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RESUM

En gairebé trenta anys les tecniques de reproduccié humana assistida s’han universa-
litzat i alhora s’ha aconseguit augmentar-ne 1'exit gracies a millores tant en 'aspecte cli-
nic com en el del laboratori. Tradicionalment, s’ha utilitzat el criteri morfologic (avaluacid
de les caracteristiques morfologiques de I'embrid) per seleccionar els millors embrions per
transferir. No obstant aixo, el valor predictiu d’aquest criteri és forca limitat i, amb vista a
augmentar les taxes de gestacio, les transferencies de més d'un embri6 son les més habi-
tuals, amb el conseqiient risc de gestacié multiple. Aixi, el repte actual en reproducci6 hu-
mana assistida és aconseguir la gestacié tinica mitjangant la reduccié del nombre d’embri-
ons transferits a un. Caldra, doncs, millorar els medis de cultiu per permetre seleccionar
embrions en estadis més avangats i alhora disposar de criteris d’avaluacié que correlacio-
nin eficagment les caracteristiques de I'embrié amb la seva viabilitat. Actualment, els esfor-
¢os s'encaminen en dues direccions: la primera, el desenvolupament del criteri morfologic,
amb la tendencia a un sistema d’avaluacid seqiiencial de I'embrid en diferents estadis, i la
segona, molt més nova, la recerca de noves tecniques no invasives basades en I'analisi dels
constituents de 'embrid i del seu metabolisme.

Paraules clau: embrio, desenvolupament, cultiu in vitro, viabilitat, no invasiu.

CULTURE AND IN VITRO DEVELOPMENT OF HUMAN EMBRYOS

SUMMARY

During the past three decades the practice of clinical assisted reproduction have grown
world-wide and moreover the success rate has increased thanks to clinical and laborato-
ry improvements. Tradicionally, the morphological criteria has been applied to select em-
bryos to transfer. However, the predictive value of this criteria is limited so that the multi-
ple-embryo transfers are very common leading to a higher risc of multiple pregnancy. The
goal in assisted reproduction is achieving a single pregnancy through the reduction of the
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number of embryos used in transfer to one. Single embryo transfer requires culture me-
dia to improve in order to allow the embryo selection in more advanced stages as well as
having a reliable method to evaluate the embryo viability. Nowadays, strategies are carry-
ing out in two different fields: the first one, continuing in morphometric criteria, it tends
to use a sequencial scoring system from the oocyte through to the cleavage-stage embryo
to allow selecting the most viable embryo in a cohort and the second one, in the research
field, the development of new techniques based on the analysis of the embryo constitution

and its metabolism.

Key words: embryo, development, in vitro culture, viability, non-invasive.

FASES DEL DESENVOLUPAMENT
EMBRIONARI EN HUMANS

El desenvolupament embrionari s’inicia
amb la fecundacid, quan el gameta masculi,
I'espermatozoide, es fusiona amb el fement,
'o0cit, i es forma el zigot.

Es caracteritza per la presencia de dos
corpuscles polars (CP) i de dos pronuclis
(un de femeni i un de masculi) que es tro-
ben junts, juxtaposats i alineats respecte
dels CP. Malgrat que és un punt encara con-
trovertit, es creu que aquesta disposicié po-
dria marcar ja l'establiment de la polaritat
del futur embri6 (Edwards i Beard, 1997).

Els dos pronuclis no arriben a fusionar-se
en un sol nucli, sin6 que la cromatina de ca-
dascun es condensa directament en cromo-
somes i a partir d’aqui es produira la pri-
mera divisio cellular i, com a resultat, dues
celules filles. La durada d’aquest primer ci-
cle cellular és dunes 24 h, mentre que els
seglients son més curts, i cada 18-20 hores
es produira un nou cicle de divisio.

El desenvolupament embrionari es carac-
teritza per una serie de cicles de divisio cel-
lular sense creixement de les cellules filles.
Es a dir, en cada divisi6 cellular es duplica
el nombre de cellules alhora que es redueix
a la meitat la mida de cadascuna. Es passa
d'una cellula gegant, com és el zigot, a un
conjunt de cellules de mida similar a la d’al-
tres tipus cellulars. Les celules de I'embrid
reben el nom especific de blastomers.

Les tres primeres divisions embrionaries
(durant dos dies i mig) es realitzen a car-
rec del material de reserva (RNA, protei-
nes, aminoacids...) fabricat i emmagatzemat
en J'oocit durant la maduracio en el follicle
ovaric. Fins aquest moment es considera
que cadascun dels blastomers és totipotent.

Es en l'estadi de 4-8 cellules quan es pro-
dueix l'activacio del genoma embrionari; en
aquests dos dies i mig s’han sintetitzat els
RNA i les proteines propies de I'embrié ab-
solutament necessaris per poder continuar
el seu desenvolupament.

