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Resumen

Se analizaron los resultados generales de FIVIICSI en
pacientes que tuvieron transferencia electiva de blasto-
cisto tinico durante el periodo 2011-2013. Se evalua-
ron las caracteristicas morfoldgicas de los blastocistos
obtenidos de las pacientes incluidas en el estudio y su
relacion con la tasa de embarazo clinico evolutivo.

Palabras claves. Blastocisto, blastocele, masa celu-
lar interna, trofoectodermo, transferencia electiva de
embrién vnica.

Elective single blastocyst transfer
and its morphological analysis

Summary

The overall results of IVF/ICSI patients who had
elective single blastocyst transfer during the period
2011-2013 were analyzed. The morphological
characteristics of blastocysts obtained from patients
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included in the study and its relationship with the
ongoing clinical pregnancy rate was evaluated.

Key words. Blastocyst, blastocoele, inner cell mass,
trophectoderm, elective single embryo transfer.

Abreviaturas

FIV fertilizacién in vitro.

sET: transferencia de embrion sinico.

MCI: masa celular interna.

TE: trofoectodermo.

hCG: gonadotrofina coriénica humana.

ICSI: inyeccion intracitoplasmitica del espermatozoide.
M?2: metafase 2.

D5: dia 5.

En la actualidad, dentro de los tratamientos de
reproduccién asistida de alta complejidad (FIV/
ICSI), un gran esfuerzo estd enfocado hacia el
desarrollo de métodos confiables para la correcta
seleccién embrionaria dentro de una cohorte de
embriones obtenidos por estas técnicas. El objeti-
vo es lograr altas tasas de embarazo disminuyen-
do la incidencia de embarazos multiples. Hist6-
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ricamente, las altas tasas de embarazo multiple
han sido en gran parte debido a la transferencia
indiscriminada de varios embriones sin detallar
con precisién sus caracteristicas morfoldgicas. Sin
embargo, un nimero creciente de paises han im-
plementado restricciones legales y directrices para
minimizar la transferencia de varios embriones.
Estas restricciones no s6lo han aumentado el uso
de la transferencia de un solo embrién (sET), sino
que también han llevado a muchos laboratorios de
FIV a buscar enfoques alternativos para la identi-
ficacién de los embriones con mayor viabilidad o
potencial implantatorio.'”

La transferencia de blastocistos es uno de los
métodos que se utiliza para lograr una mayor im-
plantacién y tasas de nacidos vivos en compara-
cién con los embriones en etapa de clivaje.*!° El
retraso de la transferencia y la prolongacién del
cultivo embrionario hasta la etapa de blastocisto
permite mejorar la seleccién del embrién con ma-
yor potencial,'" asi como la sincronicidad entre su
desarrollo y el del endometrio, asemejdndose mds
a la situacién natural y fisiolégica.

Varios estudios han demostrado que hay em-
briones morfolégicamente normales en dia 2 y 3
que no contindan su desarrollo hasta estadio de
blastocisto, mientras que embriones de calidad
regular en dia 2 y 3 pueden desarrollar a estadio
de blastocisto y lograr un embarazo.'>'*# Se cree
que alrededor del dia 3 de desarrollo durante la
activacién del genoma del embrién ocurre un
proceso de autoseleccién, por lo que muchos em-
briones quedan detenidos en este estadio debido
a anormalidades cromosémicas.'* > Esto produ-
cirfa a su vez una disminucién de la proporcién
de blastocistos cromosémicamente anormales.'®
Se considera que los embriones que alcanzan el
estadio de blastocisto tienen un mayor potencial
de implantacién por tener un genoma funcional
que puede controlar la divisién celular y la dife-
renciacion en los dos tipos celulares: masa celular
interna (MCI) y trofoectodermo (TE). También
hay muchos embriones que no logran alcanzar
el estadio de blastocisto por una deficiencia en
el sistema de cultivo mds que por una falla en la
funcionalidad del genoma. Por eso, la mejora en
los sistemas de cultivo implica un incremento en
la proporcién de embriones que alcanzan la etapa
de blastocisto. Este aumento notable significa que
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varios blastocistos estardn disponibles para la se-
leccién en el momento de la transferencia.

