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1. ABREVIATURAS

a: Nivel de significacion.

pl: microlitros.

aCGH: array CGH.

CGH: del inglés Comparative Genomic Hybridization (Hibridacién Genédmica Comparativa).
DAPI: 4 ,6-diamino-2-fenilindol.

DDT: ditiotreitol.

Dr: Doctor.

Dra: Doctora.

FISH: del inglés fluorescence in vitro hybridization (Hibridacidn fluorescente in vitro).
FSH: del inglés follicle-stimullating hormone (Hormona foliculo estimulante).

FIV: fecundacion in vitro.

ICE: del inglés interchromosomal effect (Efecto intercromosdmico).

ICM: del inglés inner cell mass (masa celular interna).

ICSI: del inglés intracytoplasmic sperm injection (inyeccién intracitoplasmatica de
espermatozoides).

Ha: Hipodtesis alternativa.

HO: Hipdtesis nula.

ml: mililitros.

NP-40: Nonidet P-40.

Num: ndmero.

SGP: screening genético preimplantacion.

SSC: del inglés saline-sodium citrate (sal de citrato de sodio).
TE: Trofoectodermo.

TFG: Trabajo de Fin de Grado.

TRA: técnicas de reproduccion asistida.



2. RESUMEN

Este trabajo de fin de grado, consiste en una revisién bibliografica del screening
genético preimplantacién (SGP) en pacientes de la Unidad de Genética y Reproduccién del
Hospital HLA Vistahermosa con factor masculino severo revelado por un analisis de FISH de
espermatozoides alterado. El objetivo de esta revision es analizar la utilidad del SGP en los
tratamientos de reproduccidn asistida; para ello, se ha estudiado la ploidia de los embriones
producidos por estos pacientes y se ha medido el impacto del SGP sobre la tasa de
embarazo. Los resultados confirman que el porcentaje de embriones aneuploides depende
de la indicacién de cada paciente y ademas es mayor en nuestro grupo de estudio que en la
poblacién general; sin embargo, no se ha conseguido aumentar la tasa de embarazo en
nuestro grupo de estudio con respecto al grupo control. Finalmente, hemos determinado

proyecciones futuras que permitan ofrecer un mejor asesoramiento a los pacientes.

Palabras clave: FISH de espermatozoides, screening genético preimplantacién, aneuploidia,
embridn, infertilidad, aCGH.

ABSTRACT

This final degree project consists of a bibliographic review of the preimplantation
genetic screening (PGS) in patients of the Unidad de Genética y Reproduccion of the Hospital
HLA Vistahermosa with a severe male factor revealed by an altered sperm FISH analysis. The
objective of this review is to analyse the utility of PGS in assisted reproduction treatments,
and for this purpose, we have studied the embryos ploidy produced by these patients and
we have also studied the impact of PGS on pregnancy rate. The results confirm that the
percentage of aneuploidy embryos depends on the indication of each patient and it is also
higher in our study group than in the general population; however, it has not been possible
to increase the pregnancy rate in our study group respect to the control group. Finally, we

have determined future projections that allow us to offer better advice to patients.

Keywords: sperm FISH, preimplantation genetic screening, aneuploidy, embryo, infertility,
aCGH.



3. INTRODUCCION

La infertilidad es una enfermedad que se caracteriza por la imposibilidad de darse un
embarazo clinico tras doce meses de relaciones sexuales regulares y sin proteccién (1).
Actualmente, mas de 186 millones de personas sufren esta enfermedad (2), estimandose

que afecta al 8-12% de las parejas en edad reproductiva en todo el mundo (3).

El factor masculino contribuye en el 50% de los casos de infertilidad, siendo el unico
responsable del 20-30% de casos totales (4). Las anomalias genéticas del esperma son
comunes y se reconocen como indicadores de la infertilidad masculina (5)(6) ,de hecho se ha
determinado que los gametos de pacientes infértiles muestran una mayor tasa de anomalias
cromosémicas que en los de la poblacién general (7). Las aneuploidias son las anormalidades
cromosOmicas mas frecuentes en humanos y se detectan en el 35% de los abortos

espontdneos, el 4% de los nacidos muertos y el 0,3% de los nacidos vivos (8).

En hombres portadores de anomalias cromosdmicas sexuales numéricas se ha visto
aumentada la disomia sexual en sus espermatozoides, debido a que se crea un
microambiente testicular anormal relacionado con un aumento de la hormona foliculo
estimulante (FSH) que afecta a la segregacién cromosdmica de los espermatozoides que
producen. Ademas, en hombres que poseen anomalias cromosdmicas estructurales como
inversiones y/o translocaciones puede darse el efecto intercromosémico (ICE) y afectar a
otros cromosomas provocando errores en la produccién de gametos (9). En ambos casos hay
un mayor riesgo de producir espermatozoides cromosdmicamente desequilibrados y de
padecer problemas de fertilidad debido a que se produce generalmente una meiosis
anomala (10)(11)(12), donde es especialmente sensible la etapa de paquiteno (9). Por tanto,

el estudio del cariotipo se incluye en la evaluacidn clinica basica de los estudios de fertilidad.