En els segiients estadis de desenvolupa-
ment, a més d’haver-hi divisio, hi ha canvis
en la relacio entre els blastomers i, per tant,
en l'aparenca de 'embrid.

Es produeix el fenomen de la compacta-
cid, és a dir, les cellules augmenten la su-
perficie de contacte entre si i es creen uni-
ons molt fortes, que culminen en l'estadi de
morula, on hi ha unes cellules situades en
la part més externa i unes altres en la més
interna. Aquesta disposici6é implica ja una
certa diferenciacid, i aixi, els gairebé trenta
blastomers que constitueixen la morula sén
considerats pluripotents.

Les celules situades externament comen-
cen a bombejar liquid des de l'exterior, de
manera que es crea una cavitat en l'interi-
or que anira augmentant de volum. Es trac-
ta de la cavitat blastocelica, i defineix el dar-
rer estadi del desenvolupament embrionari
preimplantacional, anomenat blastocist.
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Les celules més externes (celHules del tro-
fectoderma) van adquirint un aspecte epite-
loide, ja que la pressio del liquid en la cavitat
les aplana contra la zona pelldcida. Men-
trestant, les cellules més internes s’agrupen
formant la massa cellular interna, una me-
na de pilota ancorada parcialment en el tro-
fectoderma.

Com podem veure a la figura 1, en cinc
dies es poden observar totes les fases del
desenvolupament embrionari, des del zigot
fins al blastocist, estadi en el qual es for-
men les dues linies cellulars diferenciades,
el trofectoderma (TF) i la massa cellular in-
terna (MCI). Aquest darrer grup de cellules
originara I'embrié propiament dit i algunes
membranes extraembrionaries, mentre que
les celules del trofectoderma només pro-
duiran teixits extraembrionaris.

Entre el 5¢ i el 7¢ dia de desenvolupament
embrionari el blastocist eclosiona, s’allibera
de la zona pelltcida i s'implanta en I'endo-
metri matern.

QUALITAT EMBRIONARIA

En tecniques de reproduccié humana as-
sistida, els zigots generats en un cicle de fe-
cundacié in vitro (FIV) es mantenen entre
dos i sis dies en cultiu in vitro fins al mo-
ment de la transferencia (diposit dels em-
brions dins I'tter de la dona).

El desenvolupament embrionari descrit
anteriorment, les etapes i les caracteristi-
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ques de 'embrié en cadascuna d’aquestes,
correspon al desenvolupament ideal. Vo-
lem dir amb aix0 que a través del cultiu
dels embrions in vitro s’ha constatat que un
gran nombre d’embrions no arriba a des-
envolupar-se fins a l'estadi de blastocist i,
per tant, no té possibilitats d'implantar-se
a |"ater matern, en part a causa de condici-
ons de cultiu encara suboptimes i, en part,
al baix potencial de desenvolupament pro-
pi d’alguns embrions.

Per aix0, durant aquests dies de cultiu
in vitro és molt important poder esbrinar
quins embrions sén els que tenen més pro-
babilitats de desenvolupar-se correctament
iimplantar-se, per tal de seleccionar-los per
a la transferencia.

Molts estudis, ja des de l'inici de la FIV,
demostren que les possibilitats de gesta-
cié depenen, entre d’altres factors (edat de
la dona, nombre d’embrions transferits, re-
ceptivitat endometrial...), de la qualitat dels
embrions transferits, és a dir, que quan es
transfereixen embrions de bona qualitat les
taxes de gestacio aconseguides son superi-
ors a quan els embrions transferits no son
de bona qualitat (Royen ef al., 1999).

La situaci¢ ideal seria la transferencia
d'un Unic blastocist viable, embrié amb
un gran potencial d’implantacié (Gard-
ner, 1998) que originaria una gestacio uni-
ca. Pero la realitat és que el cultiu in vitro
no esta suficientment optimat per perme-
tre el desenvolupament fins a l'estadi de
blastocist d’embrions que si que ho farien
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FIGURA 1. Desenvolupament embrionari preimplantacional: del zigot al blastocist. Desenvolupament ideal corresponent
als dies de cultiu in vitro i a les hores d’observacio postinseminacio (HPI).
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in utero, i, el que és més important, encara
no existeix cap metode totalment fiable que
permeti distingir entre embrions viables i
no viables, de manera que el més habitual
és transferir més d'un embrid en els esta-
dis més primerencs del desenvolupament.
Aquesta estrategia porta implicit el risc de
gestacio multiple, amb les greus complica-
cions que comporten per als fetus i per a
la mare.

