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DISCUSSION

Time-lapse monitoring has allowed to conduct a thorough study together with
a detailed comparison of morphometric and kinetic parameters of the 1PN ICSI
zygotes and their deriving embryos with the 2PN embryos.

The analysis ofthe embryo developmentshowed an impairedin vitro
development of embryos derived from the 1PN ICSI zygotes when compared to
those derived from the 2PN zygotes. These data are in accordance with the high
rate of chromosomal abnormalities previously reported in the 1PN-derived
embryos that arrest their development in early stages (Sultan et al., 1995;
Staessen and Van Steirteghem, 1997; Lim et al., 2000; Liao et al., 2009; Van Der
Heijden et al., 2009; Mateo et al., 2013, 2017) and the well-known deleterious
effect of chromosome abnormalities in development.

The observation of a higher percentage of the 1PN deriving morulae showing
partial compaction when compared to the 2PN-derived embryos may also
reflect an abnormal chromosomal content as this phenomenon has been
reported as a strategy to exclude aneuploid cells from the embryo (Lagalla et al.,
2017).

Furthermore, the highest percentage of the embryo arrest coincides with the
stages of the embryo genome activation and it could be hypothesized that the
arrest could be also be due to abnormalities in the embryo genome activation.
This could be the result of the oocyte factors, that also originated the formation
of a single pronucleus, or the genetic constitution of the embryos that interfere
with the genome activation process (Jukam et al., 2017).

The number of blastocysts obtained from the 1PN ICSI zygotes was higher in this
work (28.9%) than previously reported (14.8-3.4% Mateo et al., 2013, 2017;
10.7% Itoi et al., 2015; 13.8% Bradley et al., 2017). We consider that this could
be due to the characteristics of the population studied, as in some of the
aforementioned reports the embryos were derived from patients enrolled in
cycles of preimplantation screening for aneuploidies (PGS), while there was no
indication for PGS in our patients. Despite this fact, it needs to be mentioned
that the morphological quality of the 1PN-derived blastocysts was noted to be
significantly worse than in the control group.

The use of the time-lapse system has also allowed to observe abnormalities in
the cleavage, showing that embryos from the monopronucleated ICSI zygotes
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performed irregular divisions more often than the 2PN-derived embryos. This
abnormal cleavage behaviour could be the consequence of an irregular mitotic
spindle which would lead to chaotic chromosomal content. This mechanism was
already proposed after the observation of 70.4% of chaotic embryos derived
from 1PN zygotes (Mateo et al., 2013).

The larger pronucleus diameter and area observed in some of the
monopronucleated zygotes when compared to the 2PN zygotes is in accordance
with previous reports (Otsu et al., 2004; Boada et al., 2012; Mateo et al., 2013).
It has also been observed that the 1PN-derived embryos that reach the
blastocyst stage were those with largest PN diameter and area. This fact could
be interpreted to be the result of a diploid genome englobed in a single
pronucleus and has also been proposed by other authors (Levron et al., 1995;
Otsu et al., 2004; Van Der Heijden et al., 2009; Kai et al., 2015).

The kinetic analysis of the 1PN ICSI zygotes showed differences when compared
with the 2PN ICSI group. Differences were also shown between the two
subgroups of the 1PN zygotes that formed a blastocyst and those that arrested
their development before. The timing for the second polar body appearance
was equally similar in all groups and was in line with the previously published
studies (Azzarello et al., 2012; Aguilar et al., 2014). This means that the oocyte
activation of the oocyte induced during ICSI was similar in the 1PN and the 2PN
zygotes. The pronuclei from the 1PN zygotes had a delayed appearance and an
earlier fading compared to the pronuclei from the 2PN zygotes, resulting in a
shorter time of visible pronuclei in the 1PN zygotes. The delayed appearance of
the pronuclei could be the consequence of anomalies produced during the
fertilization process. The earlier fading, on the other hand, could be the
consequence of the absence of juxtaposition that has to occur in the 2PN
zygotes. The time for syngamy was elongated in all 1PN zygotes probably due to
the difficulty to organize the metaphase plate.

