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1. Introduccid







1.1. Multinucleacié en embrions humans

La preséncia de dos o més nuclis en una cél-lula embrionaria es defineix com a
multinucleacio i va ser descrita per primera vegada en embrions humans cultivats in
vitro per Tesarik i col.laboradors al 1987 (Tesarik et al., 1987). Es considera que un
embrié és multinucleat quan s’ha observat més d’un nucli en alguna de les seves
cel-lules en qualsevol moment del seu desenvolupament. Aquesta caracteristica

embrionaria sol considera-se patologica i s’associa a mal pronostic reproductiu.

La incidencia d’aquest fenomen en embrions humans obtinguts in vitro s’estima
d’entre un 17% i un 48% (Balakier and Cadesky 1997; Jackson et al., 1998; Van Royen
et al., 2003; Hnida et al., 2004; Meriano et al., 2004; Ergin et al., 2014). El percentatge
de cicles de Fecundacié in vitro (FIV) que presenten almenys un embridé multinucleat a
la seva cohort mostra molta variabilitat entre les diverses publicacions (14%-
79%)(Balakier and Cadesky 1997; Jackson et al., 1998; Van Royen et al., 2003; Meriano
et al., 2004). El fet de que la multinucleacié pugui ser pacient especifica (Van Royen et
al., 2003) i que el perfil de pacients difereixi entre grups podria explicar aquesta

variabilitat.

La multinucleaci6 es pot observar en qualsevol etapa del desenvolupament embrionari
entre 'estadi de 2 cel-lules i el de blastocist (Munné and Cohen 1993), malgrat la seva
deteccid és més frequent en D+2 (Balakier and Cadesky 1997). Aproximadament dos
tercos de la multinucleacié es detecta en D+2, un ter¢ en D+3 i no hi ha dades
publicades d’etapes posteriors (Van Royen et al., 2003). A partir de les dades actuals
no s’ha pogut establir si aquest fenomen es déna amb més freqiencia en etapes més
primerenques o si hi ha una major deteccié en aquestes etapes degut a la facilitat que
suposa la seva observacio quan els embrions tenen poques cel-lules i, per tant, hi ha

poca superposicio.



1.1.1. Causes de la multinucleacio

S’han descrit diverses causes que poden generar la multinucleacio, tant intrinseques
com extrinseques. Les causes intrinseques sén les relacionades amb alteracions dels

gametes i les extrinseques serien consequéncia de condicions adverses de cultiu.

Pel que fa a les causes intrinseques, s’ha descrit que la incorrecta maduracié
citoplasmatica dels oocits pot originar multinucleacié. Diversos autors han descrit un
augment del percentatge d’embrions multinucleats en cicles de FIV on s’observa una
resposta a I'estimulacié ovarica elevada i rapida: molts oocits recuperats i pocs dies
d’estimulacio (Jackson et al., 1998; Van Royen et al., 2003; de Cassia Savio Figueira et
al., 2010). Es postula que el rapid creixement follicular no permet una correcta
maduracié dels oocits donant lloc a multinucleacié en els embrions resultants. En
aquest sentit hi ha grups que suggereixen que la preséncia d’embrions multinucleats
seria un signe de maduracidé oocitaria suboptima i per tant repercutiria negativament
sobre tota la cohort d’embrions (Jackson et al., 1998). Altres autors també observen un
elevat percentatge de multinucleacid en embrions procedents d’oocits madurats in
vitro a partir de vesicula germinal, atribuint-ho també a una maduracid inadequada del

citoplasma (Nogueira et al., 2000).

Per altra banda, defectes intrinsecs en I'espermatozoide també poden causar
multinucleacid. El centrosoma és un component heretat per via paterna i responsable
de I'assemblatge de |'aster. Aquesta estructura cel-lular és important per una correcta
migracio pronuclear i per la formacio del fus mitotic (Schatten, 1994; Manadhar et al.,
2005). Defectes en I'assemblatge de I'aster poden produir alteracions en la divisio
embrionaria, amb la formacid de fusos multipolars i un repartiment erroni de
cromosomes en les cél-lules filles (Asch et al, 1995; Rout et al., 1997). Tot i que els
resultats entre els autors no sén coincidents, hi ha treballs que descriuen percentatges
incrementats de multinucleacidé en pacients amb infertilitat d’origen masculi (de Céassia

Savio Figueira et al., 2010).
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Les principals causes extrinseques que poden donar lloc a multinucleacid sén unes
condicions suboptimes de cultiu, amb canvis en la temperatura i/o el pH o bé per una
composicioé inadequada dels medis de cultiu que tindrien un efecte negatiu sobre el

citoesquelet (Winston et al, 1991; Pickering et al., 1990 i 1995).

1.1.2. Mecanismes implicats en la generacio de multinucleacié

La multinucleacid pot generar-se mitjancant mecanismes diferents: per errors en el
procés de divisido mitotica o per fragmentacio del nucli (Tesarik et al., 1987; Winston et
al, 1991; Hardy et al., 1993; Pickering et al., 1995). Els errors mitotics inclouen la
cariocinesi en abséncia de citocinesi, les divisions asimetriques, la incorrecta
segregacid dels cromosomes durant el procés de divisid, els errors en

I'empaquetament dels cromosomes i la formacié de fusos multipolars (Figura 1).

1.1.3. Patrons de multinucleacio

S’han descrit dos patrons basics de multinucleacié: la binucleacié i Ia

multi/micronucleacio (Meriano et al.,2004; ASEBIR 2015).

La binucleacid esta descrita com la presencia en un mateix blastomer de dos nuclis de
mida similar i equivalent a la del nucli de les cel-lules mononucleades del mateix
embrid. Les cél-lules binucleades s’haurien originat per cariocinesi en abséncia de
citocinesi (Figura 1) i serien, per tant, tetraploides. Resultats publicats per diversos
autors mostren una mida superior dels blastomers multinucleats respecte als no
multinucleats i recolzen aquesta teoria (Hardy et al., 1993; Hnida et al., 2004). No
obstant, s’ha observat que en certa freqliiencia el contingut d’aquests nuclis també pot
ser haploide (Xanthopoulou et al., 2011; Yilmaz et al.,, 2013). Els mecanismes

mitjangant els quals s’haurien originat no han pogut ser dilucidats .
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Figura 1. Esquema dels possibles mecanismes que poden donar lloc a la formaciéo de blastomers
multinucleats (adaptat de Pickering et al., 1995)
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En la multi/micronucleacid, els nuclis dels blastomers sén de mida i nombre variable
pero més petits que els de les seves cél-lules germanes mononucleades i poden tenir
mides semblants o diferents entre ells. Alguns autors descriuen que el fenomen de
multi/micronucleacio es déna en menys freqliencia que el de binucleacié (Kligman et
al., 1996; Meriano et al., 2004; Desai et al., 2014) i podria estar originat tant per errors

en la divisio mitotica com per fragmentacid nuclear (Figura 1).

1.1.4. Multinucleacid i morfologia embrionaria

Diversos autors han descrit una associacié entre multinucleacid i morfologia
embrionaria. Hardarson i col-laboradors (2001) van descriure un percentatge de
multinucleacié superior en embrions amb blastomers de mida diferent en comparacié
a I'observada en embrions amb blastomers de dimensions similars. Per altra banda,
Van Royen i col-laboradors (2003) van trobar una correlacié positiva entre
multinucleacid i percentatge de fragmentacid i entre multinucleacio i alteracions en el
ritme de divisid. La qualitat embrionaria compromesa dels embrions multinucleats es
tradueix en una menor capacitat de desenvolupament quan es cultiven fins a I'estadi

de blastocist (Alikani et al., 2000; Yakin et al., 2005).

1.1.5. Multinucleacid i anomalies cromosomiques

Diversos estudis han demostrat que la constitucido cromosomica dels blastomers
multinucleats és majoritariament anormal (Kligman et al.,, 1996; Staessen and Van
Steirteghem, 1998; Hardarson et al., 2001). No obstant, amb les dades actuals no
queda clar si I'anomalia cromosomica es limita als blastomers multinucleats o bé és
compartida per la resta de blastomers de I'embrid, ni tampoc si les cel-lules filles d’un
blastomer multinucleat poden ser cromosomicament normals. Mentre que la majoria
d’autors suggereixen que la incidencia d’anomalies cromosomiques en embrions
multinucleats és superior a la d’embrions mononucleats (Ambroggio et al.,, 2011),

d’altres (Staessen and Van Steirteghem, 1998) proposen que la multinucleacié podria

13



ser un fenomen temporal que es corregiria o bé es limitaria a una unica cel-lula que

entraria en apoptosi i no participaria en el desenvolupament embrionari posterior.

1.1.6. Repercussio clinica de la multinucleacid i criteris de seleccié embrionaria

La seleccid dels embrions a transferir és una etapa clau que condiciona I'éxit en el
procés de FIV. Resulta doncs necessari I'establiment d’uns criteris d’avaluacié
embrionaria adequats que permetin seleccionar per a la transferéncia aquells

embrions amb millor pronostic.

A més de la correlacio entre multinucleacié i qualitat embrionaria i multinucleacié i
constitucié cromosomica, també s’ha trobat correlacié entre multinucleacié i taxa
d’implantacié quan aquests embrions sén transferits (Balakier and Cadesky, 1997;

Jackson et al., 1998; Van Royen et al., 2003).

El pronostic reproductiu desfavorable dels embrions multinucleats ha portat als grups
d’experts en embriologia de diverses societats cientifigues (ESHRE, ALPHA, ASEBIR) a
consensuar la necessitat d’incloure |'avaluacié de la multinucleacid durant les
observacions rutinaries dels embrions en D+2 i en D+3. Tot i que diversos autors han
suggerit un millor pronostic dels embrions binucleats respecte dels
multi/micronucleats, i un millor pronostic dels embrions amb un Unic blastomer
multinucleat (Yakin et al., 2005; Meriano et al.,, 2004), la majoria de recomanacions
estableixen que I'esquema de gradacié per la multinucleacié ha de ser binari, posant

de manifest Unicament la seva preséncia o abséncia.

En el document de consens elaborat conjuntament per ALPHA i ESHRE (Alpha
Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special Interest Group of Embryology,
2011) els embrions amb preséncia de multinucleacié queden classificats dins la pitjor
categoria embrionaria de manera que generalment només sén transferits en el cas que

no n’hi hagi d’altres disponibles. S'ha descrit que la transferencia d'embrions
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multinucleats pot donar lloc al naixement de nens sans (Balakier and Cadesky, 1997;

Pelinck et al., 1998; Parriego et al., 2013).

