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1. INTRODUCCION

1.1. ANTECEDENTES DE LA REPRODUCCION ASISTIDA HUMANA

En el afio 1784, el médico y sacerdote italiano Lazaro Spallanzani, realiz6 la primera
inseminacién en mamiferos con éxito. Esta inseminacion se hizo en perros y la hembra

tuvo tres cachorros (1).

Enl1785 John Hunter, un médico escocés, realizd la primera inseminacion artificial
humana. Fue en un caso en el que el paciente sufria hipospadia, y lo soluciono
recogiendo el semen del paciente en una jeringa caliente y lo inyectd en la vagina de su

mujer (2).

En los siglos diecinueve y veinte se produjeron grandes progresos en medicina, y se
descubrieron sustancias que tenian efectos terapéuticos. Estos avances también se

produjeron en el campo de la fertilidad y la esterilidad.

En 1866, Marion Sims publico6 su principal tratado (3). En él, explica que la infertilidad
y la dismenorrea tienen su origen en la estenosis cervical. Explica que la esterilidad se
debia tratar dilatando el cérvix, bien usando dilatadores o quirurgicamente. También
describe que una mala posicion uterina puede contribuir a la infertilidad, y preferia

métodos clasicos y dejaba la cirugia como ultima opcion.

En esta época la endocrinologia todavia no se conocia y no estaba desarrollada. Se
pensaba que el momento mas adecuado para la fertilidad era durante los 10 dias tras la
menstruacion. También se consiguieron inseminaciones con ¢éxito durante esta €poca.
En 1868 se publicé “The Microscope as an Aid in the Diagnosis and Treatment of
Sterility” (4), en el que se explica el importante papel que juega el microscopio para

examinar la calidad espermatica.

La primera inseminacion artificial de donante, realizada con éxito fue en 1885 (IAD)
(5). Y en 1891 se recuperd un embridon preimplantatorio, esto se consiguid lavando el
oviducto de una coneja. Después de recuperarlo se transfirié a una receptora en la que
continu6 su desarrollo normal (6). Este logro fue muy importante para que los

cientificos se motivasen para desarrollar el cultivo de embriones en el laboratorio.
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Ya en el siglo XX empez6 a desarrollarse la endocrinologia enfocada a la reproduccion

y se empezaron a utilizar las hormonas para estimulaciones e inducciones ovaricas (7).

En 1929 se comienzan a realizar recuentos espermaticos (8). A partir de ese momento

hay una consecucion de avances en reproduccion que seguirdn a lo largo de los afios (9).

En Estados Unidos, en los afios 30, surgieron una seriec de investigadores que
desarrollaron distintos métodos para diagnosticar la infertilidad. Uno de ellos fue Rubin

quien utilizé un test para diagnosticar obstrucciones tubdricas (10).

Un equipo de investigacion de Harvard en 1944, descubrio uno de los avances mas
importantes en reproduccion, la fecundacion in vitro (FIV) de ovocitos humanos. (9, 11,
12). Los embriones nunca se transfirieron al utero, pero fue el primer experimento de

fecundacion in vitro en Estados Unidos.

La primera transferencia con éxito de embriones, en este caso bovinos, tiene lugar en
1951 (13) y también se descubrid la capacitacion espermatica (14,15). También se

publicaron nuevos articulos sobre FIV y sobre el desarrollo embrionario en conejos

(16).

Dos afios después, se publicaron los primeros embarazos logrados tras el usar
espermatozoides criopreservados en hielo seco (a -80°C). Se utilizdé como crioprotector

el glicerol (17).

Hubo que esperar hasta 1958 para que se empezasen a utilizar los primeros extractos de
hormona foliculo-estimulante (FSH) y hormona luteinizante (LH). Y se consiguieron
buenos resultados (18). Ademas se introdujo el citrato de clomifero en formato oral para

la estimulacion ovarica controlada (19).

En el siglo XX también se consiguen obtener los primeros ovocitos humanos mediante
la técnica laparoscopica (20) publicandose nuevas formas para monitorizar la induccion
de la ovulaciéon (21). También se publican los primeros procedimientos de micro

manipulaciéon en gametos animales para facilitar la fecundacion en hamster (22, 23).

El equipo de Monashenen consiguio el primer embarazo por FIV en 1973, aunque la

gestacion s6lo durd unos pocos dias.
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Fue Jean Purdy, en 1977 cuando transfirié6 un embrion en el Gtero materno pero no llego
a embarazo, pero no fue hasta 10 afios después que se consiguid. La fecundacion de los
ovocitos fuera del cuerpo humano, hasta ese momento, habia sido experimental y los
intentos hechos en humanos habian acabado en abortos y en un embarazo ectdpico en

1976.

Hasta que Lesley Brown se sometié a una laparoscopia para obtener un ovocito que fue
fecundado en el laboratorio. Este ovocito se desarrollo hasta el estadio de embrion y fue
posteriormente transferido al ttero. La transferencia de ese embrion dio como resultado
el nacimiento de Louise Brown el 25 de julio de 1978, fue la primera nifia en el mundo

tras fecundacion in vitro e implantacidn embrionaria (24).

El grupo de los doctores Lopata, Leeton, Wood y Trounson consiguieron en 1980 que
naciera el primer bebé en Australia tras FIV. En 1981, nacia en Estados Unidos, el

primer nifo por FIV y con estimulacion ovarica con gonadotropinas.

En 1983 se lograron los primeros embarazos de ovocitos donados. Se introdujo en el
cérvix de la donante de ovocitos el semen. La fecundacion se produjo in vivo, luego los
cigotos fueron retirados mediante un lavado uterino y transferidos a la mujer receptora
(25). Se consiguid el primer embarazo de ovocitos donados mediante FIV 'y
transferencia embrionaria (26). Y en Australia se comunic6 el primer embarazo

proveniente de embriones congelados-descongelados (27).

Se introdujo, en 1984, una técnica nueva relacionada con los gametos, en la que se
transfiere, directamente en la trompa de Falopio, mediante laparoscopia uno o mas

ovocitos que se han mezclado previamente con espermatozoides capacitados (28).

Tiempo después se publico el primer embarazo utilizando una técnica en la cual se

transferian ovocitos fecundados en las trompas (29).

Se publica en 1986 un nuevo método en el que intervienen la ecografia y un método de

biopsia para recoger los ovocitos (30), por lo que la laparoscopia cae en el desuso.

Ese mismo afio se publico el primer nacimiento después de un proceso de congelacion-

descongelacion de ovocitos humanos y posterior FIV y transferencia embrionaria (31).


https://es.wikipedia.org/wiki/Jean_Purdy
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Dos afios mas tarde, se comunico la primera gestaciéon usando una técnica novedosa
llamada subzonal sperm insertion (SUZI), en esta técnica se inyecta uno o varios
espermatozoides directamente a través de la zona pelicida (ZP) y se depositan en el
espacio perivitelino (32). Un afio mds tarde se describid una técnica que facilitaba la
entrada de los espermatozoides en los ovocitos. Se le dio el nombre de partial zonal
dissection (PZD) y consistia en realizar un agujero en la ZP para facilitar la entrada

espermatica (33).

Uno de los hitos mas importante en la Reproduccion Asistida (RA) ocurre de la mano
de Gianpiero Palermo que desarrolld una nueva técnica de reproduccion asistida en
1992, la introduccion de un unico espermatozoide en el interior del citoplasma del
ovocito, la microinyeccion espermatica o ICSI (Intra-Citoplasmic Sperm Inyection). El
ICSI fue un hito muy importante en la historia de la reproduccion asistida y un gran

avance para tratar la esterilidad que tenia un origen masculino (34).

La posibilidad de gestacion se sittia alrededor del 20-30% en cada ovulacion y es al

cabo de un afio, que esta tasa llega casi al 100%.

Fertilidad es cuando una pareja consigue un embarazo de manera espontanea;
esterilidad es la imposibilidad absoluta de concepcion, y la subfertilidad es cuando la
fertilidad estd disminuida. Hay estudios que nos dicen que entre el 10% y el 15% de las
parejas tienen problemas para concebir. En algunas sociedades desarrolladas, este
niamero podria aumentar, esto puede deberse al cambio social que ha hecho que las

parejas retrasen el momento de tener hijos.

La edad de la mujer y en menor medida, la edad del hombre, influyen en la eficiencia de
un ciclo de RA. Hay que tener en cuenta que las mujeres nacen con un numero fijo de
ovocitos, y a partir de la pubertad, con la ovulacion, los ovocitos se van perdiendo en
cada ciclo menstrual. La mujer cuando llega a la menopausia, va agotando su reserva de

ovocitos y la reproduccion ya no es posible.

La RA puede solventar muchos problemas de fertilidad que se dan entre las parejas,
pero lo que no puede resolver es la falta fisiolégica de ovocitos o las anomalias
cromosOmicas que se producen en estos debido a la edad materna, esto provoca una

disminucion en las posibilidades de embarazo.
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Existen diferentes técnicas para resolver problemas de fertilidad, como la inseminacion
artificial tanto de semen de la pareja como de donante, ciclos de FIV, con donacion de
gametos. De estas técnicas la FIV es la técnica que tiene un porcentaje mas elevado de
¢xito En ella se obtienen los ovocitos tras una estimulacién ovarica mediante ecografia
transvaginal, se fecundan los gametos y cuando el embrion estd desarrollado se

transfiere al utero materno.
1.1.2. Antecedentes de la Reproduccion Asistida Humana en Espaiia.

El primer nacimiento mediante FIV en Espafia se consigui6é en 1984, se llamo6 Victoria
Anna y nacio en Barcelona.
Un afio mas tarde nacid el primer nifio de FIV concebido en un laboratorio de la

medicina publica espafiola.

En 1987 se produjo en Espaiia el primer embarazo a término después de una
congelacion y descongelacion de embriones, y en 1988, se dieron a conocer los éxitos

de la donacidn de ovocitos.

En 1992, se produjo el nacimiento del primer bebé cuya fecundacion se realizd por

microinyeccion espermatica.

En las décadas de los afios 80 y 90, los ovocitos se obtenian mediante la técnica de
laparoscopia, mientras que esa técnica cayd en desuso y actualmente se obtienen los
ovocitos mediante la técnica de ecografia, que es una técnica mucho menos traumatica

para las pacientes y mucho mas simple y reproducible.

En los afios 90 y 2000 se fueron poniendo a punto los protocolos de estimulacion, y
también a nivel de laboratorio se fueron elaborando protocolos solidos de cultivo asi
como mejorando técnicas fundamentales como la congelacion y descongelacion de
ovocitos, embriones, tejido ovarico y testicular, y empezaron también los programas de

donacion de ovocitos y de embriones.

En 1993 se comenzo a lavar el semen de hombres seropositivos al virus del VIH, con el
fin de conseguir un embarazo sin riesgo de contagio a la pareja y al bebe. A nivel
mundial y también en ese afio el Instituto Valenciano de Infertilidad (IVI) consiguio el

primer embarazo de Espafa, y segundo del mundo, en el que se utilizaron
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espermatozoides testiculares. En 1995 se consiguio6 el primer embarazo del mundo con

espermatozoides congelados del testiculo de un hombre estéril en el IVI.

Entre los anos 1990 y 2000 aparecié una técnica nueva, fue la de DGP, que desarrollo
en Espana el grupo del doctor Egozcue, con la doctora Francesca Vidal y con el doctor
Josep Santald, y pusieron en marcha el Grupo de Investigacion en Embriones
Preimplantacionales Humanos (GIEPH) consiguiendo la primera gestacion a término de

esta técnica en nuestro pais.

En 1994, se consiguid el primer nacimiento en Espafia tras un ciclo de DGP, en el que

se seleccionaron embriones segun su sexo.

En 2002 nacieron en Espafa los primeros bebés después de la congelacion y

descongelacion de ovocitos.

Cuatro afios después en el afio 2006 se produjo el primer nacimiento en Espafia a partir

de ovocitos madurados in vitro.

En el afio 2007 se logré el primer nacimiento en el mundo de doble vitrificacion, de
ovulo y blastocisto y también en ese mismo afio nacieron los primeros nifios tras la

vitrificacion de ovocitos. El equipo de la Dra. Cobo fue el responsable.

Dos afios mas tarde en 2009, el IVI de Valencia, y el Hospital Universitario Dr. Peset
Aleixandre de Valencia, consiguieron la primera gestacion en Espafia, de un trasplante

de tejido ovarico.

Actualmente existen medios de cultivo y de evaluacion de la calidad embrionaria cada
vez mas novedosos. Son incubadores con sistemas de captura de imagenes continuas
que nos permiten observar en tiempo real el cultivo del embrion y poder evaluar el
desarrollo del embrion de forma continua sin tener que sacarlo del incubador. También
se han descubierto nuevas técnicas de analisis genético, permitiendo tener informacion

del genoma completo del embrion.
1.2. DIAGNOSTICO GENETICO PREIMPLANTACIONAL

1.2.1. Antecedentes del Diagnostico Genético Preimplantacional.
La primera aplicacion del DGP, se publicé en 1990 por el equipo de Alan Handyside.

Para que esto fuese posible tuvieron que sumarse, por un lado, las técnicas de
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reproduccion asistida y por otro la biologia molecular. En este mismo afio se document6
la primera gestacion en humana después de realizarse en los embriones una biopsia, que
era necesaria para determinar el sexo de embriones con riesgo de padecer enfermedades
ligadas al sexo (35). Dos afios mas tarde se publicd el nacimiento de un bebé sano tras

el DGP para la deteccion de la fibrosis quistica (36).

Un aflo después se consiguio el nacimiento de un nifio sin Corea de Huntigton y unos
afios mas tarde, en el afio 2008, se logro el primer bebé histocompatible con un
hermano afecto de beta-talasemia mayor. Este nacimiento se logré gracias al equipo

médico del Hospital Virgen del Rocio de Sevilla.

A lo largo de estos afos se han ido introduciendo nuevas indicaciones para el DGP,
como la histocompatibilidad de embriones con hermanos afectos, diagnosticar también,

enfermedades de aparicion tardias y la predisposicion a ciertos tipos de cancer.

1.2.2. Objetivo del DGP

Se vio que existia una relacion entre ciertos problemas relacionados con la infertilidad y
un aumento en la tasa de embriones con alteraciones cromosoémicas, de forma que el
DGP se empezé a aplicar en grupos de poblacion donde parecia que la seleccion de
embriones sin anomalias en la dotacion cromosémica ocasionaria una ventaja
reproductiva. Asi parece que mujeres que han sufrido multiples abortos, que presentan
fallos de implantacion en tratamientos previos de reproduccion asistida, mujeres de edad
avanzada o incluso en pacientes que tienen una muestra de semen muy pobre existe una
mayor tasa de embriones con aneuploidias en los embriones, por lo que el DGP podria
ayudar a estas parejas a obtener una gestacion. Podriamos definir varios objetivos

concretos del DGP:

- Evitar transferir embriones que no darian lugar a un recién nacido sano en casa.
- Reducir el riesgo de aborto espontaneo.

- Aumentar las tasas de éxito en técnicas de reproduccion asistida.

- Reducir el tiempo hasta conseguir el embarazo.

El DGP se realiza sobre embriones en cultivo, por lo que requiere un tratamiento de
FIV. Para hacer un ciclo de DGP se debe hacer una estimulacion hormonal, para

recuperar un mayor niumero de ovocitos y aumentar el éxito del tratamiento.
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Para realizar la fecundacion de los ovocitos se lleva a cabo un ICSI. Esta técnica se
recomienda frente a una FIV convencional con el fin de evitar andlisis genéticos
incorrectos debido al riesgo de contaminacion por el ADN de los espermatozoides o de
células del cumulo (37). Al igual que en cualquier ciclo de reproduccion asistida se
comprueba la fecundacion a las 16-20 horas siguientes de la microinyeccion y se
cultivan los embriones hasta un estadio de blastocisto (dia 5,6 de cultivo), momento en

que se realiza la biopsia embrionaria del trofoectodermo.

El niimero y la calidad de los embriones obtenidos condicionaran en parte, el éxito de
un DGP. Esta técnica requiere de tecnologia punta y personal altamente cualificado lo

que lo hace un procedimiento técnicamente complejo y costoso. (38).

1.2.3. Analisis en el DGP

En la historia del DGP se han utilizado distintos métodos citoquimicos y moleculares
para identificar los cromosomas. El primer método utilizado fue la hibridacion
fluorescente in situ (FISH), que es una técnica para detectar un fragmento de ADN en

el genoma (Figura 1).

