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Abstract 

 

One of the major problems that the Assisted Human Reproduction Units face are the multiple 

gestations, since they suppose a significant risk to both the mother and the newborn. Due to 

this, one of their main objectives is the decrease of these multiple pregnancies by limiting the 

number of embryos being transferred. Embryo implantation is directly related to the number 

and quality of the transferred embryos, so it is essential to find markers of embryo quality 

that allow the selection and transfer of those embryos with a higher implantation potential. 

Traditionally, embryo selection has been performed by morphological classification rules. 

However, it has been shown that these morphological rules are subjective and their 

evaluation involves an exposure of the embryos to culture conditions which may adversely 

affect their development. For this reason, there was the need to develop more objective 

methods of selection that would assess the evaluation of the embryo characteristics without 

affecting its growing conditions. Image analysis and morphometric variables design related to 

embryo form, size and thickness of its zona pellucida (ZP) can improve embryo selection 

decreasing observer’s subjectivity. There are some studies about the assessment of 

embryonic morphometric variables based on implantation, but there are not studies about 

the assessment of embryonic morphometric variables depending on the number of cells 

(blastomeres).  

Therefore, the aim of this study was to evaluate embryonic morphometric parameters related 

to size by the inner perimeter (IP), to form by the circularity factor (CF) and the ZP thickness 



(ZPT), depending on the embryo cells number. In order to do this, images were taken of 100 

embryos at day 2 of development (48 hours after insemination), that had got between 2 and 6 

cells. These parameters were analyzed using the image analysis program ImageJ. Then, the 

corresponding statistical analysis was performed to quantify the effect of the number of cells 

factor on the morphometric characteristics studied.  

The analysis showed, first, that the number of embryo blastomeres significantly affects its IP 

and ZPT, but it does not affect its circularity. Furthermore, after quantifying this effect, a 

negative effect was found. That is, as the cells number increased, IP and ZPT decreased.  

Therefore, it was concluded that the morphological variable number of cells linearly, 

negatively and significantly affects embryo size and the thickness of its ZP. However, it does 

not affect the circular form of the embryo in day 2 of development. 

 

Key Words 
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Resumen 

 

Uno de los problemas más importantes a los que se enfrentan las Unidades de Reproducción 

Humana Asistida son las gestaciones múltiples, pues suponen un riesgo importante tanto para 

la madre como para el recién nacido. Por lo tanto, uno de sus objetivos prioritarios es la 

disminución de dichas gestaciones múltiples mediante la limitación del número de embriones 

a transferir. La implantación embrionaria está directamente relacionada con el número y la 

calidad de los embriones transferidos, por lo que es imprescindible encontrar marcadores de 

calidad embrionaria que permitan seleccionar y transferir aquellos embriones con un mayor 

potencial de implantación. Tradicionalmente, la selección embrionaria previa a la 

transferencia, se ha llevado a cabo mediante criterios de clasificación morfológicos. Sin 

embargo, se ha demostrado que dichos criterios son subjetivos y su evaluación implica la 

exposición de los embriones a condiciones de cultivo que pueden afectar negativamente a su 

desarrollo. Así pues, surgió la necesidad de desarrollar métodos de selección más objetivos 

que permitiesen evaluar las características de los embriones sin afectar a sus condiciones de 

cultivo. El análisis de imagen y el diseño de variables morfométricas relacionadas con la forma 

y el tamaño del embrión y el espesor de su zona pelúcida (ZP) permiten mejorar la selección 

embrionaria disminuyendo la subjetividad asociada al observador. Existen algunos estudios 

basados en la evaluación de variables morfométricas embrionarias en función de la 



implantación, pero no se han encontrado estudios que valoren las variables morfométricas 

embrionarias en función del número de células (blastómeras). 

Es por ello, que el objetivo del presente trabajo fue evaluar los parámetros morfométricos 

embrionarios relativos al tamaño mediante el perímetro interno (PI), a la forma mediante el 

factor de circularidad (FC) y al espesor de la ZP (EZP) en función del número de células de los 

embriones. Para ello, se tomaron imágenes de 100 embriones en día 2 de desarrollo (48 horas 

post-inseminación), que presentaban entre 2 y 6 células, y se analizaron dichos parámetros 

mediante el programa de análisis de imagen ImageJ. A continuación, se realizó el análisis 

estadístico correspondiente para cuantificar el efecto del factor número de células sobre las 

características morfométricas estudiadas. 

Dicho análisis mostró, en primer lugar, que el número de blastómeras que presente el 

embrión afecta significativamente a su PI y al EZP, pero no tiene efecto sobre su circularidad. 

Además, tras cuantificar dicho efecto se observó que era un efecto negativo, es decir, a 

medida que aumentaba el número de células disminuían el PI y el EZP. 

Por tanto, se concluyó que la variable morfológica número de células influye de forma lineal, 

negativa y significativa en el tamaño del embrión y en el espesor de la ZP. Sin embargo, no 

afecta a la forma circular que presentan los embriones en día 2 de desarrollo. 

 

Palabras clave 

Gestaciones múltiples, selección embrionaria, sistema de clasificación embrionaria, 
parámetros morfométricos, análisis de imagen. 
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1 INTRODUCCIÓN 

1. INTRODUCCIÓN 

 

1.1. SITUACIÓN ACTUAL DE LAS TÉCNICAS DE REPRODUCCIÓN ASISTIDA 

 

 En la actualidad, cada vez es más común encontrar parejas con problemas de fertilidad 

que acuden a centros especializados y a Unidades de Reproducción Humana Asistida (URHA) 

con la finalidad de satisfacer su deseo de ser padres (SEF, 2012). Por ello, este campo ha ido 

avanzando en los últimos treinta años a gran velocidad, realizándose alrededor de un millón y 

medio de ciclos de Técnicas de Reproducción Asistida (TRA) al año en todo el mundo, ya sea 

Fecundación In Vitro (FIV) o Inyección Intracitoplasmática de Espermatozoides (ICSI), con una 

tasa de nacimiento estimada de 350.000 niños (ESHRE, 2010). 

