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Resultados de un programa de reproduccion asistida

con transferencia de embriones en dia 4

Results of an assisted reproduction program with embryo

transfer on day 4.

Paloma Neri-Vidaurri,* Erika M Rojas-Hernandez,? Alberto Vielma-Valdez,? Claudio Serviere-Zaragoza,* Ranferi

Gaona-Arreola®

Conocer las repercusiones en la reproduccién de la aplicaciéon de un
programa de trasferencia embrionaria en dia 4 y compararlas con trasferencias en
dia3 ydia5.

Estudio prospectivo efectuado en parejas a quienes se
aplicé un procedimiento de FIV-ICSI entre marzo de 2015 y julio de 2017. Criterios
de inclusion: pacientes de todas las edades, ciclos capturados y trasferidos en fresco
y con todos los factores de infertilidad. Criterios de exclusién: casos de ovodonacién,
ciclos en donde no hubiera embriones a trasferir y ciclos en donde la trasferencia
embrionaria fue dificil. Para fines de estudio la poblacién se dividié en tres grupos:
grupo A con trasferencia en dia 3; grupo B con trasferencia en dia 4 y grupo C con
trasferencia en dia 5. El soporte de fase litea para los tres grupos fue con progesterona
por via vaginal durante 14 dias. Se evaluaron las tasas de embarazo por dia de tras-
ferencia con el nimero de embarazos clinicos respecto del nimero de trasferencias
efectuadas y los resultados se compararon con x?; se considerd diferencia significativa
el valor de p < 0.05.

Se estudiaron 306 parejas. Grupo A: 205 pacientes trasferidas en dia 3;
grupo B: 62 pacientes trasferidas en dia 4; grupo C: 39 pacientes trasferidas en dia 5.
Se encontré una diferencia significativa (p = 0.035) entre la tasa de embarazo en dia
3y 4 para pacientes mayores de 40 afios (11.4 y 31.6%, respectivamente). En todas
las edades se observo una tendencia al incremento en la tasa de embarazo cuando la
trasferencia embrionaria se llevé a cabo en dia 4.

La trasferencia embrionaria en dia 4 de desarrollo puede considerarse
una opcién mas. En este ensayo hubo mejores resultados con respecto a las trasferencias
efectuadas en dia 3. Es una alternativa viable en trasferencias efectuadas en dia 5 con
tasas de embarazo muy similares y, en este estudio, incluso mayor.

Tasa de embarazo; fase lGtea; trasferencia embrionaria.

To know the reproductive results in an embryo transfer program on day
4 and compare them with transfers in D3 and D5

A prospective analysis comprised a period from March
2015 to July 2017, with 306 couples undergoing an IVF / ICSI procedure and who met
the inclusion criteria (patients of all ages, cycles captured and transferred in fresh and
patients with all the factors of infertility) and exclusion (cases of ovodonation, cycles
in which there were no embryos to be transferred and cycles in which embryo transfer
was difficult). The population was divided into 3 groups: Group A with transferred on
day 3; Group B with transferred on day 4) and Group C with transferred on day 5 (TE
D5). The luteal phase support for the 3 groups was with progesterone vaginally for
14 days. Pregnancy rates per transfer day were evaluated with the number of clinical
pregnancies regarding the number of transfers made and comparing the results with a
chi-square test considering significant differences with p < 0.05.

We analyze 306 couples. Group A with 205 patients transferred on day 3
(TE D3); Group B with 62 patients transferred on day 4 (TE D4) and Group C with 39
patients transferred on day 5 (TE D5). A significant difference (p = 0.035) was found
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between the pregnancy rate on day 3 and 4 for patients over 40 years of age (11.4%
and 31.6% respectively), however, an increase tendency was observed at all ages. in
the pregnancy rate when the embryo transfer takes place on day 4.

The embryo transfer on day 4 of development can be considered as
one more option, to present better results with respect to the transfers made on day 3,
and a very viable alternative in transfers made in D5 with very similar pregnancy rate

and in this even greater study.

Pregnancy Rate; Luteal phase; Embryo transfer.