Figura 1. Nucleo euploide XY, analizado por FISH

Se utiliza un fragmento de ADN marcado con fluorescencia que se va a unir a un
fragmento de ADN purificado, posteriormente ese ADN se incuba con todos los
cromosomas del genoma de origen, que se fijo a un portaobjetos de vidrio para ser
observado en un microscopio de fluorescencia. El ADN marcado con fluorescencia se
une a su fragmento correspondiente en uno de los cromosomas. Al observar los
cromosomas con el microscopio de fluorescencia, un cientifico formado, puede saber la

zona donde el fragmento se ha unido al ADN gracias al marcador fluorescente que
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llevaba. Gracias a la fluorescencia podemos conocer la ubicacion del fragmento de

ADN en el genoma de partida.

El siguiente método usado fue Array de hibridacion genémica comparada (Array-

CGH) que permite estudiar la dotacion cromosdmica al completo (los 24 cromosomas).

Durante mucho tiempo se utilizé este protocolo para un diagnostico citogenético pre y
postnatal (39,40). Es una técnica basada en el protocolo de CGH, pero que utiliza
tiempos de hibridacion mas cortos. La técnica de CGH clésica conlleva mucho tiempo y
hace imposible biopsiar en dia 5,6 de desarrollo embrionario y su posterior transferencia
en un ciclo en fresco, es decir, se requiere de la congelacion de los embriones
biopsiados array-CGH combina una amplificacion del genoma completo con el marcaje

fluorescente y la posterior hibridacion con cromosomas normales.

En este tipo de analisis el ADN problema es marcado con fluorescencia en color verde.
Y a la vez un ADN control normal cromosémicamente, se marca en color rojo (Figura

2).

La union de ambos marcajes fluorescentes se hibrida con una plataforma de ADN. Este
chip o array posee un conjunto de moléculas de ADN que representa todo el genoma

humano.

RO N P TP i
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Figura 2.Grifica de drrays-CdH de un embri(;)n“4‘6,X-X+7-1i)

Un escéner analiza la hibridacion y si la cantidad de ADN es normal, el escaner detecta
el color amarillo, que es suma de los colores rojo y verde. En cambio, si una
determinada regién cromosomica esta en exceso o defecto, se detectara el color verde o
rojo respectivamente. Pero este método ha dado paso a la secuenciacidon masiva el NGS
(Next Generation Sequencing) que analiza 25 millones de bases, en 4 horas, con un 99

% de precision (41-47).
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Las plataformas de secuenciacion masiva NGS, se comienzan a comercializar en el afio
2005 siendo una revolucion en la biologia. La secuenciacion tradicional mediante la
tecnologia Sanger ya se conocia y domind la investigacion y el diagndstico molecular
durante dos décadas pero el rapido desarrollo de estos nuevos secuenciadores, siendo
mas precisos, con mejor rendimiento y mas barato el proceso ha permitido que se
expanda rapidamente su uso en el mundo cientifico para la secuenciacion de genomas
completos(48-50) resecuenciacion dirigida de zonas concretas del genoma (51-54),
secuenciacion de transcriptomas completo (RNA-Seq) (55) identificacion de
microRNAs (56) estudios de interaccion proteina-DNA (ChIP-seq) (57) o estudios de

metilacion entre otros (58) .

En los ultimos 10 afios, se han producido grandes avances en la velocidad, rendimiento
y lectura, lo que ha hecho que se den un gran nimero de nuevas aplicaciones de NGS en

la clinica, investigacion basica o en investigacion transversal.

El analisis por NGS, nos ha permitido obtener miles o millones de fragmentos de ADN
en un unico proceso, esto hace posible la secuenciacion en poco tiempo. Todas estas

plataformas de NGS comparten algunas caracteristicas:

- Fragmentacion al azar del ADN y unidén de adaptadores especificos a ambos lados de

cada molécula.

- Se amplifica la libreria de ADN mediante fragmentos unidos por unos adaptadores, a
una superficie s6lida como pueden ser las microesferas o directamente a la placa de

secuenciacion.

- Secuenciacion masiva y paralela.

- Lecturas cortas.

- Se pueden leer los extremos del mismo fragmento de ADN, facilitando la

identificacion de variantes estructurales.

A pesar de todos estos puntos comunes, luego cada plataforma de NGS se basa en unos

procedimientos quimicos distintos que producen diferencias cualitativas y cuantitativas.
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confidence filter: 0.1

Figura 3. Grafica del resultado por NGS de un embrion aneuploide -10,+11,+16

Se generan unas graficas mostrando el numero de lecturas NGS a lo largo de los 24

cromosomas y mostrando si existen aneuploidias (Figura 3).

El NGS, ha supuesto una revolucion en la investigacion genética, ya que permiten la
secuenciacion masiva del ADN a un buen coste. La tecnologia del NGS aplicada al
DGP da la posibilidad de tener un alto numero de lecturas distribuidas uniformemente
por todo el genoma del embridon, para detectar las anomalias cromosdémicas

estructurales, asi como los defectos de un Unico gen.
Analisis de ADN para mutaciones de genes: Polimerase Chain Reaction (PCR).

Esta técnica nos permite identificar mutaciones puntuales en el ADN. Se utiliza para
detectar enfermedades monogénicas, es decir enfermedades causadas por mutaciones
especificas que alteran un unico gen. Para detectar la presencia o ausencia de una
determinada mutacion es necesario amplificar el material genético. Para conseguir la

cantidad adecuada de ADN se utiliza la técnica de PCR.

Es importante realizar la inseminacion de los ovocitos mediante ICSI, para evitar una
posible amplificacion de ADN de espermatozoides que puedan permanecer adheridos a

la ZP.

La PCR se realiza en tres pasos: 1°. Se separan las cadenas que forman la molécula de
ADN y que se quiere amplificar, para ello se somete a la molécula de ADN a altas
temperaturas proximas a la ebullicion. Estas cadenas actuaran como molde para fabricar
la cadena complementaria. 2°.Para que cada cebador se una a su region especifica dentro
del ADN, se baja la temperatura 3°. En el Gltimo paso se genera la cadena de ADN
complementaria por medio de la ADN polimerasa. Cada una de las moléculas generadas

de ADN puede volver al proceso y poder servir como molde para fabricar mas copias.
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Por tanto después de 20 ciclos podemos tener hasta 1 millon de copias de una molécula

de ADN.

La PCR tiene una sensibilidad muy alta, pero con algunos defectos, es una técnica
cualitativa no cuantitativa, es decir, puede detectar la presencia o ausencia de los
cromosomas; también tiene una alta probabilidad de obtener falsos positivos por
contaminacion. Para que esto no ocurra, es necesario que se optimice la secuencia de los

cebadores y también la temperatura para que se puedan unir al ADN correctamente.

Por otro lado, para solucionar el problema de la cuantificacidon se han creado una serie
de modificaciones sobre el protocolo de la PCR original, esto da lugar a la PCR
cuantitativa. Existen varios métodos de PCR cuantitativa, aunque casi todos basados en
el uso de otra sonda de ADN complementario al que queremos amplificar. Esta sonda
lleva unida una molécula fluorescente y una molécula que inhibe esta fluorescencia, por
lo que cuando la sonda es retirada de su sitio, por acciéon de la ADN polimerasa, la
molécula fluorescente se libera de la accion de la molécula inhibidora de fluorescencia y

emite fluorescencia.

Aquellas parejas que padezcan una enfermedad monogénica o sospechen que puedan
ser portadoras por tener un hijo anterior afecto o antecedentes familiares de dicha
enfermedad pueden acudir a esta técnica para lograr un descenciente sano sin la
enfermedad. Antes de empezar el ciclo de RA con DGP, es necesario hacer un estudio
familiar para identificar exactamente la mutacidon que les provoca la enfermedad y

estudiar el método mas 6ptimo para realizar la PCR.

Se ha de disenar para cada enfermedad monogénica concreta, un protocolo distinto de

PCR

1.2.4. Indicaciones Clinicas del DGP
La Ley 14/ 2006 para técnicas de Reproduccion Asistida, en su articulo 12 define una
serie de casos en los que estd permitido realizar el DGP, asi se podria utilizar esta

técnica en los siguientes casos:

La deteccion de enfermedades hereditarias graves, de apariciones precoces y no
susceptibles de tratamiento curativo posnatal con arreglo a los conocimientos cientificos
actuales, con objeto de llevar a cabo la seleccion embrionaria de los embriones no

afectos para su transferencia.
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La deteccion de otras alteraciones que puedan comprometer la viabilidad del embrion.
En relacion a estas definiciones, el DGP se aplica en las siguientes indicaciones clinicas:
- Alteraciones cromosOmicas numéricas o estructurales (cariotipo anormal)

- Alteraciones en un gen (enfermedades monogénicas)

- Enfermedades ligadas al sexo

- Abortos de repeticion

- Fallo de implantacion

- Edad materna avanzada

- Factor masculino severo

Se definen dos tipos de DGP, dependiendo del tipo de indicacion con la que se trabaje,

asi diferenciaremos entre PGT-M, PGT-A, PGT-SR
PGT- M y PGT-SR

En sus siglas en inglés (Preimplantational Genetic Testing for Monogenic Diseases
and Preimplantation Genetic Testing for Structural Diseases), hace referencia a todas

aquellas indicaciones en las que se conoce la alteracion, ya sea génica o cromosomica.
PGT-A

Procede de sus siglas en inglés (Preimplantational Genetic Test for Aneuploidy). Se
trata de detectar embriones cromosdmicamente normales en pacientes subfértiles. Estos
pacientes no son portadores de ninguna alteracion cromosémica o génica, pero remiten
problemas de fertilidad y estudiando su historia clinica esos problemas pueden estar
relacionados con una mayor tasa de aneuploidias en los embriones. Existen datos que
demuestran que este tipo de indicaciones esta asociado a un aumento en la tasa de
aneuploidias embrionarias (59-64). Esta es la principal indicacién para DGP en todo el
mundo (65), aunque ya estan claros los beneficios del diagndstico genético, siempre ha
creado en la comunidad cientifica un gran debate en torno a los beneficios e
inconvenientes que podria aportar esta técnica (66-69). Podemos diferenciar entre las

siguientes indicaciones:
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Alteraciones del cariotipo

Todos los portadores de anomalias cromosdmicas. Se ha publicado que 1 de cada 500
nacidos es portador de alguna anomalia cromosomica (70) y dentro de la poblacion
general un 0,6% son portadores de anomalias cromosomicas. El 3,2% en parejas con
mas de 10 fallos de reproduccion asistida y el 9,2% en parejas con tres 0 mas abortos

consecutivos durante el primer trimestre (71).

Existen dos tipos de anomalias cromosdmicas: numéricas (aneuploidias como el
sindrome de Down o que originen abortos de repeticion) y estructurales (translocaciones
reciprocas y robertsonianas, inversiones, delecciones). Estas anomalias cromosémicas
suelen deberse a un error en la gametogénesis viéndose afectado por lo tanto el 6vulo o
el espermatozoide y dando lugar en la fecundacion a un embridn con una anomalia
cromosomica. La mayor parte de las veces, los embriones que poseen una cantidad
anormal de cromosomas o alteraciones estructurales, no sobreviven y dan lugar a un
aborto espontaneo durante el primer trimestre del embarazo. Por lo tanto, en estas
parejas, sobre todo las que portan alteraciones estructurales, lo importante no es solo
conseguir una gestacion, sino una vez conseguida esta disminuir el riesgo de aborto. En
este tipo de alteracion no es valido dejar los embriones evolucionar hasta el estadio de
blastocisto sin realizar DGP como seleccion ya que muchos consiguen alcanzar el

estadio de blastocisto y posteriormente se traducen en abortos (72-73).
Enfermedades monogénicas

Aquellas enfermedades hereditarias originadas por la mutacion o alteracion en la

secuencia de ADN de un tUnico gen.

Como resultado de la mutacion en el ADN se produce una proteina distinta de la que
ese gen es responsable Pueden ser que no se sintetice la proteina, que se fabrique en
exceso, en poca cantidad o se forme una proteina diferente, lo que puede provocar una
alteracion organica que se manifieste en varios 6rganos del cuerpo produciendo asi una

enfermedad monogénica.

En este tipo de enfermedades encontramos dos herencias distintas: monogénica
dominante, cuando se requiere tan solo una copia del gen afectado para padecer la
enfermedad, y monogénica recesiva cuando es necesario que estén afectadas dos copias

del gen para padecer la enfermedad.
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Enfermedades ligadas al sexo

Asi se determina cualquier caracter determinado por un gen situado en algun

cromosoma sexual, X o Y. Podemos clasificar estas enfermedades en dos tipos:

- Tipo dominante, la mutacion en uno de los genes de tan solo uno de los progenitores

es capaz de originar la enfermedad, siendo el gen del otro progenitor normal. Para este
caso de herencia dominante ligada al cromosoma X, si la madre es portadora del gen X
anormal, existe un riesgo de que el 50% de la descendencia presente este gen anormal y

por lo tanto manifieste la enfermedad

- Tipo recesiva, las dos copias del gen (paterna y materna) deben estar alteradas para
expresar la enfermedad. Si s6lo es anormal uno de los genes, la enfermedad no se
manifiesta o su manifestacion es muy leve; estos individuos son portadores de la
enfermedad y pueden transmitirla a su descendencia. En general, en este tipo de
enfermedades nos encontramos con que los descendientes varones tienen un riesgo de
heredar la enfermedad del 50% (siempre y cuando el portador sea la madre y la
enfermedad estd ligada al cromosoma X), mientras que las mujeres suelen ser

portadoras de la enfermedad.

Los embriones de sexo masculino poseen un riesgo del 50% de contener la enfermedad,
mientras que los embriones de sexo femenino como mucho seran portadores de la
enfermedad, pero asi estariamos descartando los varones portadores por lo que es mejor
detectar y diferenciar los varones o hembras portadoras de los sanas mediante el empleo

de la técnica PCR, siempre y cuando sea posible.

Existen alrededor de 300 enfermedades de este tipo 67 (74), los mas destacados son la
hemofilia, la distrofia muscular de Duchenne, el sindrome de Turner (mujeres que
tienen un solo cromosoma X en lugar de dos), el sindrome de Klinefelter (varones que
poseen 47 cromosomas, entre ellos 2 cromosomas X y uno Y, a veces incluso mas de 2
cromosomas X), el sindrome de Lesch-Nyham, la adrenoleucodistrofia y muchos otros

68(75).
Aborto de repeticion

Pacientes en las cuales se han producido dos o mas pérdidas de gestacion antes de la

semana 20 de embarazo. Se suele indicar con mas de dos abortos incluidos aquellas que
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no son consecutivas, ya que la probabilidad de volver a abortar tras 2 o 3 abortos es
similar (24-30% vs 30-33%). Alrededor de un 10% de todas las gestaciones clinicas
certificadas terminan en una pérdida del feto (76). Y de un 50-60% de los abortos que se
producen en mujeres con dos o mas abortos previos es debido a anomalias

cromosdmicas (77).

En la mayoria de los casos, nos encontramos con padres con un cariotipo normal, por lo

que la causa radicaria en fallos en la gametogénesis o en el desarrollo embrionario.

En la mayoria de los abortos causados por cromosomopatias, las trisomias son las
responsables (71) y en numerosos estudios se ha visto que, en primer lugar, existe una
notable variacidn entre trisomias de origen paterno y la etapa meidtica causante del
cromosoma adicional. Por ejemplo, los errores paternos representan casi el 50% de los
47, XXY y la trisomia del cromosoma 2, pero solo del 5 al 10% de la mayoria de las
otras trisomias, y rara vez, si es que alguna, son la causa de la trisomia 16 (72-80) De
manera similar, la importancia de los errores en la meiosis primera y la meiosis segunda
varia entre los cromosomas. Por ejemplo, entre las trisomias derivadas de la madre, la
mayoria, si no todas, parecen deberse a errores en la primera meiosis, pero para las
trisomias de los cromosomas sexuales, un tercio de los casos son asociado con errores
en la segunda meiosis, y para la trisomia 18 la mayoria parecen deberse a una no
disyuncion en la meiosis II  (73). Entonces, parece probable que hay efectos

cromosoma-especificos que influyen en los patrones de no disyuncion.