Por otro lado, varios estudios demuestran una relacién entre la infertilidad
masculina, la calidad del semen y el aumento de la presencia de aneuploidias en los
espermatozoides (13)(14)(15)(16); sin embargo, no estd bien establecido cual de los tres
pardmetros que se estudian en un seminograma (numero, motilidad y morfologia) esta
relacionado en mayor medida con la tasa de aneuploidias, ya que en muchas ocasiones
aparecen dos e incluso los tres parametros combinados. Aun asi de estos tres esta muy clara

la relacion existente entre la tasa de aneuploidias y un bajo conteo de espermatozoides



(oligozoospermia) (17)(18)(19),esto se puede explicar sabiendo que en la espermatogénesis
existen diferentes puntos de control que tienen como objetivo detener a las células con
anomalias cromosdmicas lo que supondria una menor produccidon de gametos. En cuanto a
la morfologia, hay estudios que describen que en los espermatozoides morfolégicamente
anormales la tasa de aneuploidias es mayor (28)(29); sin embargo, también se ve reflejado
en otros estudios que los espermatozoides con unas dimensiones y forma normal, pueden
presentar aneuploidias (30); por lo tanto, la seleccion de espermatozoides basada en
morfologia no seria fiable como tampoco lo es la relacion con la motilidad la cual resulta ser

controvertida habiendo articulos que la confirman y otros que la desacreditan.

Por estos motivos, tanto en pacientes con cariotipo alterado y/o con seminograma
alterado es importante llevar a cabo un analisis de espermatozoides mediante técnicas como
la hibridacidn fluorescente in vitro (FISH), la cual también estd indicada cuando existen fallos
previos de implantacién y/o abortos de repeticion. Esta técnica nos permite marcar una
serie de cromosomas mediante sondas fluorescentes, determinar el nUmero de cada uno de
ellos y de esta forma estudiar la posible presencia de aneuploidias en los gametos. Por
ultimo, también hay pacientes con normozoospermia y cariotipo normal que producen un
mayor numero de espermatozoides anormales durante la espermatogénesis que la
poblacién general; la explicacion para estos casos probablemente también reside en que
poseen una meiosis andmala, por ejemplo algun fallo en los mecanismos de control, como la
no identificacion de células anormales, fallos en la eliminacion de éstas o simplemente que

el nimero de células anormales sea demasiado alto para que sean eliminadas por completo.

La capacidad de los espermatozoides aneuploides para fertilizar ovocitos esta
demostrada (20)(21) y esta fertilizacion se relaciona con abortos espontaneos
(22)(23)(24)(25) vy fracasos repetitivos de la inyeccidon intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI)(26), debido a que estas anomalias presentes en los espermatozoides
tienen un efecto directo sobre la constitucién cromosémica de los embriones y que ademas
parece variar segun el tipo de anomalia que posea el esperma (27); también existe la
posibilidad de que se dé una descendencia anormal por ejemplo nifios con sindrome de
Down o Klinefelter entre otros. Para determinar qué embriones tienen mayor calidad
tenemos técnicas invasivas y otras que no lo son. Estudiar la morfologia de los embriones es

una técnica no invasiva, el problema de ésta es que muchos de los embriones que tienen



una morfologia correcta son aneuploides y por tanto su potencial de implantacién
disminuye, ademas existe una gran subjetividad en la seleccién, que se acentla sabiendo
que la apariencia de estos cambia rdpidamente en los primeros dias de desarrollo (31). Por
otro lado, el uso de técnicas invasivas como el SGP lleva a cabo un analisis mas eficaz que el
anterior ya que hay técnicas que permiten estudiar los 23 pares de cromosomas antes de la
seleccion y transferencia del embridn. El SGP empezé a utilizarse en 1990 para seleccionar
embriones femeninos con el fin de prevenir el nacimiento de nifios con enfermedades
ligadas al cromosoma X (32). En la actualidad esta técnica ha evolucionado hacia 3 ramas:
seleccion de embriones sanos procedentes de parejas con alguna enfermedad genética,
seleccion de embriones histolégicamente compatibles y por ultimo, la seleccién de
embriones euploides que aumenten las tasas de éxito en las técnicas de reproduccion
asistida (TRA). Las principales indicaciones para realizar este screening incluyen edad
materna avanzada, fallos repetidos de implantacion, abortos involuntarios recurrentes y el

factor masculino severo.

Entre las diferentes indicaciones mencionadas anteriormente, la edad materna
avanzada estd confirmada por muchos estudios (33)(34)(35)(36) como la que mas
claramente se beneficia de esta técnica, de hecho en esos estudios se aumentd la tasa de
embarazo tras aplicar el SGP con respecto a un grupo control; también estdn confirmados
los beneficios de la aplicacidn del SGP en las indicaciones de fallos repetidos de implantacién
(37)(38) y los abortos recurrentes (39) como motivos para realizar un SGP. Sin embargo, el
factor masculino severo no ha sido ampliamente estudiado, ademas hay estudios que
directamente obvian esta indicacién (40). El motivo de esto podria ser que la infertilidad
masculina sigue siendo un tema tabu, de hecho se prevé que aproximadamente el 27% de
los hombres infértiles nunca seran evaluados; también hay numerosos estudios que
informan de que las mujeres a menudo son culpadas de infértiles incluso cuando el
problema lo tiene su pareja (41)(42), a pesar de que como ya dijimos el factor masculino
afecta a la mitad de los casos de infertilidad. Sin embargo, este pensamiento estd cambiando
y cada vez mas se estd reconociendo la infertilidad masculina (2), por este motivo
intentaremos demostrar que un diagndstico de FISH de espermatozoides alterado que revela
un caso de factor masculino severo, debe considerarse como una indicacidon que se podria

beneficiar del uso de SGP.



