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Resum

Aquest estudi retrospectiu valora I’efecte del col-lapse espontani dels blastocists humans en procés
d’eclosio (HB) sobre la cinética del desenvolupament, qualitat embrionaria i capacitat d’implantacid. Els
embrions obtinguts en cicles de FIV/ICSI es van distribuir en dos grups, segons si presentaven col-lapse
(n=143) o no (n = 183). En cada grup es va valorar la cinética del desenvolupament per time-lapse (TL)
i la qualitat global de I’embri6, la massa cel-lular interna (MCI) i el trofectoderma (TF), seguint els criteris
ASEBIR. Després de la transferéncia, la capacitat d’implantacié dels embrions es va valorar a partir del
diagnostic bioquimic (15 dies) i ecografic (8 setmanes) de la gestacié. Els resultats mostren que els
parametres TL no difereixen de forma significativa entre ambdés grups d’embrions (P >0,05), per bé que
els embrions amb col-lapse s6n de qualitat significativament inferior (P < 0,0001), tan pel que fa al I’score
global de I’embri6, com de la MCI i el TF, que els embrions sense col-lapse. La presencia de col-lapses
afecta de forma significativa la capacitat d’implantaci6 i de gestaci6 a terme (P < 0,001). Aixi doncs, en
els embrions HB sense col-lapse, la taxa d’implantaci6 va ser del 35,0%, la taxa d’avortament de 1’11,0%
1 la taxa de no implantaci6 del 54,0%, mentre que en els embrions HB amb col-lapse foren de 21,3%,
14,8% 163,9%, respectivament. En conclusi6, el col-lapse dels embrions HB hauria de ser considerat com
un criteri de seleccié embrionaria, de manera que es desaconsellaria la transferéncia d’embrions HB amb
un episodi de col*lapse.

Abstract

This is a retrospective study evaluating the effect of spontaneous collapse of human hatching
blastocysts (HB) on the kinetics of development, embryo quality, and implantation capacity. Embryos
were obtained from FIV/ICSI cycles and divided into two groups, with (n = 143) and without a collapse
episode (n = 183). In each group the kinetics of development by time-lapse (TL) was analysed, as well as
the global embryo quality, and the inner cell mass (ICM) and trophectoderm (TE) quality using ASEBIR
criteria. After transfer, the embryo implantation potential was determined from the biochemical (15 days)
and ultrasound diagnose (8 weeks) of pregnancy. The results showed that TL parameters did not differ
significantly between both embryo groups (P > 0.05); however, the quality of HB embryos with a collapse
episode was significantly lower than in embryos without collapse (P < 0.001), in terms of global score
and of ICM and TE score. The presence of a collapse episode significantly reduced embryo implantation
and pregnancy rates (P < 0.001). Therefore, in HB embryos without collapses the implantation rate was
of 35.0%, miscarriage rate of 11.0%, and non-implantation rate of 54.0%, whereas in HB embryos with a
collapse episode the rates were 21.3%, 14.8%, and 63.9%, respectively. In conclusion, the collapse of HB
embryos must be considered as a criterion for embryo selection, and the transfer of HB embryos with a
collapse episode should be not recommended.
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INTRODUCCIO

La valoraci6 de la qualitat embrionaria és clau en els tractaments de FIV/ICSI. La selecci6 dels
embrions humans per a la transferéncia uterina s'ha basat, tradicionalment, en la classificaci6 morfologica
en moments critics del desenvolupament, per bé que avui en dia la qualitat dels embrions es valora, a
partir de 1’estudi morfocinétic del seu desenvolupament in vitro i del test genetic pre-implantacional
(PGT) (Gardner i Schoolcraft, 1999; Racowsky et al., 2010; Alpha Scientists, 2011; Gardner i Balaban,
2016). La incorporacié de técniques no invasives de presa d’imatges time-lapse (TL) acoblada als equips
d’incubacié proporcionen una informacié cinética del desenvolupament embrionari (Messeguer et al.,
2011; Cruz et al., 2012; Kirkegaard et al., 2012; Ciray et al., 2014), que és complementaria a la seva
classificacié morfoldgica seguint els criteris ASEBIR (Cuadernos de Embriologia Clinica, 2015). Aixi
doncs, la classificacié morfologica proporciona quatre categories de qualitat dels embrions que, de major
a menor, son: grau A, grau B, grau C i grau D. Per la seva banda, la monitoritzaci6 del desenvolupament
embrionari ha permés identificar parametres rellevants com el moment de I’aparicio i desaparicié dels dos
pronuclis, la durada de la primera divisi6 mitotica, el moment d’inici de la compactaci6 de la morula, el
moment d’inici de la formacié del blastocel i la durada de I’interval entre divisions al llarg del
desenvolupament preimplantacional.

