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RESUMEN EN ESPANOL

Objetivo: Elaborar y validar un instrumento para evaluar marcadores morfolégicos
de fertilizacion y desarrollo del embridn preimplantatorio.

Material y Métodos: un instrumento de validacion operacional fue llevado a cabo
con la participacion de médicos especialistas en técnicas de reproduccion asistida,
investigadores metodologicos asi como, expertos en el laboratorio de gametos.
Este instrumento fue validado con la participacion de personal dedicado a la
atencion de la salud (n=11) en la evaluacion de probables marcadores en la
fertilizacion y desarrollo embrionario para la selecciéon de un pre-embrion
implantatorio. Esto fue realizado en tres fases: i) definicion de conceptos
operacionales, ii) evaluacion en la compresion de las definiciones operacionales y
iii)validacion del instrumento operacional. Los analisis de validez y fiabilidad se
realizaron mediante los coeficientes Tau b de Kendall y de Correlacion Intraclase.

Resultados: Se elaboraron 23 conceptos relacionados con los parametros
ovocitarios, pronucleares y de morfologia embrionaria en dia 2, a partir de los
cuales se disefio un cuestionario para valorar el grado de comprension de cada
uno de ellos. Los conceptos ovocitarios, pronucleares y embrionarios tuvieron en
promedio 86.9%, 88% y 89% de comprensibilidad respectivamente. Se observaron
diferencias significativas (p<0.05) en la comprensiéon de los conceptos entre
médicos y embridlogos (98% vs 80%). A partir de lo anterior, se elaboré un
cuestionario de 22 conceptos, en donde las variables cualitativas no mostraron
una validez adecuada (0.351) en promedio. Sin embargo, mas de la mitad de las
preguntas tuvieron un coeficiente Tau (>0.4) adecuado, en contraparte, la
reproducibilidad fue adecuada (Tau = 0.460). La menor validez y reproducibilidad
fue observada en la escala de Scott. Las variables cuantitativas mostraron una alta
validez y fiabilidad (CCl = 0.81).

Conclusiones: La creacion de un instrumento de medicién fue factible cuando las
definiciones operacionales de ovocitos, cigoto y embridon preimplantatorio fueron
expuestos. Tanto las variables cualitativas como las cuantitativas tienen una
aplicacion real dentro del instrumento de validacién.



ENGLISH SUMMARY

Objective: To validate an instrument created to assess the morphological markers
for fertilization and embryo development.

Material and Methods: The operational variables were described based on
literature, and the experience of 3 physicians, 2 investigators, and 1 embryologist.
The degree of understanding of the concepts was measured with a questionnaire
which was applied to 5 biologists and 5 physicians. An instrument with these
concepts was developed to evaluate morphologic markers in oocytes, zygotes and
embryo pictures. This was then applied to 11 evaluators. The tau b and interclass
correlation coefficients were used for statistics analysis.

Results: Twenty-three concepts about oocytes, pronuclei and day 2 embryos were
described, and a questionnaire was designed to assess the degree of
understanding of these concepts. The oocyte concepts had an average
understandability of 86.9%. While the pronucleus concepts were at 88% and day 2
embryo concepts were at 89%. On average, physicians showed better
understanding of the concepts than biologists (98% versus 80%), with a significant
difference (p<0.05). The quantitative variables had a bad validity however, the
reliability was appropriated, Tau average = 0.460. The Scott scale showed the
smaller validity and reliability. The quantitative variables showed high validity and
reliability (ICC = 0.81).

Conclusions: It is feasible to create an instrument to assess morphologic
characteristics of the preimplantatory embryo. The qualitative variables have a non
appropriate validity, while the quantitative variables have an appropriate validity
and reliability.



INTRODUCCION

|. REPRODUCCION ASISTIDA

Las técnicas en Reproducciéon Asistida incluyen todos los procedimientos
para el tratamiento de la infertilidad en los cuales tanto los espermatozoides como
los ovocitos son manipulados. En general, estos procedimientos requieren de la
captura de ovocitos, su exposicion a los espermatozoides en un medio de cultivo
adecuado y su transferencia al utero después de fertilizarlos. Debido al desarrollo
sociocultural y al deseo de las mujeres de buscar superacion personal y
profesional, la busqueda de embarazo en las parejas actuales es a edades
avanzadas. De acuerdo a las estadisticas, el 10% de las mujeres en edad fértil ha
tenido por lo menos una consulta en relacién a la infertilidad. ' Por ello y debido al
auge de las técnicas avanzadas en reproducciéon asistida (FIVTE e ICSI), se
estima que mas de un millén de nacimientos en el mundo ha sido gracias a alguna

de estas técnicas.”

Inicialmente, las técnicas de fertilizacidon in vitro se utilizaron casi
exclusivamente para infertilidad por causa tubaria, sin embargo, actualmente esta
indicado en multiples causas de infertilidad tanto de origen masculino como
femenino. El lograr un embarazo con estos procedimientos requiere de un trabajo
conjunto entre clinicos y embriélogos. A pesar de ello, en la actualidad, solo 1 de
cada 3 ciclos de embriones transferidos resulta en un recién nacido vivo y
unicamente, alrededor del 20 al 30% de los embriones transferidos logran

implantarse.”

El objetivo final de estas técnicas es la transferencia de un embrion que
cuente con la capacidad de dar un embarazo sano. Por este motivo, se ha
intentado encontrar marcadores en el desarrollo embrionario que cumplan con
estas condiciones. Desafortunadamente, hasta el dia de hoy solo contamos con

marcadores morfologicos en las formas tardias del desarrollo embrionario, por lo



que estamos en la espera de marcadores bioquimicos fehacientes que nos

permitan la busqueda de un embrién idéneo®.

Los primeros intentos para este proceso de seleccion embrionaria fueron
llevados a cabo a finales de los anos ochenta, en donde el grupo de Lucinda
Veeck propone la clasificacion embrionaria en etapas avanzadas antes de la
transferencia embrionaria. Esta clasificacion ha tenido una clara validez cuando la
seleccion embrionaria es requerida en la presencia de embriones multiples, sin
embargo, las tasas de multigestacion no han mostrado una mejoria y si por el

contrario, siguen siendo un problema en las instituciones de salud”.

Recientemente, se han hecho esfuerzos importantes para encontrar
marcadores de inicio temprano relacionados con el proceso de fertilizacion.
Algunos investigadores, han identificado caracteristicas morfolégicas en el
citoplasma y en los pronucleos como posibles indicadores de viabilidad en el

blastocisto preimplantatorio®®®.

El ovocito

El ovocito es la célula sexual femenina que por divisidn meittica da lugar a
una célula haploide, es ademas portadora del material genético y es capaz de ser
fecundada por un espermatozoide para la formacién de un cigoto. La ovogonia
(célula germinal femenina) inicia la primera division meiética, momento en el cual
se denomina ovocito primario. Eventualmente, este ovocito primario se convertira
en ovocito secundario al completar la primera division meidtica y expulsar el primer
cuerpo polar (evento que sucede antes de la ovulacién). La segunda division
meidtica, solo se completara si ocurre la fertilizacion, tras lo cual se eliminara el
segundo cuerpo polar. La importancia de la meiosis es permitir la recombinacion
genética al azar, asegurando que se mantenga la maxima diversidad genética y se
produzca una célula fertilizable con el numero haploide de cromosomas (23

cromosomas)’.



Dos estructuras de gran importancia que rodean al ovocito tras la ovulacion
son la corona radiada y la zona pelucida. La corona radiada esta formada por
células de la granulosa que presentan una expansion preovulatoria con el fin de: i)
permitir (durante su paso por la zona ampular de la tuba uterina) el aumento de las
posibilidades de contacto con alguno de los pocos espermatozoides que logran
alcanzar esta region, y ii) permitir el paso del espermatozoide entre sus células
hasta el ovocito, sin la liberacidn precoz de las enzimas acrosomales.® Por otra
parte, la zona pelucida es una capa de glucoproteinas que rodea al ovocito
durante la ovulacion y permanece hasta la implantacion. Posee ligandos para

espermatozoides y participa en la reaccién de zona para evitar la poliespermia.®

Fecundacion

El proceso de fecundacion consiste en la fusion y penetracion del
espermatozoide en un ovocito maduro (ovocito en metafase IlI). Tres horas
después de la entrada del espermatozoide, el ovocito completa la meiosis, el
segundo cuerpo polar es liberado y el ovocito alcanza el numero haploide de
cromosomas, que en unidon con los cromosomas espermaticos, restaura el numero
diploide de la especie. Sin embargo, la reuniéon de los cromosomas maternos y
paternos no se realiza inmediatamente, antes tendra lugar la formacién de los dos
pronucleos (masculino y femenino). Comienza entonces la descondensacion de
los cromosomas maternos y la formacion del pronucleo femenino. La formacién
del pronucleo masculino ocurre simultdneamente y de forma completamente
distinta. El primer paso es la desaparicién de la membrana nuclear seguida por la
descondensacion de la cromatina y la expansion del nticleo™. El paso siguiente es
la formacion de una membrana nuclear a partir del reticulo endoplasmatico del
ovocito. Se forma asi, un pronucleo masculino perfectamente comparable al
femenino. La capacidad del citoplasma del ovocito para permitir el desarrollo del
pronucleo masculino depende de la madurez del ovocito. En este punto, el ovocito

es una célula binucleada que cuenta con el numero normal de cromosomas de la



especie y puede comenzar el ciclo de division celular normal mediante una
duplicacién de los cromosomas. Después de la replicacion del ADN los dos
pronucleos se acercan, sus cromosomas se individualizan, las membranas
pronucleares se disgregan y los cromosomas homélogos de los dos pronucleos se
organizan en el centro del huso mitético. Va a empezar la primera divisidon celular

del nuevo individuo.?

