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Resumen

Objetivo: Determinar el embrion mds viable que dard lugar a un embara zo a término es vital en un
ciclo de FIV. Este estudio analiza el valor predictiw de la division temprana (earlycleavage, EC) co-
mo pardmetro adicional a la calidad embrionarnia en transferencias vinicas. Material y métodos: Se
analizaron retrospectivamente 251 transferencias tinicas. La division temprana fue determinada
26.7+0.9 horas post-inseminacion. La seleccion del embrion a transfe rir se baso en su morfologia el
dia de la transferencia, no en el estado de la division temprana. Se analizaron 2 grupos de pacientes
en funcion de observarse o no division temprana en alguno de sus embriones en transferencias tinicas
selectias (eSET) y no selectivas (neSET). Resultados: De 1751 embriones analizados el 35.8% pre-
sentaron division temprana. De éstos, el 82.8% fueron evolutivos frente al 65.8% de los que no pre-
sentaron division temprana pero si desaparicion de proniicleos (no PN) y el 57.4% que presentaban
proniicleos visibles (PN) (p<0.0001). La tasa de implantacion de los embriones EC fue del 38.8%
frente al 24.6% en los no PN y el 13.1% de los PN (p<0.001). En las 137 transferencias selectivas,
128 pacientes presentaron division temprana en alguno de sus embriones (EC) frente a 9 que no la
presentaron en ninguno de ellos (NEC), sin diferencias en la tasa de implantacion (42.2% vs 44.4%).
La tasa de implantacion de los embriones que presentaron EC fue signifi c at iamente mayor que la de
los embriones NEC en el grupo de transferencias no selectivas (23.1% vs 9.1%;p<0.1).
Conclusiones: En transferencias uinicas, observar division temprana es un factor de buen prondstico
relacionado con el potencial implantatorio del embrion. En transferencias tinicas selectivas (eSET)
inicamente predice el potencial evolutio de los embriones mientras que en transferencias unicas no
selectias (neSET) la tasa de implantacion es mayor cuando el embrion transfe rido presenta EC.
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Summary

Objective: To establish which embryo leads up to pregnancy is vital in IVF programmes. This study
examines the predictie value of early cle avage (EC) as an additional parameter to embryo quality in
single embryo transfers. Materials and methods: 251 single embryo transfers were retrospectively
analyzed. Earlycleavage status was assessed at 26.7+0.9 hours after insemination. The selection of
the embryo for transfer was based on the morphologcal score in the day of transfer, not on the early
cleavage status. The characteristics of two groups of patients were examined, depending on the obser-
vation of early cl e avage in any of their embryos in elective and not elective single embryo transfers.
Results: From 1751 examined embryos, 35.8% exhibited early cle avage (EC). Of these, 82.8% were
ongoing embryos, whereas of those that didn 't exhibit it but in which pronuclear breakdown had taken
place (no PN) 65.8% were ongoing while only 57.4% in embryos with visible pronuclei (PN)
(p<0.0001). Implantation rate in EC embryos was 38.8% vs 24.6% and 13.1% in no PN and PN
embryos respectively (p<0.001). In 137 elective single embryo transfers (eSET), 128 patients exhibi-
ted EC in some of their embryos while 9 of them didn 't exhibited it in any of them (NEC) with no sta-
tistically significant differences in implantation rates (42.2% vs 44.4%). The implantation rate was
significantly higher in the EC patients compared with NEC patients in the non elective single embryo
transfers (23.1% vs 9.1%;p<0.1). Conclusions: In single embryo transfers, occurrence of EC is a go-
od prognosis factor related to embryo’s implantation potential. In eSET patients, EC only predicts the

embryo’s developmental potential, whe reas in non elective single embryo transfers (neSET) the im-
plantation rate is higher when transfe rred embryos exhibited EC.
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INTRODUCCION

En los ciclos de fecundacién in vitro, el embridlo-
go ha de seleccionar para la transferencia el minimo
nimero de embriones que permita la mejor tasa de
embarazo minimizando el riesgo de embarazo multi-
ple. Este tipo de embarazos generan complicaciones
médicas, tanto para la madre como para los fetos asi
como problemas de indole social y econdmica [1]. La
tasa de embarazo gemelar espontdneo se sitia alrede-
dor del 1.3%, mientras que es 20 veces mayor tras
tratamientos de Fecundacion in Vitro (FIV). Por otra
parte, la tasa de embarazo triple espontdneo se sitiia
alrededor del 0.017% y se multiplica por 400 tras FIV
[2]. La elevada tasa de embarazo miiltiple (22.7%) [3]
se debe a la practica habitual de transferir mds de un
embridén para maximizar las posibilidades de éxito
del ciclo. En los tltimos afios la disminucién del nd-
mero de embriones transferidos a cada paciente ha re-
sultado en una disminucién del nimero de embarazos
triples sin disminuir la tasa embarazo global [4]. Sin
embar®, en aquellos centros en los que la transferen-
cia de dos embriones es la practica habitual, la tasa de
embarazo gemelar se mantiene alrededor del 21.7%
[5]. La transferencia selectiva de un uinico embrién
(eSET) ha demostrado ser un método efectivo para
reducir la incidencia de embarazos gemelares en ci-
clos de FIV sin reducir la tasa de embarazo [5-7]. Se
define como la transferencia de un tinico embrién en

