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INTRODUCCION

El diagndstico genético preimplantacional

1.1.1.- Antecedentes

El diagndstico genético preimplantacional (DGP) permite conocer el contenido
genético y cromosémico de los embriones antes de ser transferidos al Utero materno,
sin afectar negativamente a su desarrollo o capacidad de implantacion (Hardy et al.,
1990). Ha resultado de gran utilidad en parejas con elevado riesgo de transmisién de
enfermedades monogénicas a la descendencia y para descartar anomalias
cromosdmicas numéricas y estructurales, evitando la aplicacién de interrupciones
voluntarias del embarazo. A finales de los ‘90, esta tecnologia empezé a aplicarse
también como una herramienta adicional para la seleccién de embriones euploides en
varios grupos de pacientes, consideradas como de “mal prondstico” dentro de los
centros de reproduccidn asistida. En estos casos se ha denominado cribado genético
preimplantacional (PGS, del inglés Preimplantational Genetic Screening). El PGS puede
realizarse en diferentes estadios: tras biopsia de los corpusculos polares, biopsia
embrionaria de una célula en dia 3 de desarrollo o biopsia en el estadio de blastocisto
con la obtencidn de varias células del trofoectodermo en dia 5 o 6 de desarrollo. Tras
la biopsia se aplican técnicas de biologia molecular o de citogenética en funcion del
tipo de alteracion que interesa evaluar. En los ultimos 20 afios, la tecnologia utilizada
para el estudio cromosémico ha cambiado a medida que se desarrollaban nuevas
técnicas moleculares; mientras que en 1995 la técnica de hibridacién in situ
fluorescente (FISH) se aplicaba principalmente en blastdmeras y permitia el analisis de
un numero limitado de cromosomas, desde 2008 se comenzaron a aplicar los arrays
de hibridacion gendmica comparada (CGH, del inglés Comparative Genomic
Hybridization), generalizandose su uso en los tres Gltimos afios, y han permitido el
analisis de los 24 cromosomas, no sélo en célula Unica sino también en biopsia de
trofoectodermo. Otras plataformas de analisis como las de SNP (Single Nucleotide
Polymorphism) y qPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction) se han aplicado con
éxito también en PGS en los ultimos afios (Handyside, 2013).

Las aneuploidias son alteraciones cromosémicas comunes en los embriones humanos
(Harper et al., 1995; Munne y Cohen, 1998) Las trisomias y las monosomias
representan al menos un 10% de las gestaciones humanas, y en mujeres cercanas al
final de su vida reproductiva puede superar el 50% (Nagaoka et al., 2012). De hecho,
la tasa de aneuploidias en los ovocitos y en los embriones es mas elevada en mujeres
de edad avanzada (Hassold et al., 1980), probablemente por defectos en la
recombinacidn meidtica debidos a la edad (Lamb et al., 1996). Estos defectos ligados
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a la edad resultan en una mayor incidencia de aneuploidias en la descendencia, en un
incremento de abortos espontdneos y por tanto en una reduccion de las tasas de
implantacién. La presencia de aneuploidias también puede influir en otras parejas
infértiles. Por ejemplo, se ha descrito como una de las causas mas frecuente de abortos
en parejas con aborto recurrente (Sugiura-Ogasawara et al., 2012). En parejas con fallo
repetido de implantacién el diagndstico sigue siendo un desafio clinico ya que sus
causas pueden ser multiples, contribuyendo tanto el factor embrionario como
endometrial, se ha propuesto la presencia de aneuploidias como una de las principales
causas (Margalioth et al., 2006). En parejas infértiles con un factor masculino asociado,
se ha descrito una mayor incidencia de abortos con alteraciones cromosdémicas de
gestaciones conseguidas tras inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI)
(Kim et al., 2010). Adicionalmente, se ha descrito una mayor incidencia de anomalias
cromosomicas en los espermatozoides de varones infértiles debido a errores durante
la meiosis (Rodrigo et al., 2010; Rubio et al., 2001), lo que podria explicar estos
resultados. Asi, estudios citogenético-moleculares de restos fetales abortivos
muestran que el 40,6% de las gestaciones espontaneas presentan alteraciones
cromosomicas. Esta incidencia se incrementa al 62,7% en gestaciones conseguidas tras
tratamientos de reproduccién asistida en pacientes infértiles con el uso de ovocitos
propios, y alcanza el 75,0% cuando existe ademds un factor masculino asociado
(Campos-Galindo et al., 2015).

1.1.2.- Indicaciones del PGS

El PGS se ha indicado principalmente en mujeres de edad avanzada (=38 afios), en
casos de fallo repetido de implantacién tras fecundacién in vitro (FIV) (23 fallos
previos), en parejas con aborto recurrente de causa desconocida (=2 abortos previos),
en casos de infertilidad masculina severa con bajo recuento espermatico, con
anomalias meidticas o con incremento de anomalias cromosdmicas en los
espermatozoides, y en parejas con gestaciones previas con cromosomopatia.

Las dos primeras indicaciones han sido motivo de gran controversia tras la publicacién
de varios estudios prospectivos randomizados, sobre todo en el grupo de edad
materna avanzada (Mastenbroek et al., 2011). Por otra parte, estos estudios han sido
ampliamente cuestionados debido a los criterios de inclusién y a la metodologia
empleada, sobre todo a la técnica de biopsia embrionaria y al analisis cromosémico
realizado (Cohen et al., 2007; Rubio et al., 2009; Mir et al., 2010, Simpson, 2008;
Munne et al., 2010; Beyer et al., 2009). Sin embargo, cada vez estan apareciendo mas
estudios prospectivos randomizados que parecen indicar que utilizando la tecnologia



INTRODUCCION

adecuada el PGS puede ser de utilidad para diferentes indicaciones (Rubio et al. 2013),
aCGH (Yang et al., 2012) o gPCR (Forman et al., 2013; Scott et al., 2013).

« Edad materna avanzada

Las pacientes de edad avanzada presentan una alta incidencia de aneuploidias
ovocitarias que implica un riesgo mayor de aneuploidias en la descendencia, en
concreto para los cromosomas 13, 18 y 21 (Hook et al., 1988), y de abortos
espontaneos (Creasy et al., 1976; Fritz et al., 2001). Algunos autores han propuesto la
seleccion de embriones euploides para mejorar las tasas de implantacidn, reducir la
tasa de aborto y evitar el riesgo de descendencia afecta por cromosomopatias
(Gianaroli et al., 1999; Kahraman et al., 2000; Munne et al., 2003). A pesar de que la
mayoria de los estudios prospectivos randomizados publicados en edad materna
avanzada utilizando la técnica de FISH en el analisis de los embriones no encontraron
mejora en la tasa de gestacion evolutiva o recién nacido vivo tras PGS (Staessen et al.,
2004; Mastenbroek et al., 2007; Hardarson et al., 2008; Debrock et al., 2010), otros
encontraron mejora con PGS sélo en la tasa de implantacién o de embarazo a término
(Staessen et al., 2004; Schoolcraft et al., 2009) y en la tasa de gestacion (Werlin et al.,
2003). En nuestra experiencia retrospectiva en el Instituto Valenciano de Infertilidad
(IV1) con analisis de un numero limitado de cromosomas observamos que el grupo de
pacientes que obtenia mayor beneficio del analisis cromosémico como herramienta
de seleccién embrionaria eran las mujeres mayores de 40 aios y aquellas con mas de
5 ovocitos MIl (Milan et al., 2010). Por ello en IVl Valencia disefiamos un estudio
prospectivo randomizado en mujeres entre 41 y 44 afios en las que en un grupo se
realizo cultivo prolongado y transferencia en estado de blastocisto y en el otro grupo
se realiz6 biopsia embrionaria en dia 3 de desarrollo (D3) y se transfirieron embriones
cromosdmicamente normales (para una bateria de 9 cromosomas analizados
mediante FISH) en el mismo estadio que en el grupo anterior. Los resultados mostraron
un claro beneficio en los ciclos en los que se realizé analisis cromosémico embrionario,
siendo la tasa de recién nacido vivo de 32,3% vs. 15,5% (P<0,01, PGS vs. control) (Rubio
etal., 2013).

El uso de los arrays de CGH (aCGH) en PGS para el cribado de aneuploidias de los 24
cromosomas ha permitido mejorar los resultados clinicos respecto al andlisis mediante
FISH, tanto en pacientes infértiles menores de 40 afios como en pacientes a partir de
40 afios, obteniendo una mejora de un 20% en tasas de gestacidn e implantacidn con
el uso de aCGH.

Los datos retrospectivos en ciclos de PGS con aCGH realizados en VI en pacientes de
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edad materna avanzada (240 afos) muestran una incidencia de embriones
aneuploides del 85,3%, repercutiendo negativamente en el nimero de ciclos con al
menos un embridn euploide para transferir (40,3%). Sin embargo, cuando existe
transferencia, la posibilidad de gestacidn e implantacion es similar a la observada en
pacientes menores de 40 anos, siendo la tasa de gestacién por transfer del 48,0% y la
tasa de implantacion del 42,0% en este grupo de pacientes (Rodrigo et al., 2014). A
pesar de observar un efecto minimo de la edad de la mujer sobre la implantacién tras
la transferencia de embriones euploides, otros autores han descrito un efecto negativo
de la edad sobre la tasa de nifio en casa. Un estudio retrospectivo “caso-control”
incluyendo ciclos de PGS con aCGH para edad materna avanzada, aborto recurrente y
fallo repetido de implantacidn reportaron menores tasas de gestacidn evolutiva en los
ciclos de pacientes mayores de 34 anos comparado con los ciclos de pacientes <34
afios. Sin embargo, incluso en ciclos de pacientes con mas de 37 afios, la implantacién,
la tasa de gestacion clinica y la tasa de gestacidn evolutiva por transferencia fueron
superiores tras PGS comparado con sus controles (Keltz et al., 2013). Otros autores
han observado similares tasas de implantacién y de gestacion evolutivas por transfer
tras PGS en pacientes de hasta 42 afios, observando una disminucion drastica de los
resultados clinicos a partir de esta edad (Harton et al., 2013).

La tasa de embriones aneuploides incrementa con la edad de la mujer, siendo del
79,0% en mujeres de 40 afios, y superando el 90% en mujeres con mas de 44 afios. Del
mismo modo, la incidencia de embriones con mas de un cromosoma alterado
incrementa también con la edad, siendo de 32,8% en mujeres de 40 afios y alcanzando
valores superiores al 60,0% en mujeres mayores de 44 afios (Rodrigo et al., 2014). Esta
relacidon entre la edad materna y la complejidad de aneuploidias ha sido descrita
recientemente por Franasiak y colaboradores (Franasiak et al., 2014). En este estudio
se observa que un 36,0% de los embriones muestra mas de una aneuploidia y que la
incidencia de aneuploidias complejas aumenta con la edad de la mujer.

En la actualidad se esta realizando en IVl un estudio prospectivo randomizado en
mujeres de edad materna avanzada entre 38 y 41 afios, en el que en un grupo
realizamos cultivo prolongado y transferencia en estadio de blastocisto con sélo
seleccion morfolégica de los embriones, y en otro grupo realizamos biopsia
embrionaria en D3y transferencia en blastocisto de los embriones cromosémicamente
normales analizados mediante aCGH. Los resultados preliminares muestran una tasa
de gestacidn evolutiva por ciclo (42,7% vs 25,6%, P<0,05) y una tasa de implantacién
evolutiva (58,6% vs. 18,4%, P<0,01) superiores en el grupo de PGS (Rubio et al., 2013;
Rubio et al., 2014). Estas diferencias son debidas principalmente a la disminucién en la
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tasa de aborto observada en el grupo de PGS (3,3% vs. 43,6%, P<0,01).

« Fallo de implantacion

En pacientes que se someten a un ciclo de FIV, se define fallo repetido de implantacion
en aquellas con tres o mas intentos sin éxito, o tras la transferencia de 10 o mas
embriones transferidos de buena calidad sin conseguir gestacién. Las causas del fallo
de implantacién pueden ser multiples y estan poco definidas, y tanto factores
endometriales como factores embrionarios podrian estar implicados. Entre ellas
podriamos destacar: defectos en el didlogo embrién-endometrio, efecto negativo de
los protocolos de estimulacion, malformaciones uterinas, defectos inmunoldgicos,
anomalias en los genes implicados en la implantacidn y problemas relacionados con el
embrién. En relacion al dltimo aspecto, se ha sugerido que las anomalias
cromosémicas embrionarias podrian ser responsables del fallo de implantacién en
algunas de estas parejas (Gianaroli et al., 1999; Voullaire et al., 2002; Pehlivan et al.,
2003b).

Los tres estudios prospectivos randomizados publicados hasta la fecha en fallo
repetido de implantacion utilizando la técnica de FISH para el analisis de los embriones
muestran resultados controvertidos. El primer estudio no ofrece evidencias a favor del
PGS para mejorar el prondstico reproductivo en estos pacientes (Werlin et al., 2003).
El segundo estudio incluso obtiene mayor tasa de aborto y menor tasa de gestacion
evolutiva en el grupo de PGS (Blockeel et al., 2008). Sin embargo, el tercer estudio,
realizado en nuestro centro en mujeres menores de 40 afios con 3 o mas fallos previos
de FIV y en las que se habian descartado otros factores no embrionarios que pudieran
afectar a la implantacién (sin hidrosalpinx, ni anomalias morfoldgicas uterinas, con
estudio de trombofilias negativo, cariotipos normales...), observamos mejores tasas de
recién nacido vivo en el grupo de PGS comparado con la transferencia de blastocistos
sin andlisis cromosdmico (47,9% vs. 27,9%, P<0,05) (Rubio et al., 2013).

Aunque no existen estudios prospectivos randomizados en pacientes con fallo
repetido de implantacién realizando PGS con analisis de los 24 cromosomas, los
resultados retrospectivos obtenidos en mujeres menores de 40 afios muestran un
67,7% de embriones aneuploides. El porcentaje de ciclos con transferencia
embrionaria fue de 79,2%, logrando una tasa de gestacion por tansfer del 57,0%, una
tasa de implantacién del 50,9% y una tasa de nifio en casa del 43,1% (Rodrigo et al.,
2014). Keltz y colaboradores también observaron que el cribado de aneuploidias de 24
cromosomas permitia reducir el nUmero de embriones a transferir, reduciendo a su
vez la tasa de gestaciones multiples y de abortos (Keltz et al., 2013).
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« Aborto de repeticién

En cuanto a la utilidad del PGS en los pacientes con aborto de repeticidn, solo se ha
publicado un estudio prospectivo randomizado (Werlin et al., 2003) utilizando la
técnica de FISH para el analisis cromosdmico. El tamafio muestral del mismo es muy
pequeno, con sélo 19 pacientes incluidas. Este estudio compard la tasa de gestacién
entre un grupo de aborto de repeticion, definido como pacientes con dos o mas
abortos espontaneos, y un grupo control. Las conclusiones que se extrajeron de este
estudio fueron, en primer lugar, la elevada incidencia de aneuploidias en este grupoy,
en segundo lugar, la mejora en la tasa de embarazo del grupo de PGS frente al grupo
control (63,6% vs. 37,5%).

En nuestra experiencia hemos identificado subgrupos de pacientes con aborto de
repeticion en las que el beneficio de aplicar la técnica de PGS es mas evidente, como
en parejas que hayan tenido entre 2 y 5 abortos previos cuando se identifican
anomalias citogenéticas en los abortos previos (Rubio et al., 2009), o cuando presentan
una elevada incidencia de alteraciones cromosdmicas en los espermatozoides (Rubio
et al., 2001; Bernardini et al., 2004; Al-Hassan et al., 2005 ; Collodel et al., 2009).

Nuestros resultados retrospectivos en pacientes menores de 40 afios con abortos
repetidos muestran una incidencia de embriones anormales del 68,2%. El 77,3% de los
ciclos presentan al menos un embrién euploide para transferir, resultando en un 57,3%
de tasa de gestacion por transfer, con un 47,9% de tasa de implantacion y un 38,4% de
tasa de nifo en casa (Rodrigo et al., 2014). Lo mas interesante en este grupo de
pacientes es que la transferencia de embriones euploides resulta en una disminucion
de tasas de aborto a valores tan bajos como los de la poblacion general (13,3%). En un
estudio multicéntrico recopilando 287 ciclos de PGS en parejas con abortos
recurrentes de causa desconocida describieron un 60,0% de embriones aneuploides,
con una tasa de aborto tras PGS del 6,9%. Esta tasa de aborto resultd ser mucho mas
baja que el 33,5% esperado en la poblaciéon de aborto de repeticidn sin PGS y que el
23,7% de la tasa de aborto esperada en una poblacion control infértil (Hodes-Wertz et
al., 2012). Estos resultados muestran un claro beneficio del cribado de aneuploidias de
24 cromosomas en parejas con esta etiologia.

« Factor masculino

Diferentes autores han descrito un aumento de anomalias cromosdmicas en
espermatozoides y embriones en casos de infertilidad masculina severa (Rodrigo et al.,
2010; Silber et al., 2003). Se ha propuesto realizar screening cromosémico embrionario
en casos severos como pueden ser las azoospermias no obstructivas (Gianaroli et al.,
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2000; Magli et al., 2009; Rodrigo et al.,, 2011), la oligozoospermia severa con
concentracion de espermatozoides <5 mill/mL (Rubio et al., 2001) y en determinados
casos de teratozoospermia severa (Mateu et al., 2006).

Los mejores resultados clinicos tras cribado de aneuploidias de 24 cromosomas se
observan en este grupo de pacientes con factor masculino. Nuestros resultados
retrospectivos muestran una tasa de embriones anormales de 65,4%. El 83,6% de los
ciclos tienen al menos un embridn euploide para transferir, resultando en una tasa de
gestacion por transfer del 62,9%, una tasa de implantacion del 54,2% y una tasa de
nifio en casa del 50,9% (Rodrigo et al., 2014).

Actualmente estamos realizando un estudio prospectivo randomizado en parejas con
factor masculino, con concentracién seminal <2 millones de espermatozoides/mL y
edad de la mujer menor de 38 afios. En el grupo control estamos realizando cultivo
prolongado y transferencia de embriones en estadio de blastocisto sin analisis
cromosomico, y en el grupo de estudio estamos realizando PGS mediante arrays de 24
cromosomas en dia 3 y transferencia en estadio de blastocisto de los embriones
euploides. Los resultados preliminares muestran una clara mejora de resultados
clinicos en el grupo de PGS incluso transfiriendo un nimero menor de embriones
(1,5+0,7 vs. 1,940,6, P<0,01 PGS vs. control), con una tasa de gestacién evolutiva por
ciclo de 63,6% vs. 41,5% (P<0,05, PGS vs. control) y una tasa de implantacién evolutiva
de 55,2% vs. 22,7% (P<0,01, PGS vs. control) (Rubio et al., 2014).

« Gestacion previa con cromosomopatia

En parejas que han tenido una gestacidén previa con cromosomopatia, se ha descrito
un riesgo incrementado de gestaciones aneuploides recurrentes particularmente en
mujeres menores de 37 afios (De Souza et al., 2009). Asimismo, diversos estudios en
los que se ha realizado PGS mediante FISH de 9 cromosomas han observado una
elevada incidencia de embriones anormales en este grupo de pacientes, comprendida
entre el 48,1% y el 71,2% (Munne et al., 2004; Al-Asmar et al., 2012).

Nuestros resultados retrospectivos mediante aCGH muestran una tasa de embriones
anormales del 71,5%, lo que estd en concordancia con los resultados previos obtenidos
mediante FISH de 9 cromosomas. La tasa de ciclos con transfer en este grupo de
pacientes es del 78,8%, resultando en un 46,0% de tasa de gestacién, un 40,5% de tasa
de implantacién y un 30,3% de nifio en casa (Rodrigo et al., 2014).
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1.1.3.- Controversias y limitaciones del PGS

El diagndstico genético preimplantacional, sus indicaciones y la metodologia empleada
son temas de gran interés en el campo de la medicina reproductiva. En los Ultimos afios
se ha incrementado la aplicacion de esta tecnologia y el nUmero de pacientes que se
pueden beneficiar de ella. Sin embargo, la biopsia embrionaria es una técnica invasiva
que puede afectar a la viabilidad del embrién, por lo que hay una creciente
preocupacién en desarrollar una metodologia de trabajo que permita una elevada
eficiencia y certeza en el diagndstico con el minimo impacto posible en la viabilidad y
la tasa de implantacién embrionaria.

La controversia surgida en referencia a los beneficios clinicos tras realizar PGS se
centraba inicialmente en la existencia de mosaicismo desde estadios embrionarios
tempranos y la limitacion que representaba el andlisis de una Unica célula como
representacion de la dotacidn cromosémica de todo el embridn. A lo largo de estos
afios, la incidencia de mosaicismo y su repercusién en un posible error de diagndstico
ha sido muy discutida. Munné y colaboradores encontraron que el 39,6% de
embriones bloqueados y el 25,2% de embriones fragmentados y/o con desarrollo lento
presentaban mosaicismo, pero este porcentaje bajaba a 14,1% en embriones con
buena evolucion (Munne et al., 2002). Sin embargo, otros trabajos han reportado gran
concordancia entre los resultados obtenidos en una Unica blastomera en D3 y el
blastocisto completo y también entre biopsia de varias células de trofoectodermo y el
analisis de blastocito completo. Nuestro grupo reporta en 2012 una mayor eficiencia
tras rehibridacién con sondas adicionales mediante analisis por FISH, que se reflejé en
el diagnéstico final de los embriones, con una tasa de no informatividad sélo del 0,6%
(Mir et al., 2013). El reanalisis en blastocisto completo de embriones diagnosticados
como anormales en D3 con sondas adicionales mostré una concordancia mayor que
cuando no se utilizaban pruebas adicionales (95,0 vs. 82,7%).

Para que un programa de PGD/PGS funcione, los beneficios de la seleccion de
embriones normales, cromosdmica o genéticamente, deben ser mayores que el
posible perjuicio que se le pueda producir al embridn por la sobremanipulacién vy el
estrés a los que puedan ser sometidos durante el proceso de biopsia embrionaria.

Son pocos los estudios que tienen en cuenta los cambios en los procedimientos en el
laboratorio de FIV sobre un programa de PGS, como por ejemplo el cambio de medio
(Beyer et al., 2009). El objetivo final es conseguir un embarazo a término con el
resultado de un bebé sano, minimizando los posibles efectos adversos como se han
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sugerido que podrian ser las modificaciones epigenéticas relacionadas con las técnicas
de reproduccidn asistida.

