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INTRODUCCION

RESUMEN Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA

La fecundidad humana es relativamente baja en comparacion con otros mamiferos.
Asi, la posibilidad de lograr una gestacién espontanea en un ciclo menstrual unico es del
20-30% (Evers 2002, Taylor 2003), significativamente menor que el 70% observada en
mono Rhesus (Ghosh et al. 1997), 80% en babuinos cautivos (Stevens 1997) o 90% en
roedores y conejos (Foote, Carney 1988).

Se ha sugerido que esta baja fecundidad se debe, entre otras causas, a la alta incidencia
de anomalias cromosomicas en embriones humanos, que conllevaria ala muerte embrionaria
temprana en periodo preimplantatorio, a fallos de implantacién y a abortos espontaneos
(Wells, Delhanty 2000, Macklon, Geraedts & Fauser 2002).

Esta informacién procede, entre otros, del analisis mediante cribado genético
preimplantacional (PGS; del inglés preimplantation genetic screening) de embriones
generados en el contexto de un tratamiento de fecundacién in vitro (FIV) en pacientes
sometidas a una estimulacion ovarica (EO) y que precisan la realizacién de esta técnica
por diferentes motivos. En este escenario, se ha evidenciado una alta frecuencia de errores
cromosémicos Yy aneuploidia en embriones humanos (Macklon, Geraedts & Fauser 2002,
Wilton 2002).

De hecho, en pacientes de buen prondstico sometidas a FIV, entre un 32 y un 64 % de los
embriones son portadores de anomalias cromosémicas numéricas o aneuploidias (Voullaire
et al. 2000, Rubio et al. 2003, Munne et al. 2004, Staessen et al. 2008, Mersereau et al. 2008,
Meyer et al. 2009), mientras que esta tasa se incrementa hasta un 60 a 75% en pacientes de
mal prondstico como mujeres de edad avanzada o pacientes con antecedentes de aborto
de repeticion o fallo de implantacion (Munne et al. 1995, Magli et al. 1998, Gianaroli et al.
1999, Pellicer et al. 1999, Pehlivan et al. 2003a, Pehlivan et al. 2003b, Rubio et al. 2003,
Wilding et al. 2004, Rubio et al. 2005). Por otra parte, se ha descrito que mas de la mitad de

los embriones obtenidos a partir de donantes de ovocitos son aneuploides, lo cual es mas
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INTRODUCCION

alto de lo esperable ya que se trata de mujeres jovenes, sanas y fértiles (Reis Soares et al.
2003, Munne et al. 2006, Keskintepe, Sher & Keskintepe 2007, Sher et al. 2007). Estos datos
podrian explicar el porqué las tasas de éxito en FIV no son mayores a pesar de los avances
cientificos que se han producido en los ultimos afios.

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

Respecto a este Ultimo punto, algunos autores han sugerido que tanto el uso de
altas dosis de gonadotropinas (Baart et al. 2007) como una respuesta elevada a la EO
(Tarin, Pellicer 1990, Jackson et al. 1998, Haaf et al. 2009) pudieran incrementar la tasa de
aneuploidias ovocitarias y embrionarias. Por el contrario, un estudio no observé diferencias
en la tasa de aneuploidias en ovocitos procedentes de un ciclo natural frente a un ciclo
estimulado en pacientes sometidas a FIV (Gras et al. 1992); como tampoco se han visto en la
incidencia de anomalias cromosdmicas en embriones resultantes de abortos espontaneos
cuando la concepcién ha sido espontanea o tras un tratamiento de EO con administracién
de hormona foliculoestimulante (FSH) exdgena (Martinez et al. 2010, Massie et al. 2011,
Bingol et al. 2012, Pendina et al. 2013).

Otros trabajos no han evidenciado una relacion positiva entre la respuesta elevada a la
EQOy laincidencia de aneuploidias ovocitarias (Plachot 2001) o de anomalias cromosomicas
cuando se lleva a cabo la técnica de arrays-hibridacién genémica comparada (@CGH) para
PGS (Ata et al. 2012). Tampoco se ha detectado una relacion negativa entre la respuesta
elevada a la EO y las tasas de gestacion (Kok et al. 2006, Fatemi et al. 2013)

De todos los factores exégenos que pudieran incrementar la incidencia de anomalias
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INTRODUCCION

cromosomicas, es la EO utilizada en el contexto de un ciclo de FIV la que ha sido estudiada
en este trabajo. Para investigar la intensidad de su efecto seria necesario establecer en
primer lugar cual es la incidencia real de aneuploidias embrionarias en los seres humanos
en condiciones fisiolégicas, y compararla con aquella observada en ciclos de EO.

El Unico modo certero para analizar lo primero seria estudiar aquellos embriones
humanos fecundados in vivo, procedentes de mujeres fértiles y esto, claramente, no es
ni ética ni técnicamente posible, ya que, hasta el momento, para analizar un embrién en
estadio preimplantatorio se precisa la realizacion de una técnica de FIV. Por tanto, en el
analisis cromosomico de los embriones humanos siempre habra que considerar un posible
sesgo inherente al procedimiento realizado in vitro.

En este sentido, el Unico estudio que tratd de analizar la incidencia de aneuploidias
en un ciclo de FIV no estimulado, describié un 36,4% de anomalias cromosdmicas en los
embriones resultantes (Verpoest et al. 2008). Este dato preliminar sugiere que incluso en
condiciones ovaricas fisiologicas, la existencia de anomalias esta presente en la especie
humana en al menos un tercio de los casos, lo cual explicaria la baja fecundidad incluso en
un ciclo espontaneo natural.

Quedaria por dilucidar si el someter al ovario a una EO incrementa la probabilidad de

generar embriones portadores de anomalias cromosémicas.

ANTECEDENTES

Estimulacion ovarica para FIV. Generalidades

El primer embarazo humano logrado con FIV fue el resultado de un évulo recuperado
en un ciclo espontaneo o natural (Steptoe, Edwards 1978). Sin embargo, pronto se
concluyé que este método presentaba varios inconvenientes, como la necesidad de llevar

a cabo multiples controles ecograficos a cambio de una baja tasa de éxito y alta tasa de
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cancelacion. La incorporacién de la EO supuso un gran avance, siendo actualmente una
parte integral de las técnicas de reproduccion asistida (TRA) y un factor esencial ligado al
éxito de dichas técnicas en el tratamiento de la esterilidad.

Las gonadotropinas son los farmacos mas utilizados actualmente en nuestro medio
para llevar a cabo la EO, con el objetivo de inducir un desarrollo folicular multiple y obtener
un mayor numero de évulos u ovocitos maduros y tener asi la posibilidad de seleccionar
uno o mas embriones para la transferencia. La EO debe cumplir con la condicién de
alcanzar el mayor grado de eficacia posible con el menor riesgo y mejor coste-efectividad.
Esta realidad cada vez mas aceptada, junto con la evidencia creciente de que los niveles
elevados de hormonas esteroideas durante la estimulacion ovarica pueden afectar a la
ovogénesis, a la calidad embrionaria y a la receptividad endometrial (Simon et al. 1995,
Labarta et al. 2011a), han hecho que actualmente se extienda una corriente que defiende
las ventajas de la estimulacion ovarica suave o “mild ovarian stimulation” (Edwards, Lobo
& Bouchard 1996, Hohmann, Macklon & Fauser 2003, Fauser et al. 2010). Sus objetivos
pueden ser facilmente suscritos, ya que ponen énfasis en obtener el mejor resultado con el
menor riesgo y coste posible, y argumentando que el objetivo final de estos tratamientos
es tener como resultado el nacimiento de un nifio Unico sano, evitando el temido riesgo
de padecer un sindrome de hiperestimulacion ovarica (SHO), evento que puede llegar a
amenazar la vida de la paciente (Devroey, Polyzos & Blockeel 2011).

Desde hace afios, la EO con FSH se realiza conjuntamente con analogos (agonistas
o antagonistas) de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) para evitar picos
endogenos de hormona luteinizante (LH) que incrementarian el riesgo de ovulacién
espontanea precoz (Howles et al. 1986).

La dosis media habitual en pacientes en las que se espera obtener una respuesta
adecuada podria situarse en torno a 150-225 Ul diarias de actividad FSH, aunque lo ideal
seria recurrir a modelos de prediccién que permitan orientar correctamente la eleccién de

la dosis inicial de la mayoria de pacientes con normorrespuesta (Olivennes et al. 2011, La
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Marca, Sunkara 2014). La adicién de actividad LH a la actividad FSH durante un tratamiento
de EO es mas controvertida. Si bien algunos autores defienden que no es necesaria, otros
promulgan su utilizacion en pacientes de mal prondstico, como pacientes mayores de 35

anos (Bosch et al. 2011, Hill et al. 2012) y en bajas respondedoras (Mochtar et al. 2007).

Tipos de estimulacion ovarica segun terminologia ISMAAR

El uso cada vez mas creciente de protocolos de EO minima o incluso el resurgimiento
del ciclo natural como alternativa en casos determinados, hizo necesaria la creacion de una
nueva terminologia sobre los diferentes tipos de EO llevados a cabo en FIV con el fin de
unificar criterios. Un grupo de interés de expertos de la Sociedad Internacional de estrategias
moderadas en reproduccion asistida (ISMAAR: International Society for Mild Approaches in
Assisted Reproduction), propuso las siguientes definiciones (Nargund et al. 2007):

I.  Ciclo natural (CN): El término CN para FIV debe utilizarse para aquellas mujeres en
las que el FIV se lleva a cabo en ovocitos procedentes del ciclo natural espontaneo
de la paciente, sin administracion de ningun tipo de medicacién en ningin momento
del ciclo. El objetivo de este ciclo es obtener un ovocito seleccionado de forma
natural y con el minimo coste posible.

Il. Ciclo natural modificado (CNM): Este término debe aplicarse cuando se utilizan
hormonas exdgenas o drogas en el contexto de un ciclo natural espontaneo de
la paciente con el objetivo de obtener un Unico ovocito seleccionado de forma
natural pero reduciendo las posibilidades de cancelacién del ciclo. Este protocolo
puede abarcar dos escenarios diferentes:

a. Uso de gonadotropina coriénica humana (hCG) para inducir la maduraciéon
ovocitaria final. El soporte de fase lutea puede o no ser administrado.
b. Administracion de un antagonista de la GnRH para evitar el pico de LH

endoégeno con o sin uso concomitante de FSH o gonadotropina menopadsica
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humana (hMG) como terapia de rescate. En este caso se utiliza hCG y se lleva
a cabo un soporte de fase lutea.

Ill.  Estimulacién ovarica suave (“mild”) para FIV: Se define como el método en el que
se utilizan dosis bajas de FSH o hMG, y/o un tratamiento adyuvante de menor
duracion con antagonistas de la GnRH; o cuando se utilizan compuestos por via
oral, como por ejemplo antiestrogenos o inhibidores de la aromatasa, bien solos o
en combinacién con gonadotropinas. Igualmente, se administra la hCG y se lleva
a cabo un soporte de fase Iutea. El objetivo es obtener entre 2 y 7 ovocitos.

IV. Estimulacion ovarica convencional para FIV: Este término se utiliza para definir los
siguientes escenarios:

a. Uso de agonistas de la GnRH desde la mitad de la fase Iutea del ciclo previo
en protocolo largo para supresion hipofisaria seguido de la utilizaciéon de dosis
convencionales de FSH o hMG.

b. Uso de agonistas de la GnRH en un protocolo “flare” seguido de la utilizacién
de dosis convencionales de FSH o hMG.

c. Uso de antagonistas de la GnRH en un protocolo con dosis convencionales
de FSH o hMG iniciadas desde el inicio del ciclo.

En todos estos protocolos, se administra la hCG y se lleva a cabo un soporte de fase

litea. El objetivo es obtener mas de 8 ovocitos.

Ciclo natural/natural modificado para FIV

Hace unos afios el CN revivié como alternativa debido a las preocupaciones derivadas
de la EO, como por ejemplo, el riesgo de padecer un SHO, el riesgo de la gestacion mdltiple,
el coste derivado del uso de gonadotropinas, la posible menor receptividad endometrial en
los ciclos estimulados, el riesgo de padecer cancer y los dilemas éticos derivados de la

acumulacién y congelacion de embriones sobrantes (Edwards, Lobo & Bouchard 1996).
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El CN en el contexto de una FIV es considerado sencillo y menos exigente desde el
punto de vista fisico, ya que sélo requiere controles ecograficos para la monitorizacién del
ciclo; es menos invasivo para la paciente pues no requiere de la inyeccion de preparados
hormonales; y tiene un bajo riesgo de complicaciones, fundamentalmente de gestacion
multiple y SHO. Se ha calculado que los costes de un CN para FIV son aproximadamente
un 20% de los necesarios en un ciclo de EO (Aboulghar et al. 1995, Nargund et al. 2001).
Sin embargo, su eficacia se ve truncada por las altas tasas de cancelacion debidas a picos
prematuros de LH, a ovulacion precoz o a la no obtencién de ovocito tras la puncién.

En una revision sobre 1800 ciclos naturales para FIV, la tasa de cancelacién por ciclo
iniciado resulté del 28,9%, mientras que las tasas de obtencion de ovocito por puncién
oscilaban en los distintos estudios entre el 57,1% y el 100% en funcién de si usaban aguja
de aspiracién de Unica via o doble via o de si hacian lavado folicular, entre otros. La tasa de
gestacioén evolutiva por CN oscila entre el 7,2% vy el 8,3% (Pelinck et al. 2002, Pelinck et al.
2006).