La eficacia actual de las técnicas de reproduccion
asistida depende de la incorporacién de los avan-
ces tecnoldgicos a los laboratorios de fertilizacion
in vitro, del desarrollo de condiciones éptimas de
cultivo que favorezcan mejor calidad embrionaria
y de la decision tomada acerca del dia y cantidad
de embriones a trasferir." Existe una cantidad con-
siderable de publicaciones relacionadas con los
criterios de seleccion de embriones en dia 3 en
donde, en general, las conclusiones concuerdan
en que la cantidad de embriones,? el porcentaje
de fragmentacion,® tamano y forma de las células,
tasa de division celular’ y la multinucleacién de
los blastémeros siguen siendo los principales indi-
cadores de calidad para la seleccién de embriones
en dia 3.° Para el estadio de blastocisto en dia 5, el
grado de expansion, la morfologia del trofoecto-
dermo’ y la morfologia de la masa celular interna
son los principales indicadores para la seleccién
embrionaria en dia 5.% En algunos casos esos
parametros se han combinado con los que han
incorporado los criterios de seleccién pronuclear
de cigotos® o, también, con las observaciones
efectuadas en la evaluacion en dia 3, con el
fin de crear un sistema de seleccién y mejorar la
habilidad para seleccionar el embrién con mayor
potencial de implantacion.

Existe la tendencia de llevar a cabo la mayor
parte de las trasferencias embrionarias en dia

5 de cultivo porque se considera que hay me-
jor sincronia del endometrio con el estadio
embrionario: se minimiza la exposicion del
embrion al ambiente de hiperestimulacion, se
asegura la activacién del genoma embrionario
y se obtienen mejores tasas de embarazo.® A
pesar de esto alin sigue haciéndose un nimero
importante de trasferencias en dia 3, sobre todo
por el riesgo potencial de un arresto in vitro de
la divisién celular que impide que los embriones
lleguen al estadio de blastocisto; esto resulta en
la cancelacién de la trasferencia embrionaria.

Durante el cultivo embrionario hacia blasto-
cisto, el primer paso es la compactacion de los
blastémeros, que se caracteriza por la mayor
superficie de contacto célula-célula debido al
aumento de las uniones adherentes (cadherinas),
desmosomas y uniones estrechas. El segundo
paso es la activacién del genoma embrionario. El
genoma materno es la base del desarrollo desde
la fecundacién hasta poco menos del desarrollo
en 8 células, por esto una evaluacién 6ptima de
la calidad embrionaria para predecir el potencial
de implantacién no podria efectuarse en un dia
3 de cultivo.™

El perfeccionamiento de los medios de cultivo
y de la tecnologia basada en incubadoras ha
permitido mejorar el cultivo y desarrollo de
embriones a estadios mdas avanzados al dia 3,
lo que favorece la mejor seleccién embrionaria
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que se refleja en mayores tasas de implantacion.
A pesar de estos avances, la trasferencia en dia 5
alin posee el riesgo potencial de un arresto o de
una mala calidad embrionaria in vitro.

Las trasferencias efectuadas en estadio de
morula (dia 4) podrian tener ventajas similares
a las del estadio de blastocisto, porque ambos
estadios activan el genoma embrionario. Ade-
mas, hay mejor sincronizacién entre el estadio
embrionario y el ambiente uterino comparado
con estadios en dia 3.3 En la mayor parte de los
centros de reproduccion asistida la trasferencia
de embriones en dia 4 es poco considerada
como opcién, quizd debido a que no existe
un criterio morfolégico convencional para
los estadios de mérula.’ A pesar de ello, en
publicaciones recientes se ha demostrado la
correlacion entre la morfologia del estadio de
compactacion, las tasas de implantacion o el
potencial de desarrollo embrionario''* y entre
la calidad embrionaria en dia 4 y la formacién
a blastocisto.'*"?

El objetivo de esta investigacion fue: conocer las
repercusiones en la reproduccion de la aplica-
cién de un programa de trasferencia embrionaria
en dia 4 y compararlas con trasferencias en dia
3ydiabs.

