PN (23).
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Se diferenciaron 6 patrones morfolégicos
(Patrones 0-5): patron 0 (PO): la diferencia en el nu-
mero de CPNs entre los dos PNs nunca es >3; los
CPNs siempre estan polarizados cuando son <7y
nunca cuando son >7; el nimero de CPNs en un PN
nunca es < 3; la distribucion de los CPNs en ambos
PNs es la misma (polarizada o no polarizada); patron
1 (P1): ladiferencia en €l niumero de CPNs entre los
2PNs es >3; patrén 2 (P2): a menos un PN con un re-
ducido nimero de CPNs (<7) sin polarizar; patréon 3
(P3): al menos un PN con un nimero elevado de
CPNs (>7) polarizados; patron 4 (P4): a menos un
PN con un nimero de CPNs muy pequefio (<3); pa-
tron 5 (P5): CPNs polarizados en un PN y no polari-
zados en €l otro (8)

Calidad embrionaria

La seleccion embrionaria se llevé a cabo alas 48h
(D+2) 6 72h (D+3) post-puncion folicular en funcién
de los criterios morfoldgicos del embrion: nimero y
tamafio de los blastdmeros, porcentaje de fragmentos
citoplasmaticos, apariencia del citoplasma, grosor de
la zona pellcida, blastémeros multinucleados y velo-
cidad de division.

Los embriones se clasificaron en gradol (G1),
grado 2 (G2), grado 3 (G3) y grado 4 (G4) Los em-
briones de buena calidad (G1 y G2) mostraron 3-4
células de tamafio similar en D+2 y 7-8 en D+3, au-
sencia de blastémeros multinucleados, no-fragmenta-
cion (G1), fragmentacion < 20% (G2), citoplasma sin
vacuolas y zona pelicida heterogénea.

Transferencia Embrionaria (TE)

Siguiendo el protocolo de TE de la Unidad, antes
del inicio del ciclo realizamos un test FIV para com-
probar la permeabilidad cervical y disefiar la estrate-
gia de insercion del catéter de transferencia. Las TE
serealizaron en D2 6 D3, con vejigallenay bajo con-
trol ecografico. Lavamos con suero la vagina, aspira-
mos el moco cervical y a presion bafiamos el cérvix
con medio de cultivo (G-MOPS™, Vitrolife, Suecia)

Se transfirieron un maximo de 4 embriones en
funcion de la edad de la paciente, los ciclos previos y
la calidad embrionaria, depositandose los embriones
en el tercio medio de la cavidad endometrial. Los em-
briones se cargaron en €l catéter de transferencia con
medio G-2™ version3 o embryoGlue® (Vitrolife,
Suecia) Posteriormente las pacientes permanecieron
en reposo durante dos horas.

La fase lUtea se suplement6 con 400-600 mg de
progesterona natural, iniciandose su administracion el

dia de la transferencia embrionaria, via oral o vaginal
(Progeffik®, Effik, Madrid o Utrogestan®, Seid,
Barcelona)

El diagndstico de gestacion se realizd mediante
determinacion de la (hCG sérica a los 15 dias de la
puncion folicular. Cuando fue positiva (>20 Ul/ ml),
se confirmo la gestacion dos semanas después, por la
presencia de saco gestacional intrauterino.

Andlisis estadistico

L os resultados se expresaron en medias ((SD) y
porcentajes. Se comprobd la normalidad de las fun-
ciones de distribucién para cada uno de los conjuntos
de datos, mediante el test de Kolmogorov-Smirnov y
la homogeneidad de las varianzas mediante el test de
Levene. La significacion de las diferencias fue esti-
mada utilizando el andlisis de (2 y el Test Exacto de
Fisher, asi como el Andlisis de la Varianza (ANOVA)
Las diferencias que mostraron valores de p<0,05 fue-
ron consideradas estadisticamente significativas.
Todos los célculos estadisticos se realizaron con la
version 12,0 del programa SPSS para Windows
(SPSS’ Inc. 1989-2003)

RESULTADOS

Se evaluaron 289 cigotos, la distribucion de los
patrones de los PNs fue: 108 (38,7%) PO, 8 (2,9%)
P1, 65 (23,3%) P2, 22 (7,9%) P3, 21 (7,5%) P4y 55
(19,7%) P5.