Se ha descrito una tasa de gestacion acumulada del 20,8% tras 3 CNM (Pelinck et
al. 2006), del 46% tras 4 CN (Nargund et al. 2001) y del 40,6% tras 9 CNM (Pelinck et al.
2007). La tasa acumulada de recién nacido (RN) vivo tras 4 CN llega al 32% en grupos
seleccionados de pacientes (Nargund et al. 2001). Aunque el resultado de varios CN
pueda ser comparable con un Unico ciclo estimulado de FIV siendo incluso mas rentable
la primera opcién, no se debe olvidar que con los CN hay una mayor inversion de tiempo e
incremento en el nimero adicional de procedimientos de recuperacion de ovocitos, lo cual
incrementa la tasa de abandono por parte de las pacientes, sobretodo a partir del 3° ciclo
fallido y en pacientes de mal prondstico (tasa acumulada de abandono del 47,8%) (Pelinck
et al. 2007).

En resumen, las tasas de éxito del CN siguen siendo mas bajas de lo deseable y es
por ello que no es una alternativa de primera opcion en pacientes infértiles que van a ser

sometidas a un tratamiento de FIV.
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Cribado genético preimplantacional como procedimiento para valorar la

calidad embrionaria

Durante los ultimos 20 afos, el diagnostico genético preimplantacional (PGD; del inglés
preimplantation genetic diagnosis) se ha realizado fundamentalmente en embriones en dia 3
de desarrollo tras biopsiar una o dos de sus células (blastomeras) con el fin de diagnosticar
enfermedades monogénicas y anomalias cromosomicas hereditarias. Las técnicas
mas utilizadas han sido la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para estudiar las
primeras o hibridacion in situ fluorescente (FISH) para anomalias cromosdmicas numéricas
(aneuploidias) o estructurales, como translocaciones o inversiones.

El PGS mediante FISH en nucleos en interfase utiliza la misma tecnologia que el PGD
pero con el fin de descartar aneuploidias, analizando los cromosomas de embriones
generados tras tratamientos de FIV. Los defensores de su realizacion sistematica alegan
3 hechos fundamentales: los ovocitos y embriones humanos presentan altas tasas de
aneuploidias; la aneuploidia es casi siempre letal; y las anomalias cromosémicas tienen un
efecto minimo sobre la morfologia embrionaria. En los ultimos afos ha sido ampliamente
utilizado en pacientes de mal pronéstico como mujeres de edad avanzada, con fallos de
implantacién previos, abortos de repeticion o casos de factor seminal severo (Magli et al.

2009, Hodes-Wertz et al. 2012, Harton et al. 2013, Rubio et al. 2013, Rodrigo et al. 2014).

Fundamentos del FISH

El FISH utiliza sondas de acido desoxirribonucleico (ADN) marcadas con moléculas
fluorescentes que se unen especificamente a secuencias de acidos nucleicos de un
cromosoma, de modo que se pueden enumerar las copias de un determinado cromosoma
presente en el nlcleo de una célula. La primera aplicacion del FISH en células Unicas utilizd
sondas para los cromosomas X e Y (Griffin et al. 1992), por lo que rapidamente se uso para

diagnéstico del sexo del embrién en parejas con enfermedades ligadas al sexo (Griffin et al.
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1993). Desde entonces, aparecieron mas sondas que permitieron el analisis simultaneo de
un mayor numero de cromosomas.

Las sondas utilizadas en nucleos interfasicos pueden ir dirigidas a diferentes tipos de
secuencias de ADN: secuencias centroméricas (CEP, del inglés Chromosome-specific
centromeric enumeration probes, utilizadas generalmente para el diagnostico de los
cromosomas 15, 16, 17, 18, X e Y), especificas de locus (LSI, del inglés Locus specific
identifier, para los cromosomas 13, 21, 22) y subteloméricas. Estas Ultimas, localizadas en
los extremos terminales de cada cromosoma, se utilizan generalmente parala reconfirmacién
de senales no concluyentes con sondas CEP y LSI.

Tras llevar a cabo la desnaturalizacion del ndcleo fijado en el portaobjetos y las sondas
de ADN, se realiza la hibridacion de éstas con su secuencia complementaria en el nucleo
a evaluar. Posteriormente se detectan las sefiales con microscopio de fluorescencia y se
emite el diagndstico de euploidia o aneuploidia.

La hibridacién simultanea con sondas CEP y LSI para varios cromosomas permite
descartar muchas de las aneuploidias humanas mas frecuentes. En estos casos se realiza
una FISH secuencial con varias rondas de hibridacion, que pueden ser hasta 3. El protocolo
mas utilizado incluye los cromosomas 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X e Y, con los cuales se
detectan aproximadamente el 85% de aneuploidias (Munne, Wells 2003). La tercera ronda
de hibridacién se utiliza para analizar cromosomas adicionales o para reconfirmar sefiales
dudosas de cromosomas analizados en las otras dos rondas usando sondas dirigidas a
locus diferentes a los ya utilizados.

Para interpretar los resultados se contabiliza el nUmero de marcas fluorescentes que
aparece en cada nucleo para cada uno de los cromosomas a analizar. El resultado puede
ser un embrion:

- Diploide normal (euploide, 2n): la célula analizada presenta dos sefales para cada
uno de los cromosomas analizados.

- Haploide (1n): una Unica sefal para todos y cada uno de los cromosomas analizados.
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- Triploide (3n): 3 sefales para todos y cada uno de los cromosomas analizados.

- Monosomia: unaunicasefal de hibridacién parauno o varios (no todos) cromosomas
analizados. Implica, por tanto, la pérdida de uno o varios cromosomas concretos.

- Trisomia: 3 sefales de hibridacion para uno o varios (no todos) cromosomas

analizados. Implica la ganancia de uno o varios cromosomas concretos.

Anomalias cromosémicas numéricas y estructurales

Las anomalias cromosomicas son aquellas que conllevan tanto alteraciones en el
numero de cromosomas (anomalias numéricas) como en la estructura de los mismos
(anomalias estructurales).

Cuando el cambio en la dotacidon cromosomica “numérica” involucra a dotaciones
completas de cromosomas hablamos de poliploidias (triploidias, tetraploidias...etc) o
haploidias; mientras que si s6lo implica a uno o varios cromosomas aislados dentro de una
dotacién cromosdmica hablamos de aneuploidias.

Las aneuploidias son las alteraciones cromosdmicas mas frecuentemente halladas en la
especie humana siendo la monosomia y la trisomia las mas habituales. La mayoria de estas
alteraciones se detienen en el Utero, y por ello las aneuploidias son la causa genética mas
frecuente de abortos espontaneos. Sin embargo, algunas trisomias autosémicas (13, 18 y
21) y aneuploidias de los cromosomas sexuales (45X0, 47XXY, 47XXX) son compatibles con
la vida, aunque en muchos casos acarrean la presencia de malformaciones congénitas o
alteraciones cognitivas o del comportamiento (Hassold, Hall & Hunt 2007).

Las anomalias cromosémicas “estructurales” afectan a la estructura de cromosomas
especificos e implican rotura y reorganizacion de fragmentos de uno o mas
cromosomas, destacando las translocaciones (a su vez se clasifican en robertsonianas
y reciprocas) y las inversiones. Estas anomalias estructurales no se deben a errores en
la division celular, sino que pueden ser secundarias a factores ambientales que ejercen

un efecto mutagénico. Los portadores de estas reorganizaciones cromosomicas
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equilibradas son fenotipica e intelectualmente normales, pero tienen mayor riesgo
de transmitir a la descendencia desequilibrios por segregacién andmala durante la
meiosis y problemas reproductivos, como abortos. La repercusién sobre la fertilidad

depende del cromosoma implicado y de la longitud del mismo que esté alterado.

Mosaicismo

Las aneuploidias pueden hallarse en todas las células del embrion (por tanto, del
organismo) o solo en algunas, en forma de mosaico. Las primeras se originan por un error
durante la meiosis, mientras que el llamado “mosaicismo” se debe fundamentalmente
a errores de segregacion cromosomica post-cigética, durante las primeras divisiones
mitéticas y antes de cualquier evento de diferenciacion celular. Su aparicion es totalmente
independiente de la edad materna (Munne et al. 2002), a diferencia de las aneuploidias de
origen meiotico.

Por tanto, el mosaicismo implica la coexistencia de 2 o mas lineas celulares con una
constitucion genética diferente, es decir, que algunas células son diploides normales y
otras aneuploides en el mismo embridn, o incluso que diferentes células tienen diferentes
tipos de aneuploidias (van Echten-Arends et al. 2011). El mosaicismo se ha relacionado con
enfermedades genéticas, abortos espontaneos y muerte embrionaria temprana en periodo
preimplantatorio (Hassold, Hunt 2001).

El origen del mosaicismo se encuentra en tres mecanismos diferentes que conducen a
la ganancia y/o pérdida de cromosomas: fendmeno de no disyuncion mitética, retraso de
la anafase y fenomeno de endorreduplicacion. Los dos Ultimos mecanismos parecen ser
los responsables de la mayoria de errores cromosomicos durante el desarrollo embrionario
(Taylor et al. 2014).

En funcion del momento en el que se produce el error mitético (en estadio de cigoto
o posteriormente), la extensiéon del mosaicismo sera diferente, con porcentajes distintos

de cada linea celular. Se distinguen diferentes tipos de mosaicismo: euploide/aneuploide
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(cuando una blastdmera presenta una dotacion cromosdémica normal (2n) y la otra
aneuploide); aneuploide/aneuploide (cuando ambas blastdmeras presentan anomalias
cromosdémicas pero no la misma); mixoploide (si se originan diferentes lineas celulares con
alteraciones en la ploidia, por ejemplo, 2n/4n) y cadtico (cuando existen 3 o mas lineas
celulares con dotaciones cromosémicas distintas).

El mosaicismo s6lo puede ser diagnosticado en dia 3 de desarrollo embrionario cuando
se biopsian y analizan un minimo de 2 blastdmeras, ya que si sélo se biopsia una no
puede ser detectado. De hecho se ha criticado la biopsia de una Unica blastémera por la
posibilidad de que ésta no sea representativa del estatus cromosémico de todo el embrion.
Coulam detect6 una discordancia del 74,5% entre el resultado del andlisis de 2 blastémeras
procedentes del mismo embrién biopsiado en dia 3 de desarrollo, aunque sugirié que esta
diferencia pueda ser debida a factores bioldgicos o a fallos técnicos durante la preparacion
de las blastomeras para el FISH (Coulam et al. 2007).

Sin embargo, varios estudios han demostrado que el resultado del complemento
cromosomico de una blastémera en dia 3 de desarrollo embrionario es altamente predictivo
del estatus cromosomico del embrién en estadio de blastocisto o dia 5 de desarrollo
(Daphnis et al. 2008, Mir et al. 2010). Ademas, algunos autores sugieren que la biopsia de 2
blastomeras puede resultar deletérea para el desarrollo embrionario (Cohen, Wells & Munne
2007, Haapaniemi Kouru et al. 2012), aunque esto sigue siendo motivo de debate pues otros
no han evidenciado diferencias estadisticamente significativas en tasa de RN vivo en funcion
de si se biopsia 1 6 2 blastémeras (Goossens et al. 2008).

La incidencia descrita de mosaicismo en embriones humanos procedentes de FIV oscila
entre el 15y el 50% cuando se lleva a cabo PGD/PGS mediante la biopsia de 2 blastdmeras
(Baart et al. 2006, Coulam et al. 2007), pudiendo llegar hasta el 90% si se analizan todas las
células de un embrién (Vanneste et al. 2009, Mertzanidou et al. 2013).

Sin embargo, se han descrito menores tasas de mosaicismo en estadio de blastocito,

variando entre 16% y 30% (Northrop et al. 2010, Fragouli et al. 2011a). Estudios recientes
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muestran que la incidencia de mosaicismo va disminuyendo conforme avanza el desarrollo
embrionario, pasando de un 83% de mosaicismo en dia 4 a un 42% en dia 8, es decir, que
la proporcién de mosaicos se reduce a la mitad cuando el embrién alcanza dicho estadio
(Santos et al. 2010b). Estos autores especulan que una gran proporcion de mosaicos
detienen su desarrollo antes de llegar a estadio de blastocisto; y los que contintdan
dividiéndose, sufren una apoptosis de las células aneuploides o disminuye la proliferacion
de las mismas, de manera que el porcentaje final de células aneuploides es nulo o tan
bajo que no cumple criterios para definir al embrion como mosaico, ya que el embrién
debe tener un minimo de 10% blastomeras con la misma anomalia cromosémica para
considerarlo mosaico.

Esto explicaria la gran discordancia existente entre la proporcion tan elevada de
mosaicismo en embriones en estado preimplantatorio y el porcentaje significativamente
menor en restos de abortos espontaneos (<10%) o en biopsias coriales (1-2%) del primer
trimestre en gestaciones evolutivas (Los, Van Opstal & van den Berg 2004). De hecho, esta
seleccion natural hace que la incidencia de aneuploidias en recién nacidos sea muy baja
(0,3%) (Hassold et al. 1996).

Si bien las aneuploidias no se relacionan tan estrechamente con la morfologia
embrionaria, como se ha comentado previamente, los embriones con mosaicismo
suelen ser dismorficos, de desarrollo lento o bloqueados, y con un mayor porcentaje de
fragmentacién (Marquez et al. 2000, Munne 2006).