Estudio prospectivo efectuado en parejas aten-
didas en el Centro Especializado en Esterilidad
y Reproduccién Humana, Hospital Angeles
México, Ciudad de México, a quienes se aplico
un procedimiento de FIV-ICSI entre marzo de
2015 y julio de 2017. Criterios de inclusion:
pacientes de todas las edades, ciclos capturados
y trasferidos en fresco y con todos los factores
de infertilidad. Criterios de exclusién: casos
de ovodonacioén, ciclos en donde no hubiera
embriones a trasferir y ciclos en donde la trasfe-
rencia embrionaria fue dificil.

Las parejas se evaluaron con los estudios de
laboratorio bésicos antes de ingresar al progra-
ma de FIV-ICSI. Luego de discutir y aceptar el
caso por el comité de ética se llevo a cabo la
hiperestimulacién ovérica controlada en forma
individualizada, siguiendo un protocolo conven-
cional con r-FSH (Puregén Pen-Organon MSD®
200 a 350 Ul) o menotropinas (Merapur, Ferring®
150 Ul) y antagonistas de la GnRH (Orgalutran®-
Organon MSD 0.25 mg).

La dosis de gonadotropinas se determiné en cada
paciente dependiendo de su edad, concentracio-
nes de FSH basal y niimero de foliculos antrales.
El antagonista de GnRH se administré cuando el
foliculo mayor alcanzé 12 mm de didmetro y el
disparo se efectu con u-hCG (Pregnyl®-Organon
MSD 10,000UI IM) cuando el tamano folicular
fue entre 16 y 18 mm; 36 horas después se pro-
gramo la captura ovular. El soporte de fase ldtea
se llevé a cabo con progesteronamicronizada a
dosis de 400 mg al dia, por via vaginal, iniciando
el dia de la captura y durante las 12 semanas
de gestacion en los casos de embarazo clinico.

La muestra seminal se obtuvo por masturbacion
en un recipiente estéril, en donde se realiz6
la licuefaccion después de permanecer 30
minutos a 37 °C. Enseguida se tomd una es-
permatobioscopia directa para determinar que
la muestra estuviera dentro de los pardmetros
normales, sobre todo en concentracién y mo-
vilidad. Enseguida se deposité la muestra en un
tubo conico (Falcon 2099%) y se lavé con medio
de cultivo HTF con hepes (Irvine Scientific®)
complementado con HSA al 10%, previamente
atemperado a 37 °C, durante 5 minutos a 1500
rpm. Se deseché el sobrenadante, se agregaron
1-2 mL de medio de cultivo y se llev6 a cabo
la capacitacién espermética de acuerdo con las
técnicas convencionales.

Los ovocitos obtenidos se inseminaron por las
técnicas de FIV o ICSI seglin el caso y se incu-
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baron en gotas de 30 pL medio Global® Total®
w/HSA (LifeGlobal®) a 37°C, 6.5% de CO, y 5%
de O,. Dieciocho horas después se corroboré
la fertilizacién, se confirmé la existencia de
dos prontcleos en el citoplasma y la expulsién
del segundo cuerpo. Los cigotos volvieron a
cultivarse en gotas de 30 pL de medio nuevo
Global® Total® w/HSA (LifeGlobal®) y se obser-
varon hasta las 72 horas, cuando se evalué la
calidad embrionaria de acuerdo con los criterios
de Veeck.?® Para los casos en donde se llevé el
cultivo embrionario a dia 4 y dia 5, los embrio-
nes en 8 células volvieron a cultivarse en gotas
de 30 pL de medio nuevo Global® Total®w/HSA
(LifeGlobal®).

La poblacién de estudio se dividi6 en: grupo A:
trasferencia en dia 3; grupo B: trasferencia en dia
4 y grupo C: trasferencia en dia 5.

Para los casos en los que se transfiri6 en dia 3
el criterio de seleccion fue: tener al menos 3
embriones (del total embriones desarrollados) en
8 células, con blastémeros del mismo tamafio y
sin fragmentacion. Para los casos de trasferencia
en dia 4, el criterio de seleccién fue, también,
tener al menos 3 embriones desarrollados en
morula (del total de embriones desarrollados),
compactados o con cavitacién temprana. Para
los casos en trasferencia en dia 5 el criterio de
seleccion fue: blastocistos expandidos grado 3-4,
masa celular interna tipo A y trofoectodermo tipo
A, segln los criterios establecidos de Gardner.*!

