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1. INTRODUCCION

1.1 ESTIMULACION OVARICA CONTROLADA

Los primeros tratamientos de fecundacién in vitro (FIV) se llevaron a cabo mediante
ciclos no estimulados que culminaron con el nacimiento de Louise Brown, el primer “bebé
probeta” (Steptoe and Edwards, 1978). Ello supuso la consolidacién de los primeros pasos de
una nueva disciplina, la reproduccidn asistida, recientemente reconocida con el premio Nobel
de Fisiologia y Medicina 2010 para Robert Edwards “por haber hecho posible el tratamiento de
la infertilidad, un problema médico que afecta a una parte importante de la Humanidad,
incluyendo a mas del 10% de las parejas del planeta” segln se explicd durante el anuncio del
galardén por parte del Instituto Karolinska de Estocolmo. A pesar del hito, rapidamente se
concluyd que los ciclos naturales suponian una metodologia de trabajo que conllevaba grandes
esfuerzos a cambio de escasas posibilidades de éxito para la consecucién de una gestacién,
motivo por el cual fueron reemplazados por la hiperestimulacién ovarica controlada (HOC o
EOC), la cual permitia obtener un nimero mayor de foliculos maduros, y por lo tanto, de

ovulos capaces de ser fecundados.

HIPOTALAMO

GnRH

HIPOFISIS
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Figura 1. Esquema del funcionamiento del eje hipotdlamo-hipdfisis-ovario
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El concepto de umbral de la hormona foliculo-estimulante (FSH) propuesto por Brown en
1978 (Brown, 1978) supone que todos los foliculos con potencial para alcanzar el estadio
preovulatorio necesitan de un nivel minimo de FSH que es ligeramente distinto para cada uno.
Por encima del mismo, se permitira el desarrollo folicular (ver Figura 2). Asi, en el transcurso
de un ciclo natural, el foliculo con menores requerimientos de FSH formara el microambiente
hiperestrogénico adecuado y se convertird en el foliculo dominante que llegara a la ovulacion.
A nivel celular, las células de la granulosa del foliculo dominante son mas sensibles a la FSH, lo
cual conduce a una expresion precoz del receptor de la hormona luteinizante (LH) junto con
una mayor actividad aromatasa. Ello le permitird continuar con la produccién hormonal
estrogénica cuando las concentraciones plasmaticas de FSH comienzan su descenso, mientras
que el resto de los foliculos, con un mayor umbral para la FSH y una respuesta a la LH mas

limitada, empiezan el camino que los llevara a la atresia (Zeleznik and Hillier, 1984).

Ciclo espontdaneo Ciclo estimulado
FSH exogena
ventana ventana

Nivel FSH R——

15

Tamafio
) \ 10
folicular (mm})

(L]

ﬂ'\.

Dia delciclo Dia de estimulacion

Figura 2. Representacion grafica de los niveles de FSH y su correspondiente desarrollo folicular
durante un ciclo espontaneo y un ciclo estimulado.
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Durante los ciclos de HOC el objetivo serd evitar el proceso de dominancia mediante el
empleo exdgeno de unos niveles de gonadotropinas que superen el umbral de los
requerimientos del pool de foliculos antrales que ha comenzado su crecimiento,
permitiéndose asi su desarrollo hasta el estadio preovulatorio. En este momento se realizard la
puncidn ovarica para extraer los oocitos. El proceso realizado de este modo proporciona un
buen nimero de embriones candidatos a ser transferidos y supuso, por tanto, un incremento

en las tasas de éxito de las técnicas de reproduccién asistida (TRA).

La farmacologia de la reproduccion ha experimentado una rapida evolucidon de sus
compuestos permitiendo el empleo de preparados con calidad creciente (ver Figura 3). En los
primeros afos de la disciplina, las gonadotrofinas urinarias y los antiestrégenos eran los
farmacos mas frecuentemente empleados en la estimulacion ovarica. Las gonadotrofinas se
obtenian de la orina de mujeres menopdusicas a través de técnicas de ultrafiltrado y
purificacién. Este proceso nos ha permitido disponer de de la gonadotrofina menopausica
humana (hMG), con proporcion fija y equiparable de FSH y LH, e isoformas urinarias de FSH. El
representante tradicional de los antiestrogenos ha sido el citrato de clomifeno, el cual posee
una accién mixta agonista-antagonista que aumenta la secrecién enddgena de FSH y LH. A
mediados de los afios noventa, se introdujeron en el mercado formas de FSH obtenidas por
técnicas recombinantes (FSHr) que son idénticas en su secuencia de aminoacidos a la hormona
humana. Estas nuevas hormonas ofrecen, en principio, alta efectividad, buena tolerancia y
amplios margenes de seguridad pero a un costo muy superior comparado con las formas
urinarias. La FSHr ofreceria las ventajas de ser un producto mas puro, con menor riesgo de
producir reacciones inmunoldgicas y de transferir infecciones, sobre todo por virus lentos,
proporcionando, ademds, una mayor estabilidad y homogeneidad entre presentaciones. Ello
favoreceria una mayor precision en el manejo de la estimulacién ovarica junto con una menor
incidencia de efectos no deseados (Gleicher et al., 2003). Sin embargo, la evidencia cientifica
en favor de estas ventajas, a priori esperables, es escasa y la eleccién de la gonadotrofina a
administrar se basa, en la mayoria de los casos, en la preferencia del médico tratante (Checa et
al., 2007). Recientemente, se ha introducido en el mercado la primera molécula hibrida con
actividad foliculo-estimulante mantenida durante aproximadamente una semana. Su
administracién supone una pauta mas cémoda sin verse afectados los resultados

gestacionales. (Devroey et al., 2009)
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Figura 3. Representacion grafica de la evolucidn histérica de los compuestos farmacoldgicos
empleados en reproduccion asistida.

Los protocolos de estimulacién ovarica controlada combinan el empleo de las
gonadotropinas, para conseguir un desarrollo folicular multiple, con los analogos de la GnRH.
Estos ultimos son péptidos sintéticos que han sufrido modificaciones en su estructura para
alterar su afinidad con el receptor de la GnRH o para retrasar su aclaramiento metabdlico,
aumentando asi su vida media y su potencia. Inicialmente, los andlogos de la GnRH se
contemplaron como adyuvantes en mujeres con antecedentes de resultados adversos en la
FIV, tales como un pico de LH prematuro o una luteinizacién prematura, produciendo oocitos
de baja calidad. Sin embargo, hoy en dia su uso no sdlo evita el pico prematuro de LH, sino que
también produce un incremento de las probabilidades de embarazo, al aumentar el nimero de
oocitos aspirados y fecundados, y, por tanto, aumentando también el nimero de embriones

disponibles para transferir (Templeton and Morris, 1998).

Existen dos tipos de andlogos de la GnRH: los antagonistas, que actian de forma
competitiva, uniéndose al receptor, bloquedndolo y provocando una supresién hipofisaria
practicamente inmediata; y los agonistas, que tienen mayor afinidad sobre el receptor que la
GnRH natural, y la propiedad de causar un aumento inicial de la liberacion de FSH y LH, efecto
denominado flare up, para producir después, por la accion permanente sobre su receptor, una
regulacion a la baja tanto de los receptores como de las vias de transmisidn de mensajeros
posreceptor, consiguiendo finalmente su objetivo principal, que es la supresion hipofisaria

(Remohi et al., 2008a).

El efecto estimulante inicial de los agonistas (flare up) ha supuesto el desarrollo de

protocolos que se han servido de esta accion para intentar optimizar la respuesta de pacientes
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gue presentaban, fundamentalmente, baja respuesta. Asi, se han propuestos los denominados
protocolos flare y microflare, nombres que reflejan la dosis de agonistas empleadas en cada
uno de ellos, que han intentado evitar la supresidon ovarica excesiva caracteristica del
protocolo largo. El principal problema asociado al primero son las excesivas concentraciones
de LH que se producen en el entorno folicular y que conllevan una elevacién de los niveles
séricos de progesterona y testosterona, efectos que resultan deletéreos para la foliculogénesis
y la implantacion embrionaria. El protocolo microflare intenta disminuir esta secrecién

excesiva de LH y las mencionadas consecuencias (Remohi et al., 2008b).

Fueron necesarios 15 afios para conocer el protocolo éptimo con agonistas de la GnRH
(protocolo largo, con comienzo de la administracion del andlogo en la fase IGtea del ciclo
previo) en lo referente a tasas de gestacion en la poblacion general. (Daya, 2000; Huirne et al.,
2004). Este protocolo consigue una supresiéon profunda de la secrecién enddgena de
gonadotrofinas en la fase folicular precoz, permitiendo que los foliculos antrales puedan crecer
de forma coordinada en respuesta a las gonadotrofinas exdgenas y que su maduracién final
sea simultdnea. Ello conlleva la ampliacion de la ventana de la FSH, un aumento de las
necesidades de FSH vy, finalmente, mas foliculos y mas oocitos maduros obtenidos (Daya,

2000).

En lo referente a los antagonistas, se pueden administrar en cualquier momento durante
la fase folicular precoz o media para evitar el pico prematuro de la LH. Ademas, su empleo
supone menor sintomatologia asociada a la supresion hormonal y menor posibilidad de
formacién de quistes (Felberbaum and Diedrich, 1999). Conocido ello, surgieron dos
protocolos de administracion de los mismos: el de dosis Unica, que supone la inyeccion del
antagonista en la fase folicular tardia alrededor del dia 7 u 8 del ciclo; y, el de dosis multiple,
con inicio de su administraciéon el 62 dia y la repeticidn diaria hasta el dia de la gonadotropina
coridnica humana (hCG). Inmediatamente tras la aparicion de estos farmacos, empezaron a
aparecer estudios que los comparaban con el protocolo largo con agonistas, sin quiza haber
quedado bien establecido cudl era el régimen 6ptimo de utilizacidn para los antagonistas. Sus
resultados pusieron de manifiesto varias posibles desventajas, tales como que el numero de
oocitos obtenidos y la tasa de gestacidon clinica era menor (Al-lnany and Aboulghar, 2002) v,
ademas, la planificaciéon del ciclo resultaba mas compleja, ya que el inicio de la FSH debia
realizarse en dia 2 o 3 del ciclo natural. Posteriormente, nuevas publicaciones matizaron los

resultados previos, equiparando los resultados con los obtenidos con el protocolo largo
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(Kolibianakis et al., 2006) y mostraron ventajas tales como la menor duracién del tratamiento

y el menor coste asociado.
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1.2 ANEUPLOIDIAS EN REPRODUCCION HUMANA

Las crecientes dificultades que plantea la actual estructura social, se traducen en una
demora del momento elegido para intentar concebir. Las mujeres de nuestro entorno tienden
a diferir la maternidad con el fin de conseguir una mejor formaciéon, mayor desarrollo
profesional, logros sociales..., pero nuestra biologia no se encuentra adecuadamente
coordinada con estas exigencias. Todo ello hace que la reproduccidn en nuestra especie sea un
proceso complejo, donde nos hemos ido alejando de las condiciones ideales para su
realizacion. Son Ilamativas las diferencias en cuanto a efectividad del proceso con respecto a
otras especies; asi, las posibilidades de que la hembra de un conejo o un roedor quede
gestante tras mantener relaciones sexuales programadas son de alrededor de un 90% (Foote
and Carney, 1988). Estas cifras serian impensables para la especie humana, donde las
probabilidades Unicamente alcanzarian un 20-30% (Evers, 2002; Taylor, 2003). Uno de los
motivos que se considera esencial para explicar esta gran ineficiencia del proceso reproductivo
en la especie humana (Norwitz et al., 2001) es la existencia de gran niumero de alteraciones
cromosémicas embrionarias, las cuales, como sabemos, van en aumento con el paso de los
afios de la mujer (Hassold and Hunt, 2001). Por tanto, las aneuploidias suponen un obstaculo
fundamental en la consecucion del objetivo de concebir y son, habitualmente, un factor no

previsto cuando una mujer decide planificar su maternidad.

Ademds, las pérdidas concepcionales se producen en el 15-20% de las gestaciones
clinicas (Steer et al., 1989). Los abortos pueden tener diversas etiologias pero los factores
genéticos son, sin duda, la causa mas frecuente. La gran mayoria se producen durante el
primer trimestre del embarazo, donde se detectan alteraciones cromosdmicas en alrededor

del 60% de los casos (Hassold et al., 1980)

Las anomalias cromosdmicas observadas en estudios de abortos espontdneos son
principalmente anomalias numéricas (95% del total) que se producen en padres con cariotipos
normales. Las anomalias mas frecuentes son las trisomias autosémicas (26,8%) y las
poliploidias (9,8%), seguidas por la monosomia para el cromosoma X (8,6%), que es la
alteracion cromosémica que de forma individual se presenta con mayor frecuencia en las
pérdidas gestacionales del primer trimestre (Hassold et al., 1996). La afectacién de los
autosomas suele estar asociada a errores en la meiosis | materna (Nicolaidis and Petersen,
1998) y se asocia a alteraciones graves que dependeran de los cromosomas implicados. Para

las trisomias de los cromosomas sexuales (XXX, XXY e XYY) el origen reside en un elevado
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porcentaje en la no-disyuncion durante la meiosis paterna o en las divisiones post-cigéticas
(Jacobs and Hassold, 1995). Estas anomalias numéricas son mas leves cuando afectan a los
cromosomas sexuales, ya que la mayoria de los afectados tiene inteligencia normal aunque
con aumento del riesgo de retraso mental, y alteracién de su fertilidad (disgenesias gonadales,
esterilidad, amenorrea). Finalmente, la mayor parte de las triploidias son de origen paterno
(zaragoza et al., 2000; Egozcue et al., 2002), debido a la fecundacion de un oocito por mas de
un espermatozoide o también por la fecundacién de un oocito por un espermatozoide
diploide, mas frecuentes en varones oligozoospérmicos (Egozcue et al., 2002). La diploidia no
es tan frecuente en oocitos, ya que las alteraciones del huso meidtico resultan
fundamentalmente en aneuploidias (Eichenlaub-Ritter et al., 1999), aunque se ha descrito un
aumento en la proporcidon de oocitos diploides a medida que aumenta la edad materna

(Roberts and O’Neill, 1995).

Como sabemos, el sindrome de Down se produce por la trisomia del cromosoma 21 y
tanto ésta como otras trisomias aumentan con la edad materna. El efecto es tan evidente
como muestra el hecho de que en mujeres de 25 afios el 2% de los embarazos clinicos
presente trisomias, mientras que el porcentaje alcanza el 35% en mujeres de mas de 40 afios

(ver Figura 4).

35

30 -

25 —

Incidence of trisomy (% of clinically recognized pregnancies)

Maternal age

Nature Reviews | Genetics

Figura 4. Incidencia de trisomias y edad materna (Hassold y Hunt, 2001)
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Los mecanismos basicos que producen este aumento de las aneuploidias con la edad
siguen siendo desconocidos. Varios trabajos sugieren una posible disminucién en la
recombinacién entre algunos pares de cromosomas homodlogos y que este fendmeno,
asociado a defectos en la formacidn del huso relacionados con la edad, podrian aumentar la
no-disyuncién de algunos pares de cromosomas. Esta es la hipdtesis two-hit (doble golpe)
(Lamb et al., 1996), segun la cual en una mujer joven, la maquinaria meidtica funciona de
forma déptima y la segregacion es correcta excepto para aquellas configuraciones quiasmaticas
mas susceptibles, por lo que el primer golpe (o hit) se produciria por causa de un patrén de
riesgo debido a una ausencia o disminucién de la recombinacién entre determinados
cromosomas homoélogos. A medida que la edad materna aumenta, la maquinaria meiética se
vuelve menos eficiente y mas proclive a errores. Los patrones susceptibles de no disyuncion lo
siguen siendo, pero ahora se afade el riesgo para otros cromosomas con patrones normales.
La edad seria el segundo golpe (o hit) y supondria que el oocito va acumulando errores y
pierde la capacidad de restaurarlos, asi como de mantener la cohesién las cromatidas
hermanas. Cabe destacar que el efecto de la edad no afecta por igual a todos los cromosomas;
existe una correlacién inversamente proporcional entre la frecuencia de predivision de
cromatidas y el tamafio del cromosoma, es decir, en pacientes de edad materna avanzada se
observa una mayor frecuencia de separacidon de cromdtidas prematura en cromosomas de

menor tamafio (Sandalinas et al, 2002).

Se han estudiado otros posibles factores que pudieran dar lugar a una mayor
predisposiciéon a las aneuploidias como son la exposicidn a pesticidas, radioterapia,
tratamientos hormonales, tabaco, etc., sin embargo no se ha conseguido demostrar la relacién
directa de ninguno de ellos. Los uUnicos factores que se consideran hoy en dia
indiscutiblemente relacionados con las aneuploidias son tres: la edad materna, Ia

recombinacidn anormal y la existencia de aneuplodias previas.

El desarrollo de las TRA nos ha proporcionado datos sobre la dotacién cromosémica en
embriones humanos y en productos abortivos que apoyan la existencia de un importante
proceso de seleccién natural que tendria por finalidad contrarrestar el elevado numero de
alteraciones cromosdémicas intrinsecas a la reproduccion en nuestra especie. Muchos
embriones con desarrollos normales y calificados mediante criterios morfolégicos como de
buena calidad presentan, en realidad, alteraciones cromosémicas. Munné et al. encuentra en
pacientes menores de 35 afios una tasa de euploidia embrionaria del 44% , la cual disminuiria

al 21% por encima de los 41 afios (Munné et al., 2007). Fauser afirma que entre un 40 y un
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90% de los embriones calificados morfolégicamente como de buena calidad son
cromosdmicamente anormales. Incluso, se postula que estas cifras aumentarian si se analizase
un mayor numero de cromosomas. Ello podria ayudarnos a entender el por qué de la
relativamente constante y baja tasa de implantacion por embrién transferido, la cual se situa
generalmente entre un 20 y un 50% dependiendo de la calidad del laboratorio y de la seleccién
de pacientes realizada (Fauser, 2008). Adicionalmente, la incidencia de abortos bioquimicos
tras ciclos de reproduccidn asistida puede alcanzar un 12-15% (Bellver et al.,, 2007) vy,
finalmente, la tasa de abortos clinicos espontaneos en parejas que se someten a TRA oscila
entre un 12 y un 40% en funcién de la técnica empleada, el nimero de embriones transferidos
y la edad (Aytoz et al., 1999; Palmero et al., 2000; Westergaard et al., 2000). La incidencia
total de aneuploidias no parece encontrarse aumentada tras la realizacién de TRA y tampoco
concurren diferencias en cuanto al tipo de alteraciones cromosdmicas encontradas, las cuales
no difieren sustancialmente de las de la poblaciéon general, a excepciéon de un aumento de
monosomias X y un descenso de las polipoidias tras la realizacion de técnicas de
microinyeccion espermatica (ICSl). (Martinez et al., 2010). Existe la duda de si estas diferencias
son por la técnica en si o un por un riesgo paterno aumentado que hubiera permanecido

encubierto de no someterse a estos procedimientos.

Obviamente, no todos los fallos de implantacién o todos los abortos se producirdn por
causas cromosOmicas, pero si un porcentaje importante de los mismos. De hecho, el estudio
de la presencia de anomalias cromosdmicas en abortos revela una incidencia que oscila entre
el 50 y el 70% de los casos (Jacobs and Hassold, 1995). Para acabar de mostrarnos como actua
el proceso de seleccion natural, se ha establecido que la incidencia de anomalias
cromosdmicas en abortos espontaneos es 10 veces superior a la observada en mortinatos y
ésta a su vez, es 10 veces superior a la que se encuentra en recién nacidos vivos, con sélo un

0,6% de anomalias cromosdmicas viables (Martin, 2008).

La incidencia de alteraciones cromosdmicas es sorprendentemente alta en los gametos
humanos. De hecho se estiman en un 21% para los oocitos frente a un 9% de los
espermatozoides. Los tipos de alteraciones son diferentes y, mientras que los oocitos sufren
una elevada incidencia de alteraciones numéricas, en los espermatozoides las alteraciones
suelen ser de tipo estructural. Dado que los embriones aneuploides tienen mayores opciones
de supervivencia, la gran mayoria de los productos abortivos son de origen materno (Martin,
2008). A pesar de la elevada incidencia de las aneuploidias y de su gran repercusion clinica,

sabemos muy poco de los factores que controlan la disyuncién de los cromosomas y dan lugar
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a las aneuploidias. Probablemente, un mejor conocimiento del proceso de meiosis en la

especie humana nos mostrara algunos de los momentos clave en la génesis de aneuploidias.

Una replicacisn

my

Meiosis T = SINAPSIS
AR
fRr va
A *'-7
12 RECOMBINACIGN
e
C - %
52 A DISYUNCION
Dos divisiones § ‘J‘
sucesivas Meiosis IT

<4— Fecundacisn

(1n, 2¢) (1n, 1c)

Figura 5. Esquema de la meiosis femenina

La meiosis es el proceso en el que se reduce a la mitad el nimero de cromosomas en las
células somaticas diploides para dar lugar a los gametos haploides (ver Figura 5). De forma
general, la meiosis comienza con una duplicacién del ADN dando lugar a las cromatidas
hermanas, para a continuacidn producirse dos divisiones sucesivas en las que, en primer lugar
se segregan los cromosomas homoélogos y, en la segunda division, se produce la segregacién
de las cromatidas hermanas. Se trata de un proceso coordinado de forma muy fina para que se
produzca la exacta reparticion de los cromosomas en las células hijas resultantes. Errores en la
formacién de los microtubulos (huso meidtico) que aproximan a los cromosomas en la placa
meidtica, asi como en el apareamiento de los cromosomas homdlogos (sinapsis) o en
recombinacidn entre los cromosomas homaélogos (crossing-over o quiasmas) dan lugar a una

segregacion anormal y a una diferente dotacion cromosémica en las células hijas. Esta
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alteraciéon se conoce como “no disyucion meidtica”, y puede producirse tanto en la meiosis | o

la meiosis Il.