A different behaviour in developmental kinetics was observed between the two
subgroups of the 1PN-derived embryos, showing a slower developmental rate
those that did not reach the blastocyst stage. The delayed development could
be related to the chromosomal content of these 1PN-derived embryos, which
usually derive to mosaic/aneuploid/chaotic embryos (Mateo et al., 2013).
Furthermore, the parental origin of the pronucleus could also play an important
role as it has been reported that delayed cleavage occurs in the human
parthenotes (Escriba et al., 2016). The monopronucleated zygotes that reached
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the blastocyst stage showed similar times for cleavage, from t2 to t9, to the 2PN-
derived blastocysts which might suggest a similar origin involving a biparental
chromosomal constitution. Indeed, the 1PN-derived blastocysts showed t4 and
t8 values in the optimal range of the algorithm proposed by our group (Carrasco
et al., 2017), which supports the idea of the better prognosis for those 1PN
zygotes that reach the blastocyst stage. Results from PGS studies in the 1PN-
derived blastocysts showed a euploid rate of 56.2% (Bradley et al., 2017)
suggesting that the 1PN-derived embryos that reach the blastocyst stage are
more likely to be chromosomally normal than those that arrest their
development before. However, a possible gynogenetic or androgenetic origin
cannot be ruled out and need to be taken into consideration when the
chromosomal content of these embryos is evaluated (Azevedo et al., 2014;
Bradley et al., 2017).

Different times of initiation of compaction and posterior events were observed
between blastocysts obtained from the 1PN and the 2PN groups due to a
delayed time for compaction and longer time of compaction duration in those
coming from the 1PN zygotes, while the blastulation timing was similar. The
delay in the compaction in the 1PN ICSI-derived embryos could be due to an
abnormal chromosomal content, as embryos carrying aneuploidies showed a
delay in the initiation of compaction with respect to euploid embryos (Campbell
et al., 2013a), but also to other mechanisms involved in the embryonic genome
activation and the cellular differentiation.

The observation of the blastocyst collapses was more frequent among the 1PN-
derived blastocysts than the 2PN-derived blastocysts, which could be associated
with the low implantation rate (Marcos et al., 2015) observed after the
transferring of chromosomally normal 1PN-ICSI derived blastocysts (Bradley et
al., 2017).

In summary, it was observed that the 1PN ICSI zygotes have different
developmental capacity as well as morphometric and kinetic behaviour from the
2PN ICSI zygotes. Of all the 1PN-derived embryos, only those that reached the
blastocyst stage had similar morphokinetic development to the 2PN-derived
blastocysts. At the same time, however, they still displayed certain altered
parameters such as the larger size of the pronucleus, the shorter time of visible
pronucleus and the longer time of syngamy which were all characteristics of the
1PN zygotes.
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median

(range)

t2PB (hpi)

tPNa (hpi)

tPNF (hpi)

t2 (hpi)

t3 (hpi)

t4 (hpi)

t5 (hpi)

t6 (hpi)

t7 (hpi)

t8 (hpi)

t9 (hpi)

tSC (hpi)

tM (hpi)

tsB (hpi)

tB (hpi)

tEB (hpi)

tHB (hpi)

TOTAL 1PN

3.95
(1.46-12.70)
8.79%
(3.45-26.06)
22.909
(16.65-65.74)
27.36
(19.20-66.29)
37.61
(21.70-84.60)
41.428
(26.49-112.90)
48.42
(27.05-75.46)
53.04
(32.00-108.55)
57.38
(36.70-108.55)
61.92
(42.70-95.80)
68.78
(45.99-105.26)
96.50%
(63.60-129.10)
118.405
(88.83-150.40)
116.575
(89.58-140.47)
128.108
(96.59-145.03)
122.408
(98.34-139.00)
135.60¢

(119.23-140.6)

