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o Antecedentes: Uno de los principales objetivos de la Reproduccion Asistida es la
transferencia de un solo embrién con mayor probabilidad de implantacion, con
el fin de obtener un recién nacido vivo sano. Los criterios de valoracion
morfoldgica son la herramienta fundamental para seleccionar dicho embrién.

o Objetivos: Realizar una revision de los Criterios ASEBIR y su evolucion.

o Meétodos: Revision de los Cuadernos ASEBIR de embriologia clinica y revistas
cientificas (MEDRE, Repdroductive BioMedicine Online, Fertility and Sterility
y Revista de la Asociacién para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion.)

o Resultados: La 3° edicion de los Criterios ASEBIR recoge todos los aspectos a
valorar en el desarrollo embrionario. Ademas, la incorporacion del Time-Lapse
mejora la evaluacion embrionaria y posterior categorizacion.

o Conclusiones: La categorizacion embrionaria ASEBIR (A, B, C, D) refleja el
potencial de implantacion de los embriones correctamente, aunque el desarrollo
embrionario es un proceso dinamico en continuo cambio, que se adapta a las

nuevas tecnologias, como el Time-Lapse.

Criterios ASEBIR, seleccion embrionaria, desarrollo embrionario, morfologia

embrionaria, morfocinética, Time-Lapse.

o Background: One of the main objectives of Assited Reproduction is the transfer
of a single embryo with a higher probability of implantation, in order to obtain a
healthy live newborn. Morphological criteria are the fundamental tool to select
the embryo.

o Objectives: Review of the ASEBIR criteria and their evolution.

o Methods: Review of ASEBIR Notebooks of clinical embryology and scientific
journals (MEDRE, Repdroductive BioMedicine Online, Fertility and Sterility y
Revista de la Asociacién para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion.)

o Results: The 3" edition of ASEBIR criteria includes all aspects to assess
embryonic development. In addition, the incorporation of Time-Lapse improves

embryonic evaluation and subsequent categorization.

2



o Conclusions: The ASEBIR embryo categorization (A, B, C, D) reflects the
implantation potential of embryos correctly, although embryonic development is
a dynamic process in constant change, which adapts to new technologies, such

as Time-Lapse.

ASEBIR criteria, embryo selection, embryo development, embryo morphology,

morphokinetics, Time-Lapse.

La clasificacién embrionaria comenzé con la valoracion morfoldgica del ovocito que se
ha estudiado desde el comienzo de la Reproduccion Asistida, y la valoracion del
embrion temprano (entre 2 y 8 células), porque se realizaban las transferencias en D+2 'y

D+3, sin llevar el cultivo hasta blastocisto, que se incorporé mas tarde.

La valoracién ovocitaria es importante para obtener de una cohorte de ovocitos solo los
maduros, y poder valorar las diferentes alteraciones o dismorfismos que puedan

presentar, aunque no todos afecten a su calidad.

En la valoracion del preembrion en D+2 y D+3 para su transferencia se valoraban
aspectos tan cruciales como el numero de células, el ritmo de division, el tipo
fragmentacion y la simetria. Otros valores son: la multinucleacidn, aspecto del
citoplasma, las vacuolas y la zona peltcida. Mas tarde se incorpord el cultivo hasta el
estadio de blastocisto (D+5).

La clasificacién embrionaria del blastocisto comenz6 en 1998 con Gardner y
Schoolcraft, quienes establecieron una evaluacion morfologica de este estadio
embrionario. Para clasificar el blastocisto se valoraban 3 parametros morfologicos: la
expansion de blastocele, la forma, tamafio y grado de compactacion de la masa celular

interna y la cohesion del trofoectodermo.

La bibliografia cientifica que habla de parametros morfol6gicos de gametos y
embriones es muy extensa. Numerosas clasificaciones de cada estadio embrionario han
sido publicadas para hallar los valores predictivos de implantacion, gestacion y recién

nacido vivo. La clasificacién ASEBIR surge como respuesta a la necesidad de



unificacion de los criterios embrionarios morfoldgicos de gametos y embriones,

obteniendo asi un idioma comun para todos los laboratorios FIV de Espafa.

La principal diferencia de la categorizacion ASEBIR con anteriores clasificaciones es
que estos criterios no son estaticos, sino que se basan en la evolucion dinamica del
embridn, ya que tienen en cuenta su evolucion desde el estadio de ovocito hasta
blastocisto. Es decir, estos criterios valoran todos los aspectos morfologicos desde el

ovocito hasta el estadio de blastocisto, incluyendo la fecundacion, D+2, D+3 y D+4.

La introduccién de incubadores con tecnologia Time-Lapse supuso la incorporacion de
una nueva clasificacion morfocinética para valorar el desarrollo embrionario, donde se
tienen en cuenta tanto los parametros morfoldgicos clasicos como el tiempo en el que se
producen. Ademas, aparecen nuevos aspectos hasta entonces dificiles de valorar, como
la aparicién y desaparicion de pronucleos (PN), el tiempo exacto de division temprana,
la valoracion de divisiones irregulares, la aparicion de vacuolas o el tiempo de

expansion del blastocisto, entre otros.

El objetivo del presente trabajo es realizar una revision de los Cuadernos ASEBIR de
valoracion embrionaria, publicados en 2007, 2008 y 2015, mostrando la evolucion de la
embriologia con la incorporacién de nuevas tecnologias que permiten seguir conociendo
el desarrollo de los embriones. A su vez, revisar la bibliografia méas actual en busqueda

de nuevos planteamientos a los ultimos criterios ASEBIR de 2015.

Comparacion de los Cuadernos de Embriologia Clinica de ASEBIR. Ademaés, se ha
realizado una busqueda de articulos en relacion con los parametros de valoracion
morfoldgica, cinética embrionaria y Time-Lapse en diferentes revistas cientificas
(MEDRE, Repdroductive BioMedicine Online, Fertility and Sterility y Revista de la
Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion).



1. Clasificacion ASEBIR.

Numerosas sociedades cientificas de todo el mundo han trabajado intensamente para
homogeneizar los criterios de clasificacion morfolégica de gametos y embriones. En
Espafia, ASEBIR (Asociacion para el Estudio de La Biologia de la Reproduccion)
constituy6 en 2004 la comision “Definicion de criterios de valoracion morfoldgica y su
categorizacion, de ovocito a blastocisto”, con el fin de establecer un lenguaje comuin a

todos los laboratorios de FIV nacionales.

Los inconvenientes derivados de que cada laboratorio tuviese un idioma propio a la hora

de hablar de morfologia embrionaria son:
- Incapacidad de realizar estudios multicéntricos.
- No poder valorar informes clinicos entre distintos laboratorios.

- Imposibilidad de comparar datos bibliograficos, al no tener los mismos patrones de

valoracion.

- Los pardmetros embrionarios evaluados se ven afectados, igual que los puntos de corte
entre las distintas categorias y el algoritmo que delimita cada categoria de calidad

embrionaria.

Por ello existia la necesidad de llegar a un consenso para crear unos criterios unificados
sobre la clasificacion embrionaria que pudieran ser utilizados por todos los
profesionales de todas las clinicas. Las herramientas empleadas por la comision
ASEBIR fueron: una revision bibliografica exhaustiva de cada parametro morfoldgico,
ademas de la experiencia de los miembros del grupo. Los embriones se clasificaron en

funcién de categorias, y no en case a un score.

El resultado de este trabajo se publicd en 2007 en el Cuaderno de Embriologia Clinica,
“Criterios ASEBIR de valoracion morfologica de ooocitos, embriones tempranos y
blastocistos humanos”, que tuvo una segunda edicion en 2008. En 2015 se publicé la

tercera y Ultima version, donde se incluyeron las ultimas revisiones y actualizaciones.

Los criterios ASEBIR son de plena importancia para el trabajo del embri6logo, ya que

su principal objetivo es transferir embriones con mayor potencial de implantacion para



alcanzar las mejores tasas de recién nacido vivo, por ello es necesario evaluar la calidad

y el desarrollo embrionario.

La clasificacion ASEBIR se basa en 4 categorias que hacen referencia al potencial de

implantacion esperado para cada embrion:

-Categoria A: maxima capacidad de implantacion, embrion dptimo.
-Categoria B: alta capacidad de implantacion, buena calidad embrionaria.
-Categoria C: capacidad implantacion media, embrion de calidad regular.
-Categoria D: minima capacidad de implantacion, mala calidad embrionaria.