aquellos casos en que se podrian transferir dos o mds
embriones. En nuestro centro, es una técnica que se
aplica a pacientes de buen prondstico (menores de 35
aflos con embriones de calidad 6ptima) [8]. El éxito
en la transferencia selectiva de un tnico embrién de-
pende en gran medida de la seleccién del embrién de
mejor calidad para transferir. Los métodos para valo-
rar la calidad embrionaria han de ser métodos no in-
vasivs y rdpidos para no dafiar a los embriones. El
método mds habitual para evaluar la calidad embri o-
naria es su valoracién morfoldgica: el nimero de cé-
lulas, simetria y porcentaje de fragmentos citoplas-
maticos en el dia de la transferencia [9,10]. Otros
criterios incluyen la morfologia ovocitaria [11], la
morfologia pronuclear en el estadio de cigoto [12,13]
y el cultivo hasta blastocisto [14].

La valoracién de la division temprana (early clea-
vage - EC) o tiempo de la primera divisién mitética
(aproximadamente 26 horas tras la inseminacién)
[15] ha demostrado tener valor predictivo en las tasa
de embarazo tras Fecundacién in Vitro convencional
[16] y microinyeccién intracitoplasmdtica (ICSI)
[17]. Es una técnica de facil implementacién en la ru-
tina de un laboratorio debido a que no es necesario
equipamiento adicional y estd libre de subjetividad a
diferencia de la valoracién ovocitaria, pronuclear o
embrionara en estadios méds avanzados.

El objetivo del presente estudio, es establecer co-
rrelaciones entre la observacion de division temprana
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del embrién con su capacidad de desarrollo y morfo-
logia y con su potencial de implantacidn. Por otra
parte, se analiza la morfologia y capacidad de desa-
rrollo de toda la cohorte de embriones de las pacien-
tes estudiadas. Se analizan los datos de morfologia
embrionarna en funcién de la ocurrencia a o no de di-
visién temprana (pacientes EC vs. pacientes NEC) y
en transferencias selectivas (eSET) y no selectivas
(neSET).

MATERIAL Y METODOS

Pacientes

Se recogierm retrospectivamente los datos de 251
ciclos de FIV e ICSI con transferencia de un tnico
embridn, tanto selectivas como no selectivas, que se
realizarm entre los afios 2003 al 2006 en el Servicio
de Medicina de la Reproduccién del Institut Unive r-
sitari Dexeus, no incluyendo ciclos con diagndstico
genético preimplantacional o cultivo largo de embri o-
nes. La seleccion del embridn a transferir se basé en
la morfologia del embridn el dia de la transferencia,
no en el estado de la division temprana.

Estimulacion de la ovulacion

La inhibicién de la produccién endégena de gona-
dotropinas se llevé a cabo mediante un protocolo con
agonistas de la hormona liberadora de gonadotropinas
(GnRH), tras lo cual se administraron gonadotropinas
para estimular la ovulacién. La respuesta ovdrica se
monitorizé a partir del 6° dia de administracién me-
diante determinaciones sanguineas de estradiol y eco-
grafias transvaginales para controlar el tamafio folicu-
lar. La administracién de 10000 UI de hormona
gonadotrépica coridnica (hCG) se llevé a cabo 36 ho-
ras antes de la recuperacion owcitana mediante pun-
cién ecogrd fica transvaginal.

Valoracion de la calidad embrionaria

Se recuperaron un total de 2953 ovocitos, de los
cuales 2277 fueron MII, se inseminaron un total de
2441 ovocitos, 644 mediante inseminacidén conve n-
cional (FIV) y 1797 mediante ICSI. La observacién
de los embriones se realiz6 en un microscopio inverti-
do con dptica de Nomarski, minimizando el tiempo
de observacion para preservar la temperatura y pH del
medio de cultivo.

A las 18.5 + 0.9 horas post-inseminacién se eva-
lué la fecundacién, considerando un cigoto normal

aquel que presentaba 2 pronucleos (PN) y 2 corpus-
culos polares (CP).