1.2. Diagnostic Genetic Preimplantacional

El Diagnostic Genetic Preimplantacional (PGD) permet caracteritzar geneticament els
embrions en etapes preimplantacionals. Va ser desenvolupat inicialment per a
prevenir la transmissié de malalties monogeniques i anomalies cromosomiques en
parelles amb alt risc genetic (portadores/afectes de malalties monogéniques o amb
alteracions del cariotip) com a alternativa al diagnostic prenatal. Posteriorment, les
seves indicacions s’han anat ampliant. El primer naixement després de la transferéncia
d’un embrié caracteritzat geneticament va ser descrit I'any 1990 per Handyside i

col-laboradors (1990).

Hi ha diverses fonts de material biologic que poden emprar-se per a la caracteritzacié
genetica en els cicles de DGP: corpuscles polars (CP), blastomers d’embrions
primerencs i cel-lules del trofectoderma de blastocists. A la Taula 1 es resumeixen les

avantatges i els inconvenients de cadascuna d’elles.
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Avantatges Inconvenients

Manteniment intacte de la
Corpuscles massa embrionaria Deteccid exclusiva d’anomalies d’origen
polars matern

Elevat temps per I'analisi

Moderat impacte sobre la viabilitat
embrionaria deguda a la retirada del/s
Deteccid d’anomalies d’origen blastomer/s biopsiat/s

Blastomers . -
matern, patern i post-zigotic
Menor representativitat de la cél-lula
biopsiada (mosaicisme)
Més cél-lules per I'analisi (3-8)
L, . . Poc temps per I'analisi en
Deteccido d’anomalies d’origen p p ) o
. - transferencies dins el mateix cicle
matern, patern i post-zigotic
Cél-lules del Criopreservacid dels embrions en

Baix impacte sobre |a viabilitat
trofectoderma embrionaria per |a retirada del
material biopsiat

transferencies diferides

Mliltiples bidpsies degut a I'asincronia

Detecclé de certs graus de en assolir I’estadi de blastocist

mosaicisme

Taula 1. Avantatges i inconvenients de I'analisi cromosomic de CPs, blastomers i biopsies de trofectoderma

1.2.1. Screening Genétic Preimplantacional (PGS)

Diversos estudis han determinat que el percentatge d’anormalitat cromosomica en
embrions preimplantacionals humans obtinguts in vitro oscil-la entre el 50-70%,
variant en funcié de I'edat de la dona i del moment del desenvolupament en que es
realitza I'analisi, i resulta molt superior a I'observat en gestacions clinicament
reconegudes. El relatiu baix rendiment de les tecniques de reproduccid assistida

podria explicar-se per la transferéncia d’embrions cromosomicament anormals que,
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majoritariament, serien eliminats abans de que es produis la implantacié (Munné et

al.,, 1995 i 2007; Marquez et al., 2000; Harton et al., 2013).

Amb la intencié de millorar els resultats dels cicles de FIV, als anys 90 va apareixer el
concepte de Diagnostic Genetic Preimplantacional amb Screening d’Aneuploidies o
Screening Genétic Preimplantacional (PGS). El PGS permet inferir la dotacio
cromosomica d’un embrié a partir de I'analisi d’'una o poques cel-lules. La hipotesi
suggerida és que mitjancant |'aplicacié del PGS i la transferéencia d'embrions euploides
s’hauria d’aconseguir una millora en les taxes d’implantacid, una reduccié en la taxa
d'avortament de primer trimestre (associat majoritariament a aneuploidia) alhora que
s’evitarien concepcions afectes de cromosomopaties. En definitiva, s’augmentaria la

taxa de nen nascut a casa (Munné et al., 1993).

Es van proposar potencials parelles candidates a PGS que, per les seves
caracteristiques intrinseques, podien produir un elevat percentatge d’embrions
cromosomicament anormals: parelles on la dona té una edat avancada (>37 anys),
parelles amb fallades repetides d’implantacié (transferéncia de >3 embrions de bona
gualitat sense aconseguir gestacid), parelles amb avortaments de repeticido (=3
avortaments de primer trimestre) i parelles on I'home presenta una alteracié dels
parametres espermatics de causa genetica (estudi meiotic en biopsia testicular alterat
o anomalies citogeneétiques en espermatozoides) (Munné et al., 1995; Gianaroli et al.,
1999; Rubio et al., 2001; Munné et al., 2003; Rubio et al., 2013; Aran et al.,2004;
Rodrigo et al., 2010).

Fins fa pocs anys, la metodologia més ampliament emprada per a la deteccié de les
aneuploidies en les cel-lules embrionaries (PGS) ha estat la tecnica d’hibridacié in situ
fluorescent (FISH). Aquesta técnica utilitza sondes de DNA especifiques marcades amb
molecules fluorescents. La seleccid dels cromosomes a analitzar sol incloure els
involucrats en avortaments espontanis i naixements aneuploides (13, 15, 16, 17, 18,

21, 22, X i Y). La utilitat del PGS per millorar el pronostic reproductiu en grups
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seleccionats de pacients no ha estat demostrada i és motiu de controvérsia (Staessen
et al., 2004 i 2008; Mastenbroek et al., 2007; Hardarson et al., 2008; Schoolcraft et al,
2010). Les limitacions intrinseques d’aquesta tecnica quan s’aplica a una Unica cel-lula i

el nombre de cromosomes analitzats podrien explicar els resultats obtinguts.

Figura 2. FISH de 5 cromosomes (13, 16, 18, 21 i 22) en un nucli de blastomer .

Amb la intencid de superar les limitacions relatives al nombre de cromosomes
analitzats mitjangant FISH, s’han desenvolupat recentment diverses metodologies
diagnostiques agrupades sota la denominacié general d’Analisi Cromosomic Complet
(CCS, de l'anglés Complex Chromosome Screening). Aquestes técniques permeten
detectar guanys i/o pérdues de tots els cromosomes i han estat optimitzades per tal de
poder obtenir resultats fiables en poc temps i a partir d'una o poques cel-lula/es
(revisat per Wells et al.,, 2008). Entre elles s’inclouen la Hibridacié Genomica
Comparada classica (m-CGH), els arrays d‘Hibridacié Genomica Comparada (a-CGH) i
de Polimorfismes d’un sol Nucleotid (a-SNP), la reaccié en cadena de la polimerasa
guantitativa (g-PCR) i la seqlienciacié massiva (NGS). D’entre elles a dia d’avui destaca,
per la seva combinacié de fiabilitat diagnostica i facil aplicabilitat a la clinica

assistencial, els a-CGH (Simpson et al., 2012).
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La tecnica d’a-CGH consisteix en la hibridacié competitiva de dos DNAs marcats amb
diferents fluorocroms sobre seqiiéncies especifiques (adherides ordenadament sobre
un suport solid) que cobreixen tot el genoma (Figura 3). Els a-CGH permeten I'analisi

cromosomic de CPs, blastomers o cél-lules del trofectoderma.

Cél.lula/es biopsiada/es

DNA de la/es cél.lula/es biopsiada/es

Amplificacio total de genoma

G Marcatge dels DNAs

Combinacio dels DNAs marcats

000000| — D 4— g

0000000000000

OO0OO000O00000SO00

[elelolol Jololololololololole] Hibridacié

000000000000 @®OO

[eJeoleoleoleoleolololololelololele]

[Cle]e]e]e]o]olojolc]ololo]lole]

o ® =)

I:| ﬂ_ Lectura i interpretacio dels resultats

Normal Monosomia Trisomia

Figura 3. Metodologia mitjangant arrays de CGH (Adaptat de Harper et al, 2010)
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1.2.2. PGS d’embrions multinucleats

Donat que un nombre significatiu dels embrions primerencs presenten multinucleacid,
és relativament freqiient haver de dur a terme una biopsia en aquest tipus d'embrions

en els cicles de PGS.

La majoria d’embrions multinucleats contenen tant cel-lules mononucleades com
multinucleades. Munné i col.laboradors (1993) van suggerir evitar la biopsia de
cél-lules multinucleades ja que la seva constitucid6 cromosomica pot resultar no ser
representativa de la resta de cél-lules de I'embrid . En aquest mateix sentint, les guies
de bona praxis en biopsia embrionaria publicades posteriorment per la ESHRE (Harton
et al., 2010) també van incloure la recomanacié de seleccionar per a la biopsia una

cel-lula mononucleada en els casos de DGP o PGS en D+3.

En quant a la constitucid cromosomica d'aquests embrions, en una série publicada
recentment es va observar un baix percentatge d’embrions multinucleats
cromosomicament normals que en ser transferits van mostrar una nul-la capacitat
d’implantacié (Ambroggio et al., 2011). No obstant, altres grups han descrit una certa
capacitat d’implantacié dels embrions multinucleats diagnosticats com a euploides

(Parriego et al., 2013; Yilmaz et al., 2014).

1.3.  Avaluacié morfocinética d’embrions

Des dels inicis de la FIV, I'estratégia que s’ha utilitzat a I'hora de seleccionar els
embrions a transferir ha estat la seva valoracié morfologica en moments puntuals del
desenvolupament. En embrions primerencs, els parametres morfologics més
importants per a la classificacié embrionaria sén el nombre i la simetria de les seves
cél-lules, el percentatge de fragmentacio i la presencia de multinucleacid. En estadis
més avangats, s’incorpora l|’avaluacid del grau de compactacié i, en estadi de

blastocist, es considera el grau d’expansio i el nombre i caracteristiques de les cél-lules
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del trofectoderma i de la massa cel-lular interna (The Istambul consensus workshop on
embryo assessment: proceedings of an expert meeting 2011; Cuaderno de Asebir
2015). Tot i que la majoria de grups incorporen altres parametres en |’avaluacid
morfologica (presencia de vacuoles en les cel-lules, divisid primerenca,...) els citats
anteriorment sén els que ofereixen millor valor predictiu de la capacitat d’implantacio.
Aixi, la observacio puntual representa una bona eina per a la seleccié dels embrions
amb millor pronostic reproductiu malgrat les seves limitacions. El fet de que les
observacions es facin de manera puntual, tot i realitzar-se en els moments en que la
obtencié d‘informacié és maxima, comporta la limitaci6 de desconeixer-se els
fenomens que tenen lloc entre dues observacions. A més, per realitzar les
observacions cal exposar els embrions a variacions de pH i temperatura que poden

comprometre la seva viabilitat.

