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Resumen

Introduccién: La multinucleacion es un fenémeno frecuente en los embriones obtenidos por
fecundacion in vitro y suele asociarse a un pobre pronodstico reproductivo. La monitorizacion
embrionaria en sistemas de cultivo time-lapse permite la observacion detallada y continua
del desarrollo embrionario. En nuestro trabajo se ha evaluado el impacto de la presencia de
multinucleacion en la morfocinética, la capacidad de desarrollo y la implantacion embrionaria.
Material y métodos: Estudio retrospectivo de cohorte. Se han incluido 5.540 embriones cul-
tivados en TL (Embryoscope®, Unisense Fertilitech®) procedentes de 763 ciclos de FIV-ICSI
realizados durante el periodo 2012-2014. La presencia de multinucleacion se evalué en todas
las etapas del desarrollo. La transferencia embrionaria se realizéo en D+3, y los embriones
multinucleados se cultivaron hasta alcanzar el estadio de blastocisto.

Resultados: Un 23,6% de los embriones mostraron multinucleacion en algin momento del
desarrollo embrionario. Los valores de los parametros morfocinéticos de los embriones mul-
tinucleados y no multinucleados mostraron diferencias estadisticamente significativas. El 18%
de los embriones multinucleados alcanzaron el estadio de blastocisto y fueron congelados. No se
observo efecto ni del tipo de multinucleacion ni del porcentaje de células multinucleadas sobre
la tasa de blastocisto. La tasa de implantacion de los blastocistos procedentes de embriones
multinucleados fue del 39,1%.

Discusién: La monitorizacion embrionaria continua permite una mejor deteccion de la multinu-
cleacion. La presencia de multinucleacion embrionaria se asocia a una morfocinética alterada 'y
una capacidad de desarrollo reducida. No obstante, los embriones multinucleados que alcanzan
el estadio de blastocisto muestran una elevada capacidad de implantacion.
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Abstract

Introduction: Multinucleation is a common phenomenon in in vitro human embryos and is asso-
ciated with a poor outcome. Time-lapse monitoring of embryo development allows a continuous
and detailed observation of fertilisation and cleavage events. An evaluation is presented on the
impact of the presence of multinucleation on embryo morphokinetics, developmental ability,
and implantation potential.

Material and methods: A retrospective cohort study was conducted on a total of 5540 embryos
cultured in a TL system (Embryoscope®, Unisense Fertilitech®) from 763 ICSI cycles performed
between 2012 and 2014. Presence of multinucleation in all developmental stages was assessed.
Embryo replacement was performed on D+ 3. Multinucleated embryos were cultured to the
blastocyst stage and cryopreserved for subsequent transfer.

Results: Approximately one quarter (23.6%) of the studied embryos showed multinucleation.
Multinucleated embryos showed altered morphokinetic parameters compared to the non-
multinucleated ones. The multinucleated embryos that reached the blastocyst stage (18%) were
cryopreserved. No differences in the developmental ability were observed compared to the mul-
tinucleated type or percentage of multinucleated cells. There was a 39.1% implantation rate
of the blastocysts obtained from multinucleated embryos.

Discussion: Time-lapse monitoring of embryo development allows a better detection of the
multinucleation phenomenon. The presence of multinucleated cells is associated with changes
in the morphokinetics and a reduced developmental ability. However, multinucleated embryos
that reach the blastocyst stage can be replaced, and have a high implantation potential.

© 2017 Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion y Sociedad Espafiola de
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Introduccion

La presencia de dos o mas nlcleos en una célula embrio-
naria se define como multinucleacion y fue descrita por
primera vez en embriones humanos cultivados in vitro por
Tesarik et al. en 1987 (Tesarik et al., 1987). Se considera
que un embrion es multinucleado cuando se ha observado
mas de un nlcleo en alguna de sus células en cualquier
momento de su desarrollo. Esta caracteristica embriona-
ria se considera patoldgica y se asocia a mal pronostico re-
productivo.

La incidencia de este fendmeno en embriones humanos
obtenidos in vitro se estima entre un 17% y un 48% (Balakier y
Cadesky, 1997; Jackson et al., 1998; Van Royen et al., 2003;
Hnida et al., 2004; Meriano et al., 2004; Ergin et al., 2014).
El porcentaje de ciclos de fecundacion in vitro (FIV) que
presentan al menos un embridén multinucleado en la cohorte
muestra mucha variabilidad entre las distintas publicaciones
(17-79%) y parece estar relacionado con el tipo de paciente
incluido.