El embrién humano en el laboratorio

La evidencia de que hubo fertilizacion in vitro esta dada por la visualizacion
al microscopio de los dos pronucleos (PN) y de los dos cuerpos polares (CP) 16 a
18 horas después de la co-incubacién de ambos gametos, desapareciendo 4
horas después.”™ Se conoce que después de la fecundacion, los cigotos
muestran 2PN y 2CP, una forma regular, una zona pelucida clara e intacta y un
citoplasma homogéneo que normalmente es un poco granuloso.'® Sin embargo,
existen diversos casos en los cuales existen diferencias con la normalidad. Por
ejemplo, es posible observar cigotos con un solo pronucleo debido a un desarrollo
asincronico, que hasta en el 80% de los casos puede tener un desarrollo normal™.
Ademas, también se puede observar la dispermia (la introduccién de dos
espermatozoides en un ovocito maduro con la formacién de 3 PN y 2 CP) la cual
corresponde a la anomalia de la fecundacion mas frecuente en el humano.' Otro
ejemplo son los cigotos diginicos, los cuales son monoespérmicos y presentan 3
PN y 1 CP. En este caso, el tercer pronucleo se forma debido a la no expulsién del

segundo CP por parte del ovocito.

Recientemente, se ha encontrado relacion entre ciertos patrones pronucleares
y el potencial de desarrollo de los embriones obtenidos. Diferentes caracteristicas

pronucleares han sido estudiadas. Dentro de ellas, destacan las siguientes:



Equicorporalidad de los pronucleos (igual tamafo de los pronucleos):
Normalmente, existen pequefias diferencias en el tamano de los dos
pronucleos, sin embargo, diferencias importantes estan asociadas a
defectos cromosomicos hasta en un 87% de los casos. Estos cigotos son
portadores de una alta tasa de multinucleacion en dia 2 de desarrollo y
mosaicismo en dia 3. Se ha demostrado que esta caracteristica
pronuclear tiene mayor relevancia que la polaridad en la distribucion de los
nucleolos.®'’

Equicorporalidad de los Nucleolos (igual tamafo de los nucleolos): los
ovocitos fertilizados que tienen nucledlos muy pequefios o fragmentados
son generalmente anormales y manifiestan un desarrollo pobre vy
retardado.”™'® Ademas nucledlos de diferente tamafio tienen una mala
correlacion con el desarrollo embrionario tardio.'®%°

Halo citoplasmatico: El halo citoplasmatico es la migracion mediada por
microtubulos de la mitocondria y otros componentes citoplasmaticos a la
region perinuclear. La presencia de un halo, que se observa como un area
citoplasmatica periférica libre de granulacién, dentro del ovocito fertilizado
independientemente de su tamafio o caracteristica tiene un valor pronostico
positivo con la calidad del embridén en blastocisto y se correlaciona con una
buena calidad embrionaria.”!

Distribucién Nucleolar: La localizacién de los nucledlos dentro de cada uno
de los pronucleos tiene importante relevancia en la valoracién pronuclear y
el desarrollo embrionario. La distribucidn de los nucledlos cerca de la union
pronuclear alineados de forma vertical, es la caracteristica que mejor
correlaciona con un mejor desarrollo embrionario.?

Cuerpo Polar: se ha analizado la posicion del primero y segundo CP
encontrando que la distancia entre ellos parece no ser relevante.?? Sin
embargo, aparentemente la orientacion relativa de los pronucleos frente a

los CP puede estar relacionada con el desarrollo embrionario.?®



Después del estadio pronuclear comienza la etapa de division celular. De igual

forma a la etapa pronuclear, existen diferentes caracteristicas que se han

correlacionado con un buen desarrollo embrionario y una alta tasa de implantacion

y embarazo. Entre ellas, las que mejores correlaciones han ofrecido son las

siguientes:

Numero de células: ElI numero de células visualizadas refleja el ritmo de
division de los embriones y es un indicador de la capacidad de desarrollo e
implantacion. En dia 2 y dia 3 de desarrollo, los embriones con un ritmo de
divisién normal deben haber alcanzado el estadio de 2 a 4 célulasy 7 a 8
células respectivamente. Estudiando transferencias embrionarias realizadas
en dia tres de desarrollo, se ha encontrado que los embriones con 7 0 mas
células implantan con mayor frecuencia que los embriones con menor
nuimero (35,3% versus 22,8%).2* En algunos estudios se ha observado que
la incidencia de anomalias cromosdmicas es significativamente menor en
embriones de 7-8 blastomeros (50%) en dia 3, comparado con aquellos con
menor o mayor numero de blastomeros en ese dia. La incidencia de
anomalias cromosdmicas es mayor en embriones con 2-3 6 4 células en el
dia 3 con incidencias de anomalias cromosomicas en 94 y 85%
respectivamente (P <0.001)%.

Equicorporalidad de las blastomeras (blastomeras de igual tamafno): La
forma mas comun de asimetria embrionaria es la presencia de un
blastomero dominante entre otras células mas pequefas. Este tipo de
morfologia esta asociada a un incremento en la incidencia de poliploidia™°.
Uniones intercelulares: Las uniones Gap y los puentes citoplasmaticos
juegan un papel importante durante la compactacion celular y la
diferenciacion primaria del embridén humano. Aparentemente, la dispersion
de este tipo de uniones altera de forma evidente la comunicacion
intercelular®®.

Zona Pelucida: El grosor de la zona pelucida se reduce durante el periodo

de cultivo in Vitro. Aparentemente, esta disminucion en el grosor es mucho



mas evidente en los embriones que han dado lugar a embarazos por lo que
su medicién podria ser de utilidad®’.

Blastdmeros multinucleados: La presencia de blastdmeros multinucleados
supone una baja tasa de implantacion y menor tasa de formacién de
blastocistos. Ademas, predispone altas tasas de mosaicismo Yy/o
poliplodia®®.

Fragmentacion: La presencia de fragmentacion en el embrion ha sido
correlacionada con disminucion en la tasa de implantacion y embarazo.
Ademas, un alto porcentaje de fragmentacion se correlaciona con el arresto
de la divisidon celular del embridén al tercer dia. Algunos estudios han
demostrado que no toda la fragmentacion es perjudicial. Embriones con
hasta el 35% de fragmentacion pueden implantarse con unas tasas
aceptables después de haber sido sometidos a hatching asistido y
aspiracion de fragmentos®®. Algunos autores han descrito y clasificado los
diferentes patrones de fragmentacion en cinco tipos, en donde toman en

cuenta como determinantes, el tamafio y la distribucién de los fragmentos™.

o Tipo I: La fragmentacion es minima en volumen; y frecuentemente,
pero no siempre estan asociados a un solo blastomero.

o Tipo Il: Se caracteriza por fragmentos pequenos, localizados en la
misma zona y frecuentemente situados en el espacio perivitelino.
Normalmente corresponde a la pérdida total o parcial de uno o mas
blastomeros.

o Tipo lll: Los fragmentos son de pequeio tamarfo y estan situados al
azar por todo el embridn.

o Tipo IV: Fragmentos de gran tamafno que muchas veces se pueden
confundir con blastdmeros. Suelen estar distribuidos al azar vy
normalmente se asocian con blastomeros asimétricos.

o Tipo V: Los fragmentos tienen una apariencia necrética, con la
caracteristica granulosidad y contraccion citoplasmatica de los

blastdmeros intactos.



Il. ESCALAS ACTUALES EN REPRODUCCION ASISTIDA

Tras su aspiracidon, los ovocitos se clasifican de acuerdo a su grado de
maduracién, tomando en cuenta su corona radiada y la presencia o ausencia de

vesicula germinal o cuerpo polar®’ (Ver figura 1):

e Profase |.- Cumulus-Corona muy compacta, presencia de vesicula germinal,
citoplasma granuloso, es un ovocito inmaduro.

e Metafase |.- Cumulus-Corona con poca dispersion, citoplasma granuloso
central u homogéneo, ausencia de vesicula germinal y cuerpo polar,

e Metafase Il.- Cumulus-Corona en forma radiada expandida, citoplasma
homogéneo, presenta cuerpo polar, es un ovocito maduro.

e Post-maduros.- Cumulus-Corona muy disperso o ausente, citoplasma muy

transparente o fragmentado, presenta cuerpo polar.

Profase I Metafase Metafase I Post-maduro

o O

®

Figura 1. Esquema de ovocitos denudados en diferentes estadios de

maduracion.

Durante muchos afos, diferentes sistemas de valoracion han sido
propuestos para la evaluacion de la viabilidad embrionaria®?%%'%  Algunos
investigadores han descrito sistemas de puntuacion no invasivos para cigotos, los
cuales se basan en aspectos morfoldgicos.®'” En 1998, Scott y Smith reportaron
un sistema basado en observaciones empiricas correlacionadas con el embarazo
sobre la morfologia de los cigotos. Los resultados son poco exactos pues se

transfirieron de 3 a 6 embriones con diferentes caracteristicas haciendo una

10



escala de valores para cada uno. Se cred un punto de corte con un valor mayor o
igual a 15 lo que dio como resultado, una implantacién del 28% y nacidos vivos en
el 65%".

La clasificacion propuesta por Scott en 1998 consta de cinco grados (figura 2):

Grado 1.- Igual numero de nucledlos (de 3 a 7) en cada pronucleo, alineados
en la unién pronuclear.

Grado2.- Igual numero de nucleélos (3 a 7) en cada pronucleo, con alineacién
nucleolar en la union pronuclear de uno de los pronucleos y dispersion
nucleolar del otro pronucleo.

Grado 3.- Igual numero de nucledlos (3 a 7) en cada pronucleo, pero a
diferencia del grado 1 estos se encuentran dispersos en los pronucleos.

Grado 4.- Desigual numero y/o tamafno de nucledlos, alineados en la unién
pronuclear.

Grado 5.- Numero y distribucion desigual de los nucleolos asi como diferente

tamano de los pronucleos.

Grado 1 Grado 2 Grado 3
P Y e e //,f.j' N P s O
.\\/. / )\ [ v \
\ / \ \ / q o
o \ (o' . (e®e® 0
.ﬁ. / \ e o ‘ ... ;o |
./\. 4 \\\ ° , 4 g \‘\\ ,/A\ ® ®
Grado 4 Grado 5
o [,
) / ‘
’/,\. ®

Figura 2. Esquema de la clasificacién de pronucleos de Scott (1998).
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En el afo 2000 Scott modifica su escala observando que su grado 1 y grado 3
son los que mayor porcentaje de desarrollo adecuado presentaban'’. Por ello,

realiza las siguientes modificaciones, utilizando unicamente 4 parametros.

