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Resumen

El objetivo de este estudio es hacer una revisidn de la fragmentacidon celular y correlacionarla con la calidad
embrionaria. Para ello se realiz6 una busqueda sistematica de la literatura sobre «fragmentacion embrionaria»
y «calidad embrionaria». Para este estudio se incluyeron estudios de parametros morfolégicos por observacién
convencional asi como los estudios de morfocinética mediante tecnologia time-lapse. En primer lugar, se reali-
z6 una busqueda en Cochrane, MEDLINE, MEDES, ENFISPO y EMBASE de todo tipo de articulos (todas las publi-
caciones hasta diciembre de 2016). Trabajos sobre fragmentacién embrionaria, pardmetros morfoldgicos em-
brionarios y calidad embrionaria, tasa de fragmentacidn, tasa de implantacién y fragmentacion embrionaria,
morfocinética embrionaria e implantacién embrionaria. Se revisaron los resumenes y se identificaron articulos
potencialmente relevantes. De los 50 articulos revisados, 10(20%) fueron ensayos aleatorizados controlados,
21(42%) estudios epidemioldgicos observacionales, 8(16%) estudios experimentales, 11(22%) recomendacio-
nes internacionales. Fueron descartados 20(40%) estudios por no ser randomizados y 21(42%) por tratarse de
estudios de investigacion basica, trabajos de revision o estudios observacionales. Finalmente se seleccionaron
10(20%) articulos para la revision por tener relacién directa con el objetivo de la revisidon. La revision de los
articulos seleccionados relaciona el parametro de fragmentacidon embrionaria con otros pardmetros morfold-
gicos, no considerandolo como Unico indicador de una buena calidad embrionaria, valorando el conjunto de
los parametros morfolégicos considerado.

Abstract

The aim of the present study is to review cell fragmentation and to correlate it with embryonic quality. For
that, a systematic search of the literature on “embryonic fragmentation” and “embryonic quality” was carried
out. For this study, we included morphological parameters researches by conventional observation as well as
morphokinetic researches using time-lapse system. First, we searched for all types of articles (all publications
until December 2016) in Cochrane, MEDLINE, MEDES, ENFISPO and EMBASE. Moreover, we researched for works
on embryonic fragmentation, embryonic morphological parameters and embryonic quality, fragmentation
rate, implantation rate and embryonic fragmentation, embryonic morphokinetic and embryonic implantation.
Abstracts were reviewed and it was identified potentially relevant articles. Of the 50 articles reviewed, 10
(20%) were randomized controlled trials, 21 (42%) observational epidemiological studies, 8 (16%) experimental
studies, 11 (22%) international recommendations; 20 (40%) studies were discarded because they were not
randomized and, also, 21 (42%) because they were basic research studies, revision studies or observational
studies. Finally, 10 (20%) articles were selected for review because they were directly related to the objective
of the review. The review of the selected articles correlates the parameter of embryonic fragmentation with
other morphological parameters, not considering it as the only indicator of good embryonic quality, evaluating
the set of morphological parameters considered.
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INTRODUCCION

La evaluacién morfoldgica por el embridlogo/a es una meto-
dologia no invasiva para el embridn a transferir pero que no esta
libre de sus desventajas: es altamente subjetivo, requiere gran ex-
periencia y esta restringido a momentos puntuales de observacion
dentro de la rutina del laboratorio, lo cual supone una pérdida de
informacion del desarrollo global del embrién (1)(2). Los principa-
les pardmetros a tener en cuenta en la evaluacion morfoldgica del
embridn previo al estadio de blastocisto son: nimero y simetria
de las células, grado y tipo de fragmentacién, y multinucleacion
(3)(4). El mecanismo de fragmentacion no esta todavia clarifica-
do. Parece que hay un efecto debido a una muerte celular progra-
mada o apoptosis, que se observa en embriones fragmentados y
blogueados en su desarrollo (5). La fragmentacidn hace que dis-
minuya la tasa de implantacion aumenten las tasas de aborto y de
nacimientos de nifios con anomalias cromosdmicas (6)(7). Lo que
es evidente, es que a mayor fragmentacion existe un mayor efecto
deletéreo y disminucion de la viabilidad embrionaria (8).

Un fragmento es una estructura citoplasmatica extracelular
rodeada por una membrana y sin nucleo en su interior. Algunos
autores (9), definieron los fragmentos como células con <45um de
diametro, en embriones de dia 2, y <40um de didmetro en dia 3
de desarrollo (D+3).