STUDY 1PN GROUP

ARRESTED

3.86
(1.46-10.60)
8.87
(3.45-26.06)
23.27*
(16.65-65.74)
27.61*
(19.20-66.29)
38.47
(22.91-84.60)
43.57*
(27.05-112.90)
49.76*
(27.05-75.46)
54.24
(32.00-108.55)
60.29*
(43.75-108.55)
63.35
(43.75-95.80)
73.00
(45.99-105.23)
100.78*
(81.00-129.10)
125.05%

(103.60-150.4)

BLASTOCYSTS

4.25
(1.76-12.70)
8.65*
(4.92-20.21)
22.00%
(17.29-29.47)
26.50*
(19.80-45.97)
36.83
(21.70-47.47)
39.67*
(26.49-60.48)
46.86*
(35.16-70.94)
51.37
(36.70-74.08)
55.18°
(36.70-81.43)
61.25
(42.70-84.43)
68.48
(47.98-105.26)
94.43%
(63.60-111.11)
114.30%
(88.83-138.29)
116.57*
(89.58-140.47)
128.10%
(96.59-145.03)
122.40¢
(98.34-139.00)
135.60*

(119.23-140.6)
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CONTROL 2PN GROUP
TOTAL BLASTOCYSTS
3.70 3.75
(1.93-8.60) (1.93-8.60)
7.808 7.70¢
(3.90-14.00) (5.40-12.90)
24.10 23.40¢

(18.10-61.30)
26.92
(20.15-66.40)
37.10
(24.82-66.40)
39.518
(25.50-66.40)
49,61
(29.86-71.57)
52.04
(36.37-101.66)
55.63
(39.56-93.34)
57.95
(43.53-137.59)
67.40
(54.60-84.30)
84.80°
(50.70-114.20)
100.35¢
(81.70-139.40)
101.408
(82.40-141.90)
110.80¢
(85.40-155.60)
111.408
(86.40-157.40)
116.758

(101.20-155.9)

(18.10-31.20)
26.10
(20.15-44.80)
37.09
(25.50-45.67)
38.42
(25.50-53.23)
49.59
(31.28-68.80)
51.75
(36.37-72.92)
54.10
(39.56-89.72)
57.05
(43.53-110.68)
67.50
(58.50-75.90)
84.40*
(50.70-114.20)
99.60%
(81.70-139.40)
101.40%
(82.40-141.90)
110.80*
(85.40-155.60)
111.40%
(86.40-157.40)
116.75*

(101.20-155.9)

p
val.’

.091

.000

.008

123

.168

.004

992

492

.091

193

.385

.000

.000

.000

.000

.000

.002

p
val.*

.517

.338

.016

.008

.052

.019

.040

.126

.021

.057

.276

.006

.003

p
val.¥

.011

.003

.928

.591

.282

114

.798

677

.566

.957

.000

.000

.000

.000

.000

.002



VPN (h)

mtvPN (hpi)

Syngamy (h)

ECC1 (h)

ECC2 (h)

cc2 (h)

ECC3 (h)

cc3 (h)

s2 (h)

s3 (h)

dcom (h)

dB (h)

tBcol (h)

tBre-exp (h)

Ncol
(meanSD)

dcol (h)

13.76¢
(5.25-50.74)
16.18
(10.33-40.37)
3,538
(0.34-34.05)
22.86
(15.48-57.57)
13.80¢
(0.00-85.34)
11.26
(0.00-58.17)
22.04
(6.00-53.27)
12.26
(0.00-30.78)
3.258
(0.00-69.80)
14.718
(1.00-42.29)
21.30¢
(3.50-51.80)
10.56

(3.25-23.70)

14.335
(5.25-50.74)
16.38*
(10.33-40.37)
3.75
(0.34-34.05)
23.67*
(16.35-57.57)
13.97
(0.00-85.34)
11.04
(0.00-58.17)
25.35¢
(11.34-53.27)
12.76
(0.00-30.02)
4.01
(0.00-69.80)
16.83*
(1.67-42.29)
21.19