Para corroborar si las diferencias en los resultados
son estadisticamente significativas y si existe una
ventaja real de realizar trasferencias embrionarias
en dia 4, se compararon con x?; se consideré di-
ferencia significativa el valor de p < 0.05.

En el Cuadro 1 se muestra el ndmero de trasfe-
rencias embrionarias efectuadas en dia 3 (Figura
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1), dia 4 (Figura 2) y dia 5 (Figura 3) en donde se
observa que la mayor parte de las trasferencias
de embriones se realizaron en dia 3 seguidas por
las trasferencias en dia 4 y, por Gltimo, trasferen-
cias en dia 5 (205, 62 y 39, respectivamente).
La edad de las pacientes de los tres grupos fue
homogénea (36.55 + 4.63; 36.79 + 4.41; 35.36
+4.63). La decision de llevar a un dia de cultivo
dia 4 o dia 5 se tom6 no con base en la edad
de la paciente sino conforme a los criterios de
seleccion de la morfologia embrionaria.

El nimero de embriones trasferidos fue menor
endia3adia4yadia5(3 +£0.74vs 244 +
0.53 vs 2.24 + 0.43) debido al mayor potencial
de implantacién que desarrollan los embriones
posterior a un dia de cultivo a dia 3. Por lo que
se refiere a la tasa de embarazo durante estos 13
meses de estudio, se observé que la trasferencia
embrionaria en dia 4 tiene resultados muy simi-
lares a la trasferencia en dia 5 (40.32 y 41.03%)
con diferencias estadisticamente significativas si
se compara con las trasferencias en dia 3 (40.32
vs 30.24%).

En el andlisis estadistico anual (Figura 4) se
observé que en el primer afio, cuando se im-
plement6 la trasferencia embrionaria en dia 4,
se obtuvieron las tasas de embarazo més altas
(45.2%) con respecto al dia3 y 5 (31.0y 30.0%).

Siguiendo con esta practica se observé un
comportamiento directamente proporcional al
dia de trasferencia dia 3, dia 4 y dia 5 (28.1,
34.6 y 40.9%, respectivamente) y, después, una
tendencia a tener las mejores tasas de embarazo
endia 5 (57.1%) que en dia3 ydia4 (37.5y
40.09%). Sin embargo, al obtener el promedio
de los 3 afios, las tasas de embarazo se asemejan
mas en dia 4 y dia 5 (40.3 y 41.0%) que en dia
3 (30.2%).

Al subdividir los tres grupos de dia de trasferencia
(dia 3, dia 4 y dia 5) por grupos de edad: < 34
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Cuadro 1. Trasferencias embrionarias efectuadas y tasa de embarazo

Dia de trasferencia embrionaria| Tasa de trasferencias Edad Embriones trasferidos | Tasa de embarazo

Dia 3
Dia 4 62
Dia 5 39

Valores + desviacién estandar.

36.55 + 4.63 3+0.74 30.24%
36.79 + 4.41 2.44 £0.53 40.32%
35.36 £+ 4.63 2.24+0.43 41.03%

Figura 1. Desarrollo embrionario en dia 3: minimo
contacto célula-célula. Las membranas de los blas-
témeros se distinguen facilmente.

Figura 2. Desarrollo embrionario en dia 4. Las mérulas
se observan totalmente compactadas en donde ya casi
es imposible distinguir los blastémeros.

Figura 3. Desarrollo embrionario en dia 5. Se observan
blastocistos completamente expandidos con una masa
celular interna y células del trofoectodermo.

afos, 35 a 39 afios y > 40 afios se observan los
siguientes datos: Figura 5

En mujeres mas o menos menores de 34 anos
las mejores tasas de embarazos se obtuvieron en
dias 4 y 5 (47 y 45%), aunque la diferencia con
respecto al dia 3 (33%) no fue estadisticamente sig-
nificativa si se observa un aumento considerable.