En cualquier caso, si bien el mosaicismo es un evento bastante frecuente, las
consecuencias sobre el desarrollo embrionario y fetal no son tan letales como las de
una aneuploidia meidtica. Estas Ultimas son causa universalmente aceptada de fallo de
implantacién y de abortos del primer trimestre, mientras que los mosaicismos no ejercen
un efecto tan negativo, aunque su efecto potencial sobre el desarrollo embrionario va a

depender del tipo y la proporciéon de blastémeras no diploides en el embridn.
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Limitaciones del FISH para PGS

Aunque el FISH ha sido la técnica mas usada en los Ultimos afos para seleccionar
embriones cromosdmicamente normales ya que es rapida y técnicamente asequible,
presenta ciertas limitaciones.

En primer lugar depende de la eficiencia de hibridaciéon, que viene determinada
por las caracteristicas intrinsecas de las sondas utilizadas, de la morfologia del nucleo
analizado y la calidad de la extension del nucleo tras la fijacion. Es por ello que algunos
embriones analizados son calificados como no informativos para algunos cromosomas. La
incorporacion de rondas adicionales de hibridacion con sondas de ADN dirigidas a locus
diferentes permite rescatar informacién de cromosomas no diagnosticables en las primeras
rondas de hibridacién. Ello hace que el porcentaje de error con FISH, si éste es llevado a
cabo correctamente, sea de un 5-7,5% (Colls et al. 2007, Mir et al. 2010).

Otra limitacion del FISH hace referencia al nUmero maximo de cromosomas analizables
simultaneamente en una Unica célula. Sin embargo, se ha visto que la tasa de error no esta
relacionada con el nimero de sondas utilizadas. De hecho, se han llegado a analizar hasta 12
cromosomas mediante FISH, y se ha visto que este analisis no mejora los resultados respecto
al de 9 cromosomas (Colls et al. 2009). Lo cierto es que las formas raras de aneuploidia,
que incluyen cromosomas que normalmente no estan afectados, suelen ir asociadas a otras
aneuploidias mas frecuentes y ello hace posible el detectar la mayoria de los embriones
aneuploides sin necesidad de analizar todos los cromosomas (Munne et al. 2010).

Actualmente existen otras técnicas que permiten el anadlisis del complemento
cromosémico de una célula en su totalidad, destacando los arrays-hibridacién gendémica
comparada (aCGH), los polimorfismos de nucleétido simple (SNP, del inglés single nucleotide
polymorphism) microarrays, la reaccioén en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo
real (RT-qPCR, del inglés real-time quantitative polymerase chain reaction), metafase CGH
y las técnicas de secuenciacion masiva.

La mas ampliamente utilizada hoy en dia son los aCGH, también denominada
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microarray-CGH o array-CGH. Esta técnica se ha validado en mudltiples laboratorios,
con diferentes estrategias, y ha mostrado de forma consistente una tasa de precisiéon de
aproximadamente un 95% en corpusculo polar e incluso mayor en embriones (Gutierrez-
Mateo et al. 2011, Christopikou et al. 2013).

Los aCGH se implantaron en el afio 2011 en nuestro centro, por lo que la tecnologia
utilizada para el PGS en nuestro trabajo es el FISH, Unica utilizada para tal fin en el momento
en el que el estudio se llevo a cabo.

La dltima limitacién del FISH para PGS mediante biopsia en dia 3 de desarrollo
embrionario es la alta incidencia de mosaicismo en embriones humanos desde el estadio de
2 células por errores de segregacion cromosdmica post-cigotica, por lo que ni la biopsia de
corpusculo polar ni la de blastémeras podria ofrecer un resultado representativo del estatus
cromosémico del embrién, independientemente de la técnica utilizada. La activacién del
genoma es tardia, y cuando ocurre hay menores errores de division, por lo que la incidencia
de mosaicismo disminuye (Santos et al. 2010b).

Por todo ello, no queda claro cudl es el estadio embrionario ideal para llevar a cabo
la biopsia. Los estudios sobre tasas de gestacion evolutiva tras PGS mediante analisis de
24 cromosomas realizados en corpusculo polar o blastdmeras todavia se estan llevando a
cabo, aunque algunos autores evidencian menor tasa de implantacion cuando se biopsian
blastdmeras en comparacién con trofoectodermo (Scott, Hong & Scott 2013). Recientemente
se han publicado varios estudios aleatorizados que reportan un incremento de la tasa de
implantacién y gestacion por ciclo y una disminucion de las tasas de aborto cuando se
realiza el analisis de 24 cromosomas mediante biopsia de trofoectodermo, tanto en pacientes
de buen pronostico como en edad avanzada (Yang et al. 2012a, Scott, Hong & Scott 2013).
Por otra parte, nuestro grupo ha presentado un estudio con biopsia de blastémera en dia
3 y aCGH para PGS en mujeres de edad avanzada en el que se evidencia un incremento
significativo en la tasa de implantacién evolutiva cuando se transfieren blastocistos euploides,

comparando con la transferencia de blastocistos sin analizar (Rubio et al. 2014).
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Origen de las aneuploidias

El origen de las aneuploidias autosémicas, y concretamente de las trisomias, es
principalmente materno en el 90-95% de los casos ya que la meiosis femenina es mas proclive
a errores fundamentalmente por su larga duracion en comparacion con la masculina.

La meiosis es el proceso a través del cual una célula diploide (que contiene dos copias
de cada par de cromosomas) produce un gameto haploide que contiene una copia Unica
de cada cromosoma. La meiosis se inicia con una duplicacién del ADN dando lugar a las
cromatidas hermanas, y posteriormente se producen 2 divisiones sucesivas en las que en
primer lugar se segregan los cromosomas homologos (meiosis | o primera division meidtica)
y en la segunda divisién se produce la segregacion de las cromatidas hermanas (meiosis
Il o segunda division meiotica). El fin es que cada célula hija resultante presente la misma
dotacion cromosoémica.

La meiosis | se inicia en la mujer durante el periodo fetal, pero no se reanuda y completa
hasta que se produce la madurez sexual y el crecimiento de un foliculo preovulatorio,
produciendo un ovocito secundario y el primer corpusculo polar (CP). Tras la ovulacion el
ovocito continla hasta la metafase de la meiosis Il, la cual sélo se completa si se produce
la fecundacioén, que resulta en un évulo maduro fecundado o cigoto y el segundo CP.

Los errores durante la meiosis | (bien por un proceso de no disyuncién meidtica o a
la separacién prematura de cromatidas) son probablemente la causa mas frecuente de
trisomias. Sin embargo, estudios recientes postulan que los errores de segregacién durante
la meiosis Il son muy frecuentes en mujeres de edad avanzada (Kuliev et al. 2003, Kuliev,
Verlinsky 2004) e incluso pueden llegar a ser mas frecuentes que los errores en la meiosis |
(Fragouli et al. 2011b). Recientemente, se ha evidenciado que el fenédmeno de no disyuncién
meidtica parece ser el mecanismo menos prevalente asociado a aneuploidia durante la
meiosis | y Il entre los autosomas (Handyside et al. 2012, Forman et al. 2013), mientras que
es el principal mecanismo de errores de segregacién en los cromosomas sexuales durante

las primeras divisiones celulares (Bean et al. 2001, Bean et al. 2002).
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La no disyuncion meidtica se define como la segregacion desequilibrada de los
cromosomas enteros que conduce a hipo o hiperhaploidia. Puede afectar a todos
los cromosomas, a un grupo de los mismos, o a algun cromosoma individual. Algunos
mecanismos de no disyuncion son particulares para algunos tipos de cromosomas o para
cromosomas concretos. Por ejemplo, son similares entre los cromosomas 13, 14, 15, 21
y 22, sugiriendo que los cromosomas acrocéntricos comparten el mismo mecanismo de
no disyuncién. La trisomia 16 tiene un origen 100% materno y parece proceder siempre
de errores de meiosis |, mientras que en la trisomia 18 predominan los errores en la
meiosis Il (Nicolaidis, Petersen 1998, Plachot 2003). El distinto origen de las trisomias
parecen depender de la diferente arquitectura gendémica de cada cromosoma individual, no
pudiendo esclarecer cual es el origen de estas diferencias (Hassold, Hall & Hunt 2007).

Se desconocen las causas exactas de la no disyuncién meibtica en ovocitos humanos,
habiendose sugerido errores en la formacion de microtubulos que aproximan los
cromosomas en la placa meidtica, o en el apareamiento (sinapsis), o en la recombinacién
de cromosomas homdlogos (crossing-over o quiasmas).

Se han descrito tres factores de riesgo indiscutibles asociados a la génesis de
aneuploidias humanas: la edad materna, la recombinacién anémala y el antecedente de
trisomia previa (Warburton et al. 2004, Al-Asmar et al. 2012). Otros factores que se han
sugerido como posibles causantes de aneuploidias son exposicion a pesticidas, consumo
de tabaco, tratamientos hormonales, quimioterapia o radioterapia, pero todavia no se ha
demostrado una relacion directa entre ellos y la incidencia de aneuploidias (Hassold, Hall
& Hunt 2007).

Las trisomias de los cromosomas sexuales (XXX, XXY, XYY), sin embargo, pueden tener
un origen paterno por no disyuncion durante la meiosis espermatica o en las divisiones post-
cigoticas (Jacobs, Hassold 1995). Las triploidias suelen ser igualmente de origen paterno,
por la fecundacioén de un ovocito por mas de un espermatozoide o por la fecundacién por

un espermatozoide diploide (Egozcue et al. 2002).
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Efecto de la estimulacion ovdrica sobre la calidad embrionaria

Diversos estudios en animales han demostrado que los embriones presentan un retraso
en el desarrollo cuando se cultivan in vitro en comparacion con aquellos desarrollados en
condiciones in vivo. Aunque las condiciones de cultivo subdptimas sean factor clave en
este efecto negativo, no se puede excluir la posible influencia de la EO.

Debido a razones éticas obvias, existe poca informacion cientifica sobre el impacto de
las gonadotropinas sobre el desarrollo embrionario, tasas de implantaciéon y embarazo en
la especie humana. Es por ello que la mayoria de los trabajos recurren al modelo animal,

fundamentalmente en roedores, para llevar a cabo sus investigaciones.

Modelo animal

En el modelo animal, el uso de gonadotropinas exdgenas para la estimulacion ovarica
parece afectar al desarrollo embrionario en muchas de sus diferentes etapas. De hecho,
hace casi 40 afios ya se estim6 que en ciclos de EO en ratén existia un 44% de muerte
embrionaria preimplantatoria en comparacion con el 10% observado en un ciclo natural
control (Beaumont, Smith 1975).

Estudios posteriores demostraron que la proporcién de embriones con desarrollo pre y
postimplantatorio anémalo esta incrementada en ratas sometidas a tratamiento hormonal
(bien mediante EO con gonadotropina sérica de yegua prefiada (PMSG) y gonadotropina
coriénica humana (hCG) o simplemente induccion de la ovulacién (I0) con hCG en
comparacion con el ciclo espontaneo. Tanto en condiciones in vivo como in vitro, la EO
y la 10 afectan al desarrollo embrionario y fetal, pues retardan el crecimiento embrionario,
reducen la tasa de implantacion, incrementan la mortalidad postimplantacion y el numero
medio de fetos vivos por gestacion, reducen el peso medio de los fetos vivos y ralentizan
el desarrollo esquelético (Ertzeid, Storeng 1992, Van der Auwera, D’Hooghe 2001).

Se ha sugerido que la modificacion del microambiente uterino materno y de la

38



INTRODUCCION

receptividad endometrial pudieran ser la causa de una menor implantacién y un desarrollo
embrionario y fetal anémalo, antes que el efecto directo sobre la calidad ovocitaria y
embrionaria (Ertzeid, Storeng & Lyberg 1993, Ertzeid, Storeng 2001). De hecho, algunos
autores afirman que el ambiente alterado en el oviducto de ratas estimuladas parece ser
incluso mas deletéreo para el desarrollo embrionario que el cultivo in vitro (Van der Auwera,
Pijnenborg & Koninckx 1999).

Uno de los factores que alteran el microambiente uterino es la elevacion de los niveles
de hormonas esteroideas (estradiol -E2- y progesterona —P-) secundaria a la EO. El efecto
deletéreo de los niveles suprafisioldgicos de E2 sobre la calidad y capacidad de adhesién
embrionaria in vitro quedd patente en un estudio en el que se cultivaron embriones de ratén
sobre una monocapa de células endometriales procedentes de biopsias de endometrio de
donante humana y se afadié E2 a concentraciones crecientes en diferentes muestras. A
mayor concentracion de E2 sobre el embrion, mayor tasa de degeneracion embrionaria y
menor tasa de llegada a blastocisto, de forma que en las dosis maximas de E2 practicamente
todos los embriones estaban degenerados. La tasa de adhesién embrionaria también
disminuia de forma dosis dependiente cuando afiadian E2 al embrién y no al endometrio,
por lo que concluyen que el E2 a concentraciones elevadas afecta negativamente al embrién
antes que a la receptividad endometrial (Valbuena et al. 2001).

Un estudio aleatorizado mas reciente llevado a cabo en hamster dorado demuestra como
al incrementar las dosis de PMSG, si bien se obtiene un mayor nimero de embriones, el
desarrollo de los mismos estéa afectado negativamente. De hecho, ninguno de los embriones
llegé a blastocisto en el cultivo prolongado cuando se utilizd la dosis mas elevada. No se
observaron diferencias en la maduracién ovocitaria, aunque si se vieron diferentes patrones
de formacién de microfilamentos tras el tratamiento (Lee et al. 2005).

