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Resum

En aquest treball s’estudia quins son els factors embriologics que influencien potencialment en el resultat de la
transferéncia d’embrions criopreservats. Es realitza un estudi retrospectiu de 356 criotransferéncies (CT) d’un
sol embri6 relacionant parametres embriologics amb la taxa d’embaras (TE). S’obté una TE general del 19,9 %.
Es troba que els factors que es correlacionen amb una taxa d’embaras elevada son: timing de divisio correcte i si-
metria dels blastomers abans de congelar, la supervivéncia embrionaria postdescongelacio i la represa de la mito-
si en el cultiu postdescongelacio.

Paraules clau criopreservacio, criotransferéncia, qualitat embrionaria, supervivencia, represa de la mitosi.

Abstract

In this study we analyze which are the embryologic factors which could potentially influence the outcome of cry-
opreserved embryo transfers. A retrospective study of 356 single embryo transfers (sET) was performed relating
embryologic parameters and the pregnancy rate (PR). A PR of 19.9 % was obtained. We observed that the fac-
tors correlated with an increase of the PR were: timing of cell division and the blastomer’s symmetry before

freezing; the survival rate and the resumption of mitosis after culture post-thawing.

INTRODUCCIO

Fa poc més de 20 anys es va aconseguir el primer
embaras en humans procedent de la transferéncia
d’embrions congelats (Trounson i Mohr, 1983). Ac-
tualment la criopreservacioé €s un procediment ruti-
nari 1 molt important en els programes de reproduc-
ci6 assistida (RA). La criopreservaciéo d’embrions
permet emmagatzemar-los per a transferéncies futu-
res, d’aquesta manera es pot reduir el nombre d’em-
brions a transferir en el cicle en fresc, 1 aixi es dismi-
nueix el risc d’embaras multiple. Tot i que alguns
estudis mostren taxes d’embaras més baixes en
transferéncies d’un embrid vs. dos, aquestes diferén-
cies desapareixen quan s’inclouen les taxes acumu-
lades de les CT derivades del cicle en fresc (Thurin
et al., 2004).

La majoria d’estudis mostren pitjors resultats en la
transferéncia d’embrions congelats respecte a la
transferéncia d’embrions en fresc (Toner et al.,
1991; Wang et al., 2001; Ochning et al., 2000). El
procés de congelacio i descongelacid t€ un impacte

negatiu sobre la seva viabilitat i la capacitat d’im-
plantacio. En els ultims anys s’han descrit un seguit
de factors clinics i embriologics que ens permeten
realitzar una seleccid més acurada de 1’embrid a
transferir després de la descongelacio. Entre els fac-
tors embriologics predictius del potencial implanta-
tori dels embrions s’han descrit: morfologia de I’em-
brié abans de criopreservar (Schalkoff et al., 1993;
Salumets ef al., 2003), supervivéncia embrionaria en
descongelar (Guerif et al., 2002; El-Toukhy et al.,
2003; Pal et al., 2004) i la represa de la mitosi en les
24 hores segiients a la descongelacié (Ziebe et al.,
1998; Guerif et al. 2002; Gabrielsen et al., 2006).

L’objectiu d’aquest treball és avaluar 1’efecte dels
factors embriologics, estudiant la CT d’un sol em-
brid, en el potencial d’implantacio.

MATERIAL I METODES

S’han avaluat retrospectivament totes les CT d’un
sol embrid (n=356) procedents del programa de
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Taula1 Taxa d’embaras en relacio a la morfologia embrionaria abans de la congelacio.

Morfologia embrionaria

Total criotransferéncies

Implantacié %

Dia 2

4 c¢Hules 53
>4 c¢Hules 19
Dia 3

< 6 c¢Hules 72
> 6 célules 212
Simetria ceHular

Iguals 58
Similars 93
Diferents 205
Fragmentacio (%)

Sense fragments 118
5-25 194
>25 44

18,9 %
21,1 %

9.7 %
23,6 % *

34,5 %
26,9 %
12,7 % **

22,9 %
20,1 %
11,4 %™

*P <0,05; **P < 0,01; ns: no significatiu.

Taula 2 Taxa d’embaras en relacid a I’score embriona-
ri en fresc.

Total criotransferéncies Implantacié %

Score en congelar

8/9/10 160 27,5% **

6/7 124 17,7% **

<5 70 7,1% **
** P<0,01

FIV realitzades des de 1’any 2001 al 2005 a I’Institut
Universitari Dexeus.

Es van excloure del estudi les CT d’embrions pro-
cedents dels programes de donacidé d’oocits. La mit-
jana d’edat de les pacients el dia de la puncié folli-
cular era de 35 + 4,4 anys (+ SD).

L’avaluacio dels embrions en fresc es va realitzar
examinant el nombre de blastomers, el percentatge
de fragmentaciod, la simetria dels blastomers i I’ab-
séncia de multinucleacid. Els embrions congelats va-
ren ser classificats seguint un criteri de score embri-
onari en dia 2 i dia 3 basant-nos en els parametres
anteriors.

