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73%

ESITI DEI CICLI IVF 
DA CICLI OMOLOGHI FRESCHI 

– U.S.A. 2012-



IMPIANTO OTTIMALE 

Richiede SINCRONIA tra 2 

PRINCIPALI processi separati: 

EMBRIONE EVOLUTIVO 

(competenza di sviluppo) e 

ENDOMETRIO RECETTIVO 

(funzionale).

È regolato da fattori endocrini, paracrini ed 

autocrini ad entrambi i livelli.

Allo sviluppo embrionario e dell’endometrio, 
segue: l’ORIENTAMENTO della Blastocisti (BL) 
(particolare orientamento), poi APPOSIZIONE, 
ADESIONE E INVASIONE ENDOMETRALE 
(evidenziato nella SCIMMIA RHESUS Enders, 1986).



SELEZIONARE 
EMBRIONI 
EVOLUTIVI:
Morfologia e metodiche 
invasive e non

Coltura IN VITRO: il peso dei TERRENI 
DI COLTURA nel determinare uptake dei 
nutrienti e secrezione dei metaboliti

ASSICURARE 
ENDOMETRIO 
FUNZIONALE:

Adeguata morfologia e 
composizione cellulare

e modulatori dell’impianto
PROGESTERONE ed estrogeni 

sono i principali 

LA 

PRINCIPALE 

SFIDA 

IN IVF

TIMING DELL’ET:

TEMPORIZZARE L’ET 

IN MODO OTTIMALE



STRATEGIE DI 
SELEZIONE EMBRIONARIA

� Fornire un “punteggio” standardizzato e oggettivo della 

"qualità" per stabilire le potenzialità di impianto di un dato 

embrione

� Sviluppo di NUOVI METODI INVASIVI E NON INVASIVI 
(Rødgaard T1 et al, Reprod Biomed Online. 2015, Non-invasive assessment of in-vitro embryo quality 

to improve transfer success.)

� NESSUN SINGOLO BIOMARKER è stato ancora introdotto 

nella pratica clinica standard



STRATEGIE DI SELEZIONE 
EMBRIONARIA

ANALISI GENETICA DEL PB, 
CELLULE DEL TE e 

DEL TRASCRITTOMA DEL 
CUMULO/GRANULOSA �

(MONTAG M et al, Reproductive BioMedicine Online, 2013)



TIME-LAPSE IMAGING
VANTAGGI:

- IMPERTURBABILITÀ DELLA COLTURA

- CONTINUITÀ DELL’OSSERVAZIONE 
(direct uneven cleavage , inverse cleavage)

- RICERCA DI CRITERI DI SELEZIONE E DE-SELEZIONE

- COMPARAZIONE rispetto alla MORFOLOGIA 
TRADIZIONALE (Adamson, FS 2016� studio pilota  prospettico 

controllato )

- VALUTAZIONE DELL’IMPORTANZA DELLA 
SCELTA DEI TERRENI (Hardarson, FS 2015: Noninferiority, randomized, 

controlled trial comparing embryo development using media developed for sequential 
or undisturbed culture in a time-lapse setup)

-VALUTAZIONE DELL’IMPORTANZA DEL TL VS OLD 
INCUBATOR (Park H, HR 2015: No benefit of culturing embryos in a closed 

system compared with a conventional incubator in terms of number of good quality 
embryos: results from an RCT / Kirkegaard K, JARG 2012 A randomized clinical trial 
comparing embryo culture in a conventional incubator with a time-lapse incubator)

Goodman LR, FS. 2016

RCT: The addition of time-lapse morphokinetic 
data DID NOT SIGNIFICANTLY IMPROVE 
CLINICAL REPRODUCTIVE OUTCOMES in 
all patients and in those with blastocyst 
transfers. Absence of multinucleation, timing of 
blastulation, and morphokinetic score were
found to be associated with blastocyst 
implantation rates.



Reproductive BioMedicine Online
February 2018
Can time-lapse parameters predict embryo ploidy? A 
systematic review

Arnaud Reigniera, b, c, Jenna Lammersa, b, Paul Barrierea, b, c, Thomas Freoura, b, c, , 

NESSUN PARAMETRO MORFOCINETICO SINGOLO O COMBINATO 
è stato costantemente identificato come PREDITTIVO DELLO STATO DI 
PLOIDIA DELL'EMBRIONE. 