Los errores en la meiosis | son los mas frecuentes y la meiosis femenina es la mas
proclive a errores meidticos, por lo que es mayor la produccién de aneuploidias de origen
materno que de origen paterno. Esto se debe a que la meiosis femenina presenta la
particularidad de una duracion muy larga (puede durar de 10 a 50 afios, aumentando las
posibilidades de errores conforme aumenta su duracién). Asi, las células germinales dan origen
a las oogonias. Estas se transforman en oocitos al iniciar la primera division meidtica y se
detienen en su profase |. Este proceso comienza en las semanas 11-12 de gestacién. La
progresion de la meiosis hasta la etapa de diplotene continda durante el resto del embarazo y
estd completa al nacimiento. La meiosis se reanuda afios mds tarde cuando se produce la
madurez sexual y comienzan los ciclos menstruales. De esta forma, los oocitos completan la
meiosis | cuando madura su foliculo, produciendo un oocito secundario y el primer corpusculo
polar. Después de la ovulacién cada oocito continda hasta la metafase de la meiosis Il. La
meiosis Il se completa sdlo si se produce fecundacion, lo que resulta en un évulo maduro

fecundado y el segundo corpusculo polar (Rubio et al., 2010).
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1.3 DIAGNOSTICO GENETICO PREIMPLANTACIONAL

El diagnéstico genético se plantea como una opcidn para conocer la dotacidn
cromosdmica 6 génica del embridn antes de que este sea transferido al Utero materno y evitar

asi una interrupcion del embarazo. Este diagndstico puede ser:

a) preconcepcional: consiste en el analisis cromosémico/genético del primer y/o segundo
corpusculo del oocito (sélo ofrece informacidn de la mitad del embrién ya que faltaria la parte

correspondiente al espermatozoide)

b) preimplantacional: consiste en el analisis cromosémico/genético de una o varias
células (blastomeros) del embrion/blastocisto antes de ser transferido al Utero y por tanto

antes de la implantacion.

El Diagndstico Genético Preimplantacional (PGS; del inglés preimplantation genetic
screening) permite seleccionar los embriones sanos o cromosdmicamente normales que van a
ser transferidos al Utero y es una alternativa al diagndstico prenatal (realizado después de la
implantacién) en parejas con riesgo elevado de transmitir anomalias cromosdmicas o genéticas

a la descendencia.

La FIV nos permite obtener varios embriones y seleccionar los mejores para realizar su
transferencia a la cavidad uterina. A pesar de que los parametros morfoldgicos proporcionan
una valiosa informacién para realizar dicha seleccion, este método no deja de ser subjetivo y
no permite conocer la constitucién cromosdmica de los embriones (Munné et al., 2006a). Este
es precisamente el fundamento del PGS, permitir un estudio genético en los embriones antes
de su transferencia al Utero y, por tanto, antes de que tenga lugar la implantacién (Handyside
et al., 1990). En condiciones in vitro, después de la fecundacion, el zigoto humano se divide
aproximadamente cada 24 horas durante las primeras etapas del desarrollo embrionario. La
biopsia se puede realizar en diferentes estadios y asi, podemos hablar de biopsia de
corpusculo polar (tras la fecundacién), biopsia de blastomeros (dia 3) y biopsia de blastocistos

(dia 5).

Actualmente, existe discusion acerca de cudl es el momento idéneo para realizar la
biopsia embrionaria. Su realizacién esta descrita en los distintos momentos del desarrollo
embrionario, pudiendo realizarse desde una biopsia del corpisculo polar hasta la biopsia en

estadios avanzados de desarrollo preimplantatorio (blastocisto). Incluso, se ha descrito la
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realizacion sucesiva, primero del corpusculo polar y posteriormente en dia 3, sin afectar a las
posibilidades de viabilidad del embridén (Magli et al., 2004). En cualquier caso, la mayor parte
de la informacién de que disponemos proviene de la biopsia en dia 3 de desarrollo
embrionario, momento en el que habitualmente se realiza. Sin embargo, hay grupos que
proponen su ejecucion posterior con el fin de poder analizar un mayor nimero de células y
evitar el dafio de la masa celular interna de la que deriva el feto; como inconvenientes, existe
un menor tiempo para el analisis y se puede producir un error diagndstico por mosaicismo del
trofoectodermo. En cualquier caso, nos referiremos a la biopsia embrionaria de blastémeras,
la cual se realiza de forma idénea cuando los embriones tienen 6-8 células, ya que se ha
comprobado que en este estadio, la extraccién de 1-2 blastdmeros no afecta negativamente a
su posterior desarrollo hasta blastocisto (Hardy et al., 1990). A continuacién, se analizan las
células obtenidas y el resultado del estudio genético se obtiene en un plazo maximo de 48
horas, permitiéndose la transferencia embrionaria en el quinto dia de desarrollo embrionario,

habitualmente en el estadio de blastocisto (ver Figura 6).

I¢SI (Dfa 0)

Fecundacion (Dia 1)

Biopsia (Dia 3)

S

@ QO FISH
PCR

Cocultivo y transferencia (Dia 3-5)

Figura 6. Representacion grafica de un ciclo sometido a PGS.

El PGS se desarrolld, inicialmente, como una opcién para concebir recién nacidos sanos
en parejas con alteraciones genéticas o enfermedades ligadas a los cromosomas sexuales. La
técnica parece tan ldgica y atractiva que, una vez que su plausibilidad técnica fue demostrada
(Munné et al., 1993), su eficacia fue asumida y aceptada de forma generalizada. Por ello, su

aplicacion se extendid a parejas sin problemas genéticos o cromosdmicos, pero con riesgo
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aumentado de producir embriones con alteraciones en el nimero de los cromosomas. Es lo

que se denomina screening de aneuplodias.

El empleo del PGS se asocié con mejores tasas de implantacion y menores tasas de
aborto (Gianaroli et al., 1999; Munné et al., 2003; Munné et al., 2006a), lo cual propicié una
gran extensiéon de la técnica. Ademas, la transferencia de un menor nimero de embriones
reduce la incidencia de embarazos multiples. La aplicacidn clinica del PGS abarca diversas
indicaciones. Por un lado tenemos pacientes con abortos de repeticion, en los que nos puede
ayudar a seleccionar embriones euploides de un pool embrionario con una incidencia
aumentada de alteraciones cromosdmicas. Algo similar sucede en parejas con fallo de
implantacién, edad materna avanzada o factor masculino severo, donde son esperables un
aumento de aneuploidias. (Vidal et al., 1998; Pellicer et al., 1999; Rubio et al., 2003; Pehlivan
et al., 2003, 10; Munné et al., 2003).

No obstante, en los ultimos anos ha ido aumentando una importante controversia en
torno a la exactitud diagndstica y a la eficacia clinica de esta técnica. Para su realizacion existen
tres procesos clave: la realizacion de la biopsia embrionaria, la fijacion del nidcleo y el andlisis
mediante FISH. En la parte de biopsia y fijacién, si la técnica no se realiza por profesionales
expertos, sus beneficios pueden verse enmascarados por el dafio realizado al embrién. (Rubio
et al., 2009; Munné et al., 2010). En lo referente al diagndstico cromosdmico mediante FISH, la
eficiencia de hibridacién de las sondas utilizadas para FISH conviene conocer que no es del
100%, lo que 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 (Manor et al., 1996; Manor et al., 1998). En este sentido,
cabe destacar la importancia de una ronda adicional de hibridacidn con sondas teloméricas
con el fin de reducir el nimero de embriones calificados de no informativos (Mir et al., 2010;

Uher et al., 2009)

Ademas, los resultados de un ciclo de PGS también van a estar influenciados por el
numero de embriones que se puedan analizar en cada caso. Para ello es necesario que como
resultado de la estimulacién ovarica se obtengan un nimero minimo de oocitos. Vandervorst y
colaboradores aconsejan cancelar aquellos ciclos en los que se espere obtener menos de 6
oocitos, ya que las expectativas de transferencia y embarazo se reducen considerablemente
(Vandervorst et al., 1998). Actualmente, con la posibilidad de vitrificar oocitos y acumularlos
durante ciclos sucesivos, estas limitaciones deben ser reevaluadas. De hecho, en un reciente

trabajo se concluye que si somos capaces de acumular un nidmero mayor a 6 oocitos en
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pacientes susceptibles de someterse a PGS por edad materna avanzada, duplicamos, al menos,

las posibilidades de obtener gestacidn (Milan et al., 2010)

Otra limitacion hace referencia al nimero maximo de cromosomas que es posible
analizar en una Unica célula y en este sentido se estan valorando otras posibilidades, como la
hibridacion gendmica comparada (CGH), y mas recientemente los arrays de CGH, que
permitirian el analisis del complemento cromosdmico de una célula en su totalidad (Wilton et

al., 2001)

Por ultimo, hay que tener en cuenta la existencia de mosaicismo en embriones humanos
desde el estadio de dos células. La incidencia de mosaicismo y su repercusion en un posible
error de diagndstico ha sido muy discutida. Munné y colaboradores (Munné et al., 1995)
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 evolucién. Ademas, estudios recientes en los que se han analizado los
embriones en su quinto dia de desarrollo han confirmado el diagndstico obtenido con una

Unica célula en dia 3 en un 95% de los casos (Mir et al., 2010).
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1.4 RELACION ENTRE MORFOLOGIA EMBRIONARIA Y ANEUPLOIDIAS

El laboratorio supone una parte crucial para el éxito de las TRA. Durante la corta vida de
la especialidad se han producido avances en cuanto a los medios de cultivo, las técnicas
empleadas para la fecundacion ovocitaria (ICSl), la posibilidad de realizar un diagndstico
genético preimplatacional o las técnicas de criopreservacién. Sin embargo, la evaluacién
morfoldgica por parte del embridlogo mediante la ayuda del microscopio invertido (Gardner et
al., 2000) sigue siendo el método de eleccion para seleccionar los embriones candidatos a ser
transferidos. Este método tiene la ventaja de ser no invasivo pero, por el contrario, es

altamente subjetivo, requiere experiencia y existe poca estandarizacion.

Los parametros a tener en cuenta son, principalmente, nimero de células, grado vy tipo
de fragmentacion, simetria y multinucleacidn. Si nos referimos al estadio de blastocisto
entonces tendremos en cuenta el nimero de células y la morfologia de la masa celular interna
(IMC), el trofoectodermo y el grado de expansion del blastocele (Rienzi et al., 2005).
Adicionalmente se tienen en cuenta otros parametros como la morfologia ovocitaria (Balaban
and Urman, 2006), el patrén pronuclear (Tesarik and Greco, 1999; Nagy et al., 2003; Scott,
2003) y el desarrollo temprano (Sakkas et al., 2001).

El desarrollo de las TRA ha permitido que las parejas que se someten a una FIV dispongan
de un mayor nimero de embriones candidatos a ser transferidos. Una importante limitacién
de la técnica es la correcta eleccién de los embriones a transferir, de manera que los elegidos
sean los que posean una mayor viabilidad y un mayor potencial de implantacion. Sin embargo,
la evaluacion de los resultados muestra que uno de cada tres ciclos de FIV consigue embarazo
y que menos de uno de cada cinco embriones implantan (SART, 2006; Kovalevsky and Patrizio,
2005). Estos datos nos dan una idea clara del escaso valor predictivo del analisis morfoldgico y
explicarian la tendencia, en la mayoria de las ocasiones, a realizar una transferencia

embrionaria multiple.

Como hemos comentado previamente, un nuimero importante de los embriones
generados en tratamientos de FIV presentan una constitucion cromosdmica anémala (Munné
et al., 2007; Marquez et al., 2000; Rubio et al., 2003), y si seleccionamos parejas con mal
prondstico reproductivo, como las bajas respondedoras, mujeres de edad materna avanzada y
pacientes con fallos de implantacién previos, la aneuploidia se convierte en el hallazgo
habitual. En referencia al desarrollo del embridn hasta el estadio de blastocisto, sabemos que

aproximadamente el 25% de los embriones aneuploides lo alcanzan, mientras que los
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euploides lo hacen en un 62% (Rubio et al., 2003). También se ha evaluado la evaluacién de
distintos tipos de alteraciones cromosémicas; asi, un nimero muy bajo de embriones
portadores de monosomias llegan a blastocisto mientras que, por el contrario, los portadores
de trisomias alcanzan este estadio en un porcentaje importante. El estudio de los productos

abortivos confirma estos hallazgos. (Sandalinas et al., 2001; Rubio et al., 2003).

Con todas sus limitaciones, la morfologia de los embriones humanos es un pardmetro
importante que puede resultarnos de ayuda a la hora de seleccionar embriones con menor
probabilidad de poseer anomalias cromosdmicas. Los embriones dismorficos, los de desarrollo
lento y los bloqueados muestran significativamente mas poliploidia y mosaicismo que los
embriones con una morfologia adecuada y un desarrollo normal (Munné et al., 1995, 2004,

2006b; Gianaroli et al., 1999; Mdrquez et al., 2000).

La incidencia de mosaicismo y su repercusién en un posible error de diagndstico ha sido
muy discutida. Munné et al. encontraron que un 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. (Munné et al., 2002). Estudios
recientes (Santos et al, 2010) postulan que el grado de mosaicismo desciende
progresivamente a medida que avanza el desarrollo embrionario. Asi nos encontramos con
diferencias significativas entre los resultados obtenidos por FISH en embriones de dia 4 frente

a los de dia 5 y dia 8.

1.4.1 Parametros morfologicos durante los tres primeros dias de desarrollo
embrionario

Los parametros morfolégicos mds frecuentemente relacionados con la existencia de

anomalias cromosdmicas son:
A) Nimero de células y velocidad de desarrollo

El nimero de células éptimo en dia 2 es cuatro y en dia 3 es siete u ocho células. El
numero de células en dia 3 de desarrollo proporciona informacion sobre la viabilidad del
embrién. Algunos autores (Alikani et al., 2000) relacionaron el nimero de células con la tasa de
llegada a blastocisto y la morfologia normal de los mismos. Y en consonancia con lo afirmado,
tienen mayor tasa los embriones con 7-9 células, seguidos de los que tienen mas de 9 y por

ultimo los de menos de 7 células.
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El porcentaje de embriones anormales seguin el nimero de células en dia 3 de desarrollo
fue descrito por Magli et al. en 2001. Asi los embriones de 7-9 células presentaban un 55% de
anomalias frente al 75% de los de 4 células y el 79% de los de mas de 9 células. En un estudio
posterior del mismo grupo, se observé un mayor porcentaje de anomalias cromosdmicas en
embriones lentos o bloqueados respecto a los embriones que presentan 8 células a las 62

horas de la inseminacion. (Magli et al., 2007)

La velocidad de division normal es la de un embridn que dobla su nimero de células de
dia 2 a dia 3, y es un prondstico de viabilidad (Gerris et al., 1999). En embriones humanos, los
embriones bloqueados (aquellos que no incrementan el nimero de blastomeras tras 24 horas)
presentan mas anomalias que los que no lo estan (Munné et al., 1995). Parece que algunas
alteraciones como la poliploidia, la haploidia y el mosaicismo cadtico son mas comunes en los

embriones bloqueados o con desarrollo lento.

Otros estudios sostienen que el Unico y mas fiable indicador de la viabilidad embrionaria

es la morfologia en dia 5 y no en dia 3. (Racowsky et al., 2003).
B) Tamaiio celular y simetria

En el embridn normal la forma de los blastdmeros va variando desde la esfera inicial del
zigoto a los elipsoides del estadio de 8 células. Se considera normal que los blastémeros
tengan tamafio similar en los embriones con nimero par de células. Asi pues, en un embrién
con 3 células en un segundo dia de desarrollo embrionario existen dos posibilidades
completamente contrapuestas: o bien hemos sorprendido al embridn antes de la segunda
division de la blastdmera mayor, o finalmente, esta blastémera se encuentra bloqueada y ya

no volvera a dividirse. La observacidon del embridn nos resolvera la duda.

Una vez producida la segunda divisién, nos encontramos frecuentemente con asimetrias
en las blastdmeras que corresponden a distribuciones diferentes del citoplasma. Existen
diferentes clasificaciones de la simetria pero, en general, los embriones se pueden considerar

subdptimos cuando la asimetria es mayor del 20% (Hardarson et al., 2001).

Los embriones que presentan blastdmeros asimétricos son menos viables que los que
presentan simetria. Sin embargo, los embriones con 8 células en dia 3 pero asimétricos que
alcanzan el estadio de blastocisto no ven afectado su potencial de implantacion (Racowsky et

al., 2003). Los embriones con asimetria presentan mayor incidencia de anomalias post-
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meidticas (mosacismo, poliploidia y haploidia) que los simétricos. Ademas, tienen menor tasa

de euploides y similar tasa de aneuploidias (Magli et al., 2007).
c) Fragmentacion.

Se desconoce con exactitud cudl es la causa de la fragmentacién, pero se supone que
debe ser un mecanismo de defensa del embrién para librarse de componentes citopldsmicos
daninos o para mantener cierta relacion citoplasma-nucleo. La mayoria de los fragmentos se
forman durante la mitosis de las dos primeras divisiones celulares. Los embriones con
fragmentacion mayor al 15% tienen tasas menores de llegada a blastocisto e implantacion que
aquellos con menos del 15% (Alikani et al., 2000). La tasa de implantacion en embriones de dia
3 disminuye a medida que aumenta la fragmentacion (Racowsky et al., 2003), si bien, la
fragmentacién no tiene efecto sobre la implantacidn una vez que los embriones de 8 células en

dia 3 alcanzan el estadio de blastocisto.

Las anomalias cromosémicas aumentan desde el 50-60% en embriones no fragmentados
hasta el 70-90% en embriones con fragmentacién >35% (Munné and Cohen, 1998; Magli et al.,
2001). El mosaicismo, la haploidia y la poliploidia aumentan significativamente en particular

cuando la fragmentacion es del 35% o mas.

La clasificacién empleada para evaluar los tipos de fragmentacion evalta el tamafo y la
distribucidn de los fragmentos, distinguiendo cuatro tipos; tipo |, fragmentacién minima (suele
se menor del 5%), con uno o dos fragmentos pequefios y muy localizados; tipo I, se
encuentran fragmentos pequefios y localizados en una zona determinada y limitada del
embrién; tipo lll, fragmentos pequefios y dispersos por todo el embrion mas o menos
homogéneamente; tipo IV, se observan fragmentos grandes, independientemente de su

distribucidn (se suele correlacionar con la degeneracidon embrionaria).

No parece que exista una correlacidn obvia entre las anomalias cromosoémicas y el tipo
de fragmentacion pero los ultimos hallazgos referentes a la implicacién del citoesqueleto en la
fragmentacion de los embriones de raton (Alikani et al., 2005) hacen que sea necesaria una
revisién sobre el tema. Asi otros autores (Magli et al., 2007) encuentran relacion entre la
fragmentaciéon y su tipo respecto a las anomalias cromosdmicas y la viabilidad del embridn.
Ademas, concluyen que siempre es mejor la transferencia de un embridn con 8 células en dia
3, independientemente del grado de fragmentacién, especialmente si los fragmentos estan

concentrados en un area del espacio perivitelino.
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D) Patrén pronuclear.

Los zigotos con buen patrén pronuclear (aquel con halo positivo, pronucleos alineados y
un numero similar de nucléolos polarizados) muestran mayor potencial de implantacién y
menor tasa de anomalias cromosdmicas en los embriones de dia 3 (Gamiz et al., 2003). Los
patrones anormales estan correlacionados con una mayor tasa de bloqueo de los embriones
durante el desarrollo, y en aquellos que no se bloquean las posibilidades de alcanzar el estadio
de blastocisto son menores (Balaban et al., 2001). Otros estudios muestran que zigotos con
pronucleos de distinto tamafio presentan mayor incidencia de bloqueo en dia 3, mayor tasa de
mosaicismo (Munné and Cohen, 1998) y menor potencial de desarrollo (Scott, 2003). Asi pues,
los zigotos con mejor morfologia pronuclear dan lugar a un mayor nimero de embriones

euploides y a una mayor tasa de implantacién (Gianaroli et al., 2007).
E) Multinucleacién

Este fendmeno puede deberse a una divisiéon nuclear sin la correspondiente division
celular, a la fragmentacién del ndcleo o a una migracion incorrecta de los cromosomas durante
la anafase. La multinucleacion (MN) puede ocurrir en cualquier momento del desarrollo
embrionario, desde la primera divisidn hasta la llegada a blastocisto. Los distintos protocolos
de estimulacion (dosis de FSH inicial, duracidn, respuesta ovarica...) asi como las condiciones
de cultivo pueden influir en la MN (Munné et al., 1997). También pueden incrementar la MN la

edad materna, la inmadurez citoplasmatica o alteraciones en los espermatozoides

Los embriones con uno o mas blastdmeros multinucleados en dia 2 o dia 3 llegan a
blastocisto con menor probabilidad que los no multinucleados (Alikani et al., 2000) y poseen
menor potencial de implantacién (Munné et al., 2003). En cuanto al tipo de MN, los embriones
con blastdmeros binucleados tienen mayor tasa de gestacién que los que presentan
blastémeros multinucleadas (Meriano et al., 2004; Munné et al., 2003). La probabilidad de
aborto también se ve incrementada hasta seis veces en ciclos con embriones multinucleados

(Jackson, 1998).

El porcentaje de embriones multinucleados anormales es del 75% en dia 2 y del 73% en

dia 3 (Magli et al., 2001; Munné et al, 2003).
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1.4.2 Anomalias en el blastocisto

Algunos autores han propuesto el cultivo prolongado hasta blastocisto como una
herramienta para seleccionar embriones con buena morfologia y un alto potencial de
implantacién. Esperar hasta estadios avanzados para realizar la transferencia (dia 5 o 6) puede
ayudar a excluir ciertas anomalias (Janny and Menezo, 1996; Shapiro et al., 2002), aunque esta
estrategia podria ser Util sélo en pacientes donde la incidencia de anomalias cromosémicas

esperada sea baja (Magli et al., 2000).

Sin embargo, no debemos pensar que todos los embriones que alcanzan el estadio de
blastocisto son normales. Diversos autores han encontrado alteraciones cromosdémicas en
blastocistos no seleccionados para la transferencia (Sandalinas et al 2001, Marquez et al.,
2000; Bielanska et al., 2002a, 2005). Magli et al. (2000) cifraron en un 22% los embriones
anormales que llegan a blastocisto frente al 34% de embriones euploides que lo hace.
Teniendo en cuenta los datos del estudio de Rubio et al., (2007), la tasa de llegada a
blastocisto es del 66% en euploides, 37% en las trisomias, 9% en las monosomias, 21% en las

poliploidias, 0% en los haploides y 13% para los mosaicos diploides.

Las monosomias X y 21 se encuentran en el estadio de blastocisto y son compatibles con
desarrollos del primer trimestre, concordando estos datos con los que se tienen de los abortos
de repeticién (Rubio et al., 2003). Las trisomias 15, 16 y 22 son incompatibles con la vida. Un
pequefio porcentaje de trisomias 13, 18 y 21 llegan a término, aunque la mayoria acaban en
aborto durante el primer o el segundo trimestre de gestacidén. La mayoria de las trisomias de

los cromosomas sexuales llegan a término (Jacobs and Hassold, 1995).

Al revisar la correlacién entre morfologia y aneuploidia teniendo en cuenta el grado de
expansion y la existencia o no de hatching del bastocisto, la masa celular interna y el
trofocectodermo se observa la existencia de una correlaciéon que, desgraciadamente, no es lo
suficientemente fuerte como para suponer un método fiable de seleccion embrionaria.