(3.50-49.70)

13.10¢
(7.00-20.40)
15.92
(11.29-24.84)
3.07¢
(2.23-16.50)
21.28
(15.48-33.27)
13.00
(4.00-29.06)
11.34
(0.00-16.32)
19.42¢
(6.00-38.16)
12.24
(0.71-30.78)
2.50%
(0.00-28.03)
13.51%
(1.00-30.75)
21.30¢
(7.70-51.80)
10.56
(3.25-23.70)
132.70¢
(117.10-170.3)
135.45¢

(121.90-172.7)

2.00£1.05%

2.50

(1.30-5.30)

94

16.208
(10.00-52.10)
16.00
(12.00-35.25)
2725
(0.54-34.00)
23.04
(14.49-63.70)
12.508
(0.00-28.84)
11.25
(0.00-15.51)
18.06
(11.01-104.22)
12.88
(0.00-34.68)
1.00¢
(0.00-22.01)
8.60°
(0.25-103.47)
15.60¢
(4.00-39.50)
10.20

(1.30-28.30)

15.80¥
(10.00-24.00)
15.75
(12.00-20.50)
2.62*
(0.54-13.60)
22.25
(14.49-41.80)
12.25
(0.00-27.35)
11.26
(0.00-15.01)
17.14
(11.01-68.61)
12.88
(0.00-29.35)
0.80*
(0.00-16.01)
6.65
(0.25-51.20)
15.20¢
(4.00-39.50)
10.20
(1.30-28.30)

118.55%

(108.50-160.6)

121.20%

(111.80-164.1)

1.17+0.51*

2.50

(1.20-3.80)

.000

.831

.000

.502

.003

.930

.363

201

.000

.003

.000

.615

.081

.021

.148

.001

.346

.938

.038

.351

.149

.020

.628

.000

.000

217

.094

871

.085

.003

.615

.008

.013

.001
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Supplemental Table I. The results of the kinetic analysis of the 1PN and the 2PN ICSI
zygotes. 1PN vs 2PN total groups. *Arrested 1PN vs 1PN blastocyst groups. ¥1PN
blastocyst vs 2PN blastocyst groups.
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CAPITOL 5







5. DISCUSSIO

DISCUSSIO

5.1. ORIGEN DELS ZIGOTS MONOPRONUCLEATS D’ICSI

Els zigots monopronucleats amb dos corpuscles polars estudiats en el decurs
d’aquesta tesi doctoral provenen de cicles de FIV inseminats mitjangant ICSI, pel
gue es pot acceptar com a certa la preséncia d’'un espermatozoide dins el
citoplasma de I'00cit.

La participacio del material genetic masculi en els embrions derivats de zigots
monopronucleats estudiats, s’ha avaluat a partir de la preséncia de cromosoma
Y, que ha estat de fins un 35,2%. Aquests resultats permeten inferir que fins un
70,4% d’aquests embrions deriven d’un procés de fecundacié. Malgrat tot, no
podem descartar que alguns derivin de I'activacié de I'oocit sense la intervencid
de I'espermatozoide.

La informacié obtinguda dels estudis cromosomics, juntament amb els
morfocinétics, ens permeten deduir I'origen i els mecanismes que han donat lloc
als zigots monopronucleats d’acord amb les hipotesis proposades per altres
autors (revisat per Azevedo et al., 2014 i Rosenbusch, 2014).

La majoria dels zigots monopronucleats en els nostres treballs mostren un
diametre més gran que el dels pronuclis de zigots 2PN, i podria ser el resultat de
la unid6 inicial del material genetic matern i patern en un Unic pronucli. Aquest
fenomen podria ser degut a la proximitat fisica dels dos materials en el moment
de la formacié de I'embolcall nuclear, i donaria lloc a embrions amb dotacio
cromosomica diploide i d’origen biparental (Levron et al., 1995; Flaherty et al.,
1998; Otsu et al., 2004; Van Der Heijden et al., 2009; Kai et al., 2015).