Sin embargo, por encima de esta variacion especifica del cromosoma hay al menos un
tema general y es que los errores predominantes entre casi todas las trisomias son de
origen materno y se producen en la primera division meidtica. Esto, tal vez no sea tan
sorprendente ya que la primera division en las mujeres se inicia antes del nacimiento y
no se completa hasta el momento de la ovulacién e involucra comportamientos
cromosOmicos Unicos para segregar cromosomas homologos en lugar de cromatidas

hermanas.

Diversos autores han demostrado que la aplicacion de DGP en estos pacientes provoca
un aumento de las tasas de gestacion e implantacidn y un descenso de las tasas de

aborto (81-82).
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Aun asi, debemos conocer que en este tipo de pacientes existe otros factores de riesgo
que pueden ser la causa de esos abortos, como son: Trombofilia familiar,

Hipofibrinolisis familiar y Sindrome anticuerpo antifosfolipidico.
Fallo de implantacion

Definido como aquellos grupos de pacientes con tres o mas fallos en intentos de
fecundacion in vitro o fallo de gestacién después de transferir embriones de buena

calidad.

Estos fallos de implantacion pueden ser originados por causas multiples y poco
definidos como pueden ser defectos en la relacion embridon-endometrio, malformaciones
uterinas, genes implicados en la implantacion, factores inmunologicos, infecciones...
Por otro lado, se ha descrito que existe un aumento de la tasa de aneuploidias
cromosOmicas en embriones de mujeres con 2 o mas fallo de implantacion (53-57). En
este sentido el DGP es una herramienta que ayuda a mejorar las tasas de gestacion e

implantacion (51,56).

En trabajos recientemente publicados encontraron que los fallos de implantacion,
después de tres transferencias de embriones euploides, con endometrios
morfologicamente normales, s6lo en un 5% se vuelve a producir un fallo de
implantacion. Esto apoya el concepto de que los fallos de implantacion en
Reproduccion  Asistida se deben principalmente a causas embrionarias en

aproximadamente un 95% (83,84)
Edad materna avanzada

Generalmente esta definido como mujeres mayores de 38 afios, en las cuales existe un
mayor porcentaje de ovocitos aneuploides dando lugar a embriones con anomalias
cromosOmicas. Actualmente muchos grupos utilizan esta indicacion en mujeres
mayores de 38 afos. Parece que la incidencia de aborto con anomalias cromosdmicas es
del 82% en mujeres de 40 anos o mas (85). Estudiando la tasa de aneuploidias en los
ovocitos de pacientes mayores de 39 afios se ha observado un valor superior al 70%. Se
ha visto que la anomalia mas frecuente en estos pacientes es la monosomia, mas comin
que la trisomia (86,87). Quizés todas estas monosomias, pueden alcanzar el estadio de
blastocisto (88), por lo que la simple eleccion de embriones que llegan a blastocisto no

es suficiente como método de seleccion de embriones para transferir.
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En esta indicacion si conseguimos obtener embriones cromosémicamente normales para
ser transferidos, tienen una alta probabilidad de gestacion. Por tanto, se da el aumento

de la tasa de gestacion por transferencia y una disminucion de la tasa de aborto (89-91,
62).

Factor masculino severo

Esta indicacion hace referencia a aquellos pacientes que muestran unos parametros de
semen muy alterados. Se sabe que las anomalias en los parametros espermaticos afectan
a un ciclo de reproduccion asistida, de manera que se aprecia una bajada de la tasa de
fecundacion y gestacion y un aumento de la tasa de aborto (92-96). Ademas, existe un
incremento en la incidencia de aneuploidias en los espermatozoides de pacientes
infértiles comparados con donantes (97-101). De hecho, se ha visto una correlacion
inversa entre la concentracion espermadtica y la tasa de aneuploidias en espermatozoides
(102,103), lo que provoca que embriones procedentes de pacientes azoospermicos
tengan mayor tasa de anomalias cromosdémicas que los que proceden de pacientes

normozoospermicos u oligozoospérmicos (104,105).

Parece ser que los pacientes con una alteracion grave de los pardmetros seminales,
tienen una mayor tasa de anomalias cromosdémicas tanto en los espermatozoides con
morfologia anormal como normal, por lo que la seleccion morfolégica del

espermatozoide mediante ICSI no es un proceso en estos casos, y hace necesario el

empleo de DGP (106).

1.2.5. Limitaciones del DGP
- Son necesarias unas condiciones Optimas de cultivo para que los embriones

evolucionen hasta el estadio de blastocisto y poder hacer la biopsia de trofoectodermo.

- También es necesario que el programa de vitrificacion de embriones esté optimizado
porque todos los embriones de diagndstico genético se van a vitrificar a la espera de los

resultados.
- Es necesaria una especializacion y formacion extensa para realizar la biopsia.

- Sigue existiendo un porcentaje de embriones que no tienen resultado después de hacer

la biopsia, este nimero es pequefio y puede resolverse rebiopsiando el embrion.
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1.2.6. Error diagnéstico del DGP

En un tratamiento de FIV y en concreto en un tratamiento de FIV con DGP, intervienen
muchos factores y de su correcta ejecucion depende el éxito de los mismos. Se pretende
transferir un embrion libre de anomalias cromosoémicas o libres de alguna enfermedad

grave y para ello todos los procesos son muy cuidados pero en ocasiones puede que algo

falle.

Puede ocurrir que se dé el nacimiento de un nifio afecto por un diagnodstico con
informacion limitada o porque nazca con una enfermedad diferente a la que se le aplicod

la prueba.

Algunos diagnosticos erroneos han sido con riesgos calculados pero con unos resultados

que no eran deseados.

Se debe hablar de un diagnostico erroneo cuando ha existido un fallo en un
procedimiento técnico, también cuando ese diagnostico ha sido inexacto o interpretado

de forma incorrecta.

También existen errores independientes de la técnica, como errores humanos al
etiquetar las muestras, al identificarlas...Estos errores son evitables y los primeros que

deben identificarse y eliminarse,

* Error diagnostico adverso: estos errores se llaman asi porque la consecuencia de
ellos es grave para el paciente. Este tipo de errores se dan cuando nace un nifio afecto de
la enfermedad que hemos estudiado, provocando graves consecuencias en los pacientes

y también en los técnicos que han analizado las muestras.
* Error diagnostico benigno: cuando las consecuencias del error no son graves.

Para que no se produzcan estos errores es necesario realizar auditorias de calidad y

técnicas para poder identificar posibles errores.

Siempre se debe identificar el error, las posibles causas de que se haya producido y

tomar medidas para que no vuelva a ocurrir.

ADO (Allele Drop-out): este fendmeno se da cuando se amplifica una tnica célula y
puede llevar a un diagnostico erroneo del embrion. Lo que sucede es que se produce un

fallo de amplificacion de uno de los alelos donde se sitGia un marcador concreto, y se
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interpreta como homocigoto un embrion que es heterocigoto. En los casos en los que se
estd analizando una enfermedad monogénica dominante puede ser relevante este hecho
ya que puede que no amplifique el alelo portador de la enfermedad. En la mayoria de las
publicaciones se publican datos para la PCR con una eficiencia de amplificacion

alrededor del 80% y tasas de ADO del 10%.

Contaminacion: se puede dar contaminacion por las células del cimulo o las células
espermaticas, por ello se deben extremar las precauciones realizando los procedimientos
correctos. En los casos de DGP se recomienda el ICSI para realizarse la inseminacion
de los ovocitos. Asi evitamos que en las muestras de estudio haya ADN procedente del

padre y de la madre y se d¢ un diagnostico errdneo.

También puede darse contaminacion de ADN por incorrecta manipulacion del operador

o por amplicones de las PCRs.

Disomia uniparental: esta causa teorica puede provocar que se identifique un embrioén

heterocigotico como homocig6tico cuando se analiza s6lo una mutacion.

Con la técnica de la PCR multiplex pueden darse patrones que parecen haploides en

blastdomeros, pero que también podrian ser disomias uniparentales.

Presencia de mosaicismo cromosomico: el mosaicismo embrionario esta presente en
las primeras etapas de su desarrollo y puede llevar a error. Ya que se analizan células

del trofoectodermo que puede que no sean representativas del embrion.

Es dificil establecer un porcentaje de error debido al mosaicismo ya que hay una

variabilidad muy alta entre distintos laboratorios.

1.3. FACTORES EXTRINSECOS

1.3.1. Concentracion de oxigeno:

En los ciclos de diagndstico genético preimplantacional, es muy importante que el
embrion evolucione hasta su dia cinco de desarrollo y ademads lo haga de forma 6ptima
para que pueda dar gestacion después de ser sometido a la biopsia embrionaria. Por eso,

necesitamos optimizar las condiciones de cultivo que rodean al embrion. El oxigeno

22



INTRODUCCION

(O,) es uno de los factores extrinsecos al embrion que forma parte del cultivo y que
debemos tener en cuenta, ya que tradicionalmente los embriones se han cultivado a
concentraciones de O, superiores a las que hay dentro del utero y las trompas de

mamiferos que fluctua entre 2-8% (107,108)(Figura 4).

g (“A ) ‘m“ e

Ovari Oviducto 6-8% Utero
vario 0, 1.5-5% O,

Figura 4.Concentraccion de Oxigeno en ovario, trompas y ttero de distintos mamiferos

Diversos autores indican que una concentracion alta de O, puede afectar al metabolismo

embrionario a la tasa de aneuploidias y a la expresion génica.

Una alta concentracion de oxigeno puede crear excesivas especies reactivas de oxigeno

(ROS) produciendo apoptosis y fragmentacion (Figura 5).

También pueden producir una division retardada, pérdida de fluidez de la membrana

celular y dafios en las proteinas, lipidos y ADN.
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Homeostasis
Metabdlica

Redox, HIF, :

20% O, | —— ROS? vylo sy
A0, Homeostasis
Interrumpida

Figura 5. Las especies reactivas (ROS) pueden interrumpir la homeostasis celular

Hay numerosos estudios que nos dicen que la baja concentracion de oxigeno mejora la
calidad de los embriones, asi como las tasas de embarazo y de recién nacido vivo (109-

111)

1.3.2. Estimulacion

Desde el inicio de la reproduccion asistida en humanos, uno de los principales objetivos
ha sido conseguir un embrion de buena calidad morfologica que pueda producir
gestacion (112-114). Para ello se han desarrollado mejores medios de cultivo con
concentraciones de nutrientes similares a las que hay dentro del cuerpo de la mujer
(115) lo que ha llevado a mejores resultados y a conseguir mas nacimientos. Los medios
de cultivo embrionarios siguen estando de actualidad y se estudian como base para la
obtencion de embriones de buena calidad, incluso en los ultimos afios se ha observado
su influencia en la morfocinética embrionaria con las nuevas tecnologias de time-lapse
(116). Pero no podemos tener un embrion de buena calidad si no tenemos embriones
con los que trabajar, por eso otro de los grandes objetivos ha sido conseguir mayor
numero de ovocitos para poder trabajar. El primer embarazo humano logrado con FIV

fue el resultado de un ovocito recuperado en un ciclo natural, pero rdpidamente se vio
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que este método tenia varios problemas, la necesidad de llevar a cabo varios controles
con una baja tasa de éxito y alta de cancelacion. Fue entonces cuando se comenzd a
hacer uso de la estimulacion ovérica con gonadotropinas para inducir un crecimiento
folicular multiple y obtener un mayor niimero de ovocitos y embriones candidatos a ser
transferidos, factores que conducen a un aumento de las tasas de éxito en las técnicas de

reproduccion asistida (TRA)(Figura 6).

Las altas expectativas creadas por el uso de gonadotropinas, se vieron en parte
empafiadas por la preocupacion sobre el posible efecto perjudicial sobre la calidad
ovocitaria y embrionaria, no s6lo desde el punto de vista morfologico y estructural sino

también cromosdémico.

El tinico modo de determinar con certeza la incidencia de aneuploidias en los embriones
humanos seria estudiar aquellos fecundados in vivo, procedentes de mujeres con
fertilidad probada y esto, claramente, no es posible, ya que para analizar un embridn se
precisa la realizacion de un tratamiento de FIV. Esto hace imposible determinar el grado
de implicacion que podrian tener la estimulacion hormonal y las condiciones
ambientales de la FIV sobre las anomalias cromosomicas. En este sentido, las
gonadotropinas podrian intervenir en la génesis de aneuploidias al afectar al proceso de
segregacion cromosomica durante la meiosis. Este hecho parece tener una correlacion
positiva con la dosis de gonadotropinas (117), asi como con la respuesta elevada a la

estimulacion ovarica (118).

Por otro lado, diversos estudios han demostrado como la tasa de anomalias
cromosOmicas aumenta conforme se incrementa el nimero de ovocitos obtenidos,
independientemente de las dosis de gonadotropinas administradas. Es decir, la respuesta
alta a la estimulacién ovérica compromete la calidad del ovocito y, por tanto, esta
asociada con una alta tasa de embriones aneuploides. Se ha sugerido que esto es debido
a una inmadurez citoplasmatica (119), ya que en pacientes altas respondedoras la
induccion de la ovulacion se lleva a cabo cuando muchos foliculos no son maduros
todavia y ello conlleva a error es en la segregacion cromosémica. Un ejemplo es lo que
ocurre en las donantes de ovocitos, en las que, a pesar de ser mujeres jovenes y fértiles,
la mitad de los embriones generados son cromosdémicamente anormales (120). Lo cierto
es que, independientemente del niimero de ovocitos obtenidos y de la dosis de

gonadotrofinas utilizadas, el nimero de embriones cromosdémicamente normales es
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relativamente constante en mujeres jovenes, oscilando entre 2 y 6 embriones normales
por ciclo de estimulacion (121). Por tanto, no por estimular con dosis mas altas vamos a
obtener un mayor nimero de embriones euploides, sino que, lo que obtengamos por

encima de cierto nivel, no sera de buena calidad.

Descandena ovulacion

estradiol sérico cada 24-48h heGoGnGnRH
hasta foliculo >18mm

Estimulacion ovarica: gonadotropinas

Figura 6.Esquema de un ciclo de estimulacion ovarica controlada para FIV sin incluir los
supresores hipofisarios (agonistas y antagonistas de GnRH).

1.3.3 Vitrificacion
En cuanto al origen de los ovocitos existen estudios que nos indican que la congelacion
produce la despolimerizacion del huso, sin embargo, aquellos ovocitos que son capaces

de repolimerizar el huso, presentan una alta capacidad implantatoria (122-123) (Figura

7).
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Temp: 37°C
Tiempo: 16:12:35

Temp: 25°C
Tiempo: 16:24:02

Figura 7. Fotografias hechas con Qosight® Imagen System, del huso meidtico de un
ovocito desvitrificado

En humanos existen varios estudios, en algunos de ellos la vitrificacion afecta a la
expresion de diversos genes (124-125) y en otros no afecta (126). Por lo que es

necesario introducir la vitrificacidén como un factor extrinseco para estudio.

1.3.4 Factor humano.

En los ultimos afios con las nuevas técnicas de andlisis de los preembriones, se han
podido estudiar los mosaicismos embrionarios, donde conviven células de distinta
dotacion cromosomica en el mismo preembrion. Estos avances han hecho que se
estudien factores extrinsecos, como los protocolos de trabajo de distintos laboratorios,
las personas que realizan la biopsia o la hora a la que se realiza dicha biopsia. Los
ultimos estudios publicados al respecto nos muestra que si hay diferencias entre clinicas
en el porcentaje de mosaicismo (127), estudiaron el tipo de estimulacion de las
donantes, la dosis de FSH suministrada a las donantes, la forma de seleccion de las
mismas, el ginecdlogo que realizaba la puncion ovérica, el tipo de cultivo embrionario,
las técnicas de biopsia... y encontraron que aunque no sabian con exactitud qué técnica
empleada en cada clinica era la que mas influencia tenia, si que vieron que los datos
eran estadisticamente significativos entre clinicas. Es necesario un estudio como éste

para saber como influimos con nuestros protocolos de trabajo en los embriones.
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1.4. FACTORES INTRINSECOS

1.4.1 indice de masa corporal.
El indice de Masa Corporal (IMC) relaciona el peso de una persona con su estatura y
sirve para conocer si nos encontramos dentro de un intervalo 6ptimo. Para calcular el
IMC hay que utilizar la férmula:
IMC = Peso (kg) / Altura? (m?).
La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) define que el estado nutricional del ser

humano es saludable cuando el IMC se encuentra entre 18,50 y 24,99 (128)
La clasificacion del estado nutricional en funcion del IMC de cada persona:
IMC < 18 Kg/m; Delgadez

IMC 18-25 Kg/m; Normal

IMC 25-30 Kg/m, Sobrepeso

IMC 30-45 Kg/m, Obesidad

IMC > 45 Kg/m, Obesidad morbida

Se recomienda que todas las mujeres que estdn buscando embarazo tengan un IMC
Optimo, para evitar no solo los problemas de fertilidad, sino también problemas en el

embarazo que podria afectar la salud del futuro bebe.