4. ANTECEDENTES

El SGP, es una técnica que empezd a utilizarse en 1990 para seleccionar embriones
femeninos con el fin de prevenir el nacimiento de nifios con enfermedades ligadas al
cromosoma X. En la actualidad tiene como objetivo aumentar la tasa de embarazo ya que
nos permitira seleccionar aquellos embriones euploides y por tanto con mas capacidad para
implantar. Anteriormente se realizaba el screening mediante la técnica de FISH que permitia
estudiar un numero limitado de cromosomas, por lo tanto, un embrién analizado por FISH y
gue no presentara ninguna alteracidn en los cromosomas estudiados no significaba que no
pudiera tener alterado un cromosoma no estudiado. Estas limitaciones quedan resueltas con
el uso de otras técnicas como aCGH (array Comparative Genomic Hybridization), SNP (Single
nucleotide polymorphism) o NGS (Next generation sequencing) ya que nos permiten analizar

los 22 cromosomas autosdmicos y los sexuales.

La Unidad de Genética y Reproduccion del Hospital HLA Vistahermosa empezé a
realizar el SGP mediante aCGH en 2012, desde entonces el nimero de pacientes que han
decidido analizar sus embriones por SGP ha aumentado anualmente. De estos pacientes, la
indicacion de FISH de espermatozoides alterado que revela un diagndstico de factor
masculino severo es numerosa; de hecho desde 2014, 79 de los 118 casos totales se deben
a esta indicacion. Por este motivo, consideramos hacer esta revision clinica con el fin de
obtener conclusiones que puedan ayudar en el asesoramiento a los pacientes con este tipo

de indicacion clinica.

5. OBJETIVOS

El principal objetivo de este trabajo es intentar demostrar que el factor masculino
severo revelado por un FISH de espermatozoides alterado es una indicacidn para realizar un

SGP; para conseguirlo se intentara confirmar:

- Un FISH de espermatozoides alterado esta relacionado con una mayor tasa de

embriones aneuploides.

- La combinacion de FISH+SGP aumenta la tasa de embarazo.



6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Pacientes

Se trataron 118 casos desde 2014 hasta 2017 de pacientes de la Unidad de Genética
y Reproduccion del Hospital HLA Vistahermosa, de los cuales 79 de ellos presentaban FISH
alterado de espermatozoides como indicacion clinica. De estos tuvimos que descartar 8
casos por tener otras indicaciones como edad materna avanzada (3 casos), cariotipo
alterado (2 casos), translocacion robertsoniana (2 casos) y endometriosis. Por tanto, tuvimos
un total de 71 casos, que forman nuestro grupo de estudio, donde el hombre posee factor
masculino severo revelado por un diagndstico de FISH de espermatozoides alterado y que no
incluia ninguna otra indicacion; ademas los ovocitos usados para obtener embriones eran de
calidad, siendo donados, o propios sin ninguna indicacion que pudiese comprometer la
fertilidad de la mujer. Los embriones de nuestro grupo de estudio se obtuvieron por

fecundacion in vitro (FIV) y fueron analizados por SGP mediante array CGH.

Grupo control: Hemos usado dos grupos controles, ambos formados por pacientes de la
misma unidad que nuestro grupo de estudio; los embriones de estos grupos control también

fueron obtenidos por FIV.

e Grupo control A, para determinar el porcentaje de embriones aneuploides en la

poblacién general, formado por 5 casos en los que el hombre no tiene ningun
diagnéstico que indique esterilidad y con FISH de espermatozoides normal; junto
con ovocitos donados y de calidad. De estos 5 casos se obtuvieron 30 embriones que
se sometieron a SGP para determinar su ploidia. En tres de estos casos se
sometieron a realizar esta prueba por motivos sociales y los otros dos restantes
fueron donantes de espermatozoides para hacer embriones.

e Grupo control B, para determinar la tasa de embarazo sin SGP, en casos donde el

hombre posee un FISH de espermatozoides alterado, junto con ovocitos donados y
de calidad. Los embriones obtenidos no se sometieron al SGP y fueron transferidos
tras ser analizados morfoldgicamente al Utero de la mujer. Este grupo control estd

formado por 29 casos.