Este efecto dosis dependiente también fue corroborado por Edwards (Edwards et
al. 2005), que por primera vez utiliz6 FSH recombinante en ratones y observé cémo el

desarrollo y calidad embrionaria empeoran a partir de cierto umbral de dosis, de modo que
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en las dosis minimas no se veia esta correlacion. Ademas, no observé una alteracion en
la expresiéon de los genes para IGF-II (factor de crecimiento de insulina, del inglés insulin
growth factor ll), el receptor de IGF-Il o VEGF (factor de crecimiento vascular endotelial,
del inglés vascular endotelial growth factor) en blastocistos, sugiriendo que los efectos
adversos de la estimulacion ovarica con FSH recombinante sobre el desarrollo embrionario
no se deben a diferencias en la expresion de determinados genes. Sin embargo, cuando
trat6 a los ratones con gonadotropina corionica equina, si que se observd mayor expresion
de IGF-II en los blastocistos.

En resumen, desde que surgieron los primeros estudios en animales se ha observado
una influencia negativa de la EO sobre el desarrollo embrionario, y este efecto parece ser
dosis dependiente. Sin embargo, otros autores postulan que es el efecto sobre el desarrollo

endometrial, y no sobre los embriones, el que empeora los resultados gestacionales.

Modelo humano

En humanos, sin embargo, no se ha observado un decremento en la calidad embrionaria
en ciclos de EO en comparacién con ciclos naturales. De hecho, no se han apreciado
diferencias en la tasa de division ni en el patron de fragmentacién entre embriones
procedentes de un ciclo natural y estimulado en la misma paciente (Ziebe et al. 2004). A
pesar de no encontrar diferencias morfolégicas, este estudio afirma que no puede descartar
que las gonadotropinas provoquen efectos adversos sobre viabilidad embrionaria, ya que
dichos efectos podrian no verse reflejados hasta la etapa de implantacion o incluso mas
tarde.

Si bien no hay mas estudios comparando calidad embrionaria en ciclo natural vs.
ciclo estimulado, si que los hay comparando diferentes dosis de gonadotropinas. Se
ha descrito una mayor proporcion de embriones de buena calidad morfolégica tras EO
suave en comparacion con EO convencional, tanto en protocolos con agonistas de la

GnRH (Hohmann, Macklon & Fauser 2003) como en protocolos con antagonistas de la
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GnRH (Baart et al. 2007). Esto apoyaria el ya bien establecido concepto de “estimulaciéon
suave”, con la teoria de que una EO mas fisioldgica conduce a menor nimero de ovocitos
y embriones, pero de mejor calidad.

Aunque parece que los embriones categorizados como de “alta calidad” desde el punto
de vista morfologico tienen mas posibilidades de implantar (Lundqvist et al. 2001), lo cierto
es que todavia no se ha podido predecir con certeza qué embrion va a implantar y va
a dar lugar al nacimiento de un nifio sano. Esto es debido a que existe una alta tasa de
errores cromosémicos numeéricos en embriones humanos (Wilton 2002), que justificaria la
ineficiencia de la reproduccion humana, tanto in vivo como in vitro.

A pesar de que algun estudio ha evidenciado una cierta correlacion entre la morfologia
embrionaria y la constitucion cromosomica embrionaria (Sadowy et al. 1998, Magli et
al. 2007), lo cierto es que existe un amplio consenso afirmando que la morfologia de los
embriones en desarrollo no refleja de forma fiable cual es su estado cromosdmico (Magli et
al. 2000, Hardarson et al. 2003, Munne 2006, Rubio et al. 2007, Eaton et al. 2009, Alfarawati
etal. 2011, Yang et al. 2012b, Fragouli et al. 2013), porque el genoma del mismo no se activa
hasta dia 3 de desarrollo (Braude, Bolton & Moore 1988) y las aneuploidias comienzan a
ejercer un efecto negativo en el desarrollo y morfologia a partir de ese momento (Wells
2010). Ademas, la evaluacién morfolégica, aunque no invasiva, tiene las desventajas de ser
altamente subjetiva, requerir experiencia y existir poca estandarizacién (Baxter Bendus et
al. 2006, Paternot et al. 2011).

Recientemente se ha visto que la capacidad de un blastocisto para implantar se relaciona
fundamentalmente con el complemento cromosémico (tras biopsia de trofoectodermo) mas
que con los parametros morfolégicos o de desarrollo embrionario (Capalbo et al. 2014). En
lo que respecta al ultimo punto, algunos estudios retrospectivos apuntan a que el analisis de
la dinamica de la divisién embrionaria en tiempo real muestra un diferente comportamiento
cinético entre embriones euploides y aneuploides (Campbell et al. 2013, Basile et al. 2014),

aunque otros autores consideran que esta aseveracion es muy prematura pues todavia no
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hay estudios prospectivos aleatorizados, con un tamafio muestral adecuado y ajustados por
edad que hayan analizado este tema (Ottolini, Rienzi & Capalbo 2014). Todo ello demuestra
que en el momento actual no existe ningin método no invasivo certero que pueda ser
utilizado como unico parametro de calidad embrionaria y se recurre al PGS como técnica

para analizar el estatus cromosémico del embrién.

Efecto de la estimulacion ovarica sobre la constitucion cromosdomica

embrionaria

En primer lugar, se revisa el efecto de la estimulacion ovarica sobre la incidencia de
poliploidias, fundamentalmente triploidias; y posteriormente, sobre la incidencia de

aneuploidias.

Estimulacioén ovarica y poliploidias en el modelo animal

En experimentacion animal se ha observado una elevada incidencia de poliploidia
(fundamentalmente triploidia) en el contexto de la técnica de FIV y tras procedimientos de
superovulacion.

Estudios preliminares en roedores, informan de un aumento significativo de triploidia,
atribuible principalmente a la no extrusion del segundo CP, en embriones de ratonas
estimuladas con PMSG (Takagi, Sasaki 1976, Chang 1977). Otros autores observaron una
relacién lineal positiva entre la dosis de PMSG y la incidencia de poliploidia en ovocitos de
ratonas bajo condiciones de fecundacion in vitro, atribuyendo el origen de la poliploidia a
la polispermia o a la fecundacion llevada a cabo por espermatozoides diploides, ya que
esta asociaciéon dosis dependiente no se observé cuando la fecundacion se habia llevado
a cabo in vivo (Maudlin, Fraser 1977, Santalo, Estop & Egozcue 1986).

Por otra parte, los embriones de ganado bovino madurados in vitro tras estimulacién

con FSH tienen un desarrollo embrionario mas lento y una mayor tasa de poliploidia y
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sobretodo mixoploidia que aquellos madurados in vivo (Viuff et al. 1999, Viuff et al. 2000,

Viuff et al. 2001).

Estimulacioén ovarica y aneuploidias en el modelo animal

Respecto al efecto directo de las gonadotropinas sobre las aneuploidias, los estudios
son contradictorios y por ello no muestran un consenso tan claro.

Los primeros trabajos mostraron un ligero, pero significativo aumento de anomalias
cromosomicas en blastocistos y embriones de conejo obtenidos después de una
superovulacion respecto a los grupos control (Fujimoto, Pahlavan & Dukelow 1974). Se
sugirié que laestimulacién pudierainducir alteraciones en el ADN tras observar unincremento
en el intercambio entre cromatides hermanas en embriones de ratones hiperestimulados
(Elbling, Colot 1985).

Sin embargo, posteriormente no se evidencia un aumento de la incidencia de anomalias
cromosdémicas en embriones de oveja Merino al aumentar la dosis de PMSG ni en la
comparacion entre ovejas estimuladas con PMSG y ovejas no tratadas (Murray, Boland &
Moran 1986).

Estudios en hamsters sometidos a tratamientos de EO tampoco han evidenciado un
incremento de anomalias cromosoémicas en ovocitos (Hansmann, Probeck 1979), ni en
embriones respecto a un grupo control de ciclo natural (Sengoku, Dukelow 1988). Sin
embargo, se ha observado una disminuciéon en la tasa de implantacién cuando son
transferidos a madres de alquiler. Este hecho sugiere que la estimulacion con PMSG en
hamsters pudiera generar efectos letales durante la maduracion meiética o el desarrollo
embrionario precoz que no se hacen manifiestos hasta el periodo periimplantatorio
(McKiernan, Bavister 1998).

En ratones, inicialmente no se observé un incremento de aneuploidias ovocitarias tras
EO (Golbus 1981); mientras que si se describié un incremento de anomalias cromosémicas

en cigotos en ciclo estimulado vs. espontaneo, pero esa tasa no se mantenia elevada
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en los embriones en estadio de division, ya que todos los cigotos cromosémicamente
anormales fallecen antes de llegar a estadio de moérula o blastocisto (Spielmann, Vogel
1993), evento que no ocurre en humanos, donde un porcentaje no desdefiable de embriones
aneuploides llegan a estadio de blastocisto (Sher et al. 2007). Recientemente tampoco se
ha evidenciado un incremento de aneuploidias embrionarias ni mosaicismo en ratones tras
EO con gonadotropinas en comparacion con un grupo control de ciclo natural (Fauzdar,
Halder & Kumar 2009).

Las estimulaciones repetidas en ratones parecen acarrear una alteracién en la
organizacion del citoplasma y del huso meidtico en ovocitos metafase || madurados
tanto in vivo como in vitro (Van Blerkom, Davis 2001), asi como un dafio oxidativo en los
ovarios que es proporcional al numero de exposiciones a ciclos de EO, reflejandose en
la aparicion de inmunoproteinas contra grupos carbonilos y en la deleccion de grandes
regiones del ADN mitocondrial (Chao et al. 2005). Por otra parte, la adicion de FSH a
altas concentraciones en el medio de cultivo de ovocitos madurados in vitro altera la
maduracion nuclear, afecta al alineamiento de los cromosomas durante la metafase |
(estan mas dispersos y alejados entre si, aunque la morfologia del huso meiotico no se
altera sustancialmente) e induce la génesis de aneuploidias en los ovocitos metafase Il

(Roberts et al. 2005).

Estimulacién ovarica y poliploidias en el modelo humano

Como sucede en animales, la poliploidia/triploidia es un hallazgo bastante frecuente en
los procedimientos de FIV. Esta puede ser debida a una fecundacién por espermatozoides
diploides o polispérmica (cuando se lleva a cabo FIV convencional), o por un fallo en la
meiosis ovocitaria (Egozcue et al. 2002, McFadden et al. 2002, Jun et al. 2006). La realizacién
de un ICSI puede evitar las triploidias dispérmicas (también denominadas diandricas),
pero no las triploidias diginicas (de origen materno) secundarias a la no extrusiéon del CP

durante la segunda meiosis ovocitaria, conllevando la fecundacién de un ovocito diploide
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(Rosen et al. 2006). Por tanto, si a pesar de realizar un ICSI se sigue observando una alta
tasa de triploidias hay que sospechar en un factor ovocitario oculto que comprometera los
resultados del FIV (Dayal et al. 2009).

Respecto al posible efecto de la EO sobre la génesis de ftriploidias, los estudios
publicados no llegan a un consenso claro.

Mientras algunos autores correlacionan la triploidia con la alta respuesta a la EO (Sachs
et al. 2000), otros no confirman esta correlacion (Dayal et al. 2009). Se ha visto que la dosis
de inicio de gonadotropinas asi como el tiempo de exposicion a las mismas son factores
predictivos de génesis de triploidia (Rosen et al. 2006). A excepcion del estudio de Sachs,
se observé una disminucién en la tasa de implantaciéon y embarazo cuando aumenta la
incidencia de triploidias. Cuando el porcentaje de embriones triploides es >20% la tasa de
gestacion se reduce a mas de la mitad a pesar de transferir embriones morfolégicamente
normales. Los autores hipotetizan que el grado de triploidia observado tras la realizacién

de un ICSI es un marcador de competencia de la cohorte ovocitaria (Dayal et al. 2009).

Estimulacioén ovarica y aneuploidias en el modelo humano

Los estudios en la especie humana sobre la relacion entre las aneuploidias y la EO son
menos abundantes y su implicacion no esta tan clara.

Como punto de partida, resulta interesante mencionar un estudio publicado en el afio
2008 que analizo la incidencia de anomalias cromosémicas en embriones procedentes de
ciclos naturales (modificados) o no estimulados para FIV. La incidencia de aneuploidias
resultd ser del 36,4%, lo cual sugeria que las anomalias cromosémicas en embriones
procedentes de FIV estan presentes incluso en ausencia de estimulacion ovarica. Aunque
en este estudio no se utilizaron gonadotropinas exdgenas, si emplearon gonadotropina
coriénica humana (hCG) para inducir la maduraciéon ovocitaria final y la ovulacion. Los
propios autores comentan que no se puede descartar un posible efecto deletéreo sobre

la euploidia embrionaria derivado de este factor. Los resultados de este estudio deben
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ser interpretados con cautela debido a su escaso tamafno muestral (11 casos), aunque
debe ser reconocido como el primer estudio que llevé a cabo este analisis en embriones
procedentes de ciclos no estimulados (Verpoest et al. 2008).