La valoracidén de la divisién temprana se realizé a
las 26,7 = 0,9 horas post-inseminacion. Los embrio-
nes se clasificaron en tres grupos, segliin pesentasen
aun pronucleos visibles, desaparicién de los pronu-
cleos o habian realizado ya la pimera divisién mit6ti-
ca (divisién temprana). En los embriones con division
temprana se valord la simetria entre blastémeros,
fragmentacidn citoplasmadtica y nimero de nucleos
por célula.

A las 43,7 £ 1,4 horas post-inseminacion en dia+2
y a las 70,2 = 1,2 horas post-inseminacién en dia+3
se evalu6 la calidad embrionaria segun el nimero de
blastomeros y simetria entre ellos, grado de fragmen-
tacion y presencia de blastomeros multinucleados y
se les asign6 un score embrionario segln los criterios
del Institut Universitan Dexeus (Tabla 1). Este score
se utiliz6 tanto para elegir los embriones dptimos pa-
ra ser transferidos como para decidir qué embriones
congelar. Mediante este score y teniendo en cuenta el
nimero de embriones 6ptimos y la edad de la mujer
se decide cuantos embriones transferir [8]. Los em-
briones considerados de calidad 6ptima son aquéllos
que presentan un score = §, presentando 4 6 6 Hasté-
meros en dia+2 y dia+3 respectivamente, de tamailo
similar, sin multinucleacién y con < 20% de fragmen-
tos. Los embriones de buena calidad presentaban 2-4
blastémers en dia+2 y 4-6 blastdmers en dia+3, sin
multinucleacién, de tamafios diferentes 6 con una
fragmentaciéon = 20% - < 30%. Los embriones de
mala calidad presentaban menos de dos blastémeros
en dia+2 6 menos de 4 blastémeros en dia+3, 6 bien
presentaban multinucleacién, una fragmentacién
=30% o se trataba de embriones noevolutivos.

Se establecen correlaciones entre la observacién
de divisién temprana del embrién y su capacidad de
desarrollo y morfo1ogia, asi como con su potencial de
implantacién en 251 transferencias tinicas. Por otra
parte, se analiza la morfologia y capacidad de desa-
rrollo de toda la cohorte de embriones de las pacien-
tes estudiadas (1751 embriones). Se analizan los da-
tos de morfologia embrionaria en funcién de la
ocurrencia a o no de divisién temprana (pacientes EC
vs. pacientes NEC) y en transferencias selectivas
(eSET) y no selectivas (neSET).

Transferencia de un inico embrion (SET)

Las transferencias se llevaron a cabo en dia+2 o
dia+3 por via vaginal guiada por ecograffa abdominal
y sin anestesia [18]. Se tuvieron en cuenta las trans fe-
rencias de un Unico embridn tanto selectivas como no
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Tabla 1
Score embrionaro del Institut Universitari Dexeus

Dia +2 Dia +3 Score
Nimero =4 =6 6
<4 <6 2
Simétricas y regulares 1
Tamafio y forma Un poco asimétricas y/o iregulares 0
Asimétricas y/o irregulares -1
< 10% 3
10% - < 20% 2
% Fragmentacién 20% - < 30% 1
=30% - < 50% 0
50% -1
Multinucleacién Siempre -2
selectivas. Las transferencias de un tnico embrién se- RESULTADOS

lectivas (eSET) se realizan sélo en aquellas pacientes
de buen prondstico. Segtin el Score de Embarazo
Multiple (S.E.M.) del Institut Universitari Dexeus [8],
se transfiere un embrion a aquellas pacientes que tie-
nen menos de 30 afios y al menos un embrién 6ptimo
(score = 8), entre 30-32 afios y al menos 2 embriones
de calidad 6ptima 6 entre 33-34 afios y al menos tres
embriones de calidad 6ptima. El critero para la selec-
cién del embridn a transferir se basé en la morfologia
del embrion el dia de la transferencia, no en el estado
de la divisidn temprana. Los embriones no transferi-
dos y ewlutivos se congelaron en dia+2 y dia+3. Las
transferencias de un tnico embrién no selectivas se
realizaron en aquellas pacientes en las que el dia de la
transferencia Unicamente se disponia de un embrién
evolutivo.

Determinacion de la tasa de embarazo clinico

El embarazo se determiné segiin el valor de la
BHCG 14 dias tras la transferencia. El embarazo clini-
co se confirmé por ultrasonografia a las 6-8 semanas
de amenorrea, se monitorizé a las 12-16 semanas [18].

Analisis estadistico

Para el analisis estadistico, a los datos cualitativos
se les aplico el test de la * o el test de Fisher cuando
las medidas muestrales lo permitieron, mientras que
para el andlisis de las variables cuantitativas se utilizd
el test de T-Student o ANOVA, considerando que los
datos presentan diferencias estadisticamente signifi-
cativas cuando p<0,05.

