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Abstract

In wvitro fertilization (IVF) and intracytoplasmatic sperm injection (ICSI) are well-established
assisted reproductive biotechnologies used to overcome infertility in couples. Time-lapse monitoring is an
imagistic technology which was elaborated to fulfill the need for observing the dynamics of the mammalian
embryonic development in a continuous, noninvasive manner, without removing the embryos from the
optimal culturing conditions. This technology offers unique information regarding the cleavage process, as
well as morphological and structural modifications thus enabling the embryologists to select the embryos
with elevated implantation potential.
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Aim of the study: to identify, evaluate and summarize the available data regarding the role of
time-lapse microscopy in improving the outcome of IVF and ICSI by monitoring and selection of early
embryos

Material and methods: we systematically reviewed the available evidence regarding the
assessment of embryo quality through both conventional monitoring and time-lapse microscopy for couples
undergoing in witro fertilization (IVF) or intracytoplasmic sperm injection (ICSI). The meta analysis
included randomized trials and published data encountered on ISI Web of Knowledge Science, MedLine
and Pubmed using the following keywords: time-lapse microscopy, IVF, ICSI, embryo, outcome, pregnancy.
As criteria of differentiation, only studies that reported information regarding the implantation rate,
aspects regarding clinical pregnancy or live birth were considered for analysis.

Results: the info from the studies was extracted and included in the meta-analysis. A part of the
retrospective studies conducted after 2010 have highlighted a correlation between time-lapse parameters
and embryo viability as defined by the developmental competence and subsequently by the confirmation of
clinical pregnancy. Other authors undertook a critical appraisal on potential benefit time-lapse monitoring
may bring to ART.

Conclusion: Even if timelapse monitoring is likely to revolutionize the field of embryology by
enabling an objective, automatize monitoring and selection of embryos, further randomized studies
reporting clinical outcomes after IVF and ICSI are needed before adopting this technology for routine use
in the laboratory.
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INTRODUCERE

Procedurile de reproducere umana asistata
(RUAM) reprezinta parte din terapia cuplului
infertil, cu accesibilitate si rezultate spectaculase in
ultimele 3 decenii.Nasterea primului copil conceput
prin fertilizare in vitro a fost raportata in anul 1978.
In 2005, cifrele mondiale estimau mai mult de
250.000 copii conceputi prin FIV , iar in prezent
numarul depaseste 5 milioane (Kovacs, 2004).
Daca in literatura de specialitate gasim date care
compara rezutatele obstericale si perinatale ale
sarcinilor obtinute spontan versus prin tehinici
RUAM, acestea sunt mult mai putin documentate
in cazul compararii acelorasi parametri la
pacientele care au obtinut sarcini prin procedee
diferite, in cadrul RUAM, fertilizare in vitro (FIV)
Versus injectare intracitoplasmatica a
spermatozoidului (icsny/ injectare
intracitoplasmatica a spermatozoidului selectat pe
criterii morfologice (IMSI).

Procedura ICSI este folosita de rutina in cazurile de
infertilitate masculina, oligozoospermie si mai ales
oligoteratozoospermie severa, dar si in caz de:
infertilitate de cauza inexplicabila, calitate slaba a
ovocitelor ( “poor-responder” , menopauza
precoce, endometrioza ), varsta avansata a
pacientei, esec de fertilizare la procedura de
inseminare  conventionala,  testare  genetica
preimplantationala ( PGD ), fertilizare dupa
maturare ovocitara in vitro ( IVM), fertilizarea
ovocitelor crioprezervate (Kirkegaard si colab.,
2015).

Introducerea sistemului  “time lapse”
pentru selectia embrionilor face tema cercetarii
actuale si a studiilor din ultimii ani, considerand ca
timpul de diviziune difera la embrionii cu potential
mare de dezvoltare si implantare de cei cu potential
limitat (Kazem si colab., 2013). Avantajul selectiei
unui singur embrion, urmat de transferul acestuia in
ziua 5 descurajeaza trasferul  embrionilor
supranumerari si, implicit, sarcina multipla. Se
considera ca, prin studiul morfokinetic in sistem
“time lapse”, pot fi apreciate: predictibilitatea
implantarii, a aneuploidiilor si abilitatea dezvoltarii
— formarea blastocistului (Kazem si colab, 2013).
Dispozitivul este un incubator care mentine
conditiile fiziologice necesare cerute de un embrion
viu, pe parcursul dezvoltarii sale in laborator.
Acesta are un sistem timp incorporat si o camera,
care surprinde in mod continuu imagini si le
inregistreaza ca un film al dezvoltérii embrionare.
La pacientele care au beneficiat de FIV, rata de
complicatii obstetricale, precum ruptura prematura
de membrane, declansarea prematura a travaliului
sau incontinenta cervico-istmica sunt mai frecvent
descrise in literatura, necesitand spitalizare mai
frecvent in trimestrul al doilea si al treilea, decat
pentru tehinca ICSI.
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Varsta gestationala medie este semnificativ redusa
la sarcinile concepute prin ICSI, iar in ceea ce
priveste greutatea mica la nastere, procentul
dominant este tot la categoria ICSI.Scorul Apgar la
1 si 10 minute sunt mai mici pentru sarcinile
obtinute prin ICSI si tot copiii nascuti in urma
acestei proceduri au necesitat admisie mai frecvent
in unitatile de terapie intensiva neonatala.O
explicatie plauzibila pentru acest fenomen este ca
manipularea timpurie a ovocitului pentru ICSI ar
putea avea un impact negativ pe termen
lung.Malformatiile congenitale fetale majore nu
inregistreaza diferente intre cele doua grupuri (Levi
si colab., 2016).