El unico estudio que comparo el ciclo no estimulado vs. ciclo estimulado llevo a cabo un
anadlisis cromosémico en ovocitos. Comparé la incidencia de aneuploidias cromosémicas
en ovocitos no inseminados de ciclos no estimulados donados por pacientes de FIV y la
comparé con aquella en ciclos estimulados. La frecuencia de aneuploidia fue del 20% en
ciclos no estimulados (4/20) y del 34% en ciclos estimulados (23/68). Las diferencias no
fueron estadisticamente significativas, por lo que concluyen que la EO en FIV no debe
ser responsable por tanto de la alta frecuencia de aneuploidias observada en ovocitos
humanos (Gras et al. 1992).

Hasta la fecha ningun estudio ha comparado la tasa de aneuploidias embrionarias en
ciclo no estimulado vs. ciclo estimulado para cuantificar el efecto que la EO tiene sobre
las mismas, pero si que se han llevado a cabo comparaciones entre diferentes dosis de
gonadotropinas.

De los escasos trabajos publicados al respecto, fue el de Baart en el afo 2007 el que
tuvo mayor repercusion. Este fue el primer estudio aleatorizado que comparé la incidencia
de aneuploidias mediante FISH-PGS en mujeres infértiles menores de 38 afios en funcién
de la dosis y el protocolo de estimulacion recibido. Un grupo recibié un protocolo con
antagonistas de la GnRH que permitié una dosis de estimulaciéon suave de 150 Ul/dia de
FSH recombinante y el otro grupo un protocolo largo convencional con agonistas de la
GnRH y 225 Ul/dia de FSH recombinante.

Aunque se obtuvo un mayor numero de ovocitos por paciente en el grupo de estimulacién
convencional, no se observaron diferencias en el porcentaje de fecundacién ni en el
numero de embriones biopsiados entre los dos grupos. Una menor tasa de aneuploidias
fue observada en el grupo de EO suave, sugiriendo que las gonadotropinas incrementan

las anomalias cromosémicas de un modo dosis dependiente. Al igual ocurrié con la
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morfologia, donde se constaté que la tasa de embriones con morfologia normal fue mayor
en pacientes estimuladas con el protocolo suave. Como la respuesta ovarica fue menor en
el grupo de EO suave, la media de embriones cromosémicamente normales fue comparable
(alrededor de 2) entre ambos grupos. Otro dato relevante que observaron es que el
incremento de anomalias cromosémicas observado en el grupo convencional se debia
fundamentalmente a un aumento de la incidencia de mosaicismo. Por ello los autores
concluyen que esta alta tasa de errores podria venir derivada de una alteracién en la
segregacion mitética en las primeras fases del desarrollo embrionario, a lo cual se afadiria
la bien conocida causa de aneuploidias como es la malsegregacion meiética (Baart et al.
2007).

Posteriormente, Rubio y colaboradores publican un estudio en el que se analiza el
impacto de la dosis de EO sobre las aneuploidias embrionarias en donantes de évulos.
Somete a éstas a una EO con un 30% menos de dosis que cuando hicieron previamente
una alta respuesta, definida por la obtencién de mas de 20 ovocitos o niveles de E2
mayores de 3000pg/ml. En términos generales, no observa diferencias en el porcentaje de
mosaicos ni de embriones anormales por embrién informativo, pero si un mayor niumero
de blastocistos euploides por ovocito maduro obtenido. En ambos grupos se obtiene una
media similar de blastocistos cromosémicamente normales por donante (alrededor de 3).
Posteriormente, se realiza el mismo analisis tras dividir a la muestra en 2 grupos: el grupo
1 es el grupo de donantes que respondié con el mismo numero de ovocitos a pesar de
reducir la dosis. En éste se observo una tendencia a menor porcentaje de mosaicos y
embriones anormales por embrion informativo, asi como menor tasa de aborto y mayor
tasa de implantacion cuando se reducia la dosis, aunque las diferencias no resultaron
estadisticamente significativas como era de esperar por el escaso tamafio muestral. Sin
embargo, esta tendencia no se observa en el grupo 2, que responde con aproximadamente
la mitad de ovocitos cuando se reduce la dosis de gonadotropinas. Los autores sugieren

que el grupo 1 son pacientes en las que se habia sobrepasado el “umbral de FSH” y por
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ello reducir la dosis mejora los resultados, mientras que el grupo 2 obtiene resultados
similares porque ambos protocolos de EO estaban dentro de la “ventana de FSH” (Rubio
et al. 2010a).

Estudios genéticos realizados a nivel postimplantatorio no apuntan en la misma direccién
que lo publicado por Baart en 2007. En restos abortivos, la incidencia de aneuploidias no
se ha visto incrementada en gestaciones procedentes de tratamientos con gonadotropinas
o diferentes TRA -incluido el ICSI- frente a gestaciones espontaneas (Martinez et al. 2010,
Massie et al. 2011, Bingol et al. 2012, Qin et al. 2013).

Por otra parte, en biopsias coriales realizadas en el primer trimestre de gestaciones
que finalizan con el nacimiento de un nifio, no se ve un incremento del riesgo de anomalias
cromosomicas en gestaciones tras TRA en comparacion con concepciones espontaneas, ni
cuando la concepcion ha sido in vitro versus in vivo (en inseminacion artificial, por ejemplo)
(Conway et al. 2011).

En lo referente al protocolo de estimulaciéon o al tipo de gonadotropina utilizada y la
incidencia de aneuploidias no hay estudios prospectivos publicados en la literatura, por lo
que los datos expuestos a continuacion proceden de analisis retrospectivos.

A nivel ovocitario, algunos autores observan una incidencia de aneuploidias similar tras
estimulacion con citrato de clomifeno (CC)-hMG o de protocolo largo con agonista de
GnRH y hMG (Pieters et al. 1991, Van Blerkom, Henry 1992); o cuando comparan CC con
hMG (Rosenbusch et al. 1993); mientras otros observan méas ovocitos aneuploides en el
grupo de protocolo largo con agonista de GnRH y hMG que en el de CC y hMG, de forma
estadisticamente significativa (De Sutter, Dhont & Vandekerckhove 1992).

A nivel embrionario, Weghofer publicé 2 analisis retrospectivos con resultados
contradictorios entre si y que fueron criticados por posibles errores metodolégicos pues la
media de embriones analizados fue mucho mayor en un grupo (FSH) que en otro (hMG) sin
explicacion alguna (Ubaldi, Rienzi 2009). En el primero compara la incidencia de aneuploidias

en protocolos largos con analogos agonistas de la GnRH en funcién de si la gonadotropina
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utilizada era FSH o hMG. Observd mejores tasas de gestacion asi como menor porcentaje
de aneuploidias embrionarias en el grupo que habia recibido hMG (Weghofer et al. 2008). Sin
embargo, posteriormente realiza una comparacion similar en protocolos con antagonistas
de la GnRH, obteniendo resultados opuestos aunque no estadisticamente significativos,
salvo en lo referente a las tasas de embarazo que fueron mayores en el grupo que habia
recibido FSH sola (Weghofer et al. 2009).

Para finalizar, una breve resefia para mostrar como elimpacto de la EO se ha estudiado
a todos los niveles. Kaleli ha demostrado cémo la dosis elevada de gonadotropinas es
la Unica variable que predice de forma significativa la alta incidencia de aneuploidias
observada en las células de la granulosa obtenidas de foliculos desarrollados tras una
EO. De todos modos, la repercusion que pueda tener este hecho sobre la incidencia
de aneuploidias ovocitarias y/o embrionarias no se ha esclarecido todavia (Kaleli et al.

2005).

Técnicas de Reproduccion Asistida y resultados neonatales

Diversos estudios han evidenciado que aunque la mayoria de los nifios procedentes de
TRA estan sanos, éstas estan asociadas a un mayor riesgo de patologia al nacer, incluyendo
paralisis cerebral, en comparacion con la concepcién espontanea (Hansen et al. 2002,
Helmerhorst et al. 2004, Schieve, Rasmussen & Reefhuis 2005, Lie et al. 2005, Zhu et al.
2006, Ceelen et al. 2007, EI-Chaar et al. 2009, Hart, Norman 2013a). En los casos de ICSI,
pero no de FIV, este incremento se mantiene presente tras ajustar los resultados por edad
materna y otros factores de riesgo (Davies et al. 2012).

La causa de estos resultados obstétricos y neonatales desfavorables podrian ser
atribuidos a uno o mas factores derivados de los tratamientos de reproduccioén asistida
en si (EO, cultivo embrionario in vitro (Nelissen et al. 2012, Vergouw et al. 2012) e ICSI) o

a factores relacionados con la propia paciente con problemas de infertilidad (edad, indice
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de masa corporal o enfermedades asociadas) (Zenzes, Casper 1992, Thomson et al. 2005,
De Geyter et al. 2006, Ombelet et al. 2006, Romundstad et al. 2008, Pelinck et al. 20103,
Sazonova et al. 2011, Pinborg et al. 2013).

En lo que se refiere a la EO, hasta el momento no se ha observado una relacion entre
los parametros de EO como parte de un tratamiento de FIV (duracién de la EO, dosis
de gonadotropinas, niumero de ovocitos aspirados) con el peso al nacimiento del recién
nacido (Griesinger et al. 2008). Tampoco se ha visto una mayor incidencia de defectos al
nacimiento entre pacientes que han gestado tras recibir EO a dosis bajas y pacientes que
han gestado de forma espontanea (Davies et al. 2012). Sin embargo, Pelinck y colaboradores
observaron una tendencia a menor peso al nacer en los nifios de FIV convencional en
comparacion con aquellos procedentes de gestaciones espontaneas y de ciclos de FIV con
CNM, aunque admiten que el estudio tiene bajo poder estadistico por el escaso tamario
muestral (Pelinck et al. 2010b). Sus resultados sugieren que es la EO y no las condiciones
de cultivo la causante de estas diferencias. En todo caso, el mecanismo por el cual la EO
pudiera afectar al peso del RN no esta claro. Se ha especulado que pudiera ser debido a
las altas concentraciones de E2 alcanzadas durante la estimulacién (Mitwally et al. 2006,
Joo et al. 2010), que puedan finalmente alterar la receptividad endometrial o la invasion
trofoblastica en los primeros estadios del embarazo (Simon et al. 1995).

La influencia de los medios de cultivo ha sido ampliamente estudiada en animales,
observando una relacién entre los componentes del medio de cultivo utilizado y el peso al
nacer del RN (Rooke et al. 2007). En la especie humana, los estudios no emiten resultados
tan concluyentes. Mientras algunos autores han evidenciado una relacion entre el medio
de cultivo empleado durante los 2-3 primeros dias y el peso al nacer en transferencias
de FIV realizadas en fresco, observando mejores resultados cuando se utiliza medio de
cultivo Vitrolife® en comparacion con Cook® (Nelissen et al. 2012), otros no han observado
asociaciones tan significativas entre ambos factores (Vergouw et al. 2012, Eaton et al.

2012).
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La repercusion que tiene el ICSI también se ha estudiado sobre las anomalias
cromosomicas y se han obtenido resultados contradictorios. Un estudio observé una
mayor incidencia de aneuploidias en restos abortivos de mujeres que se habian sometido
a un ICSI en comparacion con las observadas tras realizacion de FIV convencional (Lathi,
Milki 2004), mientras que otro mas reciente no ha encontrado dicha correlaciéon (Kushnir,
Frattarelli 2009).

En base a lo publicado en la literatura cientifica, pareciera haber mas evidencia cientifica
de que la causa de los peores resultados obstétricos, neonatales y de calidad embrionaria
en términos de constitucién cromosdmica, se deba mas a las condiciones de infertilidad/
subfertilidad u obstétricas de la paciente que al procedimiento de FIV per se (Raatikainen et

al. 2012, Hart, Norman 2013b).

Técnicas de reproduccion asistida e impronta genética

Desde el afio 2002, se han publicado diversos estudios que han evidenciado un
incremento en la incidencia de sindromes raros asociados a impronta genética o
“imprinting” en nifios procedentes de TRA (Gosden et al. 2003). Si bien el riesgo de
desarrollar una alteracion de la impronta genética en nifos nacidos tras TRA es muy
bajo, el riesgo relativo es significativamente mas alto que en nifios tras gestaciones
espontaneas.

La impronta genética es un proceso epigenético que permite la expresion de algunos
genes procedentes de uno de los dos alelos (materno o paterno), mientras que el otro
alelo queda silenciado. Los procesos que la regulan se deben a cambios en la metilacion
del ADN y modificacion de las histonas (epimutaciones), y no por modificaciones en la
secuencia de ADN. Parece que las TRA producen una hipometilacién en el ADN del alelo

materno.
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Los sindromes que han mostrado mayor correlacion con las TRA son los de Angelman
o Beckwith-Wiedemann (Owen, Segars 2009), aunque también se han postulado
otros sindromes como el de Prader-Willi, Silver-Russell, hipometilacion materna o el
retinoblastoma.

La reprogramacion epigenética de los patrones de metilacién del ADN tan criticos
para establecer y mantener la impronta genética ocurren fundamentalmente durante el
desarrollo de las células germinales y el desarrollo preimplantatorio, que son dos estadios
especialmente vulnerables a las TRA (Wilkins-Haug 2008). En lo que respecta a la fase de
desarrollo de las células germinales, las TRA afectarian fundamentalmente al alelo materno a
través de su efecto sobre el ovocito. Estudios en animales muestran cémo la reprogramacion
epigenética en el ovocito se establece ya en la transicion de foliculo primordial a foliculo
antral y la impronta genética no se completa hasta que ocurre la ovulacién (Hajkova et al.
2002). Esta es larazon por la cual los mecanismos de impronta genética materna serian mas
vulnerables a la EO, la cual acelera el crecimiento y maduracién de los ovocitos, pudiendo
alterar la metilacién en los mismos.