6.2. Técnicas

6.2.1. FISH de espermatozoides

Descripcion de la técnica: El FISH de espermatozoides es una prueba diagndstica que
permite saber la fraccion que hay de espermatozoides con alteraciones cromosémicas; para
ello se marcan a través de una sonda fluorescente ciertos cromosomas y después se analizan
mediante un microscopio de fluorescencia. En este estudio se han marcado los cromosomas
13, 18, 21, X e Y, puesto que son los que tienen mas probabilidades de estar alterados,

usando sondas centroméricas y especificas de locus.
Procedimiento:

A. Preparacion de la muestra: Para la realizacion de la técnica se usa 0,5-1 ml de

muestra. Se preparan 5 jarras Coplin con diferentes soluciones; tras ello, se afaden 5
ml de cloruro potasico a 0,5 ml de la muestra y se incuba a 37° durante 30 minutos.
Después se centrifuga y se desecha el sobrenadante, se resuspende el pellet y se
afiaden 8 ml de Carnoy frio. Volvemos a centrifugar, desechar el sobrenadante y
resuspender el pellet en 0,5-1ml de Carnoy. Una vez realizado esto, echamos una o
mas gotas (hasta obtener la densidad deseada) sobre un portaobjetos. Después
sumergiremos el portaobjetos en 4 soluciones diferentes, dejamos secar y
descondesamos en DDT, tras esto volvemos a sumergir el portaobjetos en las 4

soluciones y dejamos secar. De esta forma tendremos la muestra preparada.

B. Hibridacién de la muestra: Con la sonda descongelada, aplicamos 5ul de ella en la

muestra y seguido ponemos un cubreobjetos, finalmente tratamos el portaobjetos

primero a 77° y después incubamos a 37° en una cdmara himeda de 16-24 horas.

C. Lavados post-hibridacidon: Sumergir el portaobjetos durante 2 minutos en una

solucion 0,4xSSC-NP40 a 72°, seguido de 30 segundos en una solucidon 2xSSC-NP40.
Dejamos secar en la oscuridad y finalmente aplicamos 10ul de DAPI y lo ponemos a

una temperatura de -20° durante 30 minutos.

Tras realizar este procedimiento se guarda en oscuridad y frio hasta el

momento de su estudio.
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6.2.2. Screening genético preimplantacién mediante aCGH

Descripcion de la técnica: Consiste en analizar el nUmero de cromosomas presentes en los
embriones antes de transferirlos a la mujer; de esta forma nos permite seleccionar los
embriones euploides y descartar los aneuploides que tienen un menor potencial de

implantacion.

Un ciclo de reproduccion asistida con SGP consta de: estimulacién ovarica
controlada, fecundacién in vitro; tras esto se lleva a cabo la biopsia del embrién, que en
nuestro estudio se hizo en dia tres, cuando el embridn se encuentra en estado de 8 células
llamadas blastémeras obteniendo de esta forma una de ellas a la cual ya se puede someter

al SGP mediante el siguiente procedimiento.

Procedimiento: Para realizar el SGP se ha seguido el protocolo 24Sure de Illumina que

consta de las siguientes etapas:

A. Preparacién de la muestra: Se lleva a cabo una amplificacién del genoma

completo, siguiendo el protocolo SurePlex el cual debe llevarse a cabo en una cabina
de flujo laminar estéril para evitar contaminaciones; ya que este es un paso crucial y
una contaminacion con ADN externo podria amplificarse en esta etapa y dar un error

en el diagnéstico.

B. Marcaje: Las muestras y controles son marcados con los fluoréforos Cy3 y Cy5

usando primers random.

C. Hibridacién: El ADN de la muestra se desnaturaliza a 75° durante 10 minutos, se
centrifuga durante 20 segundos y se deja enfriar a temperatura ambiente, tras esto

se pasa a la hibridacién con el ADN control.

D. Lavado: Este proceso se realiza para quitar el ADN no hibridado. Se lleva a cabo a

alta temperatura para una correcta astringencia
E. Analisis: Se analiza la muestra mediante array CGH usando el software BlueFuse.

Tras este procedimiento, se seleccionan los embriones euploides y se transfieren a la
mujer en dia 5. En casos en los que se obtienen varios embriones euploides se transfirieron

como maximo dos de ellos.
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6.3. Analisis estadistico

Los resultados obtenidos tanto para el numero de embriones aneuploides segun la
indicacion clinica, como los resultados de la tasa de embarazo en pacientes con FISH
alterado que sometieron sus embriones a SGP, fueron comparados con sus respectivos
grupos controles explicados anteriormente usando dos andlisis estadisticos en cada uno de
ellos, llevados a cabo mediante el software XLSTAT en Excel. También se analizaron con las
mismas pruebas los resultados de comparar nuestro estudio con otros, en el apartado

“8.Discusion”.

e Prueba del chi-cuadrado: Refleja la distancia entre los datos reales y tedricos,

calculando de esta forma las frecuencias tedricas y obteniendo un valor de “p”.

o _n

o Test exacto de Fisher: Obtiene un valor de “p” utilizando la distribuciéon

hipergeométrica, que refleja la probabilidad de tener los datos observados.

Ambas pruebas plantean una hipdtesis nula (HO) donde las dos variables son
independientes y una hipdtesis alternativa (Ha) donde estas son dependientes. En ambos
casos el nivel de significancia (a) fue de 5%; por tanto, cuando el valor de “p” obtenido es
menor que 0,05 se rechaza la hipétesis nula con un riesgo “p” de equivocarse. En cambio,

o _n

cuando el valor de “p” es mayor que 0,05, se acepta la hipdtesis nula.
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7. RESULTADOS

A continuacidn, se presentan los resultados obtenidos en este estudio los cuales se
dividen en dos secciones: evaluacién de la ploidia de los embriones analizados mediante SGP

(7.1), y la evaluacion de la tasa de embarazo por transferencia (7.2).