La multinucleacion puede generarse por errores en el
proceso de division mitdtica o por fragmentacion del nicleo
(Tesarik et al., 1987; Winston et al., 1991; Hardy et al., 1993;
Pickering et al., 1995). Los errores mitéticos incluyen la
cariocinesis en ausencia de citocinesis, las divisiones asimé-
tricas, la incorrecta segregacion de los cromosomas durante
el proceso de division, los errores de empaquetamiento
nuclear y la formacion de husos multipolares. Las caracteris-
ticas de las primeras divisiones embrionarias (ciclos cortos,
puntos de control poco estrictos y maquinaria de regulacién

de la apoptosis poco eficiente) propiciarian estos errores
(Harrison et al., 2000).

Se han descrito dos patrones basicos de multinuclea-
cién: la binucleacién y la multi/micronucleacion (Meriano
et al., 2004; ASEBIR, 2015). La binucleacion se define
como la presencia de dos nucleos en un mismo blastomero
de tamano similar y equivalente a la de los nicleos de
los blastomeros mononucleados del mismo embrion. En la
multi/micronucleacion los nicleos de los blastomeros son
de tamafo y nUmero variable, pero mas pequenos que el de
las células hermanas mononucleadas.

Varios autores han descrito una asociacion entre
multinucleacion y morfologia embrionaria comprometida,
capacidad de desarrollo reducida asi como con una elevada
incidencia de anomalias cromosomicas (Balakier y Cadesky,
1997; Jackson et al., 1998; Alikani et al., 2000; Hardarson
et al., 2001; Van Royen et al., 2003; Yakin et al., 2005).

El prondstico desfavorable de los embriones multinuclea-
dos ha llevado a los grupos de expertos en embriologia
de distintas sociedades cientificas (ESHRE, ALPHA, ASEBIR)
a consensuar la necesidad de incluir la evaluacion de la
multinucleacion durante las observaciones rutinarias de los
embriones en D+2 y D+ 3. En el documento de consenso ela-
borado conjuntamente por ALPHA y ESHRE (Alpha Scientists
in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group
of Embryology, 2011) los embriones multinucleados quedan
incluidos en la peor categoria, de modo que en general no
se transfieren a menos que no haya otros disponibles. Sin
embargo, se ha descrito que la transferencia de embriones
multinucleados puede dar lugar al nacimiento de ninos sanos
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(Balakier y Cadesky, 1997; Pelinck et al., 1998; Parriego
et al., 2013).

Recientemente se han incorporado en los laboratorios
de FIV incubadores con tecnologia «time-lapse» (TL) que
permiten la monitorizacion dinamica y continua de los
embriones. El beneficio de su uso viene dado tanto por la
mejor evaluacion de la morfologia embrionaria como por
el mantenimiento de unas condiciones de cultivo mas esta-
bles. Dado que la aparicion de multinucleacion puede darse
en cualquier momento del desarrollo y desaparecer poco
tiempo después, la utilizacion de TL permite una mejor
deteccion de este fendomeno en comparacion a las obser-
vaciones puntuales (Desai et al., 2014; Ergin et al., 2014).
Si bien la correlacion entre multinucleacion y morfocinética
no ha sido muy estudiada, los trabajos disponibles sugieren
que los embriones multinucleados podrian presentar altera-
ciones de ciertos parametros morfocinéticos (Ergin et al.,
2014; Carrasco et al., 2014). Aguilar y colaboradores, en un
estudio reciente, analizan el fendmeno de la multinuclea-
cion mediante el uso de tecnologia TL en un programa de
donacion de ovocitos. A partir de sus datos determinan que
la multinucleacion en estadio de 2 células es un fenémeno
frecuente y reversible y que no tiene impacto en la tasa de
implantacion (Aguilar et al., 2016).

El objetivo de nuestro estudio ha sido analizar las carac-
teristicas de los embriones multinucleados cultivados en un
sistema TL. Se ha determinado su incidencia, el momento
de aparicion de la multinucleacion y la frecuencia de cada
patron de multinucleacién. Se han analizado los parame-
tros morfocinéticos de los embriones MN comparandolos con
los de embriones sin signos de multinucleacion y se ha eva-
luado su capacidad de desarrollo hasta blastocisto. Se han
analizado los resultados clinicos en los casos que han sido
transferidos.

Material y métodos

Se incluyeron 5.540 embriones cultivados en TL
(Embryoscope®, Unisense Fertilitech®) procedentes de 763
ciclos de FIV-ICSI realizados durante el periodo 2012-2014.
Fueron excluidos los ciclos realizados con espermatozoides
testiculares o epididimarios, los ciclos con donacion de
ovocitos, los pautados para transferencia en blastocisto
y los ciclos con DPI. Se consideraron multinucleados los
embriones que mostraron >1 nlcleo en alguna de sus células
en cualquier momento del desarrollo.

