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Resum

Objectius: L’objectiu de ’estudi ha estat con¢ixer la dotacié cromosomica dels embrions descartats en cicles de
maduraci6 in vitro (MIV). Material i métodes: Trenta embrions considerats no aptes per a la transferéncia o
congelacid procedents de cicles de MIV van ser analitzats cromosomicament mitjangant la técnica d’hibridacid
in situ fluorescent (FISH). Resultats: Es va observar una elevada taxa d’embrions multinucleats (86,7 %). Uni-
cament un 10 % dels embrions van resultar normals per als cromosomes analitzats. Tots els embrions anormals
amb més d’una c¢Hula diagnosticada (73,3 %) van ser classificats com a mosaics caotics. Conclusions: El defi-
cient desenvolupament embrionari i la relativament baixa taxa d’implantacié observada en els cicles de MIV
sembla que es relaciona amb un increment de la incidéncia d’anomalies cromosomiques. La utilitat del cribratge
d’aneuploidies en cicles MIV per determinar 1’estat cromosomic dels embrions transferits hauria de ser valorada.

Paraules clau: maduracio in vitro, anomalies cromosomiques, hibridacio in situ fluorescent, aneuploidia.

Abstract

Background: The objective of this study was to assess the chromosomal constitution of discarded embryos de-
rived from in vitro maturation cycles (IVM). Material and methods: Thirty embryos considered as unsuitable
for transfer or cryopreservation from IVM cycles were analysed by fluorescence in situ hybridization (FISH).
Results: A high percentage of multinucleated embryos (86.7%) was observed. Only 10% of the embryos were
normal for the chromosomes analysed. All the abnormal embryos with diagnosis in more than one cell (73.3%)
were chaotic mosaics. Conclusions: Poor embryonic development and low implantation rates can be related to
the high incidence of chromosomal abnormalities found in IVM embryos. The usefulness of aneuploidy screen-
ing (PGS) in IVM cycles should be ascertained.
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INTRODUCCIO Ja Edwards i collaboradors van demostrar que els
oocits humans en estadis immadurs podien assolir
I’estadi de metafase i fora de I’ambient preovulatori

(Edwards, 1965), pero 1’aplicacid clinica de la MIV

La tecnica de maduracio in vitro d’oocits es presenta
actualment com una alternativa a la fecundacio in vi-

tro (FIV) convencional per a determinats grups de
pacients, com ara dones amb risc d’hiperestimulacio
ovarica o en aquelles diagnosticades de sindrome
d’ovari policistic (SOP) (Li et al., 2006; Tur et al.,
2007). Tot i que els resultats quant a taxes d’implan-
tacid (8 % vs. 22 %) i embaras (25 % vs. 50 %) ob-
tingudes son inferiors a les de FIV convencional (Li
et al., 2006; Arroyo et al., 2007), els avantatges amb
la simplificacié del tractament i la disminuci6 del
risc d’hiperestimulacio per a les pacients amb SOP
han fet que sigui una técnica d’aplicacid creixent.

ha anat lligada al desenvolupament de medis de cul-
tiu especifics que afavoreixen la maduracio dels 00-
cits al laboratori. Per tal que els oocits immadurs as-
soleixin I’estadi de metafase 11 (MII) és essencial
que es doni tant la maduracié nuclear com la cito-
plasmatica. Una asincronia entre els dos processos
s’ha relacionat amb una disminuci6 de la capacitat
de desenvolupament i un increment de les anomalies
cromosomiques en els embrions resultants, ja sigui
per defectes del fus meiotic o per alteracid en la sin-
tesi o funcionament de proteines citoplasmatiques
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(DeScisciolo et al., 2000; Nogueira et al., 2000). Tot
1 aixod, poc es coneix encara de la constitucid cromo-
somica dels embrions obtinguts per MIV.

En el present estudi s’ha analitzat la constitucid
nuclear i cromosomica d’embrions procedents de ci-
cles MIV no utilitzables per a transferéncia o crio-
preservacio.

MATERIAL I METODES

Es van incloure un total de set cicles de MIV realit-
zats entre marg¢ de 2008 i gener de 2009 en el nostre
centre. Les pacients van seguir protocols de cicle es-
pontani o d’estimulacié minima amb rFSH segons
les seves caracteristiques (Tur ef al., 2007). La pun-
ci6 ovarica es va dur a terme a les 36 h post hCG.
Els odcits van ser classificats al laboratori segons el
seu grau de maduresa i aquells que van resultar im-
madurs es van cultivar in vitro entre 24 1 76 hores
fins que van assolir ’estadi MII (Arroyo et al.,
2007). Només els oocits madurs van ser inseminats
per microinjeccid intracitoplasmatica (ICSI). La va-
loracié de la fecundacié i1 del desenvolupament em-
brionari es va efectuar segons protocols estandardit-
zats. La transferéncia embrionaria i la congelacio
van realitzar-se en el tercer dia de cultiu.