 

1.1.1. Gestaciones múltiples, el inconveniente de las TRA 

 

 Con el avance y la gran difusión de las TRA, sin embargo, se ha ido incrementando el 

número de gestaciones múltiples, llegando a tasas del 24% del total de gestaciones resultantes 

de ciclos de TRA, debido fundamentalmente a los protocolos de estimulación, las condiciones 

de cultivo embrionario, el retraso de la edad media de maternidad y las transferencias 

indiscriminadas de embriones en los ciclos de FIV/ICSI (Simón y Pellicer, 2005; Murray y Norman, 

2014). 

 

 El gran problema de dichas gestaciones múltiples radica en los efectos negativos y las 

complicaciones que suponen tanto para el feto como para la madre, por lo que uno de los 

principales objetivos de las TRA desde hace más de una década ha sido su reducción, sin afectar 

las tasas de implantación y de gestación, mediante la limitación del número de embriones a 

transferir (Templeton y Morris, 1998). 

 

 Actualmente, muchos son los países europeos que cuentan con los organismos 

reguladores necesarios para establecer restricciones legales en el número de embriones a 

transferir en las TRA (Ricciarelli, 2007). 

 

 Concretamente en España, la Asociación para el Estudio de la Biología de la 

Reproducción (ASEBIR) y la Sociedad Española de Fertilidad (SEF) se encargan de cumplir el 

objetivo de reducir los embarazos múltiples centrándose en la limitación del número de 
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embriones a transferir (Tabla 1) en función de la situación clínica de cada pareja (SEF, 2005). 

  

Tabla 1. Recomendaciones de la SEF para el número de embriones a transferir (SEF, 2005). 

 

 

 Sin embargo, a lo largo de los años de investigación en la campo de la reproducción 

humana asistida, se han evaluado diversas técnicas para la reducción de las gestaciones 

múltiples, además de la limitación en el número de embriones transferidos (Galliano y Martínez, 

2008). 

 

 Una de las posibilidades propuestas fue la transferencia de los embriones en estadio de 

blastocisto, pues el proceso de selección sería mejor atendiendo a criterios morfológicos y 

genéticos y la tasa de implantación sería más elevada (Langely et al., 2001), pero presenta el 

inconveniente de que alrededor del 40-50% de los embriones detiene su crecimiento en cultivo 

antes de llegar a dicho estadio, debido a la estructura más compleja que adquiere el embrión 

(Gardner et al., 2000). 

 

 Por otra parte, Single Embryo Transfer (SET) o la transferencia selectiva de un único 

embrión se presentó como una importante posibilidad para reducir los embarazos múltiples 

(Galliano y Martínez, 2008). Sin embargo, estaría indicada preferiblemente para aquellos casos 

con un buen pronóstico, como mujeres jóvenes, embriones de buena calidad y 

primeros/segundos ciclos de fecundación, ya que en el resto de casos se ha observado una 

disminución importante en la tasa de gestación (Thurin et al., 2004). 

 

 

Edad de la mujer Nº de embriones 
a transferir 

Excepciones 

Menores de 30 años 1 o 2 Ninguna 

Entre 30-37 1 o 2 

A partir del tercer ciclo: valorar la 

transferencia de 3 si no hay ningún 

embrión de “buena calidad” 

Mayores  de 38 años 2 

A partir del primer ciclo: valorar la 

transferencia de 3 si no hay ningún 

embrión de “buena calidad” 

Donación de ovocitos 1 o 2 Ninguna 
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1.2. SELECCIÓN EMBRIONARIA 

 

 En España, permanece vigente la Ley 14/2006, de 26 de mayo, sobre Técnicas de 

Reproducción Humana Asistida, la cual limita el número de embriones a transferir en un máximo 

de 3 (BOE, 2006). Así pues, para disminuir el número de embriones a transferir sin afectar las 

tasas de implantación y de gestación, ha sido imprescindible desarrollar nuevas herramientas 

de selección embrionaria que permitiesen ampliar el conocimiento acerca del potencial de 

implantación de cada embrión para poder seleccionar únicamente aquellos con un potencial de 

implantación mayor (Molina et al., 2011).  

 

1.2.1. Selección mediante criterios morfológicos 

 

 Los criterios tradicionales de selección usados en los laboratorios de Reproducción 

Asistida se basan en la evaluación de la morfología embrionaria para predecir la capacidad 

implantatoria, en la cual se usan clasificaciones que permiten distinguir entre las distintas 

calidades embrionarias, evaluadas en función del número de células del embrión (blastómeras) 

y de la simetría y fragmentación de éstas (Van Montfoort et al., 2004). Un ejemplo de estas 

clasificaciones sería el propuesto por Van Royen et al. (1999), la cual se sigue utilizando todavía 

(Figura 1):  

 

- Grado 1: Embriones con blastómeras regulares y simétricas, sin apenas fragmentos.  

- Grado 2: Embriones con blastómeras simétricas y no más de un 10% de fragmentos.  

- Grado 3: Embriones con blastómeras asimétricas y menos del 50% de fragmentos.  

- Grado 4: Embriones con blastómeras desiguales y con más del 50% de fragmentos.  

- Grado 5: Embriones no viables con blastómeras completamente fragmentadas. 