Z1 Igual numero de nucledlos alineados en la unidn pronuclear; de 3 a 7 en
cada pronucleo, de igual tamafo y con una diferencia menor de uno entre los
dos.

Z2 Igual numero de nucledlos dispersos en los pronucleos; de 3 a 7 en cada
pronucleo, de igual tamafio y con una diferencia menor de uno entre los dos.
Z3 Alineacion nucleolar en la union pronuclear de al menos uno de los
pronucleos, con igual o diferente numero de nucledlos y con igual o diferente
tamafno.

Z4 Pronucleos de diferente tamano, o separados, o nucledlos dispersos con

diferencia mayor a uno entre los dos.

Scott-pn morphologies

Figura 3. Esquema de la clasificacion de pronucleos de Scott modificada.
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Otro sistema de clasificacion, propuesto por Tesarik y Greco (1999), incluye
seis categorias diferentes de cigotos de acuerdo con el numero y distribucidon de
los PN. Utilizando esta clasificacion los cigotos se dividen en un grupo normal
(Patrén 0), en el cual el numero de nucledlos en ambos pronucleos no difiere en
mas de tres. Ademas, los pronucleos deben estar polarizados cuando son menos
de 7 y nunca cuando son mas de 7. También describié cinco patrones
potencialmente anormales (Patrén 1 a 5). La tasa de embarazo clinico reportado
fue 50% si se transferia por lo menos un embridn con patrén 0, y 9% cuando solo

retransfirieron embriones anormales®. (figura 4)

1. Grandes diferencias (3) en el numero de nucleolos en ambos pronucleos

2. Numero reducido (7) de nucleolos sin polarizacion en por lo menos uno de
los nucleolos

3. Numero aumentado (7) de nucleolos con polarizacién de por lo menos un
pronucleo
Numero muy reducido (3) de nucledlos en por lo menos un pronucleo
Distribucién polarizada de nucledlos en pronucleos y no polarizada en el
otro

/Q—:\

Pattern 0 ,f o o @J

i 0 9.

= Pattern 1 o“oo ' o

.
= Pattern2 (@ @/ ¢®

3\*/{.’“
= Pattern 3 e
« Pattern 4 %

« Patternb

Figura 4. Esquema de la clasificacién de pronucleos de Tesarik
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A partir del segundo dia posterior a la fertilizacién, el criterio para evaluar la
calidad embrionaria se realiza atendiendo al numero y morfologia de los
blastdmeros y a la presencia de fragmentacion celular. Con este criterio se puede

realizar la siguiente clasificacion de los embriones*: (figura 5)

Grado 1 Grado 2 Grado 3

® QP <&

Grado 4 Grado 5

@ &

Figura 5. Esquema de la clasificacion de embrion en division.

Grado 1: embrién con blastbmeros de igual tamafo sin presencia de
fragmentos, con citoplasma claro y homogéneo.

Grado 2: embridn con blastomeros simétricos y con fragmentos de 10 a 20%.
Grado 3: embrién con blastdmeros asimétricos o con 20 a 50% de
fragmentacion.

Grado 4: embridn con divisiones asimétricas y fragmentacion mayor a 50%.

Grado 5: embridon con fragmentacién en 100%

Como se menciond con anterioridad, durante la etapa pronuclear del ovocito
fertilizado, se presentan diversas caracteristicas que pueden ser correlacionadas
con un adecuado desarrollo embrionario y con una mayor tasa de implantacion y
embarazo®%*. Todo esto con la finalidad de encontrar un parametro pronuclear que
nos pudiera predecir un adecuado desarrollo, implantacion y embarazo con la
mayor certeza y seguridad posible. Hasta el momento, han sido multiples los
intentos por encontrar este posible marcador de adecuado desarrollo embrionario,
sin embargo, ninguno de ellos ha sido lo suficientemente concluyente. Inclusive,

se han creado clasificaciones que involucran diferentes parametros pronucleares y
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ninguna de ellas ha podido predecir un buen desarrollo, una alta tasa de
implantacion o una alta tasa de embarazo con buena significancia estadistica y
con buen sustento metodoldgico®'” y por el contrario existe controversia sobre su

utilidad®".

Por tanto, queda por definir si realmente las caracteristicas pronucleares del
ovocito fertilizado pueden predecir un adecuado desarrollo embrionario 6 si por el
contrario, es inutil observar al ovocito fertilizado 18 horas post-fertilizacion debido
a su baja prediccion en cuanto al desarrollo embrionario, implantacién y/o
embarazo. Es indispensable realizar un buen estudio metodoldgico para sustentar

los resultados obtenidos con una alta significancia estadistica.

ll. VALIDACION DE VARIABLES

El estudio de validez y fiabilidad se ha realizado en diversos campos de la

medicina.***

De todos los instrumentos empleados en la valoracién de la calidad de
células ovocitarias y embrionarias no hay reporte de que en alguno se haya
aplicado un adecuado estudio metodolégico. Recientemente se realizaron dos
estudios en los cuales se valoro la variabilidad interobservador e intraobservador
en la clasificacion de embriones en los primeros dias de division, en el estudio de
Baxter*, empleando la escala de Veeck hay una variabilidad importante
interobservador e intraobservador, y en el de Arce hubo poca variabilidad
intraobservador y moderada interobservador sin embargo en este ultimo los
evaluadores fueron capacitados en las caracteristicas ha evaluar previo al

estudio.®®
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Para validar escalas o cuestionarios previo a su aplicacion en diferentes
poblaciones es necesario seguir varios pasos, a fin de asegurar que el instrumento

que empleamos sea fiable y valido.

El primer paso consiste en la operacionalizacion de conceptos, el cual
consiste en un proceso que va de la definicidn de un concepto al instrumento de
medida. El concepto es una categoria que se define a través de la alusion a otros
conceptos. Los conceptos no pueden medirse directamente, se miden sus

definiciones operativas*®.

A cada una de las definiciones operativas del concepto se les llama facetas
o factores, es decir, son los diferentes aspectos que componen el concepto. No
todos los factores contribuyen en el mismo grado para definirlo. Estas facetas, son
lo que podemos medir dentro del concepto, (frecuencia, intensidad, porcentaje,

cantidad, etc.) y posteriormente traducirlo en una valoracion numérica.

Dentro de las mediciones pueden existir variaciones, las cuales pueden
deberse al fendmeno en si, o al error producido en su medicién, este ultimo puede
ser debido al observador, al instrumento utilizado o a la situacion en que se realiza

la medicion®.

Una vez que tenemos un instrumento con el cual deseamos valorar
determinada caracteristica de una situacion es necesario conocer su fiabilidad y
validez, esto con el fin de conocer que tan reales son los resultados que estamos

obteniendo con este instrumento.

Fiabilidad

La fiabilidad valora que tan reproducibles son los hallazgos si la misma
medicion se repite en el mismo sujeto, con el mismo procedimiento en dos o mas

ocasiones y en las manos de dos o mas observadores®’.

16



Es decir, la fiabilidad mide el grado de concordancia entre los observadores,
asi como el grado de concordancia de un mismo observador al medir el mismo
evento dos veces, esto se puede valorar utilizando un coeficiente estadistico
conocido como coeficiente KAPPA cuando las unidades de medida son nominales
y coeficiente de correlacién intraclase cuando son medidas numéricas®®. En el
caso se estudien variables ordinales se puede emplear el coeficiente Tau b de

Kendall®®.

Un valor de kappa mayor de 0.75 denota excelente reproducibilidad. La
fiabilidad también trata de encontrar hasta que punto un conjunto de medidas son
reproducibles en el tiempo, en este caso se mide el fenbmeno en un primer

momento y posteriormente se vuelve a medir®®.

Los valores de fiabilidad oscilan entre [0 a 1] ausencia de fiabilidad y

fiabilidad perfecta, también puede ser expresada mediante un porcentaje®.

Dentro de la valoracion de un concepto, como pudiera ser la calidad del
embrion, el grado en que contribuye cada una de las caracteristicas del embrion a
este concepto puede determinarse al evaluar su consistencia interna, la cual

puede realizarse utilizando la prueba alfa de Cronbach.

Validez

La validez o exactitud es el grado en que un instrumento de medida, mide lo
que realmente pretende o quiere medir. Es fundamental para valorar si el

resultado obtenido en un estudio es el adecuado®'.

Para validar escalas se pueden tomar en cuenta diversos aspectos*®:

a. Validez de Apariencia: La escala parece medir lo que debe medir.
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b. Validez de Constructo: La escala no deja factores sin medir ni mide

dominios que no son del sindrome.

c. Validez de Criterio: La escala funciona parecido a otros instrumentos.

d. Confiabilidad test—retest o interevaluador: La escala funciona bien bajo
diferentes condiciones.

e. Sensibilidad al Cambio: La escala detecta modificaciones de la realidad

que mide.

f. Utilidad: Es una escala facil de aplicar y procesar.

Cuando no tenemos buenos criterios 0 un estandar de oro contra el cual
comparar nuestra escala, es esencial tomar en cuenta la validez de contenido
examinando hasta qué punto la definicion operativa es representativa de la
caracteristica que sera investigada. Entre las técnicas para valorar la validez de
constructo, al no tener un estandar, se debe aplicar el instrumento a dos o mas

grupos y ver si discrimina.
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JUSTIFICACION y PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La evaluacién de los embriones tiene como objetivo el seleccionar aquellos
con potencial 6ptimo de implantacién. Esta busqueda sigue siendo una causa de
frustracion para los embridlogos aun después de dos décadas de investigacion y
experiencia. Recientemente, las caracteristicas de la morfologia pronuclear han
sido una de las areas mas estudiadas en el desarrollo embrionario. Diferentes
escalas relacionadas con el tema han sido elaboradas con el objeto de predecir,
en un alto porcentaje, un buen desarrollo embrionario y una alta tasa de
implantacion y de embarazo. Sin embargo, la realidad es que ninguna de las
escalas elaboradas hasta el momento, cumple con una adecuada metodologia o
ha seguido un proceso de validacion, por lo que recientemente, sus resultados y
su aplicacion han sido debatidos. Consideramos la necesidad de crear una nueva
clasificacion y escala respecto a la morfologia pronuclear que contenga una
validacion metodolégica y que tenga una aplicacion objetiva, medible y
reproducible para que pueda ser incorporada a los protocolos en el laboratorio de
gametos. Todo esto con la finalidad de definir con precision, si realmente las
caracteristicas pronucleares del ovocito fertilizado pueden predecir un adecuado
desarrollo embrionario o si por el contrario, es inutil observar al ovocito 18 horas
post-fertilizacién debido a su baja prediccidon en cuanto al desarrollo embrionario,

implantacion y/o embarazo.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢ Es factible crear un instrumento con adecuada validez y fiabilidad para evaluar el

desarrollo del embrion preimplantatorio?