Recentment, s’ha introduit en el laboratori de FIV la tecnologia “time-lapse” (TL) que
permet la monitoritzacié dinamica i continua dels embrions. Els sistemes de cultiu TL
consisteixen en incubadors que incorporen una camera fotografica en el seu interior i
capturen imatges dels embrions a temps establerts sense necessitat d'extreure els
embrions del sistema per dur a terme les observacions. La projeccié accelerada de les
imatges capturades permet una avaluacié continua del desenvolupament embrionari.
El benefici d’aquest sistema pot tenir I'origen tant en una avaluacié més acurada de la
morfologia embrionaria com en el manteniment d’unes condicions de cultiu molt
estables. Les primeres publicacions emprant sistemes de monitoritzacié TL en humans
daten de I'any 1996 (Capmany et al., 1996; Gonzales et al., 1996) pero les primeres
publicacions amb aplicacio clinica i certa casuistica sén forca posteriors (Lemmen et al.,

2008; Wong et al., 2010; Meseguer et al., 2011).

1.3.1. Parametres morfocinétics

Els sistemes TL permeten la visualitzacio dels esdeveniments nuclears i citoplasmatics

durant tot el cultiu in vitro.
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Els parametres morfocinétics sén els moments puntuals o la durada dels
esdeveniments relacionats amb la fecundacid i el desenvolupament embrionari. En els
cicles d’ICSI, sol establir-se com a temps zero el moment en que es realitza la

microinjeccié espermatica.

Els parametres morfocinetics relacionats amb la fecundacié inclouen: I'extrusié del
segon corpuscle polar, I'aparicié dels pronuclis i el desmantellament de les seves
membranes. Posteriorment es registren els temps en els quals tenen lloc les
successives divisions cel-lulars (t2, t3, t4, t5, t6, t7, t8 i t9), i si s’escau, I'inici de la
compactacio (tM), la blastulacié (tB), I'expansid del blastocist (tEB), I’herniacio (tHB) i
I’eclosio (tFHB)(Figura 4). També sol anotar-se la preséncia d’esdeveniments anomals

com la divisio directa d’una a tres cel-lules, les fusions cel-lulars i la multinucleacié.

0 24 48 72 % hours

Figura 4. Esdeveniments embrionaris i parametres morfocinétics (Adaptada de Chamayou et al., 2015).

1.3.2. Morfocinetica com a eina predictiva del desenvolupament i la implantacié

Els valors dels parametres morfocinétics varien en funcié de les caracteristiques dels
pacients, del tipus de tractaments i de les condicions de cultiu, pero evidentment
també en funcié de les caracteristiques dels propis gametes i embrions (Mufioz et al.,

2012 2013; Ciray et al., 2012; Basile et al., 2013; Fréour et al., 2013; Knez et al., 2013).
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Diversos estudis han avaluat la correlacié entre els parametres morfocinetics i la
capacitat per assolir I'estadi de blastocist o la implantacid, i els resultats obtinguts fins
ara son poc concloents (revisat per Kaser and Racowsky ,2014 i Chamayou et al., 2015).
Si bé queda clar que valors molt allunyats de la mitjana solen associar-se a mal
pronostic, ni els parametres morfocinetics aillats, ni el rang de temps de cada

parametre mostren consens entre els diferents grups.

El primer model per a la selecciéd embrionaria basat en parametres morfocineétics va ser
publicat per Meseguer i col.laboradors I'lany 2011. A partir d’una analisi retrospectiva
de 522 embrions transferits amb implantacié coneguda van establir una classificacié
hierarquica, combinant parametres morfologics classics i parametres morfocinétics,
que distribuia els embrions en sis categories segons la seva capacitat d’implantacio.
Tot i tractar-se d’una publicacié rellevant, |la validesa de I'aplicacié del seu model no
s’ha confirmat per altres autors (Best et al.,, 2015), fent palés que cada grup ha
d’establir els parametres morfocinetics propis. Aixi, a partir de la comparaciéo de
parametres morfocinétics observats en embrions amb i sense implantacid, cada
laboratori hauria de determinar els parametres morfocinetics i els rangs que resulten
informatius de viabilitat embrionaria i implantacio en les seves poblacions i amb les

propies condicions de treball (Carrasco et al., 2015).

1.3.3. Morfocinetica i anomalies cromosomiques

A dia d’avui, I'inica metodologia disponible que permet evitar la transferencia
d’embrions aneuploides és el PGS, que és una técnica invasiva. Des de la incorporacio
de la tecnologia TL, diversos grups han investigat la possible correlacié entre
morfocinetica i euploidia per tal d’identificar els embrions euploides evitant la seva

manipulacio.

Campbell i col-laboradors (2013) van descriure que els temps d’inici de la compactacio

i de la blastulacié diferien entre embrions euploides i aneuploides. A partir d’aquests
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dos parametres morfocinetics, els autors van elaborar un model a partir del qual els
embrions quedaven classificats en tres grups: embrions amb alt risc d’aneuploidia,
embrions amb risc d’aneuploidia mitja i embrions amb baix risc. Els autors proposaven
emprar aquesta classificacié com a alternativa al PGS. Aquestes dades, pero, no han
estat confirmades per altres grups que, aplicant el mateix model predictiu, no
discriminaven embrions euploides d’aneuploides. (Ottolini et al., 2013; Kramer et al.,
2014). Altres estudis també han mostrat resultats discordants. Mentre que alguns
grups troben correlacio entre alguns parametres morfocinétics primerencs i euploidia
(Basile et al., 2014; Desai et al., 2014), altres autors (Yang et al., 2014; Rienzi et al.,
2015) no han detectat cap parametre morfocinétic alterat en embrions aneuploides

respecte els euploides.

Recentment s’ha proposat que el cultiu en condicions estables (en incubadors amb
monitoritzacié dinamica TL) combinat amb la seleccié embrionaria mitjangant PGS-CCS

seria |'aproximacio que oferiria una millor eficiencia reproductiva (Yang et al., 2014).

1.3.4. Morfocinética i multinucleacio

Donat que l'aparicio6 de multinucleacid pot tenir lloc en qualsevol moment del
desenvolupament embrionari i pot desapareixer al cap de poc temps, la utilitzacio del
TL ha permes detectar millor la multinucleacié que les observacions puntuals (Desai et
al., 2014; Ergin et al., 2014). Tot i que els estudis disponibles fins al moment sén
limitats, els resultats publicats han mostrat correlacido entre multinucleacié i variacié
de determinats parametres morfocinétics. Ergin i col.laboradors (2014) van trobar
valors incrementats de t2, t4 i t6 en embrions multinucleats respecte no multinucleats.
Aquests i altres parametres morfocinétics (desaparicié PN, t3, t7, t8, s2, s3, cc2, cc3)
també van veure’s augmentats en els embrions multinucleats d’una série analitzada

pel nostre grup (Carrasco et al., 2014).
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2. Hipotesii Objectius







Hipotesi

Els embrions multinucleats tenen una capacitat de desenvolupament i una taxa de

normalitat cromosomica reduides pero poden tenir utilitat clinica.

Objectius

1. Analitzar les caracteristiques de les pacients i dels cicles amb i sense embrions

multinucleats.

2. Analitzar les caracteristiques dels embrions multinucleats:

a) Determinar la incidéncia, els temps d’aparicié i els patrons de multinucleacid

observats.

b) Analitzar els parametres morfocinetics dels embrions multinucleats i

comparar-los amb els d’embrions sense signes de multinucleacié.

c) Avaluar la capacitat de desenvolupament fins a blastocist dels embrions

multinucleats.

d) Avaluar I’evolucié dels embrions multinucleats quan sén transferits.

3. Coneixer la constitucié cromosomica dels embrions multinucleats i comparar-la

amb la observada en embrions sense multinucleacio.
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3. Material i Méetodes







3.1. Poblacid i disseny de I'estudi

3.1.1. Analisi de les caracteristiques de les pacients i dels cicles de FIV-ICSI en els que

es produeix multinucleacié

La poblacié d'estudi del primer objectiu inclou 763 cicles de FIV-ICSI realitzats durant el
periode 2012-2014 amb embrions cultivats en un incubador amb sistema de
monitoritzacié dinamica (TL) (EmbryoScope, UnisenseFertiteliTec™). Van excloure’s els
cicles amb inseminacid amb espermatozoides d’origen testicular o epididimari, els
cicles de donacid d'oocits, els pautats per cultiu fins a dia +5 i els cicles amb DGP o

PGS.

Els embrions que havien mostrat >1 nucli en algun dels seus blastomers en qualsevol

moment del desenvolupament in vitro van ser considerats multinucleats.

Es va analitzar I‘existéncia de correlacid entre les caracteristiques de les parelles (edat
materna, nivells hormonals, index de massa corporal, reserva fol-licular antral, factor
d’esterilitat), les caracteristiques dels cicles (protocol d’estimulacié emprat, nivell seric
d’estradiol el dia de la descarrega ovulatoria), els resultats obtinguts (nombre d’oocits
recuperats, taxa de fecundacio, percentatge d’embrions evolutius i de bona qualitat,
taxes d’embaras i implantacid) i la preséncia d’algun embrié multinucleat en la cohort

d’embrions.

3.1.2. Analisi de les caracteristiques dels embrions multinucleats de FIV-ICSI en

sistema de monitoritzacié dinamica.

La poblacido d'estudi del segon objectiu inclou els embrions dels cicles de |'apartat
anterior que havien mostrat multinucleacié. Es van excloure de I'analisi aquells
embrions dels que mancava alguna de les dades a avaluar. En total es van analitzar
4192 embrions, que van classificar-se en dos grups segons la presencia o no de

multinucleacio.
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Es van comparar els parametres morfocinéetics dels embrions multinucleats amb els
observats en embrions no multinucleats de les mateixes cohorts. Va analitzar-se el
moment d’aparici6 de la multinucleacid, I'estadi del desenvolupament dels
embrions en aquell moment, el patré de multinucleacié observat (binucleaci6 i
multi/micronucleacid) i el percentatge de cél-lules multinucleades (<50% de cél-lules
multinucleades/>50%). Va avaluar-se la capacitat d’assolir I’estadi de blastocist dels
embrions multinucleats, i es va analitzar la possible correlacid entre el patré de
multinucleaciéo i la capacitat de desenvolupament per una banda i entre el
percentatge de cel-lules multinucleades i la capacitat de desenvolupament per
I'altra. Es va calcular la taxa d’embaras i d'implantacié dels embrions multinucleats i
no multinucleats a partir de transferéncies en fresc. Es van avaluar els resultats
clinics dels cicles de criotransferencia de blastocists resultants d’embrions

primerencs multinucleats.