Figura 1. Esquema de la clasificación embrionaria descrita por Van Royen y colaboradores (Van Royen et 

al., 1999). 
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 Sin embargo, este tipo de clasificación basada en el análisis estático de la morfología 

embrionaria es incapaz de seleccionar de forma clara los embriones de mayor calidad y 

capacidad de implantación, pues es necesario tener en cuenta la evolución dinámica de la 

morfología del embrión durante su cultivo in vitro (Calderón, 2003). 

 

 Numerosos estudios han demostrado que los principales factores predictores de 

implantación y gestación tras los ciclos de TRA son la calidad embrionaria y la edad de la mujer, 

la cual no se puede cambiar (El-Mazny et al., 2011). 

  

 Así pues, algunas de las variables morfológicas relacionadas con la capacidad de 

implantación y la calidad embrionaria son: número de células, fragmentación del embrión, 

simetría de las blastómeras y espesor de la zona pelúcida (ZP) (Scott et al., 2007). Además, se 

han elaborado scores embrionarios basados en dichas características morfológicas, 

consideradas como las más influyentes sobre la implantación (Holte et al., 2007).  

 

 Todo ello llevó a la aparición de una nueva clasificación morfológica embrionaria más 

amplia, propuesta por ASEBIR y aceptada a nivel nacional, que consistía en la consideración de 

(ASEBIR, 2008):  

 

- Número de células y ritmo de división.  

- Tamaño y simetría de las blastómeras.  

- Porcentaje y tipo de fragmentación celular.  

- Visualización de núcleos y grado de multinucleación.  

- Espesor y abultamientos de la ZP.  

- Presencia de vacuolas.  

 

 En base a todas estas características, se estableció la clasificación con cuatro categorías 

dentro de las cuales se dividen los embriones antes de su transferencia (ASEBIR, 2008):  

 

- Categoría A: Embrión de óptima calidad con máxima capacidad de implantación (Figura 

2). 

- Categoría B: Embrión de buena calidad con elevada capacidad de implantación. 

- Categoría C: Embrión regular con bajas posibilidades de implantación. 

- Categoría D: Embrión de mala calidad con muy pocas posibilidades de implantación. 
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 Figura 2. Embriones tipo A según clasificación ASEBIR en día 2 de desarrollo (Torelló, 2011).  

 

 

 Sin embargo, la evaluación de la calidad embrionaria previa a la transferencia mediante 

criterios morfológicos es bastante subjetiva y con relativo poder predictivo porque depende del 

observador, por lo que también presenta gran variabilidad inter e intra-observador, lo cual limita 

en gran medida su valor pronóstico (Paternot et al., 2011a).  

 

 Además, la evaluación a tiempo real de todas las características morfológicas propuestas 

en la clasificación de ASEBIR, requiere demasiado tiempo de exposición de los embriones a 

condiciones de cultivo subóptimas, tales como cambios en el pH o la temperatura del medio, 

que puede tener efectos deletéreos en su desarrollo, calidad y posterior implantación (Garrisi 

et al., 1993). 

 

 Por ello, surgió la necesidad de desarrollar un sistema de clasificación basado en 

parámetros objetivos que consiguiera, eliminando la subjetividad del observador, la 

caracterización óptima no invasiva de las características de tamaño, forma y simetría del 

embrión y de sus blastómeras, con la finalidad de seleccionar mejor los embriones a transferir y 

reducir la tasa de gestaciones múltiples, manteniendo la de nacidos vivos (Debón et al., 2013).  
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1.2.2 Selección mediante criterios no morfológicos 

 

1.2.2.1 Técnicas ómicas 

 

 El término “ómica” hace referencia a las diferentes técnicas de estudio empleadas en 

biología, pues el sufijo “oma” significa “conjunto de”, es decir, las técnicas ómicas son disciplinas 

que estudian los eventos e interacciones de las estructuras celulares y sus procesos, desde el 

ADN hasta la función biológica, desde los genes hasta los metabolitos (Vergouw et al., 2008). 

Entre estas técnicas destacan la genómica, la transcriptómica, la proteómica y la metabolómica 

(Figura 3).  

 

 

      Figura 3. Esquema de las técnicas ómicas (adaptada de INSTITUTO ROCHE, 2009). 

 

 Con el uso de estas tecnologías, es posible asignar un valor predictivo al éxito de la 

transferencia de los embriones, y cada vez son más los trabajos en esta línea, pues ya se han 

desarrollado nuevos marcadores de calidad embrionaria basados en estudios del metabolismo 

embrionario (Vergouw et al., 2008), patrones de respiración (Leese et al., 2007) y estudio de 

aneuploidías (Twisk et al., 2008). 

 

1.2.2.2 Embryoscope 

 

 El Embryoscope es la herramienta usada en la tecnología time-lapse imaging, el cual 

consiste en un incubador de embriones con un sistema de captura de imagen asociado (Figura 

4) que permite observar al embrión a tiempo real durante todo su cultivo in vitro, desde el 

momento de la ICSI hasta el estadio de blastocisto (Herrero et al., 2009). Además, permite 

cuantificar su consumo de oxígeno mediante un sensor, pues el consumo de oxígeno aumenta 
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con el estadio embrionario (Martínez-Burgos et al., 2013) y está relacionado con otros 

parámetros que reflejan la calidad del embrión (Tejera et al., 2012).  

 

 Sin embargo, pese a que puede ofrecer información complementaria útil a la hora de 

elegir los embriones con mayor potencial de implantación antes de su transferencia, su elevado 

coste impide que pueda ser implementado en muchos laboratorios (Molina et al., 2014).  

 

           Figura 4. Imagen de un Embryoscope (FERTILITECH, 2013). 