Se recogieron los datos de 251 transferencias de
un dnico embridn (SET), asi como los datos corres-
pondientes a 1751 embriones.

Caracteristicas de los embriones

De los 1751 embriones, 627 (35,8 %) presentaron
divisién temprana (EC). La tabla 2 recoge la morfolo-
gia embrionaria y la capacidad de desarrollo de los em-
briones segun las caracteristicas del embrién a las = 26
h post-inseminacién. Se observaron diferencias signifi-
cativas en el porcentaje de embriones EC evolutivos
frente a los embriones con desaparicion de pronticleos
y con prontcleos visibles (82,8% vs 65,8% vs 57,4%;
p<0.001) y en el score de calidad embrionaria (7,5 +
1,9 vs 6,7 2,1 vs 5,3 £2,2; p<0,05).

Tabla 2
Caracteristicas de los embriones segiin presentasen division
temprana (EC), desap aricion de proniicleos (NO PN) 6 pro-
niicleos visibles

n (1751) Calidad Evolutivos
(%) embrionaria (%)
EC 627 75+19 82,8
(35.8)
NO PN 600 6,7+2,1 65.8
(34,3)
PN VISIBLES 524 5,322 57.4
(29,9)
p-valor p<0,05 p<0,0001
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La tabla 3 muestralos datos de calidad embriona-
ria y tasa de implantacién de los embriones transferi- -
dos respecto de la division temprana. Se observa que &
el 48.2 % (121) de las transferencias fueron de em- g NS NS é
briones que presentaron divisién temprana frente a un = S - =
27.4 % de los casos (69) en que se transfirieron em- E o - ¥
briones que no pesentaron divisién temprana pero si o &
desaparicion de prontcleos y el 24.3 % de los casos §
en que se transfirieron embriones en los que aln eran ey £
visibles los prontcleos. Se observaron diferencias S 3 .
significativas en la tasa de implantacién los embrio- g E = A 8
nes EC transferdos frente a los no PN y PN visibles § 3 e ; Z
(38.8% vs 24.6% vs 13.1%; p<0.001) y en cuanto a la 2 s
calidad media del embrién transferido (p<0.05). Ié s
Tabla 3 § < o e
Caracteristicas de los embriones transferidos segiin presenta- 2 = E a g
sen division temprana (EC), desap aricion de proniicleos (NO § ~ E v
PN) 6 proniicleos visibles (PN) § - =
v
n (251) Calidad Implantacién § § o 3 0
. . = ~ <
(%) embrionara (%) S § @ ;,I 3
EC 121 8.5+1.6 38.8 S] o " v A
(48.2) 2
NO PN 69 7.2+2.1 24.6 i § ) S b
(27.5) -« § G @ ¥ Z
PN VISIBLES 61 5.4+2.5 13.1 25 °|d = ¥
(24.3) £ 2
p-valor p<0.05 p<0.001 S g ®
g 2|3 o pe
S S | = %4 S
Caracteristicas de las pacientes :§ g :;EI 3 ?é.
3 vy
La tabla 4 resume las caracteristicas de las pacien- 5 % =
tes a las que se les realiz6 transferencia de un tnico \a
embrién asi como los resultados en cuanto a tasa de = - -
fecundacién e implantacién en funcién de si tenfan § = jrl‘l jrl‘l l§
alglin embrién que mostrase divisién temprana (EC) @ Bl - 3’
o si ninguno de sus embriones presentaba division g a P &
temprana (NEC). Los resultados muestran diferencias 3
significativas entre estos dos grupos de pacientes re s- o
pecto a edad, nivel de estradiol el dia de la hCG, n° E = g )
de foliculos, n° de ovocitos recuperados, n°® de ovoci- = ‘@ A 8
tos en estadio MII recuperados, tasa de fecundacién y .§ = ‘E N
tasa de implantacién. Las pacientes que tenian algin =2
embrién que presentaba divisién temprana (EC) son 8
pacientes de mejor prondstico, significativamente §
mds jovenes (32.3 +4.1 vs 37.1 £ 4.5; p< 0.005), con ©
un ndmero significativamente mayor de ovocitos ma- O
duros recuperados (12.6+6.4 vs 3.5£3.6; p<0.005) y &) 5
mejores tasas de fecundacién (75.8% vs 55.25%; g %
p<0.05) e implantacién (39.0% vs 13.4%; p<0.0001). E E B
Debido a las grandes dife rencias observadas entre g g s
el grupo de pacientes que presentaban algin embrién A~ A~ e
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con divisidn temprana y el grupo de pacientes que no
presentaba division temprana en ninguno de sus em-
briones, se dividi6 a las pacientes en dos grupos se-
glin se hubiera llevada a cabo transferencia selectiva
de un unico embrion (eSET) o transferencia no selec-