Se han obtenido buenos resultados a la hora de implantar este método de valoracion
embrionaria de ASEBIR. Esta clasificacion tiene un valor prondstico en embriones
tempranos para la tasa de recién nacido vivo y de implantacion, ya que aumentan
gradualmente segun la categoria embrionaria. Estas tasas son maximas en embriones de
categoria A (21,7 y 25,3%, respectivamente) y minimas en la categoria D (7,1 y 9,7%,

respectivamente) (p-valor < 0,05) (1).

2. Revision critica de los criterios ASEBIR y su evolucion.
La evaluacion de la morfologia y ahora de la cinética embrionaria desde la
incorporacion del Time-Lapse, un sistema formado por una incubadora con un
microscopio integrado y cdmaras que captan imagenes de los embriones cada cierto
intervalo de tiempo en diferentes planos durante el cultivo embrionario, es de plena
importancia para la transferencia de un solo embridn de 6ptima calidad y méxima

capacidad de implantacion, asi como para la reduccion de los embarazos multiples.

Los criterios ASEBIR desde su creacion en 2004 han ido modificando su clasificacion
en funcion de la mejora del desarrollo embrionario in vitro, debido fundamentalmente a
la mejora de los equipos y medios de cultivo utilizados; y, por otro lado, en algunos

aspectos ha introducido la valoracion cinética de los sistemas Time-Lapse.

La valoracion de los ovocitos es el primer punto en los cuadernos ASEBIR, sigue por

orden cada estadio de la evolucién embrionaria, desde el ovocito hasta blastocisto.



2.1 Ovocitos.

En la 3° edicidn se afiaden tanto aclaraciones como actualizaciones que han sido
valoradas en diferentes estudios realizados sobre los distintos parametros que son

evaluados.
e Citoplasma

El citoplasma de los ovocitos debe tener un aspecto claro; sin embargo, hay ovocitos
que presentan un citoplasma heterogéneo, aungue no se conoce la relevancia bioldgica
que tiene sobre el desarrollo. Actualmente no se considera un dimorfismo que tenga
relevancia en el desarrollo, sino un tipo de variabilidad fenotipica entre citoplasmas de
ovocitos. Existen evidencias que apoyan el aspecto claro del citoplasma: los ovocitos
con citoplasma oscuro generan solamente un 8,3% de embriones de buena calidad (2) y
hay autores que afirman que un citoplasma granular en la parte central del ovocito esta

relacionado con un bajo potencial de implantacion.
e Agregacion de reticulo endoplasmatico liso (AREL)

La presencia de AREL, una inclusion citoplasmatica derivada de la acumulacién de
saculos del reticulo endoplasmatico liso, es una anomalia severa asociada a un alto
porcentaje de abortos espontaneos (58,3%) y complicaciones obstétricas en el embarazo
(33,3%).

Son escasos los embriones que se desarrollan hasta el estadio de blastocisto y contienen

AREL. No obstante, los ovocitos que presentan AREL son limitados (1,8%) (3).

En la Gltima edicion se afiade la recomendacién del consenso de Estambul de no
microinyectar ovocitos que presenten AREL, en cambio, hay autores que afirman que
estos ovocitos si deben microinyectarse. Aunque solo un 10% de los ciclos en los que
no se rompe el AREL durante el proceso puede tener una fecundacion normal, y se han

registrado nacimientos de nifios sanos en estos ciclos (2).
e Vacuolas

Las vacuolas son inclusiones citoplasmaticas rellenas de liquido y rodeadas de
membrana, se consideran un dimorfismo de los ovocitos. Actualmente no se conoce la

repercusion de la presencia de pequefias vacuolas (5-14 um) y escasas en numero. En



cambio, si se conoce que la presencia de grandes vacuolas esta asociado a un fracaso de

la fecundacion (4).
e Zona peltcida

La zona pelucida que rodea al ovocito es una matriz de glicoproteinas que permanece
hasta el estadio de blastocisto. Esta matriz sufre cambios en la apariencia de la bicapa y
en el grosor, desde D+0 hasta D+5. En la tercera edicion del Cuaderno se han ampliado

los dias, ya que en la 2° edicion solo aparecian los cambios hasta D+2.

Con la incorporacion de la luz polarizada como herramienta, se ha detectado que los
ovocitos en los que el estrato interno de la zona pelicida tenga una falta de refringencia
y posea variaciones de espesor e intensidad estaran relacionados con bajas tasas de

implantacion.
e Espacio perivitelino
El espacio perivitelino esta ubicado entre el ovocito y la zona pelucida.

Un ovocito con el espacio perivitelino aumentado se relaciona con una sobremaduracion
ovocitaria. Ademas, se asocia con una baja tasa de fecundacion, pero no parece influir
sobre la calidad del embrién. En cambio, cuando aparecen en este espacio restos
celulares, en la 3° edicion si se ha relacionado con menores tasa de implantacion (5,7%
respecto a 11,5% sin restos celulares, p-valor= 0,05) (5), al contrario de la 2° edicién

donde no se habia encontrado alin esta relacion.
e Alteraciones del primer corplsculo polar

En la segunda edicion se expone que la morfologia del primer corpusculo polar podria
tener una relacion con las tasas de implantacién y embarazo. En la tercera edicion, se
afiade que los ovocitos con un corpusculo polar grande no deben ser inseminados por el

riesgo de aneuploidias.
e Complejo cimulo-corona radiata-oocito (COC)

La madurez del ovocito se mide a través del grado de madurez del COC. En la tercera
edicion se aclara que no existe una relacion entre la morfologia del COC y el posterior

desarrollo embrionario.



El consejo de Estambul establece una gradacion binaria (0 o 1) para evaluar este
complejo, siendo 1 un 6ptimo COC con una corona con forma radiada y un cumulus

extendido.

En las recomendaciones de ASEBIR en la 3° edicidn se afiade que la morfologia de un
ovocito puede manifestar anomalias, por lo que se desaconseja inseminar ovocitos
gigantes ya que pueden ser diploides. Ademas, se adjuntan recomendaciones a tener en
cuenta como condiciones desfavorables del ovocito: 1° corpusculo polar gigante,

vacuolizacion excesiva y ovocitos gigantes.

En la tercera edicion se establece la definicién morfoldgica de oocito maduro éptimo,
como aquel que debe tener una forma circular, rodeado por una zona pellcida uniforme
y clara con grosor de 20 um, citoplasma sin inclusiones y translicido, con un

corpusculo polar de dimensiones correctas.

El articulo de Coello Perles y colaboradores, publicado en 2017 estudid si las anomalias
morfolodgicas de los ovocitos afectaban al embrion, con ovocitos vitrificados que fueron
valorados antes con microscopio. Obtuvieron la tasa de supervivencia de 81,4% frente a
86,4% (95% IC= 0,8-2,5), la tasa de fecundacion de 69,8% respecto a 66,9% (95% IC=
0,6-1,4) y la tasa de llegada a blastocisto de 54,5% ante 60,5% (95% IC= 0,5-2,7) de
ovocitos normales y ovocitos dismorficos, respectivamente. No siendo significativas
estas diferencias, por lo que concluyeron que estas anomalias presentes en los ovocitos
no afectaban al embridn (6). Por lo tanto, actualmente todos los pardmetros ovocitarios
no se valoran en la préactica clinica, por lo que no se tienen en cuenta en la

categorizacion del embrién.
2.2 Fecundacion.

Los parametros de valoracion embrionaria tienen unos determinados margenes de

tiempo, pero el estadio tiempo-dependiente mas importante es la fecundacion.

La franja horaria establecida para valorar a los cigotos es esencial, ya que si es
inadecuada los pronucleos (PN) podrian desaparecer y ese ovocito se interpretaria

como no fecundado y podria haber evolucionado hasta formar un embrién.

La valoracion de la fecundacion se basa en la extrusion del segundo corpusculo polar y

la aparicion de los dos pronucleos, el masculino y el femenino.



e Corpusculos polares (CP)

La extrusion del segundo CP es imprescindible en la fecundacion, por esta razon en la
3° edicidn se incluye mas informacion en la evaluacion de la fecundacion con respecto a
los CP.