En los PNs con elevado nimero de CPNs, éstos se
distribuian al azar por todo el PN, sin embargo cuando
el nimero de CPNs era bajo, su tamafio aumentaba y
se polarizaban proximos alaunion entre los PNs.

En la figura 1 se representa la distribucion de los
embriones G1-G2 y G3-G4 seguin su patron de proce-
dencia. El nUmero y porcentaje de embriones de bue-
nay mala calidad desarrollados a partir de los dife-
rentes patrones pronucleares, asi como las diferencias
estadisticas se resumen en latabla 1. El porcentaje de
embriones G1-G2 procedentes de PO fue significati-
vamente superior a resto de patrones. El 83,3 % de
los embriones de buena calidad procedian de cigotos
POy el 87,5% de los de peor calidad de cigotos P1.

Se crearon 4 grupos de pacientes segun €l tipo y
patréon de procedencia (cigoto) de los embriones
transferidos:

- Grupo | (Gl): 1 embrion G1-G2 procedente de
cigotos PO.

- Grupo Il (GII): >1 embrion G1-G2 procedente
de cigotos PO.
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Figural
Distribucién de los embriones de buena y mala calidad se-
gun su patrén pronuclear de procedencia.

- Grupo 11 (GII1): Ningan embrion procedente de
cigotos PO.

- Grupo IV (GIV): Todos los embriones G1-G2
procedentes de cigotos PO.

En la Tabla 2 se muestra el nimero de ciclos, la
edad media de las pacientes, el nimero medio de em-
briones transferidos, el nimero de embriones transfe-
ridos de buena calidad (G1-G2), los ciclos con (hCG
positiva, la tasa de embarazo clinico, implantacion y
embarazo multiple en cada grupo de pacientes.

La edad media de las pacientes fue muy similar en
todos los grupos, no mostrando diferencias significa-
tivas. El nimero medio de embriones transferidos fue
menor en el grupo 1V donde todos los embriones
transferidos fueron G1-G2 y procedian de PO, siendo
estadisticamente diferentes al de los grupos | y I1.
También se observaron diferencias significativas en

el nmero medio de embriones transferidos entre el
grupo Il y I1I.

Los porcentajes de (hCG positiva, tasa de embara-
zo clinico, implantacién y gestacion maltiple més ba-
jos se obtuvieron en el grupo (GlI1) donde ninguno
de los embriones transferidos se origind de cigotos
con PO, siendo las diferencias respecto al resto de los
grupos significativas. El porcentgje de (hCG positiva
fue similar entre Gll y GIV, a pesar de transferir en
este Ultimo grupo un nimero medio de embriones

06364 menor. Por Ultimo, todas las (hCG positiva del GIV
dieron lugar a embarazos clinicos y a tasas de im-
B G1-G! plantacion (62,5 %) e incidencia de embarazo multi-
ple muy elevadas (42,9 %)
0%
DISCUSION

L os criterios de evaluacion morfol 6gica pronucle-
ar utilizados en este trabajo fueron descritos previa-
mente por Tesarik y Greco (8), cuando demostraron
gue los embriones de mejor calidad y las mejores ta-
sas de implantacion y embarazo se conseguian a par-
tir de cigotos con PO. Los cigotos PO dan lugar a em-
briones de “buena calidad” (G1-G2) con mayor
velocidad de division, blastémeros simétricos no
multinucleados y escasos fragmentos citoplasméticos.
L os resultados de nuestro trabajo, también nos sugie-
ren una buena relacion entre la morfologia de los ci-
gotos y la calidad embrionaria con el embarazo clini-
coy laimplantacion.