7.1. Evaluacion de la ploidia de los embriones mediante SGP
Los resultados obtenidos se pueden ver en la Tabla 1 y quedan reflejados en la Figura

1y Figura 2.

Tabla 1: Resultado del analisis de embriones por SGP.

FISH de
. Edad materna ., 2 Grupo
espermatozoides 1 Translocacion
avanzada control A

alterado
Num. casos 71 11 10 5
Num. .embrlones 375 38 44 30
obtenidos
Num. fallos de
amplificacion (%) 40 (10,67) 3(7,89) 5(11,36) 0 (0)
Num..embrlones 335 35 39 30
estudiados
Num. embriones
euploides (%) 121 (36,12) 2 (5,71) 10 (25,64) 17 (56,67)
Num. embriones
aneuploides (%) 214 (63,88) 33 (94,29) 29 (74,36) 13 (43,33)
Num. Embriones
cadticos (%)3 68 (31,78) 4(12,12) 3(10,34) 0 (0)

! Consideramos la indicacién clinica de edad materna avanzada en casos donde la mujer tiene una
edad >38 afios y usa sus propios ovocitos.

’> No diferenciamos entre los distintos tipos de translocaciones.

* Consideramos gue un embridn es cadtico cuando posee 4 0 mas anomalias cromosdmicas. Ademas,
estos estan incluidos en el porcentaje de embriones aneuploides. El porcentaje que se da de ellos es
con respecto a los embriones aneuploides y no a la totalidad de embriones.
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Figura 1: Resultado del analisis de embriones por SGP.

FISH de espermatozoides alterado Edad materna avanzada
® %Euploides m %Aneuploides B %Aneuploides Cadticos H %Euploides M %Aneuploides B %Aneuploides Cadticos
Translocaciones Grupo control A
m %Euploides W %Aneuploides M %Aneuploides Caéticos H %Euploides ® %Aneuploides B %Aneuploides Cadticos

Figura 2: Porcentaje de embriones aneuploides segtin la indicacidn clinica.
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B %Embriones
aneuploides

FISH alterado Edad materna Translocaciones Grupo control
avanzada
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Para comprobar si las diferencias en el porcentaje de embriones aneuploides entre

las distintos indicaciones eran significativas se hicieron dos andlisis estadisticos explicados en

el apartado de “6.Materiales y métodos> 6.3. Analisis estadistico”. Los resultados que

obtuvimos se muestran en la Tabla 2:

Tabla 2: Analisis estadistico comparando los resultados de las diferentes indicaciones
clinicas: FISH de espermatozoides alterado, edad materna avanzada, translocacién y grupo

control A.

Prueba de chi-cuadrado

Test exacto de Fisher

Valor de a (%)

0,05 (5%)

0,05 (5%)

Valor d (%) < 0,0001 <0,0001
alordep (“ (<0,01%) (<0,01%)
Riesgo de rechazar HO
<0,01% <0,01%
cuando es verdadera
Edad
FISH materna Grupo
alterado avanzada Translocaciéon control Total
Frecuencias tedricas Embriones
euploides 114,465 11,959 13,326 10,251 | 150,000
Embriones
aneuploides 220,535 23,041 25,674 19,749 | 289,000
Total 335 35 39 30 439
Edad
FISH materna Grupo
alterado avanzada Translocaciéon control Total
Proporciones/Columna | Embriones
euploides 0,361 0,057 0,256 0,567 0,342
Embriones
aneuploides 0,639 0,943 0,744 0,433 0,658
Total 1 1 1 1 1
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Ademas, como uno de los objetivos de nuestro trabajo es evaluar si pacientes con
FISH de espermatozoides alterado producen un mayor porcentaje de embriones aneuploides
gue la poblacién general, se repitieron los analisis estadisticos comparando solamente los
resultados de esta indicacion con los del grupo control A para ver si la diferencia es

significativa, se representan a continuacién en la Tabla 3.

Tabla 3: Analisis estadistico comparando los resultados de FISH de espermatozoides
alterado y el grupo control A.

Prueba de chi-cuadrado Test exacto de Fisher
Valor de a (%) 0,05 (5%) 0,05 (5%)
Valor de p (%) 0,043 (4,3%) 0,031 (3,1%)
Riesgo de rechazar HO
4,27% 3,11%
cuando es verdadera
FISH Grupo
) o alterado control Total
Frecuencias teoricas Embriones euploides 126,658 11,342 138,000
Embriones aneuploides 208,342 18,658 227,000
Total 335 30 365
FISH Grupo
alterado control Total
Proporciones/Columna Embriones euploides 0,361 0,567 0,378
Embriones aneuploides 0,639 0,433 0,622
Total 1 1 1

7.2. Evaluacion de la tasa de embarazo por transferencia

Nuestro grupo de estudio esta formado por 71 casos, de los cuales se obtuvieron
embriones euploides en 57 de ellos, y se llevd a cabo la transferencia. Se estudié la tasa de
embarazo conseguida; que se puede ver en la Tabla 4 y queda reflejada en la Figura 3,
comparandola con un grupo control explicado en el apartado “6.Materiales y

métodos>6.1.Pacientes>Grupo control B”.
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Tabla 4: Resultado de la tasa de embarazo/ transferencia.