Inicialmente la técnica de analisis genético mas utilizada para el PGS fue el FISH para
un numero limitado de cromosomas, siendo mas frecuente el anadlisis de 9
cromosomas (13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X e Y) que permitia la deteccién de
aproximadamente el 80 y el 85% de las aneuploidias presentes en abortos
espontdneos. Sin embargo, en los ultimos afios se han desarrollado técnicas que
permiten el andlisis de todos los cromosomas, siendo los arrays de CGH la técnica mas
utilizada para analizar la totalidad de los cromosomas.

« Limitaciones del PGS mediante FISH:
- Eficiencia de la hibridacidn.
En primer lugar, ha de tenerse en cuenta que la eficiencia de hibridacién de las
sondas utilizadas para FISH no es del 100%. Esto implica que algunos de los
embriones analizados sean calificados como no informativos para algunos de los
cromosomas analizados y, por lo tanto, no puedan ser seleccionados para la
transferencia. En el programa de DGP de IVI Valencia, la tasa de informatividad es
del 97%, no pudiéndose interpretar las sefiales e hibridacion para uno o mas
cromosomas en el 3% de los embriones. Por otro lado, la eficiencia de hibridacién
viene determinada no sélo por las caracteristicas intrinsecas de las sondas
utilizadas, sino también por las caracteristicas morfoldgicas del nucleo vy la calidad
de la extension (Manor et al., 1996; Manor et al., 1998) obteniendo resultados
similares con una eficiencia de hibridacién del 87% para los autosomas y del 97%
para los cromosomas sexuales.
- Numero de cromosomas analizados.
Otra limitacidon hace referencia al nUmero maximo de cromosomas que es posible
analizar en una Unica célula y, en este sentido, se plantearon otras posibilidades,
como la hibridaciéon gendmica comparada o los arrays de CGH, permitiendo el
analisis simultaneo del complemento cromosdmico de 1 célula en su totalidad, es
decir, todos los cromosomas del cariotipo.

« Uso de los arrays de CGH como propuesta de mejora de los resultados clinicos:

La técnica de arrays de CGH permite el andlisis simultdneo de los 23 pares de
cromosomas humanos en una Unica célula, siendo capaz de detectar desequilibrios
cromosomicos menores de 5 Mb a lo largo de todo el genoma humano. El analisis se
puede realizar en un tiempo inferior a 24 horas, lo que permite la transferencia de los
embriones en el mismo ciclo en el que se realiza |la biopsia. Para aplicar la técnica de
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arrays de CGH en DGP es necesaria la amplificacion gendmica completa (WGA, del
inglés Whole Genome Amplification) a partir de una célula (corpusculo o blastémera)
o0 muy pocas células (biopsia de trofoectodermo), con el fin de obtener suficiente
cantidad de DNA para realizar el analisis. El método de WGA ideal debe ofrecer una
buena cobertura gendmica y proporcionar una fiel representacién del original en
cantidad suficiente. Este DNA amplificado se marca con fluoresceina verde (Cy3) y se
hibrida sobre la plataforma del array simultdaneamente con un DNA control euploide
marcado con rojo (Cy5). La plataforma del array estd formada por miles de puntos que
contienen diferentes secuencias de DNA normal distribuidas a lo largo de todo el
genoma. Aunque existen diferentes tipos de plataformas, las mas utilizadas en clinica
son los arrays de BACs (Bacterial Artifical Chromosomes) cuyos puntos estan
compuestos por fragmentos extraidos de clones BACs.

Las principales ventajas de la técnica de arrays son:

- Se pueden analizar de forma simultanea los 24 cromosomas a partir de una Unica
célula. Ademas, el hecho de que no analice sélo una regidn por cromosoma (como
ocurria con la técnica de FISH) sino varios puntos, permite analizar tanto el nimero
de cromosomas como la integridad de los mismos (alteraciones parciales) en el
mismo analisis.

- Se trata de un sistema rapido de cribado/diagndstico, dado que pueden obtenerse
resultados en aproximadamente 12 horas a partir de la hora de recepcion de las
muestras en el laboratorio. Este procedimiento permite, por lo tanto, trabajar con
células obtenidas tanto en dia 3 de desarrollo embrionario y transferencia en dia 5,
como con células obtenidas en dia 5 temprano y transferencia en dia 6.

- A diferencia de la técnica de FISH, se trata de una técnica muy robusta,
obteniéndose resultados muy sélidos y reproducibles en diferentes laboratorios.

- Al estar disefiado para detectar nimero de cromosomas (plataforma de baja
resolucién), minimiza la obtencion informacién de la que se desconoce relevancia
clinica.

Limitaciones de los arrays de CGH

- Eficiencia de amplificacion. Viene determinada por las caracteristicas de la célula
biopsiada y por la destreza en el procesado de la célula para colocarla intacta en el
interior del tubo de PCR, siendo considerado como buenos valores de eficiencia de
amplificacidn superiores al 95%. Pueden producirse fallos de amplificacion si la
célula biopsiada no presenta nucleo o se encuentra degenerada; si no existe célula
en el tubo de PCR, por lo que se debe observar claramente la célula en el medio
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tras el liberarla, descartando que se haya pegado al capilar. También pueden
producirse una disminucién en la eficiencia de amplificacion si se deposita
demasiado medio al liberar la célula, de manera que no se guarden las proporciones
para la PCR.

Deteccion de alteraciones de ploidia. Segun la plataforma de arrays utilizada, como

ocurre en el caso de los arrays mediante BACs, no es posible detectar alteraciones
en la ploidia (embriones triploides, tetraploides, etc.), cuyas gestaciones dan lugar
principalmente a abortos.

- Contaminacion. La técnica de arrays de CGH no permite identificar la presencia de
contaminacién, y si ésta se produce daria lugar a un error de diagnéstico. Por ello,
es de vital importancia mantener las mdximas condiciones de esterilidad durante
todo el proceso, tanto al depositar la célula en el interior del tubo como en la
amplificacion.

Diagndstico de embriones con perfil cadtico. El diagnéstico de embriones
anormales con un patrdn cadtico podria estar sobrestimado si se produce por la
pérdida de fragmentos durante la manipulacién celular, por lo que es importante
comprobar que la célula permanece integra en el medio tras colocarla en el tubo
de PCR; o por contaminacidn de la célula con fragmentos de otras células.

Nuevas tecnologias. El continuo avance en las tecnologias de secuenciacién, nos
ofrecen un futuro dénde se podrd analizar todo el genoma embrionario con
plataformas de secuenciacion de nueva generacion (Next Generation Sequencing,
NGS) aplicada al diagndstico preimplantacional. Esta tecnologia ha sido validada para
la deteccién de anomalias segmentales y aneuploidias en blastdmeras y biopsia de
trofoectodermo (Yin et al., 2013; Wang et al., 2014; Fiorentino et al., 2014). En este
sentido, las nuevas investigaciones en NGS van dirigidas hacia el analisis del DNA
mitocondrial como marcador de implantacién embrionaria (Diez-Juan et al., 2015;
Fragouli et al., 2015), la deteccidon de microdeleciones, la busqueda de marcadores
genéticos relacionados con la viabilidad embrionaria, y el estudio simultdneo de
aneuploidias y enfermedades monogénicas sobre la misma muestra de DNA.
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Baja respuesta ovdrica

Se han realizado grandes avances en los ultimos afios en el campo de las técnicas de
reproduccion asistida en términos de conocimiento clinico y desarrollo tecnolégico,
especialmente en los laboratorios de fecundacién in vitro. Uno de los escalones
fundamentales para alcanzar el éxito esta relacionado con el numero de d6vulos
obtenido tras una estimulacién hormonal con gonadotropinas. La obtencién de
informacidn detallada con respecto al potencial ovarico de una paciente debe ser
considerada como vital antes de iniciar la estimulacidn. La correcta individualizacién
de los protocolos de los tratamientos de FIV deberia basarse en la correcta prediccién
de la respuesta ovarica en especial en los casos extremos, es decir, en pobres e
hiperrespondedoras (La Marka y Sunkara, 2014).

En pacientes definidas como pobres respondedoras el limitado nimero de ovocitos
obtenidos supone el principal problema para optimizar las tasas de recién nacido vivo.
El resultado de recuperar menos Ovulos es obtener menos embriones para
seleccionary transferiry, por ello, estas pacientes tienen tasas mas bajas de gestacion
por transfer y menor tasa acumulada de embarazo por ciclo iniciado en comparacion
con pacientes con respuesta adecuada a la estimulacién.

Cuando la disminucion de la reserva ovdrica se da en pacientes jévenes, los resultados
son también pobres, similares a los de los de las pacientes de mayor edad (EI-Toukhy
et al., 2002). Ademas, las pacientes en cuyo primer ciclo de FIV se obtienen pocos
ovocitos tienen mds probabilidades de convertirse en menopausicas a una edad mas
temprana (de Boer et al., 2002). La baja respuesta a la estimulacion ovarica es objeto
de controversia debido a las siguientes consideraciones:

- Hay muchas discrepancias en la definicién de baja respuesta, ya que se trata de una
entidad muy heterogénea.

- Aunque existe varios test predictivos, la baja respuesta a menudo sélo se manifiesta
durante la propia estimulacién ovarica.

- Existen numerosas pautas de tratamiento, pero no existen estudios a gran escala
prospectivos y randomizados para valorar la eficacia de las diferentes estrategias.
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1.2.1.- Definicidn y causas

El conjunto de pacientes con baja respuesta ovarica se enmarcan en el conjunto de
pacientes que presentan una respuesta ovadrica escasa en el marco de
hiperestimulacién ovdrica controlada para técnicas de reproduccidon asistida v,
aungue no existe una manera universalmente aceptada para clasificar a este tipo de
pacientes, habitualmente suele basarse en tres criterios clinicos:

1. Numero de foliculos reclutados: entre 3 y 5 foliculos sumando los dos ovarios,
contrastando con las normo respondedoras que tienen mas de 5.

2. Numero de ovocitos recuperados tras una puncién ovdrica para un ciclo de FIV
menor de 5.

3. Niveles de estradiol en el momento de la hCG entre 300 y 500pgr/mL.

El principal problema de la baja respuesta radica en su propia definicidn, ya que son
muchas y variadas las que se han propuesto (Polyzos y Devroey, 2011). Este subgrupo
de poblacién infértil supone uno de los principales desafios para el especialista,
constituyendo en muchas ocasiones un motivo de frustracidn (Garcia-Velasco et al.,
2005; Schoolcraft et al., 2008; Kyrou et al., 2009). Se trata de un grupo de pacientes
bastante heterogéneo que constituye de un 9 a un 25% de los ciclos estimulados para
técnicas de reproduccion asistida (Ubaldi et al., 2005). Aunque el concepto de
respuesta ovarica disminuida (POR, poor ovarian response) se introdujo hace unos 30
afios (Garcia et al., 1983), no se definié con mas claridad hasta el afio 2011. El primer
intento realista de la comunidad cientifica para estandarizar la definicion de POR de
una forma sencilla y reproducible tuvo lugar en Bolonia en el 2011 en la European
Society of Human Reproduction and Embriology (ESHRE) donde se llegd a consensuar
y se aceptd que, como minimo, se debian cumplir al menos dos de las tres
caracteristicas descritas (Ferraretti et al., 2011):

1. Edad materna avanzada, 240 afios o algun otro factor de riesgo para POR.

2. Baja respuesta en ciclo previo: <3 ovocitos con un protocolo convencional de
estimulacion.

3. Resultado anormal en un test de reserva ovarica: RFA< 5-7, AMH<0,5-1,1 ng/mL.

RFA: recuento foliculos antrales; AMH: hormona antimiilleriana.

Dos episodios de baja respuesta a la estimulacion con dosis mdxima son suficientes
para definir a una paciente como baja respondedora en ausencia de test de reserva
ovarica anormal o edad materna avanzada.
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Sin embargo, independientemente de esta iniciativa prometedora, el cumplimiento
de la definicidn segln los criterios de Bolonia no tiene valor predictivo en cuanto al
prondstico de la gestacion, pues es bien sabido que mujeres bajas respondedoras
pueden quedar embarazadas y tener recién nacidos vivos, en particular, jévenes con
baja respuesta ovdrica tienen un prondstico diferente que las mujeres mayores. Los
criterios Bolonia no pretenden pues distinguir cantidad y calidad ovocitaria en los
tratamientos de reproduccion asistida, se basan en cantidad de ovocitos, para poder
homogeneizar la poblacion objeto de estudio y poder desarrollar ensayos
prospectivos, a pesar de que no tengan similar prondstico para obtener gestacion,
pues un concepto es reserva ovarica y otro prondstico de gestacién. Sin embargo, se
considera necesario para validar estos criterios (Ferraretti et al., 2011).

Reservay respuesta se superponen pero no siempre se refieren a la misma poblacion
de pacientes, y establecer las diferencias es importante de cara a prever el prondstico
de la paciente. Entre ellas cabe destacar tres subgrupos:

a. Bajas respondedoras inesperadas: Pacientes jévenes con niveles de hormona
foliculoestimulante (FSH) basal normales.

b. Pacientes con fallo ovarico precoz: Pacientes menores de 40 afios y con niveles e
FSH basales alterados.

c. Pacientes de edad avanzada: Pacientes mayores de 39-40 afios.

A la hora de diagnosticar o predecir una baja respuesta, hay que tener en cuenta una
serie de criterios analiticos, ecograficos y de otra indole:

- El criterio ecografico implica la visualizacién de un numero inferior a 6 foliculos
antrales en la ecografia basal (Surrey y Schoolcraft, 2000).

- El criterio analitico corresponde a un nivel elevado de estradiol (E2) o FSH el
tercer dia del ciclo.

Asimismo, estas definiciones deberian incluir el grado de estimulacidon ovarica
utilizado (Kailasam et al., 2004). La dificultad es mayor debido a que las bajas
respondedoras no son un grupo homogéneo, y la baja respuesta puede deberse a
diferentes causas de cada paciente (Loutradis et al., 2003).

Se ha propuesto diversas teorias como causa de la baja respuesta. Entre todas ellas
destacamos las siguientes:

16



INTRODUCCION

- Disminucion de la reserva ovarica (Pellicer et al., 1998).

- Angiogénesis ovdrica anormal que conllevaria una distribucién deficiente al
ovario de las gonadotropinas circulantes (Pellicer et al., 1994).

- Disminucidn de la bioactividad de las gonadotropinas circulantes (de Vet et al.,
2002).

- Presencia en el liquido folicular de inhibidores de la unidn de la FSH al receptor
(Lee et al., 1993).

- Disminucién del nimero de receptores para la FSH en las células de la granulosa
(zeleznik et al., 1981).

- Presencia de autoanticuerpos contra las células de la granulosa (Pellicer et al.,
1998).

- Defectos en la sefial de traduccion tras la unidn FSH-receptor (Hernandez et al.,
1992).

1.2.2.- Pautas de tratamiento

El tratamiento ideal seria aquel que pudiera producir un nimero similar de embriones
al obtenido en mujeres que responden adecuadamente a la estimulacion ovarica, que
permita seleccionar el de mejor calidad para su transferencia. Las estrategias pueden
estar orientadas en buscar los protocolos de estimulacién mas eficientes o ya en el
laboratorio de FIV hacia la acumulaciéon de ovocitos o embriones procedentes de
varias estimulaciones.

« Protocolos de estimulacion.

Han sido muchos los esfuerzos dirigidos a aumentar la respuesta ovarica en estos
casos, utilizando enfoques diferentes y generalmente infructuosos. En la actualidad
existen muchos protocolos de estimulacidon dirigidos a esta subpoblacién, pero
ninguno de ellos ha conseguido mejorar los resultados y no hay suficiente evidencia
cientifica en la actualidad para recomendar un protocolo en particular. La decisién y
la eleccion del mismo es competencia del clinico. Es por tanto necesaria una
estrategia para obtener el mismo nimero de ovocitos que en pacientes normo
respondedoras.

Se han propuesto diferentes protocolos de estimulacién para mejorar los resultados

(Garcia-Velasco et al., 2000), como:

- Variar la dosis o el dia de inicio de la estimulacion.

- Desensibilizacion hipofisaria utilizando el protocolo largo con agonistas de la
hormona liberadora de gonadotropina (GnRH).
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- Protocolo flare.

- Stop-protocol.

- Co-tratamientos con estrégenos, hormona de crecimiento o anticonceptivos
hormonales orales.

- Citrato de clomifeno.

Otras alternativas sugeridas han sido:

- Ciclo natural. Puede ser considerada una modalidad de tratamiento adecuada en
estos casos, no soélo porque no es inferior en términos de tasas de gestacién o
implantacién comparadas con las obtenidas tras estimulacién ovarica, sino porque
puede constituir una opcidn terapéutica mas coste-efectiva y cdmoda (Polyzos et
al., 2014). La tasa de recién nacido vivo acumulada por paciente, sin embargo, no
supera el 8,0%. Otra desventaja es su alta tasa de cancelacion.

- Ciclo natural modificado. Ciclo en el que se afiade en fase folicular media una dosis
de 150Ul diarias de FSH o hMG (hormona gonadotropina menopausica humana) al
mismo tiempo que el antagonista para evitar la tasa de cancelacién por elevacién
prematura de LH enddgena.

- Ovodonacion. El cansancio resultante de los fallos repetidos de tratamiento en este
grupo de pacientes convierte en excelente el resultado obtenido en un programa de
donacidn de ovocitos y resulta una opcidén atractiva para ellos (Remohi et al., 1993).

o Estrategias en el laboratorio de FIV.

El nimero de ovocitos per se no es un indicador de calidad ovocitaria, pero si estd
disminuido si es un factor limitante para la seleccion de embriones in vitro y la
posibilidad de transferir embriones viables. Estd demostrado que la disminucién de la
reserva ovarica afecta fundamentalmente a la produccién de ovocitos, mds que a la
calidad de los mismos, caracteristica relacionada con la edad materna. Por otro lado,
en estas pacientes existe una alta tasa de abandono del tratamiento. Teniendo en
cuenta estos dos aspectos, en los ultimos afios se han llevado a cabo una serie de
estrategias en el laboratorio a fin de aumentar el rendimiento del ciclo y disminuir en
lo posible la tasa de cancelacién (Verberg et al., 2008).

El tratamiento ideal seria aquel que pudiese aportar un nimero similar de embriones
para transferir que el obtenido por las pacientes con respuesta adecuada al
tratamiento. La estrategia supone generar un stock acumulando ovocitos metafase Il
vitrificados como resultado de varias estimulaciones e inseminarlos todos en el mismo
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momento, lo que aumenta la posibilidad de éxito otorgando a las pacientes un estatus
de normo respondedora, acotando el nimero de embriones disponibles para
transferir en ciclos consecutivos en cinco, con lo que se alcanzaria el 52,0% de tasa
acumulada de recién nacido vivo (Cobo et al., 2012).

La vitrificacion ha permitido la criopreservacion exitosa del gameto femenino
(Kuwayama et al., 2005) con tasas de éxito comparables a las de los ovocitos en fresco
(Cobo etal., 2008). Este planteamiento se corrobord en el estudio publicado por Cobo
et. al, en el que se compard la tasa de éxito en pacientes bajo respondedoras
realizando ciclos frescos consecutivos versus pacientes que realizaron ciclos sucesivos
de estimulacién con el fin de vitrificar los ovocitos MlIl aspirados con el propdsito de
lograr una mayor cohorte, para realizar la inseminaciéon mediante ICSI en un sélo ciclo
(Cobo et al., 2012). En este estudio, se consiguieron tasas similares de fecundacion,
desarrollo embrionario hasta dia tres, porcentaje de embriones de buena calidad asi
como tasas de implantacién. Aunque no se encontraron diferencias significativas, la
tasa de recién nacido vivo por paciente en el grupo de acumulacidn de ovocitos doblé
la conseguida en el grupo de pacientes que realizé los ciclos en fresco. Otro hallazgo
importante es que la tasa de cancelacion de la transferencia embrionaria fue
significativamente menor en el grupo que vitrificd ovocitos (9,1% vs. 34,0%).

Otra ventaja de esta estrategia es que al disponer de una cohorte embrionaria mayor,
la disponibilidad de embriones adicionales para Vvitrificar para futuras
criotranferencias (28,9% vs. 8,7%) también fue mayor, incrementando asi la tasa de
éxito acumulada (36,4% vs. 23,7%).

La acumulacion de ovocitos mediante la vitrificacién en situaciones de respuesta
disminuida a la estimulacién, estd asociada a una menor tasa de abandono y de
transferencias canceladas, mejores tasas de recién nacido vivo por transferencia
realizada, mas ciclos con embriones vitrificados y mayor tasa acumulada de nifio en
casa, lo que supone una alternativa exitosa de tratamiento en estos casos.

Sin embargo se suele limitar el nimero de ciclos a tres, utilizando el Ultimo de ellos
para realizar la inseminacion de los ovocitos, sumando a los frescos de ese ciclo los
vitrificados en los previos. Otra alternativa seria la acumulacién de embriones
vitrificados en dia 2 o dia 3 de desarrollo, con resultados clinicos también
prometedores (Rodrigo et al., 2014).
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Ademas, disminuia la tasa de abandono del tratamiento secundaria a los malos
resultados obtenidos por la imposibilidad de los pacientes de sobrellevar la situacion
(Cobo et al., 2012).

1.2.3.- Limitaciones de la baja respuesta en un ciclo de PGS

Las pacientes bajo respondedoras tienen por tanto un menor nimero de ovocitos y
embriones, hecho que reduce significativamente sus posibilidades de éxito en un ciclo
de PGS.

Los resultados de un ciclo de PGS también van a estar influidos por el nimero de

embriones que se puedan analizar en cada caso. Para ello es necesario que, como

resultado de la estimulacién ovarica, se obtenga un nimero minimo de ovocitos.

Vandervorst aconseja cancelar aquellos ciclos en los que se espere obtener al menos

6 ovocitos, ya que las expectativas de transferencia y embarazo se reducen

considerablemente (Vandervorst et al., 1998). Esto se debe a que durante todo el

proceso, en cada paso, se va reduciendo el nimero de embriones debido a:

e Latasa de fecundacién, que en las pacientes de PGS de IVl es del 80%.

e La tasa de divisién, con 77% de los cigotos fecundados con un buen desarrollo
embrionario que permite la biopsia.

e El analisis cromosdmico, donde el porcentaje de embriones anormales puede
exceder el 50%.

La acumulacién de ovocitos y/o embriones vitrificados previa al ciclo de PGS es una
posible estrategia que podria incrementar la posibilidad de una gestacién evolutiva.