3.1.3. Analisi de la constitucié cromosomica dels embrions multinucleats

La poblacié d'estudi del tercer objectiu inclou 1908 embrions procedents de 199 cicles

de PGS. Les indicacions per a la realitzacié del cicle de PGS van ser: 62 cicles per edat

materna avancada, 46 cicles per factor masculi d’origen geneétic, 50 cicles per fallada

repetida d’implantacid, 31 cicles per avortaments de repeticid i 10 cicles per haver

tingut concepcions trisomiques prévies. En tots els casos els cariotips dels progenitors

era normal. Es va comparar la taxa i el tipus d’aneuploidia dels embrions multinucleats

amb la dels no multinucleats. Van analitzar-se els resultats de constitucié cromosomica

en funcié del patré de multinucleacid observat i del percentatge de cel-lules

multinucleades. Es van analitzar els resultats clinics dels cicles (taxa d'embaras i

implantacio).
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3.2. Metodologia

3.2.1. Fecundacio in vitro

Estimulacid ovarica i recuperacioé d’oocits

Les pacients van ser sotmeses a un tractament farmacologic inductor de la ovulacié
amb agonistes o antagonistes de la GnRH. Tant els protocols per I’estimulacié ovarica
com la monitoritzacié del creixement fol:licular mitjancant ecografia i nivells
hormonals d’estradiol en sang periférica van ser els emprats habitualment al nostre
centre i han estat descrits previament (Barri et al., 2002). La descarrega ovulatoria es
va realitzar mitjangant I'administracio subcutania d’ HCG i 36 hores després es va dur a
terme la puncio fol-licular. La puncio fol-licular i la recuperacié dels oocits en el
laboratori de FIV es van realitzar seguint els procediments estandarditzats en el nostre

centre.

Manipulacio de gametes i embrions, microinjeccio espermatica i cultiu embrionari

Per a la manipulacid i el cultiu de gametes i embrions es van utilitzar els medis de
cultiu de la série G Plus Vitrolife™ seguint estrictament les instruccions d’Us
recomanades. Breument, els oocits recuperats es van deixar en cultiu en medi de
fecundacio entre 2 i 3 hores a 372C i 6% de CO,. A continuacid es va realitzar la
denudacid dels complexes ciumul-oocit mitjangant el pipeteig mecanic en una solucio
de 80 Ul/ml de hialuronidasa. La microinjeccioé dels oocits en metafase Il (Mll) es va
realitzar 3-4 hores post-puncié seguint protocols estandarditzats al nostre centre
(Arroyo et al., 2007). Els ooOcits microinjectats van cultivar-se en medi de cultiu G1 PLUS
(Vitrolife™) en plaques de cultiu especifiques per a Iincubador EmbryoScope
(EmbryoSlides™) que havien estat preequilibrades un minim de 4 hores. Cada
EmbryoSlide™ conté 12 pouets i permet fer el seguiment de cada embrié de manera

individualitzada. Les condicions de cultiu en EmbryoScope™ estaven fixades a 372C de

33



temperatura i concentracions de CO, i O, del 6% i 5% respectivament. La captura de les
imatges es va realitzar en 5 plans focals diferents a intervals de 15 minuts. Les
avaluacions de les imatges capturades per I'EmbryoScope™ es van realitzar mitjancant
el software d’analisi d’imatges EmbryoWiewer (UnisenseFertiteliTec'™). Els embrions

es van mantenir en cultiu fins al moment de la seva transferéncia i/o congelacid.

Avaluacio de la fecundacid i dels parametres morfologics i morfocinétics

El moment en que es va produir cada esdeveniment embrionari es va calcular prenent
com a temps 0 I’hora que s’havia dut a terme I'ICSI. Es van registrar els moments en
gue s’havien produit els diferents successos: aparicié i desaparicié dels pronuclis,
divisié a 2 (t2), 3 (t3), 4 (t4), 5 (t5), 6 (t6), 7 (t7), i 8 (t8) cél-lules i moment d’aparicié de
la multinucleacio. A partir d’aquests valors es va calcular la durada del segon i tercer
cicle cel-lular (cc2: t3-t2, cc3: t5-t3) i la sincronia entre les divisions cel-lulars dins d’un

mateix cicle (s2=t4-t3, s3= t8-t5).

Es va realitzar el control de fecundacié a partir de les imatges adquirides a les 18+2

hores. La morfologia embrionaria es va avaluar a les 44+2 hores i 66+2 hores.

La seleccid dels embrions a transferir es va realitzar a partir de I'observacio a les 66+2
hores i seguint els criteris d'avaluacid morfologica habituals del nostre centre. A
cadascun dels embrions disponibles li va ser assignada una puntuacio de 0 a 10 tenint
en compte el nombre i simetria dels blastomers, el percentatge de fragmentacié i la
presencia de multinucleacié (Taula 2). Van ser considerats de qualitat optima els

embrions amb puntuacié 8, 9i 10

Es van seleccionar per la transferencia els embrions amb millor puntuacié . En el cas
d’embrions amb la mateixa puntuacid, es van tenir en compte criteris morfocinetics.
Els embrions amb preséncia de multinucleacié es van descartar per a la transferencia

excepte en aquells casos en que no n’hi havia d’altres disponibles. EIl nombre



d'embrions a transferir es va determinar tenint en compte les caracteristiques de les

pacients i els embrions seguint criteris propis préviament establerts (Tur et al., 2006)

(Taula 3).
D+2 D+3 Score
>4 26 °
Nombre de blastomers
2
<4 <6
1
Iguals / Semblants
Mida i forma dels blastomers Diferents 0
. -1
Molt Diferents
<10% 3
2
210% - < 20%
% Fragmentacio >20% - < 30% 1
0
>30% - < 50%
>50% 1
. . L 2
Multinucleacio Preséncia

Taula 2. Criteris d’avaluacié morfolodgica d'embrions primerencs emprats al nostre centre.

Nombre Nombre Nombre
Nombre d’embrions
d’embrions d’embrions d’embrions a
a criopreservar
evolutius optims transferir
1 - 1 0
<35 2 - 2 0
>3 0 2 21
21 1 22
T
S 1 - 1 0
2 - 2
35-37 0
3 - 2 1
24 21 1 23
38-42 - - 2 -
243 - - 2/3 -

Taula 3. Criteris emprats per decidir el nombre d’embrions primerencs a transferir.
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Els embrions multinucleats no transferits van cultivar-se fins I'estadi de blastocist
(D+5/D+6/D+7) i en cas de que I'assolissin es van vitrificar seguint els procediments

habituals (Solé et al., 2013).

Transferéncia embrionaria i embaras

La transferéncia embrionaria dels cicles en fresc es va realitzar en D+3 i amb seguiment
ecografic (Coroleu et al.,, 2006). El primer control d’embaras es va dur a terme
mesurant el nivell de BHCG en sang 15 dies després de la puncio fol-licular. La
confirmacié de gestacid clinica es va realitzar mitjancat la visualitzacié ecografica de
sac fetal amb batec cardiac positiu, 3-5 setmanes després de la transferéncia. La taxa
d’implantacié es va calcular a partir del quocient entre els embrions implantats i els
embrions transferits. La taxa d’avortament resulta del quocient entre el nombre

d’avortaments i el total de gestacions cliniques.

La preparacié endometrial i els procediments de laboratori en els cicles de
criotransferéencia van ser els emprats habitualment en el nostre centre i han estat
descrits previament (Parriego et al., 2007). El procediment de transferéncia no va
diferir de I'emprat en els cicles en fresc. El primer control d'embaras va realitzar-se 10

dies post-transferéncia.

3.2.2. Diagnostic Genetic Preimplantacional amb Screening d’Aneuploidies

Els gametes i embrions dels cicles de PGS van ser cultivats en medis LifeGlobal™
seguint les instruccions del fabricant. Els procediments basics del laboratori de FIV i
I"avaluacié dels parametres morfologics i morfocinetics va realitzar-se de la mateixa
manera que per als embrions no sotmesos a PGS i han estat descrits en apartats

anteriors.
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Els embrions que presentaven un minim de 5 cel-lules i < 30% de fragmentacié a les
6612 hores van ser considerats aptes per a la biopsia. La biopsia dels embrions va
realitzar-se en D+3. El procediment es va dur a terme utilitzant medi sense Ca** ni Mg**
(LifeGlobal™). L'obertura de la zona pel-licida es va realitzar mitjancant termolisi amb
laser (Boada et al., 1998). La biopsia embrionaria es va dur a terme per aspiracié i es va
retirar un Unic blastomer per embrid. Els blastomers obtinguts es van traslladar a una
soluci6 de PBS (Phosphate buffered saline) al 0.1% de PVA (Polyvinyl alcohol).

Posteriorment es van dipositar en condicions esterils en tubs de PCR en 1.5 pl de PBS i

es van mantenir en fred (42C) fins al moment de ser processats.

Els embrions biopsiats van ser traslladats a una EmbryoSlide™ amb medi de cultiu

fresc preequilibrat i retornats a I'EmbryoscopeTM.

Les mostres van ser processades per amplificar tot el genoma (Whole Genome
Amplification, WGA). Es va utilitzar el kit comercial SurePlex™ DNA Amplification
System (lllumina™) seguint les instruccions d’us facilitades pel fabricant. La verificacié
de la presencia de DNA amplificat i I'abséncia de contaminacié es va dur a terme
mitjancant una electroforesi en gel d’agarosa. Les mostres de DNA amplificades van
processar-se per la seva analisi mitjangcant arrays de CGH (a-CGH) emprant el kit
comercial 24Sure™ Micorarray Pack (lllumina™ ) utilitzant el protocol facilitat pel
fabricant. Per I'analisi dels arrays es va utilitzar un escaner Innopsys 70 i les imatges
van ser interpretades emprant el software facilitat per la casa comercial (BlueFuse™,
Ilumina™). Els embrions van ser classificats com a normals, anormals o sense
diagnostic concloent si no s’havia produit amplificacié o els perfils obtinguts no eren
interpretables. Els embrions anormals que presentaven aneuploidies per a un o dos
cromosomes van categoritzar-se com a “aneuploides simples”, i els embrions amb
aneuploidies per a tres o més cromosomes van classificar-se com a “aneuploides
complexos”. Els embrions evolutius i diagnosticats com a euploides van ser transferits

en D+5 o congelats en D+5/+6/+7. La confirmacié de gestacié 10 dies després de la
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ransferencia va realitzar-se seguint els protocols habituals ja descrits en I'aparta
transf lit t el tocols habituals ja descrit I’ tat

anterior.