Los ovocitos en el foliculo antral tienen un nucle-
olo bien definido, cuando maduran y son ovulados,
disminuye la sintesis de RNAr y los nucleolos son
pequefios y dispersos. Durante la fecundacion, 1a sin-
tesis se reanuda y 10s nucleolos se reorganizan y cre-
cen simultdneamente en ambos PNs. Durante el desa-
rrollo de los PNs, los CPNs son méviles, su actividad
parece ser minima, su distribucién puede ser al azar y
disminuir durante la migracion de los PNs (24) o po-
larizada (25) y su polarizacion se ha relacionado con
el desarrollo embrionario.

Aunque la importancia de la polarizacién de los
CPNs se ha intentado explicar mediante varias hipé-

Tabla 1l
Porcentaje de los embriones de buena y mala calidad desarrollados a partir de |los diferentes patrones pronucleares

Grado Embriones Patrén O Patron 1 Patroén 2 Patron 3 Patroén 4 Patrén 5
G1-G2 (%) 83,3 12, 5pcde 43,1 0ot 40,90 38, 70 45, 5pede
G3-G4 (%) 16,7 87,5° 56,9 59, et 61,3< 54, 5eot

@ diferentes letras indican diferencias entre patrones diferentes (p<0,05)
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Tabla 2
Resultados de la transferencia embrionaria en relacion con la morfologia pronuclear.

Grupos Gl

Ne° ciclos transferidos 16
Edad media(DS 35,5+3,6
N° medio embriones transferidos 3,0+1,0%°
Embriones transferidos G1-2 (%) 56,3
(hCG positiva (%) 507
Tasa embarazo clinico (%) 50
Tasa implantacion (%) 22,9%
Tasa embarazo multiple (%) 37,5

*< diferentes letras indican diferencias entre grupos diferentes (p<0,05)

Gll Glll GlvV
19 19 9
34,4432 35,4+2,6 33,3+3,0
3,1+0,6* 2,5+0,5 1,8+0, 7«
831 48,9 100
89,5 26,3 77,8
78,9 15,8° 77,8
37,3 6,4° 62,5
33,3 (08 42,9

tesis, su funcion directa no se ha podido determinar.
Se ha sugerido que la polarizacién de la cromatina
(26) y los CPNs representa un paso temprano en la
formacion del eje embrionario, el cual determina el
destino celular de los embriones preimplantacional es
(27) Se sabe que la ausencia de aposicion pronuclear
y las alteraciones en la polarizacion de los CPNs, son
incompatibles con el desarrollo normal de los cigotos
y gue estas anomalias son €l resultado de un mal fun-
cionamiento de los centriolos derivados del esperma-
tozoide. Eppig et al (28) consideraron que la disper-
sién de los CPNs 'y su pequefio tamafio era indicativo
de un desarrollo asincronico entre los factores nuclea-
resy citoplasméticos, y podria ser la causa de las al-
teraciones que se producen durante el desarrollo del
cigoto. De modo, que estos embriones generalmente
Nno son viables.

Tesarik y Greco (8) describieron un criterio de
evaluacion de la morfologia pronuclear basado en
una unica observacién no invasiva de los cigotos hu-
manos tras 12-20 horas de la FIV/ICSI. Con este cri-
terio demostraron que se podia predecir en fases de
division temprana, €l blogueo embrionario, el riesgo
de desarrollar embriones con blastémeros multinucle-
ados y la mala calidad embrionaria. En un trabajo
posterior, Tesarik et al (19), reconocieron una subpo-
blacion de embriones de buena morfologia proceden-
tes de cigotos PO que tenian una tasa de implantacién
casi el triple que los derivados de cigotos con patro-
nes diferentes, aunque la velocidad de division y la
morfologia no diferian entre estos dos grupos.

Son varios los trabajos que han estudiado la corre-
lacion de la morfologia de los PNs con otros marca
dores de normalidad embrionaria. Wittemer et a (29)
concluyeron que cigotos con PO eran capaces de de-

sarrollar embriones de mejor calidad y con mayor po-
tencial de implantacion que los procedentes de patro-
nes menos favorables. Ludwig et a (30) clasificaron
los cigotos basandose en la posicion de los PNs, pola-
rizacion de los CPNsy la apariencia del citoplasma.