Aquells zigots 1PN que mostren un pronucli amb diametre similar al dels zigots
2PN i resulten en embrions amb origen biparental, podrien formar-se seguint el
model proposat per Azevedo i col-laboradors (Azevedo et al., 2014). Aquests
autors confirmen la preséncia en el citoplasma d’un nucli (masculi o femeni)
sense embolcall nuclear, que seria el resultat del trencament prematur de la
membrana d’un dels dos pronuclis. També seria possible que en un pronucli es
donés la formacié correcta de I'embolcall, mentre que en l'altra no es pogués
organitzar. Aquesta darrera hipotesi explicaria tant les observacions d’Azevedo
i col-laboradors com les nostres, ja que I'avaluacié mitjangant tecnologia time-
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lapse dels embrions estudiats en els nostres treballs descarta la possibilitat de
la formacid i trencament prematur d’un dels dos embolcalls pronuclears.

L'observacio en els nostres treballs de zigots 1PN d’ICSI, amb un unic pronucli
amb diametre similar al dels pronuclis dels zigots 2PN d’ICSI, també pot reflectir
la preséncia d’una Unica dotacié cromosomica. L’'origen uniparental s’ha
proposat com un dels possibles mecanismes per la formacié dels zigots
monopronucleats, i ha estat demostrat recentment amb la deteccié d’un
blastocist androgenetic provinent d’un zigot monopronucleat d’ICSI (Bradley et
al., 2017).

L’Us de la tecnologia TL ha permes descartar en els nostres treballs la formacié
asincronica o la fusié de 2PN, mecanismes que també donen lloc a la observacio
de zigots 1PN (Staessen i Van Steirteghem, 1997; Montag et al., 2016).

5.2. CONSTITUCIO CROMOSOMICA DELS EMBRIONS DERIVATS DE
ZIGOTS MONOPRONUCLEATS D’ICSI

Els resultats obtinguts en I'estudi de la dotacié cromosomica dels embrions
derivats de zigots 1PN 2CP d’ICSI mostren que un alt percentatge d’aquests
embrions sén cromosdmicament anormals.

Els embrions derivats de zigots 1PN d’ICSI que presenten majors percentatges
de cél-lules haploides sén aquells que aturen el seu desenvolupament en estadis
primerencs de divisi, mentre que els embrions que assoleixen I'estadi de
blastocist s6n majoritariament diploides. Aquests resultats es corresponen amb
els publicats i donen suport a la hipotesi que els embrions haploides solen patir
una seleccid negativa al llarg del cultiu embrionari (Balakier et al., 1993b; Levron
et al., 1995; Macas et al., 1996a; Staessen i Van Steirteghem, 1997; Gras i
Trounson, 1999; Lim et al., 2000; Magli et al., 2001; Liao et al., 2009; Van Der
Heijden et al., 2009; Rosenbusch, 2014). Malgrat tot, s’observa que embrions
amb un alt percentatge de cel-lules haploides poden assolir I'estadi de
blastocist.

Respecte a les taxes d’aneuploidia, s’ha observat un major percentatge
d’embrions aneuploides entre els embrions en estadis primerencs respecte
I'observat en blastocists (60,2% vs 26,7%). Les taxes d’aneuploidia reportades
en blastocists 1PN d’ICSI per altres autors sén lleugerament superiors a les
nostres. Les diferencies poden ser degudes a diferencies entre poblacions
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d’estudi (FIV-ICSI vs DGP). Malgrat tot, els resultats demostren que el cultiu
embrionari fins a estadi de blastocist afavoreix la seleccié d’embrions euploides
fins a situar les taxes d’aneuploidies en blastocists derivats de zigots 1PN d’ICSI
a nivells similars a les observades en embrions derivats de zigots 2PN 2CP d’ICSI
(Bradley et al., 2017).

