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Resum

Antecedents: La microscopia de llum polaritzada permet visualitzar el fus meiotic dels oocits en metafase 11
abans de ser microinjectats. Aquest estudi vol avaluar si la presencia i posicio del fus i la birefringéncia de la zo-
na pellucida estan relacionats amb la fecundacio, la qualitat oocitaria i el desenvolupament embrionari. Material
i métodes: Estudi prospectiu i aleatoritzat de 149 oocits en metafase 11 dividits en dos grups, un d’estudi i un al-
tre de control. Resultats: En un 83,8 % del oocits vam observar el fus meiotic. D’aquests, un 70,7 % dels oocits
que no tenien el fus desplagat respecte al CP es van fecundar, mentre que dels oocits amb el fus desplagat només
se’n van fecundar un 38,9 % (n.s.). No s’ha trobat correlacid entre la preséncia de fus i la qualitat embrionaria en
D+2, ni entre els valors de la refringéncia i el gruix de la ZP en ser relacionats amb 1’estat evolutiu dels embrions
en D+2. Conclusions: Tot i que la preséncia de fus i la seva posicid respecte al primer corpuscle polar semblen
relacionats amb la fecundacid, cal fer un estudi més exhaustiu per obtenir resultats més concloents respecte de la
utilitat de la tecnologia de 1lum polaritzada en la valoraci6 de la qualitat embrionaria.
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Abstract

Background: Polarization microscopy allows visualizing the oocytes meiotic spindle in metaphase 11 before they
are microinjected. This study analyses whether the presence of spindle and its angle with regard to the first polar
corpuscle are related with fertilisation and embryo, development and quality. Materials and methods: Prospect-
ive and randomized study of 149 oocytes in metaphase 11 divided into two groups, the study group and the con-
trol group. Results: Eighty-three point eight percent of MII showed the meiotic spindle. 70.7% of the oocytes
without spindle displacement were fertilized; meanwhile 38.9% (n.s.) of the oocytes with the spindle displace-
ment were fertilized. There is neither correlation between spindle presence and embryo quality at D+2, or
between refringency values and ZP thickness when related with embryo development at D+2. Conclusions:
Even though the spindle presence and its position regarding to the first polar corpuscle seems to be related with
fertilisation, larger series are needed to assess the usefulness of such technique in the evaluation of embryo qual-
1ty.
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INTRODUCCIO

S’ha demostrat que un dels factors més importants
per al desenvolupament embrionari és la qualitat oo-
citaria (Choen et al., 2004; Santis et al., 2005). D’al-
tra banda, prop d’un 80 % de les aneuploidies troba-
des en embrions tenen el seu origen en els oocits
(Hassol i Hunt, 2001). La dificultat resideix a predir
si un oocit en metafase 11 (MII) té potencial per esde-
venir un embri6 de qualitat (Chamayou et al., 2006).
Un bon indicador d’aquest potencial podria ser la

morfologia del fus meiotic (Keefe er al., 2003).
Sembla que una morfologia del fus meiotic alterada
podria comprometre la segregacié cromosomica
(Munné et al., 1995), i aquest fet es traduiria en in-
fertilitat, avortaments o malalties genétiques greus,
tal com passa amb les pacients d’edat materna avan-
cada (Battaglia et al., 1996).

Durant la microinjeccié espermatica (ICSI) s’ha
d’evitar necessariament el fus. La localitzacié d’a-
quest s’associa adjacentment al corpuscle polar. Els
metodes d’analisi utilitzats fins ara per visualitzar el
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fus (microscopia electronica o microscopia confocal)
segueixen estrateégies invasives que les fan no aptes
per a I’us clinic (Battaglia et al., 1996). Actualment
es pot utilitzar la llum polaritzada per observar el fus
meiotic sense comprometre els oocits (Waterman et
al., 1998; Lui et al., 2000). Aquesta tecnica permet
I’observacid d’estructures altament organitzades,
com ¢s el cas del fus, ja que aquest té la capacitat de
desviar i retardar el pla de vibracid de la llum pola-
ritzada, i aixi es dona el fenomen oOptic de la birefrin-
gencia (Oldenbourg et al., 1999). Per tant, un siste-
ma com 1’Octax ICSI Guard® (IG), basat en la llum
polaritzada, podria ajudar a reduir possibles danys
durant la ICSL