Scott et al (9) observaron gue los cigotos que ori-
ginaban buenos blastocistos tenian entre tres y siete
CPNs de tamafio similar en cada PN. La asincronia
de los PNs, en tamafio y nimero de CPNSs, podria in-
dicar anomalias cromosdmicas o0 acontecimientos
mei 6ticos aberrantes que provocarian la alteracién del
desarrollo embrionario normal y el fracaso de laim-
plantacion. En otro grupo de pacientes, la fusion de
los CPNs fue extremadamente rapida, originando en
cada PN dos o tres CPNs de gran tamafio. Los em-
briones procedentes de estos cigotos compactaban
muy rapidamente formandose uniones celulares estre-
chas con tan solo 8-10 blastomeros en D+3. Estos
embriones habitualmente no llegaban a blastocisto.
L os autores pensaron que el desarrollo acelerado pro-
vocaba el rapido consumo del sustrato metabdlico del
medio de cultivo y llevaba a la transferencia de los
embriones en un estado de desarrollo muy avanzado
respecto a ambiente uterino. Estos hallazgos sugirie-
ron que seria necesario un seguimiento de los embrio-
nes durante todo su desarrollo y no una evaluacion
puntual o de un solo parametro de seleccion.

Coskun et al (31) observaron larelacion del pa-
trén pronuclear con la incidencia de anomalias cro-
mosomicas, siendo éstas significativamente mas bajas
en los cigotos con los CPNs polarizados. Sin embar-
go, otras caracteristicas del cigoto como la presencia
de halo citoplasmatico, tamafo de los pronicleos y
ndimero de CPNs no mostraron esta relacion.

Balaban et al (15) describieron que la tasa de
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aneuploidias en embriones derivados de cigotos con
ambos PNs normales (P0), uno anormal o ambos
anormales fue 25,6%, 73% y 83%, respectivamente.
La tasa de desarrollo hasta blastocisto de los embrio-
nes con patrén normal fue mayor (90%) que la de los
embriones cromosomicamente normales con un solo
PN anormal (61%) o dos PNs anormales (40%)
Concluyeron que la morfologia de los PNs predecia
el riesgo de blogueo del desarrollo embrionario y la
incidencia de anomalias cromosdmicas.

De Placido et a (32) evaluaron la calidad embrio-
nariaen D+2 y D+3. El andlisis de los datos les mos-
tr6 un bajo coeficiente de correlacién. En este trabajo
seleccionaron los embriones por su calidad en D+1,
morfologia embrionaria y nimero de blastomeros en
D+2/D+3. Este sistema de seleccién fue altamente
predictivo del éxito o fracaso de la FIV. De hecho,
cuando se transfirié un 100 % de embriones de buena
calidad las tasas de embarazo y de implantacién fue-
ron del 75% y del 28,1%, respectivamente. Estos au-
tores concluyeron que la morfologia del cigoto, del
embrion y latasa de desarrollo no son capaces de pre-
decir independientemente el resultado del ciclo de
FIV, sino que se requiere una combinacion de todos
estos pardmetros. Este sistema de seleccion, valoran-
do multiples factores, permite reducir el nUmero de
embriones para transferir, conservando buenas tasas
de gestacion y reduciendo la incidencia de embarazo
multiple (32) Sin embargo, en ocasiones este segui-
miento embrionario no es suficiente ya que la edad
materna es otro factor que se deberia tener en consi-
deracion (33)

Salumets et al (11) estudiaron la morfologia pro-
nuclear combinada con la transferencia de un dnico
embrioén para determinar si la evaluacion actual delos
cigotos permite la prediccion de la calidad embriona-
riay de latasa de implantacién. Consideraron 3 gru-
pos en funcion de la polarizacion de los CPNs: pola
rizacion en ambos, al menos en uno y en ninguno. La
tasa de division fue 57,3%, 54% y 38,9%, respectiva-
mente (p<0,005) Sin embargo, no hubo diferencias en
la tasa de gestacion entre los grupos cuando se trans-
firi6 un Unico embrion. También clasificaron los ci-
gotos basandose en el nimero y distribucion de los
CPNs. Ninguno de los 6 patrones dio embriones de
mejor calidad o mayor tasa de gestacion en las 144
transferencias de un Unico embrién, a diferencia de
nuestros resultados donde |os mejores embriones pro-
cedian de cigotos PO.

