Biologia de la reproduccio
Vol. 10, p. 121-125

VALORACIO DE LA QUALITAT EMBRIONARIA FINS A L’ESTADI
DE BLASTOCIST EN EMBRIONS QUE PRESENTEN DIVISIO PRECOC

Sandra Pérez,'”” Gemma Arroyo,' Josep Santal6,” Montse Boada,'

Buenaventura Coroleu,' Anna Veiga'?

!'Servei de Medicina de la Reproduccid, Dept. De Ginecologia i Obstetricia, Institut Universitari Dexeus

Pg. Bonanova, §9-91. 08017 Barcelona.

2 Unitat de Biologia Cellular, Facultat de Biociéncies, Universitat Autonoma de Barcelona

3 Centre de Medicina Regenerativa de Barcelona

Resum

Objectius: Es important seleccionar el millor embrié per a la transferéncia, per tal de reduir les taxes d’embaras
multiple sense disminuir les taxes de naixement globals. Aquest estudi analitza el valor predictiu de la divisio
precog (EC) com un parametre addicional de qualitat embrionaria. Métodes: Estudi retrospectiu de 96 cicles de
DGP sobre 1.279 oocits inseminats (FIV/ICSI). La divisio a I’estadi de 2 céllules va ser determinada a les 26 h
(£ 2) postinseminaci6. Els embrions diagnosticats per DGP van ser cultivats fins al dia 5, 6 o 7. La morfologia i
el desenvolupament van ser observats i avaluats en el dia 2, 3 i fins a 1’estadi de blastocist. Resultats: Dels 897
embrions fecundats, el 37,2 % presentaven EC. Els embrions de bona qualitat embrionaria de dia 2 i 3 presenta-
ven taxes més elevades d’EC que els de baixa qualitat. Els embrions que presentaven EC assolien 1’estadi de
blastocist en un percentatge superior als que no la presentaven (NEC). Conclusions: Els embrions EC mostren
una competéncia de desenvolupament significativament més elevada que els embrions NEC. Per tal de millorar
la seleccié de I’embrié amb un major potencial d’implantacio, la seleccié per a la transferéncia no s’ha de basar
unicament en la qualitat embrionaria el dia de la transferéncia, sind també en la valoracié de I’EC.

Paraules clau divisid precog, qualitat embrionaria, cultiu de blastocists.

Abstract

BACKGROUND: It is important to increase the ability for selecting the best embryos for transfer in order to re-
duce multiple pregnancy rates without decreasing birth rates overall. This study investigates the predictive value
of early cleavage (EC) as an additional parameter for embryo quality. METHODS: Data from 96 cicles of preim-
plantational genetic diagnosis (PGD) were retrospectively evaluated. Cleavage to the 2-cell stage was deter-
mined 26h (£2) after insemination (IVF/ICSI). Embryos diagnosed by PGD were cultured to day 5, 6 or 7. Mor-
phology and development were observed and evaluated at day 2, day 3 and to the blastocyst stage. RESULTS:
Of the 897 fertilized embryos 37.2 % presented EC. Good quality embryos on day 2 and 3 showed more EC than
poor quality ones. Embryos that presented EC achieved the blastocyst stage at a higher rate that the NEC em-
bryos. CONCLUSION: EC embryos show significanty higher developmental competence than NEC embryos. In
order to improve the selection of the embryo with the highest implantational potential, selection for transfer
should not be based on embryo quality on the day of transfer alone, but also on the EC assessment.

Key words early cleavage, embryo quality, blastocyst culture.

INTRODUCCIO

risc, molts paisos europeus han restringit legalment
el nombre d’embrions a transferir, la qual cosa dis-

En els cicles de fecundaci6 in vitro (FIV) és impor-
tant transferir I’embrido amb millor pronostic i major
potencial d’implantacio6. Cal limitar el nombre d’em-
brions a transferir i minimitzar el risc d’embaras
multiple, ja que genera problemes tant a la mare com
als infants (Bergh et al., 1999). A causa d’aquest

minueix la taxa d’embaras i eles pacients han de ser
sotmeses a més cicles.

Una bona valoracio de I’embri6 permet transferir
el minim nombre d’aquests sense que la taxa d’em-
baras disminueixi. El criteri més utilitzat és avaluar
I’embriod a les 44-47 hores 1 67-71 hores postinsemi-
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nacié (d+2 i d+3), segons la morfologia i I’estadi de
desenvolupament. Alguns autors (Scott i Smith,
1998; Tesarik i Greco, 1999) suggereixen, per altra
banda, que la qualitat embrionaria pot ser valorada
avaluant els pronuclis segons el nombre de nucl¢ols,
mida i distribucié. Un altre indicador de qualitat em-
brionaria és la valoracio de la divisio precog (EC) o
temps de la primera divisié mitotica 26 h després de
la inseminacié (Edwards et al., 1984). En compara-
ci6 amb els altres sistemes de puntuacio en dia 1,
aquest sistema és més simple, rapid i reproduible en
qualsevol laboratori dins la seva rutina.