Fa deu anys la transferencia de tres o qua-
tre embrions era una practica molt genera-
litzada, mentre que actualment la transfe-
réncia més comuna és la de dos embrions.
Malgrat aquesta tendeéncia a reduir el nom-
bre d’embrions, liderada pels paisos del
nord d’Europa, la incidencia de gestaci6 de
bessons encara continua elevada.

Des d'un punt de vista legal, alguns es-
tats de la Unié Europea han limitat el nom-
bre d’embrions que es poden transferir,
com és el cas de I'Estat espanyol, on la Llei
14/2006, de 26 de maig, sobre tecniques de
reproduccié humana assistida, limita el
nombre a tres. En altres paisos on no esta
regulat per llei sén organismes especials, o
bé les societats cientifiques, les que elabo-
ren recomanacions al respecte.

Lobjectiu  primordial dels professio-
nals de la reproduccié humana assistida és
aconseguir una gestacid, perd no qualse-
vol tipus de gestacid, sind una gestaci6 uni-
ca. Tanmateix, els resultats indiquen que
aquest és un objectiu dificil d’acomplir, ja
que el panorama real amb el qual ens tro-
bem sovint és paradoxal: o no s'obté la ges-
tacié o bé s'obté una gestacié multiple.

Per aproximar-nos a l'objectiu cobejat és
indispensable disposar de criteris d’avalua-
cidé dels embrions que correlacionin eficag-
ment la qualitat de I'embri6 amb la seva ca-
pacitat de generar un embaras.

Tradicionalment, l'eina emprada per a la
seleccio embrionaria ha estat el criteri mor-
fologic, metode no invasiu que consisteix

en la simple observacié dels embrions al
microscopi invertit per avaluar les seves ca-
racteristiques i classificar-los en una escala
de qualitat. Els parametres morfologics en
els quals es basa l'avaluaci6 son el ritme de
desenvolupament, el percentatge de frag-
mentacid, la mida dels blastomers, la mul-
tinucleacio i l'aspecte del citoplasma. Aixi,
un embridé de bona qualitat reuneix les se-
glients caracteristiques: el ritme de desen-
volupament adequat (4-5 cellules el 2n dia
i 7-8 cellules el 3r dia), presenta un percen-
tatge de fragmentacié inferior al 20-25 %,
els blastomers que el constitueixen tenen
una mida igual o semblant i cap d’aquests
no mostra multinucleacié (més d'un nucli
en un blastomer) (Royen et al, 1999; ASEBIR,
2008).

Esta documentat que el potencial dim-
plantacié dels embrions es redueix quan el
ritme de divisio és lent (Desai et al., 2000;
Hardanson et al.,, 2001; Royen et al., 2001),
quan el percentatge de fragmentacio és su-
perior al 25 % o quan predominen frag-
ments de mida gran (Alikani ef al.,, 2000;
Antczak i Blerkom, 1999), quan hi ha una
evident desigualtat en la mida dels blasto-
mers (Hardanson, et al., 2001) o quan ob-
servem blastomers multinucleats (Pelinck
et al., 1998, Moriwaki et al., 2004). L'avalua-
cié de les caracteristiques de l'oocit també
té gran importancia, ja que anomalies se-
veres en el citoplasma de l'oocit tenen un
efecte en detriment de la viabilitat de I'em-
brié (Balaban et al., 2008) i, d’altra banda, les
anomalies en la zona pelltcida dificultaran
el procés d’eclosié (Calderon ef al., 2002).

En els darrers anys, diversos estudis pro-
posen la incorporacié de nous criteris per
determinar la qualitat embrionaria basats
en l'avaluacié de parametres morfologics
en estadis més primerencs del desenvolu-
pament embrionari. Alguns autors postu-
len l'avaluacio exhaustiva del zigot (mesura
i polaritzacié dels pronuclis, nombre i mida
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dels nucleols), ja que les seves dades rela-
cionen la morfologia pronuclear dels zigots
amb la seva capacitat implantatoria (Scott i
Smith, 1998; Tesarik et al., 2000; Scott et al.,
2000). Altres estudis proposen l'observacio
de la primera divisié mitotica la tarda del 1r
dia, entre les 25-27 hores postinseminacié
(Lundin et al., 2001) com a eina per detec-
tar els embrions més competents. La majo-
ria de publicacions recomanen la utilitza-
cié d’aquests nous parametres com a criteri
addicional al convencional, per establir un
sistema seqiiencial que pugui ajudar a dife-
renciar embrions de la mateixa qualitat.
Pero, malgrat I'experiencia acumulada en
més de vint anys de FIV i de l'aplicacio ca-
da cop més exhaustiva del criteri morfolo-
gic, l'eficiencia de la FIV pel que fa a nens
nascuts continua baixa. Es calcula que no-
més la meitat dels embrions de bona qua-
litat en el 3r dia arriben a desenvolupar-se
fins a l'estadi de blastocist (Rijnders i Jan-
sen, 1998) i, en les millors condicions, no-

més la meitat dels blastocists s'implanten
(Gardner et al., 1998). Dit d'una altra mane-
ra, al voltant del 85 % dels embrions trans-
ferits no s'implanten (Sakkas, 2008).