Tabla 6
Caracteristicas de los embriones de las pacientes eSET segiin
presentasen division temprana (EC), desap aricion de pronii-
cleos (NO PN) 6 proniicleos visibles (PN)

tiva de un tinico embrién (neSET).
n (1586) Calidad Evolutivos
(%) embrionaria (%)
Caracteristicas de las pacientes eSET
EC 599 (37,8) 7=+ 25 82,8
La tabla 5 recoge las caracteristicas de las pacien-
tes asi como los resultados en cuanto a tasa de fecun- NO PN 533(33,6) 5.6 =32 66.6
dacién e implantacion de las pacientes a las que se les
realiz6 transferencia selectiva de un tinico embrién PN VISIBLES 454 (28,6) 4,329 55,8
(eSET). El 93.4% de estas pacientes presentaron divi-
sién temprana en alguno de sus embriones y no se ob- p-valor p < 0,001 p<0,001
servaron diferencias significativas en ninguno de los
pardmetros estudiados.
Tabla 5

Caracteristicas de las pacientes a las que se les realizo transferencia selectiva de un iinico embrion (eSET) segiin presentasen algiin
embrion con division temprana (EC) 6 no (NEC).

n (137) Edad Estradiol Foliculos Ovocitos MII Tasa Tasa
(%) fwcundacién  implantacién

Pacientes

EC 128 (93.4) 31.3+£2.9 2935.6+1580.3 14.2+5.1 183+ 6.4 145+52 77.9% 44.4%
Pacientes

NEC 9 +6.6) 31+£3.4  2826.1 1240 123+5.6 157+ 6.1 11.2+54 76.7% 42.2%
p-valor n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s. n.s.
Caracteristicas de los embriones de las pacientes Tabla 7

eSET

En cuanto a los embriones de las pacientes a las
que se les realizé eSET (Tabla 6) se observaron dife-
rencias estadisticamente significativas en cuanto al
score medio de calidad embrionaria en funcién de si
los embriones a las aproximadamente 26 horas post-
inseminacién presentaban division temprana, desap a-
ricién de prontcleos 6 prontcleos visibles espectiva-
mente (7 = 2,5 vs 5.6 £ 3,2 vs 4.3 +2,9; p < 0,001).
El porcentaje de embriones evolutiws en el caso de
embriones EC fue de un 82.3% frente a un 66.6% en
embriones que pesentaban desaparicion de prontcle-
os y un 55.8% en aquellos embriones con pronticleos
visibles (p<0,001). Los embriones que presentan me-
jor calidad embrionaria y potencial evolutivo son los
embriones en los que se observa EC.

La tabla 7 muestralos datos de calidad embriona-
ria y tasa de implantacién de los embriones transferi-

Caracteristicas de los embriones transferidos a las pacientes
eSET segiin presentasen division temprana (EC), desaparicion
de proniicleos (NO PN) ¢ proniicleos visibles (PN).

n (137) Calidad Implantacién
(%) embrionaria (%)
EC 95 (69,3) 8,8 =1,0 43,2
NOPN  29(21,2) 8,8 +0,4 48,3
PN
VISIBLES 13 (9,5) 8,3+£0,6 23,1
p-valor n.s. n.s.

dos a las pacientes eSET respecto de la divisién tem-
prana. De los 137 embriones transferidos, el 69.3%
(95) fueron embriones que habian presentado divisién
temprana, resultando en un porcentaje de implanta-
cioén del 43.2%, el 21.2% (29) corresponde a trans fe-
rencias de embriones con desaparicién de prontcleos,
con implantacién del 48.3% y el 9.5% (13) corres-
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ponde a embriones con prontcleos visibles y con una
tasa de implantacién del 23.1%. No se observaron di-
ferencias significativas en la tasa de implantacion.

Caracteristicas de las pacientes neSET

La tabla 8 recoge las caracteristicas de las pacien-
tes a las que se les realizé transferencia tnica no se-
lectiva asi como los resultados en cuanto a tasa de fe-
cundacién e implantacién en funcién de si
presentaban division temprana en alguno de sus em-
briones (EC) o no la presentaban en ninguno de sus
embriones. En este caso tinicamente el 22.8% de las
pacientes presentd divisidon temprana en alguno de
sus embriones (pacientes EC), observdndose un ni-
mero significativamente mayor de ovocitos recupera-
dos (4,7 4,8 vs 4 £ 3,2; p < 0,05) y ovocitos MII
(3,5 £ 3,6 vs 2,6 £ 2,1; p<0,05). Estas pacientes pre-
sentaron una tasa de implantacién del 23,1% frente al

Tabla 9
Caracteristicas de los embriones de las pacientes neSET se-
glin presentasen division temprana (EC), desap a ricion de pro-
niicleos (NO PN) 6 proniicleos visibles (PN).

n (165)
(%)

Calidad
embrionana

Evolutivwos
(%)

EC 28 (16,9)

NO PN 67 (40,6)
PN VISIBLES 70 (42,4)

p-valor

6,8 £2,7*
3,3+3,3
3,629

#p<0,05

92,9
59,7
68,7

p<0,1

Tabla 8

algiin embrion con division temprana (EC) 6 no (NEC)

C aracteristicas de las pacientes a las que se les realizo transferencia no selectiva de un vinico embrion (neSET) segiin presentasen

visién temprana en ninguno de sus embriones.