OBJETIVOS

General

Elaborar y validar un instrumento para evaluar marcadores morfoldgicos de

fertilizacion y desarrollo del embrién preimplantatorio

Especificos

Determinar el grado de comprensibilidad de los conceptos que definen las

caracteristicas morfologicas de los ovocitos, el cigoto y el embrion en dia 2.

Evaluar la validez y fiabilidad de un instrumento que evalue las

caracteristicas morfoldgicas de los ovocitos, el cigoto y el embridn en dia 2.

HIPOTESIS

El porcentaje de comprensibilidad de los conceptos que definen las
caracteristicas morfologicas de los ovocitos, el cigoto y el embridon en dia 2 es

mayor del 75%.

El instrumento formado con los conceptos que definen las caracteristicas
morfologicas de los ovocitos, el cigoto y el embrion en dia 2, tiene una validez y
fiabilidad adecuadas (Tau b > 0.4 para variables cualitativas y Coeficiente de

correlacion intraclase >0.8 para variables cuantitativas).
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MATERIAL Y METODOS

Para validar un instrumento, que involucre la evaluacién de marcadores

morfoldgicos del desarrollo del embridn preimplantatorio, se siguieron tres etapas:

a)

b)

Validez de contenido: Se definieron 22 conceptos operacionales
derivados de las caracteristicas morfologicas, tanto de ovocitos,
Ovulos fertilizados (cigoto) y embriones en dia 2 (embridn
preimplantatorio). Los conceptos se describieron, revisando la
literatura, y por consenso entre la experiencia de médicos
bidlogos de la reproduccion, embridlogos e investigadores. Estos
se agruparon en 3 apartados: parametros ovocitarios, parametros

nucleares, y parametros embrion del dia 2. (Anexo 1).

Comprension de los conceptos: se disefo una encuesta
utilizando estos conceptos. Dicha encuesta se aplicé a 5
bidlogos y a 5 médicos, todos relacionados con el area de
biologia de la reproduccion, esto con el fin de determinar el grado
de comprensiéon de los conceptos. Cada concepto fue medido
utilizando una escala de Likert que iba de “excelente” a “malo”,
con tres puntos intermedios. Se pidi6 a los encuestados que si su
respuesta era buena o menos sefialaran qué parte de la pregunta
no era comprensible. (Anexo 1). A partir de estos resultados y las
observaciones realizadas por los evaluadores se hicieron las
modificaciones pertinentes a las definiciones operacionales y se
cred un instrumento para medir la validez y reproducibilidad de

dichos conceptos. (Anexo2)
Validez de criterio y reproducibilidad: Se aplico el instrumento

formado a partir de las definiciones operacionales, para describir

las caracteristicas de 20 imagenes de ovocitos , 20 imagenes de
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cigotos y 20 imagenes con embriones de dia 2. En total se
valoraron 60 imagenes por cada participante, todas las
fotografias fueron tomadas por la misma persona, encargada del
laboratorio de embriologia, con 3 anos de experiencia en el area.
Los ovocitos fueron capturados por aspiracion transvaginal con
aguja fina y guia ultrasonografica, bajo anestesia. Los ovocitos
fueron inseminados por fertilizacion in Vitro convencional o
Inyeccién intracitoplasmatica del espermatozoide (ICSl). Los
ovocitos, cigotos y embriones en dia 2, fueron colocados
individualmente en un microscopio invertido (Olympus, I1X 81), el
cual esta conectado a una computadora con el programa Image
Plus (version 4 para Windows) a través del cual se tomaron las
fotografias. Las fotos de los ovocitos fueron tomadas después de
haberlos denudado tras su aspiracion. Las fotos de los cigotos,
se tomaron de 17 a 19 horas después de la fertilizacion, y 40 a 42
horas después de la fertilizacion se tomaron las fotografias de
embriones en dia 2. Las fotografias tomadas fueron impresas en
papel bond, tamano carta, con impresora laser color en grupos de
4, pudiendo haber hasta 8 fotografias por hoja. Todas las
fotografias fueron del mismo tamarfio. Se solicito a 10 médicos
adscritos a los servicios reproduccion asistida e infertilidad del
Instituto Nacional de Perinatologia, evaluar las imagenes. A todos
los participantes se le solicito su edad, sexo, ocupacién y afios de
experiencia. A cada participante se le entrego un juego de
fotografias y un cuestionario con los conceptos sobre
caracteristicas morfologicas de ovocitos, cigotos y embriones en
dia 2. (Anexo2). Cada participante realizd su valoracion
individualmente. Para las preguntas de la medicién del grosor de
la zona pelucida y del halo se utilizé una regla y se expreso el
resultado en milimetros (mm). Esto solo es aplicable a imagenes

impresas pero puede modificarse dependiendo los instrumentos
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de medicidon que se tengan; en algunos laboratorios podra
hacerse directamente al microscopio y las valoraciones seran en
micras. Para medir el angulo entre los pronucleos y los cuerpos
polares se ocup6 un transportador. Una semana después de la
primera evaluacidon, se solicitd al mismo personal, hacer otra
valoracion, sin informarles que las imagenes eran las mismas que
vieron una semana previa, pero en diferente orden. El bidlogo
quien tomd las fotografias fue seleccionado como el estandar

para llevar a cabo el analisis estadistico.

ANALISIS ESTADISTICO

Para evaluar la comprension de las definiciones se decidié dar 4 puntos al
concepto cuando fue calificado como excelente, 3 cuando fue calificado como muy
bueno, 2 cuando fue calificado como bueno, 1 cuando se calific6 como regular y 0
cuando fue malo. Tomando en cuenta que fueron diez personas las encuestadas,
el valor maximo posible para un concepto son 40 puntos y el minimo 0. Se decidio
que la comprensibilidad del concepto era adecuada cuando la suma de todos los
puntos de cada concepto fue de 30 o mayor, es decir el 75% de los encuestados
comprendio satisfactoriamente el concepto. La evaluacion metodoldgica
comprendié estadistica descriptiva, y las diferencias entre las calificaciones
otorgadas por los médicos y los embriolégos se evaluaron por medio de una

prueba t de Student para muestras independientes.

En la ultima etapa, la validez de las variables cualitativas se evalud por
medio del coeficiente Tau-b de Kendall y se calculé para cada evaluador en
relacion a un experto. Después se obtuvo un coeficiente promediado para cada
pregunta. La reproducibilidad se evalué con la misma prueba estadistica
considerando los datos recolectados en dos momentos distintos. En ambos casos

se considerd adecuado un coeficiente > 0.4.
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En el caso de las variables cuantitativas la validez y reproducibilidad se
evalué mediante el coeficiente de correlacion intraclase (CCl), que se considero

como adecuado cuando era igual o mayor a 0.70.

El analisis de la informacion se realiz6 con el paquete estadistico SPSS

para Windows versién 11.5.
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RESULTADOS

En el primer paso para validar un cuestionario en relacién al desarrollo del
embridn preimplantatorio, se elaboraron los conceptos que valoran la morfologia
de ovocitos, cigotos y embriones en dia 2, basados en la literatura y la experiencia
de los investigadores. En esta reunidn participaron dos investigadores,
asesorando la metodologia y la adecuada redaccién de los conceptos, tres
meédicos relacionados con biologia de la reproduccion aportando los antecedentes
de la literatura y una embridloga que aportd sus conocimientos y experiencia en
relacion al desarrollo embrionario. De este consenso surgieron 23 conceptos, 4 de
ellos en relacion a parametros ovocitarios, tomando en cuenta la corona radiada
antes de denudar los ovocitos y las caracteristicas que se presentan con mayor
frecuencia después de denudarlos de acuerdo a su grado de maduracién. De igual
forma, se describieron 11 conceptos relacionados con parametros pronucleares,
en donde el halo con fines de cuantificacién se valord de tres formas distintas.
Para el embrién en dia 2, se definieron 8 conceptos morfolégicos basados

principalmente en las caracteristicas de los blastomeros.

De estos conceptos se creé un cuestionario, para valorar el grado de
comprensiéon de los mismos, agregando ademas una clasificacion sobre

prontcleos, la clasificacion de Scott'

y una clasificacion sobre embriones en dia 2
adaptada de la de Veeck*. La encuesta fue aplicada a 5 bidlogos y a 5 médicos

todos relacionados con el area de reproduccion asistida. Anexo 1.

Comprensibilidad de los conceptos. El grado de comprension de los conceptos
fue valorado dando un puntaje a cada una de las respuestas. Los parametros
ovocitarios fueron valorados con 33 a 36 puntos de un maximo de 40, en promedio
86.9% de comprensibilidad para este grupo de conceptos. Los parametros dentro
del cigoto fueron evaluados con 31 a 38 puntos en promedio 88% de
comprensibilidad. Los parametros de embrion en dia dos fueron evaluados con 34

a 37 puntos, en promedio 89% de comprensibilidad. (Tabla 1).
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Cada médico y embridlogo calificé 23 conceptos, en total cada grupo
califico 115 conceptos. Los médicos evaluaron los conceptos como excelente en
104 ocasiones (90.4%) y los embridlogos sélo en 37 (32.2%). Los médicos
evaluaron como concepto muy bueno solo en 6 ocasiones (5.3%) a diferencia de
los embridlogos que lo hicieron en 65 casos (56.5%), los médicos evaluaron los
conceptos (4.3%) como buenos en 5 ocasiones y los embridlogos en 12 ocasiones
(10.4%), los médicos no evaluaron ningun concepto como regular o malo, y entre
los embridlogos solo se evalué un concepto como regular (0.9%) y ninguno como
malo. (Tabla 2). De lo anterior se deduce que en promedio los médicos mostraron
una mejor comprension de los conceptos que los bidlogos (98% vs 80%) y esta

diferencia fue estadisticamente significativa (p<0.05).