Es bien conocido que el nUmero de embriones generado en un ciclo de reproduccion
asistida es directamente proporcional al nimero de ovocitos recuperados. Los
resultados de un trabajo publicado en 2012 demuestran una correlacidon negativa
entre la edad de la mujer y la tasa de euplodia embrionaria (Ata et al., 2012), de forma
similar a los resultados de antiguas publicaciones (Marquez et al., 2000; Munne et al.,
1995). En este estudio se presenta la elevada incidencia de aneuploidias con la edad
evaluada mediante aCGH. Se trata del mayor estudio realizado hasta el momento que
analiza estas relaciones evaluando la dotacidn cromosdmica completa. La tasa de
euploidia parece no estar relacionada con el nimero de embriones analizables
generados por ciclo. Aunque la proporcidon de embriones euploides permanecio sin
cambios con el nimero de embriones disponibles, la proporcién de las mujeres que
tenian al menos un embridon euploide aumentaba cuando se generaron mas
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embriones. Podria decirse que el nimero de embriones disponibles es reflejo de la
reserva ovdrica. En un ciclo de estimulacién convencional la tasa de aneuploidias no
esta relacionada con el numero de embriones generados, un nimero razonable de
ovocitos MIl aspirados podria ser 15, tal como se sugiere en otros trabajos (Garrido
et al., 2011; Sunkara et al., 2011). Sin embargo este estudio no argumenta a favor o
en contra de los protocolos convencionales de estimulacion ovarica versus
estimulaciones leves o ciclos naturales ya que podrian haber repercusiones en la
receptividad endometrial, y estd pues fuera del alcance de este estudio enlazar la
estimulacién, la euploidia, los regimenes hormonales y las tasas de implantacién
(Baart et al., 2007; Shapiro et al., 2011).

Son interesantes los resultados derivados del andlisis de ciclos no estimulados para
FIV que muestran que las alteraciones cromosdmicas embrionarias humanas estan
presentes incluso en condiciones ovdricas fisioldgicas y en ausencia de estimulacion
con gonadotropinas, sugiriendo la causa de la baja fecundidad en humanos en un ciclo
menstrual Unico. Los resultados derivados del analisis de ciclos no estimulados de FIV
en este estudio muestran que las alteraciones cromosdmicas embrionarias humanas
estan presentes incluso en condiciones ovaricas fisioldgicas y en ausencia de
estimulaciéon con gonadotropinas, sugiriendo la causa de la baja fecundidad en
humanos en un ciclo menstrual Unico. El uso de dosis moderadas de gonadotropinas
para la estimulacidon ovarica durante un ciclo de FIV no incrementa de forma
estadisticamente significativa la tasa de aneuploidias embrionarias con respecto al
ciclo no estimulado. Asi, en mujeres jovenes y fértiles, como las donantes de ovocitos,
una mayor respuesta ovarica ante una misma dosis moderada de gonadotropinas,
ofrece un mayor numero absoluto de embriones euploides por ciclo iniciado. La tasa
de aneuploidias observada en este grupo de mujeres no se correlaciona directamente
con la respuesta ovdrica ni con la dosis total de gonadotropinas administradas
(Labarta et al., 2012; Labarta et al., 2014).

La criopreservacion en el laboratorio de fecundacién in vitro

Los avances conseguidos en reproduccion asistida han traido consigo un aumento

en la proporcién de embriones crioconservados. Esto se debe a que las mejoras en las
condiciones del laboratorio se han reflejado en una mejor calidad embrionaria,
permitiendo al embridlogo optimizar sus criterios de seleccidn y reducir cada vez mas
el nimero de embriones transferidos. Asi, la transferencia de uno o dos embriones
potencia los ciclos con criopreservacidn y, por tanto, el nimero de transferencias por
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ovocito recuperado. De esta manera, a través de un buen programa de
ciopreservacion, se puede conseguir un incremento en las tasas de gestacién por ciclo
estimulado y una disminucidn en las tasas de gestacion multiple.

En los ultimos afios, las tasas de gestacion con embriones criopreservados son cada
vez mads cercanas a las obtenidas con embriones frescos, haciendo de este programa
una via util para rentabilizar los ciclos de estimulacidn ovarica. La introduccién de la
transferencia de embriones criopreservados incrementa el éxito del tratamiento en los
ciclos que han fallado antes con la transferencia en fresco. Por otro lado, la mejora
sustancial en la viabilidad de los ovocitos tras la aplicacién de los protocolos de
criopreservacion estd permitiendo la introduccién en la dindmica del laboratorio de
embriologia de la posibilidad de criopreservar ovocitos en vez de embriones con el
consiguiente beneficio en muchos aspectos de la embriologia clinica, ya que mientras
que por un lado se puede disminuir la excedencia de embriones sobrantes de los ciclos
de fecundacidn in vitro en los bancos de embriones, también esta permitiendo la
opciéon de posponer la maternidad a muchas mujeres en caso de enfermedad grave o
por otro tipo de circunstancia social.

A su vez, el éxito del programa de criopreservacion pasa no soélo por la seleccion
adecuada del material biolégico que se ha de preservar (los embriones u ovocitos de
calidad subdptima no soportan igual de bien los procesos de criopreservacion que
aquellos especimenes con buena viabilidad), sino de la aplicacién de unos procesos
gue permitan la maxima viabilidad en los procesos de congelacion y descongelacion.
Precisamente el conocimiento de los fundamentos fisico-quimicos que ocurren
durante la congelacién de soluciones acuosas y la respuesta de las células vivas a la
congelacién van a ayudar a poner mas atencidn a los puntos clave del proceso y a
prevenir los posibles efectos adversos derivados del proceso.

1.3.1.- Técnicas de criopreservacion

Hay basicamente dos tipos de criopreservacién de los especimenes generados en los
laboratorios de FIV, por un lado se pueden utilizar protocolos de congelacion lenta y
por otros protocolos mas rdpidos basados en la vitrificacion. Hasta hace muy poco los
protocolos de criopreservacion utilizados por excelencia eran los protocolos de
congelacién lenta pero cada vez mas se estdn imponiendo por los resultados los
protocolos de vitrificacion con resultados espectaculares. Los procedimientos de
congelaciéon son relativamente simples y de facil ejecucion con los medios y equipos
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disponibles comercialmente y, aunque los medios también pueden prepararse en el
laboratorio, la normativa europea lo desaconseja.

Congelacion lenta

En cuanto a la congelacién lenta suelen ser procedimientos de larga duracién (de 90
minutos a 5 horas) y que requieren congeladores programables que controlen las tasas
de enfriamiento. En sintesis, y como resultado de la precipitacion del agua como
cristal, se produce la separacidon del agua y las sustancias disueltas, formandose
cristales de hielo intracelulares, incrementdndose la concentracion de solutos
extracelularmente.

Para su ejecucion se utilizan dos sustancias basicas, por un lado se utiliza 1,2-
propanodiol (PROH) como crioprotector permeable y por otro la sacarosa como
crioprotector no permeable. Este procedimiento consta basicamente de las siguientes
fases: equilibrio con el crioprotector, congelacidn, almacenamiento y descongelacion.
La congelacién lenta es una técnica de criopreservacion en la que existe un equilibrio
entre la velocidad de enfriamiento, la velocidad de deshidratacién y la velocidad de
formacion de nucleos de hielo. El objetivo principal de este tipo de crioconservacion
es el de controlar la velocidad de enfriamiento de tal forma que a medida que
descienda la temperatura se produzca la penetracion del crioprotector al interior de la
célula produciéndose un equilibrio osmético y disminuyendo la probabilidad de
formacion de cristales de hielo intracelulares. Por lo tanto, el éxito de un protocolo de
congelacion lenta se basa en alcanzar el equilibrio entre la velocidad a la que el agua
abandona la célula y la velocidad con que esta agua se convierte en hielo.

Vitrificacion
La vitrificacidon se define como la transicion de las soluciones acuosas de un estado
liquido a un estado vitreo solido sin la formacidn de cristales, es decir, que debido al
rapido descenso de temperatura, la viscosidad de la muestra aumenta hasta un punto
en que las moléculas se inmovilizan. De esta forma, se encuentran en un estado sélido
aunque su estructura molecular sea la de un liquido extremadamente viscoso (estado
vitreo) (Fahy, 1986). Este aumento extremo de la viscosidad requiere velocidades de
enfriamiento muy rapidas o elevadas concentraciones de crioprotectores, sin
necesidad de establecer el equilibrio osmdtico entre los ambientes intra y extracelular
a lo largo del periodo de enfriamiento de las células. La vitrificacion presenta
numerosas ventajas como la total eliminacion de la formacidn de hielo o la disminucién
del daio causado por el enfriamiento, puesto que atraviesa el rango de temperatura
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de +15°C a 0,5°C a velocidades de enfriamiento muy rapidas (efecto chilling)
(Liebermann et al., 2003). Otra gran ventaja de esta técnica es que no requiere de
equipos de congelacion caros o sofisticados y puede ser realizada de manera muy
sencilla. Sin embargo, esta técnica comporta un gran inconveniente, y es que la
concentracién de crioprotectores (CPAs) que se requiere es muy alta, y como es bien
sabido, estas sustancias, particularmente a altas concentraciones, son tdxicas para los
embriones (Fuller y Paynter, 2004). Sin embargo, una mezcla adecuada de CPAs puede
mitigar estos efectos adversos. En este sentido, la combinacion mas usada es una
mezcla de etilenglicol (EG), dimetilsulféxido (DMSO) y sacarosa (Vajta y Nagy, 2006).
Otra estrategia, consiste en disminuir considerablemente el volumen que contiene las
células que se van a vitrificar con lo que se incrementa drasticamente la velocidad de
congelacién, lo que a su vez permite la reduccion de la concentracién de CPAy con ello
los efectos téxicos. Se han disefado diversas técnicas que emplean volimenes
pequefios (1ul) de la solucién de vitrificacién y en las que se utilizan diversos
dispositivos de carga. Todos estos dispositivos han sido utilizados en diferentes
especies de mamifero y en humanos, con éxito variable.

Los procesos de congelacién lenta aunque se siguen utilizando estan siendo
reemplazados por otros métodos de crioconservacion basados en la vitrificacidn. Estos
métodos estan teniendo cada vez mas adeptos entre los especialistas de embriologia
clinica por las ventajas que suponen y los altos resultados que se obtienen. Asi
métodos de crioconservacion como los que utilizan el Cryotop®, o Cryo Tip® o
estrategias similares estan contribuyendo de forma notable a la eficiencia de los ciclos
de estimulacién ovarica, es decir, estan contribuyendo al aumento de las posibilidades
de gestacidn por ciclo iniciado. En cuanto a la técnica de vitrificacidn, la de ovocitos
con el método Cryotop® es uno de los sistemas de vitrificacion mas recientemente
disefiados (Kuwayama et al., 2005). El Cryotop® consiste en una fina lenglieta de
polipropileno de 0,4mm de ancho x 20mm de largo x 0,1mm de grosor unida a un
mango plastico, dispone ademdas de un protector que se acopla a la lenglieta para
proteger las muestras durante su almacenamiento. Con este dispositivo, el volumen
final es de 0,1ul, 10 veces inferior al que utilizan los otros sistemas de minimo volumen
y con el que se consiguen velocidades de congelacién de -23000°C/min. Ademas, la
concentracién total de CPA se reduce al 30%. Otra ventaja del Cryotop®, quiza la mas
notoria, es que permite velocidades de descongelacidn superiores a las conseguidas
con otras técnicas, con lo cual la formacion de hielo es virtualmente imposible. Esto
elimina completamente el dafo por congelacion, excluyendo definitivamente el riesgo
de fractura de la zona peldcida. Esta tecnologia ha sido aplicada con éxito en humanos,
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consiguiendo un 91% de supervivencia, 81% de tasa de divisién y un 50% de desarrollo
a blastocisto (Kuwayama et al., 2005). En IVI Valencia, se utilizé en primer lugar esta
metodologia en pacientes de ovodonacion y se compararon los resultados obtenidos
con ovocitos vitrificados y frescos. Se consiguié una excelente tasa de supervivencia
del 97,0%. La tasa de fecundacién 76,3%, divisién 77,6 vs. 84,6%, calidad embrionaria
80,8 vs. 80,5%, desarrollo a blastocisto 48,7 vs. 47,4%, fueron similares en ovocitos
vitrificados y frescos respectivamente. Las tasas de gestacidon e implantacién 65,2 y
38,2%, respectivamente, obtenidas con ovocitos vitrificados son similares a las
obtenidas en nuestro programa de ovodonacidn con ovocitos frescos. Estas
observaciones indican que el proceso de vitrificacion con el método Cryotop® no altera
la capacidad de desarrollo de los embriones obtenidos con ovocitos vitrificados, ya que
la fecundacién, divisién, calidad embrionaria asi como los resultados clinicos son
similares a los obtenidos con ovocitos frescos. Ademas, los resultados clinicos
obtenidos son superiores a los conseguidos con cualquier otra técnica de
criopreservaciéon disponible. Actualmente el Cryotop® es el método de
criopreservacién de ovocitos mas eficiente, consiguiendo los mismos resultados que
se obtienen con ovocitos frescos y representa una opcion vélida para la creacién de
bancos para su almacenamiento prolongado.

1.3.2.- Estrategias de vitrificacion: Ovocitos, embriones y blastocistos

La vitrificacion exitosa del gameto femenino ha significado un verdadero hito en
reproduccion asistida, siendo muchas las mujeres que actualmente se estan
beneficiando de esta estrategia. La vitrificacion de ovocitos ha traido consigo un
importante avance para los programas de donacidn de ovocitos ya que ha permitido
la creacidon de bancos, en los que ovocitos de donante se almacenan con la posibilidad
de guardar un tiempo de cuarentena previo a la donacién, haciendo el proceso mas
seguro vy, sobretodo, mas facil y rapido para las receptoras. Asimismo, la posibilidad
de criopreservar los évulos en ciclos de RA realizados con ovocitos propios, también
ha aportado una increible flexibilidad a los tratamientos abriendo multiples opciones
terapéuticas. Por otra parte, la preservacién de la fertilidad es una rama emergente,
que rapidamente ha ocupado un lugar principal dentro del arsenal terapéutico en
reproduccion asistida. La preservacién de la fertilidad estd relacionada con la
salvaguarda de gametos ya sea masculinos o femeninos, y tejido reproductivo
(ovarios, testiculos), debido al riesgo de pérdida de la capacidad reproductiva
proporcionando una oportunidad para concebir y tener descendencia propia. La
vitrificacién de ovocitos ha contribuido notablemente a que esta opcién sea hoy en
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dia una realidad para pacientes con cancer que se vayan a someter a cirugia, empezar
quimioterapia o radioterapia; u otras condiciones médicas que conduzcan a
menopausia prematura, mujeres saludables con deseo de posponer la maternidad,
pero que se ven sometidas a una merma en su fertilidad por efecto de la edad.

Contribucién de la vitrificacién de ovocitos a la préctica clinica en reproduccién
asistida

La gran variedad de protocolos y técnicas que podemos encontrar en la literatura,
hace un poco dificil el andlisis de la utilidad clinica de esta técnica desde sus inicios.
Ademas, el nimero de pacientes o variables dependientes de la técnica (por ejemplo
edad, calidad ovocitaria, tipo de crioprotector/concentracion) y los diferentes
dispositivos de vitrificacion, juegan un papel clave en los resultados finales. Una
revision publicada en 2012 sobre la aplicacion clinica de la criopreservacion de
ovocitos incluyendo tanto vitrificacion como congelacidn lenta, concluyd que existen
evidencias consistentes que indican que los ovocitos retienen su potencial desarrollo,
con tasas de supervivencias cercanas al 90% (Edgar y Gook, 2012). Sin embargo, en
esta revisidn, los autores indican que la congelacion lenta ofrece bajas tasas de
supervivencia con compromiso en el desarrollo embrionario. Estas conclusiones estan
en la linea de los resultados de un metaanalisis que incluyé ensayos prospectivos
aleatorizados en los que comparaban los resultados de la congelacién lenta de
ovocitos MIl versus vitrificacion, o entre ovocitos frescos versus vitrificados,
concluyendo que los resultados estan a favor del grupo de vitrificados (Cobo y Diaz,
2011). Sin embargo, se detectd heterogeneidad cuando se analizé la supervivencia,
muy probablemente debido a que fueron incluidos tanto sistemas abiertos como
cerrados de vitrificacion. Otra revision evalué la eficacia clinica de la vitrificacion
revelando que la metodologia mas ampliamente utilizada es el sistema abierto (Cobo
etal., 2009).

Los bancos de ovocitos disponibles para los programas de ovodonacién son una
realidad hoy en dia, gracias a la vitrificaciéon. El primer caso de recién nacido vivo tras
la transferencia de embriones generados de ovocitos vitrificados fue publicado en
1999 por Kuleshova (Kuleshova et al., 1999). Posteriormente, los estudios publicados
involucraron poblaciones de estudio mixtas, conformadas por pacientes de ovocitos
propios y receptoras, con tasas de supervivencia del 85 al 90% y una tasa de embarazo
del 30% por transferencia. En 2008, aparecieron algunas publicaciones relacionadas
con el éxito de la donacidén de ovocitos vitrificados de banco con tasas de supervivencia
del 85 al 95% y del 60 al 75% las tasas de embarazo (Chang et al., 2008; Keskintepe et
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al., 2009). En ese mismo afio, nuestro grupo demostré desarrollo embrionario similar
al comparar entre ovocitos vitrificados usando el método publicado por Kuwayama
(Kuwayama et al., 2005) versus ovocitos frescos (Cobo et al., 2008). En 2009, Nagy
publicd su experiencia con el banco de ovocitos en un estudio que incluyé 10 donantes
y 20 receptores, y obtuvo un 90% de tasa de supervivencia y un 75% de tasa de
embarazo por transferencia (Nagy et al., 2009). En 2011, una publicacién conjunta de
dos centros mostrd resultados consistentes para el uso clinico rutinario de ovocitos
vitrificados en sus respectivos programas de donacidn tras dos afos de aplicacion de
esta estrategia (Cobo et al., 2011). Estos resultados coinciden con los obtenidos en un
programa de ovodonacién donde se donaron ovocitos frescos y vitrificados de una
misma cohorte a dos receptoras distintas, mostrando parametros de desarrollo
embrionario y resultados similares en ambos grupos (Trokoudes et al., 2011). En otro
estudio, la tasa de blastocisto tras la donacidon de ovocitos vitrificados versus frescos
(41,3% vs. 45,3%), asi como la tasa de gestacion (61,8% frente a 60,0%), fueron
similares (Garcia et al., 2011). Recientemente, un estudio observacional prospectivo
de 14 donantes y 20 receptores reporté una tasa de supervivencia del 90% y una tasa
acumulada de gestacion evolutiva del 43,5% considerando las transferencias en fresco
mas las criotransferencias de embriones sobrantes (Stoop et al., 2012). Quiza lo mas
interesante de este trabajo, y a diferencia de la gran mayoria de trabajos publicados
hasta la fecha, es que en este estudio se empled un sistema cerrado de vitrificacion.

Es de especial interés el ensayo clinico, triple ciego, prospectivo, aleatorizado que
incluye el mayor tamafio de muestra publicado hasta la fecha, encaminado a la
validacién de la vitrificacién de ovocitos como herramienta fundamental en el
funcionamiento del banco de estos gametos destinado a los programas de
ovodonacién (Cobo et al, 2010). En este estudio se incluyeron 600
donantes/receptoras (300 por rama), donandose 3039 ovocitos vitrificados de banco
y 3185 ovocitos frescos. En este estudio demostraron la no inferioridad de los ovocitos
vitrificados con respecto a la tasa de gestacién evolutiva (Odds ratio=0,9; IC 95%: 0,7-
1,3). La tasa de supervivencia global fue de 92,5% y la tasa de gestacion evolutiva en
el caso de las pacientes que recibieron ovocitos vitrificados de 43,7% frente al 41,7%
obtenido con ovocitos frescos. Este estudio confirma definitivamente observaciones
anteriores acerca de la no alteracidon del potencial de los ovocitos vitrificados para
desarrollarse en embriones competentes capaces de generar gestaciones evolutivas
en una proporcidn similar a los ovocitos frescos.
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Debido al gran potencial de los ovocitos vitrificados, y de manera similar a lo que
ocurre con las donaciones en fresco, frecuentemente, tras la transferencia
embrionaria, se dispone de embriones viables adicionales, aptos para ser vitrificados
para futuras transferencias. En este caso se requiere de una doble vitrificacién,
primero en estadio de ovocito MIl y posteriormente en estadio embrionario ya sea
temprano en dia 3 o en estadio de blastocisto. En una publicacién reciente, nuestro
grupo ha demostrado que la doble vitrificacion no tiene ningln efecto en la tasa de
parto o de nacido vivo (Cobo et al., 2013). Este estudio incluyé 796 embriones
vitrificados generados a partir de ovocitos vitrificados (N=471 ciclos) y 4394 embriones
vitrificados generados a partir de ovocitos frescos (N= 2629 ciclos). Las tasa global de
supervivencia fue 97,2% (1C95%: 95,9-98,6) vs. 95,7% (1C95%: 94,9-96,4), para
doblemente vitrificados versus vitrificados una sola vez respectivamente,
estadisticamente no significativa. La tasa de parto por ciclo de desvitrificacion fue de
33,8% y 30,6%, no significativa estadisticamente. Tal y como ensefia la Odds ratio de
la tasa de parto, la doble vitrificacion no tuvo efecto sobre los embriones
independientemente de si éstos se encontraban en dia 3 de desarrollo o en estadio de
blastocisto (OR = 0,9; IC95%: 0,7-1,2). Este hallazgo tiene gran repercusion en la tasa
acumulada para un solo ciclo de ovodonacién. Asi, la tasa de gestacién evolutiva
acumulada por ciclo se puede incrementar a un 84,8% tras una segunda
criotransferencia, a un 92,8% y 94,8% tras tres y cuatro criotransferencias
respectivamente.

En nuestra institucion, el banco de ovocitos, es actualmente una parte integral de
nuestra rutina clinica, con mas de 30000 ovocitos vitrificados donados, aportando un
impacto tremendamente positivo en la logistica del programa, equiparando los
resultados con los conseguidos con ovocitos frescos, lo que ha redundado en un alto
grado de satisfaccidon en las pacientes. Con la asignacién de ovocitos criopreservados,
no es necesario que las pacientes entren en lista de espera, y por supuesto tampoco
es necesaria la sincronizacién donante-receptora.

