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Resum

L’analisi de les dades del cicles de fecundaci6 in vitro és una font d’informacié per la millora dels futurs tracta-
ments. En el present estudi s’han avaluat 54 cicles de diagnostic genétic preimplantacional / cribratge genétic
preimplantacional (DGP/SGP), amb taxa d’implantacié del 100 % per determinar quins parametres son indica-
dors del potencial d’exit d’un cicle. En aquestes pacients es va observar una bona resposta ovarica (valor mitja
de E; el dia de 1a hCG: 2.648,5 pg/m) i un bon desenvolupament embrionari en dia 2 (83,3 % dels embrions amb
> 4 cellules i < 25 de fragmentaci6 citoplasmatica), en dia 3 (79,6 % dels embrions amb > 8 célules i < 25 de
fragmentacid) i en el dia 5, en qué tots els embrions transferits estaven en estadi de morula o blastocist. Aquests
resultats mostren que una bona estimulacié ovarica i un desenvolupament embrionari adequat sén essencials per
obtenir bons resultats en els cicles de DGP.

Paraules clau: diagnostic genétic preimplantacional (DGP), qualitat embrionaria, implantacid, estimulaci6 hor-
monal.

Abstract

Data from in vitro fertilization treatments is an appreciate source of information to improve the future cycles. In
this study we evaluated 54 cycles of preimplantation genetic diagnosis and screening (PGD-PGS) with a 100%
implantation rate, to elucidate which parameters can predict the final outcome of these cycles. It was observed a
good ovarian response (mean level of E; the day of hCG administration: 2,648.5 pg/m) and a good embryo de-
velopment on day 2 (83,3% of the embryos with > 4 cells and < 25 of citoplasmatic fragmentation), on day 3
(79,6% of the embryos with > 8 cells and < 25 of citoplasmatic fragmentation) and on day 5, where all embryos
transferred were either on morula or blastocyst stage. These results demonstrate that a good ovarian stimulation
and an adequate embryo development are essential to achieve good results in PGD-PGS cycles.

Key words: preimplantation genetic diagnosis and screening (PGD-PGS), embryo quality, implantation, hor-
monal stimulation.

INTRODUCCIO

La técnica de diagnostic genétic preimplantacional
(DGP) s’ha convertit en els darrers anys en una part
important dels programes de fecundacié in vitro
(FIV).

Des dels inicis de la seva aplicacid, diversos au-
tors han buscat la relacid entre el desenvolupament
del embrions cultivats in vitro i la seva dotacid cro-
mosomica. Sabem, gracies a aquests estudis, que
factors com el retard en la divisio celular (Magli et
al., 2007), la presencia de fragmentaci6 citoplasma-
tica (Alikani et al., 1999) o de c¢Hules multinuclea-
des (Balakier ef al., 1997; Munné, 2006) son factors

correlacionats amb un augment de les anomalies cro-
mosomiques.

L’objectiu d’aquest treball és analitzar retrospec-
tivament les dades de 34 cicles de DGP en els quals
es van obtenir el mateix nombre de sacs gestacionals
que d’embrions transferits (taxa d’implantacio del
100 %), per establir quines son les caracteristiques
que pronostiquen 1’éxit d’un tractament.

MATERIAL I METODES

Entre gener de 2002 i desembre de 2007 es van dur a
terme 546 cicles de DGP en el nostre centre. Es van
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incloure un total de 34 cicles en els quals es va acon-
seguir un embaras de tants sacs gestacionals com
embrions s havien transferit. En aquests 34 cicles es
van transferir un total de 54 embrions.

La mitjana d’edat de les pacients va ser de 32,8
anys (rang: 27-40). Les indicacions per a la inclusio
en el programa de DGP/SGP van ser: factor masculi
d’origen genétic (n = 11), reorganitzacions cromoso-
miques (n = 7), malalties lligades al cromosoma X
(n = 6), avortaments de repeticié (n = 4), fallades re-
petides d’implantacio (» = 4) i portadors de malalties
geniques (n = 2).

El protocol d’estimulaci6 de 1’ovulacid, aixi com
el cultiu de gametes i embrions, van ser els estan-
dards utilitzats en el nostre centre (Calderdn et al,
1995).

Els embrions es van biopsiar el tercer dia de
desenvolupament mitjangant metodologia laser (Bo-
ada et al., 1998). Només els embrions amb cinc blas-
tomers o més i un maxim del 30 % de fragmentacid
citoplasmatica van ser considerats aptes per a la bi-
opsia. Es van biopsiar un o dos blastomers, tenint en
compte les caracteristiques del nucli fixat, aixi com
el nombre de ceHules de ’embrié abans de la bi-
opsia. El métode de fixacié va ser el de Tarkowski
lleugerament modificat (Santalo et al., 1986) i els
nuclis fixats van ser analitzats mitjancant hibridacid
in situ fluorescent (FISH). Les sondes que es van
utilitzar van ser les segiients: en els casos de SGP es
van realitzar dues rondes d’hibridacié amb sondes
especifiques per als cromosomes 13, 15, 16, 18, 21,
22, X 1Y, (MultiVysion PB Probe Ref. 30-111085,
Vysis® / X Y 15: homemade); en els casos de malal-
ties lligades al cromosoma X es van emprar sondes
especifiques per als cromosomes sexuals i un auto-
soma per al control de ploidia; per detectar possibles
productes desequilibrats en els embrions de pacients
amb reorganitzacions cromosomiques es va realitzar
un disseny personalitzat amb sondes especifiques
per als cromosomes implicats en la reorganitzacio.
La deteccid de malalties géniques es va realitzar mit-
jancant la reaccio en cadena de la polimerasa (PCR)
aplicant protocols especifics per a cada cas.