Caracteristicas de los embriones de las pacientes

n (114) Edad Estradiol Foliculos Ovocitos MII Tasa Tasa
(%) fecunfacién implantacién
Pacientes EC 26 (22.8) 37.3+54  1318+978.6 49+3.6 47x48 35x36 39.8% 23.1%
PacientesNEC 88 (77.2) 37.8 4.1 11084 +598.7 45+32 4+£32 2.6+ 2.1 46.5% 9.1%
p-valor n.s. n.s. n.s. p <0.05 p<0.05 n.s. p<0.1
9.1% (p<0.1) de las pacientes que no presentaron di- Tabla 10

Caracteristicas de los embriones transferidos a las pacientes
neSET segiin presentasen division temprana (EC), desap a ri-
cion de proniicleos (NO PN) ¢ proniicleos visibles (PN)

embriones con desaparicién de pronicleos y 10.4%
en el caso de embriones con PN visibles (n.s.) (Tabla

10)

neSET

De los 165 embriones de las pacientes a las que se n(114) Calidad  Implantaci6n
les realizé transferencia dnica no selectiva, tnicamen- (%) embrionaria (%)
te el 16.9% (28) presentaron divisién temprana con
un score medio de calidad embrionarna significativa- EC 26 (22.8) 7123 23,1
mente mayor que el de los embriones que a las 26 ho-
ras pesentaban desaparicidon de prondcleos 6 pronu- NOPN 403D 6,0+22 7.5
cleos visibles (6.8 + 2.7*% vs 3.3 + 3.3 vs 3.6 £ 2.9;
*p<0.05) El 92.9% de los embriones EC fueron evo- PN VISIBLES 48 (42,1) 47+2,2% 104
lutivos (Tabla 9). { ¥p < 0.05

De los 114 embriones transferidos 26 presentaron prvator P s
division temprana (22.8%), resultando en una tasa de
implantacién del 23.1% frente al 7.5% en el caso de DISCUSION

Hay muchos factores que influencian el resultado
de un ciclo de FIV, como son la respuesta a la estimu-
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lacidn, lareceptividad endometrial, la madurez ovoci-
taria o las condiciones de cultivo, pero sin duda, la
calidad embrionaria es uno de los pardimetros funda-
mentales. Se han llevado a cabo mu chos estudios para
tratar de encontrar un sistema éptimo de valoracién
de la calidad embrionaria. Un sistema de valoracién
ideal comenzaria en el ovocito, continuaria en el esta-
dio de cigoto con la valoracién pronuclear y division
temprana y concluiria con la seleccién morfolégica
en el estadio de 4-6 células o en el estadio de blasto-
cisto. La valoracién de la divisidn temprana es una
técnica de facil implementacién en la rutina de un la-
boratorio de FIV, ya que no es necesario mds equipa-
miento para llevarla a cabo y estd libre de subjetivi-
dad, a diferencia de la valoracién ovocitaria,
pronuclear o embrionara en estadios mds avanzados.

La mayoria de los estudios que se han llevado a
cabo sobre el valor predictivo de la divisién temprana
inclufan la transferencia de mds de un embrién cuan-
do no todos habian presentado divisién temprana, no
pudiendo atribuir con certeza la implantacién al em-
brion EC [16, 17, 19, 20, 21]. Muchos de estos estu-
dios sugieren que la valoracién de la divisiéon tempra-
na se relaciona con un mayor potencial de
implantacion de los embriones; sin embargo el valor
predictivo de la division temprana todavia estd en de-
bate. Estudios en los cuales se llevaron a cabo trans-
ferencias de embriones Unicos apoyan la division
temprana como una herramienta util en la seleccion
de embriones de buena calidad [22-25], aunque otros
[26] sugieren que la valoracién de la divisién tempra-
na no mejora la tasa de embarazo en transferencias
unicas. Los datos presentados en este estudio analizan
el valor predictivo de la division temprana en transfe-
rencias Unicas de un embrién permitiendo establecer
correlaciones concluyentes respecto de la calidad em-
brionara y de la tasa de implantacion.