Aunque muchos de los nuevos métodos de se-
leccién embrionaria estdn siendo investigados, la
morfologfa simple se utiliza de forma rutinaria en
la mayoria de los centros de reproduccién asistida
hoy en dia. El sistema de clasificacién morfolégi-
ca, primero descripto por Gardner y Schoolcraft
hace mds de una década,"” es ampliamente utili-
zado para la seleccién de blastocistos. De acuerdo
con este sistema de tres pardmetros, los blastocis-
tos se clasifican segin el grado de expansién del
blastocele y eclosién (uno a seis) tamano y com-
pactacién de la MCI (puntaje A, B y C de mayor
a menor) y la cohesién y el nimero de células del
TE (puntaje A, B y C de mayor a menor). Un
blastocisto de éptima calidad tiene el blastocele
totalmente expandido, una masa celular interna
prominente y compacta y un trofoectodermo con
gran nimero de células aglomeradas.'® "

Sabemos que la clasificacién morfolégica es un
fuerte predictor de la viabilidad de los embriones
por lo que la comprensién de la influencia de cada
pardmetro morfolégico de los blastocistos por se-
parado nos puede ayudar a mejorar la seleccién
embrionaria. Sin embargo, seleccionar el mejor
blastocisto de una cohorte de embriones con di-
ferentes pardmetros morfoldgicos sigue siendo un
desafio al realizar transferencia electiva de em-
brién tnico (sET) en el Dia 5. Para tomar esta
decisién es necesario entender la contribucién de
cada pardmetro en la implantacién y en el poten-
cial de un blastocisto. Se han realizado varios estu-
dios para determinar el impacto independiente de
cada pardmetro en el resultado de la implantacién,
e incluso clasificar su importancia.

El principal objetivo de este trabajo fue eva-
luar los resultados generales de las transferencias
electivas de blastocisto tinico en una poblacién de
FIV/ICSI y su correlacién con la morfologia em-
brionaria observada.

Materiales y métodos

Se realizé un estudio retrospectivo de 24 pa-
cientes que tuvieron transferencia electiva de
blastocisto tinico en dfa 5 en nuestra clinica entre
2011y 2013,

Las causas de infertilidad fueron clasificadas
dentro de tres categorias: (i) factor femenino, que
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incluye factores tubo-peritoneal, endometriosis,
sindrome de ovario poliquistico, y otros factores
hormonales; (ii) factor masculino; y (iii) factor
combinado.

Todas las pacientes fueron estimuladas utili-
zando esquemas tanto con antagonistas (Orgalu-
tran®, MSD, Cetrotide®, Merck Serono) como con
agonistas de GnRH (Lupron®, Abbott). La estimu-
lacién ovirica controlada se realizé con FSH re-
combinante (Gonal-F®, Merck Serono, Puregon®,
MSD) o gonadotrofina menopdusica humana al-
tamente purificada (Menopur®, Ferring). La aspi-
racién folicular se realizé a las 35-36 horas luego
de la aplicacién de hCG (Ovidrel®, Merck Serono,
Gonacor®, Ferring o Pregnyl®, MSD) .

Los ovocitos recuperados fueron lavados y co-
locados en medio GIVF (Vizrolife AB, Suecia) a
37°C, pH 7,35 + 0,5, 6-7% CO2 y 5% de O2.
La técnica de fertilizacién utilizada, ya sea FIV o
ICSI, se realizé siguiendo los protocolos conven-
cionales. Luego de 16-18 horas post-fertilizacién,

se confirmé la presencia de dos pronticleos y los
cigotos fueron colocados en gotas de 40 pl de me-
dio G1 (Vitrolife AB, Suecia) bajo aceite mineral
para el cultivo en la etapa de clivaje. El desarrollo
embrionario fue observado cada 24 horas y la cali-
dad embrionaria fue clasificada segtin el criterio de
Estambul.'® En dfa 3, los embriones fueron coloca-
dos en gotas de 40 pl de medio G2 (Vimrolife AB,
Suecia) bajo aceite mineral para su posterior cultivo
hasta estadio de blastocisto. Las incubadoras utili-
zadas fueron K-System Long Term IVF G185.

En dia 5, los blastocistos fueron clasificados
segtin el criterio de Estambul. De acuerdo a este
consenso, un blastocisto éptimo en este momento
del desarrollo deberfa estar completamente expan-
dido, con una MCI prominente, ficil de distin-
guir, compacta y con un gran nimero de células;
y el trofoectodermo deberia tener varias células
formando un epitelio cohesivo.' El sistema de
clasificacién de los blastocistos segun el criterio de
Estambul estd descripto en la siguiente tabla:

Tabla 1. Descripcion de la clasificacidn de los blastocistos segiin el criterio de Estambul.

Grado Score Descripcion
Estadio de desarrollo 1 Temprano
2 Blastocisto expandido
3 Blastocisto completamente expandido
4 Blastocisto eclosionado
ICM 1 Bueno Prominente, facil de distinguir, con un gran ndmero de células compactadas y unidas.
2 Regular Facil de distinguir, con un gran nimero de células agrupadas.
3 Malo Dificil de distinguir, con pocas células.
TE 1 Bueno Muchas células formando un epitelio cohesivo.
2 Regular Pocas células formando un epitelio suelto.
3 Malo Pocas células.