L’elevada taxa de mosaicisme detectada en els nostres treballs (53,3%-100%) es
pot relacionar amb els errors en el procés de fecundacié que donen lloc a la
formacié d’un Unic pronucli. Aquests, poden afectar a la correcta segregacié de
cromosomes en la primera divisi6 embrionaria i en divisions posteriors. Les
anomalies en el procés mitotic donarien lloc a les multiples anomalies
cromosomiques que s’observen en els embrions derivats de zigots 1PN d’ICSI
(fins un 70,4% d’embrions caotics) amb presencia de cel-lules euploides,
aneuploides, haploides i tetraploides (Mateo et al, 2013). L'observacié
d’aquests tipus cel-lulars en baix percentatge pot considerar-se normal i s’ha
confirmat la seva presencia tant en embrions provinents de zigots
monopronucleats com de zigots correctament fecundats (Delhanty et al., 1997,
Staessen i Van Steirteghem, 1997; Daphnis et al., 2005). Malgrat tot, la incertesa
de coneixer el percentatge real que suposen aquestes cellules
cromosomicament anormals en un embrié genera controversia en quant a les
repercussions que pot tenir.

Per altra banda, les tecniques de FISH i aCGH, utilitzades per separat o
combinades, han demostrat no ser prou adients per a I'analisi genéetic
d’embrions derivats de zigots 1PN doncs no permeten confirmar l'origen
biparental. L'aplicacié d’altres estratégies com I'analisi combinat per aCGH i loci
STR, o I'Gs de tecniques de CCS com els aSNP, serien técniques més indicades
per a I'estudi genétic d’aquests embrions (Bradley et al., 2017).

5.3. DESENVOLUPAMENT /N VITRO DELS EMBRIONS DERIVATS DE ZIGOTS
MONOPRONUCLEATS D’ICSI

5.3.1. Desenvolupament embrionari

Els resultats dels treballs realitzats sén concordants i demostren una menor
capacitat de desenvolupament in vitro dels embrions derivats de zigots 1PN
d’ICSI respecte els zigots correctament fecundats.
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La majoria d’embrions derivats de zigots 1PN d’ICSI aturen el seu
desenvolupament en estadis primerencs previament a la compactacié cel-lular
(55-66,7%), mentre que aquells que ho fan en estadi de morula representen un
menor percentatge (16,1%-18,5%). El bloqueig del desenvolupament en aquests
embrions es pot relacionar amb la qualitat i maduracié oocitaria alterada que
podria afavorir I'aparicié d’un unic pronucli en el procés de la fecundacid, o a la
major presencia d’anomalies genetiques que s’han observat en embrions
derivats de zigots 1PN d’ICSI. Els alts percentatges de bloqueig abans de la
compactacio, i baixos percentatges de bloqueig en estadi de morula, semblen
mostrar que els factors que impedirien el correcte desenvolupament embrionari
ho farien abans de la compactacid, mentre que si aquest procés té lloc, 'embrid
molt provablement seguira endavant assolint I'estadi de blastocist.

Les taxes de blastocists observades en els nostres treballs realitzats en zigots
1PN provinents de cicles de FIV sense DGP mostren valors d’entre el 14,8% i el
28,9%, similars als observats per altres grups (10,7%-13,8%; Itoi et al., 2015;
Bradley et al., 2017). La taxa de blastocist més baixa observada en els nostres
estudis (3,4%) es correspon al treball realitzat en embrions provinents de cicles
de DGP on també és va observar un major percentatge d’embrions bloquejats
en estadi de morula (36,4%). En aquest treball la bidopsia embrionaria es va
realitzar en D+3 i no es pot descartar que pugui haver tingut un efecte deleteri
en la evolucié embrionaria, tal i com han suggerit alguns autors (Scott et al.,
2013c¢).

La valoracié de la morfologia embrionaria ha mostrat una menor proporcio de
blastocists de bona qualitat en els provinents de zigots 1PN respecte els de 2PN,
tal i com havien reportat altres grups (ltoi et al., 2015; Bradley et al., 2017), i
confirma la menor capacitat de desenvolupament dels zigots 1PN d’ICSI
respecte els 2PN.