A pesar de que inicialmente se sugirié que el ICSI pudiera incrementar la incidencia de
sindrome de Angelman a través de alteraciones del imprinting tras 3 casos descritos (Cox et
al. 2002, Orstavik et al. 2003), el incremento en la incidencia de los sindromes de Angelman
o Beckwith-Wiedemann en nifios procedentes de TRA parece estar mas relacionado con el
estado de infertilidad o los tratamientos de EO que con la técnica de inseminacion utilizada
—FIV vesus ICSI- (Chang et al. 2005, Santos et al. 2010a).

En ovocitos de mujeres infértiles sometidas a EO se observa hipometilacion del loci
PEG1 materno e hipermetilacién del H19 paterno en comparacién con los ovocitos de
mujeres fértiles inmaduros obtenidos durante una laparoscopia; de manera similar a lo
observado en ovocitos de ratones fértiles, lo cual sugiere que la EO es la causante de
estas alteraciones (Sato et al. 2007), de un modo dosis-dependiente (Market-Velker et al.

2010).
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La presencia de epimutaciones que afectan igualmente a los alelos materno y paterno
sugieren que el mantenimiento defectuoso de la impronta tras la fecundacién es un
importante mecanismo subyacente. Esta hipotesis se mantiene por los resultados de un
estudio de patrones de metilacion en placentas de ratén obtenidas tras EO, que mostraban
hipometilacion tanto en los alelos maternos como paternos (Fortier et al. 2008).

Mas recientemente se ha publicado otro trabajo que apunta en direccién opuesta,
mostrando como los patrones de metilacion de Snrpn, Peg3, Kenglotl y H19 no se ven
afectados en los ovocitos procedentes de ratonas estimuladas con dosis bajas y altas de
hormonas en comparacion con aquellas que habian ovulado espontaneamente (Denomme,
Zhang & Mann 2011). En humanos, no se han observado diferencias funcionalmente
relevantes en los niveles de metilacion en placenta o sangre de cordon de nifios procedentes
de tratamientos de induccién de la ovulacién o FIV en comparacién con gestaciones
espontaneas (Rancourt et al. 2012).

En muchas ocasiones, debido a la variabilidad de las TRA entre diferentes centros, al
escaso tamafno muestral y a la imposibilidad de controlar todos los factores de confusion,
es dificil establecer de forma rigurosa una asociacion entre las alteraciones de la impronta
genética y un procedimiento especifico (por ejemplo, FIV o ICSI, medios de cultivo...etc).
De hecho, se ha sugerido que dicha asociacion pueda ser casual; o Io que es mas probable,
secundario al estado de infertilidad de la paciente (Buckett, Tan 2005, Doornbos et al.
2007).

En definitiva, el interés sobre el tema continda presente ya que las TRA, incluyendo la
EO y la manipulacion de embriones preimplantatorios, tienen lugar en etapas criticas del
desarrollo, cuando la impronta genética ha mostrado ser mas vulnerable en estudios en

animales.
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JUSTIFICACION E HIPOTESIS DE TRABAJO

Lo presentado hasta ahora deja patente la importancia que se ha otorgado a los efectos
que las TRA pueden ejercer sobre la calidad ovocitaria, la calidad embrionaria y la salud de
los nifios nacidos procedentes de estos tratamientos.

A lo largo de los afios han ido evolucionando las técnicas de diagndstico genético, se
han modificado las dosis y las drogas utilizadas para estimular el ovario y han mejorado los
medios de cultivo. Esto ha podido influir en que los trabajos publicados en todo este tiempo
no han ido siempre en la misma direccion y presentan cierta disparidad de resultados.

Con el fin de centrarnos en un dato concreto, este estudio se ha basado en analizar el
efecto de la EO con gonadotropinas sobre la incidencia de aneuploidias. La pregunta que
se hace el clinico hoy en dia es si un embridon cromosdmicamente anormal lo es por las
caracteristicas intrinsecas de la paciente o porque los factores exégenos, entre ellos la EO,
han ejercido un efecto deletéreo sobre el mismo.

En base a lo publicado hasta la fecha, la hipétesis planteada en este trabajo es que en
la especie humana la EO aumenta la incidencia de aneuploidias cuando la edad no influye
de forma decisiva en la misma (por ejemplo en mujeres jovenes).

El presente trabajo pretende, en primer lugar, estudiar la incidencia real de aneuploidias
en el ciclo no estimulado en mujeres jovenes y fértiles para definir el estado basal en la
especie humana in vitro. Partiendo de ese punto, investigaremos si la EO incrementa la tasa
de aneuploidias embrionarias.

Paratalfin, se hallevado a cabo una comparacion en la tasa de aneuploidias embrionarias
entre un ciclo no estimulado y un posterior ciclo estimulado en la misma mujer.

Hasta la fecha, este es el primer trabajo que ha llevado a cabo este tipo de analisis

intrasujeto.
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OBJETIVOS

Principal

El objetivo principal del estudio es comprobar si la EO per se conlleva a la generacion
de un mayor porcentaje de embriones con alteraciones cromosdémicas numéricas
embrionarias o aneuploidias en mujeres jovenes, y por tanto exentas del efecto deletéreo
de la edad.

Para ello se llevara a cabo un doble andlisis comparativo en mujeres fértiles y jévenes
(donantes de ovocitos):

- Comparar la proporcién de embriones con aneuploidias en el ciclo no estimulado
con la observada en el ciclo estimulado (comparacién global entre ambos ciclos).
- Comparacion de la media del porcentaje de embriones aneuploides por sujeto en

cada uno de los ciclos (comparacion intrasujeto entre ambos ciclos).

Secundarios

1. Comparar el flujo de pacientes y las tasas de cancelacion del ciclo no estimulado y
estimulado.

2. Analizar los parametros de la fase folicular y desarrollo embrionario en ambos ciclos
(no estimulado y estimulado).

3. Estudiar la incidencia real de aneuploidias en el ciclo no estimulado en mujeres jovenes
y fértiles para definir el estado basal en la especie humana in vitro.

4. Comparar la calidad embrionaria entre ambos ciclos, en términos de numero de
blastémeras y porcentaje de fragmentacion.

5. Comparar el nUmero de embriones euploides por ovocito MIl obtenido en ambos tipos

de protocolo.
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10.

11.

12.

13.

14.

56

Correlacionar el resultado obtenido tras el PGS en el ciclo no estimulado (euploide/
aneuploide) y la tasa de aneuploidias en el ciclo estimulado ulterior.

Calcular el numero medio de embriones euploides por ciclo de donacion ovocitaria tras
estimulacion ovarica.

Correlacionar la respuesta ovarica a la EO con el nimero absoluto de embriones
obtenidos (euploides, aneuploides y no biopsiables).

Correlacionar la respuesta ovarica a la EO con la tasa de aneuploidias.

Correlacionar la dosis total de gonadotropinas administradas en el ciclo estimulado
con la tasa de aneuploidias.

Comparar el tipo de anomalia cromosomica y el cromosoma afectado en ambos
ciclos.

Analizar la fiabilidad de nuestra técnica de FISH-PGS a través del estudio de
reconfirmacion del diagndéstico en dia 5 de desarrollo embrionario.

Analizar los resultados gestacionales en las pacientes receptoras.

Comparar la eficacia del ciclo no estimulado y del ciclo estimulado en términos de

tasas de gestacion evolutiva por ciclo completado
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AMBITO DEL ESTUDIO

El presente trabajo se llevé a cabo en el Instituto Valenciano de Infertilidad (IVI) durante
el periodo comprendido entre septiembre de 2006 y marzo de 2010.

El Comité de Proyectos de Investigacién Clinica (con nimero de protocolo 0607-C-
MO09-EL) y el Comité ético de nuestra institucion aprobaron el estudio antes de ser iniciado
(véase anexo 1).

El estudio fue dado de alta en la base de datos de ensayos clinicos Clinicaltrials.gov

(http://clinicaltrials.gov). El nimero de registro asignado es NCT00707525.

DISENO DEL ESTUDIO

Se realiz6 un estudio prospectivo de cohortes con comparacioén intra-sujeto de la
incidencia de aneuploidias embrionarias tras un ciclo no estimulado y un posterior ciclo

estimulado.

Poblacion del estudio

El estudio se llevo a cabo en ciclos de donacion tanto ovocitaria como espermatica,
con el fin de excluir cualquier factor que pudiera incrementar el riesgo de aneuploidias
(por ejemplo: edad materna avanzada, problemas relacionados con la infertilidad o factor
masculino severo).

La otra poblacion del estudio consiste en las pacientes receptoras, en las que se
analizara exclusivamente los resultados gestacionales del ciclo de donacion.

Tanto las donantes como las receptoras aceptaron participar en el estudio tras una
descripcion detallada del mismo; y firmaron el consentimiento informado pertinente (véase

anexo 2 y anexo 3).
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Los criterios de inclusion comunes para las donantes de évulos y los donantes de semen
son: edad comprendida entre 18 y 34 afos; con exploracion fisica y cariotipo normal; sin
historia familiar de enfermedades hereditarias o cromosémicas y con serologias negativas
para enfermedades de transmisién sexual, como virus de inmunodeficiencia humana (VIH),
virus de hepatitis C y B, y bacteria Treponema Pallidum causante de la sifilis.

Los criterios de inclusion especificos para el estudio para las donantes de évulos
son los siguientes: fértiles (al menos un hijo nacido vivo y/o una interrupcién voluntaria
del embarazo); ciclos menstruales regulares (entre 25 y 35 dias); estudio hormonal basal
normal (FSH < 10Ul/l y E2 < 50pg/ml); indice de masa corporal (IMC) entre 18 y 25 Kg/m2 y
no antecedentes de tratamientos de EO. Donantes con endometriosis, sindrome de ovario
poliquistico (SOP, segun criterios de Rotterdam) o abortos de repeticion (considerados
como 3 o0 mas abortos clinicos previos), fueron excluidas.

En el caso de los donantes masculinos sélo fueron aceptadas muestras de semen con
mas de 90x10° de espermatozoides moviles progresivos en el eyaculado y con >14% de
formas normales (Garrido et al. 2002). El criterio para seleccionar la muestra de esperma de
nuestro banco es que el donante haya probado ser fértil previamente en nuestro programa
de inseminacion artificial, como es nuestra practica clinica habitual. La muestra congelada
debe ser suficiente para utilizarla tanto en el ciclo natural como en el estimulado de la
misma donante de ovocitos.

Los criterios de inclusién para las receptoras de gametos son: menores de 45 afios de
edad; IMC <30Kg/m2; no enfermedades organicas o sistémicas; precisando un tratamiento
de donacion de 6vulos y semen. Se excluyen aquellas con aborto de repeticién, fallo de
implantacién o cualquier tipo de patologia uterina (pdlipos, miomas, malformaciones

mdllerianas) o anexial (hidrosalpinx comunicante).
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Procedimientos

Fase folicular

Las donantes de 6vulos fueron sometidas a 2 ciclos de FIV:

- Fase 1: Ciclo no estimulado:

El ciclo natural espontaneo de la donante fue monitorizado mediante controles
ecograficos por via vaginal y analiticas de sangre hormonales. Se realizé una ecografia
en estado basal (dia 1-5 ciclo) para comprobar que los ovarios se encontraban en
reposo y descartar la presencia de cualquier tipo de quiste funcional. En dia 8-10
de ciclo se realizd un primer control ecografico que se repitid posteriormente cada
2 dias. Cuando el foliculo dominante alcanzé los 14 mm de diametro, se llevaron a
cabo controles ecograficos diarios junto con mediciones de los valores séricos de E2.
En el momento que el foliculo preovulatorio alcanzé 18 mm de diametro se realizaron
igualmente determinaciones de E2, P y LH y se programé la puncién folicular tras
la administracion de 250mcg de coriogonadotropina recombinante (rCG, Ovitrelle®,
Merck-Serono, Ginebra, Suiza). Esta es la Unica intervencién médica que se llevo a

cabo en la donante en este ciclo no estimulado (véase figura 1A).

- Fase2:Ciclo estimulado con agonistas de la GnRH en protocolo largo y estimulaciéon
ovarica convencional:

Elinicio del agonista de la GnRH se realiz en la fase lUtea media (dia 18-22) del ciclo previo ala
estimulacion, con el objetivo de que el efecto flare up inicial no encuentre foliculos receptivos
que inicien su crecimiento. Para iniciar el tratamiento, se llevé a cabo una ecografia con el

fin de comprobar ovulacion mediante la presencia de un cuerpo Iiteo en uno de los dos
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ovarios. En caso afirmativo, se inicié la administracion subcutanea de acetato de leuprorelina
0,2ml/dia (Procrin®, Abbott, Madrid, Espafia) o triptorelina 0,1 mg/dia (Decapeptyl®, Ipsen

Pharma, Barcelona, Espafa) con el fin de inducir el frenado hipofisario.

Tras la menstruacién de la donante, realizamos una segunda ecografia para comprobar la
desensibilizacion hipofisaria y el estado basal de los ovarios (no deben observarse foliculos
mayores de 10 mm) y se inici6 el tratamiento de EO con gonadotropinas exégenas a dosis
moderadas el 2° 6 3° dia de ciclo. En este momento, la dosis del analogo de GnRH se redujo
a la mitad y el tratamiento consistio en la administracion conjunta de analogo de GnRH y
gonadotropinas. Estas fueron administradas diariamente mediante una combinacién de
150 Ul de FSH recombinante (FSHrec, Gonal®, Merck-Serono, Ginebra, Suiza) y 75 Ul de
gonadotropina menopausica humana altamente purificada (hp-hMG, Menopur®, Ferring
Pharmaceuticals, Copenhague, Dinamarca).