Un total de 30 embrions van ser considerats no
aptes 1 van ser inclosos en 1’estudi després d’obtenir
el consentiment escrit de la parella. Els motius per
ser descartats van ser: retard o aturades en la divisio
cellular, preséncia de multinucleacié en alguna c¢l-
lula o bé elevat percentatge de fragmentacié cito-
plasmatica. Els embrions analitzats van ser tractats
amb pronasa per induir la hidrolisi de la zona pella-
cida i posteriorment els blastomers van ser aillats
utilitzant un medi sense cations divalents (PBS sense
Ca ni Mg). Cada blastomer es va fixar de manera in-
dividualitzada en un portaobjectes previament
desengreixat mitjangant la técnica de Tarkovski mo-
dificada utilitzant un microscopi invertit. L’analisi
cromosomica es va dur a terme mitjancant FISH uti-
litzant un kit comercial que permet el diagnostic si-
multani de cinc cromosomes: 13, 16, 18, 21 i 22
(MultiVysion PB Probe, Abbot ®). Es van analitzar
els portaobjectes hibridats mitjangant microscopi
d’epifluorescéncia (Olympus BX61) equipat amb fil-
tres especifics.

RESULTATS

Dels 7 cicles de MIV estudiats es van recuperar un
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total de 110 oocits (15,7 £+ 8,5 oocits/pacient). L’edat
mitjana de les pacients era de 32,3 anys. Dos dels
110 oocits es van recuperar en estadi de MII, mentre
que 108 van resultar vesicules germinals (VG). 79
VG van madurar fins a MII (73,1 %): 49/79 van fer-
ho durant les 24 primeres hores de cultiu, 29/79 du-
rant les 48 hores i 1/79 no ho va fer fins a les 76 ho-
res. La taxa de fecundacio obtinguda en els oocits
madurats in vitro va ser del 69,6 %. Un total de 30
embrions van ser considerats no aptes (54,5 %).

Es van fixar un total de 122 blastomers. D’a-
quests, 23 (18,9 %) van mostrar un Unic nucli, 51
(41,8 %) presentaven diversos nuclis o multiples
fragments de cromatina, 38 (31,1 %) van resultar
anucleats, en nou casos (7,4 %) es van obtenir cro-
mosomes, i es va perdre un unic blastomer (0,8 %)
durant la fixacid. El percentatge d’embrions amb al-
guna c¢llula multinucleada va resultar del 86,7 %.
Només tres embrions (10 %) van resultar cromoso-
micament normals per als cromosomes estudiats.
Tots tres embrions procedien d’oocits que havien as-
solit I’estadi de MII després de 24 hores de cultiu.
Tots els embrions amb diagnodstic anormal en més
d’una cellula analitzada mostraven un complement
cromosomic a I’atzar i van ser classificat com a mo-
saics caotics (22/30, 73,3 %).

DISCUSSIO I CONCLUSIONS

Segons les nostres dades, el percentatge d’embrions
descartats en els cicles de MIV és més elevat que
I’obtingut en el programa de FIV (54,5% vs.
32,2 %, dades de I'IU Dexeus). Aquests resultats
coincideixen amb els descrits per altres grups (Vlai-
savljeviC et al., 2006). En general en els cicles de
MIV els embrions presenten una menor qualitat, una
elevada multinucleacié i un increment d’anomalies
cromosomiques (Nogueira et al., 2000). S’han sug-
gerit com a possibles causes els defectes en la divi-
si6 meiotica, tals com una alteracio del fus meiotic
en la metafase, que interferiria en la segregacio cro-
mosomica alterada incrementant la taxa d’aneuploi-
dies, encara que hi ha certa controvérsia en els resul-
tats (Boiso et al., 1998; Wang et al., 2002; Li et al.,
2006).

La disminucié de la qualitat embrionaria pot estar
relacionada amb una incorrecta maduracio ooocitaria
al citoplasma. La immaduresa citoplasmatica impli-
ca una falta d’estructures essencials, necessaries per
a un correcte desenvolupament (Combelles et al.,
2002).

L’origen de la multinucleacié observada en els
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embrions de cicles MIV pot ser molt divers. Pot ser
deguda a una fragmentacié parcial del nucli en la
interfase, a la dissociacidé entre cariocinesi i cito-
cinesi o bé a un defecte en la segregacié cromosomi-
ca durant I’anafase mitotica (Kligman ef al., 1996;
Staessen et al., 1998). Tal i com hem vist en el nos-
tre estudi, la preséncia de multinucleacié es correla-
ciona amb I’increment d’anomalies cromosomiques i
amb un alt percentatge de cellules anucleades
(31,2 %).

La utilitat del cribratge d’aneuploidies en cicles
MIV (Ao et al., 2006) s’hauria de valorar en els ca-
sos en qué hi hagués un nombre minim d’embrions
per analitzar. D’altra banda, caldria ampliar les da-
des sobre la constitucié cromosomica dels embrions
transferits.

Cal aconseguir millorar les condicions de cultiu
per MIV per tal d’assolir una maduracio citoplasma-
tica i nuclear adequada, que resulti en oocits compe-
tents i embrions amb un elevat potencial de desenvo-
lupament i implantacio.
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