Cuando agrupamos los ciclos como previamente
se haindicado (Tabla 2), la edad media de las pacien-
tes fue muy similar en todos los grupos, aungue lige-
ramente inferior en el grupo (GIV) donde todos los

embriones transferidos fueron de buena calidad, se
desarrollaron a partir de cigotos con patréon ideal, y
ademas el nimero medio de embriones transferidos
fue menor (p<0,05) Es decir como cabria esperar, las
pacientes mas jovenes tuvieron mejores embriones
procedentes de cigotos de buena calidad.

Gamiz et a (12) encontraron que los cigotos con
similar tamafio pronuclear y con 3-4 CPNs polariza-
dos tenian mejor pronoéstico, basandose en el desarro-
[lo embrionario y en la baja incidencia de anomalias
cromosomicas (D+3) El tamafio del PN fue el factor
gue mas afectd a desarrollo del embrién. Cuando €l
tamarfio de los PNs fue similar, se encontré un menor
porcentaje de multinucleacion de los blastébmeros en
D+3 y mayor porcentaje de embriones compactados y
cavitados en D+5. Esto solo se observé en pacientes
con edad media (37 afios, lo que confirmé que la va-
loracion de los PNs deberia utilizarse como herra-
mienta para seleccionar los mejores cigotos / embrio-
nes paratransferir en este grupo de edad.

El nimero de embriones transferidos en GllI fue
bagjo, inferior al de los grupos | y 11, sin embargo se
trataba de embriones que no procedian del patron ide-
al. Para explicar estos resultados hubiera sido intere-
sante disponer del nimero medio de ovocitos recupe-
rados y de la tasa de fecundacion en cada uno de los
grupos, ya que si el nimero de ovocitos recuperados
en Gl y su tasa de fecundacion fuesen reducidas, se
entenderia la transferencia de un menor numero de
embriones a pesar de su mala morfologia.

Latasa de embarazo mdltiple fue similar en Gl y
Gll, a pesar de transferir en Gl un Unico embrion de
buena calidad procedente de un cigoto PO. La tasa de
implantacion mas baja se obtuvo en el grupo donde
ninguno de los embriones transferidos se origing de
cigotos con PO, lo que evidencia que los embriones
de buena calidad (G1-G2) que no derivan de cigotos
PO son capaces de implantar aunque con una menor
tasa de éxito. Por tanto parecen necesarias y comple-
mentarias la evaluacion en D+1 y D+2/D+3 para se-
leccionar los embriones mas viables, asi como el se-
guimiento del ovocito desde el momento de su
recuperacion.

Concluimos por el analisis de nuestros resultados
y los trabajos referidos que la valoracion de los PNs
puede incorporarse satisfactoriamente a la practica de
la evaluacién embrionaria 'y prediccion del potencial
de implantacion (8, 9, 11, 14, 15, 20, 25, 29, 30, 31);
y que los embriones de buena calidad (G1-G2) proce-
dentes de cigotos con patron ideal (PO) tienen mayor
tasa de implantacion que los desarrollados a partir de
cigotos anormales (P1-P5) La morfologia del cigoto y
del embrion dividido nos proporciona informacion de
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10.

gran valor ala hora de incrementar la eficacia de |os
ciclos de FIV, es decir nos permiten incrementar las
tasas de gestacion reduciendo el riesgo de embarazo
multiple. Actualmente, se esta desarrollando este tra-
bajo para incrementar el nimero de ciclos por grupo
y obtener resultados mas concluyentes.
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