Se analizé el momento de aparicion de la multinuclea-
cion, el estadio embrionario en ese momento, el patron de
multinucleacion (binucleacion o multi/micronucleacion) y
el porcentaje de células multinucleadas (<50% de células
multinucleadas vs. >50%). Se evaluo la capacidad de des-
arrollo hasta blastocisto y se analizo la posible correlacion
entre patron de multinucleacion y capacidad de desarrollo
por un lado y entre porcentaje de células multinucleadas y
capacidad de desarrollo por el otro.

Para el analisis de la morfocinética embrionaria, Unica-
mente se consideraron los embriones de los ciclos con al
menos un embrién multinucleado en su cohorte. Se inclu-
yeron 4.192 embriones multinucleados y no multinucleados
procedentes de 540 ciclos.

Se calculd la tasa de embarazo e implantacion de los
embriones multinucleados y no multinucleados a partir de
transferencias en fresco. Se analizaron también los resulta-
dos clinicos de los ciclos de criotransferencia de blastocistos
resultantes de embriones tempranos multinucleados.

Fecundacion in vitro

Las pacientes fueron sometidas a un tratamiento farmaco-
logico inductor de la ovulacidn con agonistas o antagonistas
de la GnRH. Los protocolos de estimulacion ovarica y pun-
cion folicular fueron los utilizados habitualmente en nuestro
centro (Barri et al., 2002). La manipulacién y el cultivo de
gametos y embriones se realizé siguiendo los procedimien-
tos estandarizados en nuestro laboratorio (Arroyo et al.,
2007). Las condiciones de cultivo en el Embryoscope® fue-
ron 37 °C de temperatura y concentraciones de CO, y O, del
6 y 5% respectivamente. La captura de las imagenes se rea-
liz6 en 5 planos focales distintos a intervalos de 15 min. El
analisis de las imagenes obtenidas se realizo utilizando el
software de analisis de imagenes EmbryoWiewer® (Unisense
Fertilitech®).

Se registraron los momentos en que se habian producido
los distintos sucesos: aparicion y desaparicion de los pronu-
cleos, division a 2 (t2), 3 (t3), 4 (t4), 5(t5), 6 (t6), 7 (t7)
y 8 (t8) células respectivamente y el momento de apari-
cion de multinucleacion. A partir de estos valores se calculd
la duracion del segundo y tercer ciclo celular (cc2=t3-t2
y cc3=t5-t3) y la sincronia entre las divisiones celulares
dentro de un mismo ciclo (s2 =t4-t3 y s3 =t8-t5).

La seleccion de los embriones a transferir se realizo a
las 66 +£2 h siguiendo criterios de evaluacion morfologica
propios de nuestro centro (Clua et al., 2015). En caso de dis-
poner de varios embriones de la misma categoria se tuvieron
en cuenta criterios morfocinéticos.

El nimero de embriones a transferir se determino
teniendo en cuenta las caracteristicas de las pacientes y
de los embriones segln criterios propios previamente esta-
blecidos (Tur et al., 2006). Unicamente se seleccionaron
embriones multinucleados para transferir cuando no habia
otros disponibles.

Los embriones multinucleados no transferidos se culti-
varon hasta el estadio de blastocisto (D+5/D+6/D+7)y en
caso de alcanzarlo se vitrificaron siguiendo el procedimiento
habitual (Solé et al., 2013).

Transferencia embrionaria y embarazo

La transferencia embrionaria en fresco se realizé en D +3
con seguimiento ecografico (Coroleu et al., 2006). El primer
control de embarazo se realizé midiendo los niveles de BHCG
en sangre a los 15 dias pospuncion folicular. La confirmacion
de gestacion clinica se realizd mediante la visualizacion eco-
grafica de saco fetal con latido cardiaco positivo entre 3y 5
semanas después de la transferencia.

La preparacion endometrial y los procedimientos de
laboratorio en los ciclos de criotransferencia fueron los esta-
blecidos en nuestro centro y han sido descritos (Parriego
etal., 2007). El procedimiento de transferencia fue el mismo
que para las transferencias en fresco. El primer control de
embarazo se realiz6 10 dias postransferencia.
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Tabla 1 Caracteristicas de las pacientes

Edad 37,31 + 4,03
IMC 22,75 + 3,61
RFA 11,33 £ 5,92
AMH 1,37 + 1,57

AMH: niveles de hormona antimulleriana en ng/ml; IMC: indice
de masa corporal; RFA: recuento folicular antral. Los valores se
presentan com la media (X) + la desviacion estandar (DS).

Analisis estadistico

Las variables continuas se describieron mediante su media 'y
desviacion tipica. Para las variables nominales o categoricas
se utilizaron tablas de frecuencias. Para la comparacion de
variables continuas se utilizd el test de Mann-Whitney. La
asociacion entre variables categoricas se evalué mediante
el test de Chi cuadrado.