Logicament, es dedueix que el valor pre-
dictiu del criteri morfologic és limitat; la
manca d’estandards explica, en part, aques-
ta limitacio, ja que cada centre té un criteri i
una classificaciéo embrionaria propis. De fet,
l'acord entre diferents centres és maxim en
la definicié d’embri6 de molt bona qualitat i
en la d'embri6 de mala qualitat, pero el con-
sens disminueix a '’hora de classificar em-
brions de qualitat intermedia.

En aquest sentit, I’Associacio per a 1'Es-
tudi de la Biologia de la Reproduccié
(ASEBIR), que aplega als professionals de
la reproduccio assistida, ha estat pionera en
l'estandarditzacié d’'un criteri en proposar
una classificacié embrionaria aplicable en
tots els centres de I'Estat espanyol. ASEBIR
ha optat, com a primer pas, per la valora-
ci6é de la qualitat embrionaria en una clas-

FIGURra 2. Classificacio ASEBIR: exemples d’embrions del 3r dia cor-

responents a cada categoria.
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sificacio per categories (4, b, c i d) enfront
d’un sistema de puntuacié en que es fa molt
més dificil la correcta ponderacié dels di-
ferents parametres (ASEBIR, 2008). L'aplica-
cidé d'aquesta classificacid per part del major
nombre de centres de reproduccio assistida
i I'analisi posterior de les dades permetra
afinar la classificacié i augmentar el seu va-
lor predictiu amb vista a la implantacid. A
la figura 2 es mostren imatges d’alguns em-
brions classificats en les quatre categories.

Diversos autors demostren que les aneu-
ploidies cromosomiques sén una de les cau-
ses de la fallada en la implantaci6 (Gianna-
roli, 1997, Munné i Cohen, 1998; Harper i
Delhanty, 2000). Troben aneuploidies en
embrions de mala qualitat, en embrions pro-
cedents de dones majors de trenta-set anys
d’edat (Gianaroli et al., 1999), en embrions
procedents de parelles amb historial previ
d’avortaments i, el que és més remarcable,
també s’'observen aneuploidies en embrions
de bona qualitat. Aquests autors proposen
seleccionar els embrions cromosomicament
normals mitjangant les tecniques de diag-
nostic genetic preimplantacional (DGP),
per tal d'incrementar la taxa d'implantacio
dels embrions transferits. De tota manera,
els resultats publicats no mostren una mi-
llora substancial en la taxa de «nen-a-casa»,
que és el que, en definitiva, vol una parella
esteril. Per aquest motiu, el DGP no es con-
sidera actualment una tecnica de rutina per
a la seleccio dels embrions més competents
i, amés, no hem d’oblidar que es tracta d'un
metode invasiu que implica la manipulacio
de 'embrio i 'extraccié d'una cellula, amb
el conseqiient perjudici sobre el desenvolu-
pament i viabilitat posteriors.

En els darrers anys, en 'ambit de la re-
cerca, s'estan desenvolupant noves tecni-
ques no invasives per a l'avaluacio de la vi-
abilitat embrionaria que en el futur puguin
ser alternatives als metodes descrits i apli-
cats fins avui dia. Totes es duen a terme en