La vitrificacion de ovocitos se ha aplicado con éxito en paises con una legislacion muy
restrictiva en la que se limita el niUmero de ovocitos a inseminar y por ende se dispone
de un numero extra de ovocitos el dia de la puncién, como era el caso de Italia hasta
hace sdélo un afio. Rienzi y colaboradores han publicado su experiencia con la
vitrificacién de ovocitos en este tipo de situacidn (Rienzi et al., 2010). Estos autores
concluyen que el procedimiento de vitrificacion de ovocitos seguida por ICSI no es
inferior al procedimiento de inseminacion fresco, en lo que respecta a las tasas de
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fecundacién y desarrollo embrionario. Por otra parte, la tasa de gestacién clinica es
comparable a la obtenida con ovocitos frescos, incluso con un ndmero restringido de
ovocitos disponibles para la inseminacion.

Contribucidén de la vitrificacion de ovocitos a la Preservacion de la Fertilidad

Existe un numero cada vez mds grande de mujeres que deciden posponer la
maternidad y que por tanto son candidatas a vitrificar ovocitos. Se puede decir que
ésta es una indicacién por razones no médicas, aunque este término no se ajusta a la
realidad, ya que si lo analizamos detenidamente, el declive en la fertilidad debido a la
edad, puede a largo plazo convertirse en una indicacion médica. Esta indicacidon

IM

también se conoce como “social”, aunque este término se ha considerado en muchos
circulos como un término peyorativo, ya que en opinidon de muchos, no hace justicia
a las razones que motivan cada vez mds a muchas mujeres a tomar la decisidn de
postergar la maternidad. Sin lugar a dudas, el impacto social y las connotaciones éticas
de esta alternativa, merecen ser analizados profundamente. Existen en la actualidad
algunas publicaciones que analizan este aspecto. Por otra parte, existen otras
condiciones clinicas aparte del cancer como la endometriosis, sindrome de Turner
(Oktay et al., 2010) o por causa iatrogénica como la necesidad de una anexectomia

(Garcia-Velasco et al., 2013).

Vitrificacion de embriones y blastocistos

La amplia experiencia de IVI Valencia en la aplicacidon del método de Cryotop® en la
vitrificacién de ovocitos (Cobo et al., 2008; Cobo et al., 2008; Cobo et al., 2010; Cobo
et al., 2011) permitié abordar el estudio observacional para describir los resultados
obtenidos después de la vitrificacién con el método de Cryotop® aplicado a embriones
en desarrollo temprano y blastocistos en el programa de FIV. Ademas se analizé el
impacto del grado de desarrollo y la calidad embrionaria, asi como el origen de los
embriones (procedentes de ovocitos de ciclos de donacidn u ovocitos propios de los
pacientes) y la preparacién del endometrio para la transferencia de embriones en el
resultado final. Se analizaron los datos computarizados de todos los pacientes cuyos
embriones vitrificados se desvitrificaron de enero de 2007 a diciembre de 2010.
Debido a la naturaleza retrospectiva del estudio, no se solicitd la aprobacién de la Junta
de Revision Institucional. Un total de 3150 ciclos de desvitrificacién fueron objeto de
analisis, incluidos los de los pacientes infértiles cuyos embriones se obtuvieron a partir
de sus propios ovocitos (1685 ciclos) y los pacientes beneficiarios de ovocitos de
donantes (1465 ciclos). La criopreservacién de embriones se habia realizado en dia 2,
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dia 3, dia 5 o 6 de desarrollo (147, 1725, 675, y 603 ciclos de desvitrificacion,
respectivamente). La politica de criopreservacién de embriones se basé en la calidad
morfolégica de los embriones sobrantes después de la transferencia embrionaria en
fresco, o en algunos casos todos los embriones de buena calidad fueron
criopreservados debido al riesgo de sindrome de hiperestimulacién ovdrica, a la
alteracion de patrén del endometrio, o ante elevados niveles de progesterona. Los
embriones se clasificaron morfoldgicamente de acuerdo a los criterios de ASEBIR, con
ligeras modificaciones. La tasa de supervivencia en embriones de dia 2 y dia 3 de
desarrollo era ligeramente inferior a la observada en la etapa de blastocisto, aunque
no se detectd ninglin impacto en las tasas de nacidos vivos. La ausencia de variabilidad
en la evaluacién morfolégica antes y después de la vitrificacidn es otro indicador de Ia
seguridad del método de criopreservacion que empleamos. La alta tasa de reexpansion
observada en blastocistos y su apariencia morfoldgica después de la vitrificacion
también es evidencia de la falta de los dafos causados durante la vitrificacion. La alta
eficiencia de esta tecnologia también se ha demostrado en la vitrificacién de
blastocistos tras la biopsia de trofoectodermo (Schoolcraft et al., 2010). Otros autores
han publicado similares resultados utilizando el sistema Cryotop® (Hiraoka et al., 2004;
Stehlik et al., 2005; Kuwayama et al., 2005; Liebermann y Tucker, 2006).

En conclusidn, la vitrificacidn mediante el sistema Cryotop® aporta elevadas garantias
de éxito en todas las etapas del desarrollo porque tiene altas tasas de supervivenciay
unas tasas por ciclo de desvitrificacion similares a las conseguidas con embriones
frescos.

1.3.3.- Vitrificacidn de ovocitos en pacientes con baja respuesta

Los beneficios de la vitrificacion de ovocitos también se han demostrado en dos
poblaciones infértiles como las pacientes con riesgo de sufrir el sindrome de
hiperestimulaciéon (Herrero et al., 2011) y la baja respuesta (Cobo et al., 2012). En este
Ultimo estudio se acumularon ovocitos vitrificados de pacientes bajo respondedoras
(N= 242 pacientes, 594 ciclos de estimulacidén ovérica y 1192 ovocitos), obtenidos tras
varios ciclos de estimulacién ovarica controlada y los afiadieron al ciclo de ovocitos
frescos (N=689 obtenidos tras 210 ciclos) para microinyectarlos todos
simultdneamente. El objetivo de esta estrategia era el de construir una cohorte grande
con un mayor numero de ovocitos a inseminar para asemejar la situacion de la baja
respondedora a la de una normo respondedora: media de 2,5 ciclos de estimulacién
en los que se vitrificaron ovocitos en cada ciclo, con el fin de crear una cohorte mayor
y asi incrementar el nimero de ovocitos microinyectados, con una media 7,02 ovocitos
microinyectados por ciclo de ICSI. De esta forma, la seleccion embrionaria puede
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hacerse en condiciones mds equiparables. Con esta estrategia se obtuvo una tasa
acumulada de recién nacido vivo estadisticamente superior a la obtenida con la
estrategia convencional que era inseminar los ovocitos y la transferir embriones en
ciclos en fresco, es decir, cada vez que se estimulaba a la paciente (42,9% vs. 27,4% de
recién nacido vivo). Una de las principales desventajas de la baja respondedora es su
baja probabilidad de llegar a la transferencia embrionaria. En este estudio la tasa de
cancelacién de la transferencia fue significativamente menor en el grupo de pacientes
gue acumularon ovocitos (9,1% vs. 34,0%). Por otra parte, la tasa acumulada de recién
nacido vivo fue mayor para las pacientes que vitrificaron ovocitos (36,4% vs 23,7%).
Estos resultados, ponen de manifiesto que la acumulacién de ovocitos es una
estrategia util en la baja respondedora, logrando equiparar los resultados a los de la
normo respondedora.

Corroboran estos datos los resultados publicados sobre la tasa acumulada tras
criotransferencias de embriones derivados de ovocitos vitrificados en su programa de
fecundacidn in vitro (Ubaldi et al., 2010). En este estudio se analizaron resultados de
104 primeros ciclos de desvitrificacion y 11 segundos ciclos en 184 ciclos de
fecundacién in vitro. La tasa de gestacidn evolutiva de los ciclos en fresco fue de 37,4%
ascendiendo a wuna tasa acumulada de 53,3% tras las criotransferencias.
Adicionalmente, uno de los hallazgos mas destacables de este estudio es la relacién
inversa que se establecid entre la edad de la paciente (>40 afios) y los resultados
clinicos (Ubaldi et al., 2010). Este estudio demuestra que se pueden conseguir altas
tasas acumuladas con ayuda de la vitrificacion de ovocitos en una poblacién
tipicamente infértil y que la edad materna es un factor determinante.

Las pacientes de edad avanzada no sélo generan un alto porcentaje de embriones
aneuploides, sino también un menor nimero de embriones como consecuencia
directa de la mala respuesta y reserva ovdrica y calidad de los ovocitos (Broekmans et
al., 2007), de ahi su baja probabilidad de llegar a la transferencia.

La baja respondedora de edad avanzada sometida a analisis de PGS también se ha
beneficiado de esta estrategia (Milan et al., 2010; Chatziparasidou et al., 2013).
Aunque el resultado final se esperaria similar, tanto en la acumulacién de ovocitos de
varios ciclos de estimulacidn y siendo todos los embriones resultantes incluidos en un
Unico andlisis de PGS como cuando se someten a varios ciclos de PGS de
estimulaciones Unicas, no obstante, la experiencia de nuestro centro es que los
pacientes son mds propensos a acumular ovocitos vitrificados u embriones en varios
ciclos de estimulacidn ovarica que a repetir varios ciclos de PGS, siendo por lo tanto
una buena alternativa para mejorar los resultados clinicos en pacientes bajo
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respondedoras.Otro estudio multicéntrico en el que ha participado nuestro centro
junto a otros dos centros italianos también demuestra que la vitrificaciéon de ovocitos
puede ser aplicada con éxito en pacientes infértiles (Rienzi et al., 2012). Este fue un
estudio prospectivo longitudinal de cohortes incluyendo cerca de 3000 ovocitos
vitrificados en el que se evalud la eficacia y reproducibilidad de la vitrificacion de
ovocitos. En este estudio no se encontraron diferencias significativas entre los
diferentes centros, con relacién a la supervivencia, fecundaciéon y desarrollo
embrionario, lo que refleja la reproducibilidad del método; siendo las cifras globales
84,7% para supervivencia, 75,2% para fecundacion y 48,1% para embriones 6ptimos.
La tasa de parto fue de 26,3% por ciclo y 29,4% por transferencia. La tasa de recién
nacido vivo fue de 15,8% por embrién transferido. Como factores determinantes del
éxito se encontraron las variables: edad de la paciente, nUmero de ovocitos vitrificados
y estadio de desarrollo del embridn transferido; alcanzando cifras estadisticamente
significativas cuando las pacientes tenian menos de 38 afos de edad, vitrificaron 8 o
mas ovocitos y se les realizd una transferencia de blastocisto (Rienzi et al., 2012). Se
consideran por tanto que estos hallazgos seran de gran utilidad a la hora de aconsejar
a las pacientes que deseen preservar su fertilidad mediante esta técnica.

De esta experiencia, se pueden extraer conclusiones que pueden ser de gran utilidad
a la hora de indicar la vitrificacién de ovocitos en diferentes grupos de pacientes.

La correlacion entre la supervivencia y la edad, no es mas que un reflejo de la calidad
ovocitaria, que como es bien sabido declina considerablemente con la edad. De ahi
qgue no sorprende el comportamiento de los ovocitos de pacientes mayores con
respecto a la vitrificacion.

Por otra parte los ovocitos que sobreviven, fecundan y evolucionan conservan su
potencial para implantar y dar lugar a gestacion de una manera similar a la que se
observa con ovocitos frescos, como asi lo indica la tasa de implantacién. Una lectura
similar, seria que la proporcidn de ovocitos que se pierden durante la vitrificacidn (los
qgue no sobreviven), supone un primer filtro para los ovocitos de peor calidad,
incapaces de sobrellevar el procedimiento con éxito, sobreviviendo solo los de mejor
calidad. Siguiendo con este andlisis, solo los mejores seran fecundados correctamente
y podran dividirse adecuadamente dando lugar a embriones capaces de implantar. En
el caso de los ovocitos frescos, es muy probable que la mayoria de ellos, incluso los de
peor calidad sean capaces de fecundarse y dividirse, pero sin embargo no todos ellos
serdn capaces de implantar y dar lugar a gestaciones viables, hecho que se ve
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compensado en el grupo de los vitrificados ya que en éste, solo evolucionan los de
mejor prondstico.

También sugiere que lo mds aconsejable es informar a las pacientes de que debemos
garantizar un niumero razonable de ovocitos vitrificados con el fin de incrementar las
posibilidades de éxito, por lo que probablemente se requiera mas de un ciclo de
estimulacion.
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Hipotesis:

Los resultados de un ciclo de PGS pueden verse influenciados por el nimero de
embriones que se puedan analizar en cada caso. Para ello es necesario que como
resultado de la estimulacidén ovarica se obtenga un nimero minimo de ovocitos.

La acumulacién de ovocitos vitrificados previa al ciclo de PGS se ha propuesto como
una posible estrategia que podria incrementar el nimero de embriones disponible
para su analisis en un Unico ciclo de diagndstico y aumentar la probabilidad de obtener
al menos un embrién euploide para transferencia y de conseguir una gestacion
evolutiva.

Este estudio retrospectivo pretende evaluar la eficacia del programa de PGS en sus
diferentes estrategias y en pacientes bajo respondedoras después de varios ciclos de
estimulaciéon ovarica y acumulacion de ovocitos previos al andlisis genético, en
combinacion o no de embriones obtenidos de ovocitos frescos de un ciclo de ICSI.

Para ello partimos de la hipdtesis de que la vitrificacién no va a tener un efecto
deletéreo en los ovocitos, y que su viabilidad va a ser similar a la de los ovocitos frescos.
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OBJETIVOS

Objetivo principal 3.1

Evaluar el efecto de la estrategia de vitrificacion de ovocitos y su combinacién con
ciclos de ovocitos frescos en la optimizacién de los resultados de un programa de PGS.

Objetivos secundarios 3.2

1. Evaluar la supervivencia de los ovocitos vitrificados en ciclos con todos los
ovocitos vitrificados y en ciclos mixtos con ovocitos frescos y vitrificados.

2. Evaluar el efecto de la vitrificacién en la tasa de fecundacién y desarrollo
embrionario.

3. Evaluar el efecto de la vitrificacion en la incidencia y diferentes tipos de
aneuploidias.

4. Evaluar el rendimiento en términos de blastocistos euploides obtenidos
procedentes de ovocito frescos y de ovocitos vitrificados.

5. Evaluar el impacto clinico de estas estrategias en los resultados de mujeres
con baja respuesta y comparar los resultados obtenidos acumulando un
numero de ovocitos similar al de mujeres con normo respuesta.

6. Estimar el nUmero de estimulaciones maximo recomendable, teniendo en

cuenta la probabilidad de obtener un embrién normal y de obtener gestacion
evolutiva.
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El presente trabajo de tesis doctoral pretende evaluar mediante un estudio
retrospectivo la eficacia del programa de PGS en sus diferentes estrategias y en
pacientes bajo respondedoras después de varios ciclos de estimulacién ovarica y
acumulacién de ovocitos previos al andlisis genético, en combinacién o no de
embriones obtenidos de ovocitos frescos de un ciclo de ICSI.

Disefio del estudio

4.1.1.- Pacientes. En este estudio retrospectivo se incluyeron 513 ciclos de pacientes
del programa de DGP para screening de aneuploidias en el periodo de tiempo
comprendido del 1-1-2011 al 31-12-2014, con biopsia embrionaria en D3 y diagndstico
mediante arrays de CGH.

Las pacientes fueron informadas de las posibilidades y limitaciones del diagndstico
genético preimplantacional para el estudio de aneuploidias y se les entregd el
consentimiento informado correspondiente.

4.1.2.- Indicaciones. Las indicaciones clinicas para PGS por screening de aneuploidias

fueron:

- Edad materna avanzada

- Aborto de repeticion

- Fallo de implantacion

- Factor masculino

- FISH anormal de espermatozoides

- Cromosomopatia previa

- Anomalia numérica

- Screening de aneuploidias por causas mixtas

4.1.3.- Estrategias. En este estudio se incluirian diferentes tipos de ciclos:

- ciclos de PGS donde todos los embriones proceden de ovocitos frescos.

- ciclos de PGS con uno o varios ciclos de vitrificacion de ovocitos donde todos
los embriones proceden de ovocitos desvitrificados.

- ciclos mixtos de ovocitos frescos y desvitrificados.
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Se entiende por ciclo de PGS al conjunto de todos los procedimientos destinados a
obtener embriones que van a ser analizados en un solo ensayo o analisis, pudiendo
proceder de una o varias estimulaciones y/o vitrificacion de ovocitos.

Base de datos y andlisis estadistico

El Comité de Proyectos de Investigacion Clinica y el Comité Etico del Instituto
Valenciano de Infertilidad aprobd este estudio retrospectivo con nimero de cédigo de
proyecto asignado 1501-VLC-001-PB.

Los datos procedentes del SIVIS, base de datos y programa de gestidn clinica del VI,
fueron exportados a Excel 2013, donde se realizaron las acciones pertinentes para
revisar la calidad de los mismos, corregir posibles errores, y posteriormente, en SPSS
17.0 proceder al analisis estadistico. Estos datos fueron anonimizados, de forma que
se ocultd la informacidn que pudiese usarse para identificar pacientes concretos en los
listados. La exportacion desde SIVIS incluyd los casos clinicos comprendidos en el
periodo del 1-1-2011 al 31-12-2014.

Se construyd una base de datos que comprendia todas las variables analizadas por
paciente incluida en el estudio.

a) Estadistica descriptiva: se calcularon las medias, proporciones, y sus
correspondientes intervalos de confianza de las variables que describan la poblacién
de pacientes de cada grupo incluido en el estudio, con la intencién de evaluar la
distribucién de los datos (analisis exploratorio de datos), localizar valores erréneos y
corregirlos o eliminarlos, hasta tener la seguridad de la calidad de los mismos.

b) Se compararon las medias y las proporciones de las variables descriptivas de ciclos
y pacientes, mediante test ANOVA y Chi cuadrado, para variables cuantitativas y
categoricas respectivamente para cada categoria de estudio. Se asume distribucidn
normal de las mismas, dado el tamafio muestral empleado en este estudio
retrospectivo, por lo que no fue necesario realizar pruebas de normalidad, a menos
que se detecte alguna categoria con un nimero muy bajo (<30) de casos.

c) Se compard el efecto de las diferentes estrategias de gestién de los ciclos de PGS,
sobre la rentabilidad media medida en embriones euploides por MIl iniciales y
microinyectados.
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d) Se compard el efecto de la diferente estrategia de gestién de los ciclos de PGS, sobre
la tasa de supervivencia, fecundacién y variables relacionadas con el desarrollo
embrionario, para variables cuantitativas y categéricas.

e) Se evalud y estimé la probabilidad de obtener al menos un blastocisto euploide y
gestacion evolutiva en funcién del origen de los ovocitos, mediante T-test y regresion
logistica si fuera necesario.

f) Se estimd el nimero de ciclos de estimulacidn necesario hasta lograr el primer
embrién euploide en funcién de la estrategia utilizada.

Se definié como gestacién positiva el incremento en la concentracién de B-HCG en
suero 14 dias después de la transferencia. El embarazo fue considerado gestacién
clinica cuando se observd como minimo un saco intrauterino mediante ecografia
transvaginal tras tres semanas de la transferencia.

La tasa de implantacién se calculé como la ratio entre el nimero de sacos gestacionales
determinados ecograficamente dividido entre el nimero total de embriones
transferidos.

Se definid como gestacion evolutiva cuando los casos de gestacidon clinica positiva
fueron confirmados mediante ecografia al superar el primer trimestre, en la semana
12 de gestacidn.

El aborto clinico se definié como la pérdida del embarazo cuando éste habia sido
confirmado ecograficamente.

47



MATERIALES Y METODOS

Cronologia de un ciclo de PGS con biopsia embrionaria en D3 de desarrollo

\J

- Dia 0: aspiracion folicular y/o
desvitrificacion de ovocitos y
fecundacion

- Dia1:valoracién de la
fecundacion a las 16-19 horas

" | - Dia 2: valoracién del desarrollo

embrionario a las 44-47 horas

=/ - Dia 3: biopsia embrionaria e inicio
N Y del diagnéstico mediante aCGH

- Dia4: valoracién del desarrollo

embrionario (opcional)

/ - Dia 5: seleccion de los embriones

v normales o no afectos y con buena
evolucién para la transferencia y/o
criopreservacion
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Estimulacién ovarica, fecundacion in vitro y cultivo embrionario

Para realizar a un ciclo de PGS, en primer lugar, la pareja debe someterse a un
tratamiento de FIV, en el que se realiza una estimulacidén ovarica y se recuperan los
ovocitos mediante puncién transvaginal guiada por ecografia.

La estimulacidon ovarica de las pacientes se realizdé mediante FSH (hormona
foliculoestimulante) o hMG (hormona gonadotrépica menopdusica humana) siguiendo
los protocolos establecidos en nuestro centro. La supresién hipofisaria en pacientes
gue seguian una estimulacion de pauta larga se realizd con agonistas de la GnRH
(hormona liberadora de gonadotropina) o con antagonistas de la GnRH cuando seguian
una pauta corta. La monitorizacién del crecimiento folicular se realizd mediante
controles seriados de ecografia transvaginal y niveles séricos de estradiol (E2). Las
dosis de gonadotropinas se ajustaron segun las necesidades de cada mujer.

La desencadenacion de la ovulacion mediante la administracién de hCG (hormona
gonadotropina coridnica, 6500 Ul, Ovitrelle®, Merk-Serono, Madrid, Espafia) o con un
analogo de la GnRH (Decapeptyl®, Decapeptyl®, Ipsen Pharma, Barcelona, Espana) se
realizdé cuando al menos un foliculo alcanzé 18-18,5mm de didmetro medio,
programando la puncion folicular 36 horas mas tarde. El Gltimo dia de estimulacién, se
llevaron a cabo determinaciones hormonales séricas de E2 y progesterona (P4).

En los casos de ciclos diferidos se realizdé una preparacion endometrial con valerianato
de estradiol, y tanto la linea como el grosor endometrial se midieron de manera
rutinaria antes de la transferencia embrionaria. A todas las pacientes se les suministré
progesterona micronizada via vaginal (Progeffik®; Effik, Madrid, Espafia) como soporte
de la fase IUtea hasta el dia de la prueba de embarazo y hasta los 3 meses siguientes
cuando resulté positivo.