5.3.2. Morfocinética embrionaria

La utilitzacié de la tecnologia time-lapse per I'avaluacié del desenvolupament
embrionari dels zigots monopronucleats d’ICSI ha permés assegurar I'estudi
d’un grup d’embrions amb un sol pronucli i dos corpuscles polars, i I'exclusié
dels zigots 1PN que en algun moment han presentat més d’un pronucli fora dels
temps habituals de valoracié de la fecundacid. Aixi mateix ha permes avaluar
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parametres que no haguessin pogut ser estudiats mitjan¢ant el cultiu tradicional
amb observacions estatiques.

L'activacié de I'oocit, amb I'aparicié del segon corpuscle, té lloc en temps
similars tant en els zigots 1PN com 2PN, essent comparable a la reportada per
altres grups (Azzarello et al., 2012; Aguilar et al., 2014). La cinética del pronucli
dels zigots 1PN, en canvi, mostra diferencies amb la dels zigots 2PN observant-
se temps d’aparicié del PN més retardats i temps de desaparicié més avangats
en els zigots 1PN, que es tradueixen en un temps de pronucli visible més curt.
Aquestes diferencies es poden relacionar amb les anomalies que es produeixen
durant el procés de fecundacié que donen lloc a la formacié d’un Unic pronucli i
que poden tenir implicacions en el desenvolupament i constitucié cromosomica
de I'embrio, tal i com s’ha explicat amb anterioritat.

L’estudi de la morfocinética dels embrions derivats de zigots 1PN d’ICSI mostra
que un alt percentatge d’aquests embrions realitza divisions andomales,
fenomen que pot estar relacionat amb I'elevada taxa d’aneuploidia detectada
en embrions derivats de zigots 1PN d’ICSI, tal i com han relacionat alguns autors
en embrions provinents de zigots 2PN (Zaninovic et al., 2016). Per altra banda
també ha permés detectar diferéncies segons la seva capacitat d’evolucié in
vitro ja que els embrions derivats de zigots 1PN d’ICSI que no van assolir I'estadi
de blastocist van tenir una evolucié més retardada i amb divisions cel-lulars més
asincroniques. Els que van formar blastocist, en canvi, van tenir una cinéetica
similar als blastocists provinents de zigots 2PN d’ICSI.

Les diferencies entre el desenvolupament in vitro dels blastocists derivats de
zigots 1PN i 2PN s’observa a partir dels primers signes de compactacié cel-lular.
Els embrions derivats de zigots 1PN d’ICSI van mostrar un alentiment del seu
desenvolupament que es va traduir en un temps d’inici de compactacio retardat
i un augment del temps requerit per la compactacio, perd amb temps similar de
blastulacid. La durada del procés de compactacié d’embrions derivats de zigots
correctament fecundats ha estat associada a la dotacié cromosdomica dels
blastocists resultants, observant-se un temps d’inici de compactacio retardat en
els embrions amb aneuploidies multiples respecte els embrions euploides
(Campbell et al., 2013a). No podem descartar doncs, que el retard observat sigui
conseqiiencia de la dotacid cromosOmica alterada que presenten alguns
blastocists derivats de zigots 1PN d’ICSI, tal i com s’ha observat en els nostres
treballs.