3.2.3. Analisi estadistica

Les variables continues es van descriure mitjancant la seva mitjana i desviacid tipica.
Per a les variables nominals o categoriques es van emprar taules de freqliencies. Per a
la comparacié de variables continues es va utilitzar la prova de Mann-Whitney.
L'associacid entre variables categoriques va ser avaluada mitjancant la prova de Khi

quadrat.

La relacié entre la probabilitat de multinucleacié en un cicle i diversos factors es va
analitzar mitjancant un model de regressid logistica. Amb tots els factors que es va
trobar una associacié significativa, es va ajustar un model de regressio logistica

multivariant.

La comparacid entre variables descrites amb el seu interval de confianca al 95% es va
realitzar per estimacidé per intervals. Si els intervals no se solapaven, es van assumir
diferéncies significatives.

Les variables morfocinetiques es van descriure mitjancant la seva mediana i els seus
maxim i minim. Les comparacions es van realitzar també mitjancant el test de Mann-

Whitney. Tots els tests van ser bilaterals i amb un nivell de significacio del 5% .

Tota I'analisi estadistica es va realitzar utilitzant el software IBM® SPSS® Statistics v22.
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4. Resultats







4.1 Caracteristiques de les pacients i els cicles amb i sense embrions multinucleats

Es van analitzar 763 cicles de FIV-ICSI (5540 embrions). En 540 cicles (70.8%) va
observar-se la preséncia de com a minim un embrié multinucleat a la cohort (rang 1-
10). El total d’embrions multinucleats va ser de 1312 (23.6%) i la mitja d’embrions
multinucleats observats en els cicles amb preséncia de multinucleacio va ser de 2.43.

A la taula 4 es comparen les caracteristiques de les pacients sense i amb embrions
multinucleats a la seva cohort (a partir d’ara grup A i B respectivament). Les pacients
del grup B van resultar ser significativament més joves i amb un recompte fol-licular

antral superior.

Embrions multinucleats a la cohort
P valor
NO (Grup A) SI (Grup B)
Edat 37.9813.72 37.3114.03 0.046
IMC 23.14+3.75 22.7513.61 NS
RFA 9.5915.29 11.33+5.92 0.001
AMH 1.12+1.24 1.37+1.57 NS

Taula 4. Caracteristiques de les pacients sense i amb embrions multinucleats a la seva cohort (IMC:
index de massa corporal, RFA: Recompte de fol-licles antrals, AMH: Nivells d’hormona antimulleriana en
ng/ml). Els valors es presenten com la mitjana (X) * la desviacié estandard (DS).

No van observar-se diferéncies en el percentatge de cicles amb multinucleacid en
funcié de l'origen de l'esterilitat (masculi, femeni, mixt o idiopatic)(Taula 5). Tampoc
van trobar-se’'n en relaci6 amb el protocol d’estimulacié ovarica emprat (amb
agonistes o amb antagonistes de la GnRH)(Taula 6). La dosi total de gonadotropines
administrada va ser inferior en els cicles del grup B. El dia de la descarrega ovulatoria
van registrar-se nivells d’estradiol en sang més alts en les pacients del grup B, respecte

de les del grup A (Taula 7).
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% Cicles amb embrions multinucleats a la cohort
Masculi 75.7
Femeni 65.8
Mixt 65.7
Idiopatic 73.2
P valor NS

Taula 5. Percentatge de cicles amb multinucleacié en funcié de I'origen de I'esterilitat.

% Cicles amb embrions multinucleats a la cohort
Agonistes de la GnRH 62.6
Antagonistes de la GnRH 71.8
P valor NS

Taula 6. Percentatge de cicles amb multinucleacié en funcié del protocol d’estimulacié ovarica.

Embrions multinucleats a la cohort
P valor
NO (Grup A) SI (Grup B)
Dies d’estimulacio ovarica 9.96+1.85 9.92+1.57 NS
Dosi total de Gonadotropines 2824+1150 25001956 0.001
E, el dia de descarrega ovulatoria 18421722 21391826 0.000

Taula 7. Caracteristiques dels cicles amb i sense embrions multinucleats a la seva cohort (Dosi total de
gonadotropines en Ul/ml, E, el dia de descarrega ovulatoria: estradiol el dia de descarrega ovulatoria en
pg/ml). Els valors es presenten com la mitjana (X) * la desviacié estandard (DS).

En les pacients del grup B es van recuperar més oocits, es va observar una millor taxa
de fecundacid, es van obtenir més embrions evolutius i es van transferir més embrions

pero de pitjor qualitat (Taula 8).

En les pacients del grup A es van observar unes taxes d'embrions evolutius i

d'embrions optims superiors (Taula 8).
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Embrions multinucleats a la cohort

P valor
NO (Grup A) SI (Grup B)

Oocits recuperats 6.85%+3.83 9.45+4.03 0.000
Oocits Ml 5.55+3.11 7.55%3.32 0.000
Oocits Ml 81.3 [78.7-83.9] 80.2 [78.7-81.6] NS
Oacits fecundats 3.55+2.14 5.39+2.68 0.000
% de fecundacio 63.9 [60.8-67.1] 71.3[69.6-73.1] <0.05
Embrions evolutius 2.78+1.50 3.39+1.86 0.000
% d’embrions evolutius 78.4[74.7-82.1] 62.9 [60.9-64.9] <0.05
Embrions de qualitat optima 1.91+1.52 1.81+1.69 NS
% d’embrions de qualitat 68.9 [64.7-73.0] 53.4 [50.7-56.2] <0.05
optima
gyjﬁtt?:smitja SLOCULTIELD 7.6%1.62 6.1+2.15 0.000
Embrions transferits 1.78+0.51 1.91+0.43 0.000
ﬁ::'si:::it":"ja dels embrions 7.841.76 6.9£2.46 0.000
Embrions congelats 1+1.44 1.48+1.92 0.002

Taula 8. Detalls embriologics dels cicles amb i sense embrions multinucleats a la seva cohort . Els valors
es presenten com la mitjana + la desviacié estandard o bé com a percentatge mig i interval de

confianga del 95% entre claudators
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Les taxes d’embaras i d’implantacié van ser comparables en els dos grups. Ni la taxa

d’avortament ni el percentatge de nascuts vius va mostrar diferéncies significatives

entre grups (Taula 9).

Embrions multinucleats a la cohort

P valor
NO (Grup A) SI (Grup B)
Gestacions cliniques (%) 89/223 (39.9) 215/540 (39.8) NS
Taxa d’implantacié 29.2 [23.9-34.5] 25.6 [22.7-28.5] NS
Avortaments (%) 27/89 (30.3) 58/215 (27.0) NS
Nascuts vius (%) 62/223 (27.8) 157/540 (29.1) NS

Taula 9. Resultats clinics dels cicles amb i sense embrions multinucleats a la seva cohort.

L’analisi de I'associacio entre les variables continues i la preséncia de multinucleacid en

una cohort d’embrions es va realitzar mitjangant un model de regressié logistica. Es va

observar una correlacié lineal negativa entre |'edat i la preséencia de multinucleacio

(Figura 5) i entre la dosi total de gonadotropines administrada i la preséncia de

multinucleacié (Figura 6). La relacio lineal entre el nivell séric d’estradiol el dia de la

descarrega ovulatoria i la presencia de multinucleacid va resultar positiva (Figura 7),

aixi com la relacié entre el nombre d’oocits recuperats i la multinucleacid (Figura 8).
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Figura 5. Associacié entre I'edat i la probabilitat de tenir algun embrié multinucleat a la cohort.
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Figura 6. Associacié entre la dosi total de gonadotropines administrada i la probabilitat de tenir algun
embrié multinucleat a la cohort.
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Figura 7. Associacio entre el nivell seric d’estradiol el dia de la descarrega ovulatoria i la probabilitat de
tenir algun embrié multinucleat a la cohort.
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Figura 8. Associacié entre el nombre d’oocits recuperats i la probabilitat de tenir algun embrio
multinucleat a la cohort.

46



Donat que les variables que mostraven correlacid amb presencia de multinucleacié

també estan interrelacionades entre elles, es va ajustar un model de regressié logistica

multivariant amb tots aquells factors que havien mostrat associacié. El nombre

d’oocits recuperats va resultar ser la variable amb una major influéncia sobre la

preséncia de multinucleacié en la cohort d’embrions OR:4.53[1.05-19.6].

4.2. Caracteristiques morfocinétigues i capacitat de desenvolupament dels embrions

multinucleats

Van incloure’s 4192 embrions multinucleats i no multinucleats procedents dels 540

cicles que havien mostrat algun embrié multinucleat a la seva cohort. Van comparar-se

les medianes dels diferents parametres morfocinetics dels embrions no multinucleats

respecte dels multinucleats (Taula 10) .

Embrions no multinucleats Embrions multinucleats P
Mediana Min. Max. DS Mediana | Min. Max. DS valor
Aparicio PN 8.69 4.65 45.82 3.40 8.28 4.38 27.65 1.94 0.00
Desaparicié PN 24.38 9.35 65.47 4.30 24.92 17.17 | 51.13 3.77 0.00
t2 27.11 5.97 74.46 6.12 27.65 19.66 | 67.61 4.65 0.00
t3 37.92 8.47 74.46 6.51 38.32 2231 | 69.84 6.72 0.01
t4 39.71 22.85 | 74.46 6.21 40.69 25.18 | 68.91 7.13 0.00
t5 49.93 22.85 | 90.91 7.53 50.29 28.00 | 92.97 8.62 NS
t6 52.33 22.85 | 116.06 | 7.67 53.42 28.00 | 115.04 | 9.51 0.00
t7 54.66 22.85 | 115.84 | 8.19 56.33 35.48 | 115.04 | 10.35 | 0.00
t8 56.75 28.92 | 117.62 | 9.00 59.59 36.48 | 108.79 | 11.38 | 0.00
s2 (t4-t3) 1.00 0.00 38.22 4.10 1.00 0.00 | 32.68 5.17 0.01
s3 (t8-t5) 5.51 0.00 61.92 7.92 10.26 0.00 | 59.88 9.62 0.00
cc2 (t3-t2) 11.26 0.00 44.22 4.87 11.50 0.00 | 37.88 5.33 0.02
cc3 (t5-t3) 12.71 0.00 46.48 5.52 12.94 0.00 | 37.45 6.39 NS

Taula 10. Valors dels parametres morfocinetics d’embrions multinucleats i no multinucleats.
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Els pronuclis van apareixer abans i van desapareixer després en els embrions que
posteriorment van mostrar multinucleacio. Tots els temps de divisid, a excepcié de t5,
van resultar endarrerits en aquests embrions i les divisions cel-lulars es van realitzar de
manera més asincronica. La durada del segon cicle cel-lular (cc2) va ser superior i no

van observar-se diferencies significatives en la durada del tercer cicle cel.lular (cc3).