'area de les «-Omiques», i es basen en 'ana-
lisi dels constituents de 'embrié viable, el
seu genoma (genomica), els seus RNA mis-
satgers (transcriptomica), la seva expressid
proteica (proteomica) i, finalment, els me-
tabolits que utilitza I'embrié (metabolomi-
ca). Mentre que l'analisi del material gene-
tic s’ha de fer de manera invasiva, prenent
mostres de I'embrid i, per tant, minvant-ne
el potencial de desenvolupament, I'analisi
de les proteines i dels metabolits és ideal, ja
que es realitza de manera no invasiva.
Conceptualment es pot considerar que la
informacié que pot aportar l'analisi meta-
bolica és el reflex més real de com és un em-
brié en un moment determinat, ja que sén
els metabolits els que caracteritzaran les
funcions de l'embrié. Aixi, com millor pu-
guem definir quins metabolits estan corre-
lacionats amb la viabilitat embrionaria, més
fiable sera el valor de prediccié del metode.
Lestudi de les vies metaboliques utilitza-
des en les diferents etapes del desenvolupa-
ment embrionari per a la millora dels medis
de cultiu ha permes desenvolupar treballs
que suggereixen que embrions amb gran
activitat glucolitica tenen poc potencial de
desenvolupament (Gardner et al., 2001; Le-
ese, 2002). Altres autors proposen mesurar
el turnover d’alguns aminoacids per pre-
dir el potencial de desenvolupament in vi-
tro d'un embrié per esdevenir blastocist
(Houghton et al., 2002) o bé per generar una
gestacio evolutiva (Brison et al.,, 2004). Re-
centment, s’ha publicat un estudi molt in-
teressant (Vergouw et al., 2008) en el qual,
analitzant canvis en el metabolisme oxida-
tiu, s'obté un resultat amb un valor de pre-
diccio de la gestacid superior en un 15 % al
valor de predicci6 del criteri morfologic.
Des d'un altre vessant técnic, estudis de
mesures de consum d’oxigen realitzats en
bovins semblen indicar que embrions amb
un index de respiraci6 superior o inferior
al rang mitja tenen menys probabilitats de
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generar un embaras (Lopes et al.,, 2007) i la
mateixa tecnologia aplicada a oocits sugge-
reix resultats en la mateixa linia: les taxes
de respiracio altes o baixes es correlacionen
amb la subsegtient atrésia o amb anomalies
en els oocits (Scott et al., 2007).

En definitiva, la majoria d’aquests estu-
dis destillen la idea que els embrions que
s'implanten modifiquen el seu entorn in vi-
tro de manera diferent a com ho fan els que
no s'implanten i, a més, aquest comporta-
ment metabolic és independent de la seva
morfologia.

Tots aquests assaigs tenen, com a deno-
minador comd, la utilitzacié de tecnologia
altament especialitzada (cromatografia li-
quida d’alta resolucio, espectroscopia, mi-
crofluorimetria...) que, ara per ara, no esta
a l'abast de la majoria de laboratoris de re-
produccio assistida. En la mesura en que se
simplifiquin i s‘avalui l'eficacia d’aquestes
tecnologies en l'aplicaci6 clinica, descobri-
rem la seva potencialitat com a eina en el
cami envers la transferencia d'un tinic em-
brio.

CULTIU IN VITRO
D’EMBRIONS HUMANS

La idea de fer créixer embrions humans
en condicions artificials extrauterines es va
publicar, sembla que per primera vegada,
I'any 1944 a la revista Science, en un treball
signat pels cientifics Rock i Menkin.

De totes maneres, no fou fins tres déca-
des després que Steptoe i Edwards (els ma-
teixos que tindrien el primer naixement in
vitro) publicaren dades de creixement in vi-
tro d’embrions humans fins a l'estadi de
blastocist (Steptoe et al., 1971). I avui, tren-
ta-vuit anys després d’aquella fita, encara es
considera que les condicions de cultiu in vi-
tro d’embrions sén suboptimes, és a dir, mi-
llorables.

De fet, els primers medis emprats per al
cultiu in vitro d’embrions eren senzillament
els mateixos medis pensats i descrits per al
cultiu cellular, per exemple el medi Ham's
F-10 (originariament descrit per al cultiu de
cellules d’ovari de hamster), el medi Dul-
becco’s MEM (minimum essential medium), o
lleugeres variacions d’aquests medis.

Els requeriments nutricionals de les cel-
lules somatiques en cultiu son constants al
llarg del temps, pero no ho soén els reque-
riments dels embrions, que mostren dife-
rents exigencies en funcid del seu estadi
de desenvolupament abans i després de la
compactacio. Per aixo, un medi de cultiu
apropiat per al desenvolupament in vitro
d’embrions hauria de considerar la particu-
lar fisiologia dels embrions i els seus reque-
riments nutricionals a I'hora d’establir la se-
va composicio.

En els seus primers estadis de desenvolu-
pament, els embrions precompactacié crei-
xen tan rapidament que no tenen oportu-
nitat de respondre als canvis ambientals
externs: tot allo que necessiten per a aques-
tes primeres divisions abans de l'activacio
del genoma embrionari ja s’hauria de tro-
bar en l'oocit i, per tant, ates que I'embrio és
forca autonom, medis senzills pel que fa a
la composicio suportarien bé aquestes pri-
meres divisions.