Se evalua la localizacion de los CP respecto a los PN, se aclara que la decumulacion
mecénica de los ovocitos para una ICSI puede desplazar los CP. Los PN se encuentran
alineados con el 2° CP y, ademas, se sittan ecuatorialmente al eje polar que marcara el

plano de la primera division mitotica.
e Pronucleos (PN)

La visualizacion de la aparicion de los PN es clave para valorar la fecundacion, por ello
en la 3° edicion se ajusta el rango horario a 16-18 horas posinseminacion (2). En la
anterior edicién el rango era mas amplio (16-22 horas) (7). La reduccion del tiempo se
debe a la existencia en algunos embriones de una desaparicion temprana de los PN.
Aunque los PN pueden permanecer hasta las 24-28 horas tras la inseminacion, si
desparecen antes de las 20 horas se considera una desaparicion muy temprana y se esta

valorando la importancia de este suceso.

En la Gltima edicion se recomienda descartar los ovocitos fecundados procedentes de
ICSI que presenten un PN y dos CP. En la anterior edicion ya se explicaba que estos
embriones si evolucionan el porcentaje de diploidia es solo del 20%, por lo que es mejor
descartarlos.

Estas actualizaciones vienen de la mano del Time-Lapse, pudiendo observar el

desarrollo embrionario como una pelicula y no s6lo una Gnica observacion.
e Division temprana

La division temprana tiene lugar cuando la primera divisién celular se produce entre
las 25-27 horas pos-1CSI 0 27-29 horas pos-FIV; en la tercera edicion se afiade la franja
horaria especifica para FIV.

En la 2° edicion la informacion disponible de este parametro era limitada, porque se
estudiaba junto con otros parametros, por lo que obtenian conclusiones contradictorias y

no se podia establecer el valor de su observacion.
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En la Gltima edicidn ya obtenemos mas informacion de la divisién temprana, como que
se espera en el 50% de los ciclos de Reproduccion Asistida, por lo que algin embrién
de la cohorte realiza una division temprana a las 26x1 horas; parece ser que con el

aumento de la edad materna esta posibilidad decrece.

La division temprana tiene mas relevancia en la evaluacion de la tasa de implantacion
de embriones de peor calidad. Por ejemplo, embriones de categoria C en D+3 tienen una
tasa de implantacion del 25,7% con division temprana y de 14,9% sin este fendmeno.
Por lo tanto, este parametro se debe tener en cuenta en la transferencia cuando los

embriones no son de buena calidad (2).

Embriones que realizan la primera division antes de las 24,5 horas tienen mejor
desarrollo en los dias 2 y 3, por lo que tendrdn mayor probabilidad de llegar a
blastocisto (17%); frente a embriones que realizan la division antes de las 23 horas que

la probabilidad de llegar a blastocisto es menor (4%) (8).

Este parametro es empleado como secundario para poder decidir entre embriones de
calidad semejante, se recomienda elegir un embrion que tenga 2 blastomeros iguales, sin
multinucleacion ni fragmentacion a las 26 horas tras la inseminacion. Respecto a la
multinucleacion se aconseja no escoger a igualdad de calidad aquellos embriones que

hayan presentado esta caracteristica.

Con la incorporacién del Time-Lapse se valora un parametro que si influye
negativamente en la implantacion, la division directa a 3 células. Al embrion se le
otorgaria la categoria D con mal prondstico reproductivo. Este criterio se afiade en las

recomendaciones de la 3° edicion para descartar un embrion.

2.3 D+2y D+3.
Los intervalos de tiempo de observacion se reducen en la 3° edicion. En D+2 disminuye
de 44-47 a 43-45 horas y en D+3 de 67-71 a 67-69 horas posinseminacion (2) (7). No se
conoce con seguridad la razon del cambio en los tiempos de division, aunque se ha
relacionado con posibles factores intrinsecos del ovocito, pero las nuevas publicaciones
avalan este desarrollo mas rapido de los embriones probablemente por la mejora de

medios de cultivo, incubadores y medios de trabajo.
Los parametros evaluados en este estadio de D+2 y D+3 son:
-Numero de células y ritmo de divisién
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-Porcentaje y tipo de fragmentacion celular
-Tamafo de los blastomeros estadio-especifico
-Visualizacion de nacleos y grado de multinucleacion

-Diferentes anomalias citoplasmaticas entre las que se encuentran el anillo

acitoplasmatico, la presencia de vacuolas y el pitting
-Forma del blastomero

-Zona peldcida

-Grado de compactacion/adhesion temprana

En la 3° edicién del Cuaderno se revisan y actualizan los siguientes parametros de

valoracion embrionaria en D+2 y D+3:
e NuUmero de células y ritmo de division

El nimero de células se valora en D+2 y D+3 contando los blastomeros que tiene el
embridn. A parte se eval(a el ritmo de division del embrién en D+3 valorando como
han evolucionado las divisiones, ya que estos parametros morfologicos tienen alto valor

predictivo para estimar el porcentaje de recién nacidos vivos.

En la 3° edicidn se establece que los embriones que presenten 7 u 8 células en D+3 'y
procedan de 4 células en D+2 seran éptimos y con mayor potencial de implantacion,

basandose tanto en el niamero de células como en el ritmo de division. Ademas, se ha
observado que en D+3 embriones que presentan <6 células o > 9 células presentan un

aumento en las tasas de aneuploidias (2).

Actualizacion de los ritmos de division, de mayor potencial de implantacion a menor.

CATEGORIA 2° Edicién 3° Edicién
A 4 células > 7-8 células 4 células > 7-9 células
B 26 5 células = =7 células 5 células = > 6 células
4 células = > 9 células 4 células = > 9 células
C 2 6 4 células = 6 células 2 células = 4 -9 células

6 células = >8 células
3 células = =6 células
D >6 células = Cualquier valor 4 células = 6 células
Cualquier valor = <5 células 3 células = >4 células
De D+2 a D+3 solo aumenta 1~ No division o incremento de

célula 1 célula de D+2 a D+3
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Tabla 1.Comparacion de los ritmos de division de los embriones de la 2° y 3° edicion
del Cuaderno ASEBIR de valoracién morfolégica de oocitos, embriones tempranos y

blastocistos humanos.

Se conoce que hay ciertos embriones con un desarrollo acelerado en D+3 con 10 0 més
células, por lo que se esperaria un mal prondstico y un alto porcentaje de aneuploidias.
Sin embargo, estudios demuestran que estos embriones llegan al estadio de blastocisto
con buena morfologia, 0ptima calidad y el porcentaje de aneuploidias no se ve alterado
por este rapido desarrollo. Se obtuvo un 44,8% de aneuploidias para embriones con
menos de 10 células en D+3 y un 43,9% para embriones con un desarrollo acelerado,
con un p-valor de 0,523, sin diferencias significativas (9).

e Porcentaje y tipo de fragmentacion celular

En la 3° edicidn se define fragmento celular como una fraccion de citoplasma
delimitado por una membrana sin nacleo, procedente de un blastdbmero y con un

diametro <45 pum en D+2 y <40 um en D+3.

La fragmentacion celular es comun en los embriones humanos y es valorada con el
porcentaje de volumen que ocupa y el tipo. La fragmentacion es de tipo | cuando
aparece menos del 5% y normalmente asociada a una célula, el tipo Il es fragmentacién
asociada a una zona determinada, normalmente cercana al espacio perivitelino, el tipo
111 son fragmentos distribuidos por todo el embridn, el tipo IV son fragmentos grandes
que se puede confundir con blastémeros y el tipo V son fragmentos necréticos con

granulos.

En la edicion de 2008 se establece como parametro para la categorizacion embrionaria
la fragmentacion “tipo IV”, para descartar embriones cuya implantacion es
practicamente nula. En la Gltima edicion se ha eliminado el concepto de fragmentacion
“tipo IV” de la valoracion embrionaria porque es un dato que puede generar confusion.
Ademas, se conoce que un embrion de calidad A, B o C no puede presentar ese

porcentaje de fragmentacion, se relaciona con la categoria D.

Una fragmentacion extendida por todo el volumen embrionario genera un aumento en el
porcentaje de anomalias cromosomicas (80%), en comparacion con embriones que
presentan fragmentacion concentrada en un area concreta (57%) en estadio de 8 células

con un p-valor < 0,03 (10).
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Se concluye que la fragmentacion es un parametro morfologico necesario para el
pronostico del potencial de implantacion, junto con el nimero de blastémeros y el ritmo
de divisidn, evaluables en D+2 y D+3 (10).