(Alfarawati et al., 2011)

Como conclusidon de este apartado, podemos afirmar que la seleccién embrionaria
basandonos en la morfologia es una herramienta atil para conseguir mejores tasas de
implantaciéon y gestacion. Parece claro que un buen embridn es el que procede de un zigoto
con dos pronducleos y buen patrén, que en su desarrollo presenta 4 células en dia 2 y 8 células

en dia 3, que no posee fragmentacidn o ésta es menor del 15%, que muestra simetria celular y



INTRODUCCION 27

qgue no tiene multinucleacidon. La técnica de cultivo prolongado nos permite obtener
blastocistos con mayor potencial de implantacion, pero que no quedan exentos de poder

presentar algun tipo de anomalia cromosdmica.
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1.5 EFECTOS ADVERSOS DE LA EOC

En los ultimos afios se ha suscitado un intenso debate sobre los riesgos de las TRA y, en
concreto, sobre los tratamientos de FIV. Se ha cuestionado sobre todo el efecto adverso de la
superovulacién ovdrica, no sélo por el riesgo de desarrollar el temido sindrome de
hiperestimulacién ovarica y su consiguiente riesgo para la salud de la paciente, sino también
por los posibles efectos negativos que podria tener la elevacion de 17B-estradiol (E2) a nivel de
receptividad endometrial y calidad ovocitaria/embrionaria (Forman et al., 1988; Pellicer et al.,

1996; Gelety et al., 1995; Simén et al,, 1995).

En mujeres sometidas a tratamientos de FIV con una alta respuesta a la estimulacion
ovarica se ha descrito un incremento en el porcentaje de oocitos diploides (Tarin and Pellicer
1990). Cuando la respuesta a la estimulacion ovarica es tan elevada que incluso se produce el
sindrome de hiperestimulacion ovarica, se ha observado que aumenta el riesgo de abortos (38-
40%) y de embarazos bioquimicos y se ha sugerido que los altos niveles de E2 observados
podrian afectar a la calidad genética de los oocitos obtenidos (Nasseri et al., 1999; Raziel et al.,
2002; Bahceci et al., 2006). De modo opuesto, en mujeres sometidas a FIV en las que se
observa un envejecimiento ovarico y escasa respuesta a la estimulacién ovarica también se
asocia un aumento en la incidencia de aneuploidias, como sugieren multiples estudios, unos de
forma directa (Gianaroli et al., 2000), y otros con asociaciones mas sutiles, como por ejemplo
cuando Nasseri et al. postulan niveles elevados de hormona foliculo estimulante (FSH) y de E2
en el dia 3 del ciclo como predictores de anomalia cromosémica fetal (Nasseri et al., 1999).
Estas situaciones antagdnicas introducen la idea de que el funcionamiento del ovario es
Optimo cuando no se sobrepasan determinados limites, concepto que ha dado lugar al
desarrollo de protocolos de estimulacidn mds suaves, como posteriormente veremos, con el
fin de evitar respuestas extremas y optimizar resultados. En cualquier caso, cabe recordar la
elevada tasa de alteraciones cromosémicas que caben esperar incluso en donantes tras ser
sometidas a EOC, con tasas de alteraciones cromosdémicas que varian del 42 al 57% (ver Tabla

1).
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Embriones cromosdémicamente

N¢ donantes N2 oocitos anormales
Ziebe et al. (2003) 143 144 45%
Reis Soares et al. (2003) 15 108 56,5%
Nelson et al. (2005) 22 289 42%
Munné et al. (2006) 114 1775 57%
Keskintepe et al. (2007) 11 57 56%

Tabla 1. Tasa de alteraciones cromosomicas en donantes.

A nivel uterino, la realidad es que, en la actualidad, tras mas de 50 afios de empleo de
gonadotropinas, seguimos sin conocer cuales son los pasos exactos que permiten que se
produzca la implantacion embrionaria y cual es el rol exacto que juegan distintos niveles de
esteroides sexuales. Por ello, resulta complicado conocer si existen niveles estrogénicos
insuficientes o deletéreos durante los ciclos de FIV y cuales son dichos limites. Para intentar
iluminar este aspecto, Mitwally et al. (2006) realizaron un estudio que muestra que los ciclos
asociados a niveles excesivamente altos o excesivamente bajos de E2 dan como resultado
tasas de gestacion menores que las de las pacientes en las que se alcanzan niveles intermedio-
moderados de E2. Estos autores asociaron los malos resultados obtenidos en pacientes con
niveles bajos de E2 a la mayor edad de estas mujeres, mientras que los casos con E2 elevado se
asociaron a mujeres jovenes con alta respuesta, incluso con protocolos de estimulacion
suaves, como sucede en mujeres con sindrome de ovario poliquistico. Parece obvio que niveles
bajos de E2 se asociardn con un menor nimero de oocitos obtenidos y mal prondstico (a no
ser que sea debido al empleo de algun tipo de medicacién adicional con efecto antiestrogénico
como por ejemplo, inhibidores de la aromatasa). Menos claro queda el efecto de niveles
especialmente elevados de E2, en los que la literatura es contradictoria y, aunque parece
existir un efecto nocivo sobre la implantacion endometrial (Simén et al., 1995; Yang et al.,
2001), algunos autores proponen que éste podria llegar a ser contrarrestado por la elevada
cohorte ovocitaria obtenida (Chenette et al., 1990; Sharara and McClamrock, 1999). En
cualquier caso, el principal mecanismo propuesto para justificar una disminucidén de la

receptividad endometrial durante una estimulacidn ovérica es un aumento a la sensibilidad de
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la accion de la progesterona que provocaria una aparicion precoz de la fase secretora

endometrial disminuyendo la ventana de implantacién embrionaria (Jacobs et al., 1987).

Conocemos que el desarrollo folicular posterior al estadio pre-antral es dependiente del
estimulo de las gonadotropinas y se asocia con un aumento en la produccién de estrégenos,
principalmente de E2, que alcanza su pico maximo en el estadio preovulatorio, momento en el
cual el oocito adquiere su competencia meibdtica. Las acciones de los estrégenos en el ovario
incluyen la formacion de uniones gap, crecimiento, proliferacién e inhibicion de la apoptosis de
células de la granulosa, actividad aromatasa, expresion del receptor de la hormona
luteinizante, etc. La mayor parte de la informacién de que disponemos sobre los efectos del E2
durante estos estadios del desarrollo folicular procede de experimentos in vivo e in vitro en
diferentes modelos animales. Diversos ensayos realizados en ratas han demostrado el efecto
deletéreo de la estimulacién con gonadotropinas sobre la calidad ovocitaria de forma dosis-
dependiente. Ertzeid et al. describieron una disminucidn de la capacidad de implantacién y de
la calidad embrionaria, asi como una alteracion del desarrollo fetal y embrionario en ratas
(1992). Se ha demostrado que la estimulacidn ovarica produce alteraciones en el huso
meidtico (Van Blerkom et al., 2001) y alteraciones en la distribucién de los microfilamentos
(Lee et al., 2005) y por lo tanto, en la consecucién de una meiosis sin errores. En oocitos
bovinos se ha mostrado un efecto tdxico en su maduracién in vitro con dosis elevadas de E2,
dando lugar a alteraciones en la formacién del huso meidtico y en la segregacién de los
cromosomas durante la meiosis (Beker-van Woudenberg et al., 2004). El cultivo de embriones
de ratdn con dosis crecientes de E2 mostrd un efecto negativo sobre el desarrollo embrionario,
con niveles decrecientes de blastocistos y de adhesién embrionaria, (Valbuena et al., 2001).
También se ha observado un aumento de aneuploidias en la maduracién de oocitos de ratén
“in vitro” con elevadas concentraciones de FSH. Con todo ello, podemos afirmar que el
microambiente hormonal que rodea tanto al oocito como al foliculo durante su crecimiento y
maduracién, modularia el correcto ensamblaje de los microtibulos del huso meidtico y
permitiria la correcta alineacién y segregacion de los cromosomas durante las diferentes

divisiones meidticas.

El estudio de la influencia de la respuesta a la estimulacién ovdrica sobre la dotacion
cromosdmica embrionaria mediante el empleo del PGS ha sido objeto de diversos estudios.
Para aislar dicho efecto de otros posibles factores de confusién se escogié como modelo un
programa de donacién de dvulos, en los cuales las donantes son mujeres jovenes y sin

problemas de fertilidad. En el estudio de Reis-Soares et al. (2003) se comparan los resultados
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de la EOC entre donantes altas respondedoras y parejas menores de 35 afos en las que se
realizé PGS para el estudio de enfermedades ligadas al sexo. La respuesta en donantes permite
la obtencidn de mayor numero de embriones con menor dosis de gonadotropinas v,
sorprendentemente, el nimero de alteraciones cromosémicas en los embriones fue también
mayor. Posteriormente, Munné et al. (2006c) confirmaron con un disefio ampliado los datos
de este estudio asociando el aumento de la cohorte ovocitaria por estimulaciéon con el
aumento en la incidencia de gonadotropinas. En otro trabajo realizado en mujeres infértiles
(Baart et al., 2007), se valord el efecto de dos protocolos diferentes de estimulacién ovdrica
(estdndar y suave o mild) en la incidencia de anomalias cromosdmicas en embriones
preimplantatorios. Este trabajo observd una menor incidencia de aneuploidias cuando se
utilizé el protocolo de estimulacion mas suave. El objetivo fue emplear dosis menores de
gonadotropinas con la intencién de obtener un menor ndmero de oocitos y niveles mas
controlados de E2. Estos autores concluyeron que el rendimiento del ciclo era similar con
ambos protocolos de estimulacidn, ya que el numero de blastocistos euploides obtenidos con
ambas pautas fue el mismo, de modo que con un protocolo suave de estimulacidn, aunque el
numero de oocitos recuperados era menor, no se disminuia el rendimiento del ciclo y si se
reducia el riesgo de desarrollar sindrome de hiperestimulacion ovarica. Finalmente, en el
trabajo de Haaf et al. (2009) se observa un aumento de la tasa de aneuploidia mediante FISH
del corpusculo polar con el aumento en el nimero de oocitos obtenidos tras EOC en mujeres

menores de 40 afios sometidas a un primer ciclo de FIV-ICSI.

En consonancia con estos hallazgos, como veremos posteriormente de forma mas
detallada, en los ultimos afios se han desarrollado, especialmente en el norte de Europa,
protocolos mas suaves de estimulacidn ovdrica, e incluso hay autores que estan valorando la
posibilidad de aprovechar los ciclos naturales con la idea de reducir los riesgos asociados a la
FIV (Nargund et al., 2001; Pelinck et al., 2005). En 2004, Ziebe et al. compararon la calidad
embrionaria en ciclos naturales y ciclos estimulados en una misma paciente y no se
encontraron diferencias en los patrones de morfologia y desarrollo embrionarios. La
evaluacion de la calidad embrionaria no se realizd a nivel cromosdémico, algo que si realizd
Verproest et al. en 2008 (Verpoest et al., 2008), mostrando que las alteraciones cromosdmicas

estan presentes en pacientes jovenes incluso en ausencia de estimulacién ovarica.

Al explicar los efectos adversos de la EOC, cabe mencionar el riesgo epigenético asociado
a las TRA. En los organismos pluricelulares todas las células tienen la misma informacion

genética. Sin embargo, existen diferentes tipos celulares que tienen morfologia y funciones
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diferentes, por ejemplo, las neuronas son responsables de enviar sefiales para coordinar el
organismo, las células musculares son responsables del movimiento de dicho organismo, etc.
Estas diferencias de funciéon y de morfologia se deben a que cada tipo celular tiene un
contenido concreto en transcritos de ARN y de proteinas, que se consigue a través de la
regulacién de la expresidon de los diferentes genes. Estos mecanismos de regulacién de la
expresion génica se transmiten meidtica y mitéticamente (de una generacidén a otra y en las
células de un mismo individuo) sin que ocurra un cambio en la secuencia fundamental de
bases del ADN. Estos son los denominados mecanismos epigenéticos que no se rigen por las

leyes de Mendel.

Célula germinal primordial

*Usode células germinales inmaduras
*Hiperestimulacién ovarica

*Maduracion in vitro de células germinales
*Criopreservacion de células germinales

Aparicion del
imprinting

Gametos maduros Zigoto

*Condiciones del cultivo
*Criopreservacion embrionaria

meassss) () ———

Fecundacion
FIV/ICSI Consolidacién del imprinting

Estrés mecanico

Figura 7. Aparicidn y consolidacion del imprinting

El imprinting gendmico es una forma epigenética de regulacién génica que implica la
expresion monoalélica de uno de los alelos de un gen dependiendo del origen parental de
dichos alelos. O dicho de otro modo, tenemos dos copias de cada gen autosdmico que,
generalmente, se expresan de forma simultdnea de ambos alelos; sin embargo, existe un
pequefio subgrupo de genes, cuyos alelos paternos o maternos son silenciados (Manipalviratn
et al., 2009). El establecimiento y el mantenimiento del imprinting se produce durante la
gametogénesis y los primeros estadios del desarrollo embrionario, justo el momento en el que
actuan las TRA. Ello llevé a suponer que estas técnicas podrian interferir en el correcto
establecimiento y mantenimiento del imprinting (ver Figura 7) y que, el hecho de utilizar
células germinales inmaduras, la maduracion in vitro de células germinales, la estimulacidn
ovdrica y la criopreservacidon de estas células, podria interferir en el establecimiento del

imprinting. El mantenimiento del imprinting podria estar afectado por las condiciones de
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cultivo y la criopreservacion de embriones. Se precisan mas estudios sobre como pueden
afectar las TRA en los errores del imprinting y en el desarrollo embrionario. En cualquier caso,
cabe recordar que la incidencia absoluta de alteraciones del imprinting es pequefia (<1/12.000

recién nacidos) (Manipalviratn et al., 2009).
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1.6 EL DESARROLLO DE LOS PROTOCOLOS SUAVES O MILD

La FIV es un método con una efectividad consolidada para el tratamiento de la
infertilidad. El aumento de las tasas de gestacion ha hecho dirigir nuestra mirada a los posibles
efectos indeseables. La FIV supone la inyeccidn diaria de medicacion, ecografias, analiticas
periddicas, el paso por quiréfano para la extraccidn ovocitaria, visitas frecuentes al centro
médico... Todo ello puede condicionar la aparicidon de distrés emocional en los pacientes. Los
protocolos tradicionales son caros, complejos y estdn asociados a la posibilidad de aparicién de
efectos secundarios. Ademas, el empleo de agonistas de la GnRH puede provocar sintomas de
ansiedad, depresion y cefaleas (de Klerk et al., 2006), a pesar de lo cual, continta siendo el
protocolo mas frecuentemente empleado (Macklon et al.,, 2006). El concepto de mild
stimulation o estimulacién suave fue introducido por Edwards et al. en 1996. Su utilizacién
intenta disminuir el coste de la medicacion empleada, la posibilidad de aparicion de
complicaciones (especialmente el sindrome de hiperestimulacidon ovarica) y las molestias
asociadas al tratamiento, sin producir una afectacion de las tasas de gestacion (Fauser et al.,

1999).

Se plantean fundamentalmente en protocolos con antagonistas, los cuales previenen el
pico prematuro de la LH mediante un bloqueo competitivo del receptor de la GnRH. A
diferencia de los agonistas, los antagonistas no provocan un aumento inicial de la liberacién de
gonadotrofinas enddgenas, sino que consiguen un blogqueo inmediato y reversible de la
funcién gonadotropa. El inicio de la medicacién se empieza mds tarde que en los protocolos
tradicionales con el fin de aprovechar la elevacion fisioldgica de la FSH enddgena que se
produce entre los ciclos hormonales ovaricos. Esta elevacion de la FSH producird el
reclutamiento folicular inicial y el inicio de la administracion de las gonadotrofinas se
demorard hasta el dia 5 del ciclo, permitiéndose asi, un empleo de una dosis menor de FSH
exdgena y una menor duracion del tratamiento (De Jong et al., 2000; Heijnen et al., 2007). Esta
estrategia nos permite actuar en el momento en el que la FSH enddgena empieza a disminuir
sus niveles, no afectadndose el reclutamiento y la seleccidn fisioldgica iniciales, y permitiendo el
desarrollo de multiples foliculos dominantes. Por el contrario, en los protocolos
convencionales largos que emplean la desensibilizacién hipofisaria con agonistas de la GnRH,
el reclutamiento y seleccién folicular naturales desaparecen por completo, permitiendo el

crecimiento de foliculos en muy diferentes estadios de desarrollo.
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“mild” o suave
FSH/HMG exdgena
FSH/HMG exdgena

ventana ventana ventana

Nivel FSH R— /\Ct

20

15
Tamafio
folicular (mm) ©
1 7

1 7 14

-

7 14

Dia delciclo Dia de estimulacién Dia de estimulacién

Figura 8. Representacion grafica de los niveles de FSH y su correspondiente desarrollo folicular
durante un ciclo espontaneo, un ciclo estimulado y un ciclo con estimulacion mild.

Este tipo de protocolos se basan el concepto de “ventana de la FSH”. La atresia del
cuerpo luteo en la fase lutea tardia provoca una marcada caida de los niveles de estrégenos,
inhibina A y progesterona que, desencadenan un aumento de la secrecion pulsatil de GnRH y
esta, a su vez, provoca el aumento de la secrecién de FSH. Cuando los niveles de FSH alcanzan
un determinado nivel se produce el reclutamiento del pool de foliculos que crecera en ese ciclo
(Hodgen, 1982; Gougeon and Testart, 1990). Posteriormente, en la fase folicular inicial, se
produce un aumento de la produccidn estrogénica secundario a la acciéon de la FSH sobre la
actividad aromatasa de las células de la granulosa. Este mecanismo desencadena un efecto de
feed-back negativo que pone fin a la elevacion de los niveles de FSH. Como consecuencia, el
foliculo con mayor sensibilidad para la FSH se convierte en el dominante y continda su
desarrollo, mientras que el resto van a la atresia debido a su menor sensibilidad a la FSH, su
menor capacidad de sintesis estrogénica y la mayor concentracién de andrégenos ovaricos
(Van Stanbrink et al., 1995). Sobre estos conocimientos de la fisiopatologia del eje hipotalamo-
hipdfisis-ovario se ha establecido el concepto de “ventana de la FSH” en el que se ha ensalzado
la importancia de la duracién del periodo por encima de la importancia del nivel maximo de
FSH alcanzado. Asi, si administramos 375 Ul de FSH en la fase folicular inicial creceran foliculos
pequefios en los dias siguientes pero no afectaremos el desarrollo del foliculo dominante. Por
el contrario, si damos 75 Ul de FSH pero durante 5 dias se desarrollan multiples foliculos

dominantes (Schipper et al., 1998). Ademas de la duracidn de la administracion de la FSH, es
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importante tener en cuenta el momento de inicio de su administracion; si comparamos su
administracién en dia 3, 5 y 7 de ciclo, observamos que empezando en dia 3 o 5 obtenemos
desarrollo folicular multiple en el 70% de los pacientes, mientras que si lo hacemos en dia 7,
Unicamente lo tendran el 35% de los pacientes (Hohmann et al., 2001). Es posible que
aumentando la dosis de FSH en los pacientes que no han sido capaces de desarrollar un
crecimiento folicular multiple, seamos capaces de conseguir esta respuesta (Cédrin-Durnein et
al., 2006). Estos conocimientos de la dinamica folicular nos permiten entender mejor los

planteamientos que sustentan los protocolos suaves.

Los protocolos de estimulacion ovarica convencionales han pretendido, de forma
tradicional, aumentar el nimero de oocitos disponibles con el fin de compensar las
ineficiencias del proceso de FIV. La obtencidn de un escaso nimero de oocitos se ha asociado
con un peores resultados y con el envejecimiento del ovario (Beckers et al., 2002). A pesar de
la falta de consenso en cuanto a una definicion de baja respuesta, lo cierto es que cuanto
menor es el nimero de oocitos, menores son las tasas de éxito (Keay et al., 1997). Sin
embargo, esta misma baja respuesta tras la aplicacion de protocolos mild o suaves no tiene el
mismo significado, de hecho, se asocia con una probabilidad de gestacion al menos igual. Esto
ha llevado a postular que un bajo nimero de oocitos obtenidos tras una estimulacién suave
representa una respuesta fisiolégica a una interferencia sutil en la seleccién del foliculo
dominante y no una manifestacién asociada al envejecimiento ovarico (Hohmann et al., 2003;

Heijnen et al., 2007).

Un analisis (Verberg et al., 2007) de qué tipo de pacientes podria no obtener beneficio de
estos planteamientos consiguié identificar 4 grupos: aquellos con mayor duracidon de su
infertilidad, los que tienen ciclos cortos, los que poseen infertilidad secundaria y aquellos con
elevado indice de masa corporal (IMC). Una mayor duracién de la infertilidad supone fallos
sutiles y, en muchas ocasiones no diagnosticados, que pueden ser obviados mediante el
empleo de protocolos agresivos y que, por el contrario, se ponen de manifiesto con protocolos
mas suaves. Los ciclos cortos con respuesta ovdrica insuficiente pueden ser consecuencia de
un acortamiento de la fase folicular en pacientes en los que la selecciéon del foliculo dominante
habia sucedido con anterioridad a la administracion de FSH exdgena (Klein et al., 2002). En
estos casos ya no es posible rescatar a los foliculos no dominantes. También es posible que el
acortamiento de los ciclos sea una manifestacion precoz de la disminucién de la reserva y del
envejecimiento ovarico. La asociacion encontrada con la infertilidad secundaria parece

deberse al escaso tamafio de la muestra analizada y no parece tener excesiva plausibilidad
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bioldgica. La escasa respuesta ovérica y la necesidad de mayores dosis y duracion del
tratamiento en pacientes obesas es conocida (Dechaud et al.,, 1998). Los grupos resefados
mejorarian sus resultados cambiando el inicio de la administracion de FSH exdgena desde el

dia 5 al dia 2 de ciclo.