Avui se sap que l'embri6 en l'estadi de zi-
got majoritariament usa piruvat com a font
energetica principal i lactat en menor grau,
mentre que manté molt baix el consum de
glucosa i el d'oxigen. Amb l'activacio del ge-
noma, en l'estadi de quatre a vuit cellules,
i les primeres diferenciacions cellulars, els
blastomers cada vegada s’assemblen més a
les celules somatiques i ajusten més la se-
va activitat a les condicions ambientals, fins
a assolir el moment de la implantacio, que
depen completament de la interaccié entre
l'embrid eclosionat i el seu entorn, 'endo-
metri (Weima, 1996).
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De fet, en estadis precompactacio els em-
brions creixen de la ma del genoma matern,
i tenen una tnica linia cellular que consu-
meix preferentment piruvat i aminoacids
no essencials, amb una baixa activitat bio-
sintetica i també amb baix consum d’O,. A
mesura que l'embrié es desenvolupa aug-
menta el consum energetic i la sintesi pro-
teica, de manera que en estadis postcom-
pactacio els embrions funcionen amb el seu
propi genoma, en dues linies cellulars di-
ferents que requereixen glucosa com a font
principal d’energia, aixi com aminoacids,
tant essencials com no essencials, amb una
alta activitat biosintetica i un alt consum
d’O, (per a una revisid, vegeu Gardner i
Lane, 2003). Els nutrients que aporta el trac-
te reproductiu femeni haurien de ser un re-
flex d’aquestes necessitats energetiques va-
riables. Mitjancant tecniques de perfusio
s’ha estudiat ampliament la composici6 i
distribucié dels diversos nutrients presents.
Hi ha molts treballs publicats que demos-
tren l'enorme complexitat i variacid (en-
tre especies i durant el cicle menstrual) en
aquesta composicié (per a una revisio, ve-
geu Aguilar i Reyley, 2005; Tay et al., 1997).

Aixi, al llarg del transit per l'aparell re-
productor, 'embrié huma es troba amb ni-
vells decreixents de piruvat i lactat i nivells
creixents de glucosa, ja que en les trompes
hi ha nivells alts de lactat i piruvat i nivells
baixos de glucosa (que les cellules de la gra-
nulosa que acompanyen l'embrié metabo-
litzen a lactat i piruvat), mentre que a 1'ater
és a I'inrevés.

Malgrat que es coneixia la complexitat
de composicio del fluids oviductals, el me-
di anomenat HTF (human tubal fluid) es for-
mula com un medi senzill, amb només elec-
trolits i amb la glucosa com a font d’energia.
Ates que l'absencia d’aminoacids provoca
I'endarreriment de l'expressié genica, les
formulacions posteriors d’aquest medi ja
n’incorporen.

De totes maneres, afegir aminoacids a
un medi de cultiu no és tan facil com sem-
bla, ja que no tots sén estables a 37 °C i en
la seva descomposicio6 alliberen amoni, un
potent agent embriotoxic (Gardner i Lane,
1993) que in vivo és constantment metabo-
litzat, pero que en cultiu in vitro s'acumu-
la en el medi.

Per lluitar contra l'excés d’amoni hi ha
dues opcions: d'una banda, els embrions
es poden cultivar en grans volums de me-
di (0,5-1 ml), que no cal renovar al llarg dels
dies de cultiu, pero en els quals qualsevol
efecte autocri resultant del creixement dels
embrions queda diluit en aquest excés de
volum. D’altra banda, els embrions es po-
den cultivar en gotes de menys volum de
medi (20-100 pl), encara que aixd compor-
ta a) cobrir les gotes amb oli mineral o de
parafina perque es mantinguin estables, b)
allargar el temps que es triga a fer la valo-
racio dels embrions i ¢) canviar periodica-
ment el medi de cultiu, de manera que en
renovar el medi s’extreuen els metabolits
que els embrions mateixos generen amb
efecte autocri.

Potser el sistema de cultiu en gotes amb
oli mineral o de parafina és el més estes
perque la capa d'oli ofereix una proteccid
fisica que evita que certes microparticu-
les presents en I'ambient assoleixin el me-
di, i a la vegada manté estables durant més
temps les condicions de CO, i de tempera-
tura quan les plaques de cultiu es treuen
dels incubadors per observar o manipular
els embrions.

Ates que en el seu transit al llarg del tracte
genital femeni els embrions tenen a l'abast
només petites quantitats de fluid (microli-
tres) sobre les quals poden influir abocant-
hi factors que ells mateixos produeixen, hi
ha la tendencia de cultivar els embrions en
gotes de poc volum (20-50 ul).