En la 3° edicidn se desaconseja la transferencia o congelacion de embriones con més de
un 50% de fragmentacion, debido a que su tasa de implantacion se considera nula.

e Tamaiio de los blastdmeros estadio-especifico

Uno de los aspectos méas importantes de la Gltima edicion del 2015 es la introduccion
del término estadio-especifico para hablar de simetria. Asi el embrion estadio-
especifico es aquel cuyas células tienen un tamafio conforme a su ciclo de division, y
embrion no estadio-especifico, en el que el tamafio de sus células no es compatible con

su ciclo de division.

Embriones clasificados en la misma categoria y sin otra caracteristica que les diferencie,

se recomienda elegir preferentemente aquellos que sean estadio-especificos.

Embriones asimétricos que alcancen el estadio de blastocisto se espera que tengan una
calidad suboptima y alto porcentaje de aneuploidias. Sin embargo, aunque la calidad no
sea Optima el porcentaje de aneuploidias no aumenta en embriones no simétricos, se
realiz6 un estudio en el que los resultados del porcentaje de aneuploidias no eran
significativos (44,7% frente 46,7% de los asimétricos, p-valor =0,54) (11).

e Visualizacion de nucleos y grado de multinucleacion.

En la valoracion morfoldgica de los embriones es muy importante considerar la
visualizacion de los nucleos, ya que un embrién con un Gnico nucleo por blastémero

predice un buen potencial de implantacion.

En la ultima edicion, uno de los cambios primordiales es que los embriones 6ptimos con
4 células que presenten 1 célula con binucleacion se clasifican como tipo C. En cambio,

en la edicién anterior cualquier tipo de multinucleacion es considerada tipo D.

Se define la multinucleacion como la presencia de mas de un nucleo en al menos uno
de los blastomeros del embridn, y se valora durante del desarrollo embrionario desde 2
células hasta D+3. La multinucleacién es frecuente, pero la incidencia varia incluso

entre observadores.
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Existen 2 tipos de multinucleacion: la binucleacion (bn) que consiste en la presencia de
2 nlcleos por célula y la multi/micronucleacion (mn) que presentan méas de 2 nucleos
por célula. Los embriones con células binucleadas tienen mayor tasa de implantacion

(25%) que aquellos con células micronucleadas (10,1%) con un p-valor de 0,038 (12).

La incidencia esperada para la multinucleacion esté entre el 15% y el 20%, pero ésta
disminuye de D+2 (26,2%) a D+3 (11,4%).

La presencia de blastobmeros multinucleados en estadio D+2 y D+3 indica un mal
prondstico para la Ilegada a blastocisto, ya que la probabilidad de obtener un blastocisto
de buena calidad derivado de un embrion con multinucleacion en D+2 es inferior al 5%
(13).

Munuera Puigvert y colaboradores, propusieron clasificar los embriones con
multinucleacion en distintos grupos, porque hay embriones que excluyen estas células
multinucleadas de su desarrollo; es decir, son capaces de autocorregirse. Se separaron

los embriones en 3 grupos:

1- Embriones que no excluyen ninguna célula del desarrollo a blastocisto (n= 65)

2- Embriones que excluyen las células multinucleadas, pero no las células hijas
derivadas de células multinucleadas (n= 49)

3- Embriones que excluyen todas las células con multinucleacion (n= 19)

Los resultados obtenidos en este estudio concluyen que aquellos embriones que
eliminan las células multinucleadas reparando su desarrollo poseen mayores tasas de
implantacién, embarazo clinico y nacido vivo (63,2%, 78,9% y 50% respectivamente)
frente a los otros dos grupos, cuyas tasas fueron para el grupo 1 de 56,9%, 47,7% y
22%, respectivamente y para el grupo 2 de 36,7%, 30,6% Yy 20,8%, respectivamente.
Aunque solo se obtienen diferencias significativas (p-valor< 0,05) para la tasa de nacido
vivo del grupo 3 frente al 1y 2 (14).

Las causas de la multinucleacion no estan claras, pero se puede asociar a alteraciones en
el proceso de citocinesis (cariocinesis sin citocinesis), generando blastomeros
multinucleados. Otras causas propuestas son fallos en la segregacion de los
cromosomas, rotura del material genético y errores en el empaquetamiento durante la

mitosis por migracion incorrecta en la anafase mitética (13).
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En la 3° edicidn se expone la recomendacion del consenso de Estambul de valoracion
embrionaria, que recomienda elegir embriones sin multinucleacion para la transferencia,
aunque se han publicado nacimientos de nifios sanos procedentes de embriones con

multinucleacion.
e Anillo acitoplasmatico

El anillo acitoplasmético aparece en el contorno de los blastomeros del embrién como

un aro translucido con el citoplasma retraido.

Los embriones que presentan esta anomalia en sus blastdmeros se considera que poseen
un potencial de implantacion menor o que acabaran degenerandose, debido a que las
células pierden la capacidad de dividirse. Esta pérdida la funcion de division se
relaciona con la pérdida de proteinas regulatorias y mitocondrias que seran eliminadas

por la célula como fragmentos.
e Vacuolas

Las vacuolas son inclusiones citoplasmaticas rellenas de liquido que surgen
espontaneamente o por la unién de vesiculas ya existentes del REL y/o aparato de
Golgi.

Las vacuolas presentan diferentes tamafios, en la 2° edicién se establecia la diferencia en
los 5 um, aquellas con este didmetro seran vacuolas pequefias. En la Gltima edicion se
afiade un nuevo valor, 14 um, para diferenciar las pequefias vacuolas con un didmetro

entre 5-14um y grandes vacuolas con un didmetro mayor de 14 pm.

La vacuolizacion esponténea durante el desarrollo embrionario es menor en D+2'y
D+3 (2%), aumentando en D+4 (10,9%), cuando ocurre la compactacion embrionaria,
lo que provoca una mala calidad embrionaria. En D+5 las vacuolas tienden situarse en
el trofoectodermo, ya que la vacuolizacion sobre la masa celular interna seria muy grave
para el desarrollo embrionario, se piensa que es una estrategia del embrion para
minimizar el efecto. Una vacuolizacion extensa por todo el embrién perjudica su

desarrollo espacial (4).

El Grupo de Interés de Embriologia ASEBIR estudi0 a través de encuestas como afecta
la formacidn de vacuolas a los embriones. En el estudio, aunque se dispuso de pocos

casos, se concluy6 que cuando el embrion tiene un desarrollo embrionario 6ptimo y las
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vacuolas estan presentes en la mitad o menos de los blastémeros la tasa de implantacién
no se altera. Recomiendan que los embriones que presenten vacuolas grandes en méas de
la mitad de sus blastomeros no se transfieran, ni se congelen ya que su tasa de

implantacion es practicamente inexistente (2).

A B C D

< 50% de < 50% de >50% de blastémeros > 50% de
Ausencia de blastémeros con | blastémeros con | con vacuolas pequefias  blastémeros con
vacuolas vacuolas vacuolas grandes | (S 5-14 um) vacuolas grandes

pequefas (>14 um) (> 14um)*
(£5-14um)

Figura 1. Categorizacion de las diferentes posibilidades de aparicion de vacuolas en un
embrion en desarrollo. Adaptado de Criterios ASEBIR de Valoracion Morfologica de

Oocitos, Embriones Tempranos y Blastocistos Humanos, 3° edicion. (p.57),2015
e Pitting 0 moteado

El pitting citoplasmatico se presenta en el embrién como pequefias hendiduras de

1,5um en la zona cortical.

En la Gltima edicion este parametro se vinculaba con un buen desarrollo embrionario,
pero posteriormente se han realizado estudios en los que no se ha encontrado diferencias
significativas (p-valor > 0,05) que relacionen la presencia o ausencia de pitting con las
tasas de embarazo clinico (36,4% frente 33,8%), ni de implantacién (17,3% frente a
17%), respectivamente (15), por lo que no tiene un valor prondstico en el desarrollo
embrionario. Existen trabajos que relacionan el pitting con unas condiciones de cultivo

desfavorables, que provocarian un estrés fisioldgico en los embriones.
e Forma del blastomero

Un blastomero irregular puede indicar una division de éste 0 una anomalia

morfologica.