Para la fecundacién in vitro, la puncion folicular se realizé por via transvaginal guiada
por ecografia (Mufioz et al., 2005). Los complejos cumulo-corona-ovocito se
identificaron por inspeccion directa del liquido folicular bajo visidon estereoscdpica
(bajo una lupa binocular). Una vez recuperados los ovocitos mediante puncién folicular
fueron mantenidos en cultivo durante 4 horas en un incubador convencional a 37°Cy
5,4% CO,. La denudacién de los ovocitos se realizd mecanica y enzimaticamente con
hialuronidasa (Sydney IVF Hyaluronidase, Cook® Medical, Queensland, Australia),
procediéndose después a realizar el ICSI de los ovocitos MIl 4 horas post-puncion.
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Los ovocitos fueron inseminados mediante ICSI ya que facilita los pasos posteriores de
biopsia embrionaria y garantiza una tasa de fecundacion elevada al asegurarnos que
el espermatozoide atraviesa la zona pelucida y, sobre todo, para evitar la posible
contaminacién de material genético masculino procedente de los espermatozoides
qgue rodean y se quedan pegados a la zona pellcida durante una inseminacién
convencional.

Transcurridas 16-18 horas de la microinyeccion se evalué la correcta fecundacion de
los ovocitos. Los cigotos obtenidos fueron cultivados hasta dia 3 de desarrollo
embrionario en gotas de Cleavage (Sydney IVF Cleavage Medium, Cook® Medical,
Queensland, Australia) recubiertas de aceite mineral (LifeGlobal®, Guilford, USA)
previamente gaseadas y atemperadas.

La biopsia embrionaria se realizé en dia 3 de desarrollo embrionario.

Se procedié a la biopsia de una Unica blastémera en todos los embriones que tuvieran
un correcto desarrollo desde dia 2 y que tuvieran al menos 5 o 6 células y menos de
un 25% de fragmentacion (Mir et al., 2013).

Tras la biopsia los embriones fueron cocultivados en pocillos tapizados con células
epiteliales de endometrio previamente crecidos. Para la técnica del cocultivo se
necesitan placas de pocillos individuales previamente sembradas con células epitelio-
glandulares de una biopsia de endometrio en fase secretora, de forma que estas
células formen una monocapa continua. Por tanto, los embriones fueron cocultivados
después de la biopsia embrionaria individualmente, es decir, un embrién por pocillo,
sobre la monocapa crecida con células del epitelio glandular de endometrio, en fase
secretora a, a 37°C, en una atmésfera de un 5,4% de CO, tal y como se describe en
Mercader et al., 2006 (Mercader et al., 2006). Se empled como soporte placas de
cultivo celular de 24 pocillos (Falcon®, NY, USA). Cada pocillo tapizado contenia 600uL
de medio CCM™ (Coculture Medium, Vitrolife, Goteborg, Suecia) previamente gaseado
y atemperado a 37°C. Es importante que la monocapa sea homogénea en toda la
superficie del pocillo.

La transferencia embrionaria de embriones euploides se realizé en dia 5 de desarrollo
embionario.

A continuacién se describen con mds detalle los protocolos mas especificos y
relevantes del presente estudio.
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Vitrificacién y desvitrificacién de ovocitos y embriones

4.5.1.- Materiales

- Vaso Dewar (Thermo-Flask®, Sigma-Aldrich, Inc., San Luis, Miruri, EE.UU.)

- Pipeta de denudacién (Cook” Flexipet® Adjustable Handle)

- Capilares flexibles (Cook” Flexipet Pipette)

- Placas Falcon 1008 (Falcon®, Becton Dickinson Labware, Flanklyn Lakes, Nueva
Jersey, EE.UU)

- Reloj temporizador (timer)

- Pinzas

- Contenedor de poliestireno expandido para nitrégeno liquido para trabajar en la
cabina de flujo laminar

- Recipiente de acero inoxidable esterilizable en autoclave y acoplable al contenedor
de poliestiteno expandido

- Placa de seis pocillos, preferiblemente, de fondo cénico (Repro Plate®; KITAZATO®
BioPharma, Tokio, Japdn)

- Cryotop® (KITAZATO® BioPharma, Tokio, Japén)

4.5.2.- Soluciones
Se utilizaron medios de fabricacion comercial (KITAZATO® BioPharma, Tokio, Japon).

Soluciones de vitrificacidn

* Solucidn de lavado, Basic
Solution (BS): medio
tampon Hepes TCM-199
(M199) suplementado con
Hidroxipropil Celulosa
(HPC). (Sdlo para ovocitos).

* Solucién de equilibrio,
Equilibration Solution (ES):
contiene 7,5% de
etilenglicol (EG) y 7,5% de mimetilsulféxido (DMSO) disuelto en BS

* Solucién de vitrificacidn, Vitrification Solution (VS): contiene 15% de etilenglicol, 15%
de DMSO y 0,5M trealosa disuelto en BS
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Soluciones de desvitrificacion

* Solucién de descongelacidn, Basic Solution (BS): 0,1M trealosa disuelta en WS
* Solucidn de dilucidn, Dilution Solution (DS): 0,5M trealosa disuelta en WS

* Solucién de lavado, Washing Solution (WS): medio tampdn Hepes TCM-199 (M199)
suplementado con HPC

4.5.3.- Protocolos

Vitrificacion

El proceso de vitrificacidon se realizé con la campana de flujo laminar a temperatura
ambiente (25-27°C). Antes de comenzar fue importante atemperar 1 hora previa a su
uso los viales que contienen las soluciones de vitrificacién (BS, ES y VS) vy llenar
completamente de nitrégeno liquido el recipiente de acero inoxidable acoplado al
contenedor de poliestireno.

El primer paso del protocolo, el equilibrio, es diferente en ovocitos y en embriones:
Ovocitos

1- Se pipeted 20 pL de BS en el primer pocillo de la
placa Repro Plate® y 300 uL de VS en los pocillos 2 y 3.
2- Se colocaron los ovocitos, hasta 16, con el minimo
volumen de medio en el fondo del pocillo con BS. Es
importante fijarse en el ancho del espacio perivitelino

con respecto al espesor de la zona pelucida.

3- Se afiadieron 20 pL de ES lentamente alrededor de la gota de BS. Esperar 3 min.
4- Se afiadieron otros 20 uL de ES y se esperaron otros 3 min mas.

5- Se afiadieron 240 pL de ES y se esperaron 6-9 min. Se requeria que los ovocitos
recuperaran su volumen completamente.

Embriones y blastocistos

1- Se pipetd 300 pL de ES en el primer pocillo de la placa Repro Plate® y 300 L de VS
en los pocillos 2 y 3.

2-Se colocd el embridn con el minimo volumen de medio en la parte superior central
del pocillo con ES.

3- El tiempo de equilibrio fue de 10-12 min para embriones y de 12-15 min para
blastocistos.
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Los siguientes pasos son los mismos para ovocitos como para embriones:

1- Tras el equilibrio se aspiraron los ovocitos/embriones y se depositaron en la
superficie del primer pocillo con VS. Se aspiraron los restos de ES que les rodeaba, y se
eliminé fuera del pocillo. Se dispusieron los ovocitos/embriones en la parte inferior del
pocillo y se prosiguié con la eliminacion de los restos de ES de su alrededor,
cambidndolos también de posicion. Todo este proceso se debe hacer en 30 segundos.
2- Se aspiraron los ovocitos/embriones y se llevaron al siguiente pocillo de VS, previo
lavado del capilar con medio limpio de este pocillo. Durante 30 segundos, se
cambiaron varias veces de sitio repitiendo constantemente el proceso de lavado para
eliminar bien la solucién circundante.

3- Se aspiraron los ovocitos/embriones en la punta del capilar y se cargaron en la
lenglieta del Cryotop® con el minimo volumen posible bajo lupa binocular, aspirando
el exceso de VS. No deben cargarse mas de 4 ovocitos por Cryotop®. Los blastocistos
normales se vitrificaron en Cryotop® individuales,
para poder tenerlos identificados en todo
momento.

4- Se sumergid el Cryotop® directa e
inmediatamente en nitrégeno liquido. Sin sacar
del nitrégeno, se adapto el protector de plastico
del Cryotop® y se almacenaron en el banco.

Desvitrificacion

El proceso de desvitrificacidn se realiza también a
temperatura ambiente. Por lo que se
atemperaron los medios de dilucién y las soluciones de lavado previamente a la
descongelacion. La solucidn de descongelacion (TS) se debe utilizar a 37°C. Se debe
Ilenar completamente de nitrégeno liquido el recipiente de acero inoxidable acoplado
al contenedor de poliestireno. Previamente se ha de recuperar los Cryotop® de la
paciente a desvitrificar del banco de almacenamiento y mantenerlos sumergidos en
nitrégeno liquido hasta el momento de su desvitrificacion evitando cambios de
temperatura.

En la desvitrificacion todas las etapas del protocolo son iguales para ovocitos,
embriones y blastocistos:

1- Se pipeted 300 pL de DS en el primer pocillo de la placa Replo Plate y 300 uL de WS
en el segundo y tercer pocillo.
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2- Se saco el Cryotop® del nitrégeno liquido con un movimiento recto, directo y muy
rapido para sumergirlo directamente en la placa Petri con TS. La solucién de
descongelacion debia estar a 37°C para asegurar que la velocidad de desvitrificacién
fuera la deseada. Es por ello que se prefiere utilizar un dispositivo “calienta placas”
disponible en el mercado para tal fin.

3- Se visualizaron los ovocitos/embriones bajo la lupa binocular e inmediatamente se
inicio la cuenta atras de 1 min. No se tocaron los embriones durante los primeros 40
seg. Transcurrido este tiempo, se deslizd el Cryotop® suavemente en sentido
horizontal en el fondo de la placa. Si los ovocitos/embriones continuaban todavia
adheridos a la lenglieta se dispensé medio sobre ellos con el capilar. Si esto no fue
suficiente se tratd de desprenderlos tocando el Cryotop® lateralmente con la punta
del capilar de la pipeta de denudacién.

4- Tras 1 min sumergidos en TS, se aspiraron los ovocitos/embriones y transferirlos al
pocillo con DS. Asegurandose de verter sobre ellos el volumen correspondiente a mas
o menos 1 cm del capilar. Se esperd 3 min.

5- Transcurrido ese tiempo, se aspiraron los ovocitos/embriones a una distancia de
unos 1 cm de la punta del capilar.

6- Se llevé el capilar al primer pocillo con WS y se liberé primero la columna de 1 cm
de DSy a continuacion los ovocitos/embriones. Se observo claramente la diferencia de
densidad de ambos medio. Se esperé 5 min.

7- Se aspiraron los ovocitos/embriones con una columna de 1 cm de WS y se
transfirieron al segundo pocillo de lavado. Esperar 1 min.

8- Se llevaron los ovocitos/embriones a una placa de medio de cultivo adecuado para
dicho estadio y mantener a 37°C. Se evalud la supervivencia.

Biopsia embrionaria

4.6.1.- Materiales y equipamiento

- Microscopio invertido NIKON/OLYMPUS, equipado con objetivo de 40X Hoffman
para la biopsia embrionaria y objetivo de 10X de contraste de fases

- Platina calefactora TOKAI-HIT (MATF-U 5530)

- 2 micromanipuladores hidraulicos NARISHIGE (MO-188)

- 2 micromanipuladores motorizados NARISHIGE (MM-188)

- 1 microinyector Eppendorf® Cell Tram Vario

- 1 microinyector Eppendorf® Cell Tram Oil
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- Lupa binocular

- Pipeta Holding: con 100 um de didmetro externo y 20 um de didmetro interno,
angulo 30° (Cook® Medical, Limerick, Irlanda) y pipeta de Aspiracién con 30-35 um
didmetro interno y angulo 30° (Humagen™, Charlottesville, USA)

4.6.2.- Medios y soluciones

« G-PGD™ Biopsy Medium, medio de biopsia sin calcio (Ca%") ni magnesio (Mg?'), se
utiliza suplementado al 5% con seroalbumina humana (HSA-solution™, Vitrolife,
Goteborg, Suecia) atemperado a 37°C y nunca gaseado (Vitrolife, Goteborg, Suecia).

- Aceite mineral: Life®Global, Guilford, USA.

« Medios de cultivo Cleaveage® (Sydney IVF Cleavage Medium, Cook® Medical,
Queensland, Australia) y CCM™ (Coculture Medium, Vitrolife, Géteborg, Suecia).

4.6.3.- Protocolo biopsia embrionaria en D3

La biopsia embrionaria se realizé en dia 3 de desarrollo embrionario en embriones con
5 0 mas blastdmeras y menos de un 25% de grado de fragmentacion.

Se prepararon las placas de biopsia embrionaria con 2 microgotas centrales de 35 plL
de medio de biopsia G-PGD™ atemperado 20 minutos antes a 37°C, donde se
dispusieron los embriones previamente lavados en 2 microgotas situadas al lado.
Ademas se afiadieron otras dos microgotas mas alejadas para purgar y equilibrar la
pipeta de aspiracion entre la biopsia de un embridén a otro. Se recubridé con aceite
mineral atemperado a 37°C (Life®Global, Guilford, USA).

Asi, los embriones se dispusieron en gotas del medio libre de Ca®** y Mg?* y la zona
pelucida fue perforada utilizando un sistema de ldser acoplado al microscopio (Octax
Laser Shot™, Fertilase®, Herbron, Alemania).

Blastomeras con nucleos visibles, nucleos interfasicos, fueron biopsiadas por
aspiracion utilizando una pipeta biselada con un didmetro interno de 30 a 35 umy un
diametro externo de 40 a 45 um (Humagen™, Charlottesville, USA).

Se biopsid y analizd una célula por embrién.

Después de realizar el orificio en la zona pelicida mediante pulsos de laser los pasos a
seguir fueron los siguientes:

1.- Se aproximé la pipeta de aspiracidn al orificio y se aspird suavemente una
blastdmera con nucleo Unico y visible (objetivo Hoffman 40X).

55



MATERIALES Y METODOS

2.- Se retird la pipeta de aspiraciéon y se dejo la blastémera suelta en el medio,
proxima al embrion.

3.- Se liberd el embrién de la pipeta holding con mucho
cuidado para evitar que ésta aspirara la blastdmera
biopsiada.

4.- Se retiraron las micropipetas y se lavd, purgd y equilibré
la pipeta de aspiracion en una microgota de medio de

biopsia antes de proceder a la biopsia del siguiente embrion.
5.- Concluida la biopsia, se retiraron los embriones de la placa de biopsia y se lavaron
los embriones repetidas veces en una placa con medio de cultivo para eliminar los
restos de medio de biopsia sin Ca®"y Mg?*.

6.- Las blastémeras permanecieron en la placa de biopsia hasta su procesado
posterior para el analisis.

Los embriones fueron manipulados individualmente para mantener
perfectamente identificado cada embrién en cada momento y para
minimizar el tiempo expuesto en el medio de biopsia, e
—_— ’ inmediatamente lavados varias veces en gotas de
"~ medio de cultivo (CCM™; Vitrolife, Géteborg,

Sweden) para eliminar los restos de medio libre

@ de Ca?*y Mg?* después de la biopsia embrionaria.

? A continuacién las blastdmeras extraidas permanecieron en sus

microgotas de la placa de biopsia y, en un laboratorio contiguo al

\ laboratorio de FIV especialmente adecuado, se introdujeron

individualmente, en tubos eppendorf® de 0,2mL de PCR con 2 uL de PBS
perfectamente identificados para su posterior procesado mediante aCGH.

Para el tubing cada blastomera se lavd en sucesivas microgotas de PBS de forma
individual antes de ser introducidas en los tubos perfectamente identificados.

Analisis cromosémico mediante arrays de CGH

4.7.1.- Materiales y equipamiento

- Campana de flujo laminar con luz UV
- Campana de extraccién de gases
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- Centrifuga para tubos eppendorf® de PCR de 0,2mL y para tubos de 1,5mL
- Centrifuga para placas y portas 5430 (Eppendorf®, Hamburgo, Alemania)
- Centrifuga para placas miVac DNA concentrator (GeneVac. , Ipswich, UK)
- Sacnner de arrays de doble canal (TECAN, Mannedorf, Suiza)

- Sistema de incubacion Hybex® (SciGene, Sunnyvale, USA)

- Termociclador T3000 (Biometra®, Gottingen, Alemania)

- Bafio térmico

- Agitador magnético y “peces” de 2,5 cm

- Termobloque

- Vértex

- Camaras de hibridacién

- Cubetas de lavado de vidrio de 250mL y cestillo de 25 portaobjetos

- Tubos de PCR de 0,2mL

- Placas de 96 pocillos

- Tubos de 1,5mL Safe Lock (Eppendorf®)

- Cubreobjetos de cristal de 22x22mm

4.7.2.- Medios y soluciones

» Control positivo de amplificacién (DNA gendmico)
« Kit Sureplex™ de amplificacién (BlueGnome)
« Kit de marcaje, Kit Labelling System™ (BlueGnome)
» DS Hybridisation buffer (BlueGnome)
« 2XSSC/50% formamida
« Plataforma de array 24sure (BlueGnome)
« Soluciones de lavado:
20xSSC/ H,0 destilada, pH: 7
2xSSC/ 0,05% Tween20/H,0 destilada
1xSSC/H,0 destilada
0,1xSSC/H,0 destilada

4.7.3.- Protocolo

Tras la recepcion de los tubos eppendorf® de 0,2 mL con las blastémeras, en el
Laboratorio de Genética se comenzo con una etapa de amplificacién.

El proceso se realizé en condiciones de esterilidad y en campana de flujo laminar
previamente limpiada con alcohol y con luz UV durante 10-15 minutos.
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Se detallan a continuacion las diferentes etapas del protocolo de arrays de CGH para
el estudio de 23 pares de cromosomas utilizando la plataforma 24sure (BlueGnome,
Cambridge, UK).

Amplificacién gendmica completa

« Tras introducir las blastémeras a amplificar en el tubo de PCR (tubing), se afiadié 3uL
de Cell Extraction Buffer a cada tubo y 5uL del mix compuesto por 4,8uL de Dilution
Buffer y 0,2uL de Extraction Enzime (Kit Sureplex™), se introdujeron los tubos en el
termociclador con el ciclo de temperaturas de amplificacién establecido por la casa
comercial.

» Seguidamente se centrifugaron los tubos y se afadié a cada uno 5ul del mix
compuesto por 4,8ul de Pre-amplification Buffery 0,2uL de Pre-amplification Enzime
(Kit Sureplex™). Se introdujeron los tubos en el termociclador con el ciclo de
temperaturas de pre-amplificacidn establecido por la casa comercial.

« Tras centrifugar los tubos y se afadid a cada uno 60pL del mix compuesto por 34,2l
de H,0 (Nuclease-free water), 25uL de Amplification Buffer y 0,8uL de Amplification
Enzime (Kit Sureplex™). Se introdujeron los tubos en el termociclador con el ciclo de
temperaturas de amplificacion establecido por la casa comercial. Todos los reactivos
provenian del Kit de amplificacion Sureplex™ (BlueGnome, Cambridge, UK).

» Finalmente, se realizd una electroforesis en gel de agarosa para comprobar la
presencia/ausencia de amplicones.

Marcaje

« En una placa de 96 pocillos se dispensaron 5 uL de Primer Solution. A continuacion,
se anadieron 8 uL de DNA amplificado de cada blastémera destinando 2 pocillos al
control masculino SureRef male reference (BlueGnome, Cambridge, UK) y 2 pocillos
al control femenino SureRef female reference (BlueGnome, Cambridge, UK). Se
introdujeron los tubos en el termociclador y se desnaturalizé el DNA a 94°C durante
5 minutos.

o Posteriormente, se extrajeron los tubos del termociclador y se pasaron
inmediatamente a una gradilla refrigerada a 4°C durante 5 minutos. A continuacion,
se prepararon dos tubos eppendorf® de 1,5mL, uno para el mix con el fluorocromo
Cy3 y otro para el mix con Cy5. En ambos tubos se afiadieron 5uL de Reaction Buffer
por muestra/control, 5uL de dCTP mix por muestra/control y 1uL de enzima de
marcaje Klenow (Kit Labelling System™) por cada pocillo muestra/control. A uno de
los tubos se le afiadio 1L del fluoréforo Cy3 dCTP por muestra/control y al otro 1L
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del fluoréforo Cy5 dCTP por muestra/control. Se dispensaron 12l del mix con Cy3 a
las filas impares de la placa de 96 pocillos y 12uL del mix con Cy5 a las filas pares de
la placa de 96 pocillos Esta placa se llevaron al termociclador y durante 2 horas a 37°C
se marcé el DNA amplificado. (Kit Labelling System™, lllumina®, Cambridge, UK).

« Se transfirieron 8uL del producto amplificado de cada blastémera a una placa de 96
pocillos. Se afiadieron 16uL del mix compuesto por 5uL de Reaction Buffer, 5uL de
Primer solution, 5uL de dCTP mix y 1uL de fluoréforo Cy3 o Cy5 dCTP (Kit Labelling
system™) a cada una de las muestras.

Precipitacion

« Finalizado el marcaje se extrajo la placa del termociclador. Se dispensaron 25uL de
COT Human DNA. Se combiné cada pocillo de Cy3 con los 25 puL marcado con Cy5 que
le correspondian. Se combinaron los 25uL del contenido de la primera fila de la placa
marcada con Cy3 con la segunda fila de la placa marcada con Cy5, la tercera con la
cuarta y asi sucesivamente. Se llevd a cabo la precipitacion del DNA mediante
centrifugacion en vacio a 75°C durante 1h (centrifuga para placas miVac DNA

concentrator (GeneVac, lpswich, UK), (Kit de precipitacion, BlueGnome, Cambridge,
UK).

Hibridacion

« Por ultimo se transfirid la placa de 96 al bloque de 75°C, se afiadieron 21 L de
tampodn de hibridacién atemperado a 75°C, se desnaturalizé el DNA precipitado en
un termobloque Hybex® (SciGene, Sunnyvale, CA, USA) a 75°C durante 10 minutos y
se dejé enfriar a temperatura ambiente.

« Tras dejar enfriar, y en campana de extraccién de gases, se afiadieron 18 pL de cada
muestra a un cubreobjetos de 22x22 mm, y se montaron sobre el drea de hibridacion
del array.

« Se colocaron los array en una cdmara de hibridacion que contenia una solucion de

SSCy formamida (Roche, IN, USA) y se hibridaron incubando en bafio térmico a 47°C
durante 8-16 horas.