Es va detectar multinucleacié en tots els estadis del desenvolupament pero I'estadi
cel-lular en que es va detectar amb més freqliencia va ser a 2 cel-lules (Figura 9). La
mediana del primer moment d’observacido de multinucleacid va ser a les 33.96 [2.60-

83.21] hores post-ICSI.

1001

71,2

%

Nombre de cél-lules

Figura 9. Freqiliéncia de la deteccié de multinucleacié per primera vegada en cada estadi cel-lular
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Va observar-se més freqlientment multi/micronucleacié que binucleacio (58.8% i
41.2% del total de multinucleacié respectivament) i més embrions amb <50% de

cél-lules multinucleades en comparacié a >50% (74.7% i 25.3% respectivament).

En 166 cicles es van transferir embrions multinucleats per no disposar-se’n d’altres
d’evolutius sense multinucleacié. En 104 casos, les transferéncies van ser mixtes,
transferint-se també algun embrid sense multinucleacié. Es van realitzar 62
transferéncies d’exclusivament embrions multinucleats. La taxa d’embaras per
transferéncia global va ser del 35.5%. No van detectar-se diferencies estadisticament
significatives entre les taxes d’embaras assolides després de transferéncies
homogenies d’embrions no multinucleats, transferencies mixtes i transferéncies
homogenies d’embrions multinucleats (Taula 11). No obstant, es va observar una
diferéncia de 11.7 punts percentuals entre transferencies homogenies d’embrions no
multinucleats i multinucleats. Es molt possible que el baix nombre de transferéncies
homogenies d’embrions multinucleats no hagi permes la deteccié de diferencies

estadisticament significatives.

Embaras

Transferéncies homogeénies d’embrions no
150/355 (42.3%)
multinucleats

Transferéncies mixtes 40/104 (38.5%)

Transferéncies homogenies d’embrions
19/62 (30.6%)
multinucleats

P valor NS

Taula 11. Taxes d’embaras obtingudes a partir de la transferencia d’embrions multinucleats i
no multinucleats.

Cent trenta-tres d’aquestes transferéncies (80.1%) van ser d’implantacié coneguda
(KID, Known Implantation Data). Les taxes d’implantacié dels embrions multinucleats i
no multinucleats obtingudes a partir d’aquestes transferencies va ser 16.6% i del

18.4%, sense diferéncies estadisticament significatives.
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Els embrions multinucleats no transferits van deixar-se en cultiu fins I'estadi de
blastocist i, en cas d'assolir-lo, es van congelar (18.0%). No van observar-se diferéncies
en la capacitat de desenvolupament fins I'estadi de blastocist ni en funcié del patré de
multinucleacié (binucleacid respecte multi/micronucleacié) ni en funcié del

percentatge de cél.lules multinucleades (<50% respecte >50%) (Taules 12 i 13).

Taxa de blastocist

Embrions binucleats 18.0%
Embrions multi/micronucleats 17.9%
P valor NS

Taula 12. Taxa de blastocist en funcid del patré de multinucleacio.

Taxa de blastocist

Embrions £50% de cél-lules multinucleades 18.8%
Embrions >50% de cél-lules multinucleades 15.5%
P valor NS

Taula 13. Taxa de blastocist en funcid del percentatge de cel.lules multinucleades.

Fins el moment de I'analisi de les dades s’havien realitzat 98 cicles de criotransferéencia
gue incloien blastocists procedents d’embrions multinucleats de la cohort d’estudi. La
taxa de supervivencia va ser del 84.6%. Es van dur a terme 87 transferencies. En 56
casos només van transferir-se blastocists procedents d’embrions multinucleats (64.4%)
i en la resta van realitzar-se transferéncies mixtes. La taxa d’embaras obtinguda a
partir de transféncies mixtes i de transferencies homogenies de blastocists procedents
d’embrions multinucleats no van mostrar diferéncies estadisticament significatives

(54.8% vs 48.2% respectivament, NS).

Van realitzar-se 75 criotransferencies KID. La taxa d’implantacié embrionaria dels

embrions multinucleats va ser del 39.1%.
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4.3. PGS d’embrions amb i sense multinucleacid

Van incloure’s en aquest apartat 1908 embrions cultivats en el sistema TL procedents
de 199 cicles de FIV-ICSI-PGS. El 93.7% dels embrions van evolucionar correctament
fins a D+3 i es van biopsiar. Es va observar presencia de multinucleacié en 640
embrions (33.5%). El percentatge d'embrions biopsiats no va ser diferent entre
embrions sense multinucleacid6 i embrions multinucleats (93.1% i 95.0%
respectivament). Va obtenir-se un diagnostic concloent en 1583 embrions (88.5%),
sense diferencies en funcié de si els embrions havien mostrat o no multinucleacié. Els
embrions multinucleats van mostrar un percentatge de normalitat cromosomica

inferior (14.0%) (Taula 14).

Embrions biopsiats (%)
Total
Normals Anormals No concloents
No multinucleats 251 (21.3%) 795 (67.4%) 134 (11.3%) 1180
(100%)
Multinucleats 85 (14.0%) 452 (74.3%) 71 (11.7%) 608
(100%)
P valor 0.001 0.001 NS -

Taula 14. Resultats de I'analisi cromosomic d’embrions sense i amb multinucleacid.

Els embrions multinucleats, van mostrar més aneuploidia complexa que els embrions

no multinucleats (Taula 15).

Simple Complexa Total
No multinucleats 434 (54.6%) 361 (45.4%) 795 (100%)
Multinucleats 189 (41.8%) 263 (58.2%) 452 (100%)
P valor 0.001 0.001 -

Taula 15. Tipus d’anomalia observada en embrions aneuploides sense i amb multinucleacié.
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No van detectar-se diferencies significatives en el percentatge d'anormalitat
cromosomica en funcié del patré de multinucleacié (81.1% d’aneuploidia en embrions
binucleats, 85.5% d’aneuploidia en embrions multi/micronucleats). Tampoc van
observar-se diferencies en la constituciéo cromosomica dels embrions multinucleats en
funcié de si presentaven <50% de cél-lules multinucleades o >50% (82.7% i 86.9%
respectivament). El percentatge d’embrions diagnosticats com a euploides que van ser
transferits i/o congelats va ser del 86.0%, sense mostrar diferéncies en funcio de la

presencia o no de multinucleacié (82.3 i 87.2% respectivament).

Van transferir-se 196 embrions euploides en 135 transferencies (X=1.45). En 64 cicles
(32.2%) no va realitzar-se transferéncia per no disposar-se de cap embrié euploide
evolutiu en D+5. La taxa d’embaras per cicle i per transferéncia va ser del 41.7% i del
60.1% respectivament. Es van transferir 56 embrions euploides en els que s'havia
observat previament multinucleacié. Van transferir-se 109 embrions en 75
transferéncies KID. La capacitat d’implantacié dels embrions euploides no va mostrar
diferencies en funcié de la presencia o no de multinucleacié (73.0% i 77.8%

respectivament).
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5. Discussio







5.1. Multinucleacio en els cicles de FIV

La multinucleacié és un fenomen freqlient en els embrions humans obtinguts in vitro,
tot i que les dades tant pel que fa a la seva incidéncia com pel que fa a percentatge de

cicles amb algun embrié multinucleat difereixen entre publicacions.

El percentatge de cicles amb algun embrié multinucleat de la nostra série (70%) es
troba en el rang alt del descrit en la literatura (14.3-74%) (Kligman et al., 1996; Balakier
et al., 1997; Jackson et al., 1998; Van Royen et al., 2003; Pelinck et al., 2010; de Cassia
Savio Figueira et al., 2010) i concorda amb I'observat per alguns autors (Jackson et al.,

1998; Van Royen et al., 2003).

El percentatge d'embrions multinucleats de la nostra serie (23.6%) son comparables als
descrits en I'Ginica publicacié on s’analitza la multinucleacié mitjangant monitoritzacio
continua (Ergin et al., 2014) i, sorprenentment, no sén superiors als descrits en treballs
on es realitzen observacions puntuals (17-48%)(Balakier and Cadesky 1997; Jackson et
al.,, 1998; Van Royen et al., 2003; Hnida et al., 2004; Meriano et al., 2004; Ergin et al.,
2014). En el nostre estudi, en el suposit d'haver realitzat observacions puntuals a les 44
i 66 hores, Unicament el 35% dels embrions multinucleats hagués estat classificat com
a tal, de manera que la taxa de multinucleacié hauria estat molt inferior (9.0%) a la
detectada mitjancant monitoritzacié continua. Altres autors mostren resultats en la
linia dels nostres (Yilmaz et al., 2014; Desai et al.,, 2014). Millores en els sistemes de
cultiu introduides en la metodologia del laboratori haurien contribuit a una reduccié
de la multinucleacié per causes extrinseques i explicarien la disminucié de la seva

incidéncia en els darrers temps.

L’dnica caracteristica dels cicles i de les pacients que es correlaciona de manera
independent amb la preséncia de multinucleacié en els embrions d’una cohort és el
nombre d’oocits recuperats. Aquesta variable va associada a una edat de les pacients i

una dosi total de gonadotropines inferiors i a uns nivell d’estradiol en sang més elevats
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el dia de la descarrega ovulatoria. Aquestes variables, pero, no es correlacionen amb
presencia de multinucleaci6 de manera independent. Els cicles amb embrions
multinucleats corresponen, doncs, a pacients amb una alta resposta a I'estimulacié
ovarica i que mostren un creixement fol-licular superior resultant en un nombre

d'oocits recuperat més elevat.

Els nostres resultats han mostrat que I'estadi maduratiu nuclear dels oocits dels que
procedeixen els embrions amb i sense multinucleacié sén equivalents. Seria possible,
pero, que una certa proporcid dels oocits en Mll de les pacients amb alta resposta, tot i
ser madurs a nivell nuclear, no ho fossin a nivell citoplasmatic i aquest fet pogués
donar lloc a multinucleacid en les cel-lules de I'embrid. S’ha descrit que en pacients
amb ovaris poliquistics o amb respostes elevades, una certa proporcio dels fol:-licles
destinats a I’atresia son rescatats pels alts nivells de FSH durant I'estimulacié i també
inicien el creixement (Wood JR et al., 2007; Baerwald et al., 2013). Els oocits resultants
tindrien una baixa competencia citoplasmatica donant lloc a embrions amb morfologia
compromesa i/o multinucleacié. La relaci6 entre una incorrecta maduracié
citoplasmatica i multinucleacido també ha estat descrita a partir de dades obtingudes
d’oocits madurats in vitro i es suggereix que un fus defectuds podria donar lloc a

multinucleacio (Nogueira et al., 2000).