Con SGP Sin SGP*
Num. transferencias 57 29
Num. Embarazos 22 13
Num. No embarazos 35 16
Tasa embarazo/transferencia
38,6% 44,83%
(%)

!Los embriones transferidos sin llevar a cabo el SGP, hacen referencia al grupo control B.

Figura 3: Porcentaje de la tasa de embarazo por transferencia

% Tasa embarazo/transferencia

100
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B % Tasa embarazo/transferencia

Con SGP Sin SGP (Control)
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Para determinar si la diferencia obtenida en la tasa de embarazo entre el grupo de

estudio y el grupo control B es significativa, se han llevado a cabo dos andlisis estadisticos

explicados en el apartado de “6. Materiales y métodos> 6.3. Analisis estadistico”. En la Tabla

5 se muestra el resultado de estos.

Tabla 5: Andlisis estadistico de la tasa de embarazo entre el grupo de estudio y el grupo

control B.

Prueba de chi-cuadrado

Test exacto de Fisher

Valor de a (%)

0,05 (5%)

0,05 (5%)

Valor de p (%) 0,578 (57,8%) 0,646 (64,6%)
Riesgo de rechazar HO
57,82% 64,55%
cuando es verdadera
SGP Sin SGP Total
Frecuencias tedricas Embarazos 23,198 11,802 35,000
No embarazos 33,802 17,198 51,000
Total 57 29 86
SGP Sin SGP Total
Proporciones/Columna Embarazos 0,386 0,448 0,407
No embarazos 0,614 0,552 0,593
Total 1 1 1
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8. DISCUSION

En este TFG se ha hecho una revision clinica del SGP en casos de pacientes con factor

masculino severo revelado por un FISH de espermatozoides alterado.

La indicacién de FISH de espermatozoides alterado confirma una mayor presencia de
aneuploidias en los espermatozoides de estos pacientes. Estas alteraciones cromosémicas
afectan a los embriones que producen, pudiendo empeorar la tasa de embarazo y por tanto
causando problemas de fertilidad. EI SGP, por su parte, nos permite seleccionar los
embriones euploides frente a los aneuploides ya que esta demostrado que los primeros
tienen un mayor potencial de implantacidn. Al igual que los resultados, la discusién de los

mismos se va a dividir en dos secciones.

8.1. Evaluacion de la ploidia de los embriones

Los embriones obtenidos de pacientes con diferente indicacidon clinica fueron
sometidos a SGP analizando todos sus cromosomas mediante array CGH para evaluar el
porcentaje de embriones aneuploides. Algunos de los embriones obtenidos no pudieron ser
analizados debido a fallos de amplificacién, por lo que quedaron sin diagndstico; esto no es
anormal, de hecho en nuestro estudio el mayor porcentaje de fallos de amplificacién es de
10,67% y se dio en pacientes con FISH de espermatozoides alterado, aunque la indicacién
clinica en este sentido no tiene importancia y la diferencia probablemente se deba a que
también es la indicacion con mayor niumero de embriones biopsiados; este porcentaje esta
por debajo del que se da en la literatura consultada (43), donde se producen fallos de

amplificacién en un 12,6% (23/183) de los embriones biopsiados.

Centrandonos en los resultados presentados anteriormente en la Tabla 1 e ilustrados
en la Figura 1y 2, vemos que el porcentaje de embriones aneuploides varia dependiendo de
la indicacion del paciente. En nuestro caso se obtuvo un mayor nimero de embriones
aneuploides en pacientes con edad materna avanzada (94,29%), seguido de pacientes con
translocaciones (74,36%), FISH de espermatozoides alterado (63,88%) y del grupo control A
(43,33%). Estos resultados fueron evaluados por dos andlisis estadisticos, cuyos resultados
se muestran en la Tabla 2, donde obtuvimos en ambos un valor p<0,0001 que es menor que
el nivel de a= 0,05; esto significa que se rechaza la HO con un riesgo menor al 0,01%; por lo

tanto, se acepta la Ha que confirma que el porcentaje de embriones aneuploides depende
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de la indicacién clinica del paciente. Ademas, se dan las frecuencias tedricas que nos dice
como deberian ser los datos para que se cumpliese la HO, podemos observar que estas son
distintas con respecto a las frecuencias observadas y nos da fiabilidad aceptar la prueba del
chi cuadrado ver que ninguna de estas frecuencias es menor que 5, nivel de significacién. Por
otro lado, también se presentan las proporciones/columna en las que vemos una diferencia

notable entre las distintas indicaciones.