Es sabido que la fragmentacion puede estar o no presente en
todo los estadios del desarrollo embrionario, que es comun en to-
dos los embriones humanos y que no siempre se correlaciona con
una tasa de implantacién baja, por el contrario algunos autores a
pesar de no establecer ninglin score en su estudio, afirman que
la ausencia de fragmentacion esta relacionado con una alta tasa
implantatdria, teniendo mayor peso este factor que la multinu-
cleacidn o baja division embrionaria (Luna, M.D., et al 2008). Otros
autores obvian este pardmetro morfoldgico en su clasificacidn,
dando mayor relevancia a la morfologia del zigoto en D+1 (7) o
bien establecen una clasificacion embrionaria en donde prevalece
la morfologia nuclear por encima de los clasicos métodos basados
en el tamafio de las blastdmeras y el grado de fragmentacion (10),
el grupo de Nagy (11) basan la seleccion embrionaria en los pa-
rametros morfoldgicos en D+3 conjuntamente a la morfologia en
2PN (ver tablal, resultados).

Las implicaciones de fragmentacién embrionaria en el po-
tencial implantatorio varian dependiendo de su distribucion y
tamafio. La presencia de fragmentos grandes (fragmentacion tipo
IV) es perjudicial para el desarrollo embrionario, mientras que los
fragmentos localizados o pequefios y dispersos no afectan signifi-
cativamente a la implantacion (12). Autores, como Jerome (13),
consideran que el grado de fragmentacion o porcentaje que pueda
presentar el preembrion a transferir no tiene impacto en la tasa
de embarazo. Se debe de tener en cuenta que este estudio esta
realizado para transferencias Unicas en mujeres con baja reserva,
llegando a la conclusién de que la implantacién embrionaria se
predice mejor teniendo en cuenta el numero y la simetria de las
blastomeras frente al grado de fragmentacion.

En el desarrollo normal hasta blastocisto la fragmentacion
tiene un impacto negativo debido a que el tipo de fragmentacién
determinara la formacién de blastocistos normales, concretamen-
te la fragmentacion de tipo IV condujo a una reduccién significati-
va en la formacién de blastocisto en comparacién con otros tipos
de fragmentacion (tipo I, Il y Ill). (14). Por el contrario el estudio
realizado por Wu de 2011(15), establece una correlacién negativa
entre la tasa de fragmentacion y el desarrollo del blastocisto, la
edad no tiene un efecto positivo sobre el grado de fragmentacion
en los preembriones con divisidn correcta. El estudio de Martin de
2006 (16), apoyandose en los estudios de Giorgetti de 1995 (17), el
cual considerd que la tasa de embarazo disminuye con el aumento
del porcentaje de fragmentos, establecen dos teorias sobre la frag-
mentacion: 1) los fragmentos inducen a la detenciéon del desarrollo
celular y a la necrosis de las blastomeras circundantes. 2) los frag-
mentos intercelulares pueden distorsionar el ritmo de divisién de
las blastémeras, lo que lleva a la anormal compactacién, cavitacion
y formacion del blastocisto. El parametro embrioldgico que tienen
una relacién directa con el potencial implantatorio en D+5, es la
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fragmentacién establecida en D+3, aunque es solo una hipotesis
por demostrar. Siguiendo la misma linea de estudio el grupo de
Khurram (18) consideran que un porcentaje alto de fragmentos (>
20%) en D+3 esta relacionado con bajas tasas de blastulacion.

No existe un consenso en cuanto al porcentaje de fragmen-
tos, aunque casi todos los estudios coinciden en un “punto de cor-
te” asociado a la mejor calidad embrionaria y a una tasa mayor de
implantacion (<10% de fragmentos). En la mayoria de los articulos
revisados se establece un score embrionario donde se define unos
puntos de corte para la fragmentacidon embrionaria, expresandola
como el porcentaje que ocupa respecto al volumen embrionario
total. La mayoria de los autores establecen este punto de corte
en < 10% fragmentos (19)(20)(21)(14)(22)(23)(24)(25)(26). Otros
autores los establecen en < 25% (13) o en < 20% (18)(23). El es-
tudio de Meseguer (22), establece varias categorias teniendo en
cuenta el grado de fragmentacién, tamafio de las blastdmeras y
multinucleacidn, otros grupos como Paternot de 2013 (27) esta-
blecen una clasificacion embrionaria a partir de la clasificacién
computarizada, ya que consideran que existe una alta variabilidad
entre embridlogos cuando se realiza la clasificacion segun caracte-
risticas morfoldgicas visualizadas. Teniendo en cuento estas consi-
deraciones, en cuanto a patrones de fragmentacién e implantacion
embrionaria, la ultima revision del Cuaderno Valoracién Morfold-
gica ASEBIR (28), establece cuatro grupos de calidad embrionaria,
segun el porcentaje de fragmentacion, volumen y distribucién de
los fragmentos (£10%, >10-25%, >25-35%, > 35%), recomenddando-
se que aquellos embriones con mas del 50% de fragmentacién no
deberian de ser criopreservados ni transferidos, debido a que su
tasa de implantacion es practicamente nula. Esta ultima conside-
racion ya la apuntd el estudio de Nagy (23) que afirmaba que para
criopreservar el preembrién debe de tener < 20% de fragmentos.