Per tant, I’analisi dels parametres morfocinétics és fonamental en els tractaments de FIV/ICSI, ja que
s6n determinants en el procés de seleccié del millor embri6 de la cohort; aix6 permet la transferéncia d’un
{inic embri6 (Single Embryo Transference, SET) a la pacient, de manera s’eviten els riscos associats a la
gestacié multiple i augmenten les possibilitats de gestaci6 a terme d’un nad6 sa (Gardner i Balaban, 2016;
Vifals Gonzalez et al., 2018).

La tecnologia TL també ha posat de manifest alguns processos no visibles amb els metodes
convencionals, com sén 1’ona citoplasmatica oocitaria després de la fecundacio, la mitosi tricromica i el
col-lapse i posterior expansi6 del trofectoderma (TE) dels bl astocists just abans de 1’eclosio (Ciray et al.,
2014). De tota manera, la rellevancia d’aquests processos sobre la capacitat d’implantacié i
desenvolupament embrionaria sén encara objecte de debat; per altra banda, es desconeix si aquests
processos poden ser utilitzats com un criteri per a la selecci6 del millor embrié (Brodi et al., 2016; Scorio
et al., 2020).

El col-lapse dels blastocists és un procés de contraccié espontani provocat per un intercanvi de fluids
entre I’exterior i I’interior del blastocel, que es creu podria estar relacionat amb alteracions de les unions
intercel-lulars del TE (Marcos et al, 2015). L’expansié dels blastocits es produeix per 1’acumulaci6
gradual de liquid a la cavitat del blastocel: per acci6 de les bombes de sodi i potassi (Na"/K"-ATP ases)
(Baltz et al., 1997), i genera una pressié creixent tant al TE com a la zona pel-licida. Paral-lelament, les
cél-lules del TE produeixen enzims hidrolitics implicats en el debilitament de la zona pel-licida, essencial
per a la posterior eclosié del blastocist expandit (Biggers, 1998).

L’objectiu d’aquest estudi és determinar si el col-lapse i expansio esta relacionat amb la cinética de
desenvolupament i amb la qualitat morfoldgica dels embrions pre-implantacionals en proces d’eclosio
(HB), i si afecta la seva capacitat d’implantacio i de desenvolupament després de la seva transferéncia a
I’tter de la pacient.

MATERIAL I METODES

En el present estudi s’han inclos 170 parelles del programa de FIV/ICSI del centre GIROFIV-Clinica
Girona, amb un total de 176 cicles, dels quals 147 es van realitzar amb odcits de pacients i 29 amb odcits
de donant (OVODON). Per a I’ estimulacié ovarica es van administrar gonadotropines d’origen
recombinant i analegs de la GnRH. Tots els odcits van ser fecundats mitjangant la técnica ICSI a les 3-6
h post-recuperaci6, i cultivats individualment fins a I’estadi de blastocist eclosionat (HB; dia +5/6) a 37°C,
i atmosfera al 5,5% CO; i 7% O»; la incubacio es va fer en medi unic GLOBAL® o SAGE®, sense refresc
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del medi a dia+3, i pH entre 7,2 i 7,4, en un incubador time-lapse (TL) Embryoscope®™, amb obtenci6 de
fotogrames a intervals de 20 minuts i en 7 plans diferents.

Elnombre total d’embrions HB va ser de 330, dels quals 271 van ser obtinguts a partir d’00cits de pacients
i 59 d’oocits de donant. Per a cadascun dels embrions es van mesurar els parametres TL segiients: tPB2,
tPNa, tPNf, 12, {3, t4, t5, t6, t7, t8, M, SB, B, EB, HB, ECC2, ECC3 i tPN. L’avaluacié morfologica dels
blastocists es va realitzar seguint els criteris ASEBIR, a partir dels quals es van establir quatre graus o
scores de qualitat global de I’embri6, aixi com quatre graus de qualitat del trofectoderma (TE) i de la
massa cel-lular interna (MCI), considerant el grau A d’elevada qualitat i el grau D de baixa qualitat (Taula

1).