NUMEROSI ALGORITMI di selezione degli embrioni per aumentare il tasso d’impianto.

NON sono CLINICAMENTE APPLICABILI e perde il loro valore diagnostico quando applicato 

esternamente (Barrie, F1000Research 2017). 

� NECESSITÀ DI UNA CORRETTA CONVALIDA ESTERNA prima dell'uso clinico.



Attualmente, LA TECNICA NON INVASIVA PREDOMINANTE � MORFOLOGIA

(VARIABILI DI SCORING MORFOLOGICO ai vari stadi di sviluppo)

STANDARDIZZAZIONE nella terminologia e 
pratica di Laboratorio sulla morfologia

STANDARDIZZAZIONE degli indicatori di performance nel LAB 
IVF. Minimi livelli di performance (Competency) e quelli d’eccellenza 

(Benchmarks)

2011 2017



� Inclusi 6021 ET freschi (01/2004�07/2009)

� 9 potenziali fattori predittivi � sviluppo di un MODELLO PREDITTIVO 
(usando la regressione logistica multivariata)

� Solo 5 FATTORI PREDITTIVI contenuti nel modello finale: 

� Early Cleavage

� N°Blastomeri D2 e D3

� Score morfologico

� Presenza dello stadio di morula in D3

� Dimostra una MODERATA CAPACITÀ DISCRIMINANTE (c-statistic 0.70), ben calibrato:

� è in grado di distinguere Embrioni con MAGGIOR POTENZIALE DI Impianto 
ongoing.



ET A ZIGOTE

−  NON risultati conclusivi sull’utilità della MORFOLOGIA dello 
ZIGOTE in ART

� NON ESISTONO EVIDENZE TRA SCORING AL GIORNO 1 e 
IR

L’approccio morfo-cinetico sostiene una correlazione tra morfologia 
e valore prognostico di competenza embrionaria e rischio di aneuploidie



� FRAMMENTAZIONE: potrebbe non avere un impatto sul LBR (anche se > 20%),  
CORRELATO AL BL FORMATION RATE e parametro di valutazione soggettivo

� MULTINUCLEAZIONE: può correlarsi alla coltura ed alla T, ipotizzati differenti 
meccanismi, ha un impatto sul LBR, ma gestita diversamente dai diversi Lab �
coltura prolungata a BL

� TIMING DI DIVISIONE CELLULARE � embrioni troppo lenti o troppo veloci sembrano 

avere un impatto negativo sull’IR

ET allo stadio di 
Clivaggio



Inclusi 10 studi (2027 pazienti), solo 3 studi riportavano LBR

ET in 2 o 3 GIORNATA-parte I

Inclusi 15 studi (2894 donne + 969)

STADIO 
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Strettamente finalizzato agli outcome clinici descritti, seppur con una bassa qualità dell’evidenza 

MEDESIMA COSA TRASFERIRE IN SECONDA O IN TERZA GIORNATA



� Le classificazioni sulla morfologia della Blastocisti 

(Gardner DK et al, Fertil Steril 2000):

� Regolarità ICM

� Regolarità TE

� Grado di espansione � CORRELATO ALLA COMPETENZA EMBRIONARIA

blastocele e cavità 

� richiedente Energia attraverso le ATPasi Na+/K+ sulla membrana basolaterale del TE

� Formante le Tight Junction efficaci per formare la barriera del TE

ET allo stadio di BL



GRADO ESPANSIONE BL 
� Danni all’ET della BL TOTALMENTE ESPANSA



� Collassamento BL

GRADO ESPANSIONE BL 

Sopravvivenza � SUPERIORE nel gruppo di studio (115 Controllo vs 309 COLLASSATE) (97.3 and 74.9 %, 

respectively; p > 0.01). 

Cl.PR e IR � Significativamente (p < 0.01) SUPERIORI nel gruppo di studio (67.2 vs. 41.1 %; 39.1 vs. 24.5 %)

LA RIMOZIONE DEL FLUIDO BLASTOCELE MEDIANTE LASER prima della 

vitrificazione  � AUMENTO SOPRAVVIVENZA, CL. PR ed IR



TRA EMBRIONI E BLASTOCISTI

� ET A BL potrebbe sembrare più VANTAGGIOSO perché:

� Esposizione all’ambiente uterino più simile al ciclo naturale

� Self-selezione dopo l’attivazione del genoma embrionario 
dal D3

� ET A BL potrebbe sembrare più SVANTAGGIOSO perché:

� La coltura in-vitro dopo l’attivazione del genoma 
embrionario potrebbe esser dannosa all’embrione

� Self-selezione in-vitro potrebbe non rispettare la self-
selezione naturale



� Inclusi 27 RCTs (4031 coppie) 

BL vs Cleavage
ET a fresco

2016

STADIO
ET

LBR Cl. PR
CRIO E 

SOVRANN.
CANCELL. 