Tabla 1. Grado de comprension en las definiciones operacionales de ovocitos, cigotos y
embrién preimplantatorio.

Puntuacion
Grado de comprension 4 3 2 1 0 Puntaje %
Conceptos ovocitarios E MB B R M
Ovocito profase | 6 4 36 90
Ovocito metafase | 5 4 1 34 85
Ovocito metafase Il 7 2 1 36 90
Ovocito metafase Il postmaduro 4 5 1 33 82.5
Conceptos pronucleares E MB B R M
Halo 4 5 1 33 82.5
Grosor de zona pelicida 7 3 37 92.5
No. de prontcleos 7 3 37 92.5
No. Nucléolos en Pn masculino 4 3 3 31 77.5
No. Nucléolos en Pn femenino 4 4 2 32 80
Distribuciéon de nucledlos 6 4 36 90
Tamaio nucleolar 6 4 36 90
Tamaio pronuclear 7 3 37 92.5
Situacién pronuclear 7 3 37 92.5
Alineacion del cuerpo polar 5 3 2 33 82.5
Clasificaciéon Scott 8 2 38 95
Conceptos embrionarios D, E MB B R M
No. de blastomeras 7 2 1 36 90
No. de blastdmeras nucleadas 7 3 37 92.5
No. de blastdmeras mononucleadas 7 3 37 92.5
No. de blastdmeras multinucleadas 7 2 1 36 90
Fragmentacion 6 2 2 34 85
Grosor de zona pelicida 6 3 1 35 87.5
Tamano de blastomeras 6 3 1 34 85
Clasificacién de morfologia D, 7 2 1 36 90
Promedio 35.3 88.25
E = Excelente MB = Muy Bueno B = Bueno R = Regular M = Malo

Puntuacion: Numero de veces en que cada concepto fue calificado con cada una de las posibles valoraciones.
Puntaje. Calificaciéon en puntos de cada variable con un maximo posible de 40 = 100% de comprensibilidad.

% Porcentaje de comprensibilidad.

Pn= Pronucleo. D,=dia 2
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Tabla 2 Diferencia en la comprension de las definiciones operacionales
entre médicos y embriélogos.

BIOLOGOS MEDICOS

Grado de comprension 4 3 2 1 0 4 3 2 1 0
Conceptos ovocitarios E MB B R M E MB B R M

Profase | 2 3 4 1

Metafase | 2 2 1 3 2

Metafase I 2 2 1 5

Metafase Il postmaduro 2 3 3 1 1
Conceptos en cigoto

Halo 1 3 1 3 2

Grosor de ZP 3 5

No. de prontcleos 1 4 5

No. Nucléolos Pn (M) 3 2 4 1

No. Nucléolos Pn (F) 4 1 4 1

Distribucion nucleolar 1 4 5

Tamaio nucleolar 1 4 5

Tamano pronuclear 2 3 5

Situacion pronuclear 2 3 5

Alineacion del CP 1 3 1 4 1

Clasificacion Scott 3 2 5
Conceptos embrién D,

No. de blastémeras 2 2 1 5

No. de blastédmeras 3 5

nucleadas

No. de blastomeras 2 3 5

mononucleadas

No. de blastomeras 2 2 1 5

multinucleadas

Fragmentacion 2 2 1 4 1

Grosor de ZP 2 2 1 5

Tamaio blastomeras 1 3 1 5

Clasificacion morfolégica 2 2 1 5

en D,
Total 37 65 12 1 0 104 6 5 0 0
Porcentaje 322 565 104 09 0 904 53 43 0 0
E = Excelente MB = Muy Bueno B = Bueno R = Regular M = Malo pn = pronucleo

Total = Numero de ocasiones en que se selecciono cada una de las calificaciones para el grado de comprension.
Observaciones totales por bidlogos 115. 115 =100%
Observaciones totales por médico 115. 115 =100%
ZP= Zona Pelucida; CP= Cuerpo Polar; Pn (M)= Pronucleo Masculino; Pn (F)= Pronucleo Femenino; D, = Dia 2.

27



Validez y reproduciblidad: De los 23 conceptos valorados, se disefid un
instrumento con 22 preguntas. En la validacion de este instrumento participaron 11
evaluadores, nueve hombres y dos mujeres, que tuvieron una edad de 31 £ 0.31,
con un intervalo de 24 a 42 afios. Diez de ellos, médicos dedicados a la biologia

de la reproduccion con una mediana de un afno de experiencia (1 a 7 afios).

Las variables cualitativas no mostraron en promedio una validez que se pueda
considerar como adecuada (0.351), aunque mas de la mitad de las preguntas
tuvieron un coeficiente Tau que puede considerarse como adecuado. Si se
excluyera del analisis al participante que sistematicamente tuvo la menor validez
(tau promedio de -0.122), entonces cinco de las siete preguntas superarian el
punto de corte. En contraparte, la reproducibilidad si se puede considerar
adecuada ya que en promedio fue de 0.460 y 5 de 8 preguntas superaron los

valores deseables.

Tabla 3. Validacion de las variables cualitativas dentro del instrumento
en el desarrollo embrionario.

Post 17-19h post 40-42h post
captura fertilizacion fertilizacion
Parametro ovocitario
Maduracién ovocitaria 0.304
Parametros Pronucleares
Distribucion de nuclélos 0.513
Tamaiio nucleolar 0.350
Tamano pronuclear **
Situacion pronuclear 0.597
Clasificacion Scott -0.126
Desarrollo Embrionario D,
Tamano de Blastomeras 0.410
Clasificacion Embrion D, 0.411

Validez adecuada con Coeficiente de Tau de Kendall >0.4. D,= Dia 2.
** No se pudo calcular debido a que el experto sélo dio una misma respuesta para todas las preguntas
ZP= Zona Pelucida; CP= Cuerpo Polar; Pn (M)= Pronucleo Masculino; Pn (F)= Pronucleo Femenino; D, = Dia 2.

Cabe senalar que la menor validez y reproducibilidad la obtuvo la pregunta 14, que

corresponde a la escala de Scott (Tabla 3 y Tabla 4).
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Tabla 4. Fiabilidad de variables cualitativas en el instrumento dentro
del desarrollo embrionario.

Post 17-19h post 40-42h post
captura fertilizaciéon fertilizaciéon
Parametro ovocitario
Maduracién ovocitaria 0.503
Parametros Pronucleares
Distribucion de nuclélos 0.673
Tamano nucleolar 0.505
Tamano pronuclear 0.355
Situacion pronuclear 0.337
Clasificacion de Scott 0.256
Desarrollo Embrionario D,
Tamaiio de Blastomeras 0.514
Clasificacion Embrion D, 0.543

Reproducibilidad adecuada con Coeficiente de Tau de Kendall >0.4.
D, = Dia 2.

Las variables cuantitativas mostraron una alta validez y fiabilidad (CCl = 0.81) y

solo dos de quince preguntas tuvieron valores ligeramente por debajo de lo

aceptable.
Tabla 5. Validez y fiabilidad de variables cuantitativas
Coeficiente de correlacién IC 95%
intraclase

Parametros pronucleares
Porcentaje de halo respecto al 0.781 0.689-0.8433
area total citoplasmatica.
Porcentaje de halo respecto a 0.839 0.789- 0.8785
la periferia del cigoto.
Grosor del halo 0.779 0.713- 0.8311
Grosor de la ZP 0.865 0.824- 0.8968
No. de pronicleos -
No. de nucleélos en Pn (M) 0.901 0.871-0.924
No. de nucleélos en Pn (F) 0.920 0.896-0.939
Alineacion del CP 0.856 0.809-0.893

Desarrollo embionario D,
No. de blastémeros 0.959 0.946-0.968
No. de blastémeros nucleados 0.693 0.599-0.764
No. de blastémeros 0.734 0.654-0.796
mononucleados
No. de blastémeros 0.535 0.394-0.643
multinucleados
Fragmentacion 0.887 0.848-0.915
Grosor de la ZP 0.819 0.763-0.861

--- no se pudo calcular debido a la alta concordancia entre los participantes en la primera y segunda evaluaciones

ZP= Zona Pelucida; CP= Cuerpo Polar; Pn (M)= Pronucleo Masculino; Pn (F)= Pronucleo Femenino; D, = Dia 2.
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DISCUSION

Los procesos de fertilizacion y desarrollo embrionario han estado
directamente vinculados a la busqueda de un embrién preimplantatorio que tenga
la capacidad de lograr un embarazo sano. Durante este proceso, se activan una
serie de mecanismos que en forma dinamica permiten el vinculo entre el genoma
paterno y materno. Hoy en dia, es factible visualizar en forma objetiva los cambios
morfologicos de estos procesos en sus diferentes etapas, desde la conjuncién de
los gametos para la formacion del cigoto, hasta la formacion del blastocisto

preimplantatorio pasando por el proceso de activacion genémicasz.

A través de la evolucidon del ser humano ha quedado implicito las
limitaciones, que en materia reproductiva padece, de tal manera que el potencial
reproductivo en nuestra especie queda circunscrito a muchos factores. Al
momento actual, el estudio minucioso en los procesos reproductivos a través de la
fertilizacion in Vitro nos ha permitido conocer las condiciones en el metabolismo y
desarrollo embrionario. Sin embargo, esto ha estado vinculado a la presencia de
embarazos de alto orden fetal por el elevado niumero de embriones transferidos,
para tratar de alcanzar una probabilidad aceptable de embarazo.
Desafortunadamente, estas condiciones han impactado directamente en la morbi-
mortalidad materna y fetal, vinculado directamente al alto costo en las terapias

neonatales dentro de las instituciones de salud.