Per a I"estudi del patr6 de col'lapse i expansi6 dels embrions HB és va utilitzar ’aplicacié Elypse de
I’Embryowiewer™ de 1’Embryoscope®, mitjangant la qual es va mesurar I’area de 1’embri6 a Iinici i al
final del col-lapse, prenent com a referéncia la regié trofoblast en contacte amb la cara interna zona
pel-licida. Per determinar el moment d’inici i finalitzacié d’un col-lapse es va prendre com a referéncia
el temps del primer fotograma en el que és visible I’inici de la disminuci6 del volum embrionari i el temps
del primer fotograma en el que es va iniciar la re-expansi6 del blastocist. En funcié del percentatge de
reducci6 del volum embrionari, es van identificar tres patrons de col-lapse (Brodi et al., 2016; Huang et
al., 2016; Scorio et al., 2020): 1) patré de tipus I, caracteritzat per la preséncia d’un o varis col-lapses
pulsatius associats a una reducci6 del volum del blastocist < 50 %, 2) patro de tipus II, amb una o diverses
contraccions intenses, amb reduccié de > 50 % del volum del blastocist i pérdua de fluid blastocelic; i 3)
patr6 de tipus I1I, que podia manifestar-se en un primer col- lapse amb un canvi de volum del blastocist <
50 %, seguit d’'un o més col-lapses intensos amb reduccié del volum de > 50 %, o bé amb un primer
col-lapse amb reducci6 de > 50 % del volum del blastocist i pérdua de fluid blastocelic, seguit d’un o més
col-lapses amb un canvi de volum < 50 %. La utilitzacié d’un Ilindar del 50% de reducci6 del volum del
blastocist en cada col-lapse va permetre un reconeixement clar i una mesura optima del col-lapse
(Sarquella-Ventura et al., 2021).

Taula 1. Parametres de qualitat de la massa cel-lular interna i del trofectoderma, d’acord amb els criteris
ASEBIR.

Massa cel-lular interna
Categoria Mida (um?) Cohesio
A 3.800-1.900 Compacta
B 3.800-1.900 No compacta
€ <1.900 Indiferent
D Signes de degeneracid Indiferent
Trofectoderma
Categoria Descripci6
A Homogeni, cohesionat i amb moltes cél- lules
B Homogeni, menys cél-lules
¢ Poques cel-lules
D Signes de degeneracio

En aquest estudi només s’han inclos embrions HB dels quals s’han pogut obtenir tots els parametres
cinétics TL i s’ha pogut mesurar de forma clara els temps d’inici i finalitzacié dels col-lapses, aixi com el
percentatge de variaci6 de 1’area en cada col-lapse. De la cohort inicial d’embrions HB, 161 han estat
transferits a les pacients, un 91,3% per transferéncia tinica (SET) i un 8,7% per transferéncia doble; en el
cas de transferéncies dobles només s’han inclos els embrions amb resultat de gestacio de bessons o de no
implantaci6, de manera que per a cadascun d’ells s’ha pogut determinar la seva capacitat d’implantacié i
de desenvolupament post-implantacional. La seleccié dels embrions per a la seva transferéncia s’ha basat
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només en criteris morfocinétics, sense tenir en compte ’episodi del col-lapse. En cada tractament
FIV/ICSI, el diagnostic de la implantaci6 s’ha realitzat mitjangant el test bioquimic de determinacié de la
gonadotropina corionica als 15 dies després de la transferéncia, i el diagnostic de gestacio per ecografia a
les 8 setmanes. Aixo ha permés diferenciar entre: 1) gestacié en curs o a terme, 2) embaras bioquimic i
avortament i 3) no implantacio.

De forma retrospectiva els blastocists HB s’han agrupat en dues categories: embrions sense col*lapse 1
embrions amb col-lapse. Per a cadascun de les categories s’ha determinat la qualitat embrionaria i la
cinética de desenvolupament preimplantacional, i la capacitat d’implantaci6 i de gestacid. L’estudi
comparatiu entre ambdés grups s’ha fet aplicant el test de I"analisi univariant, emprant el paquet estadistic
IBM SPSS Statistics 27, i amb una significacié de P < 0,05. Els resultats s’expressen com a mitjana =
SEM.

Aquest estudi va ser aprovat pel Comite d’Etica de I’Hospital Universitari Dr. Josep Trueta de Girona
(referéncia: V.1:03032019) i per la Comision Nacional de Reproduccion Humana Asistida.

RESULTATS I DISCUSSIO

Els resultats del nostre estudi indiquen que un 44,5% dels embrions que arriben a I’estadi de HB
col-lapsen; d’aquests un 66,0% presenta un unic col-lapse, el 23,1% dos col-lapses iel 10,3% tres
col-lapses; només un 6,2% dels embrions presenta un nombre de col-lapses igual o superior a 4. La
incidéncia del col-lapse embrionari varia segons els estudis entre un 17,4% i 46,0% (Brodi et al., 2016;
Scorio et al., 2020); també s’observen diferéncies en el percentatge d’embrions amb un tunic col-lapse
(d’un 47,8% a un 79,0%) o amb multiples col-lapses (d’un 21,0% a un 52,2%). A la nostra cohort, el patr6
de col-lapse és de tipus I en el 61,9% dels embrions HB i de tipus II i IlI en el 26,5% i el 4,5%,
respectivament (Figura 1).

