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CALIDAD EMBRIONARIA 

Los resultados de la reproducción asistida dependen de diversos factores, siendo uno de
los más importantes la calidad del embrión. Un buen sistema de clasificación embriona-
rio es crucial para:
• Hacer una buena selección del embrión a transferir.
• Estandarizar los tipos de embrión para poder utilizarlo de referencia en los estudios de

diferentes centros.
• Reducir los embarazos múltiples, ajustando el número de embriones que se transfieren

a la calidad del embrión. 
• Permitir la comparación de la calidad de los embriones entre los ciclos de las mismas

pacientes.
• Evaluar los distintos métodos de cultivo.

Las principales características morfológicas consideradas en la calidad embrionaria son:
número de células (blastómeras), tamaño, forma, multinucleación y porcentaje de fragmen-
tación(1-3). Estos factores han sido combinados de diferentes maneras en las clasificaciones
embrionarias para intentar predecir el embarazo. Sin embargo, además de las característi-
cas que tiene el embrión el día de la transferencia, se deben tener en cuenta otros factores
como la morfología de los zigotos y la división temprana (primera división mitótica).

Las características morfológicas (patrón nuclear) en el estadio de zigoto, aunque no
determinen la evolución del embrión, ya que son independientes del desarrollo embrio-
nario(4), deben tenerse en cuenta a la hora de seleccionar el embrión a transferir. Para
ello es necesario trabajar con cultivo individualizado que nos permita seguir el desa-
rrollo de cada embrión. Así el embrión óptimo en D+2 y D+3 debe provenir de un
zigoto con buena morfología (pronúcleos centrales, adyacentes y de tamaño simi-
lar), teniendo éste una mayor tasa de implantación, embarazo y supervivencia a la
descongelación(5). 

La división temprana es un indicador de calidad del embrión y su capacidad de desarro-
llo, ya que estos embriones obtienen mejor clasificación morfológica el día de la transfe-
rencia(6,7). La división temprana es también un criterio más para discriminar embriones de
la misma calidad(6), lo que nos permite poder escoger el embrión con mayor probabilidad
de implantación(8).
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Velocidad de división esperada

Día 0
Entre 16 y 18 horas después de la FIV y entre 16 y 20 horas tras ICSI se observa la fecun-
dación normal (2 pronúcleos y 2 corpúsculos polares).

Día +1
Entre 25 y 27 horas en algunos embriones se produce la primera división mitótica, obser-
vándose 2 células. Si no es así, el embrión debe tener 2 células a las 30 horas de la FIV
o ICSI(4,9).

Día +2 
Entre 40 y 44 horas después de la fecundación se espera que el embrión de buena cali-
dad se haya dividido en 4 células(3,4,10-12). 

304

FIV-ICSI aspectos embriológicos

Es importante emplear un buen sistema de evaluación que permita 
efectuar la selección embrionaria con criterios lo más objetivos posibles. RSAA
De esta manera podrán maximizarse las posibilidades de embarazo, 
minimizando la frecuencia de embarazo múltiple.

La selección del embrión óptimo es la resultante de un proceso evolutivo 
continuo en el que se valorarán gametos, zigotos, embriones tempranos RSAA
y tardíos.

El cultivo embrionario deberá ser individualizado, con la finalidad de 
poder seguir el desarrollo de cada embrión por separado. RSAA

La valoración de los criterios nucleares durante el estadío de zigoto, 
ayuda a seleccionar embriones que se transfieren en día +2 y +3. C

La valoración de la calidad del embrión incluye, además, su velocidad 
de división y sus características morfológicas. C

Dentro de la valoración de la velocidad de división es importante tener 
en cuenta la primera división mitótica, que debe producirse entre las C
25-27 horas post inseminación o microinyección. 

El ritmo de división esperado en el embrión es de 2 células a las 25-27 
horas, 4 células a las 40-44 horas y 8 células a las 67-71 horas. C

Los embriones que se dividen lenta o rápidamente no tienen un buen 
pronóstico respecto a su posibilidad de implantación. C
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Día + 3
A las 67-71 horas el embrión debe tener 8 células. 