En este tipo de protocolos se intenté establecer, en primer lugar, cual era la dosis
minima eficaz y, al comparar dosis de 100 Ul con dosis de 150 Ul de FSH, se concluyé que esta
ultima dosis conseguia con mayor efectividad el desarrollo folicular multiple (de Jong et al,
2000). En un estudio prospectivo randomizado posterior con 142 pacientes se comparo la
eficacia de un protocolo suave (inicio de 150 Ul de FSH en dia 5 del ciclo y empleo de
antagonistas) con la de un protocolo con antagonistas tradicional (inicio de 150 Ul de FSH en
dia 2) y otro largo con la misma dosis de gonadotropinas diarias. Este estudio mostrd tasas de
gestacion comparables en el grupo de estimulacidon suave con respecto al que empled el
protocolo largo, con una menor dosis total de medicaciéon y menor duracion del tratamiento
(Hohmann et al., 2003). Posteriormente, un nuevo estudio intentd unir el concepto de
estimulacién suave al de transferencia embrionaria de un solo embridon. Se incluyeron 404
pacientes y se vieron resultados al cabo de un afio frente a una estimulacién con protocolo
largo y transferencia de dos embriones. Los resultados mostraron que la estimulacion suave
empleaba una menor cantidad de medicacién a consecuencia de una menor duracién del
tratamiento. Ademas, se redujo el numero de gestaciones gemelares y sus costes asociados sin
afectar la posibilidad de recién nacidos vivos tras un afio de tratamiento (Heijnen et al., 2007).
Finalmente, otro estudio tratd de explicar los buenos resultados de esta estrategia mediante el
empleo del PGS y obtuvo una proporcidén mayor estadisticamente significativa de embriones
euploides en el protocolo de estimulacion suave con 150 Ul diarias de FSH que se empiezan a
administrar en dia 5 del ciclo en comparacién con otro largo y 225 Ul diarias de FSH (Baart et
al., 2007). Estudios de coste-efectividad de este tipo de planteamientos han mostrado su
superioridad en dichos términos, pero su verdadera ventaja en términos econémicos y de
calidad de vida es la disminucién de la gestaciones multiples y su comorbilidad asociada

(Polinder et al., 2008).
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al. (2007) Feb 02- mar 04 i . alcanza 14  mm. | ESH Mis ciclos por paciente.
Hijo previo tras FIV o L,
. . Combinado con Igual tasa de gestacion al cabo
no ciclos FIV previos o .
transfer Gnico de 1 afio de tratamiento.
Ciclos regulares
dad < Menor numero de oocitos y
Bdad <38 150 Ul de FSH embriones
L IMC 19-29 empezando en d5; | Protocolo largo con } .
Baart et ECR bicéntrico. antagonista si | agonistas v 225 Ul de Igual nimero de embriones
al. (2007) | Dic 02-ago 05 Espermiograma > 5 a8 8 Y euploides por ciclo.
mill/ml foliculo mayor | FSH
alcanza 14 mm Menor proporcién de
No ciclos FIV previos mosaicismo embrionario
con transfer
Tabla 2. Analisis de los estudios que han desarrollado la estimulacion mild o suave.
Un reciente metaanalisis sobre este tipo de protocolos postula que el nUmero éptimo de
oocitos obtenidos en un ciclo de FIV dependera del régimen de estimulaciéon ovdrica

empleado. Por tanto, cabe recalcar que en estos protocolos suaves no debemos tener miedo a
obtener un menor nimero de oocitos, ya que habremos conseguido seleccionar una cohorte
homogénea de oocitos de buena calidad mediante dos mecanismos: la escasa interferencia
con la seleccidn folicular fisioldgica y la minimizaciéon de la exposicion de los foliculos en
crecimiento a los potenciales efectos negativos de las gonadotropinas exdgenas en dosis

elevadas (Verberg et al., 2009a).

En la estimulacién ovarica convencional el nUmero dptimo de oocitos a obtener se situa
entre 8 y 15 (Fauser et al., 2010). Un nimero muy bajo de oocitos supone que el pool de
foliculos ovdéricos estd disminuido a causa de un envejecimiento ovarico. Por tanto, si
aumentamos el nimero de oocitos aumentamos la posibilidad de seleccionar el/los mejores
embrion/es para ser transferidos. Sin embargo, por encima de un determinado punto las tasas
de gestacidén se ven afectadas debido a los efectos deletéreos del desarrollo de un gran
numero de foliculos, y sus niveles hormonales suprafisiolégicos concomitantes, sobre la

calidad ovocitaria y embrionaria (Simon et al., 1995), asi como sobre la receptividad
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endometrial y la funcién del cuerpo IUteo (Devroey et al., 2004; Tarlatzis et al., 2006). Asi pues,
se ha mostrado una correlacidn negativa entre la dosis total de FSH empleada y las
posibilidades de gestacion (Strandell et al., 2000). En este estudio se sugiere una asociacion
entre el envejecimiento ovarico y la dosis total de FSH empleada. En el caso de la estimulacién
suave estos efectos parecen presentarse cuando se obtienen mas de 9 oocitos (Verberg et al,
2009b). Esta hiperespuesta ovarica en el grupo con estimulacion suave y su menor tasa de
gestacion asociada, podrian ser consecuencia de la apariciéon de una elevacién prematura de
los niveles de LH. Su aparicién, a consecuencia de niveles elevados de estradiol durante la
estimulacién ovarica inicial, tiene demostrados efectos negativos sobre la tasa de gestacion

evolutiva (Humaidan et al., 2002).

Posibles inconvenientes de este tipo de protocolos son el aumento de las tasas de
cancelacién, la posible disminucién del nimero de embriones disponibles para la
transferencia, la no transferencia o la no existencia de embriones para su criopreservacion.
Cuando este tipo de planteamientos no consiguen gestacién, los pacientes suelen preferir
cambiarlo en futuros ciclos (Hgjgaard et al., 2001). Ademas, los estudios que exploran estos
planteamientos suelen centrarse en pacientes con buen prondstico y, a priori, con menores
posibilidades de aneuploidias, no siendo quizad extrapolables los resultados a pacientes con

reserva ovdrica comprometida.

La evidencia de los potenciales efectos negativos de la estimulaciéon ovdrica proviene
tanto de la experimentacién animal como en humanos. Dicho efecto nocivo puede ser
consecuencia de una interferencia con la seleccién natural de oocitos de buena calidad o de la
exposiciéon de los foliculos en crecimiento a los potenciales efectos deletéreos de la

estimulacion ovarica.

Tras la exposicidon a altas dosis de gonadotropinas durante la maduracién in vitro de
oocitos se ha comprobado la existencia de un mayor nimero de alteraciones morfoldgicas y
cromosdmicas (van Blerkom y Davis, 2001; Roberts et al., 2005). También se ha comprobado la
existencia de peores tasas de implantacidn en caso de elevados niveles de estradiol (Valbuena
et al., 1999). Se ha propuesto que la estimulacién ovarica puede afectar a los mecanismos
envueltos en mantener una adecuada segregacion cromosdmica (Munné et al., 1997). Un
reciente ensayo clinico randomizado, mencionado previamente, ha mostrado una proporcién
significativamente mayor de embriones euploides en el grupo con estimulacién suave (63 vs
45%), lo que sugiere que los oocitos y embriones extra obtenidos son de peor calidad. La

estimulacién suave consiguid un menor nimero de oocitos y embriones estadisticamente
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significativo, pero no hubo diferencias en el nimero de embriones cromosémicamente
normales obtenidos por paciente (1,8). Ademas, la proporcidon de mosaicismo embrionario
también se vio afectada en el caso de la estimulacién convencional (65 vs 37%), lo cual sugiere
gue las anormalidades en la constitucidn cromosdémica se producen a consecuencia de errores

en la segregacion mitdtica de los estadios embrionarios iniciales. (Baart et al., 2007).

Tras producirse el reclutamiento folicular inicial y el crecimiento del pool de foliculos, el
oocito pasa de un didmetro de 35 a 120 um. Su crecimiento y maduracidon se produce en
relacion con el del foliculo, existiendo senales bidireccionales entre el oocito y las células de la
granulosa (Eppig, 2001). Los oocitos deben de conseguir una madurez tanto en su nucleo como
en el citoplasma para posteriormente ser capaces de permitir un adecuado desarrollo
embrionario (Albertini et al., 2003). Recientemente, la experimentacion con ratones ha
demostrado que alteraciones de las sefales que regulan la foliculogénesis pueden alterar los
estadios tardios del crecimiento ovocitario, aumentando el riesgo de alteraciones en la
segregacion cromosémica de las posteriores divisiones meidticas (Hodges et al., 2002). La
inactivacién de la subunidad proteica del complejo sinaptonémico meiético (SYCP3) en un
modelo murino revelé un aumento de errores de segregacion en la primera division meidtica
y, también, un aumento de errores en la segregacion mitética en las divisiones embrionarias
iniciales (Yuan et al., 2002; Lightfood et al., 2006). Estos hallazgos van en consonancia con el
trabajo de Baart en el que el aumento de la proporcion de embriones anormales parece
deberse a un aumento de errores en la segregacion mitética, que conduce a mosaicismos

embrionarios.

Recientemente, se han intentado exportar las bondades de los protocolos mild a otras
formas de estimulacidn, como muestra el trabajo de Ferndndez-Shaw et al. en el que, tras
realizar una EOC con protocolo largo, se consiguen resultados similares en cuanto a nimero de
embriones 6ptimos para la transferencia y tasa de implantacién con dosis de FSHr de 100 Ul
versus 150 Ul. El trabajo persigue disminuir tanto los costes asociados a la medicacién como
los riesgos asociados a la transferencia de un mayor nimero de embriones, sin producir una

afectacién de la tasa de gestacion.
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2. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO E HIPOTESIS DE TRABAJO

Las altas expectativas gracias a las bondades que las gonadotropinas parecian ofrecer se
vieron parcialmente truncadas por la preocupacién sobre el posible efecto deletéreo de las
mismas sobre la calidad ovocitaria y embrionaria, no sélo desde el punto de vista morfolégico
y estructural sino también cromosdmico. Se cree posible que las gonadotropinas afecten al
proceso de segregaciéon cromosémica durante la meiosis de una forma dosis dependiente
(Baart et al., 2007.; Tarin et al., 1990) Esto puede explicar el por qué las tasas de éxito no son
superiores en las TRA a pesar de los grandes avances tecnoldgicos disponibles hoy en dia en los
laboratorios de reproduccién asistida. Es este punto en concreto el que ha llamado nuestra
atencién y ha permitido disefiar el presente trabajo con el fin de dilucidar si las dosis altas de

gonadotropinas se asocian con una mayor incidencia de alteraciones cromosémicas.

Los estudios previos que han empleado el PGS para intentar dilucidar si una alta
respuesta durante un ciclo FIV supone un aumento de aneuploidias muestran resultados
contradictorios. Por ejemplo, Gianaroli et al (2000) obtuvo una incidencia similar de embriones
cromosdmicamente anormales independientemente del tamafo de la cohorte ovocitaria
obtenida, en pacientes que habian sido clasificadas como de mal prondstico por edad materna
avanzada o por fallos de implantacién (3 o mas ciclos FIV sin conseguir gestacion). De modo
opuesto, la biopsia del corpusculo polar muestra un aumento en la incidencia de aneuploidias
tras EOC en las mujeres menores de 40 afios cuando su respuesta supone la obtencién de mds

de 10 oocitos (Haaf et al., 2009)

La tendencia actual es la realizacidon de protocolos menos agresivos con el
convencimiento de que las estimulaciones suaves o los ciclos naturales pueden ayudarnos a
disminuir la incidencia de aneuploidias y minimizar los efectos indeseables asociados a la FIV
tradicional. Estos protocolos no afectan los resultados en términos de tasas de gestacién
(Verberg et al., 2009) y, ademas, podrian evitar la obtencion de un pool embrionario adicional
con escasas posibilidades de viabilidad; asi parece deducirse del estudio de Baart et al. (2007)
en el que muestra la existencia de una limitacién en el nimero medio de embriones euploides
que es posible obtener por cohorte ovocitaria y estimulacién (dos), independientemente del
numero de oocitos obtenidos. Sin embargo, la realidad es que las alteraciones cromosdmicas
parecen intrinsecas al propio proceso de meiosis humano, como parece demostrar el hallazgo

de un 36,4% de aneuploidias en ciclos no estimulados (Verpoest et al., 2008) o la ausencia de
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diferencias en la morfologia embrionaria al comparar ciclos naturales con ciclos estimulados

(Ziebe et al., 2004)

Reis Soares et al. en 2003 describid una alta tasa de aneuploidias en donantes con alta
respuesta que afectaba al 56,5% de sus embriones tras haber obtenido una media de 25,9
oocitos por puncidn. En el grupo de comparacién, mujeres menores de 35 afos en las que se
realizaba PGS por enfermedades ligadas a los cromosomas sexuales, se obtuvo una tasa de
aneuploidias del 37,3% con una media de oocitos obtenida mucho menor (14,8). Munné et al.
en 2006 confirmo cifras similares de aneuploidias en donantes (57%) comparables con las que
existen en pacientes infértiles con un rango de edades similar. Finalmente, Keskintepe et al.
(2007) refiere cifras similares (56%). Todos estos resultados sugieren que el aumento en la tasa
de alteraciones cromosdmicas puede ir ligado al aumento en la respuesta a las

gonadotropinas.

La alta respuesta a la estimulacidn ovdrica determina la recuperaciéon de un nimero
elevado de oocitos que provienen de foliculos en diferentes grados de desarrollo. Aunque de
foliculos de pequefios didmetros se pueden obtener oocitos con madurez nuclear, la hipétesis
de que el incremento de la frecuencia de aneuploidias en pacientes con alta respuesta se deba
a la inmadurez citoplasmatica permite suponer que dichos oocitos maduros serian mas
propensos a dar lugar a oocitos con defectos en la formacion del huso meidtico y en la
alineacién de los cromosomas en la placa meidtica y por tanto, dar lugar a embriones
cromosdmicamente anormales. La hipdtesis de trabajo del presente proyecto es que una dosis
mayor de gonadotropinas condicionara una mayor respuesta y la recuperacién de un mayor
numero de Ovulos que podrian dar origen a un mayor porcentaje de embriones
cromosdmicamente anormales. Independientemente de la dosis y la respuesta, creemos
posible que el nimero final de embriones cromosémicamente normales disponibles para

transferencia por ciclo de estimulacion sea similar con ambas estrategias de estimulacién.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo principal:

Evaluar el efecto de la disminucién de las dosis de gonadotropinas en la incidencia de

alteraciones cromosomicas.

3.2 Objetivos secundarios:

1.- Evaluar el efecto de la disminucién de las dosis de gonadotropinas en los niveles de
estradiol y el nimero de oocitos obtenidos en donantes de dvulos jovenes, con cariotipo

normal, sin problemas de fertilidad y con una alta respuesta a la EOC.

2.- Valorar si la estimulacién ovarica con protocolos mas suaves, y la disminucion en el
nivel de estradiol en estos ciclos, tiene una repercusién directa en la calidad embrionaria en

cuanto a la morfologia y al desarrollo embrionario.

3.- Analizar y comparar la eficiencia total del ciclo de estimulacidn ovarica, comparando
el numero total de blastocistos cromosdmicamente normales que se obtienen al final del ciclo
con cada uno de los protocolos de estimulacion utilizados, asi como los resultados clinicos en

términos de gestacion evolutiva y recién nacidos vivos.
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4. MATERIAL Y METODOS

4.1 DISENO

Estudio prospectivo de cohortes en el que se realiza PGS en los embriones resultantes de
dos regimenes de estimulacién realizados de forma consecutiva sobre un total de 32 donantes:
en el primer ciclo (dosis estandar), las donantes fueron estimuladas con un protocolo largo con
225 Ul/dia de FSHr vy, en el segundo ciclo, las mismas donantes recibieron una dosis diaria de
gonadotropinas un 30% menor (150 Ul/dia de FSHr). El intervalo entre ambos ciclos fue de al
menos 3 meses. De las 22 pacientes que completaron ambos ciclos, el intervalo de tiempo
entre ambos ciclos fue de 3 meses para 7 donantes, de 6 meses para 6 de ellas y de mas de un

afo para el resto.

12 ESTIMULACION 22 ESTIMULACION

DOSIS ESTANDARD DOSIS REDUCIDA

DONANTE

PGS

Figura 9. Disefio del estudio; cada donante sera sometida a dos estimulaciones con distinta dosis. Los
embriones seran sometidos a PGS



MATERIAL Y METODOS 45

4.2 LUGARES DE EJECUCION

Instituto Universitario Instituto Valenciano de Infertilidad (IU-IVI). Valencia.
Instituto Valenciano de Infertilidad (IVI). Alicante.

Este estudio fue sometido a valoracién por el comité ético del IU-IVI, Valencia, que
concedid su aprobacién para la realizacion del mismo (ver documentacion adjunta en el

apartado 8.1).
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4.3 SUJETOS DE ESTUDIO:

4.3.1 Donantes de 6vulos:

Se han incluido un total de 32 donantes de évulos, sanas, con cariotipo normal, con edad
entre 18 y 35 afios, que realicen la donacidn de forma andnima vy altruista, y que previamente
hayan tenido una alta respuesta a un protocolo largo de estimulacién ovarica (>20 oocitos y/o
niveles de estradiol el dia de la hCG >3000 pg/mL) sin que hayan desarrollado sindrome de
hiperestimulacién ovarica moderado o severo. Las mujeres deberan tener un indice de masa
corporal (IMC) normal (18-25 Kg/m2) y ciclos menstruales de duracion normal (26-34 dias).
Todas las mujeres deben cumplir los criterios de inclusién del programa de donacién de
oocitos del IVI, que incluye la realizacién de una exploracién fisica general y ginecoldgica
normales, ausencia de enfermedades hereditarias familiares, cariotipo normal, negatividad en
el estudio del sindrome de X-fragil y ausencia de exposicidon previa a radiaciones, productos
téxicos o drogas intravenosas. No se podrd haber llevado medicacion de efecto endocrino

(incluyendo gonadotropinas o anticonceptivos orales) durante los 3 meses previos.

Se excluira del estudio aquellas donantes con dos o mas abortos espontaneos previos y/o
con sindrome de ovario poliquistico definido por la presencia de al menos dos de los siguientes
criterios: hiperandrogenismo clinico o analitico (Testosterona mayor de 1,9 ng/mL), alteracion
menstrual tipo oligo-amenorreas y patrén ecografico caracteristico (12 o mas foliculos de 2-9
mm). Previo consentimiento informado (ver documentacién adjunta en el apartado 8.2), estas
donantes se someteran a dos ciclos consecutivos de estimulaciéon ovarica para donacidn

ovocitaria.

La supresion con analogos de la GnRH se realizara de forma constante, comenzando en la
fase latea previa al ciclo de estimulacién con 0,5 mg de acetato de leuprorelina (PROCRIN®,
Abbot, Madrid, Espafia) hasta la menstruacién siguiente. Previamente al inicio del tratamiento
se comprobara la quiescencia ovarica mediante ecografia transvaginal. Con la regla se
disminuira la dosis de agonista a la mitad (0,25 mg) y se iniciaran las gonadotropinas segun el
protocolo correspondiente, que se detalla a continuacidn. Los 6vulos obtenidos serdn

destinados en cada ciclo a una paciente receptora de oocitos.

Ciclo con dosis _estdndar: 225 Ul de FSH recombinante (Gonal F®, Merck-Serono,

Alemania; o Puregon®, Organon, Madrid, Espafia) durante los 5 primeros dias, momento en el
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cual se ajustara la dosis, de forma individualizada y si es necesario, en funcidn de los niveles de
estradiol (E): si E; es < 400 pg/ml la dosis se aumenta a 300 Ul/dia; si E, se encuentra entre
400 y 600 pg/ml la dosis se mantiene constante; si E, es > 600 pg/ml, la dosis se disminuye a

150 Ul/dia.

Ciclo_con dosis reducida: 150 Ul de FSH recombinante (Gonal F®, Merck-Serono,

Alemania; o Puregon®, Organon, Madrid, Espafia) durante los 5 primeros dias. En este
protocolo la dosis de FSHr nunca se aumenta independientemente de la respuesta existente,

pero si se reduce en caso de niveles de E, >600 pg/ml.

Inicialmente, 32 donantes fueron sometidas a la estimulacidn estandar, pero durante el
ciclo con dosis reducida, 10 fueron canceladas por respuesta insuficiente para el programa de
donacién de oocitos del IVI (definido como menos de 5 foliculos mayores de 18 mm el dia de la
administracion de la hCG). Cuando la poblacién folicular alcance un tamafio de 18-19 mm de
diametros medios, se administrardn 250 microgramos de coriogonadotropina alfa
recombinante (hCG; Ovitrelle®, Merck-Serono, Alemania). Por tanto, 22 donantes completaron

de forma satisfactoria ambos protocolos de estimulacién (ver Figura 10).

La puncién folicular se realizara 36 horas después de la administracién de la hCG bajo
sedacion general y guia mediante ecografia transvaginal. Los niveles de E2 y progesterona se

midieron el dia de la administracion de la hCG.

Dosis estandar (n=32 PGS Ciclos que alcanzan
donantes) puncién oocitaria (n=32)
Donantes que Donantes que Ciclos cancelados por BR
cumplieron los criterios aceptaron participaren (n=10)
deinclusion (n=32) el estudio (n=32)
Subgrupo I: obtenciénde un
Dosis reducida (n=32 numero similar de oocitos con

donantes) dosis estandar y reducida (n=9)

Subgrupo Il: obtenciéon de la

PGS mitad de oocitos con dosis

reducida en comparacién con
la estandar(n=13)

Figura 10. Flujo de las participantes a lo largo del estudio.
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4.3.2 Receptoras de 6vulos:

Se consideraran criterios de exclusién para las pacientes receptoras de oocitos: fallo
repetido de implantacion embrionaria en ciclos previos (siempre que se mantenga la misma
pareja) definido como fallo de gestacidn clinica a la transferencia de al menos 2 embriones de
buena calidad por ciclo durante tres ciclos o 10 embriones en total, parejas con factor
masculino severo definido como la presencia de un porcentaje igual o menor al 5% de formas
normales y/o un recuento inferior o igual a 5 millones de espermatozoides por ml o uso de
muestras tomadas de biopsia de testiculo. También serdn excluidas aquellas parejas que
tengan indicado el PGS por otra causa. Previo consentimiento informado se procederd a la
realizacion de un ciclo de inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) con PGS de
los embriones obtenidos para la evaluacion de los cromosomas 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X e Y.

El procedimiento de biopsia y anadlisis cromosdmico se detalla a continuacion.
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4.4 BIOPSIAY CULTIVO EMBRIONARIO

Cronologia de un ciclo de FIV con PGS:

Dia 0: aspiracién folicular e ICSI
Dia 1: valorar fecundacioén a las 18-20 horas
Dia 2: valorar desarrollo embrionario a las 24 horas

Dia 3: biopsia embrionaria de los embriones evolutivos. Comienza el analisis genético
mediante FISH o PCR

Dia 4: valorar desarrollo embrionario

Dia 5: seleccionar para la transferencia los embriones normales o no afectados con buena
evolucién

FECUNDACION
IVF (Medicult)
Dia 2 BIOPSIA
IVF:CCM (Vitrolife) EMBRIONARIA
RESULTADOSY D@ 3 .
CCM (Vitrolife)
TRANSFERENCIA

Dia4d
CCM (Vitrolife)

CCM (Vitrolife)

Figura 11. Desarrollo embrionario y medios de cultivo utilizados en un ciclo de PGS
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Tras la puncidn folicular, los oocitos correctamente fecundados serdn colocados en
cocultivo con células epiteliales de endometrio desde el dia 2 (Mercader et al, 2006) de su
desarrollo hasta el momento de la transferencia o congelacidon de los mismos (dia 5). Los

medios de cultivo utilizados seran IVF y CCM (Vitrolife, Scandinavian IVF, Suecia) (ver Figura

11).
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Figura 12. Biopsia embrionaria con laser

La biopsia se realizard en un medio sin Ca2+y Mg2+ (G-PGD, Vitrolife, Scandinavian IVF,
Suecia), suplementado con albimina. Brevemente (ver Figura 12), para la biopsia se sujeta el
embrién con la pipeta holding de modo que en la posicion de las 3 horarias quede un
blastémero con nucleo Unico claramente visible. Para realizar un orificio en la zona peldcida se
utilizan varios pulsos de laser, con el resultado de un orificio no superior a 35 um. Se aspiran
uno o dos blastémeros con nucleo Unico y visible y se libera al embrién de la pipeta de
sujecion. Concluida la biopsia, se retiran los embriones de la placa de biopsia y se lavan
repetidas veces en una placa con medio de cultivo para eliminar los restos de medio de biopsia

sin Ca2+y Mg2+ antes de colocar de nuevo en la placa de cocultivo.