Figura 1. Monitoritzaci6 per time-lapse del cultiu de blastocists humans. A/B: Imatge de dos embrions
abans de I’episodi de col-lapse. C: Imatge d’un embrié amb un patr6 de col-lapse tipus I (reducci6 de <
del 50% de 1’area embrionaria) D: Imatge d’un embrié amb un patr6 de col-lapse tipus II (reduccié de >
del 50%).
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Hi ha controversia sobre els efectes del col-lapse en la cinética de desenvolupament embrionari. Els
resultats obtinguts en el present estudi mostren que els parametres TL no difereixen de forma si gnificativa
entre els embrions HB que col-lapsen i els embrions HB que no col-lapsen (P > 0,05; Figura 2).
Contrariament, altres autors descriuen un retard en el desenvolupament dels embrions que mostren
col-lapse, sobretot als estadis t2, t3 i t4 i a ’estadi de blastocist (Marcos et al., 2015; Brodi et al., 201 6).

De tota manera, els embrions que col-lapsen presenten uns scores de qualitat significativament
inferiors als dels embrions que no col-lapsen, tan pel que fa al I’score global de 1’embri6 (P <0,0001),
com a I’score de la MCI (P < 0,0001) i del TE (P < 0,0001). Aixi doncs, els embrions que tenen un
col-lapse no visible o que presenten un tnic col-lapse amb una reduccié < 50% de la seva area es
caracteritzen per ser embrions de bona qualitat (grau A). L’augment del nombre de col-lapses i/o la
reducci6 del volum embrionari > 50% durant el col-lapse es manifesten associats a una perdua de la
qualitat embrionaria, que afecta tan a la MCI com al TF, essent en cada cas I’score de grau B. Altres
estudis també han correlacionat la preséncia de multiples col-lapses amb una disminuci6 de la qualitat de
la MCI i del TF (Brodi et al., 2016).
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Figura 2. Cinética del desenvolupament embrionari en embrions HB sense col-lapse (7 = 183) i embrions
HB amb col-lapse (n = 147). Les diferéncies entre ambdés grups d’embrions no sé6n significatives per a
cap dels parametres time-lapse analitzats (P > 0,05). Els resultats s’expressen com a mitjana + SEM.

Un resultat interessant del nostre estudi és que la preséncia de col-lapses, independentment de quin
sigui el seu patr6, afecta de forma significativa la capacitat d’implantaci6 i de gestaci6 a terme (P < 0,001).
Aixi doncs, en els embrions HB sense col-lapse, la taxa d’implantacié va ser del 35,0%, la taxa
d’avortament de 1'11,0% i la taxa de no implantacié del 54,0%, mentre que en els embrions HB amb
col-lapse fou de 21,3%, 14,8% i 63,9%, respectivament. La majoria d’estudis sobre els efectes dels
collapse en la taxa d’implantacié i gestacié coincideixen en que el col-lapse afecta de forma directa el
desenvolupament de 1’embri6 (Marcos et al., 2015; Vifials Gonzélez et al., 2018; Scorio et al., 2020), per
bé que d’altres consideren que el col-lapse no pot ser avaluat com un parametre independent (Brodi et al.,
2016). Es desconeixen quins s6n els mecanismes fisioldgics i moleculars associats al col- lapse embrionari,
pero alguns estudis suggereixen que esta estretament relacionat amb el procés d’eclosio; aixi doncs, les
contraccions febles, amb una reduccié < 20% del volum de 1’embrid, afavoririen ’eclosié del blastocist,
mentre que les contraccions associades a una pérdua del volum > 20% alteren el procés d'eclosié (Marcos
et al.,, 2015; Huang et al., 2016). Estudis realitzats en ratolins demostren que el procés de re-expansio
després d’un episodi de col-lapse esta associat a un increment de I’activitat de les Na*/K*-ATP ases del
TE, de manera que la despesa energética és proporcional a la intensitat del col-lapse (Niimura, 2003).
Aquest estres fisiologic i/o energétic després d’un col-lapse intens no només afectaria el procés d’eclosio,
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sin6 també la viabilitat del blastocist en procés d’eclosio i la seva capacitat d’implantaci6 (Marcos et al.,
2015; Scorio et al., 2020).

CONCLUSIO

Els resultats d’aquest estudi indiquen que el col-lapse dels embrions HB hauria de ser considerat com
un criteri de seleccié embrionaria, juntament amb els parametres morfocinetics i el DGP. Atés que la
preséncia d’un o més col-lapses associats a una reduccié > 50% de la superficie del blastocist es manifesta
associat a una disminucié de la taxa d’implantacié i de gestacié es recomana, sempre que sigui possible,
no transferir aquests embrions a les pacients. Posteriors estudis vinculats a aquest projecte ens hauran de
permetre conéixer la base molecular del procés de col-lapse i expansi6 dels blastocists.
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