I per tal de contrarestar aquest efecte ad-
vers de la dilucié dels factors embrionaris



CULTIU I DESENVOLUPAMENT IN VITRO D’EMBRIONS HUMANS 219

alliberats al medi del cultiu in vitro, cada ve-
gada que es renova el medi hi ha la possi-
bilitat, Obvia, d’agrupar quatre o cinc em-
brions en una mateixa gota de medi. Amb
aquesta estrateégia s’aconsegueix potenciar
I'efecte autocri i, fins i tot, tenir un cert efec-
te paracri, ja que factors que embrions de
mal desenvolupament no podrien produ-
ir els rebrien dels altres embrions amb els
quals comparteixen medi. Linconvenient
d’aquesta estrategia esta en la legislacio vi-
gent: les directives europees sobre cellules i
teixits (Directives UE 2004/23/CE i 2006/17/
CE, transposada a I'Estat espanyol pel Re-
ial Decret 1301/2006) exigeixen la completa
tracabilitat de les celules i teixits, incloent-
hi les cellules reproductores. Malgrat que,
a I'hora d’escriure aquest capitol, 'adminis-
tracio espanyola encara no ha nomenat in-
terlocutors responsables per consultar-los
la implementacié d’aquesta norma, sembla
que els embrions haurien de cultivar-se in-
dividualment, tal com mostra la imatge de
la figura 3.

De manera similar, si fa uns anys era pos-
sible que un centre de reproduccié humana
assistida (RHA) es fabriqués els seus propis
medis de cultiu, amb l'actual legislacié hi ha
tantes exigencies i controls de qualitat que
sembla que només sigui rentable la produc-

FIGURA 3. Detall que mostra les gotes de medi de cultiu
cobertes per I’oli de parafina en placa de Petri, que perme-
ten el cultiu in vitro individualitzat.

ci6 propia en quantitats enormes. Es per ai-
x0 que practicament tots els centres consu-
meixen medis comercials. Sorprenentment
hi ha forga variabilitat entre lots, de mane-
ra que es recomana establir controls de toxi-
citat a pesar de tots els controls de qualitat
que han de tenir els medis comercials.

Una de les causes de variabilitat dels me-
dis comercials prové de les macromolecules
que contenen com a font de proteines. Ini-
cialment els medis se suplementaven amb
serum matern desactivat en concentracions
entre el 51 el 10 %, fet que suposava una
carrega extra de feina amb l'agreujant d'in-
troduir en el medi molécules no controla-
des o agents infecciosos. Ara tots els medis
comercials incorporen albtimina serica hu-
mana (HSA, ultrapura o recombinant), o se-
rum substitut (SSS), que garanteixen mol-
ta més definicid en la composicid i eviten el
risc d’infeccio. Els medis de cultiu poden o
no incorporar antibiotics (generalment gen-
tamicina) per prevenir les contaminacions
bacterianes.

Per una rad similar, la del risc de conta-
minacié heterologa, s’han abandonat les
estrategies de cocultiu amb cellules VE-
RO (derivades de rony6 de la mona verda)
o de I'endometri (derivades d'un grup con-
cret de pacients), que s’havien establert per
millorar el desenvolupament embrionari
postcompactacié, amb la idea que fossin les
cellules del cocultiu les que aportessin els
factors de creixement que els medis de cul-
tiu no contenien. Avui dia I'inic sistema de
cocultiu que es manté utilitza cellules de la
pacient mateixa.

Finalment, cap a on han d’evolucionar,
en les seves caracteristiques, els medis de
cultiu in vitro per a embrions humans? Ates
que els medis acumulen ROS (radicals lliu-
res derivats de l'oxigen, com O;; HO, i
OH, fins i tot provocats per la mateixa llum
ambiental) i amoni, pero en canvi son de-
ficients en polipeptids, com els factors de
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creixement, sembla que les properes gene-
racions de medis de cultiu seran medis més
estables, amb agents antioxidants i macro-
molecules que promoguin la implantacio.

Amb tota aquestainformacié s’ha d’afron-
tar el dilema del cultiu in vitro: quin sistema
s'escull?

Hi ha dues estrategies: una es fixa en els
requeriments nutricionals dels embrions i
presenta formulacions diferents per a cada
estadi, de manera que els embrions s’han
de canviar de medi periodicament; és el sis-
tema de cultiu en medis seqiiencials. Laltra
estrategia considera que els embrions dis-
posen de diverses rutes metaboliques i que
n‘usen una o una altra en funcio del seu es-
tadi, de manera que es poden cultivar em-
brions en un mateix medi de composicié
complexa des de l'estadi de zigot fins al de
blastocist. Hi ha dades a favor i en contra
de totes dues estrategies, encara que s’ha de
dir que la majoria de centres de RHA usen
medis seqiiencials.

En les condicions de cultiu in vitro apro-
piades no és necessari eliminar la glucosa
de la composicié del medi en estadis pri-
merencs de desenvolupament, pero s’ha
de combinar amb la presencia d’aminoa-
cids i EDTA (un agent quelant) per supri-
mir l'activitat glucolitica. Evidentment, la

F1GURra 4. Pantalla d’un incubador, on s’indiquen les con-
dicions estandard de cultiu in vitro.

glucosa és imprescindible en la composici6
de medis per al cultiu in vitro fins a l'esta-
di de blastocist.