La taxa de fecundacié observada en el grup de multinucleacid resulta superior a la
observada en les cohorts sense multinucleacid. L’extrusio del segon corpuscle polarila
formacié dels pronuclis poden ser fenomens independents de la maduresa
citoplasmatica i per tant podria mantenir-se una taxa de fecundacié normal en oocits
immadurs a nivell del citoplasma. De tota manera, la major taxa de fecundacié

detectada en aquestes cohorts d’embrions en les nostres dades podria ser artefactual.

El percentatge d’embrions evolutius ha resultat superior en les pacients sense
embrions multinucleats en la cohort. Cal tenir en compte que la determinacio del

percentatge d'embrions evolutius en el grup d'embrions multinucleats i no
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multinucleats es fa de manera diferent. Mentre que en grup d'embrions no
multinucleats els embrions evolutius es corresponen a embrions transferits i congelats
en D+3, en el grup d'embrions multinucleats, els embrions evolutius es corresponen als
embrions transferits en D+3 i congelats en estadi de blastocist. De la mateixa manera,
tampoc resulta informativa la comparacié de les qualitats dels embrions ja que per
defecte, als embrions multinucleats se’ls hi assigna un score embrionari de 2 (score
embrionari propi amb escala de 1 a 10, descrit a material i metodes), penalitzant sobre
la mitja de la puntuacié embrionaria. Aixi doncs, a partir d’aquestes dades no ha estat
possible concloure que els embrions de les cohorts amb multinucleacid evolucionen

pitjor.

Les taxes d’embaras i implantacié assolides i I'evolucid posterior de la gestacido han
resultat totalment comparables entre pacients amb i sense embrions multinucleats a la
cohort. Cal destacar que només s’han transferit embrions multinucleats en casos
esporadics quan no es disposava d'altres embrions sense signes de multinucleacié.
Aixi, a partir de les nostres dades i en concordanca amb una publicacié recent (Yilmaz
et al.,, 2014), semblaria que la preséencia d’embrions multinucleats no té un efecte

negatiu sobre la cohort, tal i com havia estat suggerit (Jackson et al., 1998).

A partir de les nostres dades no hem trobat correlacidé entre presencia de
multinucleacio i origen de |'esterilitat (masculi o femeni), resultats equiparables als
d'altres autors (Van Royen et al., 2003). Alguns treballs havien descrit una incidéncia
de multinucleacié superior quan la infertilitat és d’origen masculi (De Cassia Savio
Figueira et al., 2010). Aquests autors van hipotetitzar que els espermatozoides
d’aquest pacients presentarien un major grau d’alteracions a nivell centrosomic, que
causaria un mal assemblatge de l'aster, generant divisions cel-lulars anormals i
multinucleacid. Caldria veure si, acotant més el diagnostic del factor masculi, seria

possible trobar algun tipus de correlacid.
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5.2. Morfocinética i desenvolupament d’embrions multinucleats

5.2.1. Morfocinética dels embrions multinucleats

A partir de les dades analitzades en el nostre treball s'ha vist que la morfocinéetica dels
embrions multinucleats mostra diferéncies respecte de la dels embrions no
multinucleats. Aquestes diferéncies es fan evidents des de I'estadi de pronuclis amb
una durada superior d'aquesta fase del desenvolupament, evidenciant que aquests
embrions mostren un comportament diferent ja en etapes molt primerenques. Altres
parametres morfocinétics també estan alterats, mostrant endarreriments (t2, t3, t4,

t6, t7, t8) i/o una durada superior (cc2, s2 i s3).

S'han publicat diversos estudis on s’avalua I'efecte de variacions en els moments
d’aparicié i desaparicié dels pronuclis, en la durada de I'estadi de pronuclis i en el
temps des de la desaparicié dels pronuclis fins a la divisié a dues cel-lules. L'impacte
d’aquestes variacions sobre la capacitat de desenvolupament i implantacio
embrionaria no ha estat concloent. Alguns autors correlacionen una desaparicio
primerenca dels pronuclis amb un ritme de desenvolupament adequat dels embrions
(Lemmen et al., 2008). No obstant, d’altres observen una millor capacitat
d’implantacié dels embrions procedents de zigots amb temps de desaparicié de
pronuclis endarrerits (Azzarello et al., 2012). EIl moment d’aparicid i desaparicié dels
pronuclis, en altres treballs, no ha mostrat correlacié amb la capacitat d'implantacié
(Chamayou et al., 2013; Kirkegaard et al., 2013) o bé només s'ha detectat correlacié
guan els valors dels parametres morfocinetics estan molt allunyats dels rangs
habituals (Aguilar et al., 2014). Els mateixos autors (Aguilar et al., 2014) descriuen
I’existéncia d’associacié entre la durada de l'estadi de pronuclis i la capacitat
d’implantacid, concloent que els zigots amb una fase S més curta esdevindrien
embrions amb capacitat d’'implantacié superior. La durada anormalment llarga de la
fase de pronuclis i per tant de la fase S observada en els embrions multinucleats podria

estar indicant dificultats en el procés de replicacié del DNA.
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Les nostres dades confirmen que la multinucleacié pot observar-se en qualsevol estadi
del desenvolupament entre 2 cel-lules i blastocist, essent maxima a l'estadi de 2
cél-lules. Alguns estudis descriuen percentatges de multinucleacid superiors en D+2
que en D+3 (Van Royen et al., 2003; Yakin et al., 2004). S'ha descrit que la dificultat per
detectar multinucleacié creix en augmentar el nombre de cél-lules i amb I'aparicié de
fragments (Munné et al., 2006). A partir de la observacid continua dels embrions
mitjancant TL s'ha demostrat una correlacié inversa entre nombre de cel-lules i
deteccié de multinucleacio (dades propies, Ergin et al., 2014). Aixi, doncs, caldria
determinar si existeix un percentatge superior de multinucleacié a l'estadi de 2

cél-lules o simplement aquesta es detecta més en aquest moment.

En I'Unica publicacié on s’avalua la morfocinetica dels embrions multinucleats
s'observen, tal i com succeeix en el nostre estudi, endarreriments en els moments en
gue aquests embrions assoleixen determinades fites (Desai et al, 2014). El temps
necessari per a duplicar el DNA dels diversos nuclis, per a la formacié dels
cromosomes, per al desmantellament de les membranes nuclears i per al
posicionament centralitzat dels cromosomes per donar lloc a les dues cel-lules filles
podria ser superior quan la cél-lula presenta més d’un nucli. El fet que s'observi un
augment de la durada de cc2 (t3-t2) en embrions multinucleats recolza la hipotesi
d'una major incidéencia de la multinucleacié a I'estadi de dues cel-lules i no tan sols a
una millor deteccid d'aquest fenomen en aquest estadi. L'asincronia observada en els
embrions multinucleats es podria explicar per les diferéncies entre els ritmes de divisid

de cél-lules multinucleades i no multinucleades en un mateix embrid.

5.2.2. Capacitat de desenvolupament dels embrions multinucleats

S’ha observat una baixa capacitat dels embrions multinucleats per assolir I'estadi de

blastocist (18%). Aquesta taxa, significativament inferior a la observada en embrions

no multinucleats (dades propies, 39.6%), confirma les observacions previes d’una
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reduccid important de la capacitat de desenvolupament d’aquests embrions (Alikani et

al, 2000; Yakin et al, 2004).

El patro de multinucleacio detectat amb més freqliencia en la nostra cohort ha estat la
multi/micronucleacié. Malgrat estudis previs realitzats mitjangant observacions
puntuals en els timings habituals havien descrit una major incidencia de binucleacid
respecte multi/micronucleacié (Meriano et al., 2004), considerem que |'observacio
continua dels embrions ha permeés detectar un percentatge superior de
multi/micronucleacid. Aquests resultats no sdn contradictoris, ja que la monitoritzacid
dinamica permet observacions de les quals no es tenen dades en realitzar
observacions puntuals i el patré de multinucleacié pot variar al llarg del temps. No
obstant, altres autors mitjangant monitoritzacié dinamica no descriuen els mateixos

resultats (Desai et., 2014).

Les nostres dades no mostren diferéncies en la taxa de blastocist entre embrions
binucleats i multi/micronucleats. Meriano i col.laboradors (2004) van reportar que la
capacitat de desenvolupament dels embrions amb binucleacido era comparable a la
observada en embrions sense multinucleacié i molt superior a la que mostraven els
embrions amb multi/micronucleacié. Dades procedents de pacients de bon pronostic i
de cicles de donacid d'oocits descriuen una taxa elevada de blastocist tant en embrions
binucleats com en multi/micronucleats (Desai et., 2014). Altres autors no han observat
correlacié entre el patré de multinucleacio i la qualitat embrionaria (de Cassia Savio

Figueira et al., 2010) o la capacitat d’'implantacié (Ergin et al., 2014).

La majoria dels embrions multinucleats de la nostra cohort presenten multinucleacid
en <50% de les seves cel-lules. El percentatge de cel-lules multinucleades tampoc ha
resultat predictiu de la capacitat de desenvolupament fins a blastocist. Si bé alguns
estudis havien observat una millor evolucié dels embrions amb un Unic blastomer
multinucleat (de Cassia Savio Figueira et al.,, 2010), altres autors tampoc observen

diferéncies en la capacitat d’implantacié dels embrions en funcio del percentatge de
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cél-lules multinucleades (Ergin et al., 2014), fet que estaria en la linia de les nostres

observacions.

Caldria determinar si la persistencia de la multinucleacié en diversos estadis de
desenvolupament pot tenir un efecte sobre la viabilitat de I'embrid i la seva capacitat
d'implantacio ja que la necessitat de més processos de reparacié podria dificultar la

seva correcta evolucié.

5.2.3. Resultats clinics de la transferéencia d’embrions multinucleats

Les nostres dades de transferencia en fresc i D+3 d’embrions multinucleats no han
confirmat una capacitat disminuida per donar lloc a embaras respecte dels embrions
no multinucleats (30% i 41% respectivament), a diferéncia del descrit per altres autors
(Jackson et al., 1998; Pelinck et al, 1998; Van Royen et al, 2001; Ergin et al., 2014). El
fet de que unicament s’hagin realitzat 62 transferéncies homogenies d’embrions
multinucleats fa que malgrat detectar-se diferéncies, aquestes no assoleixin

significacié estadistica.