Cele mai frecvente anomalii congenitale majore
implica sistemul cardiovascular, genitourinar si
gastrointestinal.Datele sugereaza ca diagnosticul de
infertilitate Tn sine este numitor comun pentru
cresterea ratelor de anomalii observate in RUAM si
conceptia spontana (Morken si colab., 2010).
Statistica europeana realizata pe categoriile de
varstd gestationala : extrem de prematur ( < 28
saptamani) , foarte prematur ( 28-31 saptamani) si
moderat prematur ( 32-36 saptdmani ), prezentate
pentru nasterile spontane ( 81,1% ) si iatrogene (
77% ) si In conformitate cu metoda de fertilizare (
FIV sau ICSI ), reda procent majoritar pentru
categoria moderat prematuri (British Fertility
Society RCOG, 2012). In ceea ce priveste
mortalitatea in primul an de viata, datele din
literatura recunosc un procent de 1,3% la copiii
obtinuti prin FIV conventional si 0,9% la cei prin
ICSI (Bengt si colab., 2005). Problemele de
adaptare respiratorie a nou-nascutilor, apreciate in
functie de necesitatea ventilarii asistate si CPAP,
au fost mai frecvent citate in cazul FIV, comparativ
cu ICSI, iar in ceea ce priveste convulsiile
neonatale, nu s-au inregistrat  diferente
semnificative intre cele doua categorii (Bengt si
colab., 2005). Unul dintre cele mai importante
aspecte legate de conceptia prin FIV este
dezvoltarea neuromotorie, cognitiva Si
comportamentala a copiilor, care pare sa fie
similara cu cea a celor conceputi natural (Watanabe
si colab., 2014).

Screeningul antenatal combinat de prim trimestru
(ecografic si biochimic) este recomandat tuturor
sarcinilor obtinute prin proceduri de reproducere
asistata, mentionand ca nivelul proteinei plasmatice
asociata sarcinii ( PAPP-A) est redus la ciculrile cu
transfer fresh (Watanabe si colab., 2014). Relatia
cauzala preeclampsie- sarcina obtinuta prin FIV
este inca dezbatuta, mecanismul ramanand
imcomplet clarificat. Cea mai plauzibila explicatie
ar fi aceea a placentatiei anormale, transferul
embrionului in cavitatea uterina si  mediul
hormonal modificat, care au ca rezultat dezvoltarea
aberanta a interfetei maternofetale (Ewka si colab,
2014).
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Studiile la nivel molecular sustin ipoteza conform
careia 1n tesutul placentar al pacientelor FIV / ICSI
apar aberatii epigenetice comparativ cu tesutul
placentar din sarcinile obtinute spontan. Analiza
microarray pentru investigarea genomului este
folosit pentru identificarea cailor alterate in
placentatia din FIV / ICSI. In ceea ce priveste
importanta genelor implicate, o atentie deosebita a
fost acordatd mai multor gene legate de crestere
[H19, IGF2, pleckstrin omolog-like familiy A
domain 2 (PHLDAZ2), inhibitorul 1C al kinazei
ciclin-dependente (CDKN1C), MEST izoform a si
B], prin analiza expresiei folosind PCR in timp real
(gPCR) (Kanninen si colab., 2015).

Defectele placentare ar conduce, probabil, la
cresterea stresului oxidativ si inflamatie , cauze
implicate in mecanismul declansarii nasterii
premature (Imudia si colab., 2012). Practicienii
domeniului RUAM recunosc asocierea unei valori
a estradioului circulant > 3450 pg / ml , in ziua
administrarii de hCG pentru maturarea ovocitara cu
dezvoltarea mai frecvent a preeclampsiei si
greutatea mica la nastere (Esh-Broder si colab.,
2011). Anomalii de localizare sau aderenta
placentara, de tipul placentei praevia sau accreta au
raportari in literatura de specialitate, posibila
patogeneza incluzand un factor mecanic (deficit
primar de decidualizare, cauzat de traumatisme
locale ale peretelui uterin) si un factor biologic
(raspunsul matern anormal la invazia trofoblastica)
Riscul de a dezvolta diabet gestational este de doua
ori mai mare la pacientele care au conceput printr-o
procedura de reproducere umana asistata cu
trasferul unui singur embrion, comparativ cu
sarcinile obtinute spontan. In plus, asocierea cu
folosirea progesteronului la sarcinile obtinute prin
tehnici de reproducere asistata pare a fi implicat in
aparitia dezechilibrului metabolisumului
carbohidratilor (Ashrafia si colab, 2013).