RATE
MULT.P
R & MR

CLEAVAGE < (29%) < (36%) > (60%) > (1%) =

BL > (32-42%) > (39-46%) < (37-46%) < (2-4%) =

Evidence:
LOW

QUALITY

MODERATE

QUALITY

MODERATE

QUALITY

MODERATE

QUALITY

LOW

QUALITY

but theevidence for thisoutcomewasvery low quality. Thus, although there isabenefit favouring blastocyst transfer in fresh cycles,

it remainsunclear whether theday of transfer impactson cumulative ratesof live birth and pregnancy. Therewasno evidence of a

differencebetween thegroupsin multiplepregnancy and miscarriage rates, but thequality of evIdencewas low. FutureRCTsshould



BL vs Cleavage
ET a fresco

� 33 studi eligibili (12 inclusi)

� 2418 cicli: 1218 stadio di clivaggio (D2-3) + 1200 a BL (D5-6)

NO SUPERIORITÀ BL VS CLIVAGGIO nella pratica clinica

� Servono RCTs addizionali ben disegnati per dare conclusioni più robuste

STADIO
ET

LBR Cl. PR Cum. PR Ong. PR MR
CRIO E 

SOVRANN

CLEAVAGE = = = = = >

BL = = = = = <

Evidence:
LOW

QUALITY

LOW

QUALITY

LOW

QUALITY

LOW

QUALITY

LOW

QUALITY
MODERATE

QUALITY



2 PRINCIPALI ASPETTI hanno rivoluzionato la selezione degli embrioni:

� La consapevolezza che la stimolazione ovarica in IVF può avere effetto 
NEGATIVO SULLA RECETTIVITÀ ENDOMETRIALE e la necessità di 
sincronizzazione tra Embrione ed Endometrio 

(D'Angelo A1 et al, Embryo freezing for preventing ovarian hyperstimulation syndrome. Cochrane Database Syst 

Rev. 2007): � NO differenza tra ET fresco, ET fresco + crio, freeze-all

� Le METODICHE DI CRIOCONSERVAZIONE 

(introduzione dei protocolli di VITRIFICAZIONE) (AbdelHafez FF ET AL, Slow freezing, 

vitrification and ultra-rapid freezing of human embryos: a systematic review and meta-analysis. RBM Online. 2010)



Hanno stimato le CHANCES INDIVIDUALI DI AVERE 1 NATO VIVO:

�Età PAZIENTE (DAI 30 ANNI) � IL principale INDICATORE PREDITTIVO DI LB

�N° OVOCITI RECUPERATI e LA CRIOCONSERVAZIONE EMBRIONARIA
� I SUCCESSIVI PRINCIPALI INDICATI

� Perché CUMULATIVO? 
Generalmente LBR /singolo ET fresco, ma più informativa oggi 
per l’implementazione dei cicli da embrioni crioconservati

Calcolo della stima delle chance CUMULATIVE di LB su 
6 cicli IVF completi (freschi + crio) 
prima del trattamento e dopo il primo ET fresco

253.417 donne trattate con IVF OMOLOGA in UK dal 1999 al 2008 



� 8 studi (7 retrospettivi osservaz. + 1 prospettico) 

� 6590 cicli: 4594 stadio di clivaggio + 1996 a BL

ET da 
Embrioni 

Crioconservati

STADIO
ET

VITRIF

IR 
(I)

Cl. PR (I) LBR Ong. PR Mult. PR MR

CLEAVAGE < = = = = <

BL > = = = = >
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LOW
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LOW

QUALITY



PRESUPPOSTO: LE 2 STRATEGIE PER L’ET da IVF o ICSI:

I. un singolo transfer a fresco + differenti FETs. 

II. L’alternativa è la strategia del « freeze-all» (solo 
FETs). 

Entrambe con differenti strategie di stadi di sviluppo e 
di tecniche di congelamento