A nivel mundial el sobrepeso y la obesidad se han convertido en uno de los problemas
de salud mas importante, ya que ese exceso de peso aumenta el riesgo de sufrir

enfermedades cardiovasculares, hipertension y diabetes (129-130).

La obesidad también afecta en gran medida a la capacidad reproductiva de las parejas,
ya que reduce la probabilidad de concebir de forma natural y, también, disminuye el

éxito de un tratamiento de reproduccion asistida (131-135).

Esto es debido a que la grasa corporal tiene un efecto sobre la produccion de estrogenos
y el bloqueo de la GnRH, que es responsable a su vez de regular el funcionamiento de la

hipéfisis y la liberacion de las hormonas FSH y LH.
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Esta disfunciéon hormonal tiene efecto tanto en los ciclos menstruales de la mujer como

en la produccion espermatica de los varones.

El aumento de estrégenos, en las mujeres con sobrepeso, afecta al eje reproductivo

hipotalamo-hipo6fisis-ovarios y provoca alteraciones como:

- Ciclos menstruales irregulares.

- Anovulacion.

- Alteraciones en el endometrio.

- Mayor riesgo en cirugias reproductivas.

- Resistencia a la insulina y asociacion con el sindrome de ovarios poliquisticos (SOP)
- Riesgo de aborto espontaneo

- Mayor riesgo de complicaciones en el embarazo: hipertension, diabetes gestacional,

malformaciones congénitas, alto peso al nacer, parto por cesarea, etc.

Si estudiamos las TRA, las mujeres con obesidad o con sobrepeso, presentan una menor

tasa de gestacion debido a multitud de problemas que pueden surgir durante el ciclo:

- Resistencia a las gonadotropinas, por lo que necesitaran una mayor dosis hormonal en

la estimulacion ovéarica

- Asincronia folicular y obtencion de dvulos inmaduros

- Baja respuesta a la estimulacion

- Mayor riesgo de cancelacion del ciclo de RA.

- Aumenta el riesgo de complicaciones durante la puncion folicular
- Menor tasa de fecundacion

- Peor calidad embrionaria

En cuanto a las aneuploidias no se ha visto que haya mas embriones aneuploides en
pacientes con obesidad, pero si que se ha visto una mayor tasa de aborto una vez que se

ha transferido un embrién euploide (136-140).
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1.4.2. El grosor endometrial.

Un adecuado grosor endometrial es crucial para una eficiente placentacion e invasion
del trofoblasto (Figura 8). Defectos en la placentacion incrementan el riesgo de
complicaciones obstétricas tales como problemas en el crecimiento fetal o bajo peso al
nacer (141). Aunque hay nacimientos descritos con endometrios finos (142) la mayoria
de los autores consideran que son niveles suboptimos (143-146) (Figura 9). Estd bien
establecido que la tasa de embarazo disminuye con endometrios por debajo de 7mm

(147).

Figura 8. Endometrio trilaminar Figura 9. Endometrio lineal

1.4.3. Edad Materna

Esta descrito ampliamente que la tasa de embriones aneuploides aumenta con la edad,
llegando a ser muy alta, alrededor del 80%, a partir de los 40 afios. En pacientes de 26 a
30 afios hay un bajo riesgo de tener embriones aneuploides pero a partir de esa edad
empieza a crecer esta tasa. También aumenta el riesgo de tener anomalias complejas, es

decir, que haya varias anomalias en un mismo embrion (148).

Hay numerosos estudios que indican que el DGP es beneficioso para pacientes de edad
materna avanzada reduciendo notablemente la tasa de aborto y aumentando la tasa de

embarazo (149,150)

A pesar de esta mejoria, siguen existiendo abortos y fallos de embarazo que no estan

causados por las aneuploidias. Por eso, quisimos estudiar el factor de la edad materna
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como factor intrinseco posible causante del aborto después de la transferencia de un

embrion euploide.

1.4.4 Edad Paterna

Durante la ultima década en el mundo occidental, ha habido un aumento significativo en
la edad paterna en la que se concibe el primer hijo, ya sea debido al aumento de la
esperanza de vida, el uso generalizado de métodos anticonceptivos, los matrimonios
tardios y otros factores. Mientras que el efecto del envejecimiento materno sobre la
fecundacion y la reproduccidn es bien conocido y varios estudios han demostrado que
las mujeres por encima de los 35 afios tienen mayor riesgo de infertilidad,
complicaciones del embarazo, aborto espontdneo, anomalias congénitas y
complicaciones perinatales. El efecto de la edad paterna sobre la calidad del semen y la
funcién reproductiva es controvertido por varias razones. Primero, no existe una
definicion universal para el envejecimiento paterno avanzado. En segundo lugar, la
literatura esta llena de estudios con resultados contradictorios, especialmente para los

parametros mas comunes evaluados.

La edad paterna avanzada ademas se ha asociado con un aumento del riesgo de
enfermedad genética. Se han visto que los cambios epigenéticos, las mutaciones del
ADN vy las aneuploidias cromosOémicas estan también asociados con el aumento de la
edad paterna (151). Ademas del aumento del riesgo de infertilidad masculina, también
se ha demostrado que la edad paterna afecta los resultados reproductivos y de fertilidad,
incluida una disminucion en la tasa de éxito de FIV/ICSI y una tasa creciente de
nacimientos prematuros (152). Y la edad paterna aumenta la incidencia de diferentes
tipos de trastornos como el autismo, la esquizofrenia, los trastornos bipolares y la

leucemia infantil en la progenie (153-155).

1.4.5 Abortos Previos

Conocemos que entre 1-2% de parejas que intentan embarazo tienen abortos
recurrentes, y esta tasa se incrementa en los tratamientos de reproduccion asistida.
Ademas, entre el 4-5% de los casos de abortos, los progenitores son portadores de una
anomalia estructural, generalmente balanceada, pero en el 95% de los casos, el origen

de esa anomalia es de novo, de progenitores con cariotipos normales y puede ser causa
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de estos abortos. Estas anomalias cromosémicas que causan el aborto, dependiendo de

la aneuploidia que sea, se ha visto que tiene un origen materno o paterno (156).

Hallazgos recientes nos dicen que estos abortos estan asociados con multiples factores,
incluido el aumento de la edad, los habitos de vida de las mujeres, asi como factores
genéticos, trombofilia hereditaria y adquirida e infecciones. Los factores metabdlicos y
endocrinos, ademas de las causas anatomicas, como las malformaciones uterinas,
también se han sugerido como factores causantes de estos abortos. Se esperaria que el
manejo de estos abortos tuviese una causa especifica; pero, en la mayoria de los

pacientes no se conoce la causa (157).

La contribucion de la disfuncion uterina (como anomalias en la decidualizacion o la
respuesta inmune) a la pérdida recurrente del embarazo sigue sin estar claro, en parte
porque no hay una prueba para identificar la alteracion del desarrollo uterino como
causa de alglin trastorno de implantacion o del embarazo, y pocos han realizado estudios
clinicos. El tratamiento del ttero para prevenir la pérdida recurrente del embarazo en las
mujeres sin factores de riesgo identificados, es una perspectiva atractiva, ya que el
tratamiento podria administrarse antes del embarazo, por lo tanto, evitando posibles

efectos adversos fetales (158).

Después de un aborto espontaneo, la probabilidad de tener otro va aumentando cada vez

que hay un nuevo aborto (159).

El riesgo de aborto espontaneo aumenta en mujeres cuyo embarazo anterior termind en
un mortinato o aborto espontaneo, en comparacion con mujeres sin antecedentes de

aborto. El riesgo también es mayor para las mujeres con historia de muerte neonatal.
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2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
2.1 HIPOTESIS

Aproximadamente el 35% de los embriones de los ciclos en reproduccion asistida son
anormales cromosdmicamente, presentando esas anomalias en estadios tempranos del
desarrollo embrionario. Los factores extrinsecos a los embriones (estimulacion,
concentracion de O,, tipologia de trabajo, vitrificacién), pueden afectar al desarrollo

embrionario y producir aneuploidias.

La tasa de aborto puede estar influenciada no solo por las anomalias cromosdémicas sino
por otras variables como el IMC, el grosor endometrial, el tipo de preparacion del
endometrio, la edad paterna, la edad materna, la duracion de la infertilidad, la etiologia
femenina y masculina, la historia obstétrica, la calidad embrionaria en dia 5 o el dia en

el que se realiza la biopsia.

2.2 OBJETIVOS

- Estudiar los factores externos que rodean al embrion, durante su evolucion en el
laboratorio y analizar la tasa de embriones aneuploides, tasa de gestacion, tasa de

implantacion, tasa de aborto y tasa de recién nacido vivo.

- Estudiar qué factores clinicos y de laboratorio excluido el cromosdémico estan

relacionados con el aborto después de transferir un embrion euploide.
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3. MATERIAL Y METODOS
3.1 DISENO Y POBLACION DE ESTUDIO

a) Se realiz6 un estudio retrospectivo, unicéntrico de 605 ciclos de pacientes a los que
se les realizo un ciclo de FIV-ICSI con PGT-A entre los afios 2017 y 2018 en IVI
Madrid.

En el caso de las variables estimulacion y factor humano, la poblacion de estudio
fueron 2741 embriones biopsiados en dia 5 y/o 6 de desarrollo, de pacientes que se

realizaron PGT-A en IVI Madrid entre los afios de 2017 a 2018.

b) Una vez estudiados los factores extrinsecos, estudiamos las variables de laboratorio
y clinicas que podian estar afectando a los abortos después de haber transferido un
embrion euploide. Para ello disefiamos un estudio retrospectivo multicéntrico de 2832

ciclos de pacientes de PGT-A, del afio 2017 a 2019 en el grupo IVIRMA-Global.

Para todas las variables de estudio se incluyeron pacientes de PGT-A con las
indicaciones de fallo de implantacion, aborto de repeticion, edad materna avanzada y

factor masculino severo.

Definimos aborto de repeticion cuando se producen dos o mas abortos antes de la
semana 20 de embarazo. El fallo de implantacion lo definimos como la ausencia de
saco gestacional después de transferir al menos cuatro embriones de buena calidad en
un minimo de tres ciclos de reproduccion asistida, ya sean ciclos con transferencia de
embriones frescos o congelados y cuyas mujeres estan por debajo de los 40 afios (158).
La indicacion de edad materna avanzada la aplicamos en mujeres con edades por
encima de 37 afios. Y la indicacion de factor masculino severo incluye azoospermias
(ausencia de espermatozoides en el eyaculado tanto por causas obstructivas como no
obstructivas) y oligoastenoteratozoospermia severas (concentraciones espermaticas en
eyaculado en fresco por debajo de 1x10° espermatozoides por mililitro, movilidad

inferior al 10% y morfologia por debajo del 4%).

Los ciclos de pacientes con enfermedades monogénicas, con cariotipos alterados, asi
como las donantes de ovocitos fueron excluidos del estudio y solamente se incluyeron

los primeros ciclos en los cuales se transfirié un unico embrion euploide.
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Aunque los embriones mosaicos no fueron transferidos, si que se estudiaron para

conocer si algunos factores externos podrian causar mas mosaicismo en los embriones.

Embriones mosaicos son aquellos embriones que tienen varias lineas celulares con
diferente dotacion cromosdémica. Asi es que los embriones que resultaron
cromosdmicamente normales, analizados por NGS fueron clasificados como euploides,
los embriones con alteraciones cromosomicas en todas las células analizadas de la
biopsia de trofoectodermo, fueron clasificados como aneuploides, y aquellos embriones
en los cuales encontramos, células de la biopsia de trofoectodermo, cromosémicamente
normales y otras anormales los clasificamos como embriones mosaicos. Todos los
embriones mosaicos, independientemente del porcentaje de células anormales y del tipo
de anomalia (trisomias mosaico, monosomias mosaicos, anomalias segmentales y

complejas, aquellas que afectan a tres cromosomas o mas), fueron descartados.

Consideramos embriones mosaicos de bajo grado aquellos cuyo porcentaje de células
anormales estaban entre 30-50% y embriones mosaicos de alto grado los que sus células
anormales eran de un 50-80%. Por debajo de un 20% de células anormales se
consideraron embriones euploides, y por encima del 80% fueron considerados

embriones aneuploides.

3.1.1 Variables de estudio

Variables de exposicion

1. Concentracion de CO, en los incubadores de cultivo embrionario.
2. Dosis de estimulacion: dosis de FSH suministrada a las pacientes y/o hMG/LH.

3. Tipo de protocolo de estimulacion: protocolo largo con agonista de la GnRH,

protocolo corto con agonista GnRH, protocolo con antagonista de la GnRH.
4. Procedencia de los ovocitos: ciclos frescos, ciclos vitrificados.

5. Embridlogo que realiza la biopsia embrionaria.: bidlogo 1, 2,3, 4,y 5.

6. Edad materna: afios.

7. Edad paterna: afos.
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8. Indice de masa corporal: Kg/m’

9. Duracion de la infertilidad: afios.

10. Calidad embrionaria en D5: A, B, C, D.

11. Dia de la biopsia embrionaria: dia 5 y/o dia 6.

12. Grosor endometrial: milimetros. Dividido en quartiles

13. Tipo de preparacion endometrial.: ciclo natural, ciclo sustituido.

Variables de respuesta

-Tasa de aneuploidias (nimero embriones anormales

cromosomicamente/nimero embriones biopsiados en dia 5 y 6 de desarrollo).

-Tasa de gestacion (numero de pacientes con un resultado positivo en

coriogonadotrofina humana (hCG)/niimero de embriones transferidos).

-Tasa de implantacion (numero de sacos gestacionales comprobados por
ecografia a partir de la semana 5 de embarazo / numero de embriones

transferidos).
- Tasa de gestacion clinica (nimero de gestaciones comprobadas por ecografia,
visualizdndose uno o mas sacos gestacionales con signos clinicos definitivos de

embarazo / numero de transferencias).

-Tasa de embriones biopsiados (preembriones biopsiados en dia 5,6 de

desarrollo/embriones totales en dia 5,6 de desarrollo).

- Tasa de aborto clinico (nimero de abortos espontaneos hasta la semana 20 de

embarazo/nimero de pacientes con gonadotropina corionica humana positiva.
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- Tasa de recién nacido vivo (nimero de partos con resultado de un recién

nacido vivo/niimero total de pacientes con transferencia embrionaria.

3.1.2 Grupos de estudio
- Qg:

Grupo 1: Pacientes en Incubadores con bajo O, (0,~5%)
Grupo 2: Pacientes en Incubadores con alto O, (0,~20%)

- ESTIMULACION

Se hicieron 3 grupos de estudio segun la dosis de gonadotropinas, grupo 1 pacientes con
dosis bajas de FSH con dosis de hormona hasta 150 unidades internacionales (UI),
grupo 2 pacientes con dosis de FSH intermedia 150 Ul y 75 Ul de hMG (hormona
menopausica humana) combinadas o 225 Ul de hMG sola diariamente. Y grupo 3 con
dosis altas de FSH de 225 Ul y 75 microgramos de Ul de hMG combinadas o 300 UI de
hMG sola al dia.

Otros tres grupos de estudio dependiendo del tipo de protocolo utilizado, grupo (a)
protocolo largo con agonista de la GnRH grupo (b) protocolo corto con agonista de la

GnRH y grupo (c) protocolo con antagonista de la GnRH

- FACTOR HUMANO.