Los embriones que se dividen lenta o rápidamente tienen una tasa de embarazo más baja
que los que se dividen a un ritmo normal (en día +2: 4 células y en día +3: 7-9 células). Los
que se dividen lentamente tienen además mayor incidencia de anomalías cromosómicas(13).

Los embriones con división rápida, 9-10 células o más en día +3, presentan poca capa-
cidad de formar blastocistos normales(14). Además estos embriones también pueden tener
altos niveles de aberraciones cromosómicas.

El grado de fragmentación se expresa como un porcentaje y se define como el volumen de
espacio perivitelino y/o de cavidad ocupado por fragmentos citoplasmáticos enucleados.

La presencia de fragmentos embrionarios compromete su viabilidad(15).

Es importante distinguir una blastómera de un resto citoplasmático. Así Johanson et al.,
2003(16), determinan el diámetro regular de las blastómeras en embriones en día 2 y en día 3
(D+2 → 65-70 micras; D+3 → de 55-60 micras), existiendo un diámetro límite por debajo del
cual se considera “resto citoplasmático”, ya que los fragmentos analizados no muestran mate-
rial genético. El diámetro límite para el día +2 son 45 micras y para el día +3 son 40 micras.

La mayoría de estudios publicados se refieren al efecto que produce la presencia de frag-
mentos sobre la implantación. Staessen et al., Giorgetti et al., y Ziebe et al. afirman que
la tasa de implantación baja cuando se transfieren embriones con más de un 10-20% de
fragmentación en D+2.

En día +3 además de una fragmentación menor al 20%, pueden ser indicativos de buena
calidad las características morfológicas como el incremento de los gránulos y la aparición
de diminutos orificios en el citoplasma de las blastómeras, junto con un aumento de com-
pactación de las mismas. En los embriones de buena calidad las blastómeras se expan-
den y tocan la zona pelúcida dejando muy poco espacio perivitelino(17).

Los embriones con mucha fragmentación presentan una mayor tasa de anomalías cro-
mosómicas, principalmente mosaicismos(13). 
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La valoración morfológica del embrión temprano incluye: número, 
tamaño y forma de las blastómeras, presencia de multinucleación C
y porcentaje de fragmentos anucleados.
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Alikani et al., 1999(17), tienen en cuenta los grados y el modelo de fragmentación anali-
zando la incidencia y el impacto en el potencial de implantación. No todo tipo de frag-
mentación, aunque sea en altos porcentajes, es igual de perjudicial para el embrión. El
modelo de fragmentación influye en el desarrollo embrionario, bajo la premisa general de
que la pérdida de grandes volúmenes de citoplasma es más perjudicial.

Se sugiere que los fragmentos grandes se originan de blastómeras en estadio de 2 y 4
células, porque estos fragmentos tienen mitocondrias que son más electrondensas que
las de las células de estadíos posteriores. La liberación de estos fragmentos en estadios
tempranos puede dejar al embrión sin orgánulos esenciales como mitocondrias o vacuo-
las pinocíticas. Además, la porción de célula que tiene el núcleo puede detenerse des-
pués de una pérdida grande de citoplasma. 

Los embriones con fragmentos grandes que algunas veces pueden llegar a confundirse
con blastómeras, tienen una tasa de implantación mucho más baja que los embriones
con fragmentación localizada en el espacio perivitelino o asociados a una blastómera.

Así, en caso de poca fragmentación, los modelos espaciales y temporales de fragmentación
afectan más al desarrollo del embrión que la fragmentación en sí(17). Por otra parte, en cier-
tos fenotipos con poca fragmentación, esta puede desaparecer por lisis o por reabsorción(18).

El grado de fragmentación oscilará entre un 0 y un 100%. Cuando es bajo (<20%) no
afecta a la implantación. En la mayoría de los casos la fragmentación aparece en el esta-
dio de 2 células y en el de 4-6 células.
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La presencia de fragmentos enucleados compromete la viabilidad 
del embrión. C

Es importante diferenciar entre blastómera y resto citoplasmático o 
fragmento. Se considera un fragmento cuando su tamaño es menor C
de 45 micras en día +2 y menor de 40 micras en día +3.

Los embriones con un porcentaje elevado de fragmentación presentan 
con más frecuencia anomalías cromosómicas. C

El grado de fragmentación se expresa como un porcentaje, y se define 
como el volumen de espacio perivitelino y o de cavidad ocupado por C
fragmentos citoplasmáticos enucleados.