Los blastémeros extraidos permanecen en la placa de biopsia hasta el momento de la
fijacién, que se realiza de forma individual en un portaobjetos utilizando la solucidn de fijacién
compuesta por metanol: acido acético glacial en proporcién 3:1. Se deposita el blastdmero

sobre el portaobjetos con un volumen minimo de medio o solucién hipotdnica y se dejan caer
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gotas de la solucidn de fijacidn sobre la célula hasta que el nicleo queda extendido y sin restos

de citoplasma (ver Figura 13 ).

blastémero

©O
OO

Medio de lavado
o KCl 0.075M

Metanol- Acético 3:1

Figura 13. Fijacion de las blastomeras durante el FISH
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4.5 HIBRIDACION "IN SITU" FLUORESCENTE (FISH):

En una primera ronda de hibridacidn se analizaran los cromosomas 13, 16, 18, 21 y 22
con el kit comercial MultiVysion PB (Vysis, Inc. Downers Grove, IL.USA). Para ello se coloca la
sonda sobre le portaobjetos, con un cubre de 10mm vy se co-desnaturaliza en placa calefactora
(Thermobrite, Vysis Inc. IL.USA) durante 4 minutos a 732C, para hibridar a continuacién entre 3
y 5 horas. Las sefiales de hibridacién se analizan con microscopio de fluorescencia con los
filtros adecuados. En una segunda ronda de hibridacién se analizan los cromosomas 15, X e Y
con el kit MultiVysion 4 Custom Color (Vysis, Inc. Downers Grove). Se coloca la mezcla de las
sondas sobre el drea de hibridacién y tras colocar de nuevo cubre de 10 mm se
codesnaturalizan de nuevo a 732C y se dejan hibridar durante 1 hora. Transcurrido el tiempo

de hibridacion se evaltan las sefales con microscopio de fluorescencia.

Los nucleos con sefales no concluyentes o con ausencia de sefial para cualquiera de los
cromosomas analizados fueron reanalizados mediante el empleo de pruebas subtelomericas

(Mir et al, 2010).

Los embriones se definieron como normales cuando todas las blastdmeras analizadas del
embrién (una o dos) mostraban dos puntos claros y separados para cada uno de los

cromosomas autosémicos Y para los cromosomas sexuales.

Los embriones fueron considerados anormales cuando todas las blastomeras analizadas

del embrién (una o dos) mostraban un numero diferente de sefiales fluorescentes.

Se consideraron como embriones con mosaicismo aquellos con dos células mostrando un

numero discordante de sefiales para uno o mds cromosomas

FISH secuencial

a) 13, 16, 18, 21, b) X, Y

Figura 14. FISH secuencial; la imagen representa la secuencia de sefiales de hibridacién en dos rondas
consecutivas sobre un mismo blastomero y corresponderia con un embrién normal para los
cromosomas analizados.
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4.6 VARIABLES ANALIZADAS

Donantes: dosis de gonadotropinas usadas, duracién de la estimulacién en dias, nivel de
E2 el dia de la administracién de la hCG, numero total de oocitos obtenidos en la puncidn,
numero de oocitos en metafase Il (MIl), metafase | y en vesicula germinal, tasa de fecundacion,
nimero de embriones en D3 del desarrollo, nimero de embriones biopsiados, nimero de
embriones informativos, nimero y porcentaje de embriones cromosémicamente normales,
numero y porcentaje de embriones cromosdémicamente anormales, nimero y porcentaje de

embriones mosaicos, calidad embrionaria en los diferentes estadios y tasa de blastocistos.

Receptoras: nimero de embriones transferidos, nimero de embriones congelados, tasa
de gestacion, tasa de implantacidn, tasa de aborto, tasa de embarazo evolutivo y de nifio en

Ccasa.
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4.7 ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS:

Para el analisis de los datos se utilizara el programa estadistico SPSS v.19. En todas las
pruebas estadisticas realizadas con las variables de resultados se utilizard un nivel de
significacidn estadistica de 0,05. Para el tratamiento estadistico de los datos, se tendran en

cuenta las siguientes fases con sus respectivas acciones:

Fases Accion

Se empleardan tablas de frecuencia para detectar anomalias en la
introduccién de cada una de las variables del estudio, para corroborar que
los totales de cada variable son iguales al nimero de pacientes incluidos en
el estudio. Adicionalmente, se verificara si la distribucion de ciertas
variables como edad (construida con la fecha de nacimiento y la fecha de
inclusion en el estudio), es la esperada (identificacion de errores
sistematicos) para detectar la necesidad de hacer ciertas agrupaciones o
dividir en diferentes categorias algunas variables (necesidad de
recodificacion)

1. Revision de

los datos Para las variables cuantitativas, se determinara la DE en relacidn a la media

y la distribucion de percentiles para determinar los andlisis estadisticos mas
adecuados a realizar en base a la distribucién de los datos

Se chequeard, mediante andlisis de frecuencias, que todos los sujetos
incluidos en la base de datos cumplen con los criterios de inclusién

Se verificard la necesidad de transformar variables cuantitativas en
categoricas o cualitativas en determinados supuestos (significacion clinica)

Se empleardn tablas de contingencia para detectar casos repetidos o
incongruentes

Identificacion de conjunto de datos

Descriptivo de la muestra con determinacién de media, desviacidn estandar
(DE) en variables cuantitativas y frecuencias, porcentajes relativos vy

. porcentajes absolutos en variables cualitativas.
2. Andlisis

Identificacidn de la posible relacién entre variables cualitativas: Prueba de Ji-
Cuadrado

Medidas de asociacidn por grupos

Comparacion de dos grupos respecto a una variable cuantitativa: t de
Student (o la prueba no paramétrica equivalente, U de Mann-Whitney)

Comparacion de una variable cuantitativa en mas de dos grupos: analisis de
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la varianza (o la prueba no paramétrica equivalente del andlisis de la
varianza, Kruskall-Wallis). En el caso de diferencias significativas en la
distribucién de los tres grupos, se realizard la comparacion posterior para
detectar cudl de ellos es el que difiere: técnica de comparacidon multiple de
Bonferroni (o la prueba de Mann-Whitney cuando haya que realizar
comparaciones dos a dos, o de Wilcoxon cuando haya que comparar datos
apareados, con un test no paramétrico)

Asociacion entre pares de variables cuantitativas: correlacién de Pearson (o
la correlacién de Spearman cuando se requiera una prueba no paramétrica)

Se determinaran valores y rango de valores muestrales, nivel de
significacidn, valores medios y porcentajes, con sus respectivos intervalos
de confianza

Se determinaran las respuestas por grupos en los casos de analisis de
grupos, con las respectivas p-valor

Se efectuarda un analisis multivariante, cuando hayan variables categdricas
confusoras o modificadoras del efecto, o para detectar relaciones entre variables
gue pueden estar enmascaradas por otras relaciones mas fuertes y que actian
como factor de confusion

Tabla 3. Andlisis estadistico
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RESULTADOS

5. RESULTADOS

Un total de 32 donantes cumplieron los criterios de inclusién y aceptaron participar en el

estudio. De ellas, Unicamente 22 pacientes completaron ambos ciclos de estimulacion debido a

la aparicion de baja respuesta en 10 donantes en el ciclo con dosis reducida (ver Figura 15).

Donantes que cumplieron
los criterios de inclusion

(n=32)

|

Donantes que aceptaron
participar en el estudio

Dosis estandar (n=32
donantes)

PGS

Ciclos que alcanzan
puncion oocitaria (n=32)

(n=32)

Dosis reducida (n=32
donantes)

PGS

Ciclos cancelados por BR
(n=10)

Subgrupo II: obtencion de
la mitad de oocitos con
dosis reducida en
comparacion con la
estandard(n=13)

Figura 15. Flujo de las pacientes a través del estudio

Subgrupo I: obtencion de
unnumero similar de
oocitos con dosis estandar
yreducida (n=9)
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Como ha sido explicado en el apartado de material y método, la intencidon fue mantener
la dosis de gonadotropinas de forma constante a lo largo de la estimulacidn. Sin embargo, se
contemplé la posibilidad de modificarla en funcion de la respuesta individual con el fin de
evitar la aparicion de complicaciones como son, fundamentalmente, tanto el sindrome de
hiperestimulacién ovdrica como una baja respuesta. Asi pues, en las 22 donantes que
completaron ambos ciclos de estimulacion, fue necesario disminuir la dosis en ocho ocasiones
a partir del quinto dia de estimulacién durante el empleo de la dosis estandar, mientras que no
fueron necesarias modificaciones en el grupo de dosis reducida. De las 10 donantes en las que
se canceld el ciclo con dosis reducida debido a baja respuesta, fue ya necesario aumentar la

dosis durante el ciclo estandar en tres de ellas.

Al analizar la respuesta que se produjo tras la administracion de la dosis reducida,
diferenciamos dos subgrupos; en el subgrupo | se incorporaron aquellas pacientes en las que
se obtuvo un nimero similar de oocitos con ambos esquemas de estimulacién; en el subgrupo
Il quedaron aquellas donantes en las que se obtuvo, aproximadamente, la mitad de oocitos

con dosis reducida de la que se habia obtenido previamente con dosis estandar.

El PGS se llevd a cabo en las todos los casos, con la excepcidn de los ciclos que fueron

cancelados por baja respuesta, en los que, no se llegd al momento de la puncién.
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5.1 DONANTES CON AMBOS CICLOS COMPLETADOS

En las donantes con ambos ciclos completados, se realizaron comparaciones entre la
dosis estandar y la dosis reducida (ver Tabla 4). La reduccidén en cuanto a la administracion
diaria de gonadotropinas de 225 a 150 Ul (228,6 vs 144,9; p=0.0086) y en cuanto a la
administracion total de gonadotropinas (2211,4 vs 1579,9 Ul; p=0.0499) conllevd un nivel de
E2 menor el dia de la administracion de la hCG (3056,4 vs 2074,3 pg/ml; p=0.0019) y un menor
numero medio de oocitos obtenidos (23,9 vs 14,7, p<0,0001). Igualmente, el nimero de
oocitos en estadio adecuado para ser fecundados (MIl o metafase Il) fue significativamente
inferior (19,5 vs 11,9, p<0,0001). Un total de 50 mujeres recibieron donacién de oocitos
procedentes de estos ciclos, existiendo un nimero mayor de receptoras en los ciclos con dosis

estandar (27 vs 23 receptoras) debido a la mayor disponibilidad de oocitos.

La evolucidon embrionaria mostré una tasa mayor de fecundacion con la dosis reducida
(70,3 vs 77,1%; p = 0,0312), un mayor porcentaje de embriones que alcanzaron el estadio de
blastocisto tras ser biopsiados (66,8 vs 75,6%; p =0,0441) y un mayor porcentaje de embriones
cromosémicamente normales que alcanzaron el estadio de blastocisto con respecto al nimero
total de oocitos Mll obtenidos en cada donante de dvulos (16,1 vs 22,5; p=0,0236). No hubo
diferencias estadisticamente significativas en cuanto al nimero de embriones que presentaron
mosaicismo ni alteraciones cromosémicas cuando estos datos hacian referencia al % de
embriones anormales en dia 3 de desarrollo (52,4 vs. 50,0). Finalmente, el nimero de
embriones cromosdmicamente normales disponibles por ciclo de estimulacion no mostrd
diferencias significativas entre los dos grupos (3,1 con dosis estandar vs. 2,7 con dosis

reducida).

En las receptoras, tampoco se encontraron diferencias significativas en cuanto a la tasa
de implantacidn, gestacidon o abortos, y el nimero de recién nacidos vivos fue similar con

ambos protocolos de estimulacion.
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Dosis estandar  Dosis reducida p
Ne de donantes (edad media; DE) 22 (26,6; 3,9) 22 (26,6; 3,9) NS
N de receptoras (edad media; DE) 27 (41,2; 4,9) 23 (40,5; 4,6) NS
Dosis media diaria de gonadotropinas (Ul, DE) 228,6 (101,1) 144,9 (100,3) 0=0.0086
Duracion media de la estimulacién (dias, DE) 10,2 (1,7) 11,7 (1,7) p=0.0055
Dosis media total de gonadotropinas (Ul, DE) 2211,4 (1059,7) | 1579,9 (1014,4) | p=0.0499
E2 medio el dia de hCG (pg/ml, DE) 3056,4 (1001,5) | 2074,3(959,3) | p=0.0019
N de oocitos obtenidos (media; DE) 525(23,9;7,0) | 324 (14,7;7,0) 0<0.0001
N2 de MIl obtenidos (media; DE) 428 (19,5;4,7) | 262(11,9;3,3) p<0.0001
Ne de zigotos con 2 pronucleos (%) 301 (70,3) 202 (77,1) p=0,0312
N2 de embriones biopsiados en dia 3 (%) 208 (69,1) 152 (75,2) NS
Ne de embriones anormales/informativos (%) 107/204 (52,4) 74/148 (50,0) NS
N2 de embriones con mosaicismo (%)’ 37/106 (34,9) 17/63 (26,6) NS
Ne de blastocistos/embriones biopsiados (%) 139/208 (66,8) | 115/152(75,6) | p=0,0441
I(\i/‘;’ sirblljlsl';ocistos cromosoémicamente normales 69 (16,1) 59 (22,5) 0=0,0236
N2 medio de blastocistos cromosémicamente 3,1(1,9) 2.7 (1,9) NS
normales por donante (DE)
Media de embriones transferidos / donante (DE) 1,7 (1,0) 1,6 (1,0) NS
Ne de gestaciones/transfer (%) 14/25 (56) 12/23 (52,2) NS
N¢ de abortos (%) 4 (28,6) 3 (25,0) NS
Tasa de implantacién (%) 16/49 (32,6) 15/44 (34,1) NS
N2 de recién nacidos 13 11 NS

Tabla 4. EOC en las 22 donantes en las que se completaron ambos ciclos de estimulacion.

Las comparaciones entre dosis estandar y dosis reducida se realizaron mediante t-

Student y test exacto de Fisher

1 .. . . . . . sy e
Se definieron como embriones informativos aquellos con resultado informativo tras el analisis con FISH

2 . , . ,
Resultado discordante entre dos blastémeras cuando se analizaron dos células
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La Tabla 5, analiza con mayor detalle la evolucién embrionaria en base a parametros
morfoldgicos en los estadios de desarrollo previos a la biopsia embrionaria. En ella

observamos, caracteristicas similares en cuanto a ambos protocolos de estimulacion.

Con respecto al dia 2 de desarrollo embrionario, el nimero medio de células (3,9 vs. 3,9),
asi como los porcentajes de fragmentacion (7,64 vs. 7,25) fueron similares con ambos
protocolos tras la estimulacién con dosis estdndar y dosis reducidas respectivamente. La
multinucleacién de las blastémeras fue escasa en ambos protocolos de estimulacidn y nos e
observaron diferencias significativas, con 12,3% embriones con alguna célula multinucleada en

el grupo de estandar y 9,9% de embriones multinucleados en el grupo de dosis reducida.

En dia 3 de desarrollo embrionario, la evolucién de la morfologia embrionaria tampoco
presenté diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los pardmetros analizados.
El nimero medio de células fue 7,9 con dosis estandar y 7,8 con dosis reducida. El porcentaje
de fragmentacion fue de 8,3 vs. 7,8 y el porcentaje de embriones que presentaron

multinucleacién fue también similar con ambos protocolos de estimulacién (15,8 vs. 17,7).

| Dosis estandar | Dosis reducida | p
Dia 2
N° de células (media; DE) 3,9 (0,8) 3,9 (0,8) NS
Fragmentacion (%; DE) 7,6 (5,5) 7,2 (6,4) NS
% Multinucleacion 12,3 12,3 NS
Dia 3
N° de células (media; DE) 7,9 (1,4) 7,8 (1,4) NS
Fragmentacion (%; DE) 8,3 (5,9) 9,0 (7,0) NS
% Multinucleacion 15,8 17,7 NS

Tabla 5. Comparacion de la morfologia embrionaria en las 22 donantes en las que se completaron
ambos ciclos de estimulacidn.

Las comparaciones entre dosis estandar y dosis reducida se realizaron mediante t-Student y
Chi-cuadrado
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En las 22 donantes que completaron ambos protocolos de estimulacidn (dosis estandar y
dosis reducida), el nimero medio de oocitos de diferencia entre la estimulacion estandar y la
reducida fue de 8. Ahondando en lo previamente comentado, en funcidn del tipo de respuesta

obtenido, clasificamos a las donantes en dos subgrupos distintos:

Subgrupo I: 9 donantes con diferencias por debajo de la media (nimero similar de

oocitos obtenidos con ambos protocolos).

Subgrupo II: 13 donantes con diferencias por encima de la media (obtencién de

aproximadamente la mitad de oocitos al realizar la estimulacién con dosis reducida).

Al comparar ambos subgrupos, no se observaron diferencias en cuanto a niveles
hormonales basales, recuento de foliculos antrales, historia reproductiva previa, ni

caracteristicas demograficas.

Tras realizar la categorizacion en estos dos subgrupos, tampoco se encontraron
diferencias estadisticas entre ambos, ni cuando se administré el esquema con dosis estandar o
con dosis reducida, en cuanto a las dosis medias diaria de gonadotropinas, los dias de

estimulacién o las dosis totales de gonadotropinas.

En los siguientes apartados se muestran los resultados en ambos subgrupos de acuerdo

a los dos protocolos de estimulacién utilizados.
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5.1.1 Donantes con numero similar de oocitos en ambos protocolos de
estimulacion (subgrupo I)

En el subgrupo | (ver Tabla 6), la leve diferencia existente en el numero de oocitos
obtenidos no alcanzé la significacidn estadistica. A pesar de ello, los niveles de estradiol fueron
significativamente mayores cuando se empled el protocolo estandar (2575,4 vs. 2112,7 pg/ml;
p < 0,0001). La administracién del protocolo con dosis reducida supuso un aumento de las
tasas de fecundacion (71,4 vs. 82,3%; p= 0,0269) con un aumento del porcentaje de
blastocistos cromosdmicamente normales por oocitos MIl (11,4 vs. 20,2; p = 0,0387),
resultando en un ndmero medio de blastocistos normales mayor (1,8 vs. 2,7; p> 0,05), un

aumento en las tasas de implantacion (28,6 vs 42,1%; p > 0,05) y en la consecucién del doble

de recién nacidos vivos por donante (3 vs. 6).

Dosis estandar Dosis reducida P
Ne de donantes (edad media; DE) 9(27,4;4,1) 9(27,4;4,1) -
N2 de receptoras 9 9 -
Edad media de receptoras (DE) 39,9 (5.3) 41,3 (4.3) NS
E2 medio el dia de hCG (pg/ml, DE) 2575,4 (994,3) 2112,7 (1004,7) <0.0001
N2 de MIl obtenidos (media; DE) 140 (15,5; 5,4) 119 (13,2; 5,3) NS
Ne de zigotos con 2 pronucleos (%) 100 (71,4) 98 (82,3) 0,0269
N¢ de embriones anormales/informativos® (%) 38/58 (65,5) 29/57 (50,9) NS
N¢ de embriones con mosaicismo? (%) 10/23 (43,5) 6/22 (27,3) NS
N¢ de blastocistos/embriones biopsiados (%) 36/58 (62,1) 42/58 (72,4) NS
N2 de blastocistos cromosomicamente
normales (% por Mil) 16 (11,4) 24 (20,2) 0,0387
Media de blastocistos cromosomicamente
normales por donante (DE) 18(1,5) 2,7 (1,5) NS
N¢ de gestaciones/transfer (%) 4/8 (50.0) 6/10 (60) NS
N2 de abortos (%) 2 (50,0) 1(16,7) NS
Tasa de implantacién (%) 4/14 (28,6) 8/19 (42,1) NS
N2 de recién nacidos 3 6 -

Tabla 6. Resultados en el subgrupo de 9 donantes en el que los dos protocolos de estimulacion

consiguieron un nimero similar de oocitos Mil (subgrupo 1)

Las comparaciones entre dosis estandar y dosis reducida se realizaron mediante t-Student y

test exacto de Fisher.

1 .. . . . . . T
Se definieron como embriones informativos aquellos con resultado informativo tras el andlisis con FISH

2 . , . ,
Resultado discordante entre dos blastémeras cuando se analizaron dos células
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La comparacion del desarrollo embrionario en los estadios previos a la biopsia
embrionaria, muestra de forma global que los parametros morfoldgicos fueron similares en dia

2 y dia 3 de desarrollo.

En dia 2, se observdé un numero similar de células (3,7 con dosis estandar vs. 4,0 con
dosis reducida). El porcentaje de fragmentaciéon también fue similar entre ambos grupos (9,8
vs. 10,1 respectivamente) y se aprecid una tendencia hacia una disminucién del porcentaje de
embriones con multinucleacién cuando se utilizé el protocolo con dosis reducidas, aunque

estas diferencias no fueron estadisticamente significativas (11,3 vs. 5,3).

En dia 3, tampoco se observaron diferencias destacables en los pardmetros morfoldgicos
analizados. El nimero medio de células fue similar con ambos protocolos de estimulacion (7,7
vs. 7,7), asi como el porcentaje de fragmentacion (11,4 vs. 11,0) y el porcentaje de embriones

que presentaron multinucleacion (7,5 vs. 5.3).

Dosis estandar Dosis reducida p
Dia 2
N° de células (media; DE) 3,7 (1,0) 4,0 (0,9) NS
Fragmentacion (%; DE) 9,8 (6,1) 10,14 (7,0) NS
% Multinucleacion 11,3 53 NS
Dia 3
N° de células (media; DE) 7,7 (1,1) 7,7 (1,5) NS
Fragmentacion (%; DE) 11,4 (6,1) 11,0 (7,1) NS
% Multinucleacion 7,5 53 NS

Tabla 7. Comparacion de la morfologia embrionaria en el subgrupo de 9 donantes en el que los dos
protocolos de estimulacion consiguieron un nimero similar de oocitos Mll (subgrupo I)

Las comparaciones entre dosis estandar y dosis reducida se realizaron mediante t-Student y
Chi-cuadrado
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Los porcentajes de alteraciones cromosdmicas fueron del 65,5% con el protocolo
estandar y del 50,9% con dosis reducidas, mientras que los porcentajes de embriones con
mosaicismo cuando se analizaron 2 células fueron del 43,5 y del 27,3%, respectivamente (las
diferencias no alcanzaron la significacidon estadistica). En este subgrupo, cuando se analizaron
de forma individualizada las alteraciones cromosdmicas, observamos un aumento
estadisticamente significativo de las aneuploidias del cromosoma 13 (p = 0,0105) y una clara
tendencia hacia mayores tasas de aneuploidias para todos los cromosomas analizados con el

protocolo estandar (ver Figura 16).