Los resultados del presente estudio muestran una
frecuencia de divisién temprana del 35,8% (no pronu-
cleos: 34,3%; pronicleos visibles: 29,9%). Esta fre-
cuencia estd en concordancia con otros estudios en
los cuales se estudia el valor predictivo de la division
temprana en transferencias inicas y que nuestran fre-
cuencias de divisioén temprana del 26,3% [22], 39%
[23] y 32,2% [26]. Los embriones que presentan divi-
sién temprana tienen una mejor calidad y un mayor
potencial evolutivo que los embriones que a las 26
horas post-inseminacién no se han dividido o mues-
tran las estructuras pronucleares. Algunos autores
[27] han sugerido que la razén por la cual la calidad
de los embriones que presentan division temprana es
mejor se debe a que son embriones que provienen de
ovocitos que sufrieron un proceso de maduracién nu-

clear y citoplasmdtica m4s sincronizado y/o mejor
metabolismo, presentando una mayor disponibilidad
y competencia de ATP, mRNA y mitocondrias. La
primera divisién mitética distri bu ye los componentes
ovocitarios a los dos blastémeros resultantes y una
distribucidn incorrecta y desigual de ciertos produc-
tos génicos o componentes citoplasmdticos en las cé-
lulas puede afectar al futuro desarrollo del embridn.
Otros autores sugieren que la divisién temprana pue-
de estar relacionada con factores paternos debidos a
la contribucién de los centriolos del espermatozoide
[28] o a la sincronizacién de los genomas paterno y
materno [29]. La fecundacién es un proceso que in-
cluye miultiples pasos, como son la penetracién del
espermatozoide en el ovocito, la activacién ovocita-
ria, la reorganizacion de la cromatina introducida por
el espermatozoide, la formacioén de los pronucleos y
el establecimiento del cigoto para comenzar la prime-
ra divisién mitdtica. El tiempo necesario para estos
acontecimientos varia entre los embriones que pre-
sentan division temprana y aquéllos que no la presen-
tan. Algunos estudios denuestran que el timing de la
cascada de eventos que ocurren desde larotura pronu-
clear hasta el inicio de la divisién mitdtica son pre-
dictivos de la formacién de embriones de buena cali-
dad [30, 31]. Se ha demostrado que embriones que
presentan division temprana tienen mds posibilidades
de llegar al estadio de blastocisto que aquéllos que no
la presentan [32, 33]. La divisién temprana seria un
marcador ttil del potencial de desarrollo embrionario
hasta estadios de blastocisto al igual que un criterio
adicional para la seleccion de embriones de buena ca-
lidad para transferir o congelar. Algunos autores [34,
35] han demostrado que los embriones que presentan
rotura temprana de los prontcleos tienen tendencia a
un mayor score de calidad embrionara y mejor pro-
nodstico que los que aln presentan pronucleos visi-
bles.

Segin nuestrs resultados, en las transferencias de
un s6lo embrién (SET=eSET+neSET), la tasa de im-
plantacidn es significativamente mads alta cuando el
embrién transferido presentaba divisidon temprana en
comparacién con embriones no PN o con PN visibles
(38,8%; 24,6%; 13,1 respectivamente, p<0,001).
Estos resultados estdn en concordancia con los resul-
tados de estudios previos con transferencias selectivas
de un unico embridn en los cuales se report aban tasas
de implantacién significativamente superiores en em-
briones EC frente a embriones no EC; 50% vs 26,4%
[22], 46% vs 18% [23], 49,4% vs 33,3% [24]. A pe-
sar de que en nuestra practica la presencia de division
temprana no es un criterio a tener en cuenta para la
seleccidon del embridn a transferir, casi un 50% de los
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embriones transferidos presentatn division temprana.
La calidad embrionara y el potencial evolutivo de un
embrion se han correlacionado con su capacidad de
implantacién siendo por tanto los embriones con divi-
sién temprana los de mejor prondstico de cara a obte-
ner una gestacion.

Analizando las caracteristicas de las pacientes a
las que se les realiz6 transferencia de un dnico em-
brién, los resultados del presente estudio muestran
que las pacientes en las que no se observa division
temprana son mujeres de edad significativamente mds
avanzada, con peor respuesta al tratamiento y con una
tasa de implantacion significativamente mas baja. La
division tardia se ha observado frecuentemente en
mujeres de edad avanzada [33, 36, 37], lo cual puede
ser indicativo de defectos en el citoplasma y/o ano-
malfas cromosémicas de los ovocitos. La calidad de
los ovocitos estaria comprometida en estas pacientes,
lo que justificaria también una disminucién en la tasa
de fecundacién. Por otra parte, estudios previos [38,
39], nuestran una tasa de aneuploidia mayor en em-
briones que presentan una baja tasa de divisién mit6-
tica, dando lugar a bajas tasa de implantacién y em-
bara zo.