La valoraci6é d’EC ha demostrat tenir valor predic-
tiu en les taxes d’embaras després de fer FIV con-
vencional (Edwards et al., 1984; Shoukir et al.,
1997) o ICSI (Sakkas et al., 1998; Bos-Mikich et al.,
2001; Lundin ef al., 2001; Fenwick et al., 2002). Re-
cents estudis sobre la transferéncia d’un sol embrid
(SET) suggereixen que per a seleccionar un embrid
amb un elevat potencial d’implantacio cal tenir en
compte I’EC a més de la puntuaci6 en el dia de la
transferéncia embrionaria (Salumets et al., 2003;
Van Montfoort et al., 2004). Giorgetti et al. (2007)
proposen usar el valor predictiu d’EC per a seleccio-
nar embrions amb puntuacions suboptimes, per am-
pliar la indicacié de fer cicles SET sense disminuir
les taxes d’embaras.

L’objectiu d’aquest estudi és examinar si el fet
que un embrid presenti EC es correlaciona amb una
qualitat embrionaria, tant en estadis primerencs (dia
2, 3) com en I’estadi de blastocist. La inclusio d’a-
quest parametre en la rutina del laboratori per a se-
leccionar embrions per a la transferéncia pot aug-
mentar la taxa d’implantacié/embaras.

MATERIAL I METODES
Pacients

L’estudi retrospectiu inclou 96 cicles corresponents
a 86 parelles que es van sotmetre a un cicle de fe-
cundacio in vitro 1 diagndstic genétic preimplantaci-
onal (DGP) en el Servei de Medicina de la Repro-
duccié de I’Institut Universitari Dexeus entre juliol
de 2001 i juliol de 2006.

Estimulacio de ’ovulacio

L’estimulaci6 de I’ovulacié va ser realitzada seguint
un protocol amb agonista de la GnRH en associacio
amb gonadotropines. La resposta ovarica va ser mo-
nitoritzada després del dia 6 amb una avaluacio dia-
ria de la concentracio d’estradiol i amb ecografia
transvaginal. L’HCG (10.000 IU) va ser administra-
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da 36 h abans de la recuperacio dels oocits, que es
va fer per puncio6 ecografica transvaginal.

Valoracio de la qualitat embrionaria

Es van recuperar i inseminar per inseminacié con-
vencional (FIV) o microinjeccid espermatica (ICSI)
un total de 1.279 oocits. L’observacié dels embrions
es va realitzar en un microscopi invertit amb optica
de Nomarski, minimitzant el temps d’observacio per
tal de preservar la temperatura i el pH del medi de
cultiu, que afecten el desenvolupament embrionari.

A les 18h (£ 2) postinseminaci6 es va avaluar la
fecundacio, i es va considerar un zigot normal el que
presentava un o dos pronuclis (PN) i dos corpuscles
polars (CP).

La valoracio de I’EC es va realitzar a les 26 h
(£ 2) després de la inseminaci6 i es va avaluar si hi
havia divisié en dos blastomers, simetria entre si,
fragmentacid citoplasmatica i multinucleacié en al-
gun dels blastomers.

Després de 44-48 h (dia 2) i de 66-70 h (dia 3) es
va avaluar la qualitat embrionaria. La valoracié es va
fer seguint els segilients parametres: nombre de blas-
tomers i simetria entre si, grau de fragmentacio i
preséncia de blastomers multinucleats. Els embrions
considerats de qualitat Ooptima tenien quatre o sis
blastomers (dia 2 i dia 3, respectivament) de mida si-
milar i sense multinucleaci6 ni fragments. Els embri-
ons de bona qualitat tenien 2-4 (dia 2) i 4-6 (dia 3)
blastomers sense multinucleacio, de diferents mides
0 15-25 % de fragments.

Per altra banda, els embrions de mala qualitat te-
nien menys de dos blastomers (dia 2) o quatre (dia
3), o bé presentaven multinucleacid, o bé > 30 % de
fragments o embrions aturats. Els embrions dels dos
primers grups formen part del grup de bon prondstic,
mentre que els del 3r grup son considerats de mal
pronostic.

Els embrions biopsiats es van cultivar fins al dia 7
del seu desenvolupament. La valoracié dels blasto-
cists es va realitzar els dies 5, 6 1 7 postinseminacio
avaluant la morfologia (blastocist incipient, expan-
dit, hatching o hatched), massa cellular interna i tro-
foectoderm segons el dia de cultiu. La puntuacio del
blastocist utilitzada és una modificacié de la propos-
ta feta per Gardner et al. (1999).