Esta caracteristica, al igual que en la 2° edicidn, en esta Gltima sigue sin incluirse entre
los criterios de categorizacion de los embriones, porque su relacion con el potencial

implantatorio es dificil de valorar.
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e Zona pelucida

Una zona pellcida sana debe tener un contorno redondeado, sin doble capa por
tabicacion interna, ausencia de bultos y una apariencia trasparente. En cuanto al grosor,
gue no es homogeéneo, se actualizan las medidas en la ultima edicion, de 17 um como

apareciaenla2°a 19,5+ 2,2 um (2).

En la 3° edicidn se hace una distincién entre anomalias que afectan a la tasa de
implantacion reduciéndola por dificultades a la hora de la eclosion del embrion; y
dismorfismos definidos como alteraciones de la normalidad que no afectan a las tasas

embrionarias.

Se ha detectado que a causa del adelgazamiento del estrato mas externo del embrion en
D+3, su zona pelucida es mas fina (15,2+ 2,9 um) en comparacion con la del oocito
tanto maduro (19,5+ 2,2 um) como inmaduro (20,4 £ 2,4 yum), este adelgazamiento
puede deberse a que el embrion crezca y aumente su didmetro (2). Se recomienda
realizar una observacion de la zona pelUcida prestando especial atencion al color y
grosor, porque a veces si tiene repercusion sobre algunos ciclos. Aungue actualmente no
existe una clara evidencia en los estudios como para aconsejar la medicion del su

grosor.

La aparicion de nuevas tecnologias, como la luz polarizada, ha ayudado a estudiar la
zona pelucida en profundidad. Una buena prediccion en cuanto al desarrollo del
embrion hasta blastocisto y a la implantacion es observar en la zona pellcida su estrato

interno muy ordenado.

La influencia de las alteraciones en la zona pellcida sobre la clasificacion del embrion,
es nula mientras sean consideradas como leves, en cambio aquellas alteraciones como
un grosor excesivo, presencia de septo, forma ovalada y color oscuro, sin presencia de

otras alteraciones morfoldgicas le otorgan al embrién la categoria B.

Como conclusion a los pardmetros evaluados en D+2 y D+3, se elimina de
recomendaciones favorables la presencia de moteado en D+3y en las desfavorables se
afiaden los embriones que presenten mas de 2 anomalias referentes a la categoria D o

que no hayan efectuado una division celular en 24 horas.
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En los cuadernos ASEBIR encontramos esquemas para el trabajo diario en el
laboratorio, donde se exponen los pardmetros de valoracion embrionaria en D+2 y D+3
y podemos ver la evolucién y los cambios desde la 2° edicion a la dltima.

La observacion del preembrion se ha de realizar en el margen horario indicado en el texto. Tablas IV y V

. Dia trans- N° de células % fragmen- | Semejanza de | Multinuclea- ~ Zona
CALIDAD | "¢ rencia (2 indica paso de D42 a D+3) tacién tamaiio* cibn Citoplasma | Jicida
A D+2 -4 -<10%
D+3 ~4>738 - No tipo IV
b |-295" fota
=z - 4 (si frag. 11%-25%) 5 l““eslo No No vacuolas Normal
B T4 7-8 (i frag. 11%-25%) 7 f{". 7 EERpRCE
D3 [-429 ool
-265>27
* El patrén de o igualdad entre 0 solo es valorable en estadios de 2,4, 8 y 16 células.
**Con preferencia a 5 células,
5 Dia trans- N de células % fragmen- | Multinuclea- o
CALIDAD, ferencia (= indica paso de D+2 a D+3) tacién cion Choplasms Shopre que exista
Di2 |- 2465 (i frag. 26%-35%)
~ 3% 5 6% - Desigualdad en el tamaito
2 3 T e — celular,
@ -28465 > 27 (s frag. 26%-35%) | - i 3:;%’ < No N‘\‘;‘cz:l;:‘“ - Vacuolas escasas
D+3 > 2 9 28 0.9p0 X - Zona pelucida anormal sin
=29 ;‘) ;’(" eclosion asistida®**
-3 6
-16>6 . o
2 3 5
DYz - 3 (células semejantes ¥ vlu_"'nllf‘_l?:f'og' i
~16> 6 = cualquier valor bty
D - cualquier valor > <6 - Fragmentacién >35.
D43 - g - Fragmentacion tipo 1V.
B ?::II:;; 3043 50l0 b munentadlo - Anillo acitoplasmatico D+3

* 1célula grande y 2 pequenas.
** Con preferencia a 6 células.
##% Si la dnica alteracion es la ZP anormal se considerari preembrion de calidad C. Si se realiza eclosion asistida pasa a calidad B.

Ne de células % Frag-
Grado Dia (“>” paso de D+2 mervtugs Simetria celular Multinucleacién Otros
aD+3)
4
<10% estadio-especifico NO NORMAL
7.8
=
47 células <50% células con
>10-25% NO estadio-especffico NO vacuolas pequefias, 0 bien
5= el en D+3 ZP anormal
439,10
2,3,6
6,11,12 525.35% 2,4,8 células S cf_":gzi’&ge" <50% células con
2,336-9 NO estadil i i) N vacuolas grandes
6 > 8-10
3 (NOestadio-
espec(fico), >6
3 gélulas Cualquier otro tipo de >50% células con
>35% No estadio-especffico multinucleacién Vacuolas pequefias, o bien
as en D+2 Grave alteracion cntoplasm
1 més que en D+2
Embriones excluidos de la ificacion por p ili de implantacién practicamente nula: Falta de division en 24h;
>50% de fragmentacién; Vacuolas grandes en >50% de las células; Combinacién de >2 anomalias propias de grado D

Figuras 2 y 3. Comparacion de los esquemas de valoracion embrionaria en D+2 y D+3
de la 2° (Fig 2.) y 3° (Fig 3.) edicidn de los Criterios ASEBIR. Adaptado de Criterios
ASEBIR de Valoracion Morfoldgica de Oocitos, Embriones Tempranos y Blastocistos
Humanos, 2°y 3° edicion. (p.44) 2008 (p.54) 2015.

2.4 D+4.

A diferencia de la primera edicion, en la tercera se separa la valoracién en D+4 con
respecto al D+5y D+6.

En la ultima edicion se establecen los tiempos de 90-94 horas posinseminacion para

evaluar en estadio D+4, en lugar de las 94-98 horas en la edicion anterior (2).
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En los parametros valorados en D+4 en la tercera edicion se afiaden la division celular,
adhesion celular y fragmentacién y vacuolizacion. La compactacion es el Gnico

pardmetro que se valora en la segunda edicion.
e Division celular

En D+4 un embrion con un correcto desarrollo tiene que haber comenzado la cuarta

ronda de divisiones mitdticas, 6sea que tiene que estar formado por mas de 8 células.
e Adhesion celular

Este proceso es el comienzo de la compactacion, en el que podemos diferenciar cada

célula por separado, pero sus membranas ya poseen zonas de contacto intercelular.

Se conoce que en estadio D+3 puede aparecer la adhesion temprana y que sera
beneficioso para el embrion si posee 7 u 8 células. Este proceso se piensa que podria
estar afectado por los medios de cultivo y protocolos empleados.

e Compactacion

El embrién aparece como una masa de células en la que no se pueden distinguir las
celulas entre si. Una adecuada compactacion es sefial de la activacion del genoma
embrionario, comenzando la polarizacion embrionaria al aumentar la adhesién

intercelular.
Se diferencian dos grados de compactacion en esta edicion:

-Compactacion parcial: no afecta a todas las células del embrion. Hay embriones que
descartan células durante la compactacion y dependiendo del nimero de células

excluidas asi sera el tamafio de la moérula.

-Compactacion total, afecta a todas las células. Es completa cuando se observa como
una masa multicelular con todas las células compactas e incompleta cuando las células
no estan en el mismo grado de compactacion y se puede diferenciar ain algunos

blastobmeros.

En D+4, este parametro es el unico que se valora en la 2° edicion. Segun las evidencias
bibliogréficas hasta ese momento no se conocia la relacién entre la compactacion y la
probabilidad de implantacion. En la Gltima edicion ya si se establece que este fendmeno

es el comienzo de la polarizacion embrionaria.
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e Fragmentacion y vacuolizacion

Ambos parametros se relacionan con la apoptosis, aunque aln no existen evidencias en
la literatura que los relacionen con fallos de implantacion, pero es un parametro a tener
en cuenta ya que los blastdmeros que entran en apoptosis son excluidos de la masa que

forma el embrion.