La presencia de más del 20% de fragmentos conlleva una disminución 
importante en la tasa de implantación. C
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La desigualdad en el desarrollo de las blastómeras tiene efectos negativos, tanto en la
tasa de implantación como en la de embarazo(3,18).

Se ha descrito que las blastómeras de embriones con división desigual y multinucleación
están más afectadas por aberraciones numéricas cromosómicas que las blastómetras de
embriones con división uniforme.

Los embriones desiguales presentan una tasa de implantación inferior que la media de
los embriones divididos uniformemente. 

Al estudiar las aneuploidías de las blastómeras, se ha observado que son más frecuen-
tes en aquellos embriones con blastómeras desiguales. Asimismo, tanto la severidad de
dichas aneuploidías, como la proporción de multinucleación son mayores.

Se especula que cuando una blastómera se divide desigualmente, las dos células herma-
nas podrían recibir cantidades desiguales de proteínas, mRNA, mitocondrias, etc. Recien-
tes estudios sugieren que ciertas proteínas y productos génicos no están distribuidos uni-
formemente en el ovocito/embrión(19), lo que podría ser la causa de esta división tan desigual.

Los embriones divididos uniformemente tienen una mayor tasa de implantación y de embarazo. 

Los embriones de buena calidad en día +2 y día +3 deben tener las blastómeras del mismo
tamaño.

La multinucleación ha sido relacionada con un aumento en la tasa de aneuploidías y otras
anomalías cromosómicas(20,21,12).

Hay una clara relación entre la multinucleación y el modelo de división: en día +2 la ausen-
cia de multinucleación coincide con el modelo óptimo de desarrollo embrionario; los
embriones con menos o más de 4 células, muestran un aumento significativo de multinu-
cleación en este día de desarrollo. En día +3 el embrión óptimo de 8 células muestra la
menor tasa de multinucleación, e igualmente los embriones con más o menos blastóme-
ras presentan más multinucleación.
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La presencia de blastómeras de diferente tamaño disminuye la tasa de 
implantación y de embarazo. C

La presencia de blastómeras de diferente tamaño se asocia con 
más frecuencia a aneuploidías embrionarias. C
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Hay dos modelos distintos de multinucleación: 
• Uno ocurre en día +2 y día +3 de desarrollo y está relacionado con anomalías cromosó-

micas en la mayoría de las blastómeras del embrión. 
• El otro modelo sucede en el día +4 ó más tarde, dando un patrón cromosómico normal

en la mayoría de las blastómeras.

En los embriones con multinucleación observada en día +2 y día +3, las blastómeras pre-
sentan normalmente tres o más núcleos, mientras que en los embriones en los que la mul-
tinucleación se observa en día +4, la mayoría de las blastómeras tienen dos núcleos.

Kligman et al., 1996, estudian la incidencia de anomalías cromosómicas y no encuentran
diferencias en embriones con pocas blastómeras multinucleadas con los que tienen todas
la blastómeras multinucleadas ni tampoco entre lentos o de desarrollo normal, ni entre los
embriones obtenidos por FIV o ICSI, ni entre embriones con multinucleación detectada
en día +2 o día +3. 

La mejor etapa para ver la multinucleación es después de la primera división del embrión.

La razón de que la multinucleación tenga un fuerte impacto en la implantación obedece
a la elevada frecuencia de anomalías cromosómicas(21,18). Analizando anomalías cromo-
sómicas en embriones con blastómeras multinucleadas, el 85% presentaban anomalías
cromosómicas en más del 50% de sus blastómeras. El número de blastómeras anorma-
les excede el número de blastómeras multinucleadas, lo que significa que en un embrión
en el que se observan una o más blastómeras multinucleadas lo más probable es que el
resto de las blastómeras también sean anormales.
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La presencia de blastómeras multinucleadas se asocia con mayor 
incidencia de anomalías cromosómicas embrionarias, siendo las más C
frecuentes las aneuploidías.

Los embriones que el día +2 o +3 presentan blastómeras multinucleadas, 
tienen más frecuentemente anomalías cromosómicas en la totalidad C
del embrión, que aquellos en los que la multinucleación aparece a partir 
del día +4.