NO dati sul Time-to-pregnancy

Strategia del 
“FREEZE-ALL”

STADIO
ET

LBR Cum. LBR PREV.
OHSS

MR Complic. Mult. PR al I 
ET

FRESCO + 
CRIO

= = 
(56%)

< 
(7%)

< > =

FREEZE ALL = = (56-65%) > 
(1-3%)

> < =

Evidence: MODERATE

QUALITY

LOW

QUALITY

LOW

QUALITY

LOW

QUALITY

LOW

QUALITY

LOW

QUALITY

Authors’ conclusions

We found moderate-quality evidence showing that one strategy is not superior to the other in termsof cumulative live birth rates.

Timeto pregnancy wasnot reported, but it can beassumed to beshorter usingaconventional IVF/ICSI strategy in thecaseof similar

cumulative livebirth rates, asembryo transfer isdelayed in a freeze-all strategy. Low-quality evidence suggests that not performing a

fresh transfer lowerstheOHSSrisk for women at risk of OHSS.



� 12 STUDI INCLUSI con SET (molti fattori confondenti� necessità di solidi RCTs))

� No differenze: su cicli da crioconservato

STADIO
ET A FRESCO

PREMAT. 
(<32)

LARGE 
PREMAT. 

(<37)

LOW W. 
(< 2500G)

LARGE FOR 
GEST. AGE

SMALL 
FOR GEST. 

AGE

CLEAVAGE < <
> NEI 
CICLI

< >

BL > >
A 

FRESCO
> <

ET da Embrioni 
Freschi e Crioconservati



� Include 26 studi: Analizzate le complicanze ostetriche e perinatali nelle gravidanze singole 
dopo ET di embrioni (freschi e crioconservati) 

LA GRANDEZZA DEGLI OUTCOMES INVARIATA NEL TEMPO, AUMENTATA LA PRECISIONE)

� I NATI SINGOLI da EMBRIONI CRIOCONSERVATI  
Rischio relativo < di: (Già NOTO DALLA METANALISI CUMULATIVA DAL 2005) �

parto prematuro (0,90; IC 95% 0,84-0,97) 

basso peso alla nascita (0,72; IC 95% 0,67-0,77) 

piccolo per età gestazionale (0,61; 95 % CI 0,56-0,67)

Rischio > di:

disordini ipertensivi della gravidanza (1,29, IC 95% 1,07-1,56) 

elevato peso per età gestazionale (1,54, IC 95% 1,48- 1,61) 

alto peso alla nascita (1,85, IC 95% 1,46-2,33). 

No differenza nel rischio di ANOMALIE CONGENITE E MORTALITÀ PERINATALE

ET da 
Embrioni 

Crioconservati



� 11 studi RCT (1998 � 2007) hanno confrontato trasferimento dell'embrione IN 
CLIVAGGIO con lo stadio a BLASTOCISTI:

� In 5 studi: usati 2 o più embrioni in entrambe le braccia

� 1 studio (Papanikolaou, 2006): 1 embrione allo stadio di clivaggio con 1 allo 
stadio di blastocisti. 

� 1 studio: la singola blastocisti con un singolo stadio di clivaggio 
trasferimento di embrioni (Zech et al., 2007).

CICLI 
FRESCHI

SET

DET

CICLI 
CRIOCONSERVATI

SET

DET

D
E
T

SET � strategia di I PRIMA per DONNE ≤ 39 ANNI
DET � strategia di I PRIMA per 40 ≤ DONNE ≤ 42 ANNI



� Inclusi 14 RCT con 2165 donne

� SET RIPETUTO: PARE LA MIGLIOR OPZIONE per la maggior parte delle pazienti, principalmente 

dimostrato per pazienti giovani a buona prognosi.