B Dosis estandar

@ Dosis reducida

o

— 0
£ E
© O

crm. 16
crm. 18
crm. 21

crm. 22
crm. XY

Figura 16. Analisis individual de anomalias cromosémicas para cada cromosoma estudiado en el
subgrupo | (ambos protocolos con similar nimero de oocitos Ml obtenidos)

Analisis estadistico mediante Chi-cuadrado
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5.1.2 Donantes con disminucion del nimero de oocitos tras estimulacion con
dosis reducida (subgrupo II)

En el subgrupo Il (ver Tabla 8), con el protocolo de dosis reducida la disminucién en los
niveles séricos de estradiol fue mucho mas marcada que en el subgrupo previo (>1.300 pg/ml
de diferencia media, pasando de unos niveles medios de 3389,3 a otros de 2047,8 pg/ml) y se
acompafio de una importante diferencia en cuanto al nimero de Mll obtenidos (22,1 con dosis

estandar vs 11 con dosis reducida; p<0,0001).

Sin embargo, al analizar la evolucidn embrionaria y las tasas obtenidas, no se observaron
diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los pardmetros analizados. Asi, las
tasas de fecundacion fueron similares (69,8 vs 72,7%), el porcentaje de embriones que llegan
al estadio de blastocisto del total de embriones biopsiados fue algo mayor con la dosis

reducida (68,7 vs 77,6%), y el nUmero medio de blastocistos cromosdmicamente normales por

donante fue mayor para la dosis estandar (4,1 vs 2,7).

Dosis estandar Dosis reducida p
Ne de donantes (edad media; DE) 13 (26,0; 4,0) 13 (26,0; 4,0) -
N2 de receptoras 18 14 -
Edad media de receptoras (DE) 41,9 (4,5) 40,0 (4,7) NS
E2 medio el dia de hCG (DE) 3389,3 (1001,5) 2047,8 (959,3) 0,0019
Ne de Ml obtenidos (media; DE) 288(22,1;5.8) | 143(11,0;5,6) | <0.0001
N¢ de zigotos con 2 pronucleos (%) 201 (69,8) 104 (72,7) NS
N¢ de embriones anormales/informativos® (%) 69/146 (47,3) 45/91 (49,4) NS
N¢ de embriones con mosaicismo (%)’ 27/83 (32,5) 11/41 (26,8) NS
N¢ de blastocistos/embriones biopsiados (%) 103/150 (68,7) 73/94 (77,6) NS
N2 de blastocistos cromosomicamente 53 (18,4) 35 (24,5) NS
normales (% per MIl)
Media de blastocistos cromosomicamente 4,1(1,9) 2,7 (1,9) NS
normales por donante (DE)
N¢ de gestaciones/transfer (%) 10/17 (58,8) 6/13 (46,1) NS
Ne de abortos (%) 2 (20,0) 2 (33,3) NS
Tasa de implantacion (%) 12/35 (34,3) 7/25 (28,0) NS
N2 de recién nacidos 10 5 -

Tabla 8. Resultados en el subgrupo de 13 donantes en el que se obtuvo aproximadamente la mitad de
oocitos MIl con dosis reducida (subgrupo II).

1 .. . . . . . sy e
Se definieron como embriones informativos aquellos con resultado informativo tras el analisis con FISH

2 . , . ,
Resultado discordante entre dos blastémeras cuando se analizaron dos células
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Finalmente, las tasas de gestacién (58,8 vs 46,1%) y de implantacién (34,3 vs 28%) fueron

mejores para la dosis estandar, resultando en el doble de recién nacido vivos (10 vs 5).

La comparacién de la morfologia embrionaria muestra una evolucién similar para ambos

grupos (ver Tabla 9).

En dia 2, se observé un nimero similar de células (3,9 con dosis estandar vs. 3,9 con
dosis reducida). El porcentaje de fragmentacion también fue similar entre ambos grupos (6,9
vs. 5,3 respectivamente) y también el porcentaje de embriones con multinucleacién (12,3 vs.

13,4).

En dia 3, tampoco se observaron diferencias destacables en los pardmetros morfoldgicos
analizados. El nimero medio de células fue similar con ambos protocolos de estimulacién (8,0
vs. 7,9), asi como el porcentaje de fragmentacién (7,2 vs. 7,6) y el porcentaje de embriones

que presentaron multinucleacion (18,7 vs. 21,4).

| Dosis estandar | Dosis reducida | p
Dia 2
N° de células (media; DE) 3,9 (0,8) 3,9 (0,7) NS
Fragmentacion (%; DE) 6,9 (5,1) 5,2 (5,1) p= 0.02
% Multinucleacion 12,3 13,4 NS
Dia 3
N° de células (media; DE) 8,0 (1,5) 7,9 (1,2) NS
Fragmentacion (%, DE) 7,2 (5,5) 7,6 (6,7) NS
% Multinucleacion 18,7 21,4 NS

Tabla 9. Comparacion de la morfologia embrionaria en el subgrupo de 13 donantes en el que se
obtuvo aproximadamente la mitad de oocitos MIl con dosis reducida (subgrupo Il).

Las comparaciones entre dosis estandar y dosis reducida se realizaron mediante t-Student y
Chi-cuadrado
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Los porcentajes de alteraciones cromosdmicas fueron del 47,3% con el protocolo
estandar y del 49,4% con dosis reducidas, mientras que los porcentajes de embriones con
mosaicismo cuando se analizaron 2 células fueron del 32,6 y del 26,8%, respectivamente (las
diferencias no alcanzaron la significacién estadistica). En este subgrupo, cuando se analizaron
de forma individualizada las alteraciones cromosdémicas no se observaron diferencias
estadisticamente significativas para ninguno de los cromosomas analizados. Unicamente,
podemos observar una ligerisima tendencia hacia mayores tasas de aneuploidia con la dosis

reducida en el caso de los cromosomas autosémicos (ver Figura 17).

B Dosis estandar

[ Dosis reducida
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Figura 17. Analisis individual de anomalias cromosdémicas para cada cromosoma estudiado en el
subgrupo Il (disminucion del nimero de oocitos con dosis reducida)

Andlisis estadistico mediante Chi-cuadrado
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5.2 DONANTES CON CANCELACION DEL CICLO DE DOSIS REDUCIDAS

La edad media de este grupo fue de 25,3 afios frente a los 26,6 afios del grupo que
completé ambos ciclos, aunque no se alcanzé significacidon estadistica. El recuento basal de
foliculos antrales tampoco mostré diferencias estadisticamente significativas entre ambos
grupos (18,8 vs 18,7). Como ya hemos comentado, en este grupo, fue ya necesario aumentar la

dosis durante el ciclo estandar en tres de las donantes.

En la tabla 7, se describen las caracteristicas del ciclo de estimulacion estandar en las 10
donantes incompletas y en sus correspondientes receptoras. Las caracteristicas de la
estimulaciéon son similares a la del resto de donantes, con una dosis media diaria de
gonadotropinas (245 vs 228 Ul, p > 0,05) y una dosis total mayor (2260 vs 2211 Ul, p >0,05),
como ya ha sido comentado, con respecto a las donantes con ambos esquemas completados.
Paradodjicamente, la duracién del ciclo de estimulacion fue algo menor (9,2+0,8 vs 10,2+1,7
dias, p = 0,044). El nimero de oocitos obtenidos ligeramente menores (21,246,0 vs 23,9+7,0, p
>0,05) y los niveles medios de estradiol alcanzados durante la estimulacion fueron similares

(3034,7 vs 3056 pg/ml, p >0,05).

En cuanto a la evolucién embrionaria, las tasas de fecundacién fueron de un 75,9%, con
un 66,7% de embriones biopsiados en el tercer dia de desarrollo embrionario y un 15,8% de
blastocistos cromosémicamente normales por oocito en metafase Il obtenido en el momento
de la puncidn. A pesar de un nimero de blastocistos cromosdmicamente normales por
donante similar al de la estimulacién estandar de las donantes con ambos ciclos completos
(2,941,2 vs 3,1%1,9, p >0,05), las tasas de gestacién (81,8 vs 56,0%) e implantacion (45,0 vs
32,6%) fueron mejores en las donantes incompletas, aunque no se alcanzé la significacion

estadistica.
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DOSIS ESTANDAR

Donantes

Donantes

Incompletas Completas P
Edad media de las donantes (DE) 25,3 (3,1) 26,6 (3,9) NS
N2 de receptoras 10 27 -
Edad media de las receptoras (DE) 41,0 (3,6) 41,2 (4,9) NS
Dosis diaria media de gonadotropinas (Ul, DE) 245,0 (52,4) 228 (10,1) NS
Duracién media de la estimulacion (dias, DE) 9,2 (0,8) 10,2 (1,7) 0,044
Dosis media total (Ul, DE) 2260 (537,9) 2211,4 (1059,7) NS
E2 medio el dia de hCG (pg/ml, DE) 3034.7 (1174,3) 3056,4 (1001,5) NS
N° total de oocitos obtenidos 212 525 -

S - . .

(NDErr)1ed|o de oocitos obtenidos por donante 21,2 (6,0) 23,9 (7,0) NS
N° total de oocitos MIl obtenidos 183 428 -
N° medio de MII obtenidos por donante (DE) 18,3 (4,0) 19,5 (4,7) NS
N° de zigotos con 2 pronucleos (%) 132 (75,9) 301 (70,3) NS
N° de embriones biopsiados en dia 3 (%) 88 (66,7) 208 (69,1) NS
N° de embriones anormales/informativos (%)* 49/82 (59,7) 107/204 (52,4) NS
N° de embriones con mosaicismo (%) ** 20/48 (41,7) 37/106 (34,9) NS
N° de blastocistos/embriones biopsiados (%) 66/88 (75) 139/208 (66,8) NS
N° de blastocistos cromosdmicamente
normales (% por Mil) 29 (15.8) 69(16.1) NS
N° medio de blastocistos cromosémicamente
normales por donante (DE) 29(1.2) 3.1(19) NS
l(\I/IDeIga de embriones transferidos por donante 1,8 (0,4) 1,7 (1,0) NS
N° de gestaciones/transfer (%) 9/11 (81,8) 14/25 (56) NS
N° de abortos (%) 2 (22) 4 (28,6) NS
Tasa de implantacion (%) 9/20 (45) 16/49 NS
N° de recién nacidos 7 13 -

Tabla 10. EOC en las 10 donantes en las que unicamente se completé el protocolo con dosis estandar

debido a baja respuesta durante el ciclo con dosis reducida.

*Se definieron como embriones informativos aquellos con resultado informativo tras el andlisis

con FISH

**Resultado discordante entre dos blastdmeras cuando se analizaron dos células
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6. DISCUSION

6.1 ACERCA DE LA HIPOTESIS DE TRABAJO

Este estudio fue disefiado partiendo de la base de que mayores dosis de gonadotropinas
durante el proceso de EOC afectan en mayor grado al proceso de segregacidon cromosémica
durante la meiosis. (Baart et al., 2007; Tarin et al., 1990). Diversos estudios realizados con
anterioridad habian presentado resultados contradictorios a este respecto; asi Gianaroli et al.
(2000) obtuvo una incidencia similar de embriones cromosdmicamente anormales
independientemente del tamafio de la cohorte ovocitaria obtenida, en pacientes que habian
sido clasificadas como de mal prondstico por edad materna avanzada o por fallos de
implantacién (3 o mas ciclos FIV sin conseguir gestacién). (Gianaroli et al., 2000; Haaf et al.,
2009). De modo opuesto, Baart et al. (2007) encontraron una menor tasa de aneuploidias
cuando la estimulacidn fue suave o mild y se obtuvo un menor nimero de oocitos. En esta
misma linea, Haaf et al. encontraron un aumento en la incidencia de aneuploidias tras EOC en
las mujeres menores de 40 afios cuando su respuesta supuso la obtenciéon de mas de 10

oocitos mediante biopsia del corpusculo polar (Haaf et al., 2009).

En cualquier caso, existe plausibilidad biolégica en suponer que la cohorte folicular que
se pone en marcha al inicio de cada ciclo ovarico va siendo seleccionada en base a criterios
fisiolégicos por parte del ambiente hormonal existente. En ello se basa el funcionamiento
habitual del ovario que consigue ofrecer uno de los mejores oocitos existentes cada mes. Y
hablamos de uno de los mejores porque, de los estudios realizados sobre ciclos naturales,
hemos aprendido que también en ellos se produce una considerable tasa de alteraciones
cromosomicas (Verpoest et al., 2008) y que no existen diferencias en la morfologia
embrionaria al comparar ciclos naturales con ciclos estimulados (Ziebe et al., 2004) El hecho de
que la principal causa de los abortos sea, también, las alteraciones cromosémicas, apoya la
idea de que en condiciones fisioldgicas son frecuentes los errores en la meiosis humana.
Nuestra hipétesis supone que, en cualquier caso, una EOC agresiva afectara estos procesos en
mayor medida que una estimulacion suave. Este concepto intuitivo de que dosis excesivas de
gonadotropinas durante la estimulacién aumentaran el nimero de oocitos a costa de rescatar
de la atresia oocitos de menor calidad, ha ofrecido la base de los nuevas tendencias de
estimulacién suave y, aunque, parece improbable que la seleccidn se produzca con exactitud

matematica, si vemos factible que cantidad y calidad puedan ir dificilmente unidos de la mano.
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Los resultados de las TRA se encuentran estancados a pesar de los grandes avances
tecnolégicos disponibles hoy en dia en nuestros laboratorios. Ello ha supuesto que algunos
grupos focalicen su atencién en intentar desarrollar protocolos que interfieran en menor
medida con el quehacer diario de las pacientes y con el funcionamiento fisioldgico de sus
ovarios. Asi, se han desarrollado los protocolos de estimulacién suave o mild, los cuales no
afectan los resultados en términos de tasas de gestacion (Verberg et al., 2009) y, ademas,
podrian evitar la obtencidn de un pool embrionario adicional con escasas posibilidades de
viabilidad; asi parece deducirse del estudio de Baart et al. (2007) en el que muestra la
existencia de una limitaciéon en el nimero medio de embriones euploides que es posible
obtener (aproximadamente dos) por cohorte ovocitaria y estimulacién, independientemente

del numero de oocitos obtenidos.

Ahondando en el mecanismo fisiolégico, sabemos que la alta respuesta a la estimulacidn
ovdrica determina la recuperacién de un numero elevado de oocitos que provienen de
foliculos en diferentes grados de desarrollo. Aunque de foliculos de pequefios didmetros se
pueden obtener oocitos con madurez nuclear, la hipdtesis de que el incremento de la
frecuencia de aneuploidias en pacientes con alta respuesta se deba a la inmadurez
citoplasmdtica permite suponer que dichos oocitos maduros serian mas propensos a dar lugar
a oocitos con defectos en la formacidn del huso meiético y en la alineacién de los cromosomas
en la placa meidtica y por tanto, dar lugar a embriones cromosémicamente anormales. La
hipdtesis de trabajo del presente proyecto es que una dosis mayor de gonadotropinas
condicionara una mayor respuesta y la recuperacion de un mayor nimero de oocitos que
podrian dar origen a un mayor porcentaje de embriones cromosémicamente anormales.
Independientemente de la dosis y la respuesta, creemos posible que el nimero final de
embriones cromosémicamente normales disponibles para transferencia por ciclo de
estimulacién sea similar con ambas estrategias de estimulacién, como ya fue observado por

Baart et al. (2007).

Reis Soares et al. en 2003 describié una alta tasa de aneuploidias en donantes que
afectaba al 56,5% de sus embriones tras haber obtenido una media de 25,9 oocitos por
puncién. En el grupo de comparacién, mujeres menores de 35 afios en las que se realizaba PGS
por enfermedades ligadas a los cromosomas sexuales, se obtuvo una tasa de aneuploidias del
37,3% con una media de oocitos obtenida mucho menor (14,8). Munné et al. en 2006 confirmd
cifras similares de aneuploidias en donantes (57%) comparables con las que existen en

pacientes infértiles con un rango de edades similar. Finalmente, Keskintepe et al. (2007)
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refiere cifras similares (56%). Todos estos resultados sugieren que el aumento en la tasa de

alteraciones cromosdmicas puede ir ligado al aumento en la respuesta a las gonadotropinas.

Muchos de los profesionales que nos hemos adentrado en el campo de la reproduccion
humana, creemos firmemente que es necesario individualizar los tratamientos; no vale
cualquier tipo de estimulacion para todos las pacientes, ni existen protocolos estandar que
puedan ser aplicados de forma universal. Asi pues, en este estudio podemos ver los resultados
de la aplicacién de protocolos “rigidos” sobre una poblacién de donantes con una respuesta
Optima previa. Es facil apreciar que, incluso sobre esta poblacidn, los resultados son dispares,
siendo complicado predecir cudl serd la respuesta en cuanto a numero de oocitos y la

evolucidn embrionaria con la aplicacién de distintos protocolos.
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6.2 ACERCA DEL DISENO DEL ESTUDIO

6.2.1 Eleccion del modelo de donacidon ovocitaria

La finalidad de la capa funcional del endometrio es prepararse para la implantacién del
blastocisto. Para ello sufre de forma secuencial procesos de proliferacion, secrecion y
degeneracion. Los esteroides ovdaricos son un factor fundamental para la reconstruccion y el

crecimiento del endometrio a partir de su capa basal.

La estimulacion ovarica controlada supone el empleo exdégeno de gonadotropinas con el
fin de evitar el proceso de dominancia y permitir el desarrollo de un nimero mayor de
foliculos. Esto supone pasar de unos niveles estrogénicos que se sitdan en alrededor de 200
pg/ml durante un ciclo natural, a unos niveles medios significativamente mayores. Dichos
niveles se sitlan, en nuestro trabajo, alrededor de los 3000 pg/ml para los ciclos con dosis

estandar y sobre los 2000 pg/ml para los ciclos con dosis reducida.

Los niveles suprafisioldgicos que se alcanzan durante los ciclos de estimulacion tienen
efectos deletéreos a nivel endometrial que se traducen en una disminucién de la receptividad
uterina. Se han propuesto distintos mecanismos para explicar este hecho pero se piensa que el
mecanismo fundamental es un aumento de sensibilidad a la progesterona que podria conducir
a un desarrollo secretor precoz (Marchini et al., 1991). Los cambios histoldgicos se observan,
incluso, antes de que se produzcan elevaciones analiticas de progesterona y se ha
correlacionado la magnitud de la exposicién estrogénica con la disminucion de la duracion de

la ventana de implantacion (Kolibianakis et al., 2002)

Por estos motivos, hemos elegido el modelo de donacidn ovocitaria para podernos
centrar en la influencia de las distintas dosis de gonadotropinas sobre el desarrollo

embrionario y la aneuploidia, obviando la posible influencia sobre la receptividad endometrial.
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6.2.2 Influencia de la EOC repetida en los resultados

Hace ya mas de 25 afios que Lutjen et al. (Lutjen et al., 1984) publicaron los primeros
embarazos en humanos conseguidos tras donacién andnima de oocitos. Desde entonces, esta
técnica ha sufrido un incremento constante hasta convertirse en una de las actividades
esenciales de los centros de reproduccién asistida. El retraso de la primera maternidad para
edades que sobrepasan los 35 afios supone una disminucidon drastica de las posibilidades
naturales de concepcidn. Y es por este motivo que cada vez son mads las mujeres que necesitan

recurrir a una donaciéon de oocitos para lograr una gestacion.

Esta realidad ha comportado una mayor necesidad de donantes y, en este sentido,
debemos tener especial cuidado en proteger la salud de las mujeres jovenes que hoy en dia
estdn siendo donantes. En este sentido una de las preocupaciones que surgié rapidamente fue
si las EOC repetitivas podrian afectar a la fertilidad futura de las donantes. De ser asi, este seria
un importante sesgo metodoldgico de nuestro trabajo, ya que el resultado del segundo ciclo
de estimulacidon tendria unos resultados esperables peores que los del primer ciclo.
Afortunadamente para nosotros y, fundamentalmente para las donantes, los ciclos sucesivos
de estimulacidon no afectan a la respuesta ovdrica en términos de calidad ni de cantidad.
Caligara et al. realizaron un estudio con casi 300 donantes en el que se analizaba el efecto de
estimulaciones sucesivas en donantes; se estudiaron hasta cinco ciclos sucesivos y no se vio
afectacion de resultados en cuanto al nUmero de oocitos obtenidos, tasa de fecundacion,
desarrollo embrionario o tasas de gestacion e implantacion. Es mas, los resultados tampoco se
ven afectados por la duracién del intervalo entre ciclos. Al analizar la posibilidad de conseguir
una gestaciéon no se encuentran diferencias al ajustar la odds ratio (o razén de odds) en
relacién al nimero de ciclo, la edad de la donante y el tamafio de la cohorte folicular (Caligara
et al., 2001). Estos resultados han sido corroborados posteriormente por diversos grupos (Jain
et al., 2005) mostrando que no se produce una disminucion significativa en la reserva ovarica
de las mujeres que se someten a hasta tres ciclos de FIV. A partir de este numero de ciclos, ya
es mas dificil de asegurar por el factor de confusidon que puede significar el paso del tiempo.

(Luk et al., 2010).