El mejor momento para valorar la multinucleación de las blastómeras 
es a partir de la primera división mitótica. C

La transferencia de embriones con blastómeras multinucleadas tiene 
una tasa de implantación y embarazo menor que la de embriones C
con blastómeras mononucleadas.
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Se considera que un embrión es de buena calidad en día +2 cuando 
cumple todos los siguientes criterios (ASEBIR):
- 4-5 blastómeras a las 44-47 horas postinseminación.
- Fragmentación inferior al 20%.
- Semejanza de tamaño entre las blastómeras. RSAA
- Citoplasma sin vacuolas ni granulación excesiva.
- Ausencia de multinucleación.
- Zona pelúcida sin anomalías.
- Pronúcleos, a las 16-22 horas, centrados, adyacentes, de tamaño 

semejante y bien definidos.

Se considera que un embrión es de buena calidad en día +3 cuando 
cumple todos los siguientes criterios (ASEBIR):
- 7-12 blastómeras a las 67-71 horas postinseminación con 4-5 

en el margen horario de 44-47 horas.
- Fragmentación inferior al 20%.
- Semejanza de tamaño entre las blastómeras. RSAA
- Citoplasma sin vacuolas ni granulación excesiva.
- Ausencia de multinucleación.
- Zona pelúcida sin anomalías.
- Pronúcleos centrados, adyacentes, de tamaño semejante 

y bien definidos.

Se considera que un embrión es de óptima calidad en día +2 cuando 
cumple todos los siguientes criterios (ASEBIR):
- 4 blastómeras a las 44-47 horas postinseminación.
- Fragmentación menor del 15%.
- Semejanza de tamaño entre las blastómeras. RSAA
- Citoplasma sin vacuolas ni granulación excesiva.
- Ausencia de multinucleación.
- Zona pelúcida sin anomalías.
- Pronúcleos, a las 16-22 horas, centrados, adyacentes, de tamaño 

semejante y bien definidos.

Se considera que un embrión es de óptima calidad en día +3 cuando 
cumple todos los siguientes criterios (ASEBIR):
- 7-8 blastómeras a las 67-71 horas postinseminación con 4-5 

en el margen horario de 44-47 horas.
- Fragmentación inferior al 15%.
- Semejanza de tamaño entre las blastómeras. RSAA
- Citoplasma sin vacuolas ni granulación excesiva.
- Ausencia de multinucleación.
- Zona pelúcida sin anomalías.
- Pronucleos centrados, adyacentes, de tamaño semejante 

y bien definidos.
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CULTIVO EMBRIONARIO: CULTIVO CORTO VS CULTIVO LARGO 

Los avances en el conocimiento de la fisiología del embrión en sus estadios iniciales
de evolución han ayudado al desarrollo de nuevos sistemas de cultivo capaces de pro-
longar el cultivo embrionario hasta el estadio de blastocisto. Esto ha llevado a la pre-
sentación de sistemas que incluyen más de un medio de cultivo (los llamados medios
secuenciales), los cuales se han diseñado para aportar al embrión los requerimientos
nutritivos y metabólicos específicos en cada momento del desarrollo preimplantato-
rio(22,23). También existen medios de cultivo en el mercado diseñados de forma que con
un único medio el embrión pueda alcanzar el estadio de blastocisto.

La utilización de dichos medios secuenciales en ensayos preliminares de tranferencia de
embriones en día +5 vs día +3, demostraron un incremento significativo en la tasa de
implantación(24-26). Estudios prospectivos posteriores, mostraron que la tasa de embarazo
no era significativamente diferente (71% vs 66%), pero en éstos se transfirió mayor número
de embriones en día +3(23,27) que en día +5(24-26). Sin embargo, la tasa de implantación por
blastocisto era de un 50,5% mientras que la tasa de implantación por embrión de día 3,
fue de 30,1%, siendo así significativamente diferente, apoyando el concepto de que la
transferencia de blastocistos, por su elevada tasa de implantación, puede aportar altas
tasas de embarazo clínico sin exponer a las pacientes a riesgos elevados de gestaciones
múltiples de alto grado. Así, la transferencia de 2 blastocistos resulta en un 53% de tasa
de embarazo gemelar sin embarazos triples, mientras que con la transferencia de 3 blas-
tocistos se pueden obtener tasas de hasta el 31% de trillizos(24,25). 