La monitorizacién del ciclo se realizé mediante ecografia transvaginal para contabilizar
y medir los foliculos en desarrollo. EI primer control se realizé al 5° dia de haber iniciado
las gonadotropinas y los controles posteriores se establecieron en funcion de la respuesta
de las donantes, siendo cada 2 dias a partir de foliculos de 14 mm, siguiendo el protocolo
habitual de nuestro programa de donacién ovocitaria.

Cuando evidenciamos la presencia de 6 o mas foliculos con un minimo de 17 mm de
diametro, se indujo la ovulacion con rCG (Ovitrelle®, Merck-Serono, Ginebra, Suiza) y se
programo la puncion folicular (véase figura 2B). En este momento ceso6 la administracion
de medicacion. El ultimo dia de estimulacién (dia de administracién de rCG) se llevaron a

cabo determinaciones hormonales séricas de E2 y P.
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Figura 1A: Ciclo no estimulado

Menstruacion

G

Dia12345678910 11 12 13 14 15

Figura 1B: Ciclo estimulado

>6 foliculos
>17 mm

Menstruacion

Figura 1: Procedimientos llevados a cabo durante la fase folicular del ciclo no estimulado (figura 1A) y
del ciclo estimulado (figura 1B).

En el ciclo no estimulado la Unica medicaciéon administrada corresponde a la inyeccién
de rCG cuando el foliculo preovulatorio alcanza los 17 mm de diametro. El ciclo estimulado
consiste en la administracion de gonadotropinas en el contexto de un protocolo largo con
agonistas de la GnRH, con inyeccion de rCG cuando = 6 foliculos alcanzan los 17 mm

diametro.

En ambos ciclos, la puncion folicular ecoguiada por via transvaginal se llevo a cabo 36
horas tras desencadenar la maduracioén ovocitaria final con rCG.
Para su realizacion la donante acudié en ayunas, se comprobé vaciado vesical y se llevd

a cabo una venoclisis. Para la preparacion en quirofano se coloco a la donante en posicién
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de litotomia y se realizé una limpieza del campo operatorio mediante lavado vaginal con
abundante suero fisiolégico. Como medida adicional, la noche previa a la puncién la
donante recibié profilaxis antibidtica con 1 gr de azitromicina por via oral en dosis Unica.

El procedimiento, cuya duracion no excede mas de 5 minutos en el ciclo no estimulado
y 10-15 minutos en el estimulado, se realizé6 bajo anestesia general consistente en una
sedacion sin intubacion para lo que empleamos propofol y fentanilo, asi como ventilacién
asistida por mascarilla con oxigeno.

La técnica en si misma consistié en la introduccién de la sonda transvaginal del
ecografo protegida con una funda estéril y con una guia acoplada para introducir a través
de la misma la aguja de aspiracion de Unica via. En el ciclo no estimulado, localizamos el
unico foliculo preovulatorio y se puncion6 a través del fondo de saco vaginal. Entonces se
conectd la bomba de vacio de regulacién continua y se aspir6 el liquido folicular, el cual va
a parar a un tubo de aspiracion que se deposita en un bloque térmico regulado a 37° con
el fin de mantener la temperatura hasta que el contenido sea procesado en el laboratorio
de FIV para la recogida de los ovocitos. En el ciclo estimulado, localizamos el ovario mas
accesible, y se punciono el foliculo mas cercano al punto de entrada de la aguja, cuando
éste presenta su diametro mayor. Una vez realizada la puncién de todos los foliculos de un
ovario, se extrajo la aguja y se procedio a puncionar el otro ovario.

Posteriormente, la donante se mantuvo en observacion durante 1-2 horas en el centro
para vigilar si aparecia algun tipo de complicaciéon y administrar analgésicos en caso

necesario.

Tras la recuperacién y lavado de los ovocitos se procedié a la valoracion de la calidad de
los mismos por el aspecto morfolégico y el grado de expansién de las células del cumulo.
Para conocer el grado de maduracion del ovocito, se realizé la decumulacion, lo cual

implica desprender al ovocito de las células del cumulus que lo rodean. Para ello se
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sometio a los ovocitos a una solucién de hialuronidasa, y se fueron pasando por capilares
de calibres progresivamente menores, hasta un didametro aproximado de 140 pm. Una vez
decumulados, se clasificaron los ovocitos segun su estadio de maduracion.

El ovocito madura desde el punto de vista nuclear y se encuentra en metafase Il (Mll)
cuando alcanza la metafase de la segunda division meiética y elimina el primer corpusculo
polar. Todos los ovocitos Mll fueron seleccionados e inseminados con el semen de donante.
Los ovocitos metafase | (MI) o en estadio de vesicula germinal (VG) fueron descartados.

En el presente estudio, el método de inseminacion de los ovocitos fue la inyeccién
intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl), consistente en la microinyeccién de un
espermatozoide en el interior de un ovocito.

Por tanto, el ICSI se llevo a cabo en todos los casos en ambos ciclos, siguiendo nuestra
practica clinica en ciclos de PGS con el fin de evitar contaminacién por ADN externo y
de incrementar el numero de ovocitos fecundados, y, por tanto, el nUmero potencial de
embriones disponibles para analizar.

La fecundacién fue comprobada a las 17-20 h del ICSI y la divisién embrionaria evaluada
diariamente (cada 24 horas). Los embriones fueron colocados en medio IVF/CCM (ratio 1:1)
(Vitrolife®, Goteborg, Suecia) hasta dia 3 de desarrollo y después cultivados en medio
CCM con una monocapa de células endometriales hasta dia 5, cuando los embriones
cromosomicamente normales fueron transferidos o vitrificados (Mercader et al. 2003).

La biopsia embrionaria se realizé en dia 3 de desarrollo. Tanto en ciclo no estimulado
como estimulado, so6lo se biopsiaron aquellos embriones con al menos 6 blastémeras
en dia 3 de similar tamafo y menos del 20% de fragmentacion, es decir, con morfologia
normal y desarrollo adecuado. La fragmentacion es un parametro relacionado con la
calidad embrionaria, y se refiere al porcentaje del volumen total del embrién ocupado por
fragmentos resultantes de la degeneracion de una o mas blastémeras.

La rotura de la zona pellcida (ZP) se llevé a cabo con un sistema de laser infrarrojos

(OCTAX®, Herbron, Alemania), que libera el rayo laser a través del objetivo del microscopio
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sin necesidad de contacto directo con la zona diana, produciendo una rotura térmica por la
absorcion de la energia del laser por la ZP.

Posteriormente se procedio a la biopsia embrionaria mediante la aspiracion con pipeta
de blastdmeras. Aunque habitualmente se aspiran 1 6 2 blastomeras en funcion de la
calidad del embridn y del analisis genético a realizar, en el presente trabajo, con el fin de
evitar sesgos y ser homogéneos, una sola blastémera fue biopsiada en todos los casos,
independientemente del nimero de células. La aspiracion se realizd6 suavemente sobre
blastbmeras con nucleo Unico y visible.

Tras la biopsia, se retiraron los embriones de la placa de biopsia y se lavaron repetidas
veces en una placa con medio de cultivo para eliminar los restos de medio de biopsia
sin Ca?" y Mg?". Posteriormente se procedié a la fijacién del nlicleo de cada una de las
blastémeras, para eliminar restos de citoplasma y que los nlcleos mantengan su integridad
y morfologia. Este paso es decisivo porque la calidad de las extensiones condiciona el
acceso de las sondas de ADN al nucleo y de ello depende la eficiencia de hibridacion.

En el PGS para despistaje de aneuploidias de 9 o mas cromosomas se lleva a cabo
el protocolo de FISH secuencial con la realizacion de 2 6 3 rondas de hibridacion. La
hibridacién simultdnea de sondas centroméricas y especificas de locus para varios
cromosomas permite descartar muchas de las aneuploidias humanas mas frecuentes.

De forma sistematica, se llevaron a cabo 2 hibridaciones consecutivas para el analisis
de 9 cromosomas mediante FISH:

1) En la primera ronda de hibridacion se analizaron simultdneamente los
cromosomas 13, 16, 18, 21 y 22 mediante la utilizacién del kit comercial MultiVysion™ PB.
Tras interpretar y registrar las sefales, se eliminan éstas para proceder a la segunda ronda
de hibridacion.

2) La segunda ronda de hibridacién analizé los cromosomas 15, 17, X y Y con el

kit MultiVysion™ 4 colores (Vysis®, Inc. Downers Grove, IL, USA).
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Adicionalmente, se llevaron a cabo rondas de re-hibridaciéon con sondas subteloméricas
para rescatar embriones no informativos o con monosomias, como se ha descrito
previamente (Mir et al. 2010).

El resultado del estudio FISH se obtuvo en dia 5 de desarrollo embrionario, momento
en el cual se llevo a cabo una transferencia intrauterina ecoguiada de un maximo de un
embrion (en el ciclo no estimulado) o de dos embriones (en el ciclo estimulado) siempre y
cuando se dispuso de embriones euploides tras el analisis cromosdémico.

Con el fin de validar la fiabilidad de nuestro diagndstico en dia 3, una seleccién aleatoria
de treinta y seis embriones (aneuploides, o euploides detenidos tras la biopsia embrionaria)
fueron reanalizados en dia 5 mediante FISH (en términos generales, analizamos 1 de cada
2 embriones aneuploides en el ciclo no estimulado y 1 de cada 4 en el ciclo estimulado).
Los embriones reanalizados en dia 5 se clasificaron como normales cuando >80% de las
células eran cromosémicamente normales; homogéneamente anormales cuando >80% de
las células eran portadoras de la misma anomalia o0 mosaicos anormales cuando tenian dos

0 mas lineas celulares, cada una de ellas con =20% de células anormales (Mir et al. 2010).

Preparacion endometrial en las receptoras de gametos

Para la preparacion del endometrio en las receptoras de gametos se utilizé terapia
hormonal sustitutiva, consistente en la administracién de estrégenos (valerianato de
estradiol, VE) desde el primer dia de ciclo menstrual.

El VE se administré indistintamente por via oral (6 mg/dia) o transdérmica (2 parches de
75 mg/48 horas). Tras 7-10 dias de tratamiento estrogénico se llevd a cabo una ecografia
transvaginal con el objetivo de medir el grosor endometrial a unos 1,5-2 cm del fondo uterino
en un corte longitudinal del mismo y corroborar que se encontraba en fase proliferativa con
el aspecto claramente trilaminar. En caso afirmativo, continuaron con el mismo tratamiento

hasta recibir la donacion, momento en el que se afnadi6 el tratamiento con progesterona
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vaginal micronizada a dosis de 400mg/12 horas desde el dia 1 de desarrollo embrionario,
una vez confirmada la fecundacion correcta de los ovocitos.

Si el grosor endometrial era inferior a 6 mm, incrementamos la dosis de VE y se repiti6 la
ecografia a los 7 dias para comprobar que habia llegado a ese espesor. Si el endometrio no
supero los 6 mm de espesor, no se llevd a cabo la donacién y la receptora no fue incluida
en el estudio para evitar introducir un sesgo por factor uterino anémalo que pueda influir en
las tasas de gestacion.

En caso de que la receptora tuviera ciclos ovaricos menstruales, fue necesario suprimir
la funcidn ovarica para tener el control del ciclo evitando una ovulacion prematura. La
supresion de la funcién ovarica se consigue con la inyeccién de una dosis Unica de 3,75 mg
de acetato de triptorelina, un agonista de la GnRH de liberacion prolongada (Decapeptyl
Mensual®, lpsen Pharma, Barcelona; Espafa) en la fase Iitea media del ciclo previo,
sobre el dia 18-22 de ciclo. En mujeres menopausicas no es necesaria esta medida, pues
ya tienen suprimida la funcién ovarica. En este caso, iniciamos directamente la terapia
hormonal sustitutiva.

En caso de sangrado durante la fase estrogénica se cancel6 el ciclo de la receptora
por disminuir las posibilidades de implantacién y se reinicié posteriormente un nuevo

ciclo de terapia hormonal sustitutiva.

PROTOCOLO

Si el embrion resultante de la fase 1 resultd euploide, se realizd una transferencia
embrionaria intrauterina Unica. Si la paciente receptora logré6 una gestacién evolutiva,
los embriones procedentes de la fase 2 se donaron a una nueva receptora de 6vulos y
semen. Si no se logré una gestacion evolutiva, la misma receptora recibié los embriones

procedentes del ciclo estimulado.
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Sielembrién resultante del ciclo no estimulado fue aneuploide, se cancelé la transferencia

embrionaria y la donante fue remitida al ciclo estimulado. Un maximo de 2 embriones fueron

transferidos tras el ciclo estimulado (véase figura 2).

El intervalo de tiempo entre ambos ciclos fue de un maximo de 3 meses. En todos los

casos, la muestra de semen fue la misma para ambos ciclos para minimizar al maximo el

sesgo que pudiera suponer el factor seminal.