Tractament estadistic de les dades

Per a I’analisi estadistica de les dades qualitatives es
va aplicar el test de la y* o el test de Fisher quan les
mides mostrals ho han permes, mentre que per a I’a-
nalisi de les variables quantitatives es va utilitzar el
test de T-Student o ANOVA, considerant que les da-
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Taula1 Relaci6 de la divisié precog (EC/NEC) amb la qualitat embrionaria.
EC % EC NEC % NEC Total
Embrions fecundats 334 37,2 563 62,8 897
D42 Embrions bona qualitat 218 489 228 51,1 446
Embrions baixa qualitat 116 25,7 335 74,3 451
Total 897
Embrions bona qualitat 201 48,2 216 51,8 417
D+3 Embrions baixa qualitat 133 27,7 347 72,3 480
Total 897
Blastocists 118 49,4 121 50,6 239
D+5/+7 No blastocists 176 36 313 64 489
Total 728

des presenten diferéncies estadisticament significati-
ves quan p < 0,05.

RESULTATS

Els 96 cicles analitzats no presentaven diferéncies
significatives pel que fa a 1’edat de les pacients, ni-
vell d’estradiol i nombre de follicles el dia de 1’ad-
ministracido d’HCG, oocits recuperats i odcits que es
trobaven en metafase II. La taxa de implantacio va
ser de 13,6 %, la d’embaras de 22,2 % 1 la de nen
viu a casa de 17,3 % per cicle.

El 83,3 % dels casos presentaven EC en algun
dels embrions del cicle. Dels 897 embrions fecun-
dats un 37,2 % presentaven EC.

En dia 2, el 48,9 % dels embrions d’dptima i bona
qualitat presentaven EC, mentre que dels de baixa
qualitat només un 25,7 % en presentava (p < 0,005)
(taula 1). Hi havia 176 embrions d’optima qualitat
(19,6 %), dels quals el 61,9 % presentaven EC
(» <0,005).

En canvi, dels 62 embrions (6,9 %) que estaven
poc dividits només n’hi havia el 9,7 % d’EC
(» <0,005).

Els embrions multinucleats eren 63 (7 %) i un
23,8 % tenien EC (p < 0,005).

Analitzant en detall els embrions que presenten
EC, el resultats mostren que el 65 % presentaven si-
metria en els blastomers a les 26 h (+2). Aquests
embrions donen lloc a embrions de bon pronostic en
el 72,4 % dels casos, dada significativament més ele-
vada que els que no presenten simetria (p < 0,005).

Un 4,5 % dels embrions EC tenien multinucleacid
ales 26 h (£ 2), pero en dia 2 la qualitat embrionaria
no presentava diferéncies significatives respecte dels
que no presentaven multinucleaci6.

S’han observat 237 (71 %) embrions que no te-

nien fragments a ’EC i un 73,4 % d’aquests eren
embrions de bon prondstic en dia 2 (p < 0,005).

Analitzant en detall el embrions que no presenta-
ven EC (NEC), 52,6 % tenien els PN visibles a les
26 h (£2). D’aquests, el 36,8 % eren embrions de
bon pronostic en dia 2 davant del 63,2 % de mal pro-
nostic; els resultats observats no presenten diferénci-
es estadisticament significatives en comparar-los
amb els zigots en els quals no s’observaven els PN.

Un 76,8 % dels embrions NEC que estaven poc
dividits en dia 2 tenien els PN visibles a les 26 h
(£ 2) postinseminacio (p < 0,005).

En dia 3, un 48,2 % dels embrions de bon pronos-
tic presentaven EC, mentre que dels de mal pronos-
tic només un 27,7 % en presentava (p < 0,005)(Taula
1).

Es van biopsiar 728 embrions (81,2 %), dels quals
el 58,4 % eren embrions de bon pronodstic davant del
41,6 % de baix pronostic (p < 0,005).

La taxa global de blastocist va ser del 32,8 %.
Dels embrions que van arribar a blastocist, el 49,4 %
presentaven EC, mentre que dels embrions que no
arribaven a blastocist un 36 % tenien EC (p < 0,005)
(taula 1).

DISCUSSIO

En el present estudi, els grups (EC-NEC) analitzats
son comparables, ja que no presentaven diferéncies
significatives entre si.

El nombre d’embrions fecundats que presentaven
EC (37,2 %) concorda amb altres estudis (Ciray et
al, 2006; Giorgetti et al, 2007). La taxa d’implanta-
ci6 va ser del 13,6 %, 1 la d’embaras del 22,2 %,
comparables amb altres estudis de DGP.