 

 

 

1.3. ANÁLISIS DE IMAGEN Y PARÁMETROS EMBRIONARIOS 

MORFOMÉTRICOS 

 

 Entre las herramientas que permiten extraer información directamente del embrión y 

obtener un sistema de clasificación embrionaria más objetivo, rápido y barato, se encuentra el 

análisis de imagen y el diseño de parámetros embrionarios morfométricos (Molina et al., 2014).  

  

 Sin embargo, para extraer dicha información se requieren los sistemas adecuados de 

obtención y procesado de las imágenes, es decir, se necesitan las herramientas y los 

procedimientos que extraigan la información cuantitativa de ellas (Wootton, 1995).  
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1.3.1. Programas de análisis de imágenes usados en embriología 

 

 Multitud de programas son capaces de medir las características morfométricas 

embrionarias, entre los cuales destacan el programa ImageJ, el sistema FertiMorph o el 

programa Cronus 3 (Santos et al., 2010).  

 

 En el presente trabajo, el programa elegido fue el ImageJ, el cual se explica a 

continuación.  

 

1.3.1.1. Software ImageJ 

 

 El programa de análisis de imagen ImageJ es un programa de dominio público diseñado 

originariamente por Wayne Rasband, de los National Institutes of Health (NIH) de Estados 

Unidos, el cual es usado por multitud de laboratorios que trabajan en análisis de imagen (NIH, 

2004). 

 

 Se trata de un software que ofrece una elevada posibilidad de personalización en 

función del usuario, ya que cuenta con una gran variedad de herramientas y complementos, lo 

cual le dota de gran utilidad para realizar funciones específicas que facilitan la tarea de 

procesado y análisis de imagen y hacen posible analizar parámetros embrionarios 

morfométricos como diámetros, radios, perímetros, áreas o espesores (Collins, 2007).  

 

1.3.2. Parámetros embrionarios morfométricos 

 

 Se conoce como variables embrionarias morfométricas o parámetros embrionarios 

morfométricos a aquellas medidas obtenidas directamente del embrión sin la opinión del 

observador, obviando totalmente la subjetividad de la medida, por lo que su estudio mediante 

el análisis de imágenes permite desarrollar un sistema de clasificación embrionaria objetivo 

(Molina et al., 2013).  

 

 Algunas de las variables morfométricas de las cuales se puede obtener información 

sobre las características del embrión, que no se puede obtener directamente de la morfología, 

son: área y perímetro del embrión, radio del círculo equivalente y radio observado del embrión, 

factor de circularidad embrionario, espesor de la ZP, área y perímetro de las blastómeras, radio 
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del círculo equivalente de las blastómeras y factor de circularidad de las blastómeras (Molina et 

al., 2013). 

 

 En la revisión bibliográfica realizada se han encontrado estudios que utilizan la 

morfometría para analizar variables embrionarias. En estos estudios, se ha relacionado variables 

morfométricas embrionarias con calidad embrionaria (Paternot et al., 2011b), segmentación 

embrionaria (Beuchat et al., 2008) y reconstrucción en 3 Dimensiones (Giusti et al., 2010), así 

como con fragmentación y multinucleación (Hnida et al., 2004). Además, recientemente, 

Paternot et al. (2013) han demostrado una mejor predicción de la tasa de implantación basada 

en parámetros morfométricos como el número y el tamaño de las blastómeras, así como la 

existencia de correlación entre el volumen total del embrión y embarazo en embriones en día 3 

de desarrollo.  

 

 En anteriores trabajos realizados en la Unidad de Reproducción Humana Asistida del 

Hospital Universitari i Politècnic La Fe de Valencia, se demostró que las variables embrionarias 

morfométricas son más objetivas y tienen mayor poder de predicción de la implantación (Molina 

et al., 2011; Debón et al., 2013). Además, se estudiaron variables morfométricas en embriones 

con destino conocido (0 y 100% de implantación) y se obtuvo un perfil del embrión con mayor 

probabilidad de implantar basado en dichos parámetros morfométricos. Los embriones con 

mayores posibilidades de implantar presentaban 4 células en día 2 de desarrollo (48 horas post-

inseminación) con unos porcentajes de fragmentación menores del 35%, con todas las 

blastómeras embrionarias con un factor de circularidad del orden de 0.9, con una media para el 

radio de cada blastómera de 32 micras y un espesor medio de la ZP de 13 micras 

aproximadamente (Molina et al., 2011). 

 

 Además, se pudo comprobar que los embriones de 4 células en día 2 de desarrollo con 

un 100% de implantación (estadio ideal de división) presentaban cambios significativos en tres 

variables morfométricas con respecto al resto de embriones, concretamente tenían un menor 

perímetro interno (PI), un mayor factor de circularidad embrionario (FC) y un menor espesor de 

la ZP (EZP) (Molina et al., 2013; Molina et al., 2014). Sin embargo, a pesar de conocer las 

características morfométricas de los embriones en día 2 de desarrollo en el estadio ideal de 

división (4 células y 100% de implantación), se desconoce si estas variables morfométricas 

relacionadas con la forma y el tamaño del embrión y las características de su ZP varían en función 

del número de blastómeras que presente el embrión a las 48 horas post-inseminación.  
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2. OBJETIVO 

 

 Los objetivos del presente trabajo fueron evaluar tres variables morfométricas en 

función del ritmo de división (número de células) del embrión en día 2 de desarrollo (48 horas 

post-inseminación): 

 

a) Evaluación del tamaño. 

b) Evaluación de la forma. 

c) Evaluación de las características de la zona pelúcida.  
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3. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

3.1. TIPO DE ESTUDIO Y EMBRIONES ANALIZADOS 

 

 Estudio retrospectivo en el cual se analizaron un total de 100 embriones transferidos en 

la Unidad de Reproducción Humana Asistida del Hospital Universitari i Politècnic La Fe de 

Valencia, desde mayo hasta junio de 2014.  