Uno de los objetivos que nos marcamos en este TFG fue evaluar la produccién de
embriones aneuploides en pacientes con FISH de espermatozoides alterado, por tanto pese
a haber confirmado ya anteriormente que esto varia segun la indicacién clinica, quisimos
confirmar por separado los resultados de esta indicacién comparandolos con los del grupo
control A y ver si la diferencia era significativa. Por tanto, realizamos de nuevo los dos
analisis estadisticos, cuyos resultados se muestran en la Tabla 3, donde se obtiene un valor
de “p” inferior al nivel de a= 0,05 tanto en la prueba de chi cuadrado (0,043) como en el test
exacto de Fisher (0,031); esto significa que se rechaza la HO con un riesgo de 4,27% y 3,11%
respectivamente, por lo que se acepta la Ha, que confirma que el porcentaje de embriones
aneuploides es mayor en pacientes con FISH de espermatozoides alterado que en el grupo
control A formado por pacientes sin ningin problema de fertilidad. Ademads, se dan las
frecuencias tedricas que muestran como deberian ser los datos para que se cumpliese la HO,
podemos observar que estas son distintas con respecto a las frecuencias observadas y nos
da fiabilidad aceptar la prueba del chi cuadrado ver que ninguna de estas frecuencias es
menor que 5. Por otro lado, también se presentan las proporciones/columna en las que
vemos una diferencia notable entre las dos indicaciones ya que para FISH alterado la

proporcién de embriones aneuploides es 0,639 y para el grupo control A 0,433.
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Para validar nuestros resultados los hemos comparado con otros estudios de la

bibliografia que han sido revisados, esto queda reflejado a continuacién en la Tabla 6:

Tabla 6: Resultados del analisis de embriones de nuestro estudio comparados con otros

revisados de la bibliografia.

FISH de
. Edad materna .
espermatozoides Translocaciones | Grupo control A
avanzada
alterado

Nuestro Otro Nuestro Otro Nuestro | Otro | Nuestro Otro
estudio (54) estudio (53) estudio | (44) | estudio (55)

Num. casos 71 13 11 83 10 47 5 55
Num.
embriones 335 85 35 563 39 402 30 425
estudiados
Num.
embriones 214 64 33 484 29 229 13 191

aneuploides | (63,88%) | (75,3%) | (94,29%) | (85,97%) | (74,36%) | (57%) | (43,33%) | (44,9%)
(%)

o FISH de espermatozoides alterado: La diferencia observada entre los dos estudios no
es estadisticamente significativa, confirmado por la prueba de chi-cuadrado y el test
exacto de Fisher; aun asi, hay cierta diferencia en la metodologia de ambos estudios
ya que en el nuestro se trata de pacientes con factor masculino severo revelado por
FISH de espermatozoides alterado, sin embargo, en el otro estudio (54) los pacientes

poseen factor masculino severo indicado por un seminograma alterado.

e Edad materna avanzada: Comparando nuestros resultados con los de otro estudio
(53) vemos que no hay una diferencia notable en cuanto al porcentaje de embriones
aneuploides. Las caracteristicas de este otro estudio son muy similares al nuestro, la
edad media de las mujeres es de 41 afios que es muy cercana a la edad media de las
mujeres del nuestro, 40,5 afios; ademas se hace la biopsia en la etapa de escision y se

analiza mediante aCGH.
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e Translocaciones: Comparando los resultados de ambos estudios vemos que hay
diferencia entre ellos, confirmado por la prueba de chi-cuadrado y el test exacto de
Fisher. La razéon de ello puede que sea que en nuestro estudio tenemos una
poblacién muy pequefa; ademas no hemos diferenciado entre los distintos tipos de

translocaciones.

e Grupo control A: Nos resultd muy importante comparar los resultados de nuestro
grupo control A con otro similar que fuese mds grande, ya que el nuestro era
reducido. Al comparar los resultados con los de otro estudio (55) vemos que son muy
similares. Aun asi, hay que afadir que en este otro estudio los embriones se

biopsiaron en dia 5 a diferencia de nuestro estudio que fue en dia 3.

8.2. Evaluacion de la tasa de embarazo por transferencia

De los 71 casos que formaban nuestro grupo de estudio se obtuvieron embriones
euploides y por tanto aptos para la transferencia en 57 de ellos; por tanto, obtuvimos una
tasa de transferencia de 80,28%. Tal y como muestra la Tabla 4, de estos 57 casos donde fue
posible la transferencia hubo 22 embarazos obteniendo una tasa de embarazo por
transferencia de 38,6%, mientras que en el grupo control B se hicieron 29 transferencias y se
dieron 13 casos en los que hubo embarazo, de esta forma, la tasa de embarazo por

transferencia en este grupo control fue de 44,83%.

Comparando la tasa de embarazo/transferencia del grupo de estudio (38,6%) y del
grupo control B (44,83%), podemos observar que en pacientes con FISH de espermatozoide
alterado cuyos embriones no habian sido sometidos a SGP se obtiene una tasa de embarazo
por transferencia de 6,23% mayor que en pacientes con FISH de espermatozoides alterado

cuyos embriones habian sido analizados por SGP.