La capacitat d’implantacié dels blastocists procedents d’embrions multinucleats
transferits en un cicle de criotransferencia ofereix resultats molt satisfactoris (39.9%) i
sense diferencies respecte als obtinguts a partir de la transferéncia de blastocists sense
multinucleacid (dades propies, 40.7 %). D’aquesta manera podem afirmar que el cultiu
fins a blastocist dels embrions multinucleats permet la seleccié dels embrions amb un

alt potencial reproductiu.

5.3. Constitucié cromosomica dels embrions multinucleats

A partir de les dades del nostre treball, s’observa que el percentatge de multinucleacid
detectat en els embrions dels cicles de PGS és superior al dels cicles de FIV-ICSI.

Aquesta dada resulta dificil d'explicar. La principal diferencia observada entre els cicles
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inclosos en els dos apartats del nostre treball és que part dels embrions dels cicles de
PGS (35.8%) provenien d’oocits vitrificats-desvitrificats. L'estrategia d’acumular oocits
procedents de cicles d’estimulacié diferents amb la finalitat d’incrementar la cohort
d’embrions s’ha realitzat amb freqiéncia en el nostre centre en les pacients de DGP i
PGS amb la intencié de millorar el pronodstic del tractament (Parriego et al., 2013). Tot i
gue no hi ha dades publicades al respecte, seria possible que els embrions procedents

d’oocits vitrificats-desvitrificats fossin més propensos a presentar multinucleacio.

Diversos treballs han descrit una associacié entre presencia de multinucleacié i baixa
gualitat embrionaria en etapes primerenques (Van Royen et al.,, 2001 i 2003;
Hardarson et al., 2001). No obstant, les nostres dades no van mostrar diferéncies en el
percentatge d'embrions multinucleats i no multinucleats que podien ser considerats
aptes per a la biopsia. El fet de que el material geneétic d'una cel-lula mononucleada
biopsiada d’un embrié multinucleat mostri la mateixa eficiéncia d’amplificacié que el
de les cél-lules procedents d’embrions sense multinucleacié demostra que la qualitat
del DNA blastomeric no esta compromesa quan en la cel-lula biopsiada s’ha observat

un unic nucli.

Les nostres dades confirmen un percentatge superior d’aneuploidia dels embrions que
han mostrat multinucleacié en algun moment del desenvolupament. Altres autors ja
havien observat un risc incrementat d’aneuploidia en embrions multinucleats en D+2
analitzats mitjangant FISH (Ambroggio et al., 2011). Sorprenentment, tot i la capacitat
superior de deteccio d’aneuploidia de la técnica d’arrays de CGH respecte de la FISH,
no s’han observat diferencies en els percentatges d’anormalitat cromosomica
d’embrions multinucleats i no multinucleats entre ambdds treballs. No es pot
descartar que la capacitat superior de deteccié de les aneuploidies dels a-CGH es veiés
compensada per la impossibilitat per detectar haploidia i poliploidies homogenies
(triploidia 69,XXX; tetraploidies 92,XXXX o 92,XXYY). Generalment, s’estima que
aquestes dotacions cromosomiques sén poc freqlients en embrions correctament

fecundats, pero no es pot descartar una major incidéncia en embrions multinucleats.
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A partir de les nostres dades s’ha pogut determinar una major incidencia d’aneuploidia
complexa en embrions multinucleats respecte dels no multinucleats. Es postula que les
anomalies complexes vindrien originades més per errors en les divisions mitotiques
gue per causa de gametes amb multiples aneuploidies. Els error mitotics implicarien
una incidencia de mosaicisme superior en els embrions multinucleats respecte dels no
multinucleats. De fet, en aquest sentit, hi ha un treball publicat on s’analitza el
contingut cromosomic cel-lula a cel-lula d'embrions multinucleats donats per recerca
(Kligman et al., 1996), on els autors suggereixen que I'increment de les anomalies no
estaria relacionat amb un augment de l'aneuploidia sind6 amb un increment en la
incidéncia de mosaicisme. Cal tenir en compte que aquest fenomen resulta impossible
de valorar a partir de les nostres dades, obtingudes de cicles de PGS amb biopsia en

D+3, on es biopsia una Unica cel-lula.

Els nostres resultats no mostren diferéncies en el percentatge d’anormalitat
cromosomica ni en funcio del patré de multinucleacié ni en funcio del percentatge de
cel-lules multinucleades. Els estudis previs realitzats mitjangant FISH havien mostrat
resultats contradictoris. Mentre que alguns autors (Kligman et al., 1996; Stessen and
Van Steirteghem, 1998) van trobar resultats en la mateixa direccido que els nostres,
Meriano i col-laboradors (2004) observaven un percentatge incrementat d’euploidia en

embrions binucleats respecte multi/micronucleats.

A partir de les nostres dades no s’han observat diferencies en la constitucio
cromosomica dels embrions en funcié del percentatge de cél-lules multinucleades que
presentaven. El fet de que embrions primerencs amb elevats percentatges de
multinucleacié puguin esdevenir blastocists euploides que donin lloc al naixement de
nens sans, estaria en la linia de les observacions previes realitzades per Staessen i Van
Steirteghem (1998), confirmant que, en alguns casos, la multinucleacié pot ser un

fenomen temporal i reversible.
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Segons les nostres dades, el desenvolupament embrionari post-biopsia és similar en
embrions multinucleats i no multinucleats diagnosticats com a euploides. El mateix
succeeix amb la seva capacitat d’implantacid tot i que a la literatura hi ha una certa
controversia. Determinats autors van descriure que no s'obtenien gestacions a partir
de la transferencia d’aquests embrions, concloent amb la recomanacié que aquests
embrions no fossin ni tan sols considerats per la analisi genética, evitant aixi costos
innecessaris (Ambroggio et al., 2011). Altres autors van descriure el naixement de nens
sans a partir de la transferéncia d’embrions multinucleats diagnosticats com a
euploides (Yilmaz et al., 2014) tot i que no detallen les taxes d’implantacio i embaras a
partir de la transferencia d’aquests embrions, ni les comparen amb la d’embrions

euploides sense multinucleacio.

Darrerament, la majoria de grups que ofereixen DGP i/o PGS han realitzat un canvi
d’estrategia respecte el moment de la biopsia, passant de la biopsia d’un Unic
blastomer en D+3 a la biopsia de 3-10 cél-lules del trofectoderma de blastocists.
Aguesta estrategia permet millorar I'eficiéncia del diagnostic i els resultats clinics (Yang
et al., 2012; Schoolcraft et al., 2012; Forman et al., 2012; Scott et al., 2013). Un elevat
percentatge d’embrions en estadis primerencs sdn diagnosticats com aneuploides
complexos mentre que el percentatge de blastocists diagnosticats com a tals és molt
inferior (49.2% d’aneuploidia complexa observada en embrions en D+3 vs 14.6 %
d’aneuploidia complexa detectada en blastocists, dades propies). Aixo confirmaria la
limitacié de la majoria d’embrions amb multiples anomalies per a continuar amb un
desenvolupament correcte un cop s’ha produit I'activacid del genoma. En els cicles
amb embrions multinucleats, la biopsia de blastocist resultaria especialment util ja que
evitaria biopsiar embrions amb multiples anomalies que no assolirien I'estadi de

blastocist, millorant I'eficiencia i reduint els costos del procediment.

Hi ha una certa controversia respecte de la possible correlacié entre la morfocinetica i
la preséncia d'anomalies cromosomiques en els embrions. Alguns grups han trobat

correlacié entre parametres morfocinetics primerencs i euploidia (Basile et al., 2014;



Desai et al.,, 2014), d'altres han trobat correlacié entre parametres morfocinétics
tardans i euploida (Campbell et al., 2013), i d'altres no han detectat diferencies en cap
parametre morfocinétic entre embrions aneuploides i euploides (Yang et al., 2014;
Rienzi et al, 2015). Caldria determinar si els embrions anormals exhibeixen sempre
parametres morfocinétics alterats i si diferents tipus d’anomalies cromosomiques
afecten de forma diferent a la morfocinetica embrionaria. Malgrat que no disposem de
resultats respecte de la relaciéd entre morfocinetica i anomalies cromosomiques, les
nostres dades de morfocinética i multinucleacié juntament amb les dades d'altres
autors indiquen que, a dia d’avui, la morfocinética embrionaria no pot substituir el PGS

com a eina per seleccionar els embrions euploides per a la transferencia.
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6. Conclusions




Conclusions

1. Tot i les millores recents del cultiu in vitro, la multinucleacié6 embrionaria

segueix essent un fenomen freqiient en els cicles de FIV.

2. Els sistemes de monitoritzacié dinamica de la morfologia embrionaria

possibiliten una millor deteccié de la multinucleacio.

3. Enun cicle de FIV, I"Ginica variable que s'associa a preséncia de multinucleacid és el

nombre d’oocits recuperats en la puncio fol-licular.

4. La presencia d’embrions multinucleats en una cohort no té un efecte negatiu en

el pronostic del cicle.

5. Els embrions multinucleats mostren una morfocinetica alterada respecte els no

multinucleats.

6. Els embrions multinucleats mostren una menor capacitat per assolir I'estadi de

blastocist i una major incidéncia d’anomalies cromosomiques en D+3.

7. El patré de multinucleacié i el percentatge de céel-lules multinucleades no es
relacionen amb la capacitat de I'embrio per assolir I'estadi de blastocist niamb la

seva constitucido cromosomica.

8. Els embrions multinucleats euploides que assoleixen I'estadi de blastocist tenen
la mateixa capacitat d'implantacié que els blastocists procedents d’embrions

euploides no multinucleats.

9. El cultiu dels embrions multinucleats fins a I'estadi de blastocist permet la seleccid

dels potencialment viables.
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8. Glossari




a-CGH: array-comparative genomic hybridisation

ASEBIR: Asociacién para el estudio de la Biologia de la Reproduccién
ALPHA: Alpha Scientists in Reproductive Medicine

CP: corpuscle polar

DNA: desoxiribonucleic Acid

ESHRE: European Society of Human Reproduction and Embryology
FISH: fluorescent in situ hybridization

FIV: fecundacio in vitro

ICSI: microinjeccié intracitoplasmatica

KID: kown implantation data

m-CGH: metaphase-comparative genomic hybridisation

NGS: next generation sequencing

PBS: phosphate buffered saline

PGD: preimplantation genetic diagnosis

PGS: screening genetic screening

PVA: polyvinyl alcohol

SNP: single nucleotide polimorfism

TL: tecnologia de monitoritzacié dinamica time-lapse
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