Lelecci6 del medi de cultiu no es pot con-
siderar com una decisi6 aillada en el labora-
tori de RHA, sind que s’ha de pensar en tot
el sistema de cultiu in vitro.

Una decisio important en el sistema de
cultiu que s’esculli és la composicié gaso-
sa de l'atmosfera en que es cultiven els em-
brions, i de la qual dependra el pH del me-
di i l'aparicié o no de ROS. En condicions
normals la composiciéo gasosa atmosferi-
ca té com a elements principals un 78 % de
N, i el 20 % d’O,, mentre que la presencia
d’O, en el tracte genital femeni és escassa,
especialment en I"tter. Per aixo, i per evitar
l'aparicio de molecules reactives, es propo-
sa el cultiu in vitro en atmosferes artificials
amb concentracions d’O, tan baixes com el
5 %. En aquestes condicions s’aconseguei-
xen blastocists amb moltes més cellules
(Gardner i Lane, 2001), pero aquest sistema
resulta molt costds economicament i no es-
ta gens estes al nostre pais.

En relacié amb l'atmosfera de cultiu in vi-
tro, també és fonamental establir quina con-
centraci6 de CO, és'adequada perque el pH
del medi es mantingui a l'entorn de 7,4 (pe-
ro no més alt d’aquest valor), sobretot si els
medis de cultiu triats usen bicarbonat com
a tampo. Ates que la ubicacié mateixa del
laboratori de RHA s’ha de tenir en comp-
te (l'algada respecte al nivell del mar influ-
encia la pressi6 gasosa parcial), cada centre
ha d’establir els seus estandards, que de to-
ta manera oscillaran entre el 5i el 6,5 % de
CQO,.

Tradicionalment els medis d’elaboracio
propia incorporaven roig de fenol com a in-
dicador de pH. Alguns medis comercials
mantenen aquesta substancia com una aju-
da a I'importantissim control de pH.

Finalment, s’ha d’establir quina és la tem-
peratura de cultiu adequada (a I'entorn de
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37 °C) perque el medi i els embrions esti-
guin realment a 37 °C. Tot aix0 en atmosfe-
ra humida i foscor. A la figura 4 es mostra
la pantalla d'un incubador amb les condi-
cions considerades adequades per al cultiu
d’embrions.

Totes aquestes decisions no tenen sentit
sino es disposa de prou incubadors per cul-
tivar els embrions generats en els cicles de
FIV. Cada vegada que s'obre la porta d'un
incubador, les condicions de temperatu-
ra, concentracié gasosa i humitat prefixa-
des per a aquesta cambra canvien i cal un
temps llarg (que depén de cada marca i
del temps que hagi estat obert) per recupe-
rar les condicions d’equilibri. Les recoma-
nacions ASEBIR (2001) sobre la relacid in-
cubadors/nombre de casos de FIV indiquen
que un centre de RHA hauria de disposar,
com a minim, de dos incubadors, amb una
relacié d'un incubador per cada tres-cents
casos, i amb un maxim de cinc casos alho-
ra per incubador.

En conclusid, no hi ha un sistema univer-
salment acceptat per al cultiu in vitro d'em-
brions humans preimplantacionals, pero
s’accepta que com més llarg sigui el periode
de cultiu, més s’han d’ajustar els medis a les
necessitats metaboliques dels embrions. I si
bé és cert que els embrions humans presen-
ten una plasticitat que els capacita per des-
envolupar-se minimament bé en un ampli
ventall de medis i de condicions de cultiu in
vitro, també és cert que el que es pretén en
reproduccié humana assistida no és pas un
desenvolupament de minims, sind el mi-
llor desenvolupament amb vista a aconse-
guir les més altes taxes d'implantacio pos-
sibles dels embrions transferits.

En aquest sentit, i com a conclusid, cal
una visié holistica del procés, de manera
que l'exit de les tecniques de reproduccié
assistida estara directament lligat a l'ava-
luacié acurada dels embrions cultivats en
gotes individuals amb metodologies no in-

vasives que ens permetin caracteritzar de
manera fiable la viabilitat de I'embrid, pe-
ro logicament també dependra de la qua-
litat de l'estimulacié ovarica, ja que d'uns
oocits d'escassa qualitat rarament es de-
rivaran embrions viables i, per descomp-
tat, dependra de la collocaci6é atraumatica
ineta de I'embri6 seleccionat dins I'titer per
part del ginecoleg.

Tots els esforcos dedicats a seleccionar
I'embrio6 viable que acabi amb el naixement
d'una criatura sana hauran valgut la pena.
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