En mujeres entre 35 y 39 anos los resultados fue-
ron diferentes, las mejores tasas de embarazo se
observaron en dia 3 y, nuevamente, en dia 4 (33
y 42%) con respecto a las trasferencias realizadas
endia 5 (18%), también, la tasa de embarazo en
dia 3 se mantuvo tanto para las pacientes < 34
ahos como para 35 a 39 afios (33%).
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57.1%

40% 40.3% 1%

2017 Total

Transferencia

Tasa de embarazo por dia de trasferencia embrionaria (D3, D4 y D5) anual. En el andlisis total los dias
4y 5 reportan, practicamente, la misma tasa de embarazo que en dia 3.

Y para las mujeres mayores de 40 afios las
mejores tasas de embarazo se obtuvieron, rei-
teradamente, en dia 4 y dia 5 (32 y 25%) con
respecto a las trasferencias en dia 3 en donde,
en esta ocasion, si hubo una diferencia estadis-
ticamente significativa (11%; p < 0.05).

Al parecer existe la ventaja de conseguir tasas de
embarazo altas al realizar las trasferencias embrio-
narias en dia 4 para toda la poblacion de pacientes.

DISCUSION

La evaluacion de la morfologia del embrién en
diferentes estados de desarrollo sigue siendo

la principal herramienta para elegir el o los
embriones a trasferir, sobre todo en dia 3 y dia
5 de cultivo. A partir de 1994 comenzaron los
reportes de trasferencias con éxito efectuadas en
dia 4?%232% pero sigue siendo ain un dia poco
considerado para trasferir.

La carencia de criterios rutinarios de evaluacion
de embriones en dia 4, ya sea en estadio de
moérula o compactacion, para seleccionar los
mejores embriones hace que este estadio sea
mas dificil de considerar que en dia 3 y dia 5.
La trasferencia en dia 3 también tiene algunos
aspectos adversos: la activacion del genoma
embrionario ocurre alrededor del dia 3 por lo
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50 A 47%

Tasa de embarazo (%)

D3 D4 D5 D3 D4 D5 D3 D4 D5
<34 35-39 >40
Edad

Tasa de embarazo por grupos de edad. En los
tres grupos de edad la trasferencia en dia 4 tuvo las
tasas de embarazo mas altas con un comportamiento
normal conforme a la edad. En el grupo de > 40 afos la
diferencia con dia 3 es estadisticamente significativa.

que, un embrién que no ha activado su genoma
y no se ha hecho evidente en su morfologia, es
un embrién con un alto riesgo de ser no viable.™
Derivado de nuestro estudio sugerimos efectuar
la trasferencia de embriones en dia 4 de cultivo
porque es una opcion flexible y aceptable que
para los dias de trasferencia en dia 3 y cuando
se tiene duda del potencial de desarrollo del
embrién para llevarlos a un dia 5.

La seleccién embrionaria en dia 4 tiene
ventajas similares a las observadas en la se-
leccion de blastocistos, pero sin la necesidad
de extender el cultivo in vitro. La seleccién
embrionaria en estadio de moérula puede
usarse como una opciéon mdas natural y mas
cercana al estadio de blastocisto o cuando
no se quiera llevar los embriones a este dia

de cultivo. En nuestro estudio las pacientes
seleccionadas para trasferencia en dia 4 o 5
fueron las que tuvieron entre 2-5 embriones
de buena calidad en dia 3. De acuerdo con un
estudio prospectivo efectuado en Francia, la
tasa de trasferencias canceladas fue conside-
rablemente alta en trasferencias intencionadas
para dia 5 (12%).?* En nuestro estudio no hubo
trasferencias canceladas porque teniamos los
criterios de selecciéon embrionaria y la opcién
ante la duda de que los embriones llegaran a
blastocisto se transfirieron en dia 4.