Las variables morfocinéticas se describieron con su
mediana y sus maximo y minimo. Las comparaciones se rea-
lizaron también utilizando el test de Mann-Whitney. Todos
los test fueron bilaterales y con nivel de significacion del
5%.

El analisis estadistico se realizo utilizando el software
IBMO© SPSS© Statistics v22.

Resultados

Las caracteristicas de las pacientes incluidas en el trabajo
se detallan en la tabla 1.

Se observo presencia de multinucleacion en 1.312
embriones (23,6%). En 540 ciclos, al menos un embrion
mostré6 multinucleacion (70,8%). La media de embriones
multinucleados observados en los ciclos con presencia de
multinucleacion fue de 2,43.

Los valores del los parametros morfocinéticos de los
embriones multinucleados y no multinucleados se detallan
en la tabla 2.

100+

90 +

0/ ©

Numero de células

Figura 1  Frecuencia de la deteccion de multinucleacion en
cada estadio celular.

Los pronUcleos aparecieron antes y desaparecieron des-
pués en los embriones que posteriormente mostraron
multinucleacion. Todos los tiempos de division, a excepcion
de t5, resultaron retardados en estos embriones y las divi-
siones celulares se realizaron de forma mas asincronica. La
duracion del segundo ciclo celular (cc2) fue superior en los
embriones multinucleados aunque no se observaron diferen-
cias en la duracion del tercer ciclo celular (cc3).

Se detect6 multinucleacion en todos los estadios del des-
arrollo embrionario aunque el estadio de 2 células fue el
que mostrd mayor incidencia (fig. 1). La mediana del primer
momento de observacion de multinucleacion fue a las 33,96
h post-I1CSI [2,60-83,21].

La multi/micronucleacion se observé con mas frecuen-
cia que la binucleacion (58,8 y 41,2% respectivamente) y se
detectaron mas embriones con <50% de células multinuclea-
das que con >50% (74,7 y 25,3%).

Tabla 2 Valores de los parametros morfocinéticos de embriones multinucleados y no multinucleados

Multinucleacion P valor
No Si
Mediana Min. Max. DS Mediana Min. Max. DS

Aparicion PN 8,69 4,65 45,82 3,40 8,28 4,38 27,65 1,94 0,00
Desaparicion PN 24,38 9,35 65,47 4,30 24,92 17,17 51,13 3,77 0,00
t2 27,11 5,97 74,46 6,12 27,65 19,66 67,61 4,65 0,00
t3 37,92 8,47 74,46 6,51 38,32 22,31 69,84 6,72 0,01
t4 39,71 22,85 74,46 6,21 40,69 25,18 68,91 7,13 0,00
t5 49,93 22,85 90,91 7,53 50,29 28,00 92,97 8,62 NS

té6 52,33 22,85 116,06 7,67 53,42 28,00 115,04 9,51 0,00
t7 54,66 22,85 115,84 8,19 56,33 35,48 115,04 10,35 0,00
t8 56,75 28,92 117,62 9,00 59,59 36,48 108,79 11,38 0,00
s2 (t4-t3) 1,00 0,00 38,22 4,10 1,00 0,00 32,68 5,17 0,01
s3 (t8-t5) 5,51 0,00 61,92 7,92 10,26 0,00 59,88 9,62 0,00
cc2 (t3-t2) 11,26 0,00 44,22 4,87 11,50 0,00 37,88 5,33 0,02
cc3 (t5-t3) 12,71 0,00 46,48 5,52 12,94 0,00 37,45 6,39 NS
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Tabla 3 Tasa de embarazo tras la transferencia de embrio-
nes multinucleados y no multinucleados

Embarazo
150/355 (42,3)

Transferencias homogéneas de
embriones no multinucleados

Transferencias mixtas

Transferencias homogéneas de
embriones multinucleados

P valor NS

40/104 (38,5%)
19/62 (30,6%)

En 166 ciclos se transfirieron embriones multinucleados
por no disponerse de otros sin multinucleacion. En 104 casos
las transferencias fueron mixtas, transfiriéndose también
embriones no multinucleados. Se realizaron 62 transferen-
cias de exclusivamente embriones multinucleados. La tasa
de embarazo global por transferencia fue del 35,5%. No se
detectaron diferencias estadisticamente significativas entre
las tasas de embarazo tras la transferencia de embriones no
multinucleados, mixtas y homogéneas de embriones multi-
nucleados (tabla 3). No obstante, se observo una diferencia
de 11,7 puntos porcentuales entre transferencias homogé-
neas de embriones no multinucleados y multinucleados. Es
posible que el bajo nimero de transferencias homogéneas
de embriones multinucleados no haya permitido la deteccion
de diferencias estadisticamente significativas.