La transferencia embrionaria se realizé en D5,
eligiendo el blastocisto de mejor calidad para ser
transferido y vitrificando los restantes de buena
calidad. Los blastocistos se criopreservaron utili-
zando una técnica de vitrificacién. El protocolo
utilizado se bas6 en 2 pasos (Cryorech®). Los me-
dios utilizados contienen diferentes concentracio-
nes de etilenglicol, dimetilsulféxido y trealosa. Los
blastocistos se almacenaron en Cryolocks (Biotech,

EE.UU.) en nitrégeno liquido.

La transferencia embrionaria se realizé con
cdnula flexible, EchotipSoft Pass® (Cook Medical,
EE.UU.), o rigida, PM TRANS SET (Prince Me-
dical, Francia), dependiendo de la dificultad de
la misma; todas ellas se realizaron bajo control
ecografico. A los 13-15 dias post-transferencia
embrionaria, se realizé el primer dosaje de beta
hCG en sangre; en caso de resultado positivo, se
repiti6 a las 48 horas. Aquellas pacientes con beta
hCG evolutivas, realizaron control ecogréfico a
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los quince dias posteriores al resultado positivo
para comprobar actividad cardiaca. Se realizé un
segundo control ecogréfico a las 8 semanas para
controlar evolucién del embarazo y posteriormen-
te fueron derivadas al obstetra.

El andlisis estadistico se realizé utilizando el
test de Chi cuadrado. Consideramos el nivel de
significancia en p = 0,05.

Resultados

Durante este periodo, 24 pacientes realizaron
transferencia electiva de blastocisto dnico, segin
criterio médico y consensuado con la paciente y/o
su pareja. Los pardmetros evaluados fueron: ni-
mero total de ovocitos recuperados, nimero de
metafase 2 (M2), de embriones de buena calidad
en D3, la tasa de formacién de blastocistos, la tasa
de blastocistos vitrificados y las tasas de embarazo
evolutivo, de aborto e implantacién. Los mismos
se encuentran descriptos en la Tabla 2. El pro-
medio de edad de las pacientes incluidas en este
estudio fue 34,5 + 3,5 afios. El promedio de ovo-
citos recuperados fue 14,63 = 4,68, de los cuales,
en promedio se obtuvieron 12,21 + 4,31 ovocitos
en M2. Entre las 24 pacientes estudiadas, a 16 se
les realizé la fertilizacién de sus ovocitos por FIV
convencional y a 8 se les realiz6 ICSI. El prome-
dio de embriones de buena calidad obtenidos en
dia 3 fue 6,87 + 2,80. El promedio de blastocis-
tos obtenidos en cada paciente fue 5,38 + 1,91.

Tabla 2. Resultados generales de las pacientes con

transferencia electiva de blastocisto tinica.

Edad de las pacientes (promedio) 345+35
Ovocitos recuperados (promedio) 14,63 + 4,68
Ovocitos M2 (promedio) 12,21 + 4,31
FIV (n) 16

ICSI (n) 8

N embriones buena calidad

D3 (promedio) 6,87 + 2,80
N blastocistos (promedio) 5,38 +1,91

Tasa de formacion de blastocistos

(blastocistos/ Ovocitos M2 fertilizados) 57,85 (129/223)

N blastocistos sobrantes vitrificados (promedio) 3,38 + 1,44
Embarazos evolutivos (%) 7(29,17)
Abortos (%) 4 (36)
Embarazos ectopicos (%) 0
Implantacion (%) 45,83 (11/24)
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La tasa de formacién de blastocistos (blastocitos/
ovocitos M2 fertilizados) fue 57,85%. Los blas-
tocistos de buena calidad que no fueron transfe-
ridos se vitrificaron. El promedio de blastocistos
vitrificados por cada paciente fue de 3,38 + 1,44.
Entre las 24 pacientes, 11 lograron un embarazo
clinico (11/24 = 45,8%), y 7 de ellos resultaron
evolutivos, lo que representa una tasa de embarazo
evolutivo de 29,17%. La tasa de implantacién fue
45,83% (11/24).

En la Tabla 3, observamos nuestros resultados
segtn la morfologia de los blastocistos transferidos.
La tabla se divide en 3 partes: expansién, MCI y
TE. Para cada punto analizado estd descripto el nd-
mero de pacientes, la tasa de embarazos evolutivos
y de abortos obtenidos. En nuestra experiencia, el
79% de los blastocistos transferidos presentaron
un grado de expansién completa (expansién 3) y

el 92% una calidad de MClI y de TE de grado 1.