El andlisis de las caracteristicas de las pacientes a
las que se les realiz6 eSET no muestra dife rencias en-
tre las pacientes del grupo de divisién temprana y
aquéllas en las que ninguno de sus embriones mostra-
ba divisién temprana. Tampoco se observaron dife-
rencias en la tasa de implantacién de estos dos gru-
pos. Se trata de pacientes de buen prondstico, en las
que en mds del 90% de los casos alguno de los em-
briones presentaba divisién temprana (tabla 5).
También en este grupo de pacientes la presencia de
divisién temprana se correlaciona con una mejor cali-
dad embrionaria y un mayor potencialevolutivo.

En las transferencias unicas selectivas (eSET), en
los dos grupos de pacientes (EC/noEC) se transfiere
un Unico embrién de calidad 6ptima en d+2 y d+3, no
observdndose un aumento de la tasa de implantacién
en el grupo de pacientes con divisién temprana. A pe-
sar de que la media de calidad embrionaria de los em-
briones transferidos no difiere entre EC, no PN y PN
visible hay una tendencia a una tasa de implantacién
m4s baja en el caso de observarse los PN a las 26 ho-
ras post-inseminacion, no llegando a ser significativa
posiblemente debido al bajo niimero de casos en los
que se ha transferido un embrién que a las 26 horas
post-inseminacion presentaba PN visibles. Dado que
en las pacientes eSET casi el 70% de los embriones
presenta divisién temprana a las 26,7 + 0,9 horas
post-inseminacion (tabla 7) cabria considerar la posi-
bilidad de llevar a cabo observaciones mds precoces a

las 24 horas post-inseminacidn con el fin de detectar
cigotos que presentan un mayor potencial de desarro-
llo con una divisién embrionaria precoz. Un estudio
en el que se analiza el patrén temporal de la sintesis
de DNA previa a la primera divisién mitética en 72
embriones humanos donados [40], evidencia que a las
20 horas post-inseminacién, el 89% de los cigotos
presenta prontcleos visibles, mientras que a las 24
horas el 41% no presentan prontcleos visibles y el
5% han realizado la primera divisién mitética. De
acuerdo con nuestrs datos y los datos de la literatura
pareceria que los embriones que a las 24 horas post-
inseminacién ya han realizado la pimera divisién mi-
tética serian los de mejor prondstico.

Los resultados de nuestro estudio nuestran que en
las transferencias selectivas de un embrién (eSET), la
divisién temprana predice tnicamente la calidad em-
brionaria y el potencial evolutivo de los embriones,
sin re flejo en la tasa de implantacién. El hecho de re a-
lizar la observacidn de la divisién temprana a las 24
horas post-inseminacién en lugar de a las 26 horas
post-inseminacidn permitiria una deteccién de los em-
briones con divisién temprana precoz que presentarian
probablemente un mayor potencial implantatotio.

Analizando las caracteristicas de las pacientes a
las que se les realizé transferencia no selectiva de un
unico embridn se ve que se trata de pacientes de peor
prondstico en las que Unicamente en el 23% de los
casos alguno de los embriones presentaba division
temprana (tabla 8). Sin embargo, en el grupo de las
pacientes neSET, las pacientes con algtin embrién
con divisién temprana muestran una tendencia a una
mayor tasa de implantaciéon que aquellas en las que
no se observa divisién temprana en ninguno de sus
embriones.

En las pacientes neSET unicamente el 17% de los
embriones pesentaron division temprana. La division
temprana se relaciona también en este grupo con la
calidad embrionaria. Se observa una claratendencia a
una disminucién de la tasa de implantacién cuando se
comparan los grupos de EC con los de no PN y PN
visibles. En este grupo de pacientes, el EC constituye
una buena herramienta para predecir el potencial de
implantacidn pero no para la seleccion embrionaria
ya que se trata de transferencias tinicas no selectivas.

En conclusion, este estudio confirma los resulta-
dos de estudios previos que demuestran que la divi-
sién temprana es un pardmetro indicativo del poten-
cial evolutivo e implantatorio del embrién. Nuestros
resultados no evidencian la utilidad de la deteccion
de la divisién temprana en transferencias selectivas
de un dnico embrién cuando ésta se lleva a cabo a las
26 horas post-inseminacién. Se propone la observa-
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cién de la divisién temprana a las 24 horas post-inse-
minacién en lugar de la las 26 horas para discriminar
m4s y elegir los embriones mds precoces. Serfan ne-
cesarios estudios con mayor n° de pacientes/embrio-
nes para establecer el valor de la observacién de la di-
vision temprana para la seleccidon de embiones.
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