 

 En el estudio se incluyeron únicamente aquellos embriones que en día 2 de desarrollo 

(48 horas post-inseminación) presentaron entre 2 y 6 células y se establecieron los siguientes 

grupos en función de la variable número de células: 

 

- Grupo 1: 20 embriones de 2 células. 

- Grupo 2: 20 embriones de 3 células.  

- Grupo 3: 20 embriones de 4 células. 

- Grupo 4: 20 embriones de 5 células. 

- Grupo 5: 20 embriones de 6 células.  

 

3.2. VARIABLES MORFOMÉTRICAS ESTUDIADAS 

 

 En este caso, se estudiaron las variables embrionarias morfométricas que, junto con la 

variable morfológica número de células, estarían más relacionadas con el fenómeno de la 

implantación (Molina et al., 2013).  

 

 En primer lugar, para obtener información acerca del tamaño del embrión se utilizó el 

PI. Por otra parte, para evaluar su forma, se estudió el FC. Finalmente, para evaluar las 

características de su ZP, se utilizó la variable EZP.  
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3.3. METODOLOGÍA DE CAPTURA Y ANÁLISIS DE LAS IMÁGENES 

 

3.3.1. Sistema de captura 

 

 El sistema elegido para la captura de imágenes consistió en un microscopio invertido de 

contraste de fases (Nikon) con una magnificación óptica de 20X y óptica de Hoffman, junto con 

su respectivo programa informático. Así pues, la clasificación morfométrica se llevó a cabo 

mediante imágenes capturadas de forma digital con el procesador Cronus 3 video capture and 

embryo analysis software y almacenadas en la base de datos del hospital. 

 

3.3.2. Sistema de análisis de las variables embrionarias morfométricas 

 

 El programa de análisis de imagen elegido para el estudio de los parámetros 

morfométricos fue el ImageJ, debido a que se trata de un programa de dominio público que 

cuenta con una gran variedad de herramientas (Figura 5), lo cual permite disminuir el error 

experimental llevando a cabo la evaluación con elevada precisión.  

 

 Figura 5. Interfaz principal del programa ImageJ. 

 

 El primer paso en la utilización del programa ImageJ fue el calibrado del mismo, pues se 

necesitaba obtener las medidas en la unidad de medida de los elementos embrionarios, la micra 

(μm). Así pues, se tuvo que realizar un cambio de unidades de píxeles, la unidad que por defecto 

utiliza el ImageJ, a micras mediante el uso de una fotografía de un micrómetro objetivo de 

dimensiones conocidas. Todas las imágenes microscópicas de los embriones, así como la escala 

micrométrica utilizada, se realizaron con el mismo microscopio y al mismo aumento (10x). 
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 El cambio de escala consistió en trazar una línea recta mediante la herramienta Straight 

sobre la imagen del micrómetro objetivo de distancia conocida (Figura 6). 

 

       Figura 6. Escala Olympus Laser 10x calibrada (línea color magenta). 

 

 A continuación, con la opción Analyze y el comando Set Scale, se obtuvo la distancia en 

píxeles medida por el programa y se introdujo la distancia conocida equivalente en micras, 550 

μm (Figura 7). A partir de este momento, los resultados que se obtuvieron ya fueron expresados 

en micras.  

 

 

 

 

 

 

 

 

          

 

         

          Figura 7. Aspecto del comando Set Scale. 

 

 

 Una vez calibrado el programa, se procedió a realizar las mediciones de las variables 

morfométricas nombradas anteriomente, y los valores obtenidos se guardaron en una hoja Excel 

para su posterior análisis.  
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3.3.2.1. Perímetro Interno 

 

 Para medir dicha variable se abrió el menú de funciones Plugins y se localizó la 

herramienta ThreePointCircularROI. A continuación, se buscaron tres puntos diferentes del 

embrión que en su conjunto formaran un triángulo equilátero, de forma que al darle un click 

con el ratón del ordenador en el último punto, el programa trazó una circunferencia ajustada lo 

máximo posible a la zona interna del embrión (Figura 8). 

 

  Figura 8. Menú Plugins y empleo de la herramienta ThreePointCircularROI (círculo verde). 

 

 En este caso, se realizaron tres mediciones formando cada vez triángulos equiláteros en 

diferentes posiciones y se sacó la media.  

 

3.3.2.2. Factor de circularidad embrionario 

 

 El FC o roundness se definió como el índice que compara el área del embrión con el área 

de un círculo cuya circunferencia es igual al perímetro del embrión en cuestión. Sus valores 

oscilan entre 0 y 1, siendo el 1 el máximo valor, lo que supone que el embrión es totalmente de 

forma circular (Kamran et al., 2012).  
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 Para obtener su valor en cada uno de los embriones analizados, se utilizó la herramienta 

Polygon Selection del ImageJ, marcando un mínimo de siete puntos alrededor de la zona 

periférica del embrión, ajustándose de la manera más exacta posible a su forma (Figura 9). 

 

 

 

 

 

 

   

 

 

 

 Figura 9. Conjunto de puntos obtenidos con la herramienta Polygon Selection para la medición 

 del FC (círculo verde).  

  

3.3.2.3. Espesor de la zona pelúcida 

 

 En este caso, la herramienta que se utilizó fue Straight, mediante la cual se realizaron 

tres líneas rectas que abarcaban la anchura de la ZP en tres puntos diferentes del embrión, tal y 

como muestra la Figura 10. A continuación, se realizó la media de las tres medidas.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  Figura 10. Herramienta Straight para el análisis del EZP (líneas verdes). 
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3.4. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

 

 Se realizó un Análisis de la Varianza (ANOVA) unifactorial o One-Way ANOVA para 

estudiar un posible efecto del factor número de células de los embriones sobre las 

características PI, FC y EZP. 