El estudio de la morfocinética embrionario con las nuevas
tecnologias de time-lapse, estan demostrando que para evaluar
la calidad embrionaria deben estudiarse igualmente los mismos
parametros morfoldgicos que para la observacién directa, eso si
la morofocinética permite un mayor detalle en la evaluacién. Estu-
dios realizados de morfocinética con time-lapse, como el de Kong
(29), demuestran que la fragmentacion celular y la velocidad de
divisién celular, son parametros que deben estudiarse conjunta-
mente como indicadores de la calidad embrionaria, conclusiones
que también se obtuvieron otros autores como Ahlstrom (30), en
donde los estudios de morfologia por observacion directa, llegan a
la misma conclusion.

La eliminacion de fragmentos (embryonic makeup) parece
que mejora la divisidon celular y la implantacion. El grupo pionero
en esta técnica (31) encontré que los embriones con un 35% de
fragmentacion y que habian sido desfragmentados, implantaban
con tasas similares a la de los embriones con sélo un 6% de frag-
mentacion inicial. El trabajo de Keltz (32) también muestra resulta-
dos beneficiosos, ya que los embriones fragmentados y posterior-
mente desfragmentados presentaron tasas de embarazo, implan-
tacién y nacimiento similares a la de embriones sin fragmentos (no
desfragmentados). Ademas, la eliminacion de fragmentos mostro
efectos positivos en el desarrollo in vitro de los embriones has-
ta el dia sexto de su desarrollo, obteniendo blastocistos de mejor
calidad (15). No obstante, hay que ser cauteloso en la aplicacion
de esta técnica, ya que los estudios publicados son escasos y la
mayoria de ellos retrospectivos.

MATERIAL Y METODOS

Se realizd una busqueda sistematica de la literatura sobre
«fragmentacién embrionaria» y «calidad embrionaria». Para este
estudio se incluyeron estudios de parametros morfoldgicos por
observacién convencional asi como los estudios de morfocinéti-
ca mediante tecnologia time-lapse. En primer lugar, se realizé una
busqueda en Cochrane, MEDLINE, MEDES, ENFISPO y EMBASE de
todo tipo de articulos (todas las publicaciones hasta diciembre de
2016). Trabajos sobre fragmentacién embrionaria, parametros
morfoldgicos embrionarios y calidad embrionaria, tasa de frag-
mentacion, tasa de implantacion y fragmentacion embrionaria,
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morfocinética embrionaria e implantacién embrionaria. Se revi-
saron los resimenes y se identificaron articulos potencialmente
relevantes. Se utilizaron como palabras MeSH de busqueda: «em-
bryo fragmentation », xembryo scoring and fragmentation», «cell
division and fragmentation », «embryo development and cell
fragmentation», «degree of fragmentation», «embryo fragmen-
tation and time-lapse». Se encontraron 50 estudios relacionados
con los criterios de busqueda. Se excluyeron los casos clinicos y
estudios experimentales. Se revisaron ensayos aleatorizados con-
trolados, estudios comparativos no aleatorizados, estudios epi-
demioldgicos observacionales, recomendaciones o «guidelines»
nacionales o internacionales.

Después de identificar los titulos relevantes, se realizé re-
vision del resumen si el articulo cumplia los criterios de inclusion.
Dado que hay una falta significativa de estudios aleatorizados so-
bre el fragmentacidn embrionaria y tasa de recién nacido vivo, la
valoracion de la calidad de la mayoria de los estudios incluidos
se baso en la lista de los 7 items propuestos por el indice me-
todoldgico para estudios no-aleatorizados (MINORS)(33). Todos
los articulos se han incluido por su impacto histérico-cientifico
sobre fragmentacién embrionaria, calidad embrionaria y tasa de
implantacidn. Las revisiones y articulos editoriales se han incluido
por la calidad de las revistas donde fueron publicadas.