En la tercera edicion se hace referencia a las transferencias en D+4 como alternativa a
D+5, ya que estudios recientes indican que no afectaria a las tasas de embarazo clinico.
Aunque la principal causa de que no se realicen las transferencias en D+4 es la falta de

criterios morfoldgicos que predigan el embarazo (2).

En la edicion de 2008 no aparece ningun esquema de valoracion embrionaria para D+4.
En cambio, en la 3° edicion si aparece un esquema para valorar la calidad del embridn
en D+4.

D+3 Caracteristicas morfolégicas D+4 D+4
Cavitacién temprana
Compactacién total y >8 células
Compactacion pardial (1-2 cél. excluidas)

Compactacién pardial (>2 cél. excluidas)
No compactacion (> 8 cél.)
Cavitacion temprana
Compactacion total y >8 células
Compactacion parcial (1-2 cél. excluidas)

Compactacion pardial (>2 cél. excluidas)
No compactacion (> 8 cél.)

Cavitacién temprana
Compactacion total y >8 células

Compactacion pardial
Cualquier caracteristica

Cualquier embrién que presente en D+4:
« Fragmentacion celular >35%
+ Excesiva vacuolizacién.
« <8 células sin signos de compactacion o
con compactacion de <50% del embrién.

é o (2] @ 0O @ >

de
que una
propias de la categoria D.

dela
mk:hhdedvudnmuhu!lsv

Figura 4. Esquemas de valoracion embrionaria en D+4 de la 3° edicion de los Criterios
ASEBIR. Adaptado de Criterios ASEBIR de Valoracion Morfoldgica de Oocitos,

Embriones Tempranos y Blastocistos Humanos, 3° edicién. (p.61) 2015

2.5 D+5y D+6
En D+5 se amplia el intervalo de observacion de 4 a 8 horas, se observa el embrion
entre las 112-120 horas.
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En D+5 0 D+6 un embrion con buen desarrollo y buen

Masa celular interna

pronostico para la implantacion, llegara a formar un
blastocisto. En este estadio podemos distinguir varias
partes: blastocele, zona pellcida, masa celular

interna (MCI) y trofoectodermo (TE) polar y mural.

Tradicionalmente se realizaba la transferencia en D+3,
pero tras multiples estudios se ha demostrado que la

transferencia en D+5 tiene mayores ventajas (16). En

la tercera edicion se exponen las principales razones

Trofoectodermo polar

Trofoectodermo mural de los beneficios de la transferencia en estadio de

Figura 5. Esquema blastocisto blastocisto como son: una mejor concordancia entre el

humano. Adaptado de Criterios  endometrio y el desarrollo del embrion, en esta etapa
ASEBIR de Valoracion

Morfoldgica de Oocitos, se simula mejor el momento de la implantacion

Embriones Tempranos y natural y una reduccion de las gestaciones multiples.
Blastocistos Humanos, 3° .,
edicion. (p.57) 2015 Aunque hay autores que también exponen algunas

desventajas, como podria ser una mayor incidencia de
gemelos monocigéticos y mayores riesgos obstétricos y perinatales. Pero es innegable
que el cultivo y transferencia de blastocistos ha aumentado las tasas embarazo clinico
43,2% frente a un 37,2% en estadios mas tempranos (95% IC 1,14-1,47) (16).

Existen embriones que no alcanzan el estadio de blastocisto hasta D+6 o D+7 porque su
desarrollo es méas lento, y sus tasas de implantacién esperadas son mas bajas.

En cuanto a los aspectos valorados en D+5 y D+6, se afiade en la 3° edicion:

En relacion a la MCI en la 2° edicion se definia como el pardmetro mas importante para
definir la calidad del embrion. Sin embargo, en la 3° edicidn se actualiza esta

informacion otorgandole mayor importancia a la morfologia del trofoectodermo.

Se realizé un estudio para comparar las tasas de implantacion de embriones cuya
calidad es otorgada basandose en la valoracion de la MCI y embriones valorados por el
TE. Para los primeros las tasas fueron del 63% en la categoria A, para la B de 58% y
para la C de 0%, pero los resultados no fueron significativos (p-valor= 0,15); sin
embargo, para embriones valorados por el TE, se obtuvieron tasas de 67% para la
categoria A, 51% para la B y 25% para la C (p-valor< 0,001). Se demuestra que existe

una relacion positiva entre las tasas de implantacion y recién nacido vivo con la
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morfologia del trofoectodermo y no existiendo esta relacidn con la masa celular interna
(17).

La expansion del blastocele del blastocisto es un parametro complicado de valorar
porque depende del tiempo, y mas durante las fases de colapso que sufre. La expansion
podria deberse a un evento de maduracion trofoblastica, en el que entre las células
trofoblasticas habria un paso de agua a través de acuaporinas y un gradiente de iones de
sodio favorecido por bombas sodio/potasio-ATP que tendrian una configuracion hacia

el interior del blastocele.

En la 2° edicidn encontramos un esquema de la calidad de los blastocistos en D+5y
D+6 y en la 3° edicion aparecen 2 esquemas, uno donde valoramos la evolucién de D+4

a D+5 y otro de la evolucion hasta D+6.

CALIDAD | OrEanizacién | o @ licida MCI Tamaio MCI * trofoectodermo Grado de expansidn
en blastocisto
Ov: - 2 znitel » T T PA— 1]
Blastocisto A En D+5 Afinada en D+5 hval y compactada 3800 pm2- 1900 pm?2 F p'.‘."llm h‘“‘f‘“?‘"”“‘ E1 blastocele ocupa l"c!t_“
en D+5 Células elipticas volumen del preembridn
Blastocisto B | EnD+5 | AfinadaenDss | O i:;‘;’;f‘:‘“""‘ 3800 pm2- 1900 pm2 Epitelio irregular
Blastocisto C En D+6 <1900 pm? Epitelio homogéneo
Células elipticas
Epitelio irregular
+ 9
Blastocisto I En D+6 < 1900 pm?2 Célalas escases

* 3800 pm2 es comparable al tamaiio de un blastémero de un preembrion en estadio de 4 células,

** Blastocisto colapsado: es un mecanismo natural que tiene lugar en el estadio de blastocisto y que, si ocurre, habri que observarlo de nueve.
No hari cambiar la categoria asignada al preembriin.

Tabla V1. Tabla de asignacién de la calidad del blastocisto en funcién de las variables consideradas.

D+4 D+5 D+5 D#

Grado de expansion Grado de expansion

ASEBIR

w

Desde:

Desde: “Iniciando la expansién”

“Iniciando la expansion”

Hasta: g H?S(a: ?
Morula compacta "Eclosionando”

i o
cavitando (ZP gruesa)

OO0 w>» 00 ®>»00®
O OO0 W OO © OO0

Blastocisto temprano o
cavitando (ZP gruesa)

0O DDOWPUOOW>»OO0D>

Blastocisto temprano o
cavitando (ZP gruesa)

o

Mérula no
compacta

D

Morula

Mérula no compacta Mérula |

Figuras 6 y 7. Esquemas de valoraciéon de los blastocistos. Adaptado de Criterios ASEBIR
de Valoracién Morfoldgica de Oocitos, Embriones Tempranos y Blastocistos Humanos,
20y 3° edicion. (p.45) 2008 y (p.69 y 70) 2015.

3. Time-Lapse.
Desde el comienzo de la Reproduccion Asistida la valoracion del desarrollo
embrionario in vitro se ha realizado a través de observaciones morfoldgicas puntuales al
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microscopio, extrayendo los embriones del incubador en determinadas franjas horarias

para valorar diferentes eventos del desarrollo.

La aparicion del Time-Lapse supuso una revolucion en la forma de evaluar el
desarrollo de los embriones, combinando la valoracion morfoldgica y la cinética. Este
nuevo método esta compuesto por un incubador que incorpora un microscopio y un
sistema de captura de imagenes en determinados intervalos de tiempo (periodos de 5-20

minutos) y en maltiples planos, hasta 11.
Las principales ventajas del Time-Lapse son:

- La reduccion de la manipulacion de los embriones al minimo, ya que al no sacarlos del
incubador se evita una exposicion a condiciones subdptimas, como la luz, y la variacién

de temperatura, humedad y CO2, mejorando asi las condiciones de cultivo.