Para validar estos resultados se hicieron dos anadlisis estadisticos, cuyos resultados
estan en la Tabla 5, y nos muestra que el valor de “p” tanto para la prueba del chi cuadrado
(0,578) como en el test exacto de Fisher (0,646) es mayor que el nivel de significacién=0,05
por lo que se acepta la HO, que viene a decir que el nimero de embarazos es independiente
del uso del SGP. Ademas, se dan las frecuencias tedéricas que muestran como deberian ser

los datos para que se cumpliese la HO, podemos observar que estas son similares a las
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frecuencias observadas y nos da fiabilidad aceptar la prueba del chi cuadrado ver que
ninguna de estas frecuencias es menor que 5. Por otro lado, también se presentan las
proporciones/columna en las que no vemos una diferencia notable entre nuestro grupo de
estudio y el control B. Con estos analisis se concluye que la diferencia observada en la tasa

de embarazo por transferencia no es significativa.

Estos resultados nos indican que el uso del SGP no ha sido capaz de aumentar la tasa
de embarazo en nuestro estudio; esta afirmacidn, es acorde con otras revisiones
bibliograficas consultadas (45) que concluyen que no se han obtenido claros beneficios del
uso de esta técnica. Sin embargo, para entender esto, hay que tener en cuenta que el SGP es
un screening cuyo objetivo es seleccionar los embriones euploides puesto que tienen mayor
potencial de implantacién. Se ha demostrado que los embriones biopsiados en dia 3 pueden
ser discordantes con la ploidia que tendran en dia 5, es decir, que en ocasiones embriones
con alteraciones cromosémicas en dia 3, diagnosticados como aneuploides, son euploides en
dia 5. Se puede explicar, entre otras cosas, por la existencia de mosaicismo, es decir, en el
embrion pueden coexistir lineas celulares diferentes, (algunas euploides y otras aneuploides)
como podemos ver en la Figura 4. Si realizamos la biopsia en dia 3, solo analizamos una
célula, por lo que no podemos conocer el estado de mosaico del embrién; de hecho, hay
estudios (47) donde se afirma que el 50% de embriones informados como aneuploides
presentan mosaicismo. Ademas, haciendo referencia a casos donde se ha indicado un FISH
de espermatozoides alterado, también se sabe que el ovocito puede reparar los errores que
transmite el espermatozoide en fases de desarrollo embrionario posteriores al analisis
mediante SGP, y que esta capacidad reparadora depende de la calidad del ovocito que va
empeorando a medida que aumenta la edad (48); esto concuerda con nuestros resultados
donde vemos que la edad materna avanzada es la indicacién clinica donde se obtiene un
mayor porcentaje de embriones aneuploides. Por todos estos motivos, puede que la tasa de
embarazo no experimente un aumento, ya que se podria estar subestimando el nimero de
embriones con un alto potencial de implantacién, cosa que no ocurre en pacientes que no se
realizan el SGP, aunque cabe decir que el nimero de pacientes de nuestra poblacién control
(control B) es pequefio, por lo que estos resultado podrian variar a medida que aumentemos

el nUmero de casos.
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Figura 4: Tipos de mosaicismo

Total Mosaic

ICM/TE Mosaic Type Il

ICM Mosaic

TE Mosaic

ICM/TE Meosaic Type |

En esta imagen se representa la linea celular euplodie en azul, y en naranja la aneuploide. Se
puede ver que existen diferentes tipos de mosaicos dependiendo de la zona donde se
encuentran las células aneuploides, en la masa celular interna (ICM) o en trofoectodermo

(TE).
Vera-Rodriguez.(56)
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9. CONCLUSIONES Y PROYECCION FUTURA

Haciendo referencia a los objetivos que marcamos en este TFG se han obtenido las

siguientes conclusiones:

e Se ha demostrado que el porcentaje de embriones aneuploides depende de la
indicacidon que tengan los pacientes. Especialmente se ha estudiado la indicacidon de
FISH de espermatozoides alterado y podemos concluir que esta relacionada con una
mayor tasa de embriones aneuploides en comparacién con la poblacién general.

e La tasa de embarazo por transferencia obtenida en pacientes con FISH de
espermatozoides alterado cuyos embriones fueron analizados por SGP no muestra
diferencias significativas con la que se obtiene en pacientes con la misma indicacién y

gue por el contrario no sometieron los embriones a SGP.

Por tanto, tras ver estas dos conclusiones se puede confirmar que el factor masculino
severo revelado por un FISH de espermatozoides alterado es una indicacidn para realizar el
SGP; sin embargo, para obtener un beneficio en la tasa de embarazo usando esta técnica, se
ha propuesto desde la Unidad de Genética del Hospital HLA Vistahermosa la biopsia en dia 5
de todos los embriones, ya nos permitiria detectar los embriones mosaicos, ademas el
nimero de embriones anormales se reduce en la fase de blastocisto debido a que los
embriones anormales tienden a bloquear su desarrollo antes de llegar al dia 5; con esto,
cabe esperar un aumento de la tasa de embarazo vy con ello mayor éxito del ciclo de

reproduccién asistida.

Otra mejora que se plantea junto a la biopsia del dia 5, es la utilizacion de NGS para
llevar a cabo el screening. Esta tecnologia, se ha convertido en una mejor alternativa frente a
aCGH, ya que nos permite una mayor resolucién en el estudio y una mayor rapidez en la
obtencidon de resultados, pudiendo estudiar aneuploidias y translocaciones de todos los

cromosomas (48).
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