Es por este motivo que se han buscado marcadores selectivos que
permitan la transferencia de un embrién unico y que permita lograr un embarazo
sano. Con este objetivo se han disefiado diferentes escalas tomando en cuenta las
caracteristicas morfolégicas de los ovocitos fertilizados y embriones en sus
diferentes etapas de desarrollo, buscando el embribn con mayor capacidad de
implantacion. Desafortunadamente, hasta el dia de hoy no contamos con ningun

instrumento que cumpla este objetivo y si por el contrario la mayor parte de la
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informacion sefalada en la literatura carece de un sustento metodolégico, que

ofrezca un valor prondstico real*®®.

Valorando estas condiciones nos dimos a la tarea de desarrollar un
instrumento clinimétrico de medicion, como primera parte de un proyecto con valor
diagndstico y pronostico en la busqueda de estos marcadores selectivos en el

desarrollo embrionario.

En este estudio, se disefiaron de novo definiciones operacionales para
describir cada una de las caracteristicas, con la finalidad de utilizarlas y medirlas
dentro de los ovulos, cigoto y embridn preimplantatorio. Anteriormente, estos
conceptos han sido definidos bajo un estado morfolégico sin una aplicacion
prondstica (zona pelticida, cuerpo polar, prontcleos, blastomeros, entre otros)®’"?,
por lo que intentamos darles mediante este nuevo instrumento un adecuado valor

metodoldgico y estadistico.

En base a esto se realizaron escalas en el desarrollo embrionario tardio
agrupando simetria, numero de blastbmeros y grados de fragmentacién como
factores prondsticos de implantacion, sin embargo, este tipo de evaluacion se
realizaba de forma tardia dentro de los laboratorios de gametos y aun asi, requeria
de la transferencia de un numero importante de embriones*. Recientemente, se
han buscado marcadores mas tempranos que permitan realizar un seleccion mas
especifica del embribn mediante la evaluacion de sus caracteristicas
citoplasmaticas y nucleares'**® Desafortunadamente, ninguno de estas propuestas
diagndsticas han tenido un adecuado sustento metodolégico y si por el contrario

han representado una controversia en la toma de decisiones en este campo>*®.

Esta falta de definiciones operacionales y su validacién, ha dado lugar a
controversias en la utilidad de estas escalas para predecir el desarrollo de
embriones viables que se traduzcan en embarazos sanos, utilizando marcadores

morfologicos tempranos. Anteriormente, en un estudio realizado por Guerif y cols.,
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se encontr6 que la combinacion de parametros morfolégicos como son las
caracteristicas de los pronucleos, el tiempo de division de los embriones, el
numero de células y el porcentaje de fragmentacion (al seguir el desarrollo
embrionario del dia 1 a 5 postfertilizacion), permitia la prediccién del desarrollo de
blastocisto con un area bajo la curva de 0.688, que representa un pobre valor
predictivo. De forma aislada, sélo encontré de utilidad la division temprana del
embridn y el numero de blastomeros en el dia 2 para predecir un desarrollo
adecuado a blastocisto en el dia 5*. Por su parte, Nicoli y cols., realizaron un
estudio clinico retrospectivo en el que se busco el valor prondstico de la escala de
Scott. A diferencia de lo reportado con anterioridad®, sus resultados mostraron que
la relacion de esta escala con la implantacion y el embarazo estuvo ausente (Z1 =
7.2%, 72 =6.9% y Z3 = 85.9%)*".

Dentro del estudio de los marcadores morfologicos del embrion
preimplantatorio no existe ninguna escala que haya sido validada. En algunos
casos, soOlo se han practicado pruebas de concordancia entre diferentes
evaluadores con resultados variables. Por ejemplo, Baxter y cols. (conociendo la
falta de validacion de la escala de embriones en dia 3 de Veeck), cuantificaron la
variabilidad inter e intraobservador en 26 embridlogos de la union americana. Sus
resultados demostraron la existencia de una importante diferencia entre los
embridlogos a pesar de utilizar la misma clasificacion (Kappa = 0.24), de igual
forma, hubo una variabilidad moderada intraobservador (Kappa = 0.69).** La
variabilidad reportada en estos resultados podria alterar tanto la calidad evaluada
del embridén transferido como el numero de embriones transferidos, lo que
impactaria directamente en el éxito de los programas de reproduccién asistida.
Recientemente, Arce y cols. encontraron una adecuada correlacion inter e
intraobservador entre tres embridlogos que valoraron 4002 embriones a las 68
horas postfertilizacion. En este estudio, se obtuvo un buen acuerdo
interobservador entre los embridlogos, (kappa 0.64-0.79) y una excelente
reproducibilidad intraobservador (kappa 0.8-0.91). Sin embargo, cabe mencionar

que antes de iniciar el estudio, a cada embridlogo se le proporcion6 un atlas con
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fotos representativas de todos los parametros a valorar y se realizé una sesién de
entrenamiento en la clasificacion de embriones a través de imagenes digitales®.
Esta situacion estandarizo la forma de evaluar de los embridlogos, explicandose la
alta concordancia. En nuestro trabajo como en el de Baxter, no se proporcion6
ningun entrenamiento previo a la elaboracion del estudio. Esto debido a que una
escala debe estar formada por conceptos claros y sencillos que puedan ser

comprendidos sin necesidad de dar una capacitacion exhaustiva®®.

Tomando en cuenta la importancia de la comprensibilidad de los conceptos,
aplicamos un cuestionario con las definiciones operacionales para evaluar de
excelente a malo el grado de comprension de las mismas. Los evaluadores fueron
médicos y embridlogos del area de biologia de la reproduccion, dado que son el
personal que emplearia dichos conceptos. Esta valoracion se realizé con el fin de
llegar a tener un instrumento formado por conceptos simples, entendibles, l6gicos
y clinicamente relevantes. Por otra parte, es importante mencionar, que ninguno
de los conceptos que forman las escalas de uso actual, han sido valorados de

esta forma.

Al analizar los resultados, tenemos que la mayor parte de los conceptos
fueron evaluados como excelente o muy bueno. Algunos de los conceptos se
reportaron como bueno, y solo un encuestado considerd el concepto de tamafio de
blastomeros como regular en cuanto a su redaccion pero no en cuanto a su

comprension. Nadie calificd alguno de los conceptos como malo.

El concepto que logré mas puntuacion fue la clasificacion de Scott con 38
puntos (95% de comprension). Probablemente, esto se debi6 a que esta
clasificacion es del dominio de la mayoria de los entrevistados, al ser la escala que
se ocupa en la mayor parte de los centros de reproduccion asistida. En caso de
que se elabore una nueva escala, esta clasificacion seria el estandar de oro a
comparar. El concepto que obtuvo menos puntos fue la definicion del numero de

nucledlos del pronucleo masculino con 31 puntos (77.5% de comprension). Esto
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podria deberse a que no se hace una diferencia de género entre los pronucleos

durante su valoracién, ya que existe controversia en cuanto a su definicién®?.

En general, podemos decir que los conceptos tuvieron un adecuado grado
de comprension. Las modificaciones realizadas después de la encuesta fueron
pocas y muy precisas, encontrando que incluso el concepto con menor puntuacién
tuvo un grado de comprension del 77.5%, considerado como muy bueno en la

escala de compresibilidad.

En promedio, los médicos mostraron una mejor comprension de los
conceptos que los embridlogos con una diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05). Esto probablemente se expliqgue porque los bidlogos estan
acostumbrados a utilizar escalas determinadas y encontrar los mismos parametros
de evaluaciéon del embridn preimplantatorio. Descritos de forma diferente, estos
conceptos pueden parecerles poco adecuados o pueden contraponerse con sus

conceptos preestablecidos.

A partir de la revisidon del instrumento, se midié la validez y fiabilidad de
cada uno de los conceptos mediante la aplicacion del cuestionario a 10 médicos
del area de reproduccion asistida. Los resultados obtenidos en nuestro estudio
demostraron que las variables cualitativas del instrumento no mostraron en
promedio, una validez que se pueda considerar como adecuada. Al parecer, esto
se debid a que son variables subjetivas y los conceptos que los definen son mas
complejos. Aun asi, la mayoria de las variables cualitativas por separado tuvieron
una adecuada validez. En contra parte, la reproducibilidad de estas mismas

variables fue adecuada.

Un hallazgo importante, fue el encontrar que la menor validez y
reproducibilidad la obtuvo la escala de Scott, aun cuando fue la variable calificada
con el mejor grado de comprensibilidad. Probablemente, este resultado se deba a

que es poco practico analizar varias variables para cada uno de los grados de la
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clasificacion y ademas, muchas de estas variables son poco medibles debido a su

subjetividad.

Las variables cuantitativas a diferencia de las cualitativas mostraron una
alta validez y fiabilidad (CCI = 0.81). Al parecer, esto se debe a su objetividad que
se ve reflejada en una menor variabilidad. El numero de nucléolos en el pronucleo
masculino fue calificado como el concepto menos comprensible, sin embargo,
estuvo entre los conceptos con mejor validez y reproducibilidad con un coeficiente
de correlacion intraclase de 0.901 (IC95% 0.871-0.924).

El numero de nucleos de los blastomeros fue el concepto que obtuvo menor
validez y reproducibilidad. Probablemente, esto podria estar en relacion con la
capacidad y entrenamiento visual de cada evaluador. Estamos consientes que las
caracteristicas que pueden evaluarse en una fotografia son limitadas en
comparacion con una imagen en el microscopio en donde se pueden observar
diferentes angulos y profundidades de las estructuras estudiadas. Sin embargo, la
fotografia nos da una mejor proyeccién de validacion ya que los sujetos que

evaluan estas fotografias deben observar las mismas caracteristicas.

Creemos que una adecuada validez y fiabilidad en este grupo de
evaluadores podria reflejar aun mejores resultados al ser empleado por
embriolégos, dado que estos ultimos tienen mayor experiencia en la visualizacion

de estos parametros.