En el present estudi s’analitzen les caracteristi-
ques del fus meiotic: preséncia i posicio pel que fa al
primer corpuscle polar (CP) i intensitat de la bire-
fringéncia de la zona pellicida (ZP) dels odcits i la
seva correlacié amb la fecundacid, desenvolupament
1 qualitat embrionaris.

MATERIAL I METODES

L’estudi prospectiu i aleatoritzat va iniciar-se I’any
2007 i aqui se’n presenten els primers resultats. Es
van incloure pacients de FIV que presentaven un
factor masculi moderat que requeris aplicar la técni-
ca d’ICSI. Es va definir com a factor masculi mode-
rat aquells pacients amb oligozoospérmia, oligoaste-
nozoospeérmia, astenozoospérmia amb un comptatge
minim de 5 M/ml espermatozoides, 10 % de mobili-
tat total o mobilitat progressiva 3+ del 5 %.

Vint-i-un pacients van ser seleccionades en dos
grups aleatoritzats:

Grup d’estudi. Grup de pacients a les quals els
vam realitzar la valoracio de la birefringencia de la
ZP i del fus meiotic dels oodcits en el moment previ a
la ICSI. Per realitzar la ICSI, una vegada localitzat el
fus meiotic, 1’0dcit es va posicionar situant el fus a
les sis horaries, independentment de la posicio del
CP. S’analitzaren les taxes de fecundacid (2PN), el
desenvolupament i la qualitat embrionaria en funcio
de I’alineacié CP-fus. Aixi mateix, es va analitzar la
taxa de fecundacio i la qualitat embrionaria, en fun-
ci6 de la intensitat de la birefringéncia de la capa
interna de la ZP dels oocits.

Grup de control. Pacients a les quals no els vam
valorar la birefringéncia. La ICSI es realitza sempre
posicionant el CP a les sis horaries. S’analitzaren les
taxes de fecundacio, el desenvolupament i la qualitat
embrionaria.

Els embrions es van valorar seguint el sistema de
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puntuaci6é habitual en el laboratori (1-10). Es van
considerar embrions evolutius aquells que es van
transferir o congelar, i no evolutius els aturats en el
desenvolupament, aixi com els molt fragmentats i
multinucleats. També es va analitzar la taxa d’emba-
ras, que es va comparar amb els resultats obtinguts
en el grup d’estudi.

Analisi estadistica

Per comparar variables qualitatives i ordinals es va
utilitzar la prova exacta de Fisher o el test de la x>
Per comparar mitjanes es va utilitzar la prova ¢ de
Student. Tots els test han estat bilaterals amb un ni-
vell de significacié a = 0,05.

RESULTATS
Pacients

Es van analitzar un total de 21 pacients, de les quals
es van recuperar 149 oocits MII. En 13 pacients es
va utilitzar la IG i en les 9 del grup de control no. No
s’ha trobat diferéncies estadisticament significatives
entre els dos grups de pacients pel que fa a I’edat, ni-
vell d’estradiol i nombre de follicles > 16 mm el dia
de I’administracié de hCG, oocits recuperats, oocits
MII i nombre d’embrions transferits (vegeu la tau-
la 1). En comparar la taxa d’embaras aconseguida en
el grup d’estudi respecte del grup control, no s’han
trobat difereéncies significatives (30,8 % i 50 %, res-
pectivament).