Grupo 1: bidlogo 1
Grupo 2: bidlogo 2
Grupo 3: bidlogo 3
Grupo 4: bidlogo 4
Grupo 5: bidlogo 5

- VITRIFICACION:

Grupo 1: ovocitos vitrificados

Grupo 2: ovocitos frescos
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-INDICE DE MASA CORPORAL:

Grupo 1: IMC < 18 Kg/m’. Delgadez

Grupo 2: IMC 18-25 Kg/m® Normal

Grupo 3: IMC 25-30 Kg/m” Sobrepeso
Grupo 4: IMC 30-45 Kg/m” Obesidad

Grupo 5: IMC > 45 Kg/m” Obesidad morbida

- GROSOR DE ENDOMETRIO

Grupo 1: endometrio <7.8mm Medidas suboptimas por debajo de lo recomendado
Grupo 2: endometrio 7,8-8,8mm Medidas dentro de los valores normales

Grupo 3: endometrio 8,9-10,0 mm Medidas 6ptimas

Grupo 4: endometrio 10,1-12,0 mm Medidas dentro de los valores normales
Grupo 5: endometrio >12mm Medidas por encima del recomendado

- TIPO DE PREPARACION DEL ENDOMETRIO

Grupo 1: Natural

Grupo 2: Sustituido

3.2. METODOLOGIA DE TRABAJO

La biopsia de trofoectodermo se realizd en dia 5 o 6 de desarrollo, después los
embriones fueron vitrificados, pendientes del resultado del analisis cromosémico. El

andlisis se llevo a cabo en el laboratorio de genética (iGenomix)

La vitrificacion fue llevada a cabo usando Cryotop® (Kitazato Corporation, Shizuoka,

Japan), con el protocolo que se describe en este trabajo.

Todos los embriones desvitrificados fueron transferidos en un ciclo natural o sustituido

segun lo mejor para cada paciente y de acuerdo con su médico. Sélo se tuvieron en
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cuenta aquellos ciclos en los que hubo supervivencia embrionaria, excluyendo aquellos

embriones que no sobrevivieron, alrededor de un 5%.

En ciclos naturales, una vez que el foliculo dominante alcanzé un didmetro medio de
17mn y el grosor del endometrio era >7 mm, se administraron 250 microgramos (ng) de
coriogonadotrofina humana recombinante (rec hCG), y se anadidé progesterona vaginal
micronizada 200 mg/12 h a las 48 horas. La transferencia se programé 7 dias después.
En ciclos preparados hormonalmente, una vez se comprob6 el reposo ovarico, mediante
ecografia transvaginal, en los tres dias primeros del ciclo, los pacientes comenzaron con
2 mg/8 h de valerianato de estradiol oral. Aproximadamente, 10 dias después de iniciar
estradiol, si el grosor del endometrio era >7 mm y el valor de la progesterona sérica esta
< 1 ng/ml, se mantuvieron los estrégenos orales y se comenzd con la progesterona
vaginal micronizada 400 mg/12 h. La transferencia de embriones se realizo después de 5

dias completos de administracion de progesterona.

Todos los procedimientos y protocolos incluidos en este estudio (1806-MAD-045CN)
fueron aprobados por el Instituto Valenciano de Fertilidad y por el comité de ética del

Hospital Puerta de Hierro de Madrid.

3.2.1 Estimulacion y puncion ovarica

Se tuvieron en cuenta varios protocolos:

1.- Ciclo con agonista de la GnRH largo: en este tipo de protocolo se suprime la accion
de las hormonas producidas por la paciente para que no interfieran en la estimulacion.
Se comienza administrando el agonista de la GnRH en la fase lutea tardia del ciclo

anterior y posteriormente se administra FSH tras la menstruacion.

2.- Ciclo con agonista de la GnRH corto: lo que produce el agonista es una supresion de
la produccion de hormonas en la hipofisis, pero su primer efecto es el contrario. El
efecto ‘flare up’que se produce, aumenta las concentraciones enddgenas de
gonadotropinas, aumentando asi el nimero de foliculos reclutados. Se utiliza cuando se
sospecha de una respuesta ovarica baja. La administracion del agonista y de la FSH

comienza el segundo dia del ciclo.

3.- Ciclo con antagonista: La estimulacion comienza tras la regla. Cuando los foliculos
tienen un tamafio adecuado (12-14 mm) se afiade el antagonista de la hormona

liberadora de gonadotrofina (antGnRH) para evitar la ovulacion. La duracion del
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tratamiento se reduce a 10-12 dias. Aunque lo mas utilizado para la estimulacion en
estas pacientes de diagnostico genético preimplantacional fue un protocolo en el cual la
paciente recibe una la dosis inicial diaria de 150 a 300 UI de rFSH. Normalmente esta

se combina con 75 IU de HMG.

La administracion de gonadotropinas comienza el tercer dia de la menstruacion o al

quinto dia después de dejar la ultima pildora anticonceptiva con dosis hormonal.

Para la maduracion final de los ovocitos se utiliza una dosis de GnRH de 0,2 mg cuando
al menos tres foliculos al alcanzado un didmetro de 17-18mm. A las 36 horas se realiza

la obtencion de los ovocitos tras puncion ovarica via vaginal ecoguiada.

3.2.2 Cultivo embrionario.

La microinyeccion intracitoplasmatica es la técnica recomendada en el DGP para evitar
la contaminacion del &cido desoxirribonucleico (ADN) de los espermatozoides
adheridos a la zona pelucida (160) que puede producirse si se fecundan por fecundacion
in vitro clasica. También se puede producir contaminacion de origen materno por las

células del camulo, esto se puede reducir denudando los ovocitos para el ICSI (160).

La fecundacion se confirmd,a las 16-20 horas después de la microinyeccion, por la

presencia de los dos pronucleos y por la extrusion del segundo corpusculo polar.

Aquellos ovocitos fecundados correctamente y, que ahora son zigotos, se cultivaron en
microgotas de medio de cultivo (Life Global, IVF) hasta el dia 3 de desarrollo. En este
dia los embriones son evaluados y a aquellos embriones que son evolutivos se les

realiza un orificio en su zona pelucida mediante el laser (OCTAX, Herbron, Germany)

Se utiliz6 un laser de diodo infrarrojo (1.48um) que dispara el rayo a través del objetivo
del microscopio invertido; es decir, no se necesita el contacto directo con la zona diana,
puesto que se produce una rotura térmica producida por la absorcion de la energia del
laser por la zona pelicida del embrién. La placa y el medio de cultivo absorben una
cantidad minima de radiacion. Y el efecto en la zona pelicida es muy localizado
produciéndose uno orificios redondos y precisos. El tiempo de exposicion se reduce

notablemente, esto es fundamental a la hora de realizar la biopsia embrionaria (161).
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Después de hacer el orificio en la zona pelicida (hatching asistido), los embriones se
cultivaron en sus placas de cultivo hasta el dia 5 o 6 de desarrollo, dias en los que se

realiz6 la biopsia de trofoectodermo.

3.2.3 Evaluacion embrionaria.
Consideramos para evaluar la morfologia de los embriones, el grado de desarrollo, la
calidad de la masa celular interna y la calidad del trofoectodermo, basandonos en la

clasificacion propuesta por Gardner, et al (162).

- Segtin el grado de expansion se dividen en seis categorias:
Grado 1, el blastocele ocupa < 50% del volumen del embrion.
Grado 2, el blastocele ocupa > 50% del volumen del embrion.
Grado 3, el blastocele ocupa todo el volumen del embrion

Grado 4, blastocisto expandido, cuando el blastocele ocupa todo el embrion y tiene una

zona pelucida fina.

Grado 5, blastocisto haciendo hatching.

Grado 6, blastocisto fuera de la zona pelicida, blasto hatched.

- Seglin la masa celular interna existen 4 categorias:

A, masa celular interna compacta con muchas células y en forma de pelota

B, masa celular interna, compacta con menos células que la de tipo A y de forma mas

alargada.

C, masa celular interna con muy pocas células, no compactas y dificilmente

identificable.
D, masa celular inexistente o degenerada.
- Seglin el trofoectodermo existen 4 tipos:

A, el trofoectodermo esta formado por muchas células y formando un epitelio denso y

con células de la misma morfologia.
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B, el trofoectodermo tiene zonas en las que no se forma un epitelio denso, formado por

menos células que el anterior tipo y con distintas morfologias.

C, muy pocas células forman el trofoectodermo, sin formar un epitelio y con células de

distintas morfologias.
D, trofoectodermo degenerado
Los embriones fueron clasificados en dia 5 0 6 como:

A, son embriones de alta calidad, B embriones de calidad media, C embriones de baja

calidad y D embriones de calidad pobre.

- Embriones de alta calidad, son aquellos embriones con un grado de expansion de

hatching o hatched con masa célular interna A y trofoectodermo A.

- Embriones de calidad media, aquellos embriones cuyo desarrollo es hatching,

expandidos y hatched con masa celular interna B y trofoectodermo B.

- Embriones de baja calidad, son aquellos que en dia 5 o 6 tienen un grado de expansion

de hatching, expandido, morula compacta, blastocisto temprano o hatched con una masa

celular interna tipo C y un trofoectodermo C.

- Embriones de la mala calidad, que son embriones degenerados con masas celulares D,

degeneradas y trofoectodermo D, también degenerados.

Se biopsian embriones con un grado de expansion que nos permita diferenciar
claramente la MCI y el TE. La MCI tienen que ser al menos una A y los trofoectodermo

una C para poder hacer la biopsia.
3.2.4 Biopsia Embrionaria de Trofoectodermo

En general, la biopsia de trofoectodermo (TE) es una estrategia que ha supuesto un gran
avance dentro de los laboratorios de reproduccion asistida (FIV). Consiste en extraer de
5 a 10 células en D5 o dia 6 de desarrollo. El blastocisto posee alrededor de 150 células,
por lo que extraer 5-10 células supone un menor porcentaje de perdida celular (3,3% a
10%) si lo comparamos con la extraccion de un blastomero de un preembrion de 6-8

células, reduciéndose el contenido celular de un 12,5% a un 33%.

Las ventajas que se consiguen con la biopsia de trofoectodermo son:
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- Aumentar el material disponible para realizar el analisis, tanto cromosémico como
genético, en lugar de tener un blastémero o a lo sumo dos como ocurre en la biopsia en

D3 de desarrollo.

- Menor riesgo de mosaicismo. Aunque este persiste, la tasa es significativamente mas

baja, aproximadamente 3-5%, que estadios de division celular mas tempranos.

- Mayor coste-efectividad, ya que s6lo se analizan los que llegan a blastocisto y
completan su desarrollo y esto se ha asociado con un incremento en la tasa de nacidos

vivos en ultima década

- Evitar el error de diagnéstico debido al alelo drop-out (ADO). También es cada vez
mas habitual realizar analisis combinados de PGT-A mas PGT-M, mediante biopsia de
TE (trofoectodermo), en parejas que por su situacion puedan verse beneficiadas del
estudio simultaneo de la enfermedad y la presencia de aneuploidias en los embriones,
seleccionando para transfer aquellos embriones libres de la enfermedad vy

cromosOmicamente normales.

- Es una técnica menos invasiva ya que podemos diferenciar masa celular interna
(MCI), que daria lugar al propio feto y que quedaria intacta, y trofoectodermo (TE) que

esta confinado a placenta y que es de donde se realiza la biopsia (Figura 10).

Trofoectodermo I

Figura 10. Blastocisto expandido
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La biopsia de blastocisto es en estos momentos, una técnica solida dentro de los
laboratorios de PGD (Figura 11). Sin embargo, para efectuarse con total seguridad
necesitamos unos altos estandares dentro del laboratorio, siendo necesaria la
implementacion de un buen sistema de cultivo hasta estadio de blastocisto y un
excelente programa de vitrificacion, ya que los embriones una vez biopsiados son
vitrificados mientras estamos a la espera de conocer el resultado del estudio. Hay
numerosas publicaciones, donde se pone de manifiesto que la biopsia de TE es un
procedimiento que no afecta a la viabilidad del embrion ni a su potencial de

implantacion siendo la tasa de supervivencia tras la biopsia de alrededor de un 95%.

Figura 11. Biopsia de trofoectodermo

Material utilizado

Hay que tener en cuenta que la biopsia en estadio de blastocisto solo se puede realizar

utilizando el laser, no se recomienda el uso de acido Tyrode.

Medios y soluciones

Medio de cultivo secuencial Blastocyst (Life Global©)

Aceite mineral: oil for tissue culture (LifeGuard©Oil). Previamente gaseado.
Fungible

Pipeta holding de TP de 25 pm de diametro interno y 120 um de didmetro
externo.

Pipeta de aspiracion de TPC 15um de didmetro interno.

Desarrollo de la técnica
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Antes de realizar la biopsia en dia 5-6 de desarrollo, debemos realizar un orificio en la

zona pelacida en el dia 3 (Assisted Hatching: AH) (Figura 12) para facilitar la eclosion

del embrion. Para la rotura se realiza un disparo a modo de orificio lineal en la zona

pelacida del embrion.

Figura 12. Assited Hatching

Una vez realizado el orificio, los embriones son devueltos al incubador y son cultivados

hasta el dia 5-6 de desarrollo.

El chequeo del desarrollo embrionario para determinar si el embrién ya estd en el
estadio de blastocisto correcto para realizar la biopsia se realiza: a las 10:00 a.m horas
del dia 5 y a las 9:00 a.m horas del dia 6 de desarrollo. El mejor estadio para realizar la
biopsia del blastocisto es cuando este estd eclosionando. También se puede realizar si el
embrion ha eclosionado completamente. Hacemos un unico chequeo de los embriones.
Aquellos que no estén actos para biopsiar en D5 se descartaran o dejardn en observacion

hasta D6.

En dia 5 o0 6 de desarrollo se realiza la biopsia de trofoectodermo. Para ello, necesitamos
aspirar las células a través del orificio que realizamos en dia 3 de desarrollo en el
embrion. Hay dos métodos para realizar la biopsia: método flicking y método pulling.
En el método flicking se hace rodar la pipeta de aspiracion sobre la pipeta de sujecidon
efectuando un movimiento rapido hacia abajo para conseguir que se separe el trozo de
trofoectodermo aspirado (movimiento de friccion). La biopsia se hace en una placa de

Petri y se biopsian maximo dos embriones por placa (Figura 13).
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En el método de biopsia “pulling”, se tira hacia ambos lados del embridn, creando una
tensién y una separacion entre células que nos permite disparar el laser en las uniones

intercelulares y poder separar la muestra de trofoectodermo del blastocisto.

Las células del trofoectodermo se introdujeron en un eppendorf hasta su procesado

posterior segun el tipo de analisis que se vaya a realizar

blastocistos

Lavado de pipeta

Figura 13. Placa de biopsia

3.2.5 “Tubing” celular
Consiste en introducir una célula en un tubo de analisis. Es muy importante estar
seguros de haber introducido en el tubo Uinicamente la célula deseada, y deben tomarse

estrictas medidas de precaucion para evitar la contaminacion con ADN externo.
Medidas de prevencion de contaminacion:
Usar siempre guantes para manipular todo el material utilizado para este procedimiento.

El operador debe ponerse primero bata de quir6fano, gorro y mascarilla; después se

colocara los guantes desechables.

Antes de iniciar el procedimiento, encender la luz ultravioleta de la campana y el flujo

laminar 10-20 minutos. Limpiar el puesto de trabajo con alcohol (Figura 14).

La introduccion de las células en tubos se realizara siempre en campana de flujo laminar

y bajo lupa.
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NO debe haber ADN cerca de la campana donde se realiza el procedimiento, ni donde

se guarden los reactivos.

Es recomendable hacer una centrifugacion rapida o spin a los tubos con solucion de

tubing para disponer todo el volumen en el fondo del tubo

Realizar en campana de flujo laminar. Cambiarse los guantes después de preparar el

material.

Material utilizado

Lupa binocular.

Pipeta automatica de 0.5 pla 10 pl. .

Puntas estériles aptas para esta pipeta, con filtro y libres de ADN/ARN.

Sistema de micromanipulacion controlado con boquilla.

Microcapilares de denudacion de vidrio 122-124 pm

Placas Petri estériles.

Eppendorfde 0.2 ml

Bata de quir6fano, gorro, mascara y guantes de latex (preferentemente sin
polvos de talco).

Campana de flujo laminar con UV.

Marcadores permanentes de punta fina.
Soluciones

Medio de lavado Polivinilpirrolidona (PVP)

Es el medio en el cual se lavan las células antes de introducirlas en el tubo. Es una
solucion salina con un polimero que aporta densidad, favoreciendo la manipulacion de

las células. Debe almacenarse a 4°C en alicuotas de 1 ml (F igura 15)
Medio del eppendorf Phosphatered Buffer Saline (PBS)

PBS (Phosphatered Buffer Saline). Es una solucion salina a 20x. Debe almacenarse a

4°C en alicuotas de 1 ml.

Aceite Mineral
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Es un aceite mineral testado para el cultivo embrionario. Con €l se cubren las gotas de

lavado preparadas en la placa de Petri para evitar que se evaporen.