En cualquier caso, en nuestro estudio, el segundo esquema de tratamiento se realizé tras
dejar pasar al menos 3 meses con respecto al previo, ya que si hay autores que han sugerido

que este es el tiempo que se necesita para renovar el pool folicular (hipdtesis de Gougeon). A
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pesar de que nuestro grupo no comparte esta experiencia, hemos intentado limitar la
influencia de posibles sesgos. Por tanto, las diferencias obtenidas en el nimero de embriones
o en su calidad, no pueden ser atribuidas a la realizaciéon de estimulaciones repetidas y/o al

intervalo entre ciclos de esas donaciones.
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6.2.3 Eleccion de donantes altas respondedoras

Otra de las cuestiones que requiere comentarios adicionales es la eleccion como material
de un grupo de pacientes con alta respuesta a las gonadotropinas exdgenas, concretamente
donantes que, previamente, habian tenido una alta respuesta a un protocolo largo de
estimulacién oviérica (>20 oocitos y/o niveles de estradiol el dia de la hCG >3000 pg/mL) sin
haber desarrollado sindrome de hiperestimulacién ovarica moderado o severo. Este, que era
un criterio de inclusién de nuestro estudio, supone que hemos centrado nuestros resultados
en un grupo de pacientes que muestra tasas elevadas de anomalias cromosdmicas en sus
embriones. Reis et al. descubrieron un porcentaje de aneuploidias en embriones procedentes
de donante del 56% frente a un 37,3% en embriones procedentes de parejas fértiles con mujer
menor de 35 afios que deseaban la realizacidon de un PGS para la deteccion de enfermedades
ligadas al sexo. Este estudio muestra que mujeres jévenes con una respuesta
significativamente elevada al recibir dosis de gonadotropinas significativamente mas baja,
producen embriones con una tasa de anomalias cromosdmicas significativamente mas alta.
Por tanto, el patron de respuesta observado era aquel que asociaba alta respuesta ovarica con
un aumento en la frecuencia de embriones cromosémicamente anormales. Las causas son
desconocidas pero se apunta a la inmadurez citoplasmatica asociada a un desarrollo
asincrénico de la cohorte ovocitaria o a los efectos deletéreos de los niveles suprafisiologicos

de E2 (Reis Soares et al., 2003).

Munné et al.,, con una frecuencia de aneuploidias del 57% no pudieron ver estas
diferencias segun la cohorte ovocitaria, pero si observaron una gran variabilidad entre ciclos,
con un 27% de éstos, presentando menos del 30% de embriones euploides. El uso de la misma
donante para diferentes pacientes receptoras reveld la influencia de un factor masculino

causante de importantes variaciones intradonantes (Munné et al., 2006).
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6.2.4 Cancelacion del ciclo de dosis reducida en donantes con baja
respuesta.

El éxito de las TRA se basa de manera esencial en la optimizacion de los protocolos de
estimulacién ovarica cuyo objetivo es el de proporcionar un ndmero suficiente de oocitos y
embriones de buena calidad en respuesta al tratamiento con gonadotropinas exdgenas. Sin
embargo, entre un 2 y un 30% de las mujeres en las que se realiza una induccién de la
ovulacidn resultan en una baja respuesta (BR). El porcentaje varia con la edad, con la definicion
de BR y con la patologia preexistente (endometriosis, cirugias. etc.). La aparicién de una BR
supone la existencia de una imposibilidad, dificultad o resistencia por parte del ovario a su
accion (Pefiarrubia, 2007). Independientemente del criterio empleado, estas pacientes tienen

menores indices gestacionales.

Existen numerosos criterios para definir una BR; escaso numero de oocitos recuperados
el dia de la puncién (por debajo de un rango que va de 3 a 7 oocitos) (Chong et al., 1986;
Rombauts et al., 1998; Surrey et al., 1998), la cancelacidn de ciclos de induccion previos por BR
(Pefiarrubia et al., 2005) un nimero de foliculos dominantes el dia de administracién de la HCG
o de la puncién limitado (entre 3 y 6 en total) (Land et al., 1996; Raga et al., 1999), o la
combinacion de varios de estos factores. Nuestro criterio para definir baja respuesta fue la

existencia de menos de 5 foliculos mayores de 18 mm el dia de la administracidn de hCG.

Resulta paraddjico hablar de baja respuesta en un grupo de mujeres que han sido
incluidas en un programa de donacién ovocitaria y que han sido calificadas como altas
respondedoras en un ciclo previo con un protocolo de estimulacién al que hemos calificado
como estandar, pero la realidad es que nos encontramos ante un nuevo ciclo de estimulacidn
en el que la respuesta no nos permite asegurar el objetivo del programa, que no es otro sino
ofrecer las maximas garantias de gestacién a las parejas receptoras. Ello supone un sesgo
obvio, ya que no es posible descartar que esos pocos foliculos presenten una excelente calidad
y sean capaces de ofrecer elevadas tasas gestacionales. Asi lo sugieren los multiples estudios
gue hemos comentado sobre estimulacién suave o mild; probablemente, este bajo nimero de
oocitos obtenidos representa una respuesta fisiolégica a una interferencia menor en la
seleccidn del foliculo dominante y no una manifestacion asociada al envejecimiento ovarico
(Hohmann et al., 2003; Heijnen et al., 2007). Sin embargo, un escaso numero de oocitos
donados son facilmente interpretados por las parejas receptoras y, en ocasiones, por los

propios profesionales que se dedican a la reproduccién, como la consecuencia de un mal ciclo
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de estimulacion. Ello puede asociar condicionamientos negativos que no son deseables en el
contexto de un tratamiento cuyo fin es la consecucidon de una gestacién. Por tanto, no
debemos olvidar que el estudio ha sido realizado en el contexto de una institucion privada que
ha asumido los costes del estudio en su afan por mejorar el conocimiento de las repercusiones

de la EOC, pero que no ha querido arriesgar las garantias de éxito que ofrece a sus pacientes.
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6.3 ACERCA DEL DIAGNOSTICO GENETICO PREIMPLANTACIONAL
(PGS)

El desarrollo de la tecnologia del FISH al inicio de los afios 90 permitié analizar la
constitucién cromosdémica de los embriones humanos mostrando tasas de aneuploidia entre el
30y el 70% en los dias 2-3 de desarrollo (Munne et al., 1997; Delhanty et al., 1997). El empleo
de esta tecnologia nos ha permitido aumentar el conocimiento de los tipos de alteraciones
cromosdmicas y de como se producen. Asi, sabemos que las tasas de aneuploidia aumentan
con la edad materna llegando a tasas mayores al 95% en mujeres mayores de 44 afios

(Staessen et al., 2004)

La elevada tasa de aneuploidia que encontramos en los embriones procedentes de FIV
estd, probablemente, relacionado con unas tasas de implantacién que no consiguen progresar
al ritmo que clinicos y pacientes deseariamos. Este hecho, junto con la observacion de que
alrededor de un 50-60% de los abortos clinicos espontaneos tienen alteraciones cromosémicas
(Boue et al., 1985), ha llevado a ofertar el PGS para intentar mejorar las tasas de la FIV. La
rapida difusién que ha alcanzado esta técnica se ha visto frenada al no ser capaz de ofrecer
una clara mejoria de los resultados. En este sentido, existen publicaciones recientes que ponen

en duda su utilidad, esgrimiendo una gran variedad de argumentos.

En primer lugar, como hemos comentado en distintas ocasiones, las alteraciones
cromosdmicas en los embriones humanos parecen mas la norma que la excepcion; BC Fauser
afirma que entre un 40 y un 90% de los embriones calificados morfolégicamente como de
buena calidad son cromosdémicamente anormales y postula que estas cifras aumentaran

cuando sea posible analizar un mayor nimero de cromosomas (Fauser 2008).

Otra de las piedras angulares a la hora de cuestionar el PGS es el fenédmeno del
mosaicismo, el cual es un hallazgo frecuente cuando se analiza el embrién en su totalidad. Por
tanto, la célula biopsiada en el proceso puede no representar, en muchos casos, el genotipo
del embrién. De esta forma, en el caso del mosaicismo mas frecuente que es la combinacidn
de una linea aneuploide con otra diploide, si aspiramos un blastdmero normal estaremos
reduciendo la proporciéon de blastémeras diploides y aumentando la proporcion de células
aneuploides. De modo opuesto, la aspiracion de una célula aneuploide aumentaria la
proporcién de blastémeras normales y podria llevarnos a descartar embriones con potencial
de ser viables. (Bielanska et al., 2002b; Baart et al., 2006) Dejando al margen especulaciones

sobre los desequilibrios del status cromosémico embrionario, al valorar la efectividad de la
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técnica, nos encontramos con un bajo valor predictivo positivo, lo que supone una mala
optimizacion del proceso de selecciéon embrionaria (Michiels et al., 2006.; Deugarte et al.,

2008).

Otros motivos que se barajan por los criticos de la técnica son las dificultades a la hora de
interpretar resultados discordantes en el caso de haber realizado la biopsia de dos blastémeras
(Baart et al., 2006), o la posible aparicion de errores intrinsecos a la técnica (recordemos que la
biopsia embrionaria, la fijacién del nucleo y el analisis mediante FISH son los tres pasos clave
del proceso y, en cualquiera de ellos, incluso en manos expertas, pueden aparecer errores).
Incluso, se habla de que puede ser mas practico realizar simplemente un cultivo embrionario
prolongado en el laboratorio con el fin de que la seleccién natural excluya la mayor parte de
los embriones anormales (Fritz 2008) Ademas, la seguridad de la técnica se ha cuestionado
(Nekkebroeck et al., 2008), planteandose la necesidad de estudios propectivos largos para

descartar efectos negativos en la descendencia.

Finalmente, dos demoledores metandlisis para revisar las indicaciones de PGS realizados
por Mastenbroek et al (Mastenbroek et al., 2008; Mastenbroeket al., 2011) muestran una clara
reduccion en las tasa de gestacidn evolutiva para el grupo con PGS, especialmente cuando la
indicacion es edad materna avanzada (OR= 0,56). Basandose en este andlisis, concluye que un
ensayo clinico randomizado (ECR) necesitaria de un nimero tan elevado de ciclos para poder
demostrar un efecto positivo clinicamente relevante (20% de incremento en tasas de gestacion

evolutiva) que seria poco ético plantearlo.

Una revisién detallada de los estudios incluidos para alcanzar estas conclusiones hace
conveniente resaltar varios aspectos que nos permiten tener una mirada menos pesimista
sobre esta técnica. En lo referente al analisis genético, uno de los ECR, realizado precisamente
por el grupo de Mastenbroek (Mastenbroek et al., 2007) muestra un 20% de embriones no
informativos en el grupo del PGS; este elevado porcentaje disminuiria sensiblemente con una
segunda ronda de analisis con sondas de DNA en regiones cromosdmicas distintas a las
previamente analizadas (Rodrigo et al., 2004; Colls et al., 2007) De hecho, ninguno de los
trabajos incluidos, habla del andlisis de rescate de estos embriones, acto habitual en los
centros experimentados en los programas de PGS. Es mas, no son Unicamente los embriones
no informativos los que son susceptibles de ser “rescatados”, también muchos embriones que
muestran falsas monosomias con pruebas centroméricas en una primera ronda, serian
candidatos idéneos. En nuestro estudio se realizaba de forma habitual un reanalisis cuando

nos encontrabamos con nucleos con ausencia de sefial o cuando éstas eran no concluyentes
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(sefales superpuestas, poco claras o demasiado extensas). Asi, los embriones que fueron
clasificados como no informativos fueron 6 de 88 en el grupo de las donantes incompletas vy,
cuando se completaron ambos esquemas, 4 de 208 con el protocolo estandar y 4 de 152 con la
dosis reducida (ver Figura 18). La tasa global de embriones no informativos fue del 3,1%, muy

por debajo de los datos referidos en los estudios previamente mencionados.

Donantes incompletas Dosis estandar Dosis reducida
6,8% 1,9% 2,6%

etavq

Figura 18. Tasa de embriones no informativos en los diferentes grupos del estudio.

Otro de los temas susceptibles de discusidon es la eleccién de los cromosomas a analizar;
la mayoria de los estudios incluidos no incluyen los cromosomas 15 y 22, especialmente
asociados con abortos. Recientemente, se estan obteniendo resultados prometedores con
analisis de 24 cromosomas bien mediante hibridacién genética comparativa (CGH) (Wells et

al., 2008) o mediante empleo de arrays (Hellani et al., 2008).

En lo referente al cultivo y biopsia embrionarios, resultan llamativos los datos que
ofrecen algunos estudios acerca de las tasas de llegada a blastocisto por embrién biopsiado
(43%) (Staessen et al., 2008) o los porcentajes de aborto tras haber realizado PGS (70% para el
grupo con PGS) (Hardarson et al., 2008), sugiriendo claramente que el proceso supuso,
durante estos estudios, un importante dafio embrionario. En nuestro estudio, como podemos
observar graficamente en la figura inferior, la tasa global de llegada a blastocisto por embrién
biopsiado fue del 73,2% (320 blastos de 448 embriones biopsiados) y la tasa global de aborto
fue del 25,7% (9 abortos de 35 gestaciones). Seria interesante conocer estas tasas durante el
funcionamiento normal de los laboratorios incluidos en los estudios, ya que la experiencia en

cultivos embrionarios prolongados podria constituir un sesgo importante.
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Figura 19. Evolucién embrionaria en los grupos del estudio.

Adicionalmente, los criterios de inclusién de los diferentes estudios no son homogéneos
y se escoge como corte para definir edad avanzada los 35 afios (Schoolcraft et al., 2009) o un

grupo de pacientes entre 35 y 41 afios (Mastenbroek et al., 2007).

Finalmente, solamente dos de estos estudios hablan de interrupcion voluntaria de
embarazos en las gestaciones conseguidas sin PGS, uno por trisomia 18 (Mastenbroek et al.,
2007) y otro por trisomia 21 (Staessen et al., 2008). Nos resulta sorprendente que no se haya
prestado atencién a este efecto colateral, tan significativo para las pacientes de edad
avanzada. El registro cataldn FIVCAT.NET del afio 2008 muestra que 12 trisomias 21 y 4
trisomias 18 hubieran podido ser evitadas mediante el empleo del PGS (Servei d’'Informacié i
Estudis: FIVCAT.NET, 2008). Tampoco debemos despreciar el hecho de que los pacientes,
cuando se les oferta y explica la opcion, desean conocer la dotacién cromosdmica de los
embriones que les van a ser transferidos, fundamentalmente con el fin de evitar el sindrome

de Down (Shahine et al., 2008)

En resumen, consideramos que antes de intentar llegar a conclusiones sobre la utilidad, o
su ausencia, para determinados grupos de pacientes del PGS, se debe realizar esfuerzos en dos
direcciones. En primer lugar, resulta imprescindible una adecuada estandarizacion

metodoldgica que haga reproducibles y comparables estos estudios. En segundo lugar, se debe
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garantizar la calidad de los laboratorios y la adecuada formacion de los bidlogos participantes
en estos estudios. Por todo ello, creemos que quizd no exista un nivel suficiente de evidencia
acerca de la utilidad del PGS hoy en dia, pero tampoco la existe en su contra, dado que la gran
mayoria de estudios publicados no cumplen con criterios metodoldgicos adecuados ni

alcanzan un tamafio muestral suficiente.

De cara al futuro de la técnica, tal y como propone la European Society of Human
Reproduction and Embryology (ESHRE), debemos explorar el momento éptimo para la
realizacion de la biopsia embrionaria (contemplando desde la biopsia del corpusculo polar
hasta el del trofoectodermo embrionario) y emplear el desarrollo de la tecnologia de los arrays

para ampliar la informacién estudiada (Harper et al., 2010)
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6.4 ACERCA DE LA VALORACION MORFOLOGICA DE LOS EMBRIONES

La existencia de una relacidn entre morfologia embrionaria y aneuploidia ha sido
estudiada por gran numero de estudios. La gran mayoria de los investigadores ha llegado a la
conclusién de que existe, pero la correlacién es débil y resulta de poca ayuda a la hora de
conseguir una transferencia de embriones euploides (Alfarawati, et al., 2011; Hardarson et al.,
2003.; Eaton, et al., 2009). La gran mayoria de los estudios se han centrado en el estudio
morfoldgico durante los 3 primeros dias de desarrollo embrionario. Ello tiene sentido desde el
punto de vista del funcionamiento habitual de los laboratorios de reproduccién, ya que en
estos dias se realiza una valoracidn visual rutinaria y se han desarrollado distintos sistemas de
clasificacidon y puntuacién embrionarias. Sin embargo, desde un punto de vista bioldgico, la
valoracion morfolégica en este momento puede no resultar idénea, dado que el genoma
embrionario permanece inactivo hasta el estadio de 4-8 células (Braude et al., 1988). De
hecho, se piensa que las aneuploidias meidticas no ejercen una influencia negativa en el
desarrollo y morfologias embrionarias hasta que el embridon no depende de la expresion de sus

propios genes, alrededor, por tanto, de los dias 2-3.

Es cierto que se han descrito asociaciones débiles entre aneuploidia y la existencia de
multinucleacién, un ndmero de células no éptimo o una menor simetria celular durante los
estadios precoces de division embrionaria y, por tanto, antes de la activacién del genoma
embrionario (Magli et al., 2007; Moayeri et al., 2008; Staessen, C., Van Steirteghem et al.,
1998). Una posible explicacion para estos hallazgos pueden ser los fenémenos de demora o no
disyuncion meidtica, frecuentemente asociados con la formacién de micronucleos, o los
errores en la citoquinesis, que pueden producir divisiones cromosdmicas inexactas entre

células hijas y explicar la asociacidon cuando encontramos blastémeras de distintos tamanos.

Otra posible explicacion para justificar una asociacion precoz entre morfologia
embrionaria y aneuploidia es que las alteraciones morfolégicas sean consecuencia de una
deficiencia oocitaria mas general, de la cual la aneuploidia es sélo uno de sus sintomas. Por
ejemplo, los oocitos con niveles bajos o inapropiados de ARNm y proteinas pueden estar
predispuestos a producir embriones morfolégicamente anormales y que tengan un elevado
riesgo de malsegregacién cromosdmica. Estos oocitos pueden ser especialmente vulnerables
durante los dos primeros dias tras la fecundacién cuando el embrién depende totalmente en

los recursos propios del oocito. Fragouli et al. (Fragouli et al., 2010) han mostrado que niveles
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atipicos de transcripciones de ARNm poliadenilado predispone a que los oocitos cometan

errores meiodticos.

En nuestro trabajo, no ha sido posible correlacionar pardmetros como el nimero de
células existentes (en dia 2 y en dia 3 de desarrollo embrionario), existencia o ausencia de
multinucleacion (en dia 2 y en dia 3 de desarrollo embrionario), o existencia o ausencia de
fragmentacién (en dia 2 y en dia 3 de desarrollo embrionario), con la consecucién de

embriones cromosdmicamente normales.

Resultados similares han sido comunicados por otros grupos como el de Finn et al. (Finn
et al., 2010), que encuentra una incidencia de aneuploidia similar independientemente de la
clasificacion morfolégica embrionaria. Por tanto, la afectacidn cromosdémica suele permanecer
oculta en el estadio de zigoto y aparece de forma progresiva conforme el embrién progresa
hasta el estadio preimplantatorio. Asi, un estudio reciente en estadio de blastocisto (Alfarawati
et al., 2011) que emplea un analisis cromosdmico mas completo (CGH) si es capaz de mostrar
asociacion entre aneuploidia, desarrollo embrionario lento y una masa celular interna pequefia
con escaso desarrollo del trofoectodermo; un 49,2% de los embriones de mayor calidad
morfoldgica (grados 5-6) eran euploides, por un 37,5% de los clasificados en los grados 1y 2.
Curiosamente, las formas severas de aneuploidias (monosomias, alteraciones de varios
cromosomas o desequilibrios de cromosomas largos) parecen mostrar una mayor afectacion
morfoldgica que las formas menos severas (trisomias, por ejemplo). Este hallazgo concuerda
totalmente con nuestros conocimientos clinicos, ya que las trisomias, en ocasiones, alcanzany
sobrepasan el primer trimestre de embarazo, mientras que rara vez vemos en gestaciones

clinicas las que hemos mencionado como afectaciones mas severas.

Realizamos un andlisis de regresidon logistica con el fin de valorar el efecto de las
variables relacionadas con la EOC (dosis de gonadotropinas total, dosis de gonadotropinas
media diaria, E2 el dia de la administracion de la hCG, nimero de oocitos obtenidos, nimero
de oocitos MIl obtenidos) sobre una serie de variables relacionadas con el desarrollo
embrionario (nimero de células en dia 2, nimero de células en dia 3, multinucleaciéon en dia 2,
multinucleacién en dia 3, consecucion de embriones cromosdmicamente normales y
consecuciéon de embriones cromosédmicamente normales que alcancen el estadio de
blastocisto). Este andlisis no fue incluido en el apartado de resultados porque ofrecié escasas
asociaciones que consideramos poco congruentes y dificilmente interpretables. Por tanto,
Unicamente comentaremos que se observaron asociaciones con los embriones

cromosdmicamente normales y que alcanzan el estadio de blastocisto con buena morfologia y
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algunos parametros de la estimulacién, sugiriendo que, de algiin modo, el tipo de estimulacion
condiciona el tipo de material que obtenemos, su morfologia y las posibilidades de normalidad
cromosdmica embrionaria. Obviamente, nuestro tamaifo muestral supone una importante

limitacion a la hora de intentar extraer conclusiones mas concretas.

En resumen, la valoracidon morfolégica embrionaria posee una utilidad limitada a la hora
de permitir una seleccién de embriones euploides, que va aumentando conforme nos

acercamos al estadio de blastocisto.
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6.5 ACERCA DE LOS OBJETIVOS

En este estudio en donantes altas respondedoras describimos un aumento significativo
de las tasas de fecundacién, tasas de llegada a blastocisto y tasa de embriones
cromosdémicamente normales que alcanzan el estadio de blastocisto tras recibir un segundo
ciclo de tratamiento con dosis reducida de gonadotropinas. La mejoria en estas variables
compensa la disminucidn en el nimero de oocitos obtenidos con este protocolo, de tal forma
que, la eficiencia de los ciclos de donacion ovocitaria fue similar con ambos esquemas en
términos de resultados reproductivos y numero total de recién nacidos en las receptoras (ver

Figura 20).

B Désisreducida [ Dosis estandar

Figura 20. Evolucion embrionaria en el grupo de las donantes completas

Asi pues, tenemos un grupo de donantes altas respondedoras que alcanzan niveles
estrogénicos elevados durante la EOC, muestran importantes tasas de aneuploidia
embrionaria y con dosis reducidas de gonadotropinas consiguen mejores tasas de llegada al
estadio de blastocisto. Aunque probablemente no existe un nivel suficiente de evidencia como

para poder afirmarlo con rotundidad, los protocolos de estimulacidn y el tipo de respuesta que
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provocan pueden tener un efecto directo en la calidad embrionaria, el nimero de blastocistos
y las tasas de aneuploidia. Varias lineas de investigacidn parecen sugerirlo: en las mujeres que
se someten a un tratamiento de FIV no parece encontrarse un aumento en la incidencia de
anomalias cromosdmicas de los restos abortivos con respecto a los embarazos espontaneos
(Plachot, 1989; Ma et al., 2006; Martinez et al., 2010). Sin embargo, en los ciclos de FIV con
alta respuesta o incluso con desarrollo de un sindrome de hiperestimulacidn ovarica, si se ha
observado un aumento del riesgo de aborto y de aneuploidia fetal (Nasseri et al., 1999; Raziel
et al., 2002; OBrien et al., 2009); varios estudios en programas de donacién ovocitaria han
descrito una elevada incidencia de alteraciones cromosémicas en embriones en dia 3 de
desarrollo procedentes de donantes con alta respuesta (Soares et al., 2003; Nelson et al.,
2005; Munné et al., 2006c); y, finalmente, la capacidad de llegada al estadio de blastocisto y la
adhesién embrionaria han mostrado verse afectadas con niveles crecientes estrogénicos en

embriones murinos (Valbuena et al., 2001).