Los embriones multinucleados no transferidos se deja-
ron en cultivo hasta el estadio de blastocisto y, en caso de
alcanzarlo, se congelaron (18,0%). No se observaron dife-
rencias en la capacidad de desarrollo hasta blastocisto en
funcion del patron de multinucleacion (18,0% en embriones
binucleados y 17,9% en embriones multi/micronucleados).
Tampoco se observaron diferencias en la tasa de blastocisto
en funcion del porcentaje de células multinucleadas (18,8%
en embriones con <50% de células multinucleadas y 15,5%
con >50% de células multinucleadas).

Se realizaron 87 criotransferencias, de las cuales 56
exclusivamente de blastocistos procedentes de embriones
multinucleados (64,4%). La tasa de supervivencia fue del
84,6%. No se observaron diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre las tasas de embarazo obtenidas a partir de
las transferencias mixtas y las homogéneas de blastocistos
procedentes de embriones multinucleados (54,8 y 48,2% res-
pectivamente). La tasa de implantacion de los blastocistos
procedentes de embriones multinucleados fue del 39,1%.

Discusion

La multinucleacion es un fendmeno frecuente en los embrio-
nes humanos obtenidos in vitro. El porcentaje de ciclos
con algin embrion multinucleado de nuestra serie (70%)
se sitla en el rango alto de los datos existentes en la
literatura y coincide con el descrito en dos de las series
publicadas (Jackson et al., 1998; Van Royen et al., 2003).
El porcentaje de embriones multinucleados de los ciclos
de nuestro trabajo (23,6%) es comparable al descrito en
una publicacion que analiza la multinucleacion mediante
monitorizacion continua (Ergin et al., 2014), y, sorprenden-
temente no es superior al descrito en trabajos donde se
ha detectado durante las observaciones puntuales (17-48%)

(Balakier y Cadesky, 1997; Jackson et al., 1998; Van Royen
et al., 2003; Hnida et al., 2004; Meriano et al., 2004). En
nuestra serie, si las observaciones se hubieran realizado
puntualmente a las 44 y 66 h postinseminacion la tasa de
multinucleacion detectada habria sido muy inferior (9,0%).
Las mejoras en los sistemas de cultivo embrionario podrian
explicar la reduccion de la incidencia de la multinucleacion.

Nuestros datos confirman que la multinucleacion puede
observarse en cualquier estadio del desarrollo, pero es
maxima en estadio de 2 células. Algunos estudios descri-
ben porcentajes de multinucleacion superiores en D +2 que
en D+3 (Van Royen et al., 2003; Yakin et al., 2005). Se
ha descrito que la dificultad para detectar multinucleacion
crece al aumentar el nimero de células y con la aparicion de
fragmentos (Munné et al., 2006). A partir de la observacion
continua de los embriones mediante TL se demuestra una
correlacion inversa entre nimero de células y deteccion de
la multinucleacion.

A partir de nuestros datos se ha confirmado que la
morfocinética de los embriones multinucleados muestra
diferencias respecto a la de los embriones no multinuclea-
dos. Estas diferencias ya se evidencian desde el estadio de
pronlcleos con una duracion de esta fase del desarrollo
superior. La duracion anormalmente larga de la fase de pro-
nucleosy por lo tanto de la fase S observada en los embriones
multinucleados podria estar indicando dificultades en el pro-
ceso de replicacion del DNA. Varios estudios han evaluado el
efecto de variaciones en el momento de aparicion y desa-
paricion de los pronucleos, aunque los resultados no son
concluyentes (Lemmen et al., 2008; Azzarello et al., 2012;
Chamayou et al., 2013; Kirkegaard et al., 2013).

En una publicacién previa que evalla la morfocinética
de los embriones multinucleados se observan, tal y como
sucede en nuestro trabajo, retrasos en los momentos en
que los embriones alcanzan determinados estadios (Desai
et al., 2014). El tiempo necesario para duplicar el DNA de
los distintos nlcleos, la formacion de los cromosomas, el
desmantelamiento de las membranas nucleares y el posicio-
namiento centralizado de los cromosomas para dar lugar a
las dos células hijas podria ser superior cuando la célula pre-
senta mas de un nlcleo. La presencia de multinucleacion en
estadio de 2 células explicaria el aumento de la duracion
de cc2 (t2-t3) en embriones multinucleados. Este hecho y
el no aumento de la duracién de cc3 reforzaria la hipotesis
de una mayor incidencia de multinucleacion en estadio de
dos células y no Unicamente a una mejor deteccion de este
fenomeno en este momento. La asincronia observada en los
embriones multinucleados se podria explicar por las diferen-
cias entre los ritmos de division de células multinucleadas y
no multinucleadas en un mismo embrion.