Deteccion

« En campana de extraccion de gases, se extrajeron los arrays de la camara de
hibridacién y se sumergieron en la solucion 2xSSC/0,05% Tween20 agitando
ligeramente para eliminar el cubreobjetos por deslizamiento.
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« Sin dejar secar, se lavaron 10 minutos en 2xSSC/0,05% Tween20 y 10 minutos en
1xSSC agitando a 850 rpm. Posteriormente, se lavaron 5 minutos en la solucion
0,1xSSC atemperada en Hybex® a 60°C, y 1 minuto en 0,1xSSC a temperatura.

« Finalmente, se secaron los arrays centrifugandolos 3 minutos a 170g, y se
almacenaron a temperatura ambiente hasta su lectura.

Whole Genome
w Amplification (WGA) Biopsia

v Tubing
@ @ l Amplificacién genomica (~ 3h) (98,3%)
> > -*@
l l Marcaje (2h)
< \ ‘
3
cys ;’ l I ‘ o
y l Precipitacién DNA (~1h)
- .ﬂ’
Hibridacion (5-12h)

24sure BlueGnome
2684 clones
1Mb cobertura l Lavados post-hibridacion (~ 1/2h)

\ d
Escaneo
J/

BlueFuse Multi
software

Esquema del protocolo de arrays de CGH para el estudio de aneuploidias de 24 cromosomas sobre
blastémeras.
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Lectura e interpretacién de resultados

La lectura del array de CGH se realizd6 con un scanner (Powerscanner, TECAN,
Mannedorf, Switzerland) equipado con laser de dos canales, un canal verde (532nm)
para la excitaciény la lectura de la sefial Cy3 y un canal rojo (653nm) para la excitacion
y lectura de la senal Cy5. Las imagenes TIFF generadas por el scanner se analizaron
con un programa informatico de andlisis de datos especificos para arrays de CGH
(BlueFuse Illumina®, Cambridge, UK), que normaliza las intensidades de fluorescencia
de los canales Cy3 y Cy5, y genera un grafico del que se infiere visualmente la ganancia
(trisomia) o pérdida (monosomia) para cada uno de los 24 cromosomas. La ganacia o
pérdida del material genético se representa por puntos que se desvian hacia la parte
superior o inferior del grafico, respectivamente. Mediante esta técnica se pueden
evaluar ganancias o pérdidas de cromosomas individuales (aneuploidias), pero no se
pueden evaluar alteraciones que afecten al cdmputo total de los cromosomas
(triploidia, tetraploidia, etc.). Ademas permite detectar alteraciones cromosémicas
segmentales, considerandose con relevancia clinica cuando tienen un tamafo
superior a 20 Mb.
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RESULTADOS

Se presentan los resultados comentados del presente trabajo de tesis doctoral por
apartados:

Resultados comparados de ciclos de PGS con sélo ovocitos frescos y ciclos
con ovocitos sélo de origen vitrificado 5.1

5.1.1.- Resultados descriptivos de las pacientes y de la estimulacion

Este analisis incluyd 368 ciclos de PGS en los que el origen de los ovocitos de todos los
embriones analizados fue fresco y 45 ciclos de PGS donde el origen de todos los
embriones analizados derivaba de ovocitos vitrificados procedentes de uno o mas
ciclos de estimulacion. La descripcién de las caracteristicas de cada grupo de estudio
se presenta en la tabla 1. Se encontraron diferencias estadisticamente significativas
para las siguientes variables analizadas:

- La media de edad de las pacientes fue significativamente inferior en el grupo de
pacientes con ovocitos frescos comparada con el grupo de pacientes con ovocitos
desvitrificados, 38,9 [IC95%: 38,6-39,3] vs. 40,9 [IC95%: 40,1-41,7],
respectivamente; P<0,01).

- La media de dias de estimulacion de las pacientes fue significativamente inferior en
el grupo con ovocitos frescos comparada con el grupo de ovocitos desvitrificados:
10,7 [1C95%: 10,5-10,6] vs. 11,3 [IC95%: 10,7-11,9], respectivamente; P<0,01.

- La media de los niveles de E2 en el dia de la induccién de la ovulacion de las
pacientes fue significativamente superior en el grupo de ovocitos frescos
comparada con la de las estimulaciones del grupo de pacientes con ovocitos
desvitrificados (1952,9 [IC95%: 1854,8-2050,8] vs. 1157,5 [IC95%: 894,1-1330,9],
respectivamente; P<0,01), asi como la de los niveles de P4 (0,7 [IC95%: 0,7-0,8]
frescos vs. 0,5 [IC59%: 0,4-0,6] vitrificados; P<0,01).

- El nimero medio de ovocitos Mll obtenidos por ciclo de puncién, es decir, por ciclo
de estimulacién fue significativamente superior en el grupo de ovocitos frescos
comparado con el grupo de ovocitos desvitrificados (9,4 [IC95%: 8,9-9,9] vs. 4,4
[1C95%: 3,6-5,2]; P<0,01).

La tasa de supervivencia de los ovocitos desvitrificados fue del 88,2% [IC95%: 85,2-
91,2]. Resulta interesante destacar que, a pesar de no partir del mismo nimero de Mll
por ciclo de puncion, no existen diferencias significativas (NS) en cuanto al nimero de
MiII destinado por ciclo de PGS, independientemente del origen de los ovocitos (9,4
[1C95%: 8,9-9,9] frescos vs. 10,0 [IC95%: 8,7-11,5] vitrificados), ni en cuanto al nimero
de Ml inyectado por ciclo de PGS (9,4 [IC95%: 8,9-9,9] frescos vs. 8,8 [IC95%: 7,3-10,3]
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vitrificados). Esto atiende a que en los casos de baja respuesta se llevan a cabo varios
ciclos de estimulacion y acumulacidn de ovocitos para un Unico ciclo de diagnéstico.

Tabla 1.- Datos descriptivos y de estimulacion de pacientes con ciclos de PGS con ovocitos
frescos comparados con los ciclos con ovocitos vitrificados

CICLOS OVOCITOS

CICLOS OVOCITOS

P-valor
FRESCOS DESVITRIFICADOS
Ne de ciclos de PGS 368 45 -
Media Edad 38,9 40,9
! ! P<0,01
[1C95%] [38,6-39,3] [40,1-41,7] =%
Media IMC (Kg/m") 23,6 23,9 .
[1C95%)] [23,2-24,0] [22,4-24,7]
Ne de estimulaciones totales 368 100 =
Media de estimulaciones/ciclo PGS 1 2,2 NS
[1C95%] [1,4-2,5]
Media dias de estimulacion 10,7 11,3 P<0 01
[1C95%] [10,5-10,6] [10,7-11,9] ’
Media E2* 1952,9 1157,5 P<0.01
[1C95%] [1854,8-2050,8] [894,1-1330,9] !
Media P4** 0,7 0,5
P 1
[1C95%] [0,7-0,8] [0,4-0,6] <00
N¢ inicial de ovocitos MII 3439 449 -
Media Mll/estimulacion 9,4 4,4
P 1
[1C95%] [8,9-9,9] [3,6-5,2] <00
Media Mll/ciclo PGS 9,4 10,0 NS
[1C95%] [8,9-9,9] [8,7-11,5]
Tasa de supervivencia i 88,2% )
[1C95%)] [85,2-91,2]
Media Ml inyectados/ciclo PGS 9,4 8,8 NS
[1C95%)] [8,9-9,9] [7,3-10,3]

IMC: indice de masa corporal
*Media E2 en pg/mL el dia de la induccidn de la ovulacion; **Media P4 en ng/mL

5.1.2.- Datos de desarrollo embrionario de ciclos de PGS

Una vez corregida la merma de ovocitos que no sobreviven a la desvitrificacion, se
observaron tasas de fecundacidon similares independientemente del origen del
ovocito, fresco o vitrificado, siendo del 72 al 74% (tabla 2).
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Observamos un mayor bloqueo embrionario hasta D3 en el grupo de ovocitos
vitrificados, dando lugar a un porcentaje significativamente menor de embriones
biopsiados en D3 con respecto al total de ovocitos correctamente fecundados en cada
grupo, 75,6% [IC 95%: 74,3-77,3] frescos vs. 69,1% [IC 95%: 63,8-73,9] desvitrificados
(P<0,05), lo que no se vio reflejado en diferencias significativas en la media de
embriones biopsiados por ciclo de PGS (5,1 [IC95%: 4,9-5,4] frescos vs. 4,5 [IC95%: 4,9-
5,4] desvitrificados) debido a que este efecto, junto con el menor nimero de ovocitos
MIl, se vio compensado por el hecho de haber realizado una media de 2,2
estimulaciones en el grupo de ovocitos vitrificados, frente a una Unica estimulacion en
el grupo de ovocitos frescos.

Por otro lado, en el grupo de ovocitos vitrificados también se observé una menor tasa
de llegada a blastocisto en D5 (67,5% [IC 95%: 65,4-69,6] frescos vs. 58,1% [IC 95%:
51,3-64,9] vitrificados; P<0,01), que podria estar justificado por las diferencias
significativas en la edad de las mujeres incluidas.

Tabla 2.- Datos de desarrollo embrionario de ciclos de PGS con ovocitos frescos comparados
con los ciclos con ovocitos vitrificados

CICLOS OVOCITOS  CICLOS OVOCITOS

P-valor
FRESCOS DESVITRIFICADOS
Media 2PN*/ciclo PGS 6,8 6,5 NS
[1C95%] [6,4-7,1] (5,3,-7,7]
Tasa de fecundacion 72,3% 74,2% NS
[1C95%] [70,1-73,8] [69,9-78,6]
N2 de embriones biopsiados en D3 1879 203 -
% embriones biopsiados en D3/2PN 75,6% 69,1% P<0 05
[IC95%] [74,3-77,3] [63,8-73,9] !
Media embriones biopsiados/ciclo PGS 51 4,5 NS
[IC95%] [4,9-5,4] [6,6-5,4]
N2 de blastocistos en D5 1268 118 -
Tasa de blastocistos en D5/ biopsiados 67,5% 58,1% P<0 01
[IC95%] [65,4-69,6] [51,3- 64,9] !

*2PN = ovocitos MII correctamente fecundados con 2 prontcleos y 2 corpusculos polares
5.1.3.- Resultados del analisis cromosémico

Un total de 2079 embriones fueron analizados en D3 de desarrollo embrionario. La
tasa de informatividad fue del 98,5% y el porcentaje de embriones aneuploides fue
79,5% en ovocitos frescos y 84,5% en el grupo de ovocitos desvitrificados, sin
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observarse diferencias significativas entre ambos grupos. Tampoco se observaron

diferencias significativas en los diferentes tipos de anomalias cromosdmicas

analizadas, tal como se muestra en la tabla 3. Todos estos datos sugieren que la técnica

de vitrificacién por el método de Cryotop® es una técnica segura que no incrementa

las aneuploidias en los embriones.

Tabla 3.- Resultados del analisis cromosdmico en ciclos con ovocitos frescos comparados con

los ciclos con ovocitos vitrificados

N2 de embriones analizados

% de fallos de amplificacion
[1C95%]

% de embriones informativos
[1C95%]

% embriones euploides/ informativos
[1C95%)]

% embriones aneuploides/ informativos
[1C95%]

% aneuploidias segmentales*/
informativos
[1C95%]
% anomalias complejas**/
informativos
[1C95%]

% embriones cadticos***/ informativos
[1C95%]

N2 de blastocistos normales

% blastocistos euploides/
Ml inyectado
[1C95%]

% blastocistos euploides/
Mll iniciales
[1C95%)]

CICLOS OVOCITOS

FRESCOS

1876
1,4%
[018'113]
98,6%
[98,1-99,4]

20,5%
[18,7-22,4]
79,5%
[77,6-81,3]

6,4%
[513_715]
17,2%
[15,2-19,0]

16,4%
[14,7-18,1]

343

10,0%
[9,0-11,0]

10,0%
[9,0-11,0]

CICLOS OVOCITOS

P-valor
DESVITRIFICADOS
203 ;
1,5%
[0,2-3,2] A
98,5%
[96,9- 100,2] NS
15,5%
[10,5-20,5] NS
84,5%
[79,5-89,5] AE
9,0%
[5,0-13,0] NS
22.0%
[16,3-27,7] NS
13,5%
[8,8- 18,4] N
28 ;
7,1%
[4,6-9,6] NS
6,2%
[4,0-8,4] P<0,01

*Anomalias segmentales: duplicacién/delecion de un fragmento cromosémico de tamafio >10 Mb
**Anomalias complejas: embriones con aneuploidias 23 cromosomas
***Embriones cadticos: aneuplodias para la mayoria de los 23 pares cromosémicos

En cuanto al rendimiento, no se observaron diferencias estadisticas en el nimero de

blastocistos euploides por ovocito MIl microinyectado (10,0% frescos vs. 7,1%
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desvitrificados), calculo en el que en el grupo de ovocitos desvitrificados no se
contabilizaron los ovocitos que no sobrevivieron a la vitrificacién (tabla 4). Sin
embargo, si que se observaron diferencias significativas en el nimero de blastocistos
euploides por nimero de ovocitos Mll iniciales totales del que partimos (10,0% [IC95%:
9,0-11,0] frescos vs. 6,2% [1IC95%: 4,0-8,4] desvitrificados; P<0,01). Estas diferencias se
podrian explicar por la diferencia de la media de edad de los dos grupos, 38,9 [IC95%:
38,6-39,3] vs. 40,9 [IC95%: 40,1-41,7], con mayor edad en el grupo de ovocitos
vitrificados, donde también se observd una tendencia no significativa hacia un mayor
porcentaje de embriones aneuploides.

5.1.4.- Descripcién de las anomalias cromosdmicas individuales

Analizamos en detalle el porcentaje de aneuploidias del tipo monosomia, trisomiay su
total para cada uno de los cromosomas analizados en el diagndstico mediante array
de CGH tanto en los embriones procedentes de ciclos de ovocitos frescos como en los
embriones procedentes de ciclos de ovocitos desvitrificados.

La incidencia global de monosomias y trisomias en el grupo de ovocitos frescos fue de
un 56,6% y de un 43,4% respectivamente referidos al total de aneuploidias
encontradas, del mismo modo en el grupo de ovocitos vitrificados dichos porcentajes
fueron también similares, 58,4% para las monosomias y 41,6% para las trisomias.

La figura 1 muestra la distribucion del porcentaje de monosomias y trisomias para cada
cromosoma en los embriones procedentes de ovocitos frescos, del mismo modo se
represento en la figura 2 para los embriones cuyo origen de los ovocitos era vitrificado.

Para cada cromosoma, la representacién en columna apilada de monosomias y
trisomias es muy util ya que permite mostrar y comparar visualmente cada una por
separado asi como el total de aneuploidias para cada uno de ellos.

71



RESULTADOS

FRESCOS
20
18
»n 16
0
T 14
[e]
‘—112
3 10
& 8
3 6
X 4
0
A N M S N O N0 OO0 dNMmM S N O N 00 0O A N >
O U U U VU VU VO O O d d A A A A dF " 4 4 N NN N X
O U U U LU LU LU LU LU L VUL OV

O Monosomias M Trisomias

Figura 1.- Diagrama de barras apiladas del porcentaje de monosomias y trisomias para
cada cromosoma en embriones procedentes de ovocitos de origen fresco
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Figura 2.- Diagrama de barras apiladas del porcentaje de monosomias y trisomias para
cada cromosoma en embriones procedentes de ovocitos de origen vitrificado
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En la figura 3 representamos de forma comparativa las aneuploidias totales en ambos
grupos de pacientes segun el origen de los ovocitos. No se encontraron diferencias
significativas en el porcentaje de anomalias obtenidas para la mayoria de los
cromosomas analizados salvo en los cromosomas 5, 6, 12, 18, 20 y 21. Siendo menor
la incidencia de aneuploidias en embriones procedentes de ovocitos vitrificado para
los cromosomas 5, 6 y 12. Sin embargo es mayor el porcentaje de embriones
anormales para los cromosomas 18, 20y 21 en el grupo de los vitrificados respecto de
los frescos. Tal vez la mayor incidencia de anomalias para el cromosoma 21 tiene que
ver con el hecho de ser de mayor edad este grupo de pacientes.

Estos resultados confirman de nuevo que la técnica de vitrificacion de ovocitos por el
método de Cryotop® no aumenta la tasa de aneuploidias o, en todo caso, los ovocitos
potencialmente aneuploides desde su obtenciéon no sobreviven en el mismo grado al
proceso de desvitrificacion, produciéndose una seleccién de los ovocitos con mejor
prondstico.
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Figura 3.- Diagrama de barras del porcentaje aneuploidias para cada cromosoma en
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5.1.5.- Resultados clinicos de ciclos de PGS

En cuanto a los resultados clinicos de los ciclos de PGS en ambos grupos de pacientes
encontramos una tasa de gestacion clinica por ciclo de PGS (27,7% en frescos vs. 24,4%
en desvitrificados), una tasa de gestacidn clinica por transferencia (50,5% en fresco vs.
57,9% en desvitrificados) sin diferencias significativas. Tampoco se encontraron
diferencias estadisticas en las tasa de implantacion (45,1% en el grupo de ovocitos
frescos vs. 46,2% en el grupo de ovocitos desvitrificados), ni en las tasas de gestacién
clinica evolutiva por ciclo de PGS (25,8% frescos vs. 22,2% desvitrificados) ni en las
tasas de gestacion clinica evolutiva por transferencia (47,0% frescos vs. 52,6%
desvitrificados). La tabla 4 muestra los resultados clinicos en ambos grupos tras un
Unico ciclo de PGS, tanto si los ovocitos son de origen fresco como si son
desvitrificados, sin encontrar diferencias estadisticamente significativas entre ellos.

Tabla 4.- Resultados clinicos de ciclos de PGS con ovocitos frescos comparados con los ciclos con
ovocitos vitrificados

CICLOS OVOCITOS CICLOS OVOCITOS

P-valor
FRESCOS DESVITRIFICADOS

% de ciclos con transferencia 54,4% 42,2% NS
[1C95%] [49,3-59,5] [27,8- 56,3]

Tasa de gestacion clinica/ciclo PGS 27,7% 24,4% NS
[1C95%)] [23,1-32,3] [11,9-37,0]

Tasa de gestacion clinica/transferencia 50,5% 57,9% NS
[1IC95%] [43,8-57,4] [35,7-80,1]

Tasa de implantacién 45,1% 46,2% NS
[1C95%] [39,2-51,0] [27,0-65,4]

Media tasas de implantacidn/paciente 44,4% 53,5% NS
[1C95%] [25,3-63,5] [38,9-68,1]

Tasa gestacion clinica evolutiva/ciclo PGS 25,8% 22,2% NS
[1C95%] [21,6-30,3] [10,0-34,4]

Tasa de gei'craa]igfr;:;l:iti:aa evolutiva/ 47,5% 52,6% -
[1C95%] [40,6-54,4] [30,2-75,1]

Tasa de implantacion evolutiva 42,6% 42,3% NS
[IC95%] [36,5-48,1] [23,1-61,3]
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5.1.6.- Evaluacién y estudio de la probabilidad de obtener al menos un blastocisto
euploide y gestacién evolutiva en funciéon del origen de los ovocitos

En primer lugar, se realizd un anadlisis en crudo de las variables cuantitativas
relacionadas con las poblaciones de estudio que pudieran afectar a los resultados.

Se aplico un T-test para la comparacion para variables cuantitativas entre ciclos con al
menos un blastocisto normal vs. ninglin blastocisto euploide. Se encontraron
diferencias significativas para el numero de ovocitos MIl disponibles, ovocitos Ml
microinyectados, fecundacion, edad de la paciente y nimero de ciclos estimulados por
ciclo de PGS.

A continuacién se realizd una regresion logistica para estudiar la relaciéon de las
variables que resultaron significativas con la probabilidad de obtener al menos un
blastocisto normal (tabla 5). Una vez se tienen en cuenta y se corrige el andlisis por
dichas variables, encontramos que la probabilidad de obtener al menos un blastocisto
euploide era independiente de si el ovocito era de origen fresco o vitrificado, P=0,96;
OR: 1,025 [IC95%: 0,37-2,82].

Tabla 5.- Andlisis de regresion logistica mostrando el ajuste de OR para la probabilidad de tener
al menos un blastocisto normal en relacidn al origen del ovocito (fresco/vitrificado)

Adj OR IC 95%
Edad 0,761 0,698-0,831
N2 Ml iniciales 1,035 0,936-1,144
N2 MIl microinyectados 0,978 0,835-1,146
Tasa de fecundacidn 1,218 1,057-1,404
Ne de ciclos de estimulacién/ciclo de PGS 0,898 0,520-1,549
Origen ovocito fresco/vitrificado 1,025 0,37-2,82

Realizamos también un T-Test para la comparacidn entre las variables cuantitativas y
la probabilidad de gestacién evolutiva. Ninguna de ellas fue significativa, por lo que no
fue necesaria la regresion logistica.
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Resultados comparados de ciclos de PGS de ovocitos de origen mixto

5.2

En este apartado se analizaron los resultados de los ciclos de PGS en pacientes cuyos
embriones destinados al diagndstico genético tenian un origen ovocitario mixto, es
decir, al ciclo de puncidn en fresco donde se realizaba el diagndstico genético se le

afnadian los ovocitos acumulados en uno o mas ciclos de vitrificacion de ovocitos.

5.2.1- Resultados descriptivos de las pacientes y de la estimulacidon

Este analisis incluyd 100 ciclos de PGS en los que el origen de los ovocitos de los
embriones analizados fue mixto. La descripcidn de las caracteristicas de este grupo de

estudio se presenta en la tabla 6.