SCOPUL STUDIULUI este acela de a evalua
corespunzator complicatiile obstetricale si cele
legate de perioada perinatala si neonatala a copiilor
conceputi prin fertilizare in vitro versus injectare
intracitoplasmatica a spermatozoidului.

Scopul cercetarii are la baza transferul unui singur
embrion de ziua 5 (blastocist) , selectat pe criterii
morfokinetice, a carui dezvoltare este monitorizata
cu ajutorul unui sistem time lapse, urmat de sarcina
unica, monembrionara, cu evolutie ultericara a
fatului pana la viabilitate.

OBIECTIVUL PRINCIPAL il reprezinta
evaluarea sarcinilor obtinute prin procedura de FIV
versus ICSI (aici difera doar tehnica de manipulare
a celulelor in laborator ), cu evidentierea
complicatiillor fetale si neonatale comune si a celor
particulare fiecareia.Va fi cerut acordul fiecarei
paciente si se va pastra confidentialitatea legata de
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identitate. Sintetizand, etapele de lucru sunt
urmatorele:

- luarea in evidenta cat mai devreme in
sarcina (2 saptamani dupa embriotrasfer si
pozitivarea testului  biochimic de sarcina),
efectuarea testelor si monitorizarea intocmai ca la o
sarcina conceputa spontan;

- corelarea datelor clinice si biochimice din
viata prenatala si neonatala cu tehnica de laborator
folosita si morfokinetica diviziunii blastocistului (
fara a trece in plan secund particularitatile fiecarei
paciente ); accesibilitatea intr-un laborator care
poate testa potentialul de evolutivitate a
blastocistului face posibila selectarea unui singur
embrion, pentru acuratetea infomatiilor si
rezultatelor obtinute.

OBIECTIVELE SECUNDARE includ:

- strangerea datelor privind pacientele cu
sarcina obtinuta cu ajutorul RUAM, care au dat
nastere la feti vii sau morti, cu varsta viabila ( peste
26 saptamani de sarcina si peste 500 grame, in
Romania)

- prelucrarea statistica a datelor obtinute

- cercetarea particularitatilor  dezvoltarii
embrionare ( *morfokinetica embrionara prin time
lapse), a frecventei aparitiei complicatiilor in
perioada de final a trimestrul doi sau in trimestrul
trei si a tipului de patologiei ( materna:
preeclampsie/eclampsie si complicatiile acestora :
sdr HELLP, ficatul acut de sarcina, sindrom
hepato-renal, tulburari multiple de organ, apoplexie
utero-placentara, ruptura prematura de membrane,
anexiala: patologie placentara de localizare si
aderenta (ex placenta praevia, accreta), patologie de
cordon: ex artera ombilicala unica , fetala:
malformatii, anomalii de crestere si dezvoltare,
retard de crestere intrauterina, nastere prematura,
complicatii neurologice, moarte fetala in utero. )

- studiul adaptarii nou nascutilor la viata
extrauterina, scorul Apgar la nastere, admisia in
unitatile de terapie intensiva si conditiile medicale
care necesita tratament, precum: prematuritatea,
sindromul de detresa respiratore, tulburari

metabolice multiple (hipoglicemia,
hiperbilirubinemie, hipocalcemie, acidoza
metabolica )

- coroborarea datelor si elaborarea unei
strategii  privind  imbunatatirea efectuarii
investigatiilor specifice pentru pacientele cu risc
crescut de complicatii obstetricale si neonatale si
stabilirea unui pattern in profilaxia sau tratarea
timpurie a acestora.



PERSPECTIVE

Datele cercetarii stiintifice vor putea contribui activ
la imbunatatirea protocolului de investigatie in
sarcina la pacientele care au beneficiat de o
procedura de reproducere umana asistata. Poate fi
accesata noua tehnologie bazata pe analiza
markerilor biologici, care sa constiuie screening
pentru insuficienta cresterii fetale intrauterine (
SGA - small for gestational age), anomalii de
placentatie si aprecierea riscului preeclampsiei (ex
screening biochimic al factorilor proangiogenetici
si angiogenetici PLGF - factor de crestere
placentara SFLT — soluble tyrozin kinase ), riscul
dezvoltarii diabetului gestational sau al nasterii
premature ( selectarea pacientelor si testarea
fibronectinei fetale ), teste de care dispunem actual,
dar aproape nefolosite , din cauza unei lipse a
evidentei complicatiilor celor mai importante in
sarcina la astfel de paciente.

Intregirea  diagnosticului i potentialelor
complicatii neonatale si perinatale survenite pot
constitui un ajutor al sistemului de santate publica,
cu reducerea costurilor legate de admisia si
perioada de ingrijire in sectiile de terapie neonatala.
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