Figura 14. Preparacion de la campana de tubing

Tras el lavado de la biopsia debemos cambiar de capilar, NUNCA el mismo capilar para

lavar dos biopsias diferentes, aunque procedan del mismo embrion.

Una vez entubado el trofoectodermo se debera rellenar adecuadamente la Plantilla

Tubing.

Al analizar, debe comprobarse que todos los tubos estin completamente cerrados y

correctamente identificados (Figura 16).
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Figura 15.Tubing de la muestra biopsiada
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Figura 16.Proceso del tubing celular

3.2.6 Identificacion de muestras biolégicas, analisis y conservacion.

Método de identificacion de las muestras

Las muestras son anonimizadas de tal forma que s6lo se recoge el resultado
cromosomico. Asociada a cada muestra se envid, debidamente cumplimentada, la hoja
de tubing para el analisis mediante NGS con los datos relativos a los preembriones a
analizar.

Analisis de las muestras por NGS

Todos los andlisis genéticos de las biopsias se realizaron en un solo laboratorio de
referencia, eliminando la variacion técnica en las pruebas como factor de confusion de

las tasas de euploidia
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El andlisis de las muestras se realiza utilizando la tecnologia de NGS. Para la
preparacion de librerias se utiliza el kit Ion ReproSeqOPGS para el analisis de
aneuploidias de 24 cromosomas y el equipo Ion ChefOSystem (Thermo Fisher
Scientific, USA). La secuenciacion de las librerias se realiza con el secuenciador lon S5
System (Thermo Fisher Scientific, USA). Para el andlisis de los datos se utiliza el
software Ion Reporter, que realiza el alineamiento de las lecturas respecto a la ultima
version del genoma humano de referencia (hg19) (Thermo Fisher Scientific, USA).
Conservacion de las muestras

Aquellas muestras que van a ser procesadas mediante NGS son conservadas en IVI
Madrid congeladas a -20 °C hasta que son transportadas a IGENOMIX S.L. Las
muestras son transportadas dentro de neveras debidamente acondicionadas para su
llegada a destino sin que se rompa la cadena de frio por una empresa autorizada para
ello, tal y como se hace en la rutina clinica diaria. Una vez en las instalaciones de
IGENOMIX S.L. se mantienen congeladas a -20 °C hasta el momento en el que vayan a
ser procesadas. Una vez procesadas, las muestras se mantienen refrigeradas a 4 °C hasta

la finalizacion del estudio, momento en el que las muestras seran eliminadas.

3.2.7 Vitrificacion de Embriones
Los medios se sacan de la nevera una hora antes de su utilizacion. Los embriones se

vitrifican maximo 2 por cryotops.

Preparacion de la placa de vitrificacion siguiendo este esquema (Figura 17):

VS2

ES VSl1
300 uL de E \@

O\\// )

30

Figura 17. Placa de vitrificacion de embriones
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2. Pasar los embriones con una pipeta Flexipet de 170 nm de didmetro al pocillo ES.
Esperar hasta los 12 minutos. Si los preembriones ya estan reexpandidos comenzar el

lavado en VS, sino esperar hasta los 15 minutos.

3. Pasar los preembriones con minimo volumen al primer pocillo de VS. Dejarlos en la
superficie y retirar todo el medio ES. Lavar llevandolos al fondo del pocillo y

cambiando de zona dentro de este.
4. Pasarlos al segundo pocillo de VS y volver a lavar.

5. Transcurrido un minuto en VS, cargar en el cryotop con el minimo medio posible.

Retirar el medio hasta dejar s6lo una pelicula de medio cubriendo los preembriones.
6. Sumergir en nitrogeno mediante un movimiento recto y rapido.

7. Repetir el mismo proceso de lavado en VS con el resto de preembriones, de 3 en 3

COMoO MAaximo.
8. Poner el protector a los cryotops con las pinzas.
9. Guardar los cryotops en el banco que corresponda.

3.2.8 Desvitrificacion de embriones

Sacar los medios de la nevera una hora antes de su utilizacion. Meter el medio TS en un

incubador durante al menos 1 hora. No abrir. Meter también una placa petri pequeia.

Preparar la placa de desvitrificacion siguiendo el siguiente esquema (Figura 18):
BS wsS1 ws2

300 pL en cada pocille

Figura 18. Placa de desvitrificacion de embriones

Llenar el recipiente de nitrogeno liquido. Sacar el gobelet con los cryotops de la

paciente que vamos a desvitrificar del banco y colocarlo en el recipiente de nitrégeno
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liquido. Con unas pinzas frias quitar el tapén de proteccion de los cryotops a

desvitrificar.

En el momento que estd todo preparado, sacar el medio TS del incubador verter el

contenido de TS en una placa petri caliente en el minimo tiempo posible.

Coger el cryotop a desvitrificar y sumergir rapidamente la lengiieta del cryotop en el
medio TS a 37°C. Aspirar suavemente los ovocitos/preembriones y depositarlos en el

fondo de la placa TS. Tiempo total en TS: 1 minuto.

Pasar los ovocitos/preembriones al pocillo DS. Esperar 3 minutos.
Pasar los ovocitos/preembriones a la placa WS1. Esperar 3 minutos.
Pasar los ovocitos/preembriones a la placa WS2. Esperar 3 minutos.

Pasar los ovocitos/preembriones a una placa de cultivo, lavarlos y dejarlos debidamente

rotulados

Pasar a la placa de transfer si se van a transferir ese mismo dia

3.3 DEFINICION DE LAS TASAS CLINICAS

Las tasas clinicas incluyen, tasa de implantacion, tasa de embarazo, tasa de aborto, tasa

de recién nacido vivo, tasa de aneuploidias, tasa de blastocisto y tasa de aborto clinico.

Tasa de implantacion (nimero de sacos gestacionales comprobados por

ecografia a partir de la semana 5* de embarazo / numero de embriones

transferidos).

Tasa de gestacion clinica (nimero de gestaciones comprobadas por ecografia,

visualizdndose uno o més sacos gestacionales con signos clinicos definitivos de

embarazo / numero de transferencias).

Tasa de embriones biopsiados (preembriones biopsiados en dia 5,6 de

desarrollo/embriones totales en dia 5,6 de desarrollo).

57



MATERIAL Y METODOS

Tasa de aborto clinico (nimero de abortos espontaneos hasta la semana 20 de

embarazo/nimero de pacientes con gonadotropina coridnica humana positiva.

Tasa de recién nacido vivo (nimero de partos con resultado de un recién

nacido vivo/niimero total de pacientes con transferencia embrionaria.

3.4 ANALISIS DE LOS DATOS

La informacion necesaria fue exportada desde la clinica gestor de informacion, SIVIS
(base de datos IVI) a una tabla de Excel a través de un sistema de consulta de base de
datos. Los datos exportados fueron debidamente encriptados para proteger la
informacion clinica y personal de los pacientes como previsto por la ley aplicable en el
lugar donde se llevo a cabo el proyecto de investigacion. Previo al estudio estadistico,
se llevé a cabo un andlisis exploratorio para revisar la calidad de la informacion
extraida. Una vez terminado, se utilizdo para el analisis el Paquete Estadistico para

Ciencias Sociales, version 20.0 (SPPS, IBM Corporation,NY, EE. UU.)

Las variables continuas se expresaron como valores medios y desviaciones estandar,
mientras que las variables categéricas fueron expresadas como proporciones
(porcentajes), con un intervalo de confianza (IC) del 95%. Se utiliz6 la prueba de
ANOVA para variables cuantitativas, mientras que la prueba de chi-cuadrado se utilizo
para comparar proporciones. Para verificar la distribucion normal de los datos y la
homogeneidad en las varianzas, la prueba de Kolmogorov-Smirnov y la prueba de

Leven fueron aplicadas respectivamente.

La razén de probabilidades de todas las variables de aborto espontdneo generadas se
expresd6 con intervalos de confianza del 95%. Y las diferencias se consideraron

estadisticamente significativas cuando el p-valor estaba por debajo de 0,05.

Se realizd una regresion logistica multivariante para cuantificar el efecto de diferentes
variables (edad de la mujer, edad del hombre, indice de masa corporal, afios de
infertilidad, etiologia femenina, etiologia masculina, antecedentes obstétricos, calidad
embrionaria, dia de la biopsia, ciclo natural modificado o ciclo de reemplazo, tipo de

hormona terapia de reemplazo y grosor endometrial) sobre la tasa de aborto.
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4. RESULTADOS

4.1. CONCENTRACION DE OXIGENO

Para el estudio de la variable concentraciéon de oxigeno se analizaron 605 ciclos de
PGT-A entre los afos 2017 y 2018 en IVI Madrid. La edad media de las pacientes en el
grupo de baja concentracion de oxigeno fue de 37.3+0.6 afos y en el grupo de alta
concentracion fue de 40.2+0.3 afios. El porcentaje de ciclos con transferencia fue
estadisticamente significativo p<0.05 siendo mayor en el grupo de baja concentracion

de oxigeno 68.5% frente al 38.6% del grupo de alta concentracion de oxigeno.

oxi G%?\%%g?fgggﬁ CI))TEALES BAJA CONCENTRACION | ALTA CONCENTRACION
LR OXIGENO (~5%) OXIGENO (~20%) | yalor
(n=108) (n=497)
MEDIA EDAD 373=0.6 40203 0.45
Tasa de Transferencia 74/108= 68.5% 192/497= 38.6% <0.05
(n°transferencias/n°ciclos)%
Tasa de Gestacién 45/74= 60% 98/192= 51% 0.08

(n°gestaciones/n°transferencias)%

Tasa de Gestacion Clinica
(n°gestaciones 42/74=56.7% 92/192=47.9% 0.09
clinicas/n°transferencias)

Tasa de Implantacion (sacos
gestacionales /n°embriones 53/113=47% 61/126=48.4% 0.79
transferidos)

Tasa de Aborto

= 0 —, o,
(n°abortos/n°gestaciones) 3/45=6,6% 6/98=6.1% 0.96

Tasa de Blastocisto (n°totales
blastos/n® totales embriones 405/706=57.3% 1171/2448= 47.8% 0.07
biopsiados)%

Tasa de embriones euploides(n°®
embriones euploides/n°embriones 165/706=23.3% 355/2448=14.5% <0.05
biopsiados)%

Tabla 1.Tasas clinicas en los grupos de baja y alta concentracion de oxigeno

El porcentaje de embriones que se desarrollaron hasta el estadio de blastocisto fue de un
57.3% en el grupo de baja concentracion de oxigeno y de un 47.8% en el en el grupo de

alta concentracion de oxigeno, aunque no fue estadisticamente significativo se ve una
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tendencia a la mejora del cultivo cuando los incubadores tienen una tension de oxigeno
alrededor del 5%. Y la tasa de embriones normales fue superior en el grupo de
embriones cultivados a baja concentracion de oxigeno con un 23.3% de embriones

normales frente a un 14,5% (Tabla 1).

Al estratificar los casos segun la indicacion del PGT-A, segun eran pacientes con fallos
de implantacion, con edad materna avanzada o con abortos de repeticion, obtuvimos los
siguientes resultados: para los pacientes de fallos de implantacion no encontramos
diferencias estadisticamente significativas en ninguna de las tasas clinicas analizadas

(Tabla 2).

CONCEI;I(}?SI\(;(I)ON DE BAJA CQNCENTRACION ALTA QONCENTRACION
OXIGENO (~5%) OXIGENO (~20%) p- valor
CICLOS DE FALLOS DE _ _
IMPLANTACION (0=13) (n=18)

MEDIA EDAD 35.9+0.3 35.5+£0.5 0.34
Tasa de Transferencia _ o _ o
(n°transferencias/n’ciclos)% 11/13= 84.6% 14 /18=77.7% 0.63
Tasa de Gestacion _ o _ o
(n°gestaciones/n°transferencias)% H11=36.3% 4/14=128.5% 0.64
Tasa de Gestacion Clinica
(n°gestaciones 36.3% 3/14=21.4% 0.36
clinicas/n°transferencias)
Tasa de Implantacion (sacos
gestacionales /n°embriones 4/16=25% 6/21=28.5% 0.82
transferidos)
Tz(l)sa de Abgrto ' 0% 1/4=25% )
(n°abortos/n°gestaciones)
Tasa de Blastocisto (n°totales
blastos/n® totales embriones 42/73=57.5% 57/102=55.8% 0.92
biopsiados)%
Tasa de embriones euploides
(n® embriones 22/73=30.1% 34/102= 33.3% 0.85
euploides/n°embriones
biopsiados)%

Tabla 2. Tasas clinicas para la indicacion de fallo de implantacion en los grupos de bajay
alta concentracion de oxigeno.

Para los pacientes con la indicacion de abortos de repeticion nos encontramos que las
tasas clinicas que son estadisticamente significativas son la tasa de transferencia, la tasa

de blastocisto y la tasa de embriones normales. Estas son superiores en el grupo de
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embriones cultivados con bajas concentraciones de oxigeno (Tabla 3). Se transfirieron
mas embriones en el grupo de baja concentraciéon de oxigeno, un 75.5% frente a un
58.3% en el grupo de alta concentracién de oxigeno. También consiguieron llegar al
estadio de blastocisto un mayor porcentaje de embriones en el grupo de baja

concentracion de oxigeno un 59% frente a un 45.8%.

) ) BAJA ALTA
CONCENTRACION DE OXIGENO CONCENTRACION CONCENTRACION
EN CICLOS DE ABORTOS DE OXIGENO (~5%) OXIGENO (~20%) p-valor
REPETICION
(n=33) (n=36)

MEDIA EDAD 35.9+0.2 36.0+ 0.5 0.34
Tasa de Transferencia _ o _ °
(n°transferencias/n’ciclos)% 25/33="75.7% 21/36= 58.3% 0.12
Tasa de Gestacion _ o _ o
(n°gestaciones/n’transferencias)% 14/25=56.0% 8/21=38,1% 0.13
Tasa de Gestacién Clinica . 13/25= 52.0 % 38.1% 0.22
(n°gestaciones clinicas/ntransferencias)
Tasa de Implantacién (n°sacos =~ 17/40= 42.5% 10/27= 37.0% 0.65
gestacionales /n°embriones transferidos)
Tasa de Aborto 1/14=7.1 % 0% :
(n°abortos/n°gestaciones)
Tasa de Blastocisto (n°totales
blastos/n® totales embriones 139/236=59.0% 115/251= 45.8% <0.05
biopsiados)%
Tasa de embriones euploides (n°
embriones euploides/n°embriones 62/236=26.3% 46/251=18.3% <0.05
biopsiados)%

Tabla 3. Tasas clinicas para la indicacion de abortos de repeticion.

Ademas, se obtuvieron mds embriones euploides en el grupo de baja concentracion un

26,3% frente un 18,3% de embriones euploides en el grupo de alta concentracion.

Para la indicacion de edad materna avanzada, encontramos que no hubo diferencias

estadisticamente significativas en ninguna de las tasas clinicas estudiadas (Tabla 4).
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La poblacion del grupo de baja concentracion de oxigeno es sensiblemente menor al
otro grupo de estudio. Esto es debido a que cuando se empezaron a utilizar incubadores
a baja concentracion de oxigeno, se comenzd con un numero pequefio de pacientes y
luego se fue aumentando el nimero, cuando se comprobaron que las tasas clinicas eran

las 6ptimas.