Las transferencias de blastocistos obtenidos mediante el empleo de diferentes medios
secuenciales existentes en el mercado, han sido estudiadas por diferentes autores(27-

31), y sus resultados y conclusiones son similares.

Además de los cultivos secuenciales, existen sistemas de co-cultivo con diferentes
células. Este sistema de co-cultivo se basa en la idea del beneficio mutuo, tanto de
aporte de sustancias nutrientes como de eliminación de sustancias de desecho del
metabolismo embrionario. El co-cultivo con células epiteliales de endometrio humano,
consigue una elevada tasa de blastocistos de buena calidad y de implantación(32).

La transferencia de blastocistos se ha asociado con altas tasas de implantación y de
embarazo sin diferencias en la tasa de abortos, en varios estudios incluidos en una
revisión sistemática de la base de datos Cochrane publicada en el 2002 y revisada
posteriormente en el 2005(33,34).

Aunque aproximadamente el 40-60% de los embriones alcanzan el estadio de blastocisto
con medios secuenciales(24-27,34), uno de los riesgos del cultivo de blastocistos es la posi-
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bilidad de no obtener embriones para transferir. Se ha publicado que la estrategia de esti-
mulación ovárica estrictamente controlada, puede aumentar la probabilidad de obtener
ovocitos con el mayor potencial de desarrollo, lo que disminuiría el riesgo de que ninguno
de los embriones llegase hasta el estadio de blastocisto(24,26). Otra medida es establecer
criterios de evaluación del desarrollo embrionario en día +3, como número de blastóme-
ras y presencia y porcentaje de fragmentación, antes de continuar el cultivo(27), y si los
criterios no se cumplen, los embriones se pueden transferir sin continuar hasta blasto-
cisto. Ambas estrategias pueden disminuir el número de ciclos sin transferencia por no
obtención de blastocistos, si bien lo más importante es la calidad del programa de repro-
ducción asistida en general y la del laboratorio de embriología en particular.

Se han sugerido diferencias en la proporción de niños/niñas nacidos por transferencia
de blastocistos y en la proporción de gemelos monozigóticos. Un estudio multicén-
trico reciente revela un 5% de gemelos monozigóticos, es decir, una incidencia 10
veces mayor que la que existe de forma natural(28,35). 

El cultivo hasta blastocisto también supone una reducción en el número de embriones
criopreservables, resultando en una reducción de la tasa de embarazo acumulado por
punción tras la transferencia de los embriones frescos y congelados(36).

Por otro lado, la transferencia de blastocistos en presencia de blastocistos excedentes
congelables se asocia con muy altas tasas de embarazo e implantación. Por ello, en estos
casos se debe considerar la transferencia de un único blastocisto. Por el contrario, en los
casos en los que existen blastocistos excedentes pero no congelables, o bien no existen
blastocistos sobrantes, la tasas de embarazo e implantación son menores(37,38). 

Las condiciones de cultivo influyen en la tasa de blastocisto obtenida. De hecho, cul-
tivando en microgotas recubiertas de aceite o en un sistema de pocillos sin aceite, no
se observan ventajas en cuanto a la tasa fecundación, desarrollo embrionario ni emba-
razo tras el cultivo de los ovocitos hasta día 2 o 3 bajo condiciones de 5% CO2/90%
N2/5% O2, en vez del 5% CO2/95% aire (20% O2 atmosférico). Sólo cuando se prolonga
el cultivo hasta blastocisto, se observa una ligera pero significativa mejoría del desa-
rrollo del blastocisto al utilizar el 5% de oxígeno, que se evidencia tanto en la tasa de
blastocisto como en el número de células que poseen(39). Por otro lado, se ha demos-
trado que el equilibrar los medios de cultivo demasiadas horas a 37ºC puede degra-
dar componentes químicos de los medios que posteriormente influyen en el desarro-
llo embrionario(40). Todos estos condicionantes del cultivo influyen sobre el número de
células finales del blastocisto. Al estudiar cuantitativamente las células de la masa celu-
lar interna del blastocisto, los resultados sugieren que la masa celular es indicativa del
potencial de implantación del mismo. Así, blastocistos con una masa relativamente
grande y oval tienen mayores probabilidades de implantación(39,40).
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Una indicación del cultivo de blastocistos podría ser la mejor selección de embriones de
mala calidad en día +2/+3(41,42). De hecho, las tasas de implantación son significativa-
mente mejores transfiriendo blastocistos procedentes de embriones de mala calidad, sin
diferencia en las tasa de gestación múltiple ni de aborto(43,44).