 

 Por otra parte, dada la naturaleza cuantitativa del factor y con el fin de estudiar la pauta 

de su efecto, se estimó un modelo de regresión lineal para las dos características (PI y EZP) sobre 

las que el efecto del factor número de células mostró significación estadística. Los p-valores por 

debajo de 0.05 se consideraron estadísticamente significativos.  

 

 El programa estadístico de apoyo para los análisis estadísticos expuestos fue el 

programa Statgraphics Centurion XVI.
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4. RESULTADOS 

 

 Los resultados del test ANOVA con los valores de las medias (M), error estándar (ES) y p-

valor de las variables PI, FC y EZP en función del número de células de los embriones estudiados 

se presentan en la Tabla 2 (M±ES). 

 

Tabla 2. Resultados de los ANOVA del efecto del factor número de células sobre las variables PI, FC y EZP. 

 

 

 Se obtuvieron diferencias estadísticamente significativas para las variables PI (p-valor = 

0.0375) y EZP (p-valor = 0.0452), las cuales disminuyeron progresivamente conforme aumentó 

el número de células de los embriones estudiados, lo cual se traduce en un efecto directo del 

aumento del número de blastómeras sobre ellas. 

 

 En relación con el FC, los resultados fueron muy similares para todos los embriones con 

independencia del número de células de cada embrión. El p-valor obtenido para el FC en función 

del número de células fue de 0.542, lo que indica que las diferencias observadas no son 

estadísticamente significativas. 

 

 La estimación de un modelo de regresión lineal para estas dos variables que presentaron 

diferencias significativas en el ANOVA (PI y EZP), permite cuantificar de un modo más claro el 

efecto del factor número de células de los embriones sobre las variables PI y EZP.  

 

 En la Tabla 3 se presentan los coeficientes del modelo de regresión simple (CR), con sus 

correspondientes ES, los p-valores y los límites inferior (LI) y superior (LS) para el intervalo de 

confianza del 95% estimado para las variables PI y EZP, así como la bondad de ajuste (R2) de cada 

modelo. 

 

 

Variable 

Niveles del factor número de células  

p- 

valor 
2 3 4 5 6 

PI 355.56±4.36 347.75±2.62 351.84±1.96 342.05±3.84 344.9±3.18 0.038 

FC 0.974±0.002 0.986±0.002 0.979±0.002 0.975±0.002 0.977±0.002 0.542 

EZP 17.18±0.48 16.22±0.48 15.13±0.48 16.03±0.48 15.54±0.48 0.045 
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 Tabla 3. Resultados del análisis de regresión lineal simple para las características PI y ZP. 

 

 

 

 

  

 A pesar de las bajas bondades de ajuste de los dos modelos (R2 de 6,33% y 7,25% para 

las respectivas características de PI y ZP), los CR toman valores negativos significativos en ambos 

casos, indicando una disminución de las dos características a medida que aumenta el número 

de células de los embriones.  

 

 En el caso del PI, esta disminución lineal significativa (p-valor = 0.012) se cifra, en 

promedio, en 2,70 micras por cada célula adicional del embrión (intervalo de confianza al 95%: 

0.62 a 4.79). Es decir, en cada división celular o cada incremento de una célula en el embrión, se 

produce una disminución del PI en un promedio de 2.70 micras.  

 

 En relación con la ZP, también existe un efecto claro del número de células sobre su 

espesor. La estimación del modelo de regresión lineal simple con la variable explicativa número 

de células, marca una clara tendencia descendente del EZP a medida que aumenta el número 

de células del embrión. Concretamente, esta disminución significativa (p-valor = 0.003) se cifra, 

en promedio, en 2,02 micras por cada célula de más con respecto a la anterior que presenta el 

embrión (intervalo de confianza al 95%: 0.0.75 a 4.129). 

 

 Sin embargo, en este caso, el diagrama de dispersión de EZP sobre el número de células 

del embrión indicaba una posible curvatura en el efecto del número de células sobre el valor de 

EZP, por lo que se incluyó un término cuadrático en el modelo de regresión (Tabla 4).  

 

Tabla 4. Resultados del análisis del modelo de regresión con el término cuadrático para la variable EZP 

  

 

 

 

Variable CR ES p-valor LI LS R2 (%) 

PI -2.70 1.05 0.012 -4.785 -0.618 6.33 

EZP -2.02 1.06 0.003 -4.129 0.075 7.25 

Variable CR ES p-valor LI LS 

EZP 0.21 0.13 0.112 -0.049 0.470 
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 El valor positivo del CR estimado para este término cuadrático, aunque con un p-valor 

de 0.11, parece apuntar hacia una disminución progresiva en el efecto lineal negativo 

evidenciado en el modelo de regresión simple anterior. Dicho de otro modo, el descenso que se 

produce en EZP con el aumento del número de células del embrión parece ralentizarse a medida 

que se alcanzan los estadios de mayor número de células en día 2 de desarrollo (5 y 6 células).  
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5. DISCUSIÓN 

 

 Uno de los objetivos prioritarios de las URHA es la obtención de recién nacidos sanos 

evitando el principal problema con el que se encuentran, las gestaciones múltiples (Murray y 

Norman, 2014).  