- Permite evaluar a los embriones con mayor objetividad y exactitud, pudiendo
seleccionar mejor aquellos embriones con mayor potencial de implantacion, porque se
obtiene una pelicula de todos los eventos del desarrollo embrionario, facilitando asi la

deteccién de anomalias.

- Gracias al Time-Lapse se pueden descubrir eventos del desarrollo embrionario que no
se detectaban con la valoracion convencional por microscopio. Se observa asi la posible
desaparicion temprana de los prondcleos, la duracion de cada ciclo celular, posibles
divisiones irregulares, si el embrion excluye células en su desarrollo, la formacién y
reabsorcién de fragmentos, si algun fragmento es tan grande que se puede confundir con
una célula, las contracciones del blastocisto, la simetria, la formacion de la MCl y la

multinucleacion.

Con la aparicién del Time-Lapse se inici6 una nueva forma de evaluar a los embriones
teniendo en cuenta parametros morfocinéticos, los cuales comienzan con la inyeccién

intracitoplasmatica del espermatozoide que es el tiempo de inicio del desarrollo (t0):

e Extrusion del segundo corpusculo polar (tPB2)
e Aparicion y desaparicion de los prondcleos (tPNa/tPNf)
e Divisiones celulares desde 2 hasta 9 celulas 0 mas
o El tiempo desde la desaparicion de los PN hasta la primera division
mitotica se denomina tl.

o Eltiempo de paso de 2 a 3 células, de 3 a 4 células, etc. (2, t3, t4...)
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o Duracion del primer, segundo y tercer ciclo celular (ccl, cc2 y cc3)
o Sincronia del segundo y tercer ciclo celular (s2 y s3)

e Compactacion: inicio (tSC) y fin (tMf/p)

e Blastulacién (tSB)

e Blastocisto (tByz): “y” hace referencia a la MCl y “z” al TE.

¢ Inicio de la expansion del blastocisto (tEyz)

¢ Blastocisto hatching (tHnyz)

¢ Blastocisto hatched (tHDyz)
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Figura 8. Pardmetros morfocinéticos del desarrollo embrionario.

Sin embargo, aunque esta tecnologia ha supuesto una revolucion para la embriologia
también presenta limitaciones. Los principales inconvenientes de este método son, por
ejemplo, la calidad de la imagen, que influye en la posterior interpretacion, la
imposibilidad de girar el embrion durante la observacion, lo que impide la observacion
de algunas estructuras porque el embrion es tridimensional, la aparicion de burbujas que
impiden la visualizacion del embrion y el posible movimiento de los embriones dentro

del pocillo en el incubador.

Tanto el incubador convencional como el Time-Lapse son métodos de cultivo validos.
De hecho, hasta la aparicion del Time-Lapse se obtenian buenas tasas con un incubador
convencional realizando las observaciones al microscopio. Pero el hecho de contar con
esta nueva tecnologia mejora las condiciones de cultivo. Por otro lado, se pueden
evaluar algunos parametros que no se observan al microscopio para poder elegir entre 2

embriones de igual calidad. Se ha visto que la valoracion morfoldgica mas la cinética
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aumenta la capacidad del embriologo de seleccionar los embriones con mejores
posibilidades de llegar a blastocisto de un 18,3+23,3% a 68,2+1,7% (18). Otro factor
importante a tener en cuenta es que la subjetividad en cuanto a la clasificacion

disminuye y aumenta la homogeneidad de clasificacion entre embridlogos.

Mudltiples estudios han comparado la eficacia de ambos métodos, el cultivo tradicional
en el incubador con una evaluacion morfoldgica y el Time-Lapse con la evaluacion

morfocinética.

Park y colaboradores compararon la tasa de implantacion, el desarrollo embrionario y
calidad morfoldgica y no encontraron diferencias significativas entre ambos métodos.
En cambio, si obtuvieron mayores tasas en cultivo con Time-Lapse de embarazo clinico
(65,7% frente a 39%, p<0,001), embarazo en curso (55,7% respecto a 31,3%, p<0,001)
y de nacidos vivos (45,7% ante 28,4%, p=0,01). Con el cultivo en Time-Lapse
obtuvieron peor calidad en D+3 y mayor tasa de aborto (33,3% respecto a 10,2%,
p=0,01) (18).

Kalleas y colaboradores realizaron un estudio cultivando embriones con bajo nivel de
oxigeno en Time-Lapse y sistema convencional, comparando las tasas de nacidos vivos.
Obtuvieron buenos resultados con Time-Lapse, la tasa de nacidos vivos aumento (43%
ante 34,5%, 95% IC= 0,96-2,13), la tasa de pérdida temprana del embarazo disminuy6
(5,8% frente a 13,8%, 95% IC=0,19-0,74) y aumentd la proporcidn de embriones de 4
y 8 células en D+2 y D+3 (18).

Numerosos estudios se han llevado a cabo con el objetivo de desarrollar un modelo para
predecir los blastocistos con mayor potencial de implantacion basandose en la

morfocinética.

En 2011 Meseguer y colaboradores establecieron un primer modelo para estudiar la
probabilidad de implantacion de los embriones analizando la morfocinética.
Examinaron los datos morfocinéticos y la implantacidn era conocida, por lo que
establecieron 10 categorias basandose en caracteristicas embrionarias: analisis
morfoldgico, ausencia de anormalidades en el desarrollo, t5, duracion s2 y de cc2. Sin
embargo, los autores concluyeron que el modelo no era valido, porque no predecia
correctamente el potencial de implantacion embrionario. Posteriormente en 2015, se
estudio un nuevo modelo basado en el anterior de 2011 y concluyeron que la variable

mas importante para establecer una probabilidad de implantacion fue t3, después cc2 y

26



por ultimo t5; por lo que s2 paso a ser irrelevante. La division directa de 1 a 3 células, la
falta de simetria en 2 células y la multinucleacion en 4 células, se sostuvieron como los

criterios de descarte.
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Figura 9. Algoritmo de seleccion embrionaria de Meseguer (2011)
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La aparicion de los parametros morfocinéticos ha supuesto una revolucion en la
embriologia por la posibilidad de conocer en profundidad el desarrollo embrionario,
ademas, poder crear algoritmos para elegir el embridén con mayor probabilidad de
implantacion. Asimismo, se han propuesto modelos para discriminar entre embriones
aneuploides y euploides, para pacientes con un mal prondéstico a los que se les indicaria

un diagndstico genético preimplantacional.

En 2013 Campbell y colaboradores establecieron uno de los primeros modelos para
discriminar entre embriones con riesgo de aneuploidia. En el estudio se analizaron
embriones a los cuales se les realizaba la biopsia para realizar un diagndstico genético
preimplantacional. Observaron que los pardmetros inicio de compactacién (tSC),
blastulacion (tSB) y blastocisto completo (tB) eran mas tardios en los blastocistos con
aneuploidias, y no hallaron diferencias significativas en relacion a la multinucleacion, la

division irregular y los primeros ciclos celulares (18).

Kramer y colaboradores analizaron el desarrollo embriologico basandose en el modelo
de Campbell. Sin embargo, no obtuvieron los mismos resultados. No pudo diferenciar a

los embriones con aneuploidia, porgue los valores de formacion y expansion del
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blastocele no coincidian con los expuestos. También encontraron gran variabilidad entre

los tiempos de desarrollo embrionario entre los pacientes (18).

Los autores concluyen que el Time-Lapse y la morfocinética no se pueden emplear

como método predictivo del riesgo de aneuploidia embrionaria.

4. Campos a desarrollar.
Como ya conocemos, el desarrollo embrionario es dinamico, y la velocidad de division
varia a medida que los recursos técnicos aumentan en el laboratorio. El sistema
ASEBIR es una clasificacion basada en categorias, por lo que es necesario una revision
periddica de los parametros fundamentales para su continua actualizacién. Por otro lado,
el Time-Lapse continda ayudando a conseguir una mejor definicion de los pardmetros
clasicos, y a la introduccidn de otros nuevos (aparicion de vacuolas, contraccion de

blastocistos, etc.)

4.1 Aspectos morfoldgicos ovocitarios.
Actualmente la evaluacion de los ovocitos no es relevante para la categorizacion del
embridn, pero al ser esta evaluacion embrionaria dinamica, en la cual se valora todos los
eventos desde la fecundacion hasta D+5, ;no seria necesaria una evaluacion de los

ovocitos antes de microinyectarlos para obtener ain mas informacion de cada embrién?