Otra indicación posible es en casos de fallos de implantación (al menos 2-3 intentos pre-
vios con transferencia de 2-3 embriones de buena calidad en día +2/ día +3). Así, se ha
visto que la tasa de nacidos vivos y de implantación es mayor en la transferencia de
embriones en día +5, además de una menor tasa de múltiples por la transferencia de un
menor número de embriones(45). En otros estudios prospectivos y randomizados, se
observa igualmente un incremento significativo en la tasa de implantación, así como un
incremento no significativo de la tasa de embarazo por punción y por transferencia, pero
sin una reducción de los embarazos múltiples. Además se observa una alta tasa de can-
celación en las tranferencias de blastocistos, la cual se reduce significativamente si la
decisión de continuar el cultivo se hace en el día +3, necesitando por lo menos 2-3 embrio-
nes en 8 células para tener una alta probabilidad de obtener blastocistos transferibles(46).
Estos resultados pueden justificarse por una mejor selección embrionaria y una mejor
receptividad uterina.

Aunque la técnica del cultivo de blastocistos parece muy prometedora para los resul-
tados de la FIV, se precisan estudios controlados randomizados con condiciones de
cultivo estandarizadas y laboratorios con buenas condiciones de calidad, para deter-
minar si el cultivo prolongado supone realmente una ventaja para pacientes no selec-
cionadas. Además los propios laboratorios deben de testar sus sistemas de cultivo
antes de ofertar esta técnica a las pacientes con garantías, como por ejemplo en ciclos
de donación de ovocitos, en los cuales los beneficios del cultivo a blastocistos parece
claro(38).

Por todo ello, aunque la transferencia de embriones en estadio de blastocisto parece
ofrecer algunas ventajas en muchos aspectos, no está indicado actualmente reco-
mendar este tipo de cultivo en todos los casos. 

Es posible que la utilización de distintas condiciones de cultivo en los laboratorios, así
como los criterios de selección embrionaria para los embriones a transferir(47), la calidad
del blastocisto a transferir(48-50), así como la selección de los embriones según el consumo
de determinados nutrientes del medio de cultivo(51), la técnica de transferencia embriona-
ria(30,31,52), la realización o no de eclosión asistida o adelgazamiento de la zona pelúcida
pre transferencia(53,54), y el daño sobre la cromatina del espermatozoide(55), sean, por lo
menos en parte, responsables de las discrepancias entre los diferentes estudios que com-
paran los resultados transfiriendo en D+3 o en D+5.
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El cultivo embrionario debe realizarse con medios capaces de aportar 
las sustancias necesarias para el correcto metabolismo de los embriones. RSAA

Existen dos tipos de cultivo embrionario: corto, con transferencia 
en día +2 o día +3 y largo, con transferencia en día +5. RSAA

No existen diferencias, en cuanto a la tasa de embarazo e implantación, 
entre la transferencia de embriones en día +2 o día +3. C

La transferencia de embriones en día +5 (blastocisto) vs día +2 o +3, 
en población seleccionada, aumenta la tasa de implantación pero no la C
de gestación, si se transfiere mayor número de embriones en día +2 o +3.

Se necesitan más estudios para saber si el cultivo largo de los embriones 
supone realmente una ventaja, en pacientes no seleccionadas. RSAA

El cultivo largo para obtener blastocistos presenta los siguientes riesgos: 
no tener embriones para la transferencia y disponer de un menor número C
de embriones criopreservados.

El cultivo largo para obtener blastocistos presenta las siguientes ventajas: 
se reduce el número de embriones a transferir, se disminuye la tasa C
de gestaciones múltiples, se hace una mejor selección embrionaria 
y permite el diagnóstico genético preimplantacional.
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