) BAJA CQNCENTRACION ALTA QONCENTRACION
CONCENTRACION DE OXIGENO (~5%) OXIGENO (~20%)

OXIGENO p-valor
(n=29) (n=386)
MEDIA EDAD 41.0 41.4 0.24
(Tn*},tsraa::fgzzngse/;igcc‘lzs)% 13/29= 44.8% 121/386=31.3% 0.13
Tasa de Gestacion 9/13= 69.2% 60/121= 49.5% 0.17

(n°gestaciones/n°transferencias)%

Tasa de Gestacion Clinica
(n°gestaciones 69.2% 57/121=47.1% 0.12
clinicas/n°transferencias)

Tasa de Implantacion (n°sacos
gestacionales /n°embriones 11/17= 64.7% 63/146=43.1% 0.09
transferidos)

Tasa de Aborto

0, —50 -
(n°abortos/n°gestaciones) 0% 3/60=5%

Tasa de Blastocisto (n°totales
blastos/n® totales embriones 71/156= 45.5% 759/1715=44.2% 0.75
biopsiados)%

Tasa de embriones euploides
(n° embriones
euploides/n°embriones
biopsiados)%

26/146=14.7% 190/1715=11.1% 0.18

Tabla 4. Tasas clinicas para la indicacién de edad materna avanzada

4.2 VITRIFICACION

Otra de las variables que estudiamos fue la vitrificacion de los ovocitos. Se hicieron dos
grupos: ovocitos vitrificados y ovocitos frescos. Y obtuvimos que las dos tasas que eran
estadisticamente significativas fue la tasa de transferencia, que era mayor en el grupo de
los ovocitos vitrificados con un 63% de tasa de trasferencia frente a un 42.1% en los
ciclos con ovocitos frescos. También encontramos diferencias en la tasa de embriones

normales siendo ésta mas alta en el grupo de ovocitos vitrificados con un 23% de
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embriones normales frente a un 16.7% de embriones normales en el caso de los ovocitos

frescos (Tabla 5)

OVOCITOS VITRIFICADOS | OVOCITOS FRESCOS
ORIGEN DEL OVOCITO p- valor
n=62 n=437

MEDIA EDAD 39.3+0.7 39.7+0.5 0.35

Tasa de Transferencia

= o, — )
(n°transferencias/n°ciclos)% 39/62= 63% 184/437=42.1% <0.05

Tasa de Gestacion
(n°gestaciones con beta 24/39= 61.5% 104/184= 56.5% 0.56
positiva/n°transferencias)%

Tasa de Gestacion Clinica
(n°gestaciones 22/39=56.4 % 96/184=52.1% 0.62
clinicas/n°transferencias)

Tasa de Implantacion
(n°sacos gestacionales 32/62=51.6% 123/243=50.6% 0.92
/n°embriones transferidos)

Tasa de Aborto

o o . 2/24=8.3% 8/104=7.7% 0.82
(n°abortos/n°gestaciones)
Tasa de Blastocisto (n°totales
blastos/n® totales embriones 214/382=56% 1041/2058=50.6% <0.05
biopsiados)%
Tasa de embriones euploides
(n® embriones 89/382=23.3% 344/2058=16.7% <0.05

euploides/n°embriones
biopsiados)%

Tabla 5. Tasas clinicas en ciclos con ovocitos frescos y ovocitos vitrificados.

4.3 ESTIMULACION

En cuanto a la influencia que pudiese tener la estimulacion en la tasa de embriones
normales encontramos que no existian diferencias estadisticamente significativas entre
los distintos grupos de estimulacion segln la concentracion de FSH. Tampoco existen

diferencias entre los distintos tipos de protocolos de estimulacion (Tabla 6).

65



RESULTADOS

GRUPO 1 GRUPO 2
GRUPO 3
GRUPOS DE Baja Concentracion Al
; ta
ESTIMULACION concentracion de FSH
, concentracion | p-valor
SEGUN DOSIS DE de FSH Intermedia
de FSH>225U1
FSH DIARIA <150U1 150-225U1
(n=497)
(n= 745) (n=1499)
Edad media mujer
(afios) 39.1+0.3 39.32+0.5 39.4+0.5 0.45
Edad media hombre
(afios) 40.8+0.2 40.8+0.6 40.7+0.4 0.36
Tasa de embriones
normales (n°embriones
) 249/745=33.2% | 509/1499=33.9% | 150/497=30.1% 0.24
normales/ n°embriones
totales biopsiados%

Tabla 6. Tasa de embriones normales segiin concentracion de FSH.

4.4 FACTOR HUMANO

Otra de las variables que estudiamos fue el embridlogo que realiza las biopsias
embrionarias, queriamos ver si influia el factor humano en el resultado del analisis
cromosomico. Para ello dividimos en 5 grupos, segiin el embridlogo del equipo de
diagnostico genético de IVI Madrid que realizaba la biopsia embrionaria y vimos que no
habia diferencias estadisticamente significativas. (Tabla 7). También estudiamos si tenia
alguna influencia en el grado de mosaicismo (bajo o alto mosaicismo) la persona que

hiciese la biopsia.

De los 2741 embriones analizados, 328 fueron mosaicos. Del total de embriones
mosaicos 130 fueron embriones mosaicos de alto grado y 198 fueron de bajo grado.
Analizamos el embridlogo que habia realizado la biopsia a cada embrion y no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los casos. No
habia ningin embridlogo que tuviese una tasa de embriones mosaico de alto grado o de

bajo grado estadisticamente significativa.
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EMBRIOLOGOS 1 ) 3 4 5 P-
valor
N (ABRIL 2017-
ABRIL 2018)
Numero de 559 537 552 540 553

embriones biopsiados

Tasa de embriones
normales %
(n°embriones 43,9% 42,5% 40,8% 41,3% 43,2% NS
normales/n°® embriones
totales biopsiados

Tasa de embriones
mosaico% 76/559= 63/537= 63/552= 62/540= 64/553=
(n°embriones mosaico 13,5% 11,7% 11,4% 11,4% 11,5% NS
/n°embriones totales)

Tasa de embriones
mosaico alto grado%

(n°embriones mosaico 32/76= 26/63= 23/63= 21/62= 25/64=
alto grado 60-80% 42,1% 41,2% 36,5% 33,8% 39,0% NS
/n°embriones totales)
Tasa de embriones
. . o
Eﬁ":::gr‘:;a;s"rﬁg;‘éf 44/76= 37/63= 40/63= 41/62= 39/64= | o
57,8% 58,7% 63,4% 66,1% 60,9%

bajo grado20-60
%/m°embriones totales)

Tabla 7. Tasas de embriones normales por embriélogo que realiza la biopsia.

4.5 FACTORES INTRINSECOS QUE INFLUYEN EN EL ABORTO DESPUES
DE LA TRANSFERENCIA DE UN EMBRION EUPLOIDE.

Una vez analizados los factores extrinsecos que podian influir en la tasa de embriones
anormales y en las tasas clinicas, estudiamos qué otros factores podrian influir en los
abortos que se producian tras la transferencia de un embrion euploide. Estudiamos un
total de 2.832 ciclos con pacientes bajo la indicacion de PGT-A. La edad media de las

mujeres fue de 38.2 + 3.5 afos y la edad media de los hombres fue de 40.1 + 5.5 afos.

El niimero medio de ovocitos recuperados fue de 11.9 + 7.9, ovocitos inseminados 11.1
+ 6.0 y ovocitos fertilizados 8.3 + 4.7. El nimero medio de blastocistos y blastocistos
euploides biopsiados fue de 4.1+ 2.8 y 2.1+ 1.6, respectivamente. La tasa de embarazo
clinico fue del 59.1 %, la tasa de implantacion fue del 59.1 %, la tasa de aborto

espontaneo clinico fue del 13,1 % y la tasa de nacidos vivos fue del 45.3 %.
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Como se muestra en la Tabla 8, no encontramos diferencias en las tasas de aborto entre
diferentes grupos de calidad embrionaria: alta calidad = 11.3%; calidad normal = 12.

8%; baja calidad = 11.8%; mala calidad = 12.5%, p = 0.83.

. . Calidad
Calidad Alta |  C?lidad Calidad Muy
(A) (n=542) Media (B) Baja(C) baja(D) P- valor
(n=1618) (n=714) (n=119)
Edad “mujer | 375,03 |383£02 [380+£03 [384%06 | 005 N/S
(aios)
Edad hombre | 34 5, 5 40.1+0.3 40.1+0.5 40.8+ 1.0 0.45 N/S
(aios)
IMC (kg/m2) | 23.0+0.5 23.5+0.3 23.7+0.5 23.5+1.5 0.24 N/S
Duracion
infertilidad 0.8 +0.1 0.8 +0.1 0.9+0.2 1.0+ 0.4 0.87 N/S
(aios)
Abortos
. 0.77+0.1 0.81+£0.09 |0.85+0.2 0.93+0.4 0.82 N/S
previos
Niamero —de | , 0\ g8 | 125:04 | 115207 |122:13 | <0.001 25=0.02
ovocitos
Numero de a
. ab . . p=0.031
ovocitos 12.8 £ 0.6 11.5+ 0.4 10.7 £ 0.5 10.2 + 1.0 <0.001 b _
p=0.027
maduros
Numero de a0=0.016
embriones 59+04" | 4.4+02 3.3+0.2° 3.0+03° <0.001 WP
. p=0.019
biopsiados
Numero de a0=0.012
embriones 3.1+0.2% 2.3+0.1 1.7 +0.1° 1.5+0.2° <0.001 WP
. p=0.014
cuploides
Grosor del a0=0.049
endometrio | 8.9 +0.2° 8.2 +0.5" 71£01" | 7.5+04 0.04 WP
p=0.038
(mm)
Tasa p<0.001
implantacion | 63.9%™" 61.8%° 49.4%"* 49.1%™¢ <0.001 Pp<0.001
(%) p<0.001
Tasa p<0.001
estacién (%) 64.0%"" 62.2%" 50.2%"" 49.4%™* <0.001 "p<0.001
g o °p<0.001
(Toj““’)a aborto | 1} 30, 12.8% 11.8% 12.5% 0.833 N/A
0
Tasa recién p<0.001
nacido vivo 50.2%™" 47.5%" 37.0%"¢ 34.4%™* <0.001 "p<0.001
(%) p<0.001

Tabla 8. Tasas clinicas segiin la calidad embrionaria.
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Sin embargo, la tasa de implantacion y la tasa de recién nacido vivo fueron mas altas

cuando los embriones tenian mejor calidad.

Para determinar qué variable estaba mas relacionada con el aborto, realizamos un
analisis de regresion logistica para investigar las variables que estaban mas relacionadas

con el aborto, tras la transferencia de un embridn euploide.

Descubrimos que el IMC, se asociaba significativamente (odds ratio [OD] 1.04;
intervalo de confianza [IC] del 95 %1.012—-1.076 p = 0.006) con la tasa de aborto (Tabla
9).

Variable OR (CI95%) P-valor
Edad mujer (afios) 0.988 (0.962-1.015) 0.98
Edad hombre (afos) 1.006 (0.988-1.024) 0.54
IMC (kg/m2) 1.044 (1.012-1.076) 0.006
Duracion de la infertilidad (afios) 0.993 (0.944-1.044) 0.78
Etiologia femenina 1.021 (0.971-1.073) 0.41
Etiologia masculina 1.059 (0.981-1.144) 0.14
Abortos previos 1.008 (-0.988-1.033) 0.32
Calidad en Dia 5 0.983 (0.859-1.126) 0.80
Dia de la biopsia (dia 5/6) 0.986 (0.776-1.254) 0.90
Tipo de ciclo (sustituido o natural) 0.772 (0.593-0.995) 0.04
Grosor endometrial (mm) 0.653 (0.528-0.778) 0.04

Tabla 9. Variables incluidas en nuestro modelo de regresion comparando variables de
laboratorio y clinicas versus aborto.

Dividimos el IMC (kilogramos/metros2) en cuatro grupos segun la Organizacion
Mundial de la Salud: bajo peso (< 18.5; n = 69), normopeso (18.5-24.9; n = 1011),
sobrepeso (25-29.9; n = 276), y obesos (=30; n = 120). La tasa de aborto espontaneo,
como muestra el analisis de regresion logistica, fue significativamente mayor en

mujeres con obesidad en comparacion con las mujeres con peso normal, como se
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muestra en la tabla 3 y la figura 1: peso inferior al normal (< 18.5; 13.4 %), peso normal

(18.5-24.9; 12.1 %), sobrepeso (25-29.9; 14.5 %) y obesos (=>30; 19.2%).

IMC 18.5- | IMC 25.0-
IMC<18.5 4o oy | MC230 |
- _ valor
(n=69) m=1011) | m=276) | "120)
Edad mujer (afios) 376510 | 382202 | 382£03 | 378207 | 036 | NS
Edad hombre(afios) | 411206 | 399:04 | 404208 | 392=1.1| 0.10 | NS
g‘;}i;“’“ infertilidad | 5.3 0.720.1 | 08+02 | 1.0£04 | 034 | N/
Abortos previos 06204 | 0801 | 067203 | 1.1£05 | 027 | NS
Ntmero de ovocitos | 126221 | 127206 | 128210 | 13815 | 037 | NS
Ovocitos maduros 11.1+0.6 11.5+04 11.5+£0.8 | 11.6£1.0 0.93 N/S
Ei';‘:;:’;:: 43+08 | 45+02 | 45:04 | 41+05 | 051 N/S
Embriones normales 24+0.6 24+0.2 2.3+0.1 23+0.2 0.72 N/S
ng)‘“ endometrial | ¢g. 04 | 90+02 | 91+03 | 9.1+03 | 074 | NS
"p=0.004
(Toj‘s)a de implantacion |, 4o abe 57% 56%° 56.7% | 0.04 | °p<0.001
(1]
p<0.004
<0001
(T(,j‘s)a de gestacion 70.4%" 57% 56%° 56.7% | <0.001 | ®p<0.001
(1]
p<0.004
<0001
Tasa de aborto (%) 13.4%" 12.1%° 14.5%° 19.2%*>¢ [ 0.01 | °p<0.001
p=0.026
p<0.001
fijia(‘(,i/e)r“‘e“ nacido | s jogube | 44 4040 40.5%° | 37.5%° | <0.001 | °p<0.001
(1]
p<0.001

Tabla 10. Tasas clinicas segin el indice de masa corporal. a, b, ¢ y d indican la
significacion estadistica (p < 0.05) entre los grupos en el analisis ANOVA post-hoc.
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También encontramos que la tasa de gestacion y de recién nacido vivo era menor en el

grupo de mayor indice de masa corporal.

80 - -
* [ Tasa de embarazo M Tasa de aborto [ Tasa de recién
nacido vivo
70 -
*
60 -
50 -

<18.5(n=69)  18.5-24.9 (1=1011) 25.0-29.9 (n=276) >30 (n=120)
2
IMC (kg/m )

Figura 19. Tasas clinicas en los cuatro grupos de IMC. La tasa de embarazo
y de recién nacido vivo fue estadisticamente significativo entre los grupos (*).
La tasa de aborto fue también estadisticamente significativa en el grupo con
alto IMC comparado con los otros tres grupos (**).
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Cuando se analiz6 el tipo de preparacion endometrial ciclo natural frente a ciclo

sustituido, encontramos de nuevo diferencias en la tasa de aborto espontaneo (9.1% vs

13.1% respectivamente, p = 0.03 (Tabla 11).

Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en la tasa de implantacion
(58.1 % frente a 59.1 %, p = 0.81), tasa de embarazo clinico (58.1 % frente a 59.1 %, p
=0.12) y la tasa de recién nacido vivo fue de 47.4 % frente a 45.2 %,

p = 0.36).

Ciclos sustituidos

Ciclos naturales

vivo (%)

P-valor
(n=2222) (n=608)
Grosor  endometrial
9.1+£0.2 9.2+04 0.27
(mm)
Tasa de implantacion
59.1 58.1 0.81
(%)
Tasa de gestacion (%) 59.1 58.1 0.12
Tasa de aborto (%) 13.1 9.1 0.03
Tasa de recién nacido
45.2 47.4 0.36

Tabla 11. Tipos de preparaciéon endometrial y tasas clinicas.
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Adicionalmente, y considerando que solo incluimos pacientes con grosor endometrial >
7 mm, observamos una asociacion débil pero significativa entre el grosor endometrial y
la tasa de aborto (OD 0.65; 95%, 0.528—0.778 p = 0.04) y cuando se analiz6 el grosor
endometrial por cuartiles, observamos mejores resultados clinicos con endometrios mas

gruesos (Tabla 12.)

Grosor Grosor Grosor Grosor Grosor

endometrial | endometrial | endometrial | endometrial | endometrial

<7.8 mm 7.8-8.8mm | 8.9-10.0mm | 10.1-12 mm | >12mm P-valor

(n=6836) (n=734) (n=792) (n=488) (n=132)
Grosor
endometrial 7.1+0.1 8.2+0.1 9.6+0.2 11.1+£0.3 13.1+£0.4 0.110
(mm)
Tasa de *p=0.03
implantacion | 57.0%" 57.4%" 63.7%" 62.5%" 61.8%
(%) bh<0.04
Tasa de p=0.03
gestacion 57.0%" 57.4%" 63.7%" 62.5%" 61.8%
(%) *p<0.03

*p=0.03
Tasa = de ) o 9.2% 10.6%" 10.1%° 7o4tbe bp=0.04
aborto (%)
°p=0.04

Tasa de p=0.04
recien - 1 40,40 40.3% 45.1% | 46.9% | 48.1%* | *p=0.03
nacido vivo
(%) °p=0.02

Tabla 12. Tasas clinicas segiin el grosor endometrial.
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DISCUSION

5. DISCUSION

El cribado genético de miles de embriones humanos en las ultimas dos décadas ha
establecido claramente que la incidencia de anomalias cromosdmicas numéricas es alta
después de la estimulacion ovarica y la FIV, superando en general el 50% de los
embriones biopsiados (163-165). La mayoria de las aneuploidias son de origen meidtico
y mayoritariamente relacionadas con la edad materna (149) (Figura 20). Otras
anomalias cromosdmicas se producen después de la activacion, durante la reanudacion
de la meiosis Il y las mitosis posteriores, lo que da lugar a anomalias complejas,
poliploidia y mosaicismo en los embriones resultantes (166-168). Las tasas de
anomalias posmeidticas son constantes en todos los grupos de edad (~35 % en
embriones del dia 3), mientras que las tasas de aneuploidia meidtica aumentan con el
avance de la edad materna, del 29 % en mujeres <35 afios de edad al 47 % en mujeres

de 40 afios o mas (150).