Els embrions de bona qualitat en dia 2 i 3 presen-
taven una taxa elevada d’EC (48,9 % 1 48,2 %, res-
pectivament), mentre que els de baixa qualitat en



124

presentaven, perd en menor grau (25,7 % i 27,7 %,
respectivament).

En els embrions de bon pronostic també es van
observar diferéncies entre els optims (61,9 % EC) i
els poc dividits (9,7 % EC).

Els embrions que presentaven EC amb simetria i
sense fragments també tenien bona qualitat embrio-
naria en dia 2 (72,4 % 1 73,4 %, respectivament),
mentre que dels embrions NEC un 63,2 % eren de
baixa qualitat. Aquestes dades concorden amb altres
estudis que descriuen que els embrions que presen-
ten EC tenen una millor qualitat embrionaria compa-
rats amb els embrions de divisio tardana (Sakkas et
al., 1998; Bos-Mikich et al., 2001; Lundin et al.,
2001; Salumets et al., 2003; Van Montfoort et al.,
2004).

La rao per la qual els embrions que es divideixen
més rapidament tenen millor qualitat embrionaria és
encara desconeguda. Se suggereix que els embrions
amb EC provenen d’oocits amb una millor madura-
ci6 nuclear i citoplasmatica o millor metabolisme,
com disponibilitat i competéncia d’ATP, mRNA i
mitocondris. La primera divisié mitotica distribueix
els components preparats en 1’odcit durant el desen-
volupament a dos blastomers, i una distribucié in-
correcta i desigual de certs productes génics o com-
ponents citoplasmatics en les cellules pot afectar el
futur desenvolupament. Ciray et a/ (2006) especulen
que la divisi6 precog i la simetria indiquen dos fac-
tors diferents, concentraci6 i distribucio dels compo-
nents nuclears i citoplasmatics. Per tant, un embrio
amb una elevada concentracié de components intra-
cellulars s’esperara que es divideixi abans, sense te-
nir en compte la simetria, pero quan la distribucié no
és homogenia entre els blastomers (asimetria), el fu-
tur desenvolupament de I’embrid i, per tant, la seva
implantacio, es veuran compromesos. Altres autors
suggereixen que EC pot anar relacionat amb un fac-
tor patern a causa de la contribucid dels centriols de
I’espermatozoide (Palermo et al, 1994) o a la sincro-
nitzaci6 dels genomes patern i matern (Boiso et al,
2002).

En I’tltima década, els avencos en el coneixement
dels requeriments nutritius de 1’embrié han fet evo-
lucionar el cultiu embrionari fins al dia 5-6 (estadi de
blastocist).

Diversos estudis (Neuber et al., 2003; Guerif et
al., 2006) confirmen que la valoraci6 seqiiencial fins
a I’estadi de blastocist permet seleccionar el millor
embri6 per a la transferéncia, ja que allargant el peri-
ode de cultiu es poden valorar els embrions en dife-
rents estadis i detectar també els més avangats o no
aturats. Alikani et al. (2000) descriuen que mentre
que el 70 % dels odcits fecundats in vitro experi-
menten les tres primeres divisions durant tres dies de
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cultiu, menys de la meitat caviten després de cinc di-
es, 1 al voltant d’una tercera part formen blastocists
morfologicament Optims amb una massa cellular
interna ben definida, un trofectoderm cohesiu 1 ex-
pansié completa. El seu estudi relaciona la morfolo-
gia en els primers estadis embrionaris i la formacio
del blastocist in vitro, i demostraque hi ha parame-
tres que interfereixen negativament, com sén el
desenvolupament lent, la fragmentaci6 i la multinu-
cleacio.

En aquest estudi els embrions biopsiats es van
mantenir en cultiu fins al dia 7 i el 32,8 % van arri-
bar a blastocist. El1 49,4 % de blastocists presentaven
EC, mentre que dels que no arribaven a blastocist un
36 % tenien EC. Aquests resultats es poden haver
vist afectats perque la biopsia embrionaria pot tenir
efectes negatius en el desenvolupament de 1’embrio.

En conclusio, els embrions que presenten EC te-
nen una millor qualitat embrionaria el dia 2 i 3 i as-
soleixen 1’estadi de blastocist en un percentatge ade-
quat. S’ha de tenir en compte que el nostre estudi
tracta d’embrions biopsiats el dia 3, i que aix0 pot
comprometre la seva capacitat de desenvolupament.
Per a valorar I’arribada a blastocist s’haurien d’estu-
diar embrions que no hagin estat biopsiats o valorar
si la biopsia afecta el desenvolupament posterior.
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