Se ha observado una menor capacidad de los embrio-
nes multinucleados para alcanzar el estadio de blastocisto
(18%). Esta tasa, significativamente inferior a la observada
en embriones no multinucleados (46,9%, datos propios), con-
firma las observaciones previas de una reduccion importante
de la capacidad de desarrollo de estos embriones (Alikani
et al., 2000; Yakin et al., 2005).

El patron de multinucleacion detectado con mas frecuen-
cia en nuestra cohorte ha sido la multi/micronucleacion.
Estudios previos realizados mediante observaciones puntua-
les en los momentos habituales habian descrito una mayor
incidencia de binucleacion respecto micro/multinucleacion



Embriones multinucleados: criterios para la transferencia

101

(Meriano et al., 2004), no obstante la observacion conti-
nua de los embriones ha revelado una mayor incidencia de
embriones multi/micronucleados.

Nuestros datos no muestran diferencias en la tasa
de blastocisto entre embriones binucleados y multi/
micronucleados. Meriano y colaboradores (2004) reportaron
que la capacidad de desarrollo de los embriones binuclea-
dos era comparable a la observada en embriones sin signos
de multinucleacion, y muy superior a la de los embriones
multi/micronucleados. Datos procedentes de pacientes de
buen pronostico y de ciclos de donacion de ovocitos des-
criben tasas elevadas de blastocisto tanto en embriones
binucleados como en multi/micronucleados (Desai et al.,
2014). Otros autores tampoco han observado correlacion
entre el patron de multinucleacion y la calidad embriona-
ria (De Cassia Savio Figueira et al., 2010) o la capacidad de
implantacion (Ergin et al., 2014).

La mayoria de los embriones multinucleados de nuestra
cohorte presentan multinucleacion en <50% de sus célu-
las. El porcentaje de células multinucleadas tampoco ha
resultado predictivo de la capacidad de desarrollo hasta
blastocisto. Mientras que algunos autores habian observado
una mejor evolucion de los embriones con un Unico blasto-
mero multinucleado (De Cassia Savio Figueira et al., 2010),
otros autores tampoco observan diferencias en la capacidad
de implantacion de los embriones en funcién del porcen-
taje de células multinucleadas (Ergin et al., 2014), en la
linea de nuestras observaciones. Deberia determinarse si la
persistencia de la multinucleacién en distintas etapas del
desarrollo podria tener un efecto sobre su viabilidad y su
capacidad de implantacion. La necesidad de mas procesos
de reparacion podria dificultar su correcta evolucion.

A pesar de la menor tasa de blastocisto obtenida tras
el cultivo de embriones multinucleados, nuestros resultados
no han detectado una reduccion de su capacidad para dar
lugar a un embarazo tras su transferencia en frescoen D +3
respecto de los embriones no multinucleados (30 y 41% res-
pectivamente), a diferencia de lo descrito por otros autores
(Jackson et al., 1998; Pelinck et al., 1998; Van Royen et al.,
2001; Ergin et al., 2014). Probablemente, el tamafo limi-
tado de la muestra no permite que se detecten diferencias
estadisticamente significativas.

La capacidad de implantacion de los blastocistos proce-
dentes de embriones multinucleados transferidos en un ciclo
de criotransferencia ofrece resultados muy satisfactorios
(39,9%) sin diferencias respecto los obtenidos de blastocistos
sin multinucleacion (40,7%, datos propios).

Como conclusion, podemos afirmar que los embriones
multinucleados presentan una morfocinética alterada y tie-
nen un bajo potencial de desarrollo pero aquellos que, tras
el cultivo, alcanzan el estadio de blastocisto muestran un
elevado potencial reproductivo. Se recomienda, por tanto,
el cultivo prolongado de los embriones multinucleados como
estrategia de seleccion de los potencialmente aptos para la
transferencia.

Responsabilidades éticas

Proteccion de personas y animales. Los autores declaran
que para esta investigacion no se han realizado experimen-
tos en seres humanos ni en animales.

Confidencialidad de los datos. Los autores declaran que
han seguido los protocolos de su centro de trabajo sobre
la publicacion de datos de pacientes.

Derecho a la privacidad y consentimiento informado. Los
autores declaran que en este articulo no aparecen datos de
pacientes.

Conflicto de intereses

Los autores declaran no tener ningln conflicto de intereses

Bibliografia

Aguilar, J., Rubio, I., Munoz, E., Pellicer, A., Messeguer, M., 2016.
Study of nucleation status in the second cell cycle of human
embryo and its impact on implantation rate. Fertil Steril. 106,
291-299.

Alikani, M., Calderon, G., Tomkin, G., Garrisi, J., Kokot, M., Cohen,
J., 2000. Cleavage anomalies in early human embryos and survi-
val after prolonged culture in-vitro. Hum Reprod. 15, 2634-2643.