Para desarrollar una escala con adecuada validez y fiabilidad es importante
revisar y estar de acuerdo con todas las definiciones. De igual forma, hay que
asegurarse que sean comprendidas y aplicadas adecuadamente, dado el riesgo
de efectuar mediciones que no coincidan con la realidad. La escala con mejor
utilidad es aquella que se lleva a cabo con la menor demora, requiere menos

entrenamiento para su aplicacion y se califica faciimente®’.
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Esta es una primera fase en el proceso para elaborar una escala que
permita valorar el desarrollo del embrion preimplantatorio con adecuada validez y
fiabilidad. Se requieren estudios adicionales de concordancia en el proceso de
validacién para obtener el conocimiento a través del cual, se puedan realizar
modificaciones importantes en la forma de seleccionar al embrién con mayor

posibilidad de lograr la implantacion y un recién nacido sano.
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CONCLUSIONES

Por los multiples problemas metodolégicos encontrados en la literatura para
la creacion de una escala de medicion temprana en el desarrollo embrionario, se
hace necesaria la instrumentacidén de guias que expresen en forma precisa,
definiciones operacionales para la evaluacion inter e intraensayo de las diferentes
escalas de evaluacion. Este es el primer intento en la definicion de estos
conceptos operacionales, que a pesar de su simplicidad, es parte fundamental en
la definicion diagnostica y prondstica de instrumentos de medicion que nos
permitan obtener en el campo reproductivo la seleccion de un embridn

preimplantatorio sano.
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ANEXO 1

Cuestionario para validar la claridad con la que fueron definidos los conceptos de

caracteristicas morfoldgicas del desarrollo del embridén preimplantatorio.

Este es un cuestionario para valorar el grado de claridad con el cual fueron definidos los siguientes
conceptos. Marque con una “X” el grado de comprension de los conceptos, si su respuesta es 3 o
mayor, explique porque y si cambiaria algo para hacer los conceptos mas comprensibles.

PARAMETROS OVOCITARIOS

1. OVOCITO EN PROFASE I. Corona muy compacta formando una capa densa (oscura)
alrededor del ovocito cuando no se ha denudado. Se observa vesicula germinal y citoplasma
granuloso en el interior del ovocito.

1 Excelente 2 Muy Bueno 3 Bueno 4 Regular 5 Malo

Comentarios

2. OVOCITO EN METAFASE I: Corona radiada compacta alrededor del ovocito pero con inicio
de dispersion (pequefios espacios entre sus células), antes de ser denudado. No se observa
vesicula germinal o cuerpo polar. Citoplasma granuloso central u homogéneo.

1 Excelente 2 Muy Bueno 3 Bueno 4 Regular 5 Malo

Comentarios

3. OVOCITO EN METAFASE Il MADURO: Corona radiada grande dispersa, con espacios entre
las células en forma de rayos, pudiendo observarse los limites del ovocito, antes de ser
denudado. Se observa el primer cuerpo polar y citoplasma homogéneo.

1 Excelente 2 Muy Bueno 3 Bueno 4 Regular 5 Malo

Comentarios

4. OVOCITO EN METAFASE I POSTMADURO: Corona radiada muy dispersa o ausente, antes
de ser denudado, citoplasma muy transparente o fragmentado. El ovocito se puede observar
con nitidez e identificar el primer corpusculo polar.

1 Excelente 2 Muy Bueno 3 Bueno 4 Regular 5 Malo

Comentarios
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Marque con una “X” el grado de comprension de los conceptos, si tu respuesta es 3 o mayor
explique porque y si cambiaria algo para hacer los conceptos mas comprensibles.

PARAMETROS PRONUCLEARES

HALO: Area citoplasmatica periférica libre de granulacion. Su presencia se medira de la siguiente
manera:

+ Porcentaje del halo respecto al area total del embrion.

+ Porcentaje del halo respecto a la periferia total del embrion.

+ Cuantificacion del ancho del halo en su zona mds gruesa, en mm.
1 Excelente 2 Muy Bueno 3 Bueno 4 Regular 5 Malo

Comentarios

GROSOR DE LA ZONA PELUCIDA: Cuantificacion del ancho de la zona pelucida medido en mm
en su zona mas gruesa.
1 Excelente 2 Muy Bueno 3 Bueno 4 Regular 5 Malo

Comentarios

NUMERO DE PRONUCLEOS: Numero de prontcleos dentro del cigoto.
1 Excelente 2 Muy Bueno 3 Bueno 4 Regular 5 Malo

Comentarios

NUMERO DE NUCEOLOS MASCULINOS: Cantidad de nucleélos dentro del pronucleo que
presente cuando menos dos de las siguientes tres caracteristicas:

+ Prontcleo de mayor tamafio.
+ Pronucleo con el mayor niimero de nucledlos.
+ Pronucleo mas alejado al cuerpo polar.
1 Muy bueno 2 Bueno 3 Regular 4 Malo 5 Muy malo

Comentarios
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PARAMETROS PRONUCLEARES

NUMERO DE NUCLEOLOS FEMENINOS: Cantidad de nucledlos dentro del pronucleo que
presente cuando menos dos de las siguientes tres caracteristicas:

+ Prontcleo de menor tamafio.

+ Pronucleo con el menor nimero de nucleolos.

+ Prontlicleo mas cercano al cuerpo polar.
1 Excelente 2 Muy Bueno 3 Bueno 4 Regular 5 Malo

Comentarios

DISTRIBUCION DE NUCLEOLOS: Localizacion de los nucledlos dentro del pronucleo. Se
subdivide en cuatro parametros:
1. Alineacion vertical de los nucledlos de ambos prontcleos cerca de la unién
pronuclear.
2. Alineacion vertical de los nucledlos del pronucleo masculino cerca de la
union pronuclear con dispersion de los nucleodlos del pronucleo femenino.
3. Alineacion vertical de los nucledlos del pronucleo femenino cerca de la
union pronuclear con dispersion de los nucleodlos del pronucleo masculino.
4. Dispersion de los nucledlos de ambos prontucleos.
1 Excelente 2 Muy Bueno 3 Bueno 4 Regular 5 Malo

Comentarios

TAMANO NUCLEOLAR: Equivalencia entre el tamafio nucleolar de ambos prontcleos. Se divide
entonces en dos:
1. Nucledlos equicorporales (igual tamafio entre los nucleolos de un
pronucleo) en ambos prontcleos.
2. Nucledlos equicorporales en el pronticleo masculino y no equicorporales
(diferente tamafio entre los nucledlos de un prontcleo) en el femenino.
3. Nucleolos equicorporales en el prontcleo femenino y no equicorporales
(diferente tamafio entre los nucledlos de un pronucleo) en el masculino.
4. Nucledlos no equicorporales en ambos prontcleos.
1 Excelente 2 Muy Bueno 3 Bueno 4 Regular 5 Malo

Comentarios
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PARAMETROS PRONUCLEARES

TAMANO PRONUCLEAR: Equivalencia entre el tamafio pronuclear dentro del cigoto. Se divide
entonces en dos:

1. Equicorporales (igual tamafio entre los pronucleos del ovocito fertilizado).

2. No equicorporales (diferente tamafio entre los pronticleos del ovocito fertilizado).
1 Excelente 2 Muy Bueno 3 Bueno 4 Regular 5 Malo

Comentarios

SITUACION PRONUCLEAR: Relacion que guardan los pronticleos entre ellos.
1. Conglomerados: sus membranas pronucleares estan en contacto
2. Dispersos: separados, sus membranas no estan en contacto
1 Excelente 2 Muy Bueno 3 Bueno 4 Regular 5 Malo

Comentarios

ALINEACION DEL CUERPO POLAR: Localizacion en grados de una linea imaginaria trazada en
la union pronuclear en relacion con una linea que pase por el centro del cuerpo polar y el centro del
cigoto. Para fines de este estudio, el cuerpo polar se colocard a las 12 horas en el sentido horario.

1 Excelente 2 Muy Bueno 3 Bueno 4 Regular 5 Malo

Comentarios

CLASIFICACION DE SCOTT: La clasificacién de los pronticleos se basa en el tamafio, niimero y
distribucion de los nucleolos (alineacion). Consta de cuatro categorias pronucleares:
1.Igual nimero de nucleolos alineados en la unién pronuclear; de 3 a 7 en cada pronucleo,
de igual tamafio y con una diferencia menor de uno entre los dos.
2.Igual nimero de nucleolos dispersos en los pronucleos; de 3 a 7 en cada pronucleo, de
igual tamafo y con una diferencia menor de uno entre los dos.
3. Alineacion nucleolar en la unién pronuclear de al menos de uno de los pronucleos, igual o
diferente numero de nucleolos e igual o diferente tamafio.
4.Pronucleos de diferente tamafio, o separados, o nucleolos dispersos con diferencia mayor
a uno entre los dos.
1 Excelente 2 Muy Bueno 3 Bueno 4 Regular 5 Malo

Comentarios
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PARAMETROS DEL EMBRION EN EL DIA DOS

NUMERO DE BLASTOMERAS: Numero de blastomeras observadas en el segundo dia después de
la fertilizacion.
1 Excelente 2 Muy Bueno 3 Bueno 4 Regular 5 Malo

Comentarios

NUMERO DE BLASTOMERAS NUCLEADAS: Numero de blastomeras con presencia de nucleo
en su interior.
1 Excelente 2 Muy Bueno 3 Bueno 4 Regular 5 Malo

Comentarios

NUMERO DE BLASTOMERAS MONONUCLEADAS: Numero de blastémeras nucleadas con
resencia de un solo nucleo.
1 Excelente 2 Muy Bueno 3 Bueno 4 Regular 5 Malo

Comentarios

NUMERO DE BLASTOMERAS MULTINUCLEADAS: Nimero de blastomeras nucleadas con
resencia de multiples nucleos.
1 Excelente 2 Muy Bueno 3 Bueno 4 Regular 5 Malo

Comentarios

FRAGMENTACION: Numero de cuadrantes dentro del embrion con presencia de fragmentos. Para
fines de este estudio, dividiremos al embrion en cuatro cuadrantes.
1 Excelente 2 Muy Bueno 3 Bueno 4 Regular 5 Malo

Comentarios
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PARAMETROS DEL EMBRION EN EL DIA DOS

GROSOR DE LA ZONA PELUCIDA: Cuantificacion del ancho de la zona pelucida, medido en
mm en su zona mas gruesa.
1 Excelente 2 Muy Bueno 3 Bueno 4 Regular 5 Malo

Comentarios

TAMANO DE BLASTOMERAS: Blastémeras equicorporales (de igual tamafio) dentro del
embrion.