Embrions

La taxa global de fecundaci6 en el grup IG va ser del
61,9 %, i en el grup de control del 70,5 %. Cent cinc
odcits es van analitzar amb la ICSI Guard. Tal i com
s’observa a la taula 2, la preséncia de fus i la fecun-
dacio posterior ha estat superior quan el fus era visi-
ble (63,2 % vs. 55,6 %, n.s.). La taula 3 mostra la ta-
xa de fecundacié en funcido de D’angle del fus
respecte al CP. Malgrat que no s’han trobat diferén-
cies estadisticament significatives, es van fecundar
un 70,7 % dels oocits que tenien el fus adjacent al
CP, mentre que dels oocits amb el fus desplagat, no-
més se’n van fecundar un 48,3 %.

No s’ha pogut establir relacié entre la preséncia
del fus i la refringencia de la ZP, ni amb el gruix de
la ZP o la qualitat embrionaria. Els valors de la re-
fringéncia de la ZP i gruix de la ZP quant al desen-
volupament dels embrions es mostren a la taula 4.
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Taula 1. Caracteristiques de les pacients

Edat (anys) E2 (pg/ml) Follicles (n) Oocits (n) MII (n) Transferits (n)
ICSI Guard No 3595+4,2 2.475,0+1.314,5 94+472 8,1+£4.2 6,9 +3,7 1,87+ 1,1
Si  37,1+4)5 2.515,7+1.145,2 9,5+3,5 9,3+44 7,9+4,.2 1,54 £0,6

n=21,n.s.

Taula 2. Taxa de fecundacio i mitjana de les caracteristiques morfologiques en funcié de la preséncia o abséncia de fus

Taxa fecundacio Score Dexeus Refringéncia ZP Gruix ZP

Preséncia de fus Si 63,2 % 5,5+22 0,84+ 5,1 17,4+42
No 55,6 % 54+27 -1,96 +5,1 15,1+72

n.s.

No hi ha diferéncies estadisticament significatives
en els valors de la refringéncia i el gruix de la ZP en-
tre embrions evolutius, no aptes o multinucleats.

DISCUSSIO

Les dades mostren que el fet de treballar amb la
ICSI Guard® podria aportar una certa millora dels
resultats. El percentatge de fecundacid respecte a la
presencia de fus ha estat lleugerament superior en
aquells oocits en que la preséncia de fus era positiva.
De la mateixa manera, la taxa de fecundacio dels 00-
cits que no tenien el fus desplacat ha estat un 22,4 %
superior comparada amb la taxa de fecundacio d’a-
quells que presentaven desplacament del fus respec-
te al CP, encara que les diferéncies no son significa-
tives. Estudis com els de Rienzi et al. (2003)

Taula 3. Taxa de fecundacid en funcié de 1’angle del fus
respecte del corpuscle polar

n/% Angle del fus
0 z0
Fecundacio Si 41 70,7 14 48,3
No 17 293 15 51,7
n.s.

Taula 4. Descripcio estadistica de la morfologia dels em-
brions tractats amb ICSI Guard

Evolutius  No aptes Multinucleats

Refringencia ZP 0,18 £5,3 3+£6,5 0+39
Gruix ZP 17,77+4,76 15,5+5,8 17+4,8

indiquen que els canvis en la posicid d’aquest poden
ser deguts a factors mecanics durant la denudaci6 o
la microinjecci6. Caldria augmentar el nombre de
casos per confirmar aquesta tendéncia.

Wang et al. (2001) suggereixen que la presencia
d’un fus birefringent €s un factor de bon pronostic,
ja que s’associa a una major taxa de fecundacio i
desenvolupament. Els nostres resultats, encara preli-
minars, no confirmen aquestes dades.

Cal ampliar el nombre de casos amb vista a deter-
minar la utilitat real de la microscopia de llum pola-
ritzada en la millora de la taxa de fecundacid post-
ICSI (Shen et al., 2005) i de la refringencia de la ZP
en la valoracié del potencial de desenvolupament
embrionari (Wang et al., 2001), amb augment de la
taxa d’embaras (Madaschi et al., 2008).
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