8

20
—a—Acu-PGS —e—Biopsia blastocisto Biopsiadia 3
10

<32 33 24 35 36 37 38 39 40 a1 42 43 44 4546

EDAD (Afos)

Figura 20. Porcentaje de embriones aneuploides, que va aumentando en funcién de la
edad. Datos de IVI Madrid (2011-2016)

Acu PGS: acumulacién de embriones biopsiados con screening de aneuploidias

Los datos clinicos sugieren que, ademds de la edad materna, varios factores
relacionados con el tratamiento pueden afectar la incidencia del desequilibrio

cromosOomico en los embriones. Estos factores incluyen las condiciones de cultivo, la
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manipulacion de los gametos, la alta tension de oxigeno durante el cultivo y la
inmadurez o posmadurez de los ovocitos en el momento de la fecundacion169-174 (9-
14). Otros estudios han encontrado diferencias significativas en las anomalias
cromosomicas segun el tipo de medicacion (175-176) o la dosis para la estimulacion

ovarica (177-178).

5.1 DE LOS FACTORES EXTRINSECOS

La cuestion de si algunas anomalias detectadas en embriones humanos tempranos estan
relacionadas con la manipulacion de los embriones y con los ciclos de FIV merecia ser

investigada.

En consecuencia, iniciamos un analisis retrospectivo de los distintos factores
extrinsecos de laboratorio que creiamos podian estar relacionados con cambios en la

dotacion cromosomica de los embriones.

Los embriones humanos han sido cultivados tradicionalmente a concentraciones de
oxigeno atmosféricas (20% aprox.), sin embargo, la concentracion de oxigeno dentro
del utero y las trompas de mamiferos normalmente fluctua entre 2-8% (108).

Se han realizado numerosos estudios en diferentes especies animales, observandose
efectos negativos sobre la tasa de formacion y el numero de células que formaban los
blastocistos cultivados a concentraciones atmosféricas de oxigeno (179-180). Un
estudio realizado sobre embriones de raton, describe como los efectos negativos de las
concentraciones de oxigeno atmosférico ocurren ya desde el primer ciclo de division

celular siendo el mayor impacto sobre los estadios de precompactacion (181).

Por todo ello, se llevo a cabo un estudio piloto para valorar el efecto de las
concentraciones de oxigeno en diferentes incubadores, con concentraciones de oxigeno
atmosférico y con concentraciones bajas de oxigeno alrededor del 5%. Se realizdé un
estudio retrospectivo sobre 301 ciclos de cultivo secuencial. Se cultivaron 2807 zigotos
que fueron distribuidos en cuatro incubadores. Los resultados mostraron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,01) tanto en tasa de formacién de blastocistos
totales y viables como en tasa de blastocistos de buena calidad en D5 a favor del cultivo

en bajas concentraciones de oxigeno (182).
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Después se realizo el analisis que forma parte de este estudio y en el que se compararon
incubadores con concentraciones de oxigeno atmosférico (~20%), con incubadores con
baja concentracion de oxigeno (~5%) en los ciclos de PGT-A (183). Obtuvimos unos
resultados en consonancia con la mayoria de los trabajos realizados sobre este tema, con
mejores tasas de formacion de blastocisto (184-187). Se cree que una de las causas de
las mejores tasas en el cultivo con baja concentracion de oxigeno es debido a que a
bajas concentraciones se generan menos especies reactivas de oxigeno que son
citotoxicas y en un cultivo embrionario prolongado podria deteriorar la viabilidad del

blastocisto (188).

El efecto que la criopreservacion podria causar en el huso meidtico ha sido uno de los
puntos que mas ha preocupado a los investigadores. Conocemos que la integridad del
huso meidtico y de la placa metafasica es fundamental para que se produzca una
correcta segregacion de los cromosomas durante anafase. Los microtubulos del huso
son muy sensibles a los cambios de temperatura (173,189) por lo que la vitrificacion,
que es una técnica que los somete un cambio brusco de temperatura, podria producir
alteraciones en la segregacion cromosomica y que se vea reflejada en el desarrollo
embrionario. Los datos obtenidos en este estudio muestran que no hemos encontrado
ningun efecto de la vitrificacion en la tasa de embriones normales, por lo que creemos
que la vitrificacion de ovocitos no afecta a la segregacion cromosdémica y no aumenta la
tasa de embriones con aneuploidias.

Encontramos diferencias en la tasa de transferencia, que es superior en el caso de los
ovocitos vitrificados. Esto puede deberse a que los ovocitos vitrificados se acumulan
para obtener un mayor nimero con el que poder trabajar y en consecuencia mayor
probabilidad de encontrar embriones normales cromosdmicamente. También puede
deberse a que los ovocitos vitrificados con una calidad comprometida, no sobreviven a

la desvitrificacion, seleccionandose asi los que son 6ptimos para llegar a desarrollarse.

Por otro lado, conocemos que una alta respuesta a la estimulacion ovarica provoca la
obtencion de un nimero elevado de ovocitos que provienen de foliculos en diferentes
grados de madurez. Aunque se pueden tener ovocitos con madurez nuclear de foliculos
de didmetros pequefios, la hipdtesis de que el aumento de la tasa de aneuploidias en
pacientes altas respondedoras, se deba a una inmadurez citoplasmatica, nos hace
suponer que dichos ovocitos maduros estarian mds inclinados a dar ovocitos con

defectos en la formacion del huso meidtico y de la placa meidtica y, por tanto, dar lugar
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a embriones cromosémicamente anormales. Pero lo que hemos encontrado en nuestro
estudio, es que independientemente de la dosis y la respuesta, el nimero final de
embriones cromosémicamente normales disponibles para transferencia, es similar con
distintas estrategias de estimulacion y con dosis crecientes de gonadotropinas, como ya

fue observado por Bart et al. (177).

Desde el inicio de la EOC se ha cuestionado su efecto adverso, tanto por el riesgo de
desarrollar el sindrome de hiperestimulacion ovarica (SHO), como por los efectos
negativos que puede tener un estradiol elevado (E2), tanto a nivel endometrial como en
la calidad ovocitaria y embrionaria (190,191). Se ha visto que la especie humana tiene
una cantidad alta de aneuploidias de forma natural, sin que se haya realizado una EOC.
Existen abortos espontdneos en embarazos naturales y también fallos de implantacion
de los que no tenemos conocimiento. Por lo que se cree que el alto porcentaje de
embriones aneuploides en los ciclos de FIV, puede que esté relacionado con unas tasas
de implantacion que no avanzan al ritmo que clinicos y pacientes desearian y no tanto a
la dosis de gonadotropinas suministrada. De hecho, es algo caracteristico de la especie
humana, estas altas tasas de aneuploidias, ya que en otras especies como en el raton

apenas existen aneuploidias (148).

5.2 DE LOS FACTORES INTRINSECOS

Una vez que estudiamos todos los factores extrinsecos que creiamos podian tener efecto
en la dotacion cromosomica de los embriones, y siendo los resultados aplicados a la
practica clinica diaria, nos preguntamos por qué habia pacientes que seguian sin
conseguir una gestacion a término después de transferirles un embrion de buena calidad
y euploide. Por ello comenzamos nuestro proyecto de factores intrinsecos que podian

estar influyendo en estas interrupciones de gestacion.

La implantaciéon de embriones es un paso critico para que un ciclo de FIV tenga éxito.
Como sabemos, la morfologia del embrion tiene un fuerte valor predictivo para la
implantacion, pero estd lejos de ser un sistema perfecto (192). La composicion
cromosOmica del embrion después de una biopsia de blastocisto puede ser mas util para
predecir el resultado del ciclo y aconsejar a nuestros pacientes. En nuestro estudio,

después de transferencias de embriones euploides Unicos, no observamos ninguna

80



DISCUSION

correlacion entre la morfologia del embrion y el aborto espontaneo. Obviamente, para
que un blastocisto pueda ser biopsiado debe tener un nivel minimo de calidad
(embriones viables con un grado de expansion necesario para diferenciar sus estructuras
en términos de MCI y TE. La calidad de la MCI debe ser al menos B, pero dentro de
este grupo, desde embriones con suficiente calidad para someterse a una biopsia hasta
embriones de excelente calidad, la tasa de aborto espontaneo fue comparable. Nuestros
resultados estan en linea con otros estudios anteriores (162, 193). Aunque otros grupos
encontraron una relacion entre la calidad del embrion y las tasas de aborto espontaneo
(194,195), es interesante notar que estos embriones no se sometieron a una biopsia
embrionaria, lo que puede explicar sus hallazgos. Puede estar relacionado con la calidad
de los blastocistos y concretamente de la diferenciacion de sus células en masa interna y
trofoectodermo. Mientras que algunos autores consideran que la MCI es el mejor
predictor de un embarazo exitoso (196,197), otros consideran que el trofectodermo es el
mejor indicador (194). En nuestras pacientes, transferimos el embridon con la mejor

morfologia, pero solo después de confirmar la euploidia.

Una vez transferido un blastocisto euploide morfoloégicamente bueno, analizamos el
impacto de las diferentes variables clinicas. Descubrimos que las mujeres con un IMC
mas alto experimentaron una tasa de aborto espontaneo mas alta que las mujeres con un
IMC normal. Estudios anteriores han demostrado que las mujeres con un IMC alto
tienen tasas de embarazo mas bajas y tasas de aborto espontaneo mas altas (198-201).
Se plante6 la hipotesis de que estas mujeres podrian tener una mayor cantidad de
embriones aneuploides, lo que resultaria en una mayor tasa de aborto espontdneo. Sin
embargo, nuestro estudio muestra que incluso después de una transferencia de
embriones euploides, las tasas de aborto espontaneo siguen siendo mas altas. Tremellen
et al (138) sugirieron por primera vez una causa no cromosdémica para el aborto
espontaneo relacionado con la obesidad en una pequefia serie de pacientes. De hecho, la
probabilidad de tener embriones aneuploides no cambia con el aumento del IMC (139).
En un esfuerzo por mejorar el resultado reproductivo en mujeres con un IMC maés alto,
se estudiaron modificaciones en el estilo de vida dirigidas a una vida/dieta mas
saludable y con el objetivo de reducir su peso. Desafortunadamente, no parecieron
afectar el prondstico de la FIV (202,203). Recientemente, las mujeres sometidas a FIV
después de una cirugia baridtrica mostraron tasas de éxito comparables en relacion con

mujeres no operadas con IMC similares (204). El mecanismo que causa esta mayor tasa
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de aborto espontaneo aun no estd completamente dilucidado, se ha visto que en las
pacientes con ICM alto existen alteraciones en la receptividad endometrial que pueden
llevar a menores tasas de implantacién y mayor aborto y que el ambiente uterino esta
claramente alterado a lo largo del embarazo, lo que puede llevar consigo cambios
maternos y fetales (205-209). La obesidad también se asocia a una inflamacion cronica,
por lo que el sistema inmunologico podria estar involucrado en el mayor numero de
complicaciones obstétricas que presentan estas pacientes y que pueden terminar en una

pérdida prematura del embarazo.

La preparacion endometrial adecuada es crucial para la implantacion exitosa del
embrion. Los ciclos naturales, midiendo la LH, y los ciclos naturales modificados,
administrando hCG, son alternativas sencillas y faciles de usar para que las pacientes
que ovulan se preparen para la transferencia de embriones, pero requieren ciclos
regulares. Un ciclo sustituido utilizando estrégenos y progesterona, se puede aplicar con
cualquier paciente y permite un mejor control de la transferencia de embriones tanto
para la paciente como para el equipo, pero debe mantenerse hasta la semana 10-12 de
embarazo. Cuando analizamos nuestros datos, no encontramos diferencias en las tasas
de implantacion, embarazo y nacidos vivos entre los ciclos naturales y sustituidos; sin

embargo, observamos una mayor tasa de aborto espontaneo en los ciclos sustituidos.

Estudios previos con transferencias de embriones congelados sin biopsia han mostrado
resultados similares (210). Recientemente, parece que los ciclos sustituidos pueden
aumentar los riesgos obstétricos y neonatales (211). Los datos retrospectivos sugieren
que la preeclampsia también puede ser ligeramente mayor en los ciclos sustituidos en
comparacion con los ciclos naturales (212). Sin embargo, aun debe establecerse la
estrategia de seguimiento Optima para el reemplazo de embriones congelados, ya que
depende de la regularidad del ciclo menstrual de la paciente, la necesidad de controlar el

momento y los riesgos reproductivos que se validaran prospectivamente.

Otra variable clinica a controlar antes de planificar una transferencia embrionaria es el
grosor del endometrio. El grosor endometrial adecuado es crucial para una placentacion
eficiente y la invasion del trofoblasto. La placentacion defectuosa aumenta el riesgo de
complicaciones obstétricas como retardo del crecimiento fetal, bajo peso al nacer e
hipertension inducida por el embarazo (213). Aunque se pueden lograr embarazos

continuos incluso con un revestimiento endometrial muy delgado (214), y aunque no
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todos los autores estan de acuerdo (215-218), estd bien establecido que las tasas de
nacidos vivos son mas bajas cuando el grosor del endometrio es inferior a 7 mm (219).
En nuestros resultados no observamos diferencias en las tasas de implantacién o
embarazo. En cambio, las tasas de aborto espontaneo aumentaron cuando los embriones
se transfirieron a mujeres cuyo grosor endometrial no alcanzaba los 7 mm, lo que

contribuy6 significativamente a la pérdida del embarazo.

Si bien estudiamos una gran cohorte de pacientes con criterios de inclusion estrictos,
principalmente transferencias de blastocistos euploides tnicos, nuestra investigacion
tiene algunas limitaciones. En primer lugar, debido a su caracter retrospectivo, el
estudio agrupa datos de diferentes centros. Aunque todos los laboratorios de FIV
comparten los mismos protocolos y procedimientos, pueden existir pequeias diferencias
metodologicas, pero podrian ser irrelevantes teniendo en cuenta el tamafio de la
muestra. En segundo lugar, no podiamos descartar todas las variables hipotéticas que
contribuyen al aborto espontdneo: alteraciones metabolicas, discrepancias en la
hipotética compatibilidad inmunoldgica como el sistema de KIR-HLA u otros factores
causales atn desconocidos o en investigacion que pueden facilitar el aborto espontaneo.
Sin embargo, lo mds probable es que estos representen una pequeia fraccion no

significativa en la muestra total.
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6. CONCLUSIONES

1. Bajando la concentracion de oxigeno en el incubador del 20% al 5%, conseguimos

mejoras en el cultivo y una mayor tasa de blastocisto.
2. La vitrificacidon no afecta a la tasa de aneuploidia embrionaria.

3. La manipulacion de los gametos y de los embriones por parte de los profesionales del

laboratorio no afecta a la tasa de aneuploidia embrionaria.

4. La estimulacion ovarica controlada no aumenta la tasa de aneuploidia y tampoco

provoca aumento de mosaicismo en los embriones.
5. E1 IMC esta fuertemente asociado a la tasa de aborto.

6. La calidad embrionaria influye en las tasas de implantacion y gestacion, pero no en la

tasa de aborto.
7. El grosor endometrial estd asociado a la tasa de aborto.

8. La preparacion endometrial natural tiene unas menores tasas de aborto que los ciclos

sustituidos.

9. Encontramos que el IMC, el grosor del endometrio y la preparacion del endometrio
deben considerarse antes de la transferencia de embriones para optimizar las tasas de

€xito y minimizar el riesgo de aborto espontaneo
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