Tabla 6.- Datos descriptivos y de estimulacién de pacientes con ciclos de PGS de ovocitos de

origen mixto

Ne de ciclos PGS

Media Edad
[1C95%]

Media IMC (Kg/m")
[1C95%]

N2 de estimulaciones totales
(media ciclo PGS)

Media dias de estimulacion
[1C95%]

Media E2*
[1C95%]

Media P4**
[1C95%)]

N2 inicial ovocitos Ml

Media Ml iniciales/ciclo PGS
[1C95%]

Tasa de supervivencia
[1C95%]

N2 ovocitos Mll inyectados

Media MII inyectado/ciclo PGS
[1C95%]

Global

100
40,7
[40,2-41,3]
24,0
[23,0-25,0]
260 (2,6)
10,9
[10,4-11,4]

1129,1
[988,0-1270,2]

0,6
[0,5-0,7]

1092

10,9
[10,0-11,8]

990

9,9
[9,0-10,8]

CICLOS MIXTOS

Frescos

100 (1,0)
11,2
[10,7-11,8]

1253,3
[1078,1-1428,5]

0,6
[0,5-0,7]

549

5,5
[416_614]

549

5,5
[416_614]

Desvitrificados

160 (1,6)
10,7
[10,3-11,1]

1051,3
[933,9-1168,1]

0,6
[015_017]
543
5,4
[4,9-5,9]
81,0%
[77,7-84,3]
441

4,4
[3,9-4,5]

NOTA: Comparaciones estadisticas entre los subgrupos de ovocitos frescos y vitrificados
*Media E2 en pg/mL el dia de la induccidn de la ovulacién; **Media P4 en ng/mL

P-valor

NS

NS

NS

P<0,01
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La edad media de esta poblacidn de estudio fue 40,7 afios [IC95%: 40,2-41,3]. No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en los niveles de E2 el dia de la
administracidon de la induccion de la ovulacién ni en los niveles de P4 entre las
estimulaciones de ambos subgrupos segun el origen de los ovocitos en la misma
paciente (1253,3 [IC95%: 1078,1-1428,5] vs. 1051,3 [IC95%: 933,9-1168,1] y 0,6
[1C95%: 0,5-0,7] vs. 0,6 [IC95%: 0,5-0,7], respectivamente).

Para estos ciclos mixtos las pacientes se realizaron una media de 1,6 ciclos de
estimulacién para vitrificar y acumular ovocitos MIl para afadir al ultimo ciclo en
fresco. Siendo la media de Mll iniciales por ciclo de PGS similares en ambos subgrupos
(5,5 [IC95%: 4,6-6,4] en el ciclo en fresco y 5,4 [IC95%: 4,9-5,9] ovocitos Ml
vitrificados).

La tasa de supervivencia de los ovocitos desvitrificados fue del 81,0% [IC95%: 77,7-
84,3].

Debido al porcentaje de supervivencia de los ovocitos desvitrificados, si encontramos
diferencias estadisticamente significativas en cuanto al numero de MIl destinados al
ciclo de PGS segun su origen (5,5 [IC95%:4,6-6,4] frescos vs. 4,4 [IC95%: 3,9-4,5]
desvitrificados; P<0,01).

5.2.2.- Datos de desarrollo embrionario de ciclos de PGS

A pesar de disponer de partida de un menor nimero medio de ovocitos acumulados
disponibles respecto de los obtenidos en el ciclo en fresco donde se realizo el
diagnéstico, es decir, menor nUmero medio de ovocitos desvitrificados que sobreviven
por ciclo de PGS respecto de los frescos, se observaron tasas de fecundacién similares
sin diferencias estadisticas en cada subgrupo independientemente del origen del
ovocito, fresco o vitrificado, siendo del 69,0% al 71,9%, con una tasa de fecundacién
media por ciclo de PGS del 71,0% (tabla 7).

Se dio ademas un mayor bloqueo embrionario en D3 en el subgrupo de ovocitos
vitrificados, hecho que se reflejé en una tasa significativamente menor de embriones
biopsiados para este subgrupo (77,1% frescos vs. 65,9% desvitrificados; P<0,01). La
tasa global media de embriones biopsiados en estas pacientes con ciclos de PGS mixtos
fue del 71,4%.

Resulta muy interesante sin embargo no encontrar diferencias estadisticamente
significativas en el porcentaje de embriones biopsiados que llegan al estadio de
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blastocisto en D5 entre cada subgrupo, teniendo una tasa global de llegada a
blastocisto del 58,5%.

Tabla 7.- Datos de desarrollo embrionario de ciclos de PGS con ovocitos de origen mixto

CICLOS MIXTOS

Global Frescos Desvitrificados P-valor
Tasa de fecundacion 71,0% 69,0% 71,9% NS
[1IC95%] [68,0-73,7] [65,0-72,8] [67,5-75,9]
9 . o
N2 de embriones biopsiados en 501 292 209 )
D3
% embriones biopsiados D3/2PN* 71,4% 77,1% 65,9% P<0.01
[1C95%] [67,9-74,6] [72,5-81,0] [60,6-70,9] ’
Ne de blastocistos 293 170 123 -
Tasa de blastocistos O 0 3
D5/biopsiados 58,5% 58,2% 58,9% NS

[1C95%] [54,1-62,7] [52,5-63,7] [52,1-65,3]

*2PN = ovocitos MIl correctamente fecundados con 2 pronucleos y 2 corpusculos polares

5.2.3.- Resultados del analisis cromosémico

Un total de 501 embriones fueron analizados en D3 de desarrollo embrionario, 292
embriones procedentes de ovocitos frescos y 209 procedentes de ovocitos vitrificados.
La tasa de informatividad fue del 99,0%, sin diferencias estadisticas entre ambos
subgrupos. La tasa de aneuploidia global por ciclo de PGS fue del 81,7%, sin embargo,
si analizamos los resultados en funcién del origen encontramos un porcentaje mayor
de embriones aneuploides en el subgrupo de ovocitos frescos (84,7%) que en el de
ovocitos desvitrificados (77,3%), resultando en diferencias estadisticamente
significativas (P<0,05).

No se observaron diferencias significativas en los diferentes tipos de anomalias
cromosdmicas analizadas (segmentales, complejas y cadticas), tal como se muestra en
la tabla 8.

En cuanto al rendimiento, con la estrategia de los ciclos mixtos de ovocitos se alcanza
un rendimiento global de blastocisto euploide por ovocito MIl microinyectado del 7,9%
y del 7,1% de blastocisto euploide por MIl inicial. En ambos, no se encontraron
diferencias significativas en los subgrupos segun el origen ovocitario. Estos datos son
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altamente destacables ya que al analizar cohortes embrionarias frescas vy
desvitrificadas de una misma paciente corroboran la idea de que la técnica de
vitrificacion por el método Cryotop® es una técnica segura que no incrementa las
aneuploidias en los embriones.

Tabla 8.- Resultados arrays de ciclos de PGS de ovocitos de origen mixto

CICLOS MIXTOS

Global Frescos Desvitrificados P-valor
N2 de embriones analizados 501 292 209 -
% de fallos de amplificacion 1,0% 1,0% 1,0% NS
[IC95%] [0,1-1,9] [-0,1-2,1] [-0,4-2,4]
% embriones informativos 99,0% 99,0% 99,0% NS
[1C95%] [97,6-99,6] [96,9-99,8] [96,4-100,0]
o . .
% eml?rlones e.upI0|des/ 18,4% 15,2% 22 7%
informativos P<0,05
[1C95%] [15,2-22,0] [11,5-19,9] [17,5-28,9]
o . .
% embrlones an.eupI0|des/ 81,7% 84,7% 77.3%
informativos P<0,05
[1C95%] [78,0-84,8] [80,2-88,5] [71,1-82,5]
0, idi *
% aneupl.mdlas segmentales / 2,8% 2,1% 3,0%
informativos NS
[|C95%] [1/7'4/7] [019_4)6] [119'716]
0, 1 H %k
% a"°”|‘:f'(')ar; ZT/Z':J“ / 19,8% 19,4% 20,3% NS
[1C95%] [16,5-23,5] [15,2-24,3] [15,4-26,3]
[ f Lxi * %k
Sl e | owm ome
[1C95%] [13,5-20,1] [14,6-23,6] [9,5-18,9]
N2 blastocistos euploides 78 41 37 -
o . .
% blastoc-|stos euploides/MilI 7.9% 75% 8,4%
inyectados NS
[1C95%] [6,4-9,7] [5,5-10,0] [6,1-11,4]
% blastocis.tc?s.euploides/ 71% 7,5% 6,8%
Ml iniciales NS
[5,8-8,8] [5,5-10,0] [5,0-9,3]

[1C95%]

*Anomalias segmentales: duplicacién/delecion de un fragmento cromosémico de tamafio >10 Mb
**Anomalias complejas: embriones con aneuploidias 23 cromosomas
***Embriones cadticos: aneuplodias para la mayoria de los 23 pares cromosémicos
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5.2.4.- Descripcion de las anomalias cromosdmicas individuales

La incidencia global de monosomias y trisomias en el subgrupo de ovocitos frescos fue
de un 55,5% y de un 44,5% respectivamente referidos al total de aneuploidias
encontradas, del mismo modo en el subgrupo de ovocitos vitrificados dichos
porcentajes fueron también similares, 57,8% para las monosomias y 42,2% para las
trisomias.

La figura 4 muestra la distribucion del porcentaje de monosomias y trisomias para cada
cromosoma en los embriones procedentes de ovocitos frescos de ciclos mixtos de PGS,
del mismo modo se representé en la figura 5 para los embriones cuyo origen de los

ovocitos era vitrificado.

Ovocitos Frescos (ciclos mixtos)
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Figura 4.- Diagrama de barras apiladas del porcentaje de monosomias y trisomias para
cada cromosoma en embriones procedentes de ovocitos frescos de ciclos mixtos de PGS
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Ovocitos Desvitrificados (ciclos mixtos)
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Figura 5.- Diagrama de barras apiladas del porcentaje de monosomias y trisomias para
cada cromosoma en embriones procedentes de ovocitos desvitrificados de ciclos mixtos

de PGS

Como realizamos en el apartado anterior donde comparamos cohortes de embriones
procedentes todos de ovocitos frescos con embriones procedentes de ovocitos todos
desvitrificados, analizamos también en detalle en este grupo de pacientes con
cohortes embrionarias de origen mixto el porcentaje de aneuploidias totales para cada
uno de los cromosomas analizados en el diagndstico mediante array de CGH (figura 6).
Se encontraron diferencias significativas sdlo en los cromosomas sexuales (P<0,01),
siendo menor el porcentaje de anomalias para estos cromosomas en los embriones
procedentes de ovocitos de origen vitrificado. Para el resto de cromosomas las
diferencias en el porcentaje de aneuploidias fueron no significativas, como cabria
esperar en ovocitos procedentes de la misma paciente si ademas se considera segura
la técnica de vitrificacion, tal y como los datos de este estudio sugieren.
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Aneuploidias en ciclos mixtos
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Figura 6.- Diagrama de barras del porcentaje aneuploidias para cada cromosoma en
embriones procedentes de cohortes mixtas de ovocitos frescos y desvitrificados.

*Significatividad p<0,05

5.2.5.- Resultados clinicos de ciclos de PGS

En la tabla 9 se recopilan los resultados clinicos de los ciclos de PGS con ovocitos de
origen mixto, donde la tasa de gestacion clinica por ciclo de PGS fue del 25,0%, la tasa
de gestacion clinica por transferencia del 49,0%, la tasa de implantacion del 41,4%. Las
tasas de gestacion clinica evolutiva por ciclo de PGS (23,0%) y de gestacion clinica
evolutiva por transferencia (45,1%) son un buen valor de garantia para este tipo de

estrategia.
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Tabla 9.- Resultados clinicos de ciclos de PGS de ovocitos de origen mixto

GLOBAL CICLOS MIXTOS

% de ciclos con transferencia 51%

[1C95%)] [41,2-60,8]

Tasa de gestacion clinica /ciclo de PGS 25,0%
[1C95%] [16,5-33,5]

Tasa gestacion clinica / transferencia 49,0%
[1C95%] [35,6-62,7]

Tasa de implantacion 41,4%
[1C95%] [32,8-56,0]

Media tasas de implantacién/paciente 43,1%
[1C95%] [33,4-52,8]

Tasa de gestacion clinica evolutiva/ciclo PGS 23,0%
[1C95%] [14,8-31,3]

Tasa de gestacion clinica evolutiva / transferencia 45,1%
[1C95%] [31,4-58,8]

Tasa de implantacién evolutiva 38,5%
[1C95%] [27,1-50,0]

Estimacién del nimero minimo de ciclos de vitrificacidn necesarios en las
pacientes con baja respuesta para encontrar el primer blastocisto euploide 5.3

En este apartado intentamos encontrar respuesta a la pregunta que la mayoria de los
clinicos se plantean en cuanto al nimero de estimulaciones a realizar para un ciclo de
diagnéstico, “écuando parar”?, mediante la estimacién del nimero minimo de ciclos
de acumulacion de ovocitos en pacientes con baja respuesta. ¢En qué ciclo estara el
primer embrién normal?

En este apartado se incluyeron sdélo aquellas pacientes que tuvieron 2 o mas
estimulaciones. Cumplian este requisito 30 pacientes con sélo ovocitos vitrificados y
las 100 pacientes con ovocitos mixtos que realizaron como minimo dos estimulaciones,
siendo en este ultimo caso la ultima estimulaciéon la que correspondia a los ovocitos
frescos. Del total de 130 ciclos, en el 86,1% de ellos se realizé hasta un maximo de 3
ciclos de estimulacion. Siendo el grupo de 2 ciclos de estimulacion el mas prevalente,
representando el 57,6% de los casos.
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En la tabla 10 se indica el nimero de pacientes que se han realizado de 2 a 6 ciclos de
acumulacidén de ovocitos previos al diagnéstico por arrays de CGH, cuantas obtuvieron
uno o mas embriones euploides, en qué ciclo se obtuvo el primer embrién normal v,
en caso de gestacidn positiva (G+), de qué ciclo procedia.

Tabla 10.- Porcentaje de embriones normales y gestaciones positivas tras PGS en funcion del
numero de estimulaciones realizadas y el orden en el que se obtuvieron

2 ciclos 3 ciclos 4 ciclos 5 ciclos 6 ciclos

N2 de pacientes (%) 73 (57,6) 37(28,5) 14(10,8) 4(3,1) 2 (1,5)

>1 e:wi)crlieczﬁr:\tismmal 40 12 10 2 0
Embrién normal 12 ciclo (%) 21 (52,5) 5(41,6) 3(30,0) 0 0
Embridn normal 22 ciclo (%) 19 (47,5) 3(25,0) 1(10,0) 1(50,0) 0
Embrién normal 32 ciclo (%) - 4 (33,3) 4 (40,0) 0 0
Embrién normal 42 ciclo (%) - - 2 (20,0) 1 (50,0) 0
Embridn normal 52 ciclo (%) - - - 0 0
Embridn normal 62 ciclo (%) - - - - 0
Pacientes G+ 19 5 5 2 0

G+ 12 ciclo (%) 8(41,1) 1(20,0) 2 (40,0) 0 0

G+ 22 ciclo (%) 11 (57,9) 1(20,0) 0 1(50,0) 0

G+ 32 ciclo (%) - 3(60,0) 2 (40,0) 0 0

G+ 42 ciclo (%) - - 1(20,0) 1 (50,0) 0

G+ 52 ciclo (%) - - - 0 0

G+ 62 ciclo (%) = o - - 0

G+: gestacion positiva

En las pacientes que se realizaron 2 ciclos de estimulacion, la probabilidad de obtener
un embridn normal fue igual en los dos ciclos (52,5% vs. 47,5%) y él porcentaje de
pacientes que quedaron embarazadas con embriones normales obtenidos en el primer
o segundo ciclo fue similar (41,1% vs. 57,9%).
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En las pacientes con 3 ciclos de estimulacidn, la probabilidad de obtener un embrién
normal fue similar en los 3 ciclos al igual que la probabilidad de conseguir gestacion.
En las pacientes que se realizaron 4 o 5 ciclos de estimulaciéon, la probabilidad de
obtener un embridén normal o de conseguir una gestacidén se mantuvo hasta la cuarta
estimulacién. No se consiguieron ni embriones normales ni gestaciones a partir de 4
estimulaciones ni en las pacientes que se realizaron 5 ciclos de estimulacion ni en las
gue se realizaron 6. No obstante, el nimero de pacientes que llegd a este nimero de
ciclos es escaso, y por tanto no es posible extraer conclusiones al respecto.
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Actualmente la vitrificacién es la técnica de criopreservacion de ovocitos mas
estandarizada en la practica diaria, ya que logra resultados clinicos similares a los
obtenidos con ovocitos frescos (Almodin et al., 2010; Cobo et al., 2010; Rienzi et al.,
2010; Parmegiani et al., 2011; Sole et al., 2013). La vitrificacion de ovocitos en
diferentes ciclos de estimulacion para su acumulacidn estd siendo aplicada con éxito
en pacientes bajo respondedoras de forma regular en los ciclos de FIV (Cobo et al.,
2012). La introduccidn de la vitrificaciéon en los programas de FIV abre ademas las
posibilidades de mejorar la seleccion embrionaria con mayor nimero de embriones en
un ciclo de tratamiento (Cobo y Diaz, 2011; Rienzi et al., 2012) y como hemos descrito
en la presente tesis doctoral permitiria mejorar los resultados de los programas de
PGD/PGS en pacientes con baja respuesta ovdrica, asociada o no a edad materna
avanzada, representando una opcién simple, reproducible y eficiente.

En los tratamientos de reproduccion asistida, el niumero limitado de ovocitos
obtenidos en pacientes definidas como bajo respondedoras supone el principal
problema para optimizar las tasas de recién nacido vivo. La consecuencia de recuperar
pocos ovocitos es obtener un nimero reducido de embriones para poder seleccionar
y transferir y, por ello, estas pacientes tienen tasas de gestacidn por transfer mas bajas
y menor tasa acumulada de embarazo por ciclo iniciado en comparacion con pacientes
con respuesta adecuada a la estimulacidn. Las pacientes bajo respondedoras tienen
por tanto un menor numero de ovocitos y embriones, hecho que reduce
significativamente sus posibilidades de éxito en un ciclo de PGS.

Este trabajo de tesis doctoral se centra en pacientes que se realizaron un ciclo de PGS,
en los resultados obtenidos en pacientes normo respondedoras y en aquellas con baja
respuesta que requirieron varias estimulaciones con objeto de aumentar sus
probabilidad de éxito.

Un valor afiadido de nuestro estudio es el analisis de ciclos mixtos de ovocitos para
PGS, evaluando embriones procedentes de ovocitos frescos y vitrificados de la misma
paciente.
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Efecto de la vitrificacion en la tasa de supervivencia

En IVl Valencia, y en todas las clinicas IVI, se cuenta con elevadas tasas de supervivencia
de los ovocitos y embriones y el desarrollo e implantacién son comparables a los de
los ciclos con ovocitos y embriones frescos. En nuestro centro, como ya hemos
mencionado anteriormente, el método de vitrificacién empleado es el del Cryotop®,
avalado por diversos trabajos (Rienzi et al., 2010; Cobo y Diaz, 2011; Cobo et al., 2012;
Kuetal., 2012).

La relacion entre la supervivencia y la edad, no es mas que un reflejo de la calidad
ovocitaria, que como es bien sabido declina considerablemente con la edad. De ahi
que no sorprende el comportamiento de los ovocitos de pacientes mayores con
respecto a la vitrificacion en los resultados del presente trabajo de tesis doctoral (del
81,0% al 88,2%).

Una lectura similar, seria que la proporcién de ovocitos que se pierden durante la
vitrificacion, los que no sobreviven, supone un primer filtro para los ovocitos de peor
calidad, incapaces de sobrellevar el procedimiento con éxito, sobreviviendo solo los de
mejor calidad.

Se han descrito tasas de supervivencia en el programa de ovodonacién de IVI Valencia
del 97,2% (Cobo et al., 2013), en pacientes con baja respuesta del 84,9% al 95% (Cobo
etal., 2012).

Otros centros con ovocitos propios reportan tasas de supervivencia del 89,7% (Ubaldi
et al., 2010), 96,8% (Rienzi et al., 2010), estudios multicéntricos del 84,7% (Rienzi et
al., 2012) y del 92,5% al 97% (Cobo y Diaz, 2011).

Es evidente que el fin de acumular ovocitos vitrificados en la gestion de ciclos de
pacientes con baja respuesta ovdrica va intimamente ligado a la estandarizacién en el
laboratorio de FIV de un sistema de vitrificacién eficiente. Las tasas de supervivencia
después de la desvitrificacién de estos ovocitos deben ser 6ptimas (entre 80 y 100%);
si éste no fuera el caso, dicho enfoque no deberia ser ofrecido por las clinicas que no
alcancen tales tasas a las pacientes de baja respuesta.

90

6.1



DISCUSION

Efecto de la vitrificacion en la tasa de fecundacion

Resulta interesante observar en este trabajo que, una vez corregida la merma de
ovocitos que no sobreviven a la desvitrificacidn, se encontraron tasas de fecundacién
similares independientemente del origen del ovocito, fresco o vitrificado, siendo del
72 al 74%, de igual forma que en el grupo de pacientes con ciclos mixtos (69,0% frescos
vs. 71,9% vitrificados) sin encontrar diferencias significativas en cuanto al origen de los
ovocitos. Del mismo modo que reporta Goldman (Goldman et al., 2013).

Nuestros datos se comparan con otros encontrados en la literatura en pacientes de
baja respuesta (66,8% frescos vs. 65.6% desvitrificados) (Cobo et al., 2012), y en
publicaciones con ovocitos donados, con tasas de fecundacion del 79,2% en ovocitos
frescos y del 76,6% en desvitrificados (Rienzi et al., 2010) y en otras publicaciones del
80,7% en frescos y del 78,2% en vitrificados (Sole et al., 2013).

Efecto de la vitrificacion en el desarrollo embrionario

- Desarrollo embrionario temprano: Los resultados de este estudio muestran un mayor
bloqueo embrionario hasta D3 en el grupo de ovocitos vitrificados, dando lugar a un
porcentaje significativamente menor de embriones con buen desarrollo y que fueron
biopsiados en D3 con respecto al total de ovocitos correctamente fecundados en
cada grupo, 75,6% frescos vs. 69,1% desvitrificados. Sin embargo, no se vio reflejado
en diferencias significativas en la media de embriones biopsiados por ciclo de PGS
(5,1 frescos vs. 4,5 desvitrificados) debido a que este efecto, junto con el menor
numero de ovocitos Mll, se vio compensado por el hecho de haber realizado una
media de 2,2 estimulaciones en el grupo de ovocitos vitrificados, frente a una Unica
estimulacién en el grupo de ovocitos frescos.

Dicho incremento del bloqueo embrionario en D3 también se dio en el subgrupo de
ovocitos vitrificados de los ciclos mixtos, hecho que se reflejé6 en una tasa
significativamente menor de embriones biopsiados para este subgrupo (77,1%
frescos vs. 65,9% desvitrificados). Este grupo de ovocitos mixtos, en el que los
ovocitos frescos y vitrificados proceden de las mismas pacientes nos sirve como
control para poder determinar un ligero efecto de la vitrificacién en el desarrollo
embrionario temprano, con ligero incremento de bloqueo embrionario en los
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primeros estadios tras la vitrificacion. Resultados que coinciden con otros descritos
anteriormente en la literatura (Forman et al., 2012; Forman et al., 2013).