El criteri utilitzat per a congelar els embrions es
basa en el timing de divisio (>4 blastomers en dia
+2 i > 4 blastomers en dia +3) i en un percentatge de
fragmentacid inferior al 35 %. No es van congelar
els embrions que presentaven multinucleacié. La
majoria dels embrions van ser criopreservats en dia
+3 (79,8 %).

Per a avaluar com afecta el grau de fragmentacio
es van analitzar tres grups: no fragmentats, 5-25 % i

>25 %. Pel que fa a la simetria dels blastomers,
aquests poden ser iguals, similars 1 diferents.

Després de la descongelacio es va avaluar el nom-
bre de blastomers supervivents (percentatge de
supervivencia) i es va deixar ’embrid en cultiu du-
rant 18-24 hores. Respecte al percentatge de supervi-
vencia, es van definir quatre grups: 100 % de super-
vivéncia (embrid intacte), de 100-80 %, 80-50 % i
<50 %.

Just abans de la transferéncia es va realitzar una
segona observacio per a valorar la represa de la mi-
tosi. Es varen establir quatre grups: fusié de blasto-
mers, blastomers no dividits, divisié d’un sol blasto-
mer 1 divisié de més d’un blastomer, incloent-hi els
que presentaven signes de compactacio.

L’analisi comparativa entre les diferents variables
categOriques es va realitzar utilitzant tests de y° o
taules de contingéncia.

RESULTATS

La TE obtinguda del total de les 356 CT va ser del
19,9 %.

Analisi univariant de la morfologia
de ’embrio en fresc

Es va trobar una correlacio entre el nombre de blas-
tomers de I’embri6 en dia +3 i la TE (taula 1). Em-
brions amb < 6 blastomers en dia +3 presentaven
una TE significativament inferior d’aquells que te-
nien > 6 (9,7 % vs. Un 23,6 %, respectivament;
p <0,05).
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Taula 3 Taxa d’embaras en relacid a la supervivencia
embrionaria i divisio postdescongelacio.

Total criotransferéncies Implantacié %

Supervivéncia (%)

100 170 25,9 % **

100-80 51 23,5 % **

80-50 80 16,3 %

<50 55 3,6 %

Divisié embrionaria

Fusi6 ceHular 7 0 %

No dividits 112 13,4 %

Divisi6 1 céHula 65 15,4 %

Divisi6 > 2 172 26,7 % **
** P <0,01

Pel que fa al percentatge de fragments, no es va
trobar cap diferéncia estadisticament significativa en
la TE entre el grup d’embrions que presentaven
<25 % de fragments (TE = 21,1 %), dels que en te-
nien > 25 % (TE = 11,4 %), tal com s’exposa en la
taula 1.

Pel que fa a la simetria dels blastomers, es va veu-
re que era un factor important a tenir en compte per
a predir I’éxit de la CT. A mides de blastomers
iguals o similars no s’observaren diferéncies signifi-
catives, ja que les TE eren del 34,5 % i del 26,9 %,
respectivament. No obstant aixo, hi ha una disminu-
ci6 clara, estadisticament significativa, de la TE
(12,7 %; p < 0,01) en el grup d’embrions que pre-
sentaven blastomers asimétrics (taula 1).

Es va analitzar la TE per a tres grups de scores
embrionaris en fresc descrits a la taula 2: els que
presentaven un score de 8-9-10 (embrions Optims),
els que tenien una puntuacid de 6-7, 1 els de < 5. Es
va veure que la TE postdescongelacido augmentava
de manera significativa si els embrions presentaven
un score en fresc més elevat.

Analisi univariant de la supervivéncia embrionaria

Avaluant els resultats de la supervivéncia embriona-
ria postdescongelacio (taula 3), els embrions intactes
i els que mostraven > 80 % dels blastomers intactes
tenien una TE similar (25,9 % i 23,5 %, respectiva-
ment). Aquestes TE, pero, eren significativament
més elevades (p <0,01) que la del grup d’embrions
que presentaven una taxa de supervivencia entre el
80-50 % 0 <50 % (16,3 % 1 3,6 %, respectivament).
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Relacio de I’score en fresc i la taxa de
supervivencia

Tal com es mostra a la taula 4, no s’ha trobat corre-
laci6 entre e I’score embrionari i la taxa de supervi-
veéncia.

Analisi univariant de la represa de la mitosi

El grup d’embrions que no s’havien dividit mos-
traven TE similars (taula 3) a la dels embrions que
només presentaven un blastomer dividit (13,4 % 1
15,4 %, respectivament). No obstant aixo, els embri-
ons amb > 2 blastomers dividits o amb indicis de
compactacid presentaven un augment estadistica-
ment significatiu de la TE (26,7 %; p < 0,01).

DISCUSSIO

La TE obtinguda ha estat del 19,9 %, similar a la que
mostren altres publicacions (Ziebe et al., 1998; Salu-
mets et al., 2006).