En la clasificacion ASEBIR no se incluye la morfologia ovocitaria, porque en las
maltiples publicaciones cientificas que abordan este tema no se han encontrado
resultados concluyentes. La Gltima edicion de 2015 solamente recomienda excluir de la
microinyeccion los ovocitos gigantes. No obstante, habria que hacer una valoracion de
los ovocitos y anotar aquellas caracteristicas que pudieran ser relevantes a la hora de
elegir entre varios embriones en D+5 con igual categoria, ya que se revisa todo el
desarrollo embrionario, deberia evaluarse el aspecto del ovocito del cual deriva el

embridn.

Habria que tener en cuenta si el ovocito poseia AREL, ya que el Consenso de Estambul
recomienda no microinyectarlos, pero en el caso de hacerlo hay que evitar su rotura, ya
gue es una anomalia severa relacionada con abortos espontaneos y complicaciones

obstétricas es un aspecto a tener en cuenta si se valora el desarrollo embrionario.

En el caso de las vacuolas, primero es un campo a seguir investigando ya que no se

conoce la repercusion en el desarrollo embrionario de que el ovocito posea vacuolas
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pequefias y escasas. En cambio, si se conoce que la presencia de grandes vacuolas
conlleva un fracaso en la fecundacién, por lo que es otro aspecto al valorar todo el

desarrollo.

La presencia de restos celulares en el espacio perivitelino, que se asocia a menores tasas

de implantacion.

En el caso del corpusculo polar, a veces se observa fragmentado y se podria confundir

con un corpusculo multiple, que conlleva una menor viabilidad.

Un aspecto que no se valora en los cuadernos ASEBIR son las ondas citoplasmaticas,
que barren el ovocito anticipando la aparicion de los pronucleos. Estas ondas indicarian
el comienzo de la activacion ovocitaria debido al calcio. Este suceso se cree que es
necesario para una correcta fecundacién y su desarrollo embrionario posterior. Es un

parametro en el que habria que seguir profundizando y estudiando.

4.2 ¢ Es importante valorar al embrion en D+2 y D+3 0 una Unica

valoraciéon en D+5 es suficiente si transferimos en blastocisto?

Con la reciente incorporacion de la tecnologia Time-Lapse, se ha introducido una nueva
forma de evaluar a los embriones, la morfocinética, que nos permite visualizar todos los

acontecimientos que conlleva el desarrollo de un embridn.

La valoracién durante todo el desarrollo embrionario nos aporta mayor informacién de
los embriones, es necesaria una evaluacion dinamica. Ante la posibilidad de tener que
elegir entre varios embriones para la transferencia debemos revisar todo el desarrollo y
elegir aquel con los parametros mas adecuados y sin alteraciones, aquel que tenga la
mayor probabilidad de implantacidn. El unico beneficio que supondria una unica
observacion en D+5 es evitar la manipulacion del embrién y exponerlo a condiciones
subdptimas para su desarrollo, pero este inconveniente no supone un problema para el

Time-Lapse.

Todos los pardametros morfocinéticos sirven al embriologo para predecir qué embrion

tendra mas posibilidades de llegar a blastocisto, y mayor probabilidad para implantar.

4.3 Colapso de blastocisto.

Los blastocistos realizan colapsos, de hecho, se han visualizado dos tipos, uno mas

débil en el que las células del trofoectodermo se alejan menos del 50% de la zona
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pellcida; y un colapso fuerte en el que la separacién era mayor al 50%. No obstante, no
todos los blastocistos realizan un colapso, se ha comprobado que un 55,4% realizan este

fenémeno (19).

Se ha estudiado si existe una relacion entre el colapso del blastocisto y su capacidad
para implantar. No se encontraron diferencias significativas entre la presencia o
ausencia de colapso con la capacidad de implantar. Sin embargo, el colapso era algo
superior cuando no habia implantacién. La causa de este resultado puede deberse al
gasto energético que supone al blastocisto la reexpansion. No obstante, si se
encontraron diferencias significativas en cuanto al tipo de colapso, ya que existia una
mayor implantacién con colapsos débiles que fuertes. La razén podria ser que los
colapsos débiles faciliten la eclosion del blastocisto y, al contrario, los fuertes suponen

un alto gasto de energia que dificultaria la eclosion y la implantacion.

También se estudio la relacion del colapso con los pardmetros morfocinéticos. Los
embriones que desarrollaban un colapso fuerte presentaban un menor tiempo de division
celular, una reduccion en la sincronia entre blastémeros y ciclos celulares més cortos,
todo lo contrario, a los embriones con colapsos débiles. Lo que hace pensar que los
embriones con colapso fuerte presentaran peor calidad y por ello un peor desarrollo

embrionario (19).

Se conoce que el colapso es frecuente en embriones humanos, pero esta poco estudiado,
especialmente en como afecta al desarrollo del embridn. Se necesitan mas estudios para
conocer si realmente este parametro podria ser utilizado como criterio en la valoracion

de los embriones, y si podria ser un factor pronéstico de la implantacion.

4.4 Valoracion de embriones criopreservados
Los criterios ASEBIR de valoracién morfol6gica son validos para embriones en fresco,
pero no para aquellos que se congelan, por lo que, ¢seria necesario unos criterios para

embriones criopreservados?

La transferencia de embriones congelados es frecuente en los laboratorios, por lo que se
deberia establecer un criterio que aunara la tasa de supervivencia con la clasificacion

embrionaria tras la desvitrificacion.
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La principal labor del embridlogo es transferir un embrion con el mayor potencial de

implantacion, que sera aquel con un desarrollo 6ptimo y sin anomalias. Por ello, la

utilizacion de los criterios ASEBIR en la préctica clinica diaria es de plena importancia

para escoger entre una cohorte de embriones aquel con mayores posibilidades de

implantar y llevar un recién nacido vivo a los hogares, ya que ese es el fin de la

Reproduccion Asistida. Ademas, son numerosos los articulos que se basan en la

clasificacion ASEBIR para definir sus grupos de estudio en cuanto a calidad

embrionaria, lo que amplia las posibilidades de realizar estudios multicéntricos con

resultados fiables.

Las principales conclusiones que se extraen de la revision de los Criterios ASEBIR son:

1.

La matriz de la zona pelucida de los ovocitos sufre cambios en apariencia y
grosor, se ha ampliado en la Gltima edicién los dias de los cambios hasta D+5,
no solo hasta D+2.

Menores tasas de implantacion cuando el ovocito presenta restos celulares en el
espacio perivitelino, en la 2° edicién no aparecia.

En la ultima edicion se excluyen los ovocitos gigantes.

Modificacion en los tiempos de observacion:

a) Aparicion de los PN, se ajusta a las 16-18 horas.

b) En D+2 reduccion a las 43-45 horas y en D+3 a las 67-69 horas.

c) En D+4 se actualiza a las 90-94 horas.

d) En D+5 el rango esta en 112-120 horas.

Modificacion del numero de células en las categorias embrionarias en D+2 y
D+3, aquel embrion que proceda de 4 células en D+2 y presente 7-8 en D+3,
sera optimo.

Un fragmento celular tendra un diametro de <45um en D+2 y < 40um en D+3, y
se desaconseja la transferencia o vitrificacién de embriones que presenten un
50% fragmentacion.

Introduccion del concepto estadio-especifico para hablar de simetria
embrionaria.

En la dltima edicidn de clasifican como tipo C, aquellos embriones de 4 células

con 1 célula multinucleada.
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9. Se establece una medicidn para diferenciar el tamafio de las vacuolas, a partir de
14pm son consideradas grandes.
10. En la valoracion del blastocisto la evaluacion del TF esta por encima de la MCI.

En relacién al Time-Lapse, ha supuesto una revolucion para la embriologia, permitiendo
mantener las condiciones de cultivo en los incubadores sin la necesidad de sacar los
embriones de sus condiciones de cultivo. Ademas, ha permitido conocer todos los pasos
desarrollo embrionario y las anomalias que pueden desarrollarse, ampliando asi el
conocimiento sobre la embriologia. Asimismo, ha permitido la creacion de modelos
para predecir embriones con el maximo potencial de implantacion y riesgo de

aneuploidias.

Es cierto que ain quedan muchos campos en los que seguir investigando y realizando
estudios como puede ser el colapso embrionario, o algin pardmetro que pueda predecir

el riesgo de aneuploidias embrionarias.
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