 

 La implantación embrionaria está directamente relacionada con el número y la calidad 

de los embriones transferidos, por lo que es imprescindible encontrar marcadores que reflejen 

de forma objetiva la calidad del embrión para así transferir únicamente aquellos de mejor 

calidad y mayor potencial de implantación, disminuyendo el número de embriones a transferir 

y reduciendo a su vez las gestaciones múltiples sin que las tasas de implantación y gestación 

globales se vean afectadas (De Neubourg et al., 2004; Thurin et al., 2005; Holte et al., 2007).  

 

 Una de las principales razones por las que no se dispone de marcadores de calidad 

embrionaria es debido a la falta de trazabilidad de los embriones en los ciclos de TRA (Molina et 

al., 2013). Esto supone el desconocimiento del destino de los embriones transferidos y se 

convierte en uno de los principales impedimentos para realizar estudios potentes sobre la 

capacidad predictora de implantación de las variables morfológicas analizadas (Holte et al., 

2007). Esto es así porque en la práctica clínica se transfieren generalmente, siempre que haya 

disponibilidad para la transferencia, 2 embriones y cuando el número de embriones transferidos 

es mayor que el número de sacos gestacionales observados mediante ecografía, no es posible 

conocer las características del embrión que implantó.  

 

 Los criterios de selección embrionaria actuales basados en variables morfológicas, tales 

como el número de blastómeras, el porcentaje de fragmentación y la simetría e igualdad de 

éstas, tienen un valor subjetivo (Fisch et al., 2001) y suponen una alteración en las condiciones 

de cultivo, con su correspondiente efecto negativo, al tener que sacar los embriones fuera del 

incubador cada vez que se realiza la clasificación morfológica y mantenerlos en el exterior el 

tiempo requerido para la evaluación (Garrisi et al., 1993).  

 

 En la literatura consultada se han encontrado algunas referencias sobre la utilización de 

variables embrionarias morfométricas, medidas obtenidas directamente del embrión que 

pudieran utilizarse de forma ajena a la opinión del observador, obviando totalmente la 

subjetividad de la medida (Hnida et al., 2004; Beuchat et al., 2008; Giusti et al., 2010; Santos et 
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al., 2010). Sin embargo, no se ha encontrado ningún trabajo que se centre únicamente en la 

comparación de variables morfométricas en función del ritmo de división de las blastómeras y 

de la implantación. 

 

 En anteriores trabajos realizados por Molina et al. (2011) y Debón et al. (2013) se 

compararon variables morfológicas y morfométricas en embriones con destino conocido y las 

variables morfométricas resultaron más objetivas, presentando unos niveles de significación 

estadística más elevados que las variables morfológicas.  

 

 Recientemente, Paternot et al. (2013), han demostrado la utilidad de la selección 

embrionaria basada en criterios morfométricos tales como el número de células y el volumen 

total de los embriones en día 3 de desarrollo (72 horas post-inseminación). Además, Molina et 

al. (2013, 2014) han demostrado que los embriones de 4 células en día 2 de desarrollo (48 horas 

post-inseminación) con un menor PI, mayor FC y menor EZP presentaban probabilidades 

significativamente superiores de implantar. 

 

 Sin embargo, a pesar de la gran información que proporcionan las variables 

morfométricas, la variable número de células es uno de los marcadores morfológicos más 

fuertemente implicado en el potencial de implantación (Ziebe et al., 1997; Van Royen et al., 

1999). El estadio ideal de división en embriones en día 2 es de 4 células, disminuyendo el 

potencial de implantación cuando el número de células aumenta o disminuye (Molina et al., 

2011). Además, los resultados obtenidos por diversos autores (Van Royen et al., 1999; Van 

Montfoort et al., 2004; Guerif et al., 2007) indican que los embriones de 3, 4 y 5 células en día 2 

presentan unas tasas de implantación significativamente superiores a las obtenidas para los 

embriones de 2 y 6 células en dicho momento del desarrollo.  

 

 Así pues, debido a la importancia de la variable número de células para la implantación, 

el objetivo del presente fue estudiar la influencia de dicha variable morfológica sobre las 

variables morfométricas que presentaban diferencias significativas entre embriones con 0 y 

100% de implantación. Tras evaluar las variables de tamaño (PI), forma (FC) y características de 

la ZP (EZP) en función del número de células de los embriones en día 2 de desarrollo (48 horas 

post inseminación), las únicas variables que alcanzaron significación estadística fueron el PI 

como medida del tamaño embrionario y el EZP como variable que nos permite evaluar las 

características de la ZP. Por otra parte, el FC como medida de la forma del embrión no presentó 

diferencias en función del número de células de los embriones en día 2 de desarrollo. 
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 En relación con el PI, se observó una disminución lineal significativa (p-valor = 0.0116) a 

medida que aumentaba el número de células. Además, cada división celular o incremento de 

una célula del embrión determinaban una disminución en promedio del perímetro de 2.70 

micras.  

  

 Así pues, a pesar de que la bondad de ajuste del modelo fue de un 6.33% para el R2, hay 

una tendencia negativa evidente (CR = -2.70) en la influencia del número de células sobre el 

perímetro del embrión. Los resultados obtenidos para el PI en función del número de células 

demuestran que los embriones disminuyen su volumen de forma lineal y significativa a medida 

que aumenta el número de sus blastómeras. No obstante, en relación con el volumen total del 

embrión, hay que indicar que, en la evaluación del PI, únicamente se consideró el perímetro 

total que ocupan las células en el interior del espacio perivitelino sin incluir las medidas de la ZP. 

Por lo tanto, el volumen total de embrión se podría calcular mediante la suma del PI y del EZP. 