- Tasa de blastocisto: Por otro lado, en el grupo de ovocitos vitrificados también se
observé una menor tasa de llegada a blastocisto en D5 (67,5% frescos vs. 58,1%
vitrificados), que podria estar justificado por las diferencias significativas en la edad
de las mujeres incluidas en cada uno de los grupos. Sin embargo en los ciclos mixtos,
resulta muy interesante no encontrar diferencias estadisticamente significativas en
la tasa de blastocisto entre cada subgrupo (58,2% y 58,9% en ovocitos frescos y
vitrificados, respectivamente), no existiendo pues diferencias intrasujeto en cuanto
al desarrollo a blastocisto respecto del nimero de embriones biopsiados,
independientemente del origen del ovocito.

Sin embargo, otros autores si reportan una menor tasa de blastocisto procedentes
de ovocitos vitrificados (Forman et al., 2012; Goldman et al., 2013).

Asi pues, los resultados presentados sugieren que la vitrificacion podria ejercer una
seleccion temprana, con un primer punto de seleccién en la supervivencia a la
vitrificacién y un segundo punto de control en las dos primeras divisiones antes de la
activacion del genoma embrionario.

Efecto de la vitrificacion en la incidencia de aneuploidias

Los resultados de PGS mediante la técnica de aCGH fueron validados previamente con
una informatividad del 97,1% en los embriones analizados, con una tasa de error del
1,9% (Gutierrez-Mateo et al., 2011; Mir et al., 2013). En nuestro estudio la tasa de
informatividad fue del 99% sin observarse diferencias significativas entre ambos
grupos segun el origen ovocitario. Por tanto, la técnica de aCGH permite un andlisis
altamente preciso en el andlisis de todos los cromosomas, proporcionando una valiosa
informacidn para pacientes, embridlogos y clinicos.

Como ya hemos mencionado, el nimero de embriones generado en un ciclo de
reproduccion asistida esta relacionado con el nimero de ovocitos recuperados. En un
estudio descriptivo se determind la frecuencia de aneuploidias mediante aCGH en
funcion de la edad, mostrando una correlacién negativa entre la edad de la mujer y la
tasa de euplodia embrionaria (Ata et al., 2012), de forma similar a los resultados de

92

6.4



DISCUSION

antiguas publicaciones (Marquez et al., 2000; Munne et al., 1995). En este estudio
también se compard la tasa de euploidia embrionaria con el nimero de ovocitos
obtenidos y no se observd impacto de la respuesta ovocitaria en el porcentaje de
embriones euploides (Ata et al., 2012). No obstante, aunque la proporcion de
embriones euploides permanecid sin cambios, la proporcidon de las mujeres que tenian
al menos un embrién euploide aumentaba cuando se obtuvieron mas ovocitos y
embriones.

En un ciclo de estimulacién convencional la tasa de aneuploidias no esta relacionada
con el niumero de embriones generados, un nimero razonable de ovocitos MIl
aspirados podria ser 15, tal como se sugiere en otros trabajos (Garrido et al., 2011,
Sunkara et al., 2011). Sin embargo este estudio no argumenta a favor o en contra de
los protocolos convencionales de estimulacion ovarica versus estimulaciones leves o
ciclos naturales ya que podria haber repercusiones en la receptividad endometrial, y
estaria pues fuera del alcance de este estudio buscar la relacion de diferentes
protocolos de estimulacion y regimenes hormonales, con la euploidia y con las tasas
de implantacion (Baart et al., 2007; Shapiro et al., 2011).

Los resultados de un reciente trabajo del equipo de Grifo (Goldman et al., 2015), donde
realizaron biopsia de trofoectodermo en el estadio de blastocisto de embriones
procedentes de ovocitos vitrificados, aportan mas datos sobre la seguridad y eficacia
de la criopreservacidon de ovocitos. Aunque obtuvieron una menor tasa de llegada a
blastocisto, no encontraron diferencias en las tasa de aneuploidias, ni en las de
implantacién y recién nacidos en comparacién con los blastocistos derivados de
ovocitos frescos.

Resulta imprescindible en este apartado hacer referencia al efecto de la vitrificacion
sobre el huso meidtico del ovocito, estructura particularmente sensible implicada en
la segregacién de cromosomas. Cuestién ya planteada desde hace afios con la
congelaciéon lenta, son numerosos los estudios en animales y humanos al respecto
(Pickering y Johnson, 1987; Joly et al., 1992; Gook et al., 1993; Aman y Parks, 1994;
Almeida y Bolton, 1995; Rienzi et al., 2004; Noyes et al., 2010).

En el laboratorio de IVI Valencia empleamos el método Cryotop® de manera rutinaria
desde el afio 2007. Ademas de evaluar los resultados clinicos conseguidos con esta
técnica, se realizd una evaluacion basica de los efectos de la técnica sobre los ovocitos.
Estos estudios incluyeron el analisis del huso meiético in vivo mediante el sistema de
luz polarizada Oosight™ (Martinez-Burgos et al., 2011). Se evalud la presencia del huso
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meidtico antes de la vitrificacién (en fresco), durante el equilibrio, inmediatamente
tras la desvitrificacion y a las dos horas post-desvitrificacion. La estructura del huso
meidtico aparece de forma claray caracteristica. No hay que olvidar que el proceso de
equilibrio se realiza a temperatura ambiente, con lo que la tubulina deberia
depolimerizarse. Sin embargo esto no ocurre debido a la presencia de crioprotectores
gue actuan como estabilizadores de esta proteina, lo que explica que el huso meidtico
esté integro tras 1 minuto a temperatura ambiente. Esto no ocurre en los protocolos
de congelacion lenta, en los que los ovocitos permanecen a temperatura ambiente
durante mucho tiempo en presencia de crioprotectores relativamente baja. En los
procesos de vitrificacion/desvitrificacion el huso desaparece durante la fase de
dilucidn del crioprotector si ésta se realiza a temperatura ambiente. Este hecho resulta
légico, ya que estamos retirando el crioprotector permeable, permitiendo la
rehidratacién del ovocito, de esta forma los ovocitos son expuestos unos minutos a
temperatura ambiente en ausencia de crioprotector, lo que explica la
depolimerizacion del huso meidtico (Ciotti et al., 2009). Existen diferencias
significativas en las mediciones de retardancia en fresco, inmediatamente tras la
desvitrificacion y a las 2 horas de cultivo in vitro, al cabo de las cuales las mediciones
de retardancia vuelven a ser las mismas que en fresco, lo que indica que el huso se ha
repolimerizado tras el cultivo a temperatura fisioldgica.

Adicionalmente, los datos de otra publicacién indican que el proceso de vitrificacion
de ovocitos no incrementa las aneuploidias embrionarias y no posee impacto sobre la
implantacién (Forman et al., 2012), lo que constituye un aporte muy valioso para la
validacidn de la técnica, ya que indica que los embriones generados a partir de ovocitos
vitrificados no tienen un riesgo incrementado de generar embriones con anomalias
cromosdémicas.

Otras hipodtesis sugieren centrar la investigacidon en el impacto de la vitrificacién de
ovocitos y su desarrollo hasta blastocisto sobre los organulos subcelulares, estructuras
criticas como el aparato de Golgi, ribosomas o mitocondrias (Smith et al., 2011). Un
trabajo previo con vitrificacion lenta de ovocitos ya sugeria una pérdida de polaridad
mitocondrial después de la descongelacion (Jones et al., 2004). En IVI también se
estudiaron los posibles efectos subcelulares de la vitrificacion con Cryotop® mediante
un estudio de ultraestructura de ovocitos vitrificados (datos no publicados). No se
observaron cambios morfoldgicos destacables, hallazgo que coincide con los
encontrados por otros investigadores (Nottola et al., 2009).
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En nuestro estudio, en las pacientes con ciclos mixtos se observd una ligera
disminucién de la tasa global de aneuploidias en los ovocitos vitrificados (84,7% vs.
77,3%), sin embargo el rendimiento global considerado como blastocisto euploide por
ovocito MII inicial obtenido fue similar (7,5% y 6,8% en frescos y vitrificados
respectivamente). Este efecto se podria explicar por un mayor porcentaje de ovocitos
aneuploides entre aquellos que no sobreviven a la vitrificaciéon y que no alcanzan un
desarrollo embrionario temprano dptimo, de manera que entre los embriones
biopsiados existen menos embriones aneuploides en el grupo de ovocitos vitrificados
y por la compensacién de ambos efectos, el resultado final sobre la eficiencia del ciclo
fue similar.

Estos datos son altamente destacables ya que el andlisis de cohortes embrionarias
procedentes de ovocitos frescos y desvitrificados de una misma paciente corroboran
la idea de que la técnica de vitrificacion por el método Cryotop® es una técnica segura
gue no incrementa las aneuploidias en los embriones.

De forma mads especifica, los datos del presente estudio no mostraron diferencias
significativas en los diferentes tipos de anomalias cromosdmicas analizadas
(aneuploidias segmentales, complejas y cadticas) segun el origen del ovocito.

En la literatura se ha descrito que el riesgo de anomalias complejas en los blastocistos
aneuploides se veia incrementado con la edad (Franasiak et al., 2014; Rodrigo et al.,
2014). Dado el tamafio muestral de las cohortes de nuestro estudio no nos permite
estratificar ni realizar rangos de edad e indicacion clinica para valorar este efecto.

La vitrificacidon de ovocitos no aumenta la incidencia de aneuploidias.

Nuestros resultados concuerdan con la correlacién negativa descrita entre la edad de
la mujer y la euploidia embrionaria (Marquez et al., 2000; Munne et al., 1995). En
pacientes de buen prondstico sometidas a FIV, entre un 32 y un 64% de los embriones
son portadores de anomalias cromosdmicas numéricas o aneuploidias (Voullaire et al.,
2000; Rubio et al., 2003; Munne et al., 2004; Staessen et al., 2008; Mersereau et al.,
2008; Meyer et al., 2009), mientras que esta tasa se incrementa hasta un 60 a 75% en
pacientes de mal prondstico como mujeres de edad avanzada o pacientes con
antecedentes de aborto de repeticidn o fallo de implantacién (Munne et al., 1995;
Magli et al., 1998; Gianaroli et al., 1999; Pellicer et al., 1999; Pehlivan et al., 20033;
Pehlivan et al., 2003b; Rubio et al., 2003; Wilding et al., 2004; Rubio et al., 2005). Por
otra parte, se ha descrito que mas de la mitad de los embriones obtenidos a partir de
donantes de ovocitos con alta respuesta son aneuploides, lo cual es mas elevado de lo
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esperable ya que se trata de mujeres jovenes, sanas y fértiles (Reis Soares et al., 2003;
Munne et al., 2006; Keskintepe et al., 2007). Estos datos podrian explicar porqué las
tasas de éxito en FIV no son mayores a pesar de los avances cientificos que se han
producido en los ultimos afios.

Considerando que los embriones sometidos a PGS se obtienen tras procedimientos de
FIV rutinarios, queda por dilucidar si esta tasa de anomalias cromosdmicas tan elevada
podria ser inherente a la especie humana en las concepciones tempranas (Wilton,
2005) o, por el contrario, si esta inducido por factores externos, como las condiciones
de cultivo in vitro (Pabon et al., 1989; Pickering et al., 1990; McKiernan y Bavister,
1990; Almeida y Bolton, 1995; Natale et al., 2001; Viuff et al., 2001; Beyer et al., 2009;
Nelissen et al., 2012) o la estimulacidn ovarica per se (Munne et al., 1997).

Estimulaciones moderadas no incrementan la tasa de aneuploidias (Baart et al., 2007,
Rubio et al., 2010; Shapiro et al., 2011; Labarta et al., 2012). Son interesantes los
resultados derivados del andlisis de ciclos no estimulados para FIV que muestran que
las alteraciones cromosdmicas embrionarias humanas estan presentes incluso en
condiciones ovdricas fisiolégicas y en ausencia de estimulacién con gonadotropinas,
sugiriendo la causa de la baja fecundidad en humanos en un ciclo menstrual Unico. El
uso de dosis moderadas de gonadotropinas para la estimulacion ovarica durante un
ciclo de FIV no incrementa de forma estadisticamente significativa la tasa de
aneuploidias embrionarias con respecto al ciclo no estimulado (Labarta et al., 2012;
Labarta et al., 2014).

Impacto clinico de la vitrificacién

La utilidad y seguridad de la aplicaciéon de programas de vitrificacién de ovocitos la
avalan sus resultados comparables a los de ovocitos frescos en tasas de fecundacion,
desarrollo embrionario y tasas de implantacion. Como referente presentamos el
estudio publicado por Cobo et al. en 2012 en el que se incluyen pacientes con baja
respuesta ovdrica. Aunque no encontraron diferencias significativas, la tasa de recién
nacido vivo por paciente en el grupo de acumulacién de ovocitos doblé la conseguida
en el grupo de pacientes que realizé los ciclos en fresco. Otro hallazgo importante fue
gue la tasa de cancelacién de la transferencia embrionaria fue significativamente
menor en el grupo que vitrificd ovocitos (9,1% vs. 34,0%). Otra ventaja de esta
estrategia fue que al disponer de una cohorte embrionaria mayor, la disponibilidad de
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embriones adicionales para vitrificar para futuras criotranferencias (28,9% vs. 8,7%)
también fue mayor, incrementando asi la tasa de éxito acumulada (36,4% vs. 23,7%)
(Cobo et al., 2012).

Por otra parte los ovocitos que sobreviven, fecundan y evolucionan conservan su
potencial para implantar y dar lugar a gestaciéon de una manera similar a la que se
observa con ovocitos frescos, como asi lo indica la tasa de gestacién e implantacion
(Forman et al., 2012; Goldman et al., 2015).

En el presente trabajo de tesis doctoral no encontramos diferencias significativas en la
tasa de gestacién evolutiva por transfer. Y lo que es mds importante, igualandose los
resultados de las pacientes bajo respondedoras a los de las normo respondedoras
cuando se acumulan ovocitos en la baja respuesta.

En las pacientes con baja respuesta se ha descrito una alta tasa de abandono del
tratamiento, por ello la vitrificacion se ha postulado como una estrategia para
disminuir en lo posible la tasa de cancelacion (Verberg et al., 2008). Por tanto, la
acumulacién de ovocitos mediante la vitrificacion en situaciones de respuesta
disminuida a la estimulacién, estd asociada a una menor tasa de abandono y de
transferencias canceladas, mejores tasas de recién nacido vivo por transferencia
realizada, mas ciclos con embriones vitrificados y mayor tasa acumulada de nifio en
casa, lo que supone una alternativa exitosa de tratamiento en estos casos. Ademas,
disminuye la tasa de abandono del tratamiento secundaria a los malos resultados
obtenidos por la imposibilidad de los pacientes de sobrellevar la situacion,
reportandose una tasa de abandono superior al 75% en pacientes con baja respuesta
gue siguen su ciclo de FIV con los ovocitos obtenidos en un ciclo en fresco (Cobo et al.,
2012).

Nuestro estudio retrospectivo de cohortes demuestra, aunque con un limitado
numero de casos, que los resultados obtenidos con la vitrificacion de ovocitos en otros
grupos de pacientes se pueden trasladar a los programas de diagndstico genético
preimplantacional, donde las pacientes con baja respuesta pueden beneficiarse de la
vitrificaciéon de ovocitos después de varios ciclos repetidos de estimulacidon ovarica
para mejorar sus probabilidades de encontrar un embrién normal para la transferencia
y con ello incrementar la tasa de embarazo por tratamiento.

No encontramos diferencias clinicas segun el origen de los ovocitos, obteniendo un
rendimiento similar por Mll inyectado: No se observaron diferencias estadisticas en el
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numero de blastocistos euploides por ovocito MIl microinyectado (10,0% frescos vs.
7,1% desvitrificados), calculo en el que en el grupo de ovocitos desvitrificados no se
contabilizaron los ovocitos que no sobrevivieron a la vitrificacién. Si que se observaron
sin embargo diferencias significativas en el nimero de blastocistos euploides por
numero de ovocitos Ml iniciales totales del que partimos (10,0% frescos vs. 6,2%
desvitrificados; P<0,01). Estas diferencias se podrian explicar por la diferencia de la
media de edad de los dos grupos, 38,9 vs. 40,9, con mayor edad en el grupo de ovocitos
vitrificados, donde también se observd una tendencia no significativa hacia un mayor
porcentaje de embriones aneuploides. Todos estos datos apuntan hacia una mejora
en el resultado global de la paciente por una menor tasa de abandono.

Otra alternativa seria la acumulacion de embriones vitrificados en dia 2 o dia 3 de
desarrollo (Cobo et al., 2012) con resultados clinicos también prometedores en PGS
(Rodrigo et al., 2014). Se han descrito perfiles metabdlicos similares entre embriones
procedentes de ovocitos frescos y vitrificados, datos que refuerzan la idea de
acumular tanto ovocitos como embriones para un Unico ciclo de diagndstico
(Dominguez et al., 2013). También debe considerarse como estrategia la acumulacion
de blastocistos vitrificados para el diagnéstico genético.

Relacién coste-beneficio

Cualquier sesgo debido a un mayor nimero de embriones o la edad de la mujer se
elimina por la estratificacion de los datos segin numero de embriones y la edad
materna y por el uso de modelos de regresién. En este estudio de tesis doctoral, la
media de embriones biopsiados en los ciclos de acumulacidn de ovocitos de pacientes
con baja respuesta fue equiparable al de las pacientes normo respondedoras. Esta
estrategia puede comparase con los casos reportados en Europa, por ejemplo, donde
el nimero medio de embriones generados en El Reino Unido entre 1991 y 2008 fue de
5, en mas de 400.000 ciclos (Sunkara et al., 2011). No sucede asi en los Estados Unidos,
donde los protocolos de estimulacién suelen ser mas agresivos en general. Sin
embargo, es dificil demostrar este punto ya que la Sociedad Tecnoldgica de
Reproduccion Asistida (SART) de este pais no informa sobre el nimero de embriones
generados.

Aunque los costes de tratamiento pueden ser doble o triple en comparacién con una
Unica estimulacién ovarica para ICSI con PGS, el total de costes de los ciclos
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acumulados son inferiores porque los pacientes suelen abonar un Unico procedimiento
de ICSI (en el caso de acumulacidn de ovocitos) y un sélo andlisis genético combinado
con la transferencia de un embrion.

El objetivo de un tratamiento de reproduccion asistida es lograr un recién nacido vivo
sano, preferiblemente gestaciéon Unica, en el menor tiempo posible empleando el
método mds seguro y con la menor intervencién. La transferencia de mas de un
embriéon aumenta el riesgo de embarazo multiple. Cuando existen limitaciones
estrictas sobre el nUmero de embriones a transferir, los aCGH pueden ayudar a lograr
un embarazo Unico viable en el menor tiempo posible con el menor nimero de
transferencias embrionarias, minimizando el riesgo de abortos y de recién nacidos
vivos con cromosomopatias.

Numero de estimulaciones

Los resultados de un ciclo de PGS también van a estar influidos por el nimero de
embriones que se puedan analizar en cada caso. Por ello es recomendable obtener un
numero minimo de ovocitos como resultado de la estimulacidn ovarica. Vandervorst
aconsejaba cancelar aquellos ciclos en los que no se esperara obtener al menos 6
ovocitos, ya que las expectativas de transferencia y embarazo se reducen
considerablemente (Vandervorst et al., 1998). Sin embargo, la vitrificacién de ovocitos
nos permite acumularlos en varios ciclos de estimulacién hasta conferir a este grupo
de pacientes el estatus de normo respondedoras.

Este trabajo de tesis doctoral nos ha permitido demostrar que la estrategia de
acumular ovocitos vitrificados procedentes de ciclos de estimulacién hormonal
consecutivos permite obtener un niumero suficiente de embriones disponibles para el
diagnodstico genético. Como consecuencia de ello, un elevado porcentaje de las
pacientes tuvieron transferencia de al menos un blastocisto euploide.

Finalmente, en cuanto al nimero recomendado de estimulaciones a realizar previas al
ciclo de PGS, hemos visto que la probabilidad de obtener un embrién normal o de
conseguir una gestacion en las pacientes que se realizaron 4 o 5 ciclos de estimulacién
se mantuvo hasta la cuarta estimulacién. Sin conseguirse ni embriones normales ni
gestaciones a partir de 4 estimulaciones ni en las pacientes que se realizaron 5 ciclos
de estimulacidn ni en las que se realizaron 6. No obstante, como ya hemos mencionado
en el partado de resultados, el nimero de pacientes en las que se realizaron mds de 3
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ciclos fue muy limitado y sélo podemos considerar relevantes los resultados obtenidos
hasta el tercer ciclo de estimulacién.

Es fundamental ademas considerar en cada caso el nimero de estimulaciones a
realizar en funcién del nimero de ovocitos obtenidos en cada ciclo y la edad de Ila
paciente.

Este trabajo de tesis doctoral también sugiere que lo mds aconsejable es informar a las
pacientes de que debemos garantizar un nimero razonable de ovocitos vitrificados
con el fin de incrementar las posibilidades de éxito, por lo que probablemente se
requiera mas de un ciclo de estimulacion.
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La supervivencia de los ovocitos al proceso de vitrificacién es muy elevada y
estd relacionada con la calidad ovocitaria, la cual declina con la edad de la
paciente.

La vitrificacion de ovocitos no afecta a la tasa de fecundacidn. Si que existe un
ligero impacto negativo de la vitrificacion de ovocitos sobre el desarrollo
embrionario temprano, pero se corrige durante el desarrollo posterior, no
observandose un efecto sobre la tasa de llegada a blastocisto.

La vitrificacion de ovocitos no aumenta la incidencia de aneuploidias
embrionarias.

En un ciclo de PGS, la probabilidad de obtener al menos un blastocisto
euploide es independiente del origen fresco o vitrificado del ovocito, siendo el
rendimiento por ovocito Mll inyectado equiparable.

La vitrificacién de ovocitos no disminuye el potencial implantatorio de los
embriones, por lo que la acumulaciéon de ovocitos para aumentar las
posibilidades de encontrar un blastocisto euploide, puede ser una estrategia
adecuada en un programa de PGS.

La probabilidad de obtener un embrién normal o de conseguir gestacién se
mantiene estable en los tres primeros ciclos de estimulacién. A partir de tres
ciclos el reducido niumero de casos que hemos realizado no nos permite
establecer conclusiones.
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