Alpha, 2011. Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special
Interest Group of Embryology The Istanbul consensus workshop
on embryo assessment: proceedings of an expert meeting. Hum
Reprod 26, 1270-1283.

Arroyo, G., Veiga, A., Santald, J., Barri, P.N., 2007. Developmental
prognosis for zygotes based on pronuclear pattern: usefulness of
pronuclear scoring. J Assist Reprod Genet. 24, 173-181.

ASEBIR, 2015. Cuadernos de embriologia clinica. En: Criterios ASE-
BIR de valoracion morfoldgica de oocitos, embriones eempranos
y blastocistos humanos, 3a ed. Gobalo, Madrid.

Azzarello, A., Hoest, T., Mikkelsen, A.L., 2012. The impact of pro-
nuclei morphology and dynamicity on live birth outcome after
time-lapse culture. Hum Reprod. 27, 2649-2657.

Balakier, H., Cadesky, K., 1997. The frequency and developmental
capability of human embryos containing multinucleated blasto-
meres. Hum Reprod. 12, 800-804.

Barri, P.N., Martinez, F., Coroleu, B., Tur, R., 2002. The role of GnRH
antagonists in assisted reproduction. Reprod Biomed Online 5,
14-19.

Carrasco, B., Parriego, M., Arroyo, G., Gil, Y., Coroleu, B., Veiga,
A., et al., 2014 Mayo. Viabilidad y analisis morfocinético del
desarrollo de embriones multinucleados. XXX Congreso Nacional
Sociedad Espanola de Fertilidad, Barcelona, Espana, pp. 29-31.

Coroleu, B., Barri, P.N., Carreras, O., Belil, I., Buxaderas, R.,
Veiga, A., et al., 2006. Effect of using an echogenic catheter
for ultrasound-guided embryo transfer in an IVF programme:
a prospective, randomized, controlled study. Hum Reprod. 21,
1809-1815.

Chamayou, S., Patrizio, P., Storaci, G., Tomaselli, V., Alecci, C.,
Ragolia, C., et al., 2013. The use of morphokinetic parameters to
select all embryos with full capacity to implant. J Assist Reprod
Genet. 30, 703-710.

Clua, E., Tur, R., Coroleu, B., Rodriguez, I., Boada, M., Gomez,
M.J., et al., 2015. Is it justified to transfer two embryos in
oocyte donation? A pilot randomized clinical trial. Reprod Bio-
med Online 31, 154-161.

De Cassia Savio Figueira, R., Souza Setti, A., Paes de Almeida
Ferreira Braga, D., laconelli Jr., A., Borges Jr., E., 2010. Blas-
tomere multinucleation: Contributing factors and effects on
embryo development and clinical outcome. Hum Fertil 13,
143-150.

Desai, N., Ploskonka, S., Goodman, L.R., Austin, C., Goldberg, J.,
Falcone, T., 2014. Analysis of embryo morphokinetics, multi-
nucleation and cleavage anomalies using continuous time-lapse


http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0165
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0170
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0010
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0015
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0175
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0025
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0030
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0180
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0040
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0045
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0050
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0055
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060

102

M. Parriego et al.

monitoring in blastocyst transfer cycles. Reprod Biol Endocrinol.
20, 12-54.

Ergin, E.G., Caliskan, E., Yalcinkaya, E., Oztel, Z., Cokelez, K.,
Ozay, A., et al., 2014. Frequency of embryo multinuclea-
tion detected by time-lapse system and its impact on pregnancy
outcome. Fertil Steril. 102, 1029-1033.

Hardy, K., Winston, R.M., Handyside, A.H., 1993. Binucleate blas-
tomeres in preimplantation human embryos in vitro: failure of
cytokinesis during early cleavage. J Reprod Fertil. 98, 549-558.

Harrison, R.H., Kuo, H.C., Scriven, P.N., Handyside, A.H., Ogilvie,
C.M., 2000. Lack of cell cycle checkpoints in human cleavage
stage embryos revealed by a clonal pattern of chromosomal
mosaicism analysed by sequential multicolour FISH. Zygote 8,
217-224.

Hardarson, T., Hanson, C., Sjogren, A., Lundin, K., 2001. Human
embryos with unevenly sized blastomeres have lower pregnancy
and implantation rates: indications for aneuploidy and multinu-
cleation. Hum Reprod. 16, 313-318.

Hnida, C., Engenheiro, E., Ziebe, S., 2004. Computer-controlled,
multilevel, morphometric analysis of blastomere size as biomar-
ker of fragmentation and multinuclearity in human embryos.
Hum Reprod. 19, 288-293.