Tras el desarrollo inicial de la FIV, la estimulacién ovarica intensa ha sido la norma
durante mas de dos décadas. Conseguir el desarrollo de un gran numero de foliculos y obtener
en el momento de la puncidon muchos oocitos se ha considerado como una garantia de un
tratamiento bien llevado a cabo. Los regimenes tradicionales con andlogos suponen una
estimulacién larga, compleja y cara que supone varias semanas con inyecciones y controles
ecograficos. Todo ello conlleva molestias para los pacientes y unas posibilidades de tener
efectos secundarios que no deben ser despreciadas. Ademas, este tipo de estimulacion supone
una importante alteracion de la endocrinologia fisioldgica durante la fase Idtea, y su impacto
sobre la normalidad cromosdmica de los embriones o sobre la receptividad endometrial (sobre
el éxito del tratamiento, en definitiva), no esta suficientemente descrito. En cualquier caso,
debemos conocer que la respuesta a la EOC es muy variable y que también lo es la normalidad
o anormalidad de la constitucién cromosdmica de los embriones con tasas que, por ejemplo en
donantes, mujeres jévenes sin patologia conocida, pueden variar del 0 al 100% (Munné et al.,

2006c).

Actualmente, debemos realizar un esfuerzo por huir de la generalizacién de protocolos
de estimulacion e individualizar cada caso. Algunos de los datos fundamentales a la hora de
decidir un esquema de estimulacién seran la reserva ovdrica, el indice de masa corporal o la
respuesta obtenida en caso de existir estimulaciones previas. Este ultimo punto serd
fundamental en el caso de donantes altas respondedoras, donde debemos hacer un esfuerzo

por optimizar la estimulacién y no conformarnos con la constatacion de multiples foliculos en
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desarrollo. Sabemos que, independientemente del nimero de oocitos obtenidos y de la dosis
de gonadotropinas administradas, el nimero de embriones cromosémicamente normales es
relativamente constante en mujeres jovenes, oscilando entre 1,8 y 6 por ciclo de estimulacién
(Munné et al., 2006c). Por tanto, las estimulaciones agresivas no incrementardn el nimero de
embriones euploides, sino que se desarrollan a costa de oocitos que no tendran una buena

calidad.

En lo referente a la valoracidon de una respuesta ovdrica limitada, habrd que distinguir
claramente entre una baja respuesta tras una estimulacion maxima (que sugiere
envejecimiento ovarico) y una respuesta normal tras una estimulacion suave (que sugiere una
respuesta 6ptima en cuanto a cantidad y calidad). Este tipo de estimulacion mild o suave
pretende producir Unicamente una sutil interferencia sobre el proceso fisioldgico de
dominancia folicular (Verberg et al., 2009b) con el fin de conseguir seleccionar a los oocitos
mas sanos y cromosOmicamente normales. Esto supone una disminucidon de los efectos
secundarios y del coste del tratamiento para los pacientes, pero debemos de tener presente
gue no garantiza la normalidad cromosémica. De hecho, como ya hemos comentado, las tasas
de aneuploidia con estos esquemas no son despreciables (Baart et al., 2007) e, incluso, se dan
en pacientes en los que no se produce afectacién alguna de la fisiologia de su ciclo ovarico,

como son los pacientes estudiados en ciclo natural (Verproest et al., 2008).

Como hemos repasado en la introduccién, la EOC tradicional para FIV induce el
desarrollo de multiples foliculos, resultando en la obtencién de un gran nimero de oocitos en
el momento de la puncién. El funcionamiento fisiolégico, fuera de mujeres sometidas a TRA,
consigue, alrededor de la fase folicular media, la dominancia del foliculo mas maduro a costa
del resto del pool ovocitario seleccionado en ese ciclo. Este foliculo dominante continta con su
desarrollo a pesar de los niveles decrecientes de FSH, mientras que esta disminucién supone
acabar en atresia para la cohorte restante (Fauser et al., 1993). El concepto de ventana de la
FSH que hemos explicado en la introduccion, nos resulta especialmente interesante para
intentar entender los resultados obtenidos. De este modo, debe existir un limite superior de
FSH que cuando es superado no se traduce en un aumento del reclutamiento folicular, y debe

haber un limite inferior que, en caso de no alcanzarse, no permita desarrollo folicular alguno.

Una de las primeras conclusiones a las que podemos llegar tras nuestro estudio es que la
respuesta a una misma disminucion de dosis puede causar consecuencias tan diferentes como
las observadas en los dos subgrupos del estudio; por un lado tenemos el subgrupo I, en el cual

la disminucidon en la dosis de gonadotropinas produce la obtencién de un nimero de oocitos
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muy similar al previo, es decir, que en ambos tratamientos la dosis administrada se encuentra
por encima del “techo” de la ventana de FSH de estas mujeres. Asi, en este grupo, todo el
estéril exceso de gonadotropinas administrado se traduce en mayor nimero de embriones
portadores de alteraciones cromosémicas y una clara tendencia hacia una menor tasa de
implantacion (ver Tabla 6 y Figura 21). Por tanto, en este subgrupo resulta mas eficiente la
administracion de la dosis reducida. Lamentablemente, nuestro reducido tamafio muestral no

permite que se alcance la significacidn estadistica a pesar de que la tendencia parece clara.
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Figura 21. Evolucién embrionaria en el subgrupo |

Por el contrario, en el subgrupo Il, la administracién de la dosis reducida supone la
obtencidn de aproximadamente la mitad de oocitos en MII, lo cual sugiere que la dosis de
ambos esquemas se encuentra dentro de los limites individuales de la ventana de FSH de estas
mujeres. Por tanto, en estas pacientes, no se observa una mayor eficiencia de la
administracion de un esquema de tratamiento con dosis reducida (ver tabla 4 y Figura 22). De
hecho, la dosis estandar consigue mayor nimero de embriones cromosémicamente normales,

mayor numero de gestaciones y mayor nimero de recién nacidos.
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Figura 22. Evolucién embrionaria en el subgrupo Il

Ademas, contamos con la existencia de un tercer patrén de respuesta, las donantes
incompletas, en las cuales al administrar la dosis reducida se produjo una disminucién tan
marcada en el reclutamiento folicular que se tuvo que proceder a cancelar el ciclo, dado que
este estudio se enmarca dentro de la actividad de un centro de reproduccidn asistida privado
que desea ofrecer las mejores garantias a sus pacientes. Nuestra interpretacién es que en
estas pacientes la ventana de la FSH es estrecha y la disminucién de dosis ha situado los
niveles cerca del suelo de dicha ventana. Obviamente, hubiera sido interesante completar
estos ciclos y ver los resultados obtenidos. Quizd nos hubiéramos visto sorprendidos por una
gran eficiencia de estos ciclos con escasa respuesta, pero careciamos de un analisis de los
datos como el que presentamos actualmente y se consideré que no se ofrecian garantias

suficientes de éxito a las receptoras de estos embriones.

En cualquier caso, el ciclo de dosis estandar de este tercer patrén presenta unos
resultados muy similares a los obtenidos en el subgrupo | con dosis reducida. Asi, las tasas de
fecundacién son del 75,9% y del 82,3%, respectivamente, y compensan el mayor numero de
oocitos en metafase Il obtenidos por donante (18,3+ 4,3 vs 13,2+ 5,3). Posteriormente, los

porcentajes de blastocistos cromosémicamente normales son del 75 y 72,4%,
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respectivamente; el nimero de blastocistos cromosémicamente normales por donante son de

2,9 y 2,7, respectivamente; y las tasas de implantacion son del 45 y del 42,1%,

respectivamente (ver Figura 23).
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Figura 23. Evoluciéon embrionaria en las donantes en las que tnicamente se completé el
protocolo con dosis estandar debido a BR durante el ciclo con dosis reducida.

Queremos resaltar, como se muestra en la figura inferior, que pese a plantear pautas de
estimulacién con un patrdn estricto (se ha intentado y se ha conseguido no variar la dosis en la
mayoria de las donantes del estudio) la respuesta ha ofrecido patrones diversos, poniendo de
manifiesto, en nuestra opinidn, la existencia de una ventana de FSH con caracteristicas poco
previsibles en cada paciente. Asi, hemos propuesto tres patrones; el primero, correspondiente
al subgrupo I, supondria el patrén tradicional de la alta respondedora. En ella, con la
administracién de la dosis reducida obtenemos una respuesta maxima, ya que la ventana tiene
un “techo bajo”. Lo interesante en estas pacientes es explorar cual es su dosis minima eficaz;
el segundo patrén (subgrupo Il), supone una ventana amplia dentro de cuyos margenes se
encuentran ambos esquemas. Analizando la eficiencia del proceso, parece que la mejor dosis

es la mas cercana al techo de FSH; por ultimo, en el tercer patrén (donantes incompletas), la

ventana es estrecha vy, al disminuir la dosis, aparece una baja respuesta no analizada. Nuestra
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interpretacién habla de limites individuales de sensibilidad para la FSH, lo cual nos conduce a

insistir en la necesidad de individualizar los tratamientos.

Una observacién detallada de los resultados obtenidos nos permite ver que cuando los
protocolos de estimulacién quedan cerca del techo de la ventana de estimulaciéon es cuando
obtenemos los mejores resultados, como sucede en la dosis reducida del subgrupo |, en la
estdndar del subgrupo Il y en la dosis estandar de las donantes incompletas. Si nos alejamos de
este punto, ya sea por exceso (dosis estandar en el subgrupo 1) o por defecto (dosis reducida
en el subgrupo Il), los resultados empeoran. Desgraciadamente, estos resultados ponen de
manifiesto la dificultad para dar con la dosis mas eficiente para cada paciente y nos recuerdan

la necesidad de que individualizar nuestros esquemas de tratamiento.

Resulta innegable, en nuestra opinidn, que la tendencia hacia el desarrollo de ciclos de
estimulacién mds suaves es positiva, pero queremos resaltar que dificilmente se podra
generalizar un protocolo estdndar para la poblacién general como, en ocasiones, se ha
sugerido. Mas bien, debemos ahondar en esta tendencia hacia la administracion de dosis
menores con obtencidn de un menor nimero de oocitos pero de mayor calidad, teniendo
siempre presente que la ventana de FSH serd distinta para cada paciente y que debemos

buscar la administracion de la dosis minima eficaz de manera individualizada.

Subgrupo | Sugrupoll Donantes incompletas
\
ventana ventana
Nivel FSH ventana —
1 7 1 7 1 7
Dia de estimulacién Dia de estimulacién Dia de estimulacién

Dosis estandar
Dosis reducida

Figura 24. Representacion grafica de cada protocolo de EOC en funcion de la ventana de FSH de cada
subgrupo.
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En lo referente a la implantacidon, muchos factores pueden jugar un papel en ella, no
Unicamente las aneuploidias embrionarias. En este trabajo, nos hemos centrado en el
porcentaje de embriones euploides que alcanzan el estadio de blastocisto en las donantes
como medida de la calidad embrionaria y, con los factores uterinos en las receptoras hemos

pretendido Unicamente que no constituyeran ningln sesgo metodoldgico.

La evidencia cientifica ha demostrado que la presencia de aneuploidias en embriones
humanos procedentes de ciclos de FIV es considerable y que, independientemente de la
estimulacién o de la respuesta obtenida, tendremos de 1,8 a 6 embriones euploides por ciclo
(Munné et al., 2006c, Baart et al., 2007). Nuestros resultados concuerdan con estos datos y
consiguen, en aquellos ciclos que hemos considerado como mas eficientes (aquellos cercanos
al techo de la FSH) alrededor de 3-4 embriones euploides por ciclo de estimulacién (4,1 con
dosis estandar en el subgrupo I, 2,9 con dosis estandar en las donantes incompletas y 2,7 con
dosis reducida en el subgrupo 1). Por el contrario, cuando nos alejamos de este punto,
especialmente si es por exceso, nos quedamos con un menor nimero de embriones con una
constitucién cromosémica euploide (1,8 para la dosis estdndar del subgrupo 1). Esto nos
permite pensar que una dosis excesiva de gonadotropinas puede comprometer la calidad
ovocitaria. Es dificil conocer el mecanismo por el que se produce este proceso aunque se ha
sugerido que la existencia de una inmadurez citoplasmatica en el momento de la induccién de
la ovulacion podria jugar un papel determinante (Tarin et al., 1990). En este tipo de pacientes
con alta respuesta a la EOC la administracion de la hCG se realiza cuando muchos foliculos no
son todavia maduros, lo cual puede conllevar que su engranaje citoplasmatico no sea capaz de

llevar a cabo el proceso de segregacion cromosdmica de forma exitosa.

Por todo ello, debemos tener siempre en mente la conveniencia de una adecuada
personalizacién de los tratamientos, lo cual debe llevarnos a evitar estimulaciones agresivas
que, inevitablemente, conllevan una peor calidad embrionaria, un aumento de las tasas de
aneuploidia embrionaria y un mayor riesgo de hiperestimulacidn ovdrica. La importante
variabilidad individual de la ventana de FSH pone de manifiesto la dificultad de dicha
personalizacién, pero el probable efecto deletéreo de dosis excesivas de gonadotropinas debe
permitir que, ante la aparicion de una alta respuesta, nos cuestionemos la idoneidad del

protocolo aplicado.
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7. CONCLUSIONES

1.- La disminucién de la dosis de gonadotropinas en donantes altas respondedoras no
tuvo una respuesta claramente predecible. De forma global, supuso una disminucién de los

niveles de E2 y del nUmero de oocitos.

Pero fue posible identificar tres patrones de respuesta tras la disminucién de dosis:

e Numero similar de oocitos en ambos protocolos (subgrupo 1)

e Disminucién en, aproximadamente, un 50% del nimero de oocitos con dosis

reducida (subgrupo Il)

e Cancelacién del ciclo con dosis reducida por baja respuesta

2.- La disminucion de la dosis de gonadotropinas en donantes altas respondedoras no
tuvo una repercusion directa en cuanto a los pardmetros analizados de morfologia

embrionaria.

3.- En lo referente al desarrollo embrionario, la dosis reducida supuso una mayor tasa de
fecundacién, un mayor porcentaje de embriones que alcanzaron el estadio de blastocisto tras
ser biopsiados y un mayor porcentaje de embriones cromosémicamente normales con

respecto al nimero total de oocitos MIl obtenidos en cada donante de évulos.

4.- La disminucidn de la dosis de gonadotropinas en donantes altas respondedoras no
supuso, de forma global, un beneficio claro en cuanto al niumero total de blastocistos
cromosdmicamente normales disponibles por ciclo de estimulacién o en cuanto a tasas de
gestacion. Sin embargo, un analisis por subgrupos mostré que la dosis mas eficiente varia en

funcién de las caracteristicas individuales.

5.- La valoracidon de los limites individuales de accidn de la FSH (ventana de la FSH) nos
ofrece una interpretacion fisiolédgica de los resultados. Aquellos protocolos de EOC que se
acercan al techo de la ventana de FSH son los mas eficientes (dosis reducida del subgrupo |,

dosis estandar del subgrupo Il y dosis estandar de las donantes incompletas).
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6.- Debemos hacer un esfuerzo por individualizar los tratamientos con el fin de encontrar
la dosis minima eficaz de cada paciente. Incluso en un grupo aparentemente muy homogéneo,
como el que ha sido objeto de nuestro estudio, es complicado predecir la respuesta a un

protocolo universal.
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9. ANEXOS

9.1 COMITE ETICO

OO

VI

VALENCIA

COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA
Instituto Valenciano de Infertilidad

D. Josep Liuis Romero i Carbonell, en calidad de secretario del Comité Etico de
Investigacion Clinica del Instituto Valenciano de Infertilidad.

CERTIFICA

Que éste Comité ha evaluado el proyecto de investigacion presentado por el Dr,
José Remohi Jimenez titulado:

"Influencia de la estimulacién ovarica en las Anomalias
Cromosémicas Embrionarias.”

Y considera que:

Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en
: relacion con los objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias
previsibles para el sujeto.
La capacidad del investigador y los medios disponibles son apropiados
para llevar a cabo el estudio.
En consecuencla, éste Comité acepta que dicho ensayo clinico sea
realizado en el Instituto Valenciano de Infertilidad por el Dr. José Remohi
Jimenez

Lo que firmo en Valencia a 09 de Febrero de 2.004
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9.2 CONSENTIMIENTO INFORMADO DEL ESTUDIO

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

TITULO DEL ESTUDIO: INFLUENCIA DE LA ESTIMULACION OVARICA EN LAS
ANOMALIAS CROMOSOMICAS EMBRIONARIAS.

CODIGO DEL PROMOTOR:

PROMOTOR:

INVESTIGADOR PRINCIPAL Dr. José Remohi (joseremohi@ivi.es)
CENTROS: IVI-Valencia e 1VI-Alicante

INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el que se le
invita a participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica correspondiente y la Agencia Espafiola del Medicamento y Productos
Sanitarios, de acuerdo a la legislacion vigente, el Real Decreto 223/2004, de 6 de
febrero, por el que se regulan los ensayos clinicos con medicamentos.

Nuestra intencion es tan solo que usted reciba la informacion correcta y suficiente para
que pueda evaluar y juzgar si quiere 0 no participar en este estudio. Para ello lea esta
hoja informativa con atencidn y nosotros le aclararemos las dudas que le puedan surgir
después de la explicacion. Ademas, puede consultar con las personas que considere
oportuno.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacién en este estudio es voluntaria y que puede decidir no
participar o cambiar su decision y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin
que por ello se altere la relacion con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su
tratamiento.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO:

Nos ha sido explicado que una de las causas del fallo en la implantacion embrionaria es
la anormalidad cromosémica y que no esta del todo establecido el papel que dicha causa
puede tener en los diferentes contextos de la reproduccidn asistida.

Dentro del tratamiento de donacion de oocitos/fecundacion in vitro que vamos a iniciar
nos ha sido expuesto que es posible estudiar los cromosomas de nuestros embriones sin
comprometer la posibilidad de éxito del ciclo, sin gasto afiadido y sin que suponga el
tener que repetir dicho estudio en el supuesto de un eventual ciclo futuro. De hecho, se
nos ha explicado que con dicho estudio se promueve la transferencia a la cavidad
uterina de embriones con dotacion normal de los pares cromosomicos estudiados, lo que
en teoria aumentaria la probabilidad de éxito del tratamiento.

Hemos comprendido que la finalidad de dicho estudio es el conocimiento de las
posibles variables relacionadas a la produccion de embriones cromosomicamente
anormales. En este sentido, se nos ha informado sobre los procedimientos,
aproximaciones diagnosticas que se pueden realizar, posibilidades de éxito, limitaciones
y riesgos de las mismas. Ha quedado claro también que el diagndstico genético
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preimplantacional no sustituye ni tampoco dispensa la realizacion de una eventual
amniocentesis, cuando esté indicada.

Somos concientes que la realizacién del diagndstico genético previamente descrito esta
condicionada en nuestro caso a la disponibilidad de un namero minimo de embriones
con caracteristicas adecuadas para dicho proceso. Si no se da esa condicion, sabemos
que el ciclo de tratamiento se realizara dentro de la pauta definida a nuestro diagnostico
de esterilidad.

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL
ESTUDIO

La participacion en este estudio no implica ningun riesgo adicional para la paciente ni
para su tratamiento y presenta la posibilidad de beneficiarse de forma gratuita de la
posibilidad de transferir un embrién normal para los cromosomas analizados.

TRATAMIENTOS ALTERNATIVOS

En caso de no participar en este estudio la paciente seria sometida a un ciclo de
donacidn de oocitos en el que los embriones resultantes serian transferidos al Utero sin
realizar un estudio cromosémico de los mismos y basandose en su seleciién para
transfer en base a la morfologia embrionaria.

SEGURO

El Promotor del estudio dispone de una péliza de seguros que se ajusta a la legislacion
vigente y que le proporcionara la compensacion e indemnizacion en caso de menoscabo
de su salud o de lesiones que pudieran producirse en relacién con su participacién en el
estudio.

CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacion y la cesion de los datos de caracter personal de todos
los sujetos participantes se ajustara a lo dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de 13 de
diciembre de proteccion de datos de caracter personal. De acuerdo a lo que establece la
legislacion mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso, modificacion,
oposicién y cancelacion de datos, para lo cual debera dirigirse a su médico del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un c6digo y solo su
médico del estudio/colaboradores podran relacionar dichos datos con usted y con su
historia clinica. Por lo tanto, su identidad no sera revelada a persona alguna salvo
excepciones, en caso de urgencia médica o requerimiento legal.

Solo se transmitiran a terceros y a otros paises los datos recogidos para el estudio que en
ningln caso contendran informacion que le pueda identificar directamente, como
nombre y apellidos, iniciales, direccion, n® de la seguridad social, etc. En el caso de que
se produzca esta cesion, serd para los mismos fines del estudio descrito y garantizando
la confidencialidad como minimo con el nivel de proteccion de la legislacion vigente en
nuestro pais.

El acceso a su informacion personal quedard restringido al médico del
estudio/colaboradores, autoridades sanitarias (Agencia Espafiola del Medicamento y
Productos Sanitarios), al Comité Etico de Investigacion Clinica y personal autorizado
por el promotor, cuando lo precisen para comprobar los datos y procedimientos del
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estudio, pero siempre manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la
legislacion vigente.

COMPENSACION ECONOMICA

El promotor del estudio es el responsable de gestionar la financiacion del mismo. Para
la realizacion del estudio el promotor del mismo ha firmado un contrato con el centro
donde se va a realizar y con el médico del estudio.

Su participacion en el estudio no le supondra ningun gasto usted no tendra que pagar
por los el gasto extra que representaria el analisis cromosomico de los embriones

OTRA INFORMACION RELEVANTE

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningin dato
nuevo serd afiadido a la base de datos y, puede exigir la destruccién de todas las
muestras identificables previamente retenidas para evitar la realizacién de nuevos
analisis.

También debe saber que puede ser excluido del estudio si el promotor los investigadores
del estudio lo consideran oportuno, ya sea por motivos de seguridad, por cualquier
acontecimiento adverso que se produzca por la medicacion en estudio o porque
consideren que no esta cumpliendo con los procedimientos establecidos. En cualquiera
de los casos, usted recibira una explicacion adecuada del motivo que ha ocasionado su
retirada del estudio

Al firmar la hoja de consentimiento adjunta, se compromete a cumplir con los
procedimientos del estudio que se le han expuesto. Cuando acabe su participacion
recibira el mejor tratamiento disponible y que su médico considere el més adecuado
para su enfermedad. Por lo tanto, ni el investigador ni el promotor adquieren
compromiso alguno de mantener dicho tratamiento fuera de este estudio.