 

 La relevancia biológica del volumen embrionario como una característica importante 

para su posterior implantación, vendría explicada por el hecho de que los fallos en la regulación 

de dicho volumen embrionario serían los responsables de la detención del desarrollo del 

embrión en cuestión (Alikani et al., 2000). Nuestros resultados, sugieren que el aumento en el 

número de células del embrión determinaría una mayor regularidad y un mejor acoplamiento 

de sus blastómeras con una óptima utilización del espacio perivitelino. Además, estos resultados 

estarían de acuerdo con los obtenidos por Paternot et al. (2013) para embriones en día 3 de 

desarrollo, en los que se observó una correlación negativa y significativa entre el volumen 

embrionario y el potencial de implantación, lo cual, al igual que nuestro trabajo, también sugiere 

que una mejor organización de las blastómeras en el espacio perivitelino sería la que podría 

determinar dicha disminución del volumen de los embriones que finalmente llegan a implantar, 

puesto que serían los que tendrían un nivel de regulación y organización mayor.  

 

 En relación con la evaluación de la forma del embrión mediante la utilización de la 

variable morfométrica FC, en el presente trabajo se evaluó el FC en función del número de 

células, observándose que los embriones presentaron forma esférica, con un FC de 0.970 ± 0.002 

que no se vio afectado por el número de blastómeras.  

 

 Paternot et al. (2013) observaron que las blastómeras presentan una forma esférica 

regular en el estadio de 2 células y que se convierten en elipsoidales en el estadio de 8 células. 

Tal vez, la forma esférica de las blastómeras en día 2 sea la responsable de la forma circular que 
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presentan los embriones en dicho momento del desarrollo, con independencia del número de 

células. Además, en anteriores trabajos realizados por Molina et al. (2013, 2014) se pudo 

demostrar que los embriones que implantaron presentaron 4 células en día 2 de desarrollo y un 

mayor FC, es decir, forma circular.  

 

 Nuestros resultados, indicarían que la forma circular de los embriones (FC) en día 2 de 

desarrollo no se ve modificada por el número de células que se encuentren en el interior del 

espacio perivitelino pero sí dependería de la forma circular que presenten dichas blastómeras, 

de acuerdo con los resultados expuestos por Paternot et al. (2013). No obstante, hay que 

destacar que, tal vez, el tamaño muestral de embriones tomados para el estudio no nos haya 

permitido observar diferencias en dicho FC.   

 

 En relación con la ZP, se observa un efecto claro del número de células sobre su espesor, 

de modo que la ZP disminuye de forma lineal y significativa a medida que aumenta el número 

de blastómeras, lo cual queda reflejado por la clara tendencia descendente del EZP marcada en 

el modelo de regresión lineal simple con la variable explicativa número de células (CR = -2.03; p-

valor = 0.03). 

 

 Sin embargo, el diagrama de dispersión del anterior modelo de regresión simple apunta 

hacia una posible curvatura de dicho efecto del número de blastómeras sobre el EZP. Al incluir 

el término de segundo grado al modelo, pese a que presenta un p-valor = 0.11, muestra una 

disminución progresiva en el efecto negativo anteriormente comentado a medida que aumenta 

el número de células del embrión.  

 

 Diversos autores han incluido la valoración morfométrica de las irregularidades en la 

superficie de la ZP como un factor relacionado con la implantación embrionaria (Bertrand et al., 

1995; Veeck, 1999; Gabrielsen et al., 2001), pues el grosor o EZP influye sobre la capacidad del 

embrión para desarrollarse y poder implantar en el endometrio materno (Gabrielsen et al., 

2001).  

 

 Los embriones con un EZP menor tienen más probabilidades de implantar con éxito, 

coincidiendo estos resultados con los propuestos por el grupo de investigación que estudió 

morfométricamente el EZP y su relación con la implantación embrionaria (Roux et al., 1995). 
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 Nuestros resultados indican que el EZP se va reduciendo a medida aumenta el número 

de células y que esta tendencia se va ralentizando para los embriones de 5 y 6 células. De hecho, 

la ZP es una capa de glicoproteínas que envuelve al ovocito y al embrión (Figura 11), 

protegiéndolo y manteniendo su integridad tridimensional hasta el momento de la implantación 

(Bertrand et al., 1995). Es por eso que nuestros resultados indicarían que tal vez sea esa matriz 

proteica formada por la ZP la que regule el tamaño y la forma del embrión en los estadios de 

desarrollo embrionario temprano. 

 

 

   

 

 

 

   

 

 

   

  Figura 11. Embrión de 4 células con ZP marcada con flechas (adaptada de Paternot et al., 2014). 

     

 Por todo ello, los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que la forma del 

embrión se mantiene con independencia del número de células o número de divisiones que haya 

sufrido. Por otra parte, se observa una disminución de su tamaño estudiado mediante el PI y del 

EZP a medida que aumenta el número de células. Hay que considerar, sin embargo, que en este 

trabajo se han evaluado las variables morfométricas embrionarias en función del número de 

células y no de la capacidad de implantación de estos embriones. Por lo tanto, el objetivo de 

futuros trabajos será evaluar dichas variables relativas a la forma, tamaño y espesor de la ZP 

para cada estadio de división embrionaria en día 2 de desarrollo (de 2 a 6 células) en función de 

la tasa de implantación.  

 

 

 



 

25 
 

6 CONCLUSIONES 

6. CONCLUSIONES 

 

Según los objetivos propuestos, las conclusiones del presente trabajo son: 

 

1. El tamaño del embrión evaluado con el PI disminuye significativamente de forma lineal 

a medida que aumenta el número de células. 

2. La forma del embrión evaluada como FC no varía en función del número de blástomeras 

que presenten los embriones en día 2 de desarrollo. 

3. El EZP disminuye de modo significativo y lineal a medida que aumenta el número de 

células, estabilizándose dicho efecto para los estadios de 5 y 6 células. 
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