Tabla 3. Resultados segiin la morfologia de los blastocistos.

Expansion 1 2 3 4
N pacientes 0 2 19 3
Evolutivos (%) 0 1 (50) 4(21,05) 2 (66,67)
Abortos (%) 0 1(100) 342,85 0
MCl 1 2 3
N pacientes 22 2 0
Evolutivos (%) 5(22,72) 2 (100) 0
Abortos (%) 444,48 0 0
TE 1 2 3
N pacientes 22 2 0
Evolutivos (%) 6(27,27) 1(50) 0
Abortos (%) 4 (40) 0 0
Discusion
Nuestros resultados demuestran una alta

tasa de implantacién y de embarazo evolutivo al
transferir en forma electiva un tnico blastocisto
en pacientes seleccionadas. En esta poblacién de
buen prondstico la existencia de un ndmero alto
de blastocistos facilita la seleccién de los mismos
baséndose en pardmetros de morfologfa éptima.
La clasificacién morfolégica de los blastocis-
tos se basa en el sistema definido por Gardner y
Schoolcraft.'” Los estudios que evaltian la validez
de este sistema de clasificacién han demostrado



Experiencia en transferencia electiva de blastocisto tnico y su andlisis morfolégico

Mercedes Papayannis y col

que la transferencia de blastocistos resulta en un
aumento en la tasa de implantacién. Muchos es-
tudios se encuentran limitados por el hecho de
que la clasificacién del trofectodermo y la masa
celular interna se realizé en conjunto y ademds
varios blastocistos fueron transferidos de manera
simultdnea. Esto hace dificil interpretar de ma-
nera separada la influencia del trofoectodermo y
de la masa celular interna de cada embrién en la
tasa de implantacién y de nacido vivo. Se ha re-
portado que la calidad de la masa celular interna
tiene una correlacién positiva con la tasa de emba-
razo, pero recientemente Ahlstrom ha publicado
dos estudios donde la calidad del trofoectodermo
estd correlacionada con tasa de embarazo tanto en
transferencia en fresco y congelados.”* !

El valor predictivo del TE podria deberse a que
la calidad del mismo reflejaria su funcionalidad, y
en este estadio de desarrollo un blastocisto listo
para iniciar el proceso de implantacién necesita
de un buen TE, con capacidad de invadir el endo-
metrio.”> Una funcién fundamental del TE es la
secrecién de hCG, una glicoproteina que tiene un
rol importante en la relacién embrién-endome-
trio.”> ** Otros mecanismos que podrfan explicar
también la importancia del trofoectodermo en la
tasa de embarazo son:

1- El trofoectodermo estd involucrado en el
proceso de implantacién; aquellos blastocistos
con mejor calidad de trofoectodermo secretan
hCG de manera mds temprana, la cual est4 invo-
lucrada en la interaccién blastocisto-endometrio.

2- Se ha reportado que aquellos blastocistos
con mejor calidad de trofoectodermo tendrfan
reducida la posibilidad de presentar anomalias
cromosémicas.

Se cree que el grado de expansién del blastoce-
le estd relacionado con la calidad del trofoectoder-
mo, debido a que el ndmero y las uniones entre las
células del trofoectodermo reflejarfan la capacidad
del blastocisto de bombear iones de manera efi-
ciente dentro de la cavidad causando un flujo de
fluidos y previniendo la pérdida del mismo. Estas
uniones estrechas intercelulares conducirfan a la
expansion del blastocele. Debido a esto, segin al-
gunos autores, la clasificacién del grado de expan-
sién no serfa necesaria.?’

Dado que la cantidad de pacientes incluidas
en el estudio es pequena, es evidente que los blas-

tocistos seleccionados para ser transferidos pre-
sentaban calidad éptima en sus tres parimetros
morfoldgicos, no permitiendo asi una evaluacién
detallada de los mismos y no pudiendo identificar
en nuestro trabajo cudl de los tres pardmetros es-
tudiados es el mejor predictor para nacido vivo.

Nuestro objetivo a largo plazo es aumentar la
cantidad de pacientes que realizan transferencia
electiva de blastocisto dnico y asi poder estudiar
la incidencia en la tasa de embarazo de cada pari-
metro morfélogico por separado para predecir el
potencial de implantacién de los blastocistos tan-
to en ciclos frescos como en congelados.

Sabemos que la clasificacién morfoldgica es
un fuerte predictor de la viabilidad de los embrio-
nes por lo que entendiendo la influencia de cada
pardmetro morfolégico de los blastocistos por se-
parado nos puede ayudar a mejorar la seleccién
embrionaria.
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