En tots els casos la transferéncia del embrions ca-
racteritzats com a normals es va realitzar en dia +5.

La prova d’embaras es va realitzar catorze dies
després de la puncié follicular mitjangant la quantifi-
cacid de la BHCG en sang periférica. Dues setmanes
més tard es va confirmar ecograficament mitjangant
la presencia de batec cardiac.
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RESULTATS
Cicles

Dels 34 cicles estudiats, el nivell mitja d’estradiol el
dia de I’administracié de la hCG va ser de 2.648,5
pg/ml (rang: 840-5.862 pg/ml), i es va observar eco-
graficament una mitjana de 15,9 follicles (rang: 6-
32).

El dia de la puncio6 follicular es van obtenir 15,1
oocits madurs per pacient (rang: 3-44). La taxa de
fecundacid obtinguda va ser del 78,8 %.

Es va biopsiar una mitjana de 10,1 embrions per
pacient (rang: 3-24), i es va obtenir com a resultat de
I’analisi genética que el 40,4 % dels embrions van
resultar genéticament normals (mitjana de 4,1; rang:
1-10), el 47,4 % van ser anormals (mitjana: 4,8;
rang: 0-12), i el 12,2 % no van tenir un diagnostic
concloent (mitjana: 1,2; rang: 0-9).

Les transferéncies dels embrions diagnosticats
com a normals/no afectes va realitzar-se el cinque
dia de desenvolupament, en estadi de morula o blas-
tocist. Les transferéncies van ser selectives en un
67,6 % (24/34) dels casos, mentre que en un 32,4 %
dels cicles (11/34) no es van poder seleccionar els
embrions a transferir. La mitjana d’embrions trans-
ferits va ser de 1,6 per pacient.

De les 34 gestacions, 15 van resultar Gniques, 18
van ser bessonades i un cicle va donar lloc a una
gestacio triple.

Embrions

Dels 54 embrions estudiats, el 94,4 % presentaven 2
pronuclis a les 18 hores (+2 h) postinseminacid. Es
va observar que si s’avaluaven els embrions a les 25
hores (+2 h), el 90 % presentava divisid primerenca
(early cleavage, EC).

En dia 2 (48 h + 2 h) es va observar que el 83,3 %
dels embrions presentaven un minim de 4 céllules
(rang: 2-8) i un maxim del 25 % de fragmentacio ci-
toplasmatica. El tercer dia de cultiu (72 h + 2 h) el
79,6 % dels embrions presentaven un minim de §
ceHules (rang: 6-16) i un maxim del 25 % de frag-
ments citoplasmatics (vegeu la taula 1).

El dia de la biopsia embrionaria (dia 3) només es
van biopsiar els embrions amb > 5 blastomers i
<30% de fragments. Es va biopsiar una c¢llula en el
31,5 % dels casos i dues en el 68,5 %. Dels 54 em-
brions, no es va observar cap embrié amb 6 ceHules
en que s’hagués biopsiat més d’una cellula.

El dia de la transferéncia embrionaria (dia 5) el
88,9 % dels embrions estaven en estadi de blastocist
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Taula 1. Estadi embrionari en dia 2 i 3 de desenvolupament

< 4 blastomers

4 blastomers

> 4 blastomers

<15% >15% <15% >15% <15% > 15 % fragments
fragments fragments fragments fragments fragments o frag
Dia2 1(2 %) 1 (2 %) 39 (72 %) 6 (11 %) 6 (11 %) 1(2%)
< 8 blastomers 8 blastomers >8 blastomers
<15% >15% <15% >15% <15% > 15 % fragments
fragments fragments fragments fragments fragments o rag
Dia3 8 (14,8 %) 2 (3,7 %) 28 (51,9 %) 3 (5,55 %) 10 (18,5 %) 3 (5,55 %)
Taula 2. Estadi embrionari previ a la transferéncia (dia 5)
Morula Blastocist inicial Blastocist expandit Blastocist hatching
N (%) 6 (11,1) 17 (31,5) 4(7,4) 27 (50)
(48/54), 1 I’11,1 % restant en estadi de morula (6/54) BIBLIOGRAFIA

(vegeu la taula 2).

DISCUSSIO I CONCLUSIONS

Els resultats d’aquest treball posen de manifest que
els cicles i els embrions estudiats son d’optima qua-
litat, tant pel que fa a les caracteristiques de les paci-
ents com a la resposta a I’estimulacid ovarica i
I’evolucié embrionaria. Aquests parametres afavo-
reixen la recuperaciéo d’un nombre elevat d’oocits
competents, de manera que els embrions que s’obte-
nen resulten de bona qualitat i amb un elevat poten-
cial de desenvolupament.

S’ha observat que el percentatge d’embrions nor-
mals del nostre grup d’estudi és lleugerament supe-
rior al general descrit dels cicles de SGP en la litera-
tura (35,8 %, Goossens et al., 2008). El fet que la
mitjana d’edat de les pacients incloses en ’estudi si-
gui més jove, seria 1’explicacié més factible. El fet
de disposar d’un nombre superior d’embrions carac-
teritzats com a normals permet realitzar una doble
seleccio genetica 1 morfologica en el moment de la
transferencia, que es reflecteix en un alt percentatge
d’embrions transferits en estadi de blastocist.

Aquest estudi €s una aproximaci6 preliminar per
intentar dilucidar quins parametres poden predir 1’¢-
xit 0 no d’un cicle de DGP. Una bona eleccié del
protocol d’estimulacio ovarica, un cultiu embrionari
optimitzat i una bona seleccié embrionaria en el mo-
ment de la transferéncia poden millorar els resultats
dels cicles de DGP.
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