RESULTADOS

De los 50 articulos revisados, 10(20%) fueron ensayos alea-
torizados controlados, 21(42%) estudios epidemiolégicos obser-
vacionales, 8(16%) estudios experimentales, 11(22%) recomen-
daciones internacionales. Fueron descartados 20(40%) estudios
por no ser randomizados y 21(42%) por tratarse de estudios de
investigacion basica, trabajos de revision o estudios observa-
cionales. Finalmente se seleccionaron 10(20%) articulos para la
revision por tener relacién directa con el objetivo de la revision
(Figura 1).
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La revision de los articulos seleccionados relaciona el
parametro de fragmentacion embrionaria con otros paramet-
ros morfolégicos, no considerandolo como Unico indicador de
una buena calidad embrionaria, valorando el conjunto de los
parametros morfoldgicos considerado (Tabla 1).

Listado de trabajos obtenidos
de la bizqueda eledranica
n=50,100%

Excluidos:
no AR
n=21,42%

Excluidos:
Trabajoz de revision,
opiniones, invesigacion basica
n=19, 36%

Revizion detallada
n=10,20%

Listado de trabajos incluidos
10 enzayos sleatorizados controlados

Figura 1. Estrategia de busqueda. Cribado de los trabajos
seleccionados para la revision

Pto de
. . Relacionado Relacionado corte (%) . .
Presente Relacionado | Relacionado . . Relacionado | Relacionado .
Autores/ con con Asociado | Influye en la Estudio con mayor Estudio
L. Score con tasas de con tasas de o, . L, N con conla o,
Fragmentacion R . ) , comunicacion | alteraciones AMA blastulacion tamafio | tasade . B distribucion
embrionario | implantacién | embarazo X - X L, apoptosis morfologia
intercelular cromosdémicas implantacion .
celular de zigoto
Ahlstrom
| | | - | - | | <1 | |
A2016 S S S S S S 0 S S
Luna et al, 2008 NO Sl - - - - - - - -
M tal., - - - - - - - -
eseguer eta o <10 .
2011
Pelinck et al - -
eincketa sl sl sl sl sl sl - <10 -
2010
R | |
oee Sela et al, Sl Sl . . . . . . . .
2012
Van Royen, et Sl S| - - - - <10 - -
al 2001
.D - -
Wu. D etal, sl - - - sl NO NO - sl
2011
Ziebe et al,, -
Sl Sl Sl - - - - <10
1997

Tabla 1. Fragmentacion y otros pardmetros morfoldgicos, segun relacion establecida por distintos autores.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

El estudio de la morfocinética embrionaria mediante la tec-
nologia time-lapse, aporta una mayor precision sobre el compor-
tamiento del embrién durante la divisién, observandose que el
ritmo de division es importante para la implantacion (29), cues-
tiones que no podian ser evaluadas con la evaluacién morfoldgica
embrionaria tradicional (observacion temporal). A pesar de lo que
estd aportando el estudio morfocinético mediante la tecnologia
time-lapse, la calidad embrionaria se define con la evaluacidon con-
junta de los parametros morfoldgicos, al igual que ya sucedia con
la evaluacion morfoldgica tradicional, si es cierto que el estudio
morfocinético, como ya se ha comentada aporta mas detalle en
la evaluacién morfoldgica. La division temprana conjuntamente
con la fragmentacion embrionaria, seglin distintos autores, son
indicadores fundamentales para categorizar la calidad del embridn
(29). Y se puede seguir afirmando, tras esta revision, que todos los
estudios coinciden en que la fragmentacion es un pardmetro mor-
folégico importante para establecer la clasificacion embrionaria y
mayoritariamente se evalia en D+2 y D+3, casi todos los estudios
siguen coincidiendo en un “punto de corte” asociado a la mejor
calidad embrionaria y a una tasa mayor de implantacion siendo
<10% de fragmentos (28).

Todos los estudios revisados coinciden en que este paramet-
ro morfoldgico es prioritario, debiéndose ser evaluado conjunta-
mente con otros parametros morfolégicos, a la hora de determinar
la calidad embrionaria.

El estudio de la morfocinética mediante la tecnologia time-
lapse aporta mayor detalle en la evaluacién de la fragmentacion
embrionaria y en general de los parametros morfoldgicos.

Cuando la fragmentacion es inferior o igual al 10% del volu-
men celular total (con mejor prondstico fragmentacion localizada
a fragmentacion dispersa por todo el volumen embrionario) no in-
fluye en el potencial implantatorio del preembridn.

Este estudio mantiene los grupos de calidad embrionaria
segun el porcentaje de fragmentacion, volumen vy distribucién,
publicado en 2015 por ASEBIR (28).
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