Jackson, K.V., Ginsburg, E.S., Hornstein, M.D., Rein, M.S., Clarke,
R.N., 1998. Multinucleation in normally fertilized embryos is
associated with an accelerated ovulation induction response and
lower implantation and pregnancy rates in in vitro fertilization-
embryo transfer cycles. Fertil Steril. 70, 60-66.

Kirkegaard, K., Kesmodel, U.S., Hindkjeer, J.J., Ingerslev, H.J.,
2013. Time-lapse parameters as predictors of blastocyst deve-
lopment and pregnancy outcome in embryos from good
prognosis patients: a prospective cohort study. Hum Reprod. 28,
2643-2651.

Lemmen, J.G., Agerholm, I., Ziebe, S., 2008. Kinetic markers of
human embryo quality using time-lapse recordings of IVF/ICSI-
fertilized oocytes. Reprod Biomed Online. 17, 385-391.

Meriano, J., Clark, C., Cadesky, K., Laskin, C.A., 2004. Binuclea-
ted and micronucleated blastomeres in embryos derived from
human assisted reproduction cycles. Reprod Biomed Online 9,
511-520.

Munne, S., 2006. Chromosome abnormalities and their relations-
hip to morphology and development of human embryos. Reprod
Biomed Online 12, 234-253.

Parriego, M., Sole, M., Aurell, R., Barri, P.N., Veiga, A., 2007. Birth
after thransfer of frozen-thowed vitrified biopied blastocysts. J
Assist Reprod Genet. 24, 147-149.

Parriego, M., Nadal, S., Boada, M., Tuiidn, D., Mateo, S., Coroleu,
B., et al., 2013 Noviembre. Evolucion y analisis cromosomico de
embriones multinucleados. VII Congreso ASEBIR, Sevilla, Espana,
pp. 20-22.

Pelinck, M.J., de Vos, M., Dekens, M., van der Elst, J., de Sutter, P,
Dhont, M., 1998. Embryos cultured in vitro with multinucleated
blastomeres have poor implantation potential in human in-vitro
fertilization and intracytoplasmic sperm injection. Hum Reprod.
13, 960-963.

Pickering, S.J., Taylor, A., Johnson, M.H., Braude, P.R., 1995. An
analysis of multinucleated blastomere formation in human embr-
yos. Hum Reprod. 10, 1912-1922.

Solé, M., Santalo, J., Boada, M., Clua, E., Rodriguez, I., Martinez,
F., Coroleu, B., Veiga, A., 2013. How does vitrification affect
oocyte viability in oocyte donation cycles? A prospective study
to compare outcomes achieved with fresh versus vitrified sibling
oocytes. Hum Reprod. 28, 2087-2092.

Tesarik, J., Kopecny, V., Plachot, M., Mandelbaum, J., 1987. Ultras-
tructural and autoradiographic observations on multinucleated
blastomares of human cleaving embryos obtained by in-vitro
fertilization. Hum Reprod. 2, 127-136.

Tur, R., Coroleu, B., Torelld, M.J., Boada, M., Veiga, A., Barri, P.N.,
2006. Prevention of multiple pregnancy following IVF in Spain.
Reprod Biomed Online. 13, 856-863.

Van Royen, E., Mangelschots, K., Vercruyssen, M., de Neubourg, D.,
Valkenburg, M., Ryckaert, G., et al., 2003. Multinucleation in
cleavage stage embryos. Hum Reprod. 18, 1062-1069.

Van Royen, E., Mangelschots, K., de Neubourg, D., Laureys, I.,
Ryckaert, G., Gerris, J., 2001. Calculating the implantation
potential of day 3 embryos in women younger than 38 years of
age: a new model. Hum Reprod. 16, 326-332.

Winston, N.J., Braude, P.R., Pickering, S.J., George, M.A., Cant, A.,
Currie, J., et al., 1991. The incidence of abnormal morphology
and nucleocytoplasmic ratios in 2-, 3- and 5-day human pre-
embryos. Hum Reprod. 6, 17-24.

Yakin, K., Balaban, B., Urman, B., 2005. Impact of the presence of
one or more multinucleated blastomeres on the developmental
potential of the embryo to the blastocyst stage. Fertil Steril. 83,
243-245.


http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0060
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0065
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0070
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0075
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0080
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0085
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0090
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0095
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0100
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0105
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0110
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0115
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0125
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0130
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0190
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0135
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0140
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0145
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0150
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0155
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(17)30014-2/sbref0160

	Embriones multinucleados: criterios para la transferencia
	Introducción
	Material y métodos
	Fecundación in vitro
	Transferencia embrionaria y embarazo
	Análisis estadístico

	Resultados
	Discusión
	Responsabilidades éticas
	Protección de personas y animales
	Confidencialidad de los datos
	Derecho a la privacidad y consentimiento informado

	Conflicto de intereses
	Bibliografía