El ndmero de embriones trasferidos fue menor
en morula, lo que disminuy6 la posibilidad de
gestaciones multiples, es decir, la trasferencia
en dia 4 confiere, aparte de esta ventaja, tasas
de embarazo similares a dia 5 porque en este
estadio es cuando exactamente llegan in vivo
al dtero, no en dia 3 ni en dia 5.2°

Las mérulas también pueden arrestar su de-
sarrollo a blastocisto pero la activacién de la
expresion del genoma embrionario sigue siendo
el principal paso critico, y no afecta el desarrollo
a blastocisto. De acuerdo con estudios previos,
59.2% de los embriones de buena calidad en
dia 3 desarrollan mérulas de buena calidad en
dia 4, mientras que 47% de los embriones de
buena calidad en dia 3 desarrollan blastocisto
de buena calidad en dia 5.2

Los hallazgos de nuestro estudio son muy si-
milares a los reportados por Sang y Buster,?>2¢
quienes efectuaron un estudio retrospectivo y
compararon las tasas de embarazo de embriones
seleccionados en dia 4 vs dia 5, con una tasa de
embarazo clinico de 51.5 vs 51.8% (p = 0.97)
y 40.7 vs 44.6%, respectivamente. Esos inves-
tigadores sefialan que la trasferencia en estadio
de morula tiene ventajas potenciales, similares
a la trasferencia de blastocistos asociada con la
seleccion del embrién y la sincronizacién entre
el embrién y el ambiente uterino que evita una
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probable cancelacién embrionaria en dia 5,
sobre todo, mantiene las tasas de embarazo.

Al contrario de nuestros resultados, el grupo de
Nada® no encontré diferencia significativa en
la tasa de embarazo entre la trasferencia en dia
3 (37%) y la del dia 4 (31.4%). Consideraron la
edad, la duracién de la infertilidad y el nimero
de ovocitos capturados, comparado con trasfe-
rencia en dia 5 con 26.2%; concluyeron que
la trasferencia en estadio de moérula no afecta
el embarazo en ciclos in vitro. Quiza en este
estudio no se seleccionaron los embriones de
manera adecuada porque sus tasas de embarazo,
de hecho, son las mds bajas reportadas en la
bibliografia con trasferencia en dia 5.

Fabozzi'® describid un sistema para la seleccion
de embriones en estadio de mérula y determiné
su eficacia en la tasa de desarrollo a blasto-
cisto. Los parametros de mayor consideracién
fueron: el grado de compactacién y la tasa de
desarrollo, de manera que las primeras moérulas
tuvieron, incluso, 87.2% de posibilidades de
formar blastocistos en dia 5 comparadas con
morulas con retraso en el desarrollo. Por tanto,
si estas moérulas se transfieren las probabilidades
de llegar a blastocisto y producir un embarazo
son muy altas.

Ahora bien, con el desarrollo de la técnica de
time-lapse para evaluar el desarrollo embriona-
rio. Algunos autores mantienen la idea de que
los embriones que no alcanzan el estadio de
blastocisto en cultivo podrian haber dado lugar
a gestaciones viables si se hubieran trasferido
en estadios tempranos, aunque no hay arti-
culos publicados que sustenten esa teoria.?%
Al investigar parametros clave en la seleccion
embrionaria, otros estudios no encuentran di-
ferencias en estadios tempranos, pero si en el
inicio de compactacion, blastulacién y tiempo
de expansién del blastocisto,*° que es mas lento
en embriones genéticamente incorrectos.

2018 septiembre;86(9)

La compactacion celular es otro evento dinami-
co que ocurre en el desarrollo embrionario, en
morula. Estudios de time-lapse muestran que la
compactacion temprana (antes de 8 células) es
un indicador de baja probabilidad de desarrollo
optimo al dia 5 (18.8% tasa de blastocisto de
buena calidad), relacionada con mayor ndmero
de células multinucleadas debido a la asincronia
en la divisién celular por fallas en la citocinesis.
El 86.1% de los embriones comienzan a com-
pactarse a partir de 8 células, y es en este estadio
donde con mds frecuencia se inicia (22.6%).
La tasa de blastocisto de buena calidad en este
grupo de embriones es de 49.5%."

La trasferencia embrionaria en dia 4 de desarro-
llo puede considerarse una opcién mas. En este
ensayo hubo mejores resultados con respecto
a las trasferencias efectuadas en dia 3. Es una
alternativa viable en trasferencias efectuadas en
dia 5 con tasas de embarazo muy similares y, en
este estudio, incluso mayor.
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