1. Equicorporal: Blastomeras de igual tamafio.
2. No equicorporales: Blastomeras de diferente tamafio.
1 Excelente 2 Muy Bueno 3 Bueno 4 Regular 5 Malo

Comentarios

CLASIFICACION MORFOLOGICA DE EMBRIONES EN DIA DOS:

1. GRADO I. Embrion con 4 blastomeras equicorporales con adecuado
contacto entre las células sin blastomeras multinucleadas y con menos del
10% de fragmentacion.

2. GRADO II: Embrion con 4 blastomeras simétricas con 10 a 20 % de
fragmentacion o con falta de adecuado contacto entre las células sin
blastomeras multinucleadas.

3. GRADO III: De 2 a 3 blastomeras, 6 4 blastomeras con 20% de
fragmentacion, 6 blastomeras asimétricas; ninguna multinucleada.

4. GRADO IV: Mas de 4 blastomeras 6 2 a 4 blastomeras con > de 20% de
fragmentacion 6 blastomeras asimétricas 6 blastomeras multinucleadas.

5. GRADO V: Menos de dos blastomeras con fragmentacion severa 6 con la
mitad de las blastomeras presentes multinucleadas.

1 Excelente 2 Muy Bueno 3 Bueno 4 Regular 5 Malo

Comentarios
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ANEXO 2

Instrumento para valorar las caracteristicas morfolégicas de ovocitos, cigoto y

embrion preimplantatorio

Edad: Sexo:

PARAMETROS OVOCITARIOS

Afos ejerciéndola:

Marque con una X el estadio al que corresponde cada uno de los casos que se le presentan.

CONCEPTOS

13

14

15

20

OVOCITO EN PROFASE I:
Aquellos con corona
compacta formando una capa
densa (oscura) alrededor del

ovocito, antes de ser
denudado. Se observa
vesicula germinal y

citoplasma granuloso en el
interior del ovocito.

OVOCITO EN METAFASE
I:  Aquellos con corona
radiada semicompacta, es
decir, con inicio de dispersion
(pequeiios espacios entre sus
células), antes de ser
denudado. No se observa
vesicula germinal o cuerpo
polar. Citoplasma granuloso
central u homogéneo.

OVOCITO EN METAFASE
II MADURO: Aquellos con
corona radiada  grande,
expandida (con espacios entre
las células en forma de
rayos), pudiendo observarse
los limites del ovocito, antes
de ser denudado. Se puede

observa el primer cuerpo
polar y citoplasma
homogéneo.

OVOCITO EN METAFASE
II POSTMADURO: Corona
casi ausente o ausente.
Citoplasma muy
transparente o fragmentado.
El ovocito puede observarse
con nitidez. Puede
identificarse el primer cuerpo
polar, el cual, en ocasiones
esta fragmentado.

GRACIAS POR SU AYUDA
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PARAMETROS DEL CIGOTO

Conteste en el cuadro que corresponde a cada caso lo que se le solicita: porcentaje, numero total, medida o el nimero de una de las

opciones que se dan. Si cree que alguna de las definiciones no se aplica a la imagen que observa favor de poner NA (no aplica)

CONCEPTOS CASOS

1120314151607 1819110111 [ 1213 1415|1617 1181 19]20

HALO Area citoplasmatica

periférica libre de

granulacién.

4+  Porcentaje del halo
respecto al drea total del
embrion.

4+  Porcentaje del halo
respecto a la periferia
total del embridén.

4+  Cuantificacion del
ancho del halo en mm
en su porcién mas
gruesa.

GROSOR DE LA ZONA

PELUCIDA Medicion del

grosor de la zona pelicida,

medido en mm

NUMERO DE

PRONUCLEO Niuimero de

prontcleos dentro del cigoto.

NUMERO DE NUCLEOLOS
EN PRONUCLEO
MASCULINOS Cantidad de
nucléolos dentro del
prontcleo masculino, el cual
se define como aquel que
presente cuando menos dos
de las  siguientes tres

caracteristicas:
®  Pronicleo de mayor
tamaiio.

® Pronicleo con el
mayor numero de

nucléolos.
®  Pronucleo mas
alejado del cuerpo
polar.
NUMERO DE NUCLEOLOS
EN PRONUCLEO
FEMENINO Cantidad de
nucléolos dentro del

prontcleo femenino, el cual
se define como aquel que
presente cuando menos dos
de las  siguientes tres

caracteristicas:
® Pronicleo de menor
tamaiio.

® Pronicleo con el
menor numero de

nucléolos.

®  Proniicleo mas
cercano del cuerpo
polar.
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PARAMETROS DEL CIGOTO

Conteste en el cuadro que corresponde a cada caso lo que se solicita: porcentaje, niimero total, medida o el nimero de una de las

opciones que se dan. Si cree que alguna de las definiciones no se aplica a la imagen que observa favor de poner NA (no aplica)

CONCEPTOS CASOS
112345678910 11]12]13]14 15|16 |17 |18

DISTRIBUCION DE NUCLEOLOS:
Localizacion de los nucledlos dentro del
prontcleo. Se subdivide en cuatro
parametros:

1.  Alineacion vertical de los
nucléolos de ambos pronicleos
cerca de la union pronuclear.

2.  Alineacién vertical de los
nucléolos del pronucleo
masculino cerca de la unién
pronuclear con dispersion de
los nucléolos del pronicleo

femenino.
3. Alineacion vertical de los
nucléolos del pronucleo

femenino cerca de la unién
pronuclear con dispersion de
los nucléolos del pronicleo
masculino.

4. Dispersion de los nucléolos de
ambos prontcleos.

TAMANO NUCLEOLAR:
Equivalencia entre el tamaiio nucleolar
de ambos pronucleos. Se divide
entonces en dos:

1. Nucleédlos equicorporales (igual
tamafio entre los nucleolos de
un pronticleo) en ambos
proniicleos.

2. Nucléolos equicorporales en el
proniucleo masculino y no
equicorporales (diferente
tamaifio entre los nucléolos de
un pronucleo) en el femenino.

3. Nucléolos equicorporales en el
proniicleo femenino y no
equicorporales (diferente
tamaiio entre los nucléolos de
un prontcleo) en el masculino.

4. Nucléolos no equicorporales en
ambos pronticleos.

TAMANO PRONUCLEAR:
Equivalencia entre el tamaiio
pronuclear dentro del cigoto. Se divide
entonces en dos:

1. Equicorporales (de igual tamaiio
entre los pronicleos del ovocito
fertilizado).

2. No equicorporales (de diferente
tamaifio entre los prontcleos del
ovocito fertilizado).

SITUACION PRONUCLEAR:
Relacién que guardan los prontcleos
entre ellos.
1. Conglomerados.
2.  Dispersos.
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PARAMETROS DEL CIGOTO

Conteste en el cuadro que corresponde a cada caso lo que se solicita: porcentaje, nimero total, medida o el

nimero de una de las opciones que se dan. Si cree que alguna de las definiciones no se aplica a la imagen que

observa favor de poner NA (no aplica)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

13

14

15

16

17

18

19

20

ALINEACION DEL
CUERPO POLAR:
Localizacién en grados de
una linea imaginaria trazada
en la unién pronuclear en
relacion con un eje que pase
de la mitad del cigoto al
cuerpo polar.

CLASIFICACION DE
SCOTT:
1. Igual numero de

nucleolos alineados en la
unién pronuclear; de 3
a 7 en cada pronicleo,
de igual tamafio y con
una diferencia menor de
uno entre los dos.

2. Igual nimero de
nucleolos dispersos en
los pronucleos; de 3 a 7
en cada pronicleo, de
igual tamafio y con una
diferencia menor de uno
entre los dos.

3.  Alineacion nucleolar en
la unién pronuclear de
al menos de uno de los

pronucleos, igual o
diferente numero de
nucleolos e igual o

diferente tamaiio.

4. Pronucleos de diferente
tamaifio, o separados, o
nucleolos dispersos con
diferencia mayor a uno
entre los dos.

GRACIAS POR SU AYUDA
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PARAMETROS DEL EMBRION EN EL DIA DOS

1123145678910 11 12|13 |14 |15]16 |17 |18 [ 1920

NUMERO DE
BLASTOMEROS: blastémeros
observados en el segundo dia
después de la fertilizacion.
NUMERO DE
BLASTOMEROS
NUCLEADOS: Nimero de
blastomeros con presencia de
ntcleo en su interior.
NUMERO DE
BLASTOMEROS
MONONUCLEADOS:
blastémeros con presencia de
un solo nicleo.

NUMERO DE

BLASTOMEROS

MULTINUCLEADOS:

blastémeros con presencia de

muiiltiples nicleos.

FRAGMENTACION:

Dividiendo el embrién en

cuadrantes. Mencione el

numero de cuadrantes con
presencia de fragmentos.

GROSOR DE LA ZONA

PELUCIDA: Cuantificacion

del ancho de la zona pelucida.

En mm

TAMANO DE

BLASTOMERAS:

1. Equicorporal:
Blastémeras de igual
tamaiio.

2.  No equicorporales:
Blastomeros de diferente
tamaiio.

CLASIFICACION

MORFOLOGICA:

1. Embrién con 4 blastomeros
equicorporales con adecuado
contacto entre las células, sin
blastomeros multinucleadas
ycon <10% de
fragmentacion.

2. Embrion con 4 blastémeros
simétricas con 10 a 20 % de
fragmentacion o con falta de
adecuado contacto entre las
células sin blastomeros
multinucleados.

3. De 2 a 3 blastomeros, 6 4
blastémeros con 20-30% de
fragmentacion, 6
blastomeros asimétricas;
ninguno multinucleado.

4. Mas de 4 blastomeros 6 2 a 4
blastémeros con > de 30%
de fragmentacién 6
blastomeros asimétricas 6
blastémeros multinucleados.

5. Menos de dos blastémeros
con fragmentacion severa 6
con la mitad de los
blastémeros multinucleados.
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