En aquest treball varem trobar una correlacio esta-
disticament significativa entre el nombre de blasto-
mers de I’embrid en dia +3 i la TE. D’acord amb al-
tres estudis (Guerif et al., 2002; Gabrielsen et al.,
2006) els embrions que presenten millors TE son els
que presenten un ritme de divisié adequat, és a dir,
en dia +3, > 6 blastomers.

El percentatge de fragments també és un parame-
tre important a tenir en compte a 1’hora d’avaluar la
morfologia. Publicacions com la Salumets et al.
(2006) mostren que, a menys nombre de fragments,
millors TE. No obstant aixo, en la nostra analisi no
hem trobat diferéncies estadisticament significatives,
probablement a causa del baix nombre d’embrions
amb > 25 % de fragments que analitzem 1 al fet que
el maxim percentatge es troba en el limit de 35 % de
fragments.

Pel que fa a la simetria dels blastomers, els nos-
tres resultats mostren que embrions amb blastomers
asimetrics, amb patrons de divisi6 probablement al-
terats, son de pitjor pronostic.

Analitzant la TE per als diferents scores embrio-
naris, podem concloure, com altres estudis previs
(Salumets et al., 2006), que a millor qualitat embrio-
naria abans de congelar, millors TE. Al contrari del
que s’ha descrit a la literatura (Karlstrom et al.,
1997), no trobem correlacio6 entre els diferents grups
d’scores embrionaris 1 la supervivéncia. El nostre
score dona molt pes al nombre de blastomers enfront
dels altres parametres. Es probable que la supervi-
veéncia embrionaria estigui més relacionada amb fac-
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Taula4 Relacid de I’score en fresc i la taxa de supervivéncia.

Score en congelar Nombre d’embrions Taxa de supervivéncia Nombre de CT Implantacié
8/9/10 160 80-100 % 97 (62 %) 35,1
50-80 % 35 (22 %) 22,9
<50 % 24 (8,3 %) 8,3
6/7 124 80-100% 70 (58 %) 243
50-80 % 26 (21,5 %) 19,2
<50 % 25 (20,6 %) 0
<5 70 80-100 % 50 (71 %) 10
50-80 % 14 (20 %) 0
<50 % 6 (8 %) 0

tors com la fragmentacidé o factors propis de I’em-
brid, dades que no s’han analitzat.

La taxa de supervivencia postdescongelacio és un
bon factor predictiu de 1’¢xit de la CT. Es considera
que un embrid sobreviu a la descongelacid si com a
minim es manté el 50 % dels seus blastomers inicials
intactes, citoplasma clar i refringent i sense trenca-
ment de la zona pelltcida (Freeman et al., 1986; Van
den Abbel et al., 1997). D’acord amb els estudis més
recents (Tang et al., 2006; Salumets et al., 2006),
embrions amb millor supervivéncia aporten TE més
elevades. Tot i aix0, alguns autors han publicat que
no hi ha un efecte negatiu pel que fa a la TE si es
transfereixen embrions amb baixes taxes de supervi-
veéncia (Hartshorne et al., 1990); fins i tot es conei-
xen resultats d’embaras amb embrions que presenta-
ven menys del 50 % de supervivéncia (Veiga et al.,
1987). A diferéncia dels treballs publicats I’any
2006, esmentats anteriorment, no observem una dis-
minuci6 significativa de la TE entre embrions que
presenten una supervivéncia del 100 % i els que pre-
senten una proporcid baixa de blastomers lisats
(100-80 %). La disminucio6 de la taxa de supervivén-
cia per sota del 80 % es correlaciona amb TE signifi-
cativament més baixes.

Actualment el cultiu in vitro durant 24 hores
abans de la transferéncia no esta establert en tots els
equips de treball. Molts grups transfereixen els em-
brions el mateix dia de la descongelacio, pero el fet
d’avaluar la represa de la mitosi d’aquests embrions
descongelats pot constituir una eina efica¢ a 1’hora
de predir la seva capacitat d’implantacié. Alguns es-
tudis previs han demostrat que la transferéncia d’em-
brions que es continuen dividint in vitro en les 18-24
hores segiients millora significativament la TE (Van
der Elst et al., 1997; Ziebe et al., 1998; Guerif et al.,
2002; Salumets et al., 2006). A diferéncia d’aquests
estudis, nosaltres varem separar els embrions que
reiniciaven la mitosi en dos grups, i s’observava que

només es produia un augment de la TE si es dividien
un minim de dos blastomers o I’embri6é compactava.

Podem concloure que els parametres que tenen un
poder predictiu sobre 1’éxit d’una CT son: el timing
de divisio i la simetria dels blastomers abans de con-
gelar, la supervivéncia embrionaria i la represa de la
mitosi postdescongelacio. Obtindrem un maxim po-
tencial d’implantacié quan I’embri6 presenti el tim-
ing correcte de divisio abans de la criopreservacio,
una supervivencia > 80 % i una divisié d’un minim
de dos blastomers o amb indicis de compactacio
posterior al cultiu postdescongelacio.
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