SET ripetuto (2 a fresco o 1 fresco + 1 crioconservato: 42%) vs DET (1 DET: 31-44%) (3 studi allo stadio di clivaggio): 
NO DIFFERENZA in termini di CUMULATIVE PR (LOW QUALITY OF EVIDENCE)
SIGNIFICATIVAMENTE DIFFERENTE LE MULTIPLE PR (0-2% VS 13%) (LOW QUALITY OF EVIDENCE)

SET SINGOLO vs DET SINGOLO (2 studi con ET a BL):
SIGNIFICATIVAMENTE DIFFERENTE IL LBR (24-33% vs 45%)  (HIGH QUALITY OF EVIDENCE)
SIGNIFICATIVAMENTE DIFFERENTE il MULTIPLE PR (1-3% VS 14%) (HIGH QUALITY OF EVIDENCE)

SET È ASSOCIATO AD UNA RIDUZIONE DEL LBR RISPETTO AL DET.
SE RIPETUTO, NON ASSOCIATO A DIFFERENZE IN TERMINI DI CUM. PR E 
ASSOCIATO A RIDUZIONE SIGNIFICATIVA DELMULTIPLE PR.

2013





� Conferma dell’Importanza della Somministrazione del Progesterone: 
RISPETTARE IL TIMING DELL’EMBRIONE 

� Considera l’ET a BL PRECOCE
� LA BL PRECOCE potrebbe presentare un minor tasso di aneuploidie (minor abortività)

- Retrospettivo / non privo di fattori confondenti / Timing della BL è centro dipendente



A quando l’ET..per chi? Per cosa? ..
Qual è l’END-POINT?

� Clinical Pregnancy Rate?

� Live birth rate?

� Cumulative Pregnancy Rate?

� Healthy Child? 

� Helthy Mother?

Proposta Studio Multicentrico (10 centri IVF in UK - 1086 donne – 543 per braccio –
durata 4 anni). L’Outcome primario è stato definito: UN NATO SINGOLO A 
TERMINE E NORMOPESO



CONCLUSIONI....
� Se l’end-point è la gravidanza cumulativa � INTUITIVAMENTE ET in fase di 

CLIVAGGIO (Metanalisi con bassa qualità di evidenzia ma non lo conferma)

� Se l’end-point è il peso del bambino alla nascita � ET da Embrioni 
crioconservati

� Se l’end-point è la riduzione di complicanze della paziente (Riduz. Preclapsie, 
Riduz. Aborti, Riduz. Rischio gemellarità monozigote) � CLEAVAGE da fresco

� Se l’end-point è evitare i nati prematuri e ridurre l’abortività � evitare l’ET a BL

� Se l’end-point è la salute della paziente � FREEZE-ALL

� ENDOMETRIO:

Valutare una DIVERSIFICAZIONE tra il supporto luteale dei cicli freschi e 
da crioconservato (Timing d’inizio, dosaggio, la via di somministrazione)

COMPATIBILMENTE COI LIMITI DI QUESTI STUDI E L’ETEROGENEITÀ 
DEGLI OUTCOME CLINICI TENUTI IN ESAME COME END POINT:
� SE PROBLEMATICHE LEGATE ALLA COLTURA IN VITRO �
IMPLEMENTAZIONE DEGLI STUDI CHE NE STANNO VALUTANDO LA 
CORRELAZIONE.
�SE PROBLEMATICHE LEGATE ALL’INFERTILITA’ (ED ALL’ETÀ) �
IMPLEMENTARE MAGGIORMENTE ALTRE STRATEGIE



STANDARDIZZAZIONE del LAB di 
Embriologia Clinica

� Ottimali condizioni di Coltura (uomo e animale) influenzano
� MORFOLOGIA embrionaria 
� La % di Blastulazione
� Il Success Rate
� SOPRAVVIVENZA EMBRIONARIA: 

(IL PRINCIPALE PARAMETRO per misurare l’efficienza dello scongelamento)

� Scelta della BASSA TENSIONE di ossigeno (
� Scelta di incubatori TLI, Conventional or Benchtop (Sciorio R, JARG 2017)

� Scelta terreni di coltura 
(Rinnovare o meno il terreno al D3) e (Sequenziali vs Singoli) 
(Sfontouris et al, J Assist Reprod Genet 2016, A systematic review and meta-analysis of randomized controlled trials)

� Utilizzo di Ridotti Volumi (per minimizzare diluizione di fattori benefici)
� Implementazione di controlli adeguati: EMOGAS (pH)

SONDE AD IMMERSIONE (T) e GasAnalyzer (CO2)
� Ottimali Training e Re-training con 
Monitoraggio delle Competenze 
(Operatore clinico e di Laboratorio)

Harper J et al, HR 2017. 
Adjuncts in the IVF laboratory: where is the 
evidence for 'add-on' interventions?