107



5. DISCUSSIO

5.4. UTILITZACIO AMB FINALITAT REPRODUCTIVA DELS EMBRIONS
DERIVATS DE ZIGOTS MONOPRONUCLEATS D’ICSI

L’Us reproductiu dels embrions derivats de zigots monopronucleats d’ICSI ha
estat classicament restringit per considerar-los producte d’'una fecundacié
anomala. Aixi doncs, la informacié de la que es disposa sobre les taxes
d’embaras, implantacié i dades de nounats és molt escassa i es limita a uns pocs
treballs. Barak i col-laboradors (Barak et al., 1998) van reportar el naixement
d’un nen sa després de la transferéncia en D+2 de quatre embrions provinents
de zigots classificats com a 1PN d’ICSI. Més recentment s’han reportat
simultaniament el naixement de dues nenes sanes després de I'analisi genétic
preimplantacional dels embrions. Bradley i col-laboradors van descriure el
naixement d’una nena sana i tres gestacions cliniques després de la
transferencia de 6 blastocists provinents de zigots 1PN d’ICSI avaluats a partir
d’observacions estatiques (Bradley et al., 2017). L’altra naixement correspon al
publicat pel nostre grup, on es va realitzar la transferéncia de dos blastocists
provinents de zigots 1PN d’ICSI avaluats amb tecnologia time-lapse i per tant és
I"Gnic que assegura 'estatus de zigot monopronucleat (Mateo et al., 2017).

Altres autors descriuen que tot i haver transferit embrions derivats de zigots
1PN d’ICSI no han aconseguit embaras, o bé han reportat un embaras amb la
coexistencia d’'una mola hidiatiforme i un fetus normal després de la
transferéncia de dos embrions provinents de zigots 1PN i 2PN (Petignat et al.,
2001; Itoi et al., 2015). El cas reportat per Petignat i col-laboradors mostra el risc
associat de la transferencia d’embrions derivats de zigots monopronucleats que
no han estat analitzats geneticament, i les greus conseqliéncies obstetriques i
fetals que poden comportar (Lurain et al., 1983).

Tenint en compte els resultats publicats fins el moment, tot sembla indicar que
la utilitzacié amb finalitat reproductiva dels embrions derivats de zigots 1PN
d’ICSI ha de seguir estant restringida quan existeixen altres opcions, sobretot si
es té en compte que es pot estimar que la probabilitat que un zigot
monopronucleat d’'ICSI assoleixi I'estadi de blastocist i sigui euploide amb origen
biparental és d’entre el 0 i el 15,6% (0-28,9% taxa de blastocists, Otsu et al.,
2004, Mateo et al., en premsa; 56,2% taxa d’euploidia en blastocists i 4,2% taxa
d’origen uniparental, Bradley et al., 2017).
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Es possible que en alguns casos I'tinica o Gltima opcid sigui la transferéncia d’un
embrié provinent d’un zigot 1PN d’ICSI. Tenint en compte que s’ha demostrat
que alguns d’aquests embrions poden donar lloc al naixement de nens sans, en
els casos on no existeix una altra alternativa, el centre podria valorar la
transferéncia d’'un embrid derivat d’un zigot monopronucleat d’ICSI. En aquests
casos, i previament a la transferéncia, els pacients haurien de ser informats de
les opcions reals d’embaras, dels riscos associats, i de la innegable necessitat de
analitzar genéticament els embrions.

Aquesta seria, des del punt de vista etic, I'opcié que mantindria millor I'equilibri
entre els principis basics de beneficéncia, no maleficencia i autonomia. Aquesta
alternativa beneficiaria als pacients ja que s’aportaria la possibilitat d’obtenir un
embaras en un cicle on no existia cap opcid. L'obligatorietat d’analitzar
genéticament els embrions préviament a la transferéncia per assegurar-ne
I'euploidia i I'origen biparental minimitzaria els danys que la transferéncia
d’aquests embrions pogués ocasionar. Finalment, serien els pacients qui, un cop
rebuda i entesa tota la informacid, decidirien lliurement el desti dels seus
embrions.

Segons I'estat actual del coneixement es pot concloure que no tots els embrions
derivats de zigots monopronucleats d’ICSI tenen el mateix origen i potencial
reproductiu, per tant no tots haurien de tenir el mateix desti. No obstant, I'Us
reproductiu dels embrions derivats de zigots monopronucleats d’ICSI no ha de
ser en cap cas una opcié per a la transferencia en cicles on hi hagi disponibles
altres embrions derivats de zigots 2PN.
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