CICLO NO
ESTIMULADO
|
| |
Embrion Embri6n
cromosOmicamente cromosOmicamente
normal anormal
Transferencia No transferencia
embrionaria embrionaria
|
| | B )
- : No gestacion CICLO ES'I‘]MULADO:!
Gestacion eyolutiva evolutiva Misma receptora* ‘
CICLO ESTIMULADO: CICLO ESTIMULADO:

Nueva receptora®

Misma receptora*

Figura 2: Protocolo del estudio. Las donantes de 6vulos son sometidas a un ciclo no estimulado y

posteriormente a un ciclo de estimulacion ovarica controlada.

* La muestra de semen donado es la misma para los ciclos no estimulado y estimulado de la misma

donante.
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METODOS ESTADISTICOS

Calculo del tamano muestral

El tamafio muestral fue calculado con el objetivo de detectar una diferencia de 22
puntos en la incidencia de aneuploidia entre ambos grupos (de un 33% en el ciclo no
estimulado a un 55% tras EOC), en un test de 2 colas, con un poder estadistico del 80%
(error B = 0,2), y un indice de confianza del 95% (error a = 0,05), y estimando una media
de 6 embriones analizados por ciclo estimulado. Esta diferencia se estimoé de acuerdo a
la incidencia de aneuploidia previamente descrita en donantes de ovocitos en ciclos de
estimulacion ovarica (Reis Soares et al. 2003, Munne et al. 2006) y también de acuerdo
a la tasa de embriones normales aceptada en parejas fértiles (Reis Soares et al. 2003,
Rodrigo et al. 2010). De acuerdo con estos criterios, era necesario reclutar a 45 donantes
de ovocitos para comparar ambos ciclos (no estimulado versus estimulado) en la misma
mujer. Estimamos una tasa de pérdidas del 15% entre las mujeres que completaron el
ciclo no estimulado y el ciclo estimulado, por lo que finalmente reclutamos donantes para

el ciclo no estimulado hasta que 51 completaron éste.

Analisis estadistico

Se llevé a cabo una comparacién de medias mediante t de student para las variables
numéricas y Chi-cuadrado para variables categéricas entre ambos grupos. Igualmente
se calcularon los riesgos relativos (RR) con su correspondiente intervalo de confianza del
95% para las comparaciones entre variables categoricas.

Para realizacion de analisis no paramétricos, se utilizo el test U-Mann Whitney.

Para la comparacién intrasujeto de la tasa de embriones cromosdémicamente anormales
entre ambos grupos, se llevd a cabo un test t de muestras pareadas.

Para analizar la relacion existente entre la respuesta ovarica en ciclos de EO y el nUmero

de embriones euploides, se realizé una regresion lineal.
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El estudio incluye 185 donantes candidatas que fueron inicialmente reclutadas. De
las mismas, 64 fueron canceladas en el ciclo no estimulado por los siguientes motivos:
ovulacién precoz (n=37), ciclo anovulatorio (n= 17) y auto-cancelacién por voluntad propia
(n=10).

Se realizé la puncién folicular en 121 mujeres (65,4%), obteniendo ovocito en 99 de
ellas (tasa de obtencién de ovocito por puncion: 81,8%). De los 99 ovocitos, 89 resultaron
metafase Il (89,9%), 8 fueron inmaduros y 2 presentaron zona rota. La tasa de fecundacién
fue del 64,0% (57 ovocitos fecundados de 89 metafase Il). Cincuenta y uno de los 57 cigotos
llegaron a dia 3 de desarrollo y cumplieron criterios para poder biopsiar una blastémera con

el fin de llevar a cabo un screening genético preimplantacional mediante FISH.

De las 51 mujeres que completaron el ciclo no estimulado, 4 rechazaron continuar
el protocolo por motivos personales y no se sometieron al ciclo estimulado. De las 47
restantes que fueron sometidas a la estimulacién ovérica controlada, 46 casos completaron
el protocolo. Un caso no fue completado porque ninguno de los embriones fue apto para

ser biopsiado.

En resumen, 51 casos completaron el ciclo no estimulado, de las cuales 46 completaron
igualmente el ciclo estimulado. Definimos un protocolo o ciclo completo cuando al menos
un embrién fue candidato a ser biopsiado para llevar a cabo un FISH-PGS en ambos

ciclos.

73



RESULTADOS

La figura 3 muestra, de forma grafica, el flujo de la poblacion del estudio.

Donantes candidatas
(n=185)

Cancelado (n=64)
- Ovulacion prematura (n=37)
- Ciclo anovulatorio (n=17)
- Autocancelacion (n=10)

Punciones foliculares

(n=121)
1
| ) |
No se obtiene ovocito Se obtiene ovocito
(n=22) (n=99)
1
| |

Ovocito inmaduro
(n=10)

Ovocito Metafase 11
(n=89)

Ovocitos fecundados
(n=57)

Embriones detenidos durante;
el desarrollo embrionario
(n=6)

Embriones biopsiados para FISH-PGS

(n=51)

FASE 1 (CICLO NO ESTIMULADO) COMPLETADA

Fase 2 cancelada (donantes no

desearon continuar con el

tratamiento)
(n=4)

Fase 2 iniciada
(n=47)

Figura 3: Flujo de la poblacion del estudio.
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La edad media de las donantes de 6vulos que completaron el estudio fue de 25,4 +
4,0 afos. Su indice de masa corporal (IMC) fue de 22,5 + 2,8 (Kg/m?) y los niveles de
FSH y E2 en estado basal (3° dia de ciclo menstrual) fueron de 6,1 +2,1 Ul/Ly 48 + 15
pg/ml, respectivamente.

La poblacién de receptoras de 6vulos y semen tienen una edad media de 39,7 + 3,5 afios

con un IMC de 25,6 + 4,1 (Kg/m?).

Los datos descriptivos de los parametros de la fase folicular y desarrollo embrionario en
ambos ciclos se muestran en la tabla 1.

El nivel medio de E2 sérico al final de la fase folicular (el dia de la administracion de rCG)
fue 195,2 + 63,3 pg/ml en el ciclo no estimulado, significativamente inferior al observado
en el ciclo estimulado (2707 + 1135 pg/ml, p<0,0001). El nivel medio de P sérica al final de
la fase folicular fue igualmente significativamente inferior en el ciclo no estimulado respecto
al ciclo estimulado (0,4 + 0,2 vs. 0,8 + 0,3 ng/ml, respectivamente, p<0,001).

En el ciclo no estimulado, los valores séricos de E2, P y LH fueron significativamente
mas altos en las donantes que ovularon precozmente (37 casos) respecto a las que llegaron
a realizarse una puncion folicular (121 casos): para el E2: 215 + 71 vs. 174 = 69 pg/ml,
respectivamente, p=0,006; para la P: 0,66 + 0,29 vs. 0,38 + 0,17 ng/ml, respectivamente,
p<0,001 y para la LH: 33.5 = 19,5 vs. 10,1 +8,0 UI/L, respectivamente, p<0,001. EIl
diametro del foliculo dominante el dia de la administracién de rCG no diferia en los casos
de ovulacion precoz y los que llegaron a puncién folicular: 18,7 = 1,3 mmyvs. 18,4 + 1,0 mm,

respectivamente, p=0,121.
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El nimero de ovocitos MIl necesarios para obtener un embridn euploide resulté de 3 en
el ciclo no estimulado y 3,4 en el ciclo estimulado (p=0,376).

En el ciclo no estimulado todos los embriones biopsiados resultaron ser informativos
para los cromosomas estudiados, mientras que en el ciclo estimulado, cuatro de los
307 embriones no fueron informativos. Consideramos embrién informativo a aquel en
el que se obtienen resultados concluyentes tras el andlisis mediante FISH. Un embrién
se clasifica como normal o euploide con resultado concluyente cuando la blastémera
muestra dos sefiales para cada uno de los cromosomas analizados. Por el contrario, un
embrion aneuploide muestra un niumero anormal de sefales para uno o varios cromosomas
estudiados, independientemente de si alguno de los demas cromosomas muestra un

resultado no concluyente.
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Ciclo no estimulado (n=51 donantes)

RESULTADOS

Estradiol sérico el dia de rCG (pg/ml) 195,2 £ 63,3
Progesterona sérica el dia de rCG (ng/ml) 0,4+0,2
LH sérica el dia de rCG (UI/L) 10,54 +8,1

Numero de ovocitos obtenidos

99 (81,8% por puncion folicular)

Numero de ovocitos metafase Il

89 (89,9% de los ovocitos obtenidos)

Numero de ovocitos fecundados

57 (64% de los ovocitos metafase 1)

Numero de embriones no biopsiables 6
Ndmero de embriones biopsiados 51
Numero de embriones informativos 51
Ciclo estimulado (n=46 donantes)

Duracion de la estimulacion (dias) 10,1+2,3
Dosis total de gonadotropinas (Ul) 2230+ 670
Estradiol sérico el dia de rCG (pg/ml) 2707 + 1135
Progesterona sérica el dia de rCG (ng/ml) 0,8+0,3

Ne de ovocitos obtenidos

820 (17,8+7,7)

N2 de ovocitos metafase Il

618 (13,4+6,2)

(75,4% de los ovocitos obtenidos)

Numero de ovocitos fecundados

469 (10,2 + 4,8)

(75,9% de los ovocitos metafase I1)

Numero de embriones no biopsiables 162
Numero de embriones biopsiados 307
Ndmero de embriones informativos 303

Tabla 1: Analisis descriptivo de los parametros de la fase folicular y del desarrollo embrionario de los 51

ciclos no estimulados y de los 46 ciclos estimulados en los cuales se llevé a cabo el FISH-PGS.

* Los datos presentados con el simbolo + hacen referencia a media + desviacion estandar (DE).



RESULTADOS

La tabla 2 muestra las comparaciones entre parametros relacionados con el laboratorio de

FIV entre el ciclo no estimulado y el ciclo estimulado.

Ciclo no Ciclo
estimulado estimulado
% de ovocitos Mll respecto al 89,9% 75,4%
0,00
total de ovocitos (82,2-95,0) (72,3-78,3)
64,0% 75,9 %
Tasa de fecundacidn 0,02
(53,2-73,9) (72,3-79,2)
10,5% 34,5%
% de embriones no biopsiables * 0,00
(4,0-21,5) (30,2-39,0)

Tabla 2: Analisis comparativo entre parametros del laboratorio de FIV en ambos ciclos.

¢ Los datos se presentan como porcentaje (%) e Intervalo de Confianza del 95% (IC 95%). Valor p<0,05
se considera estadisticamente significativo.

* Los embriones no biopsiables son aquellos que no cumplieron los criterios establecidos de biopsia
embrionaria.

78



Un total de 51 y 307 embriones fueron biopsiados en el ciclo no estimulado (n=51
ciclos) y el estimulado (n=46 ciclos), respectivamente.

La proporcion de anomalias cromosémicas embrionarias en la muestra total de 51 ciclos
no estimulados completados fue de 35,3% (18/51).

De éstos 51 ciclos no estimulados, cinco no completaron el posterior ciclo estimulado.
Las comparaciones de los resultados del PGS de las 46 donantes que completaron el ciclo
no estimulado y el ciclo estimulado se presentan en la tabla 3.

Hubo 2 casos en el ciclo estimulado en los cuales la totalidad de los embriones analizados
resultaron aneuploides, en los cuales se pudieron biopsiar sélamente 2 y 3 embriones,
respectivamente.

La media de embriones criopreservados en el ciclo estimulado fue de 1,8 + 2,2.

Como queda reflejado en la tabla 3, la proporcién de embriones aneuploides en el ciclo
no estimulado fue de 34,8% (16/46) mientras que en el ciclo estimulado fue de 40,6%
(123/308), con una diferencia de riesgos de 5,8 (IC 95%: -20,6-9,0) y un riesgo relativo (RR)
de 1,17 (IC 95%: 0,77-1,77); (p=0,454).

Cuando llevamos a cabo la comparacion intrasujeto, es decir, comparando la media
del porcentaje de embriones aneuploides por sujeto en cada uno de los ciclos, la tasa de
aneuploidias fue del 34,8% (IC 95%=20,5-49,1) en el ciclo no estimulado, y del 38,2% (IC
95%: 30,5-45,8) en el ciclo estimulado, con una diferencia de riesgos de 3,4 (IC 95%: -
17,9-11,2) (p=0,64) y una odds ratio (OR) de 1,10 (IC 95%: 0,50-2,41).

Respecto a la proporcion de embriones euploides por ovocito MIl obtenido, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre el ciclo no estimulado y el ciclo

estimulado (33,7% vs. 29,1%, respectivamente, p=0,38).
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Ciclo no Ciclo RR /OR
estimulado estimulado (IC 95%)
Embriones biopsiados 46 307
Embriones informativos 46 303
Blastomeras en dia 3 de los
7,414 7,9+0,9 0,07
embriones biopsiados
Fragmentacion en dia 3 de
7,4+ 6,2 9,1+4,7 0,13
los embriones biopsiados
Embriones aneuploides/
34,8% (16/46) | 40,6% (123/303) | RR:1,17
embriones informativos 0,45
(22,7-49,2) (35,0-46,4) (0,8-1,8)
(%, n)
Media del porcentaje de
34,8% 38,2% OR: 1,10
embriones aneuploides por 0,64
(20,5-49,1) (30,5-45,8) (0,5-2,4)
sujeto* (%)
Blastocistos en dia 5/ 67,4% (31/46) 77,5% (238/307) RR: 1,15
0,13
embrién biopsiado (%,n) (53,0-79,1) (72,5-81,8) (0,9-1,4)
Embriones euploides/ 33,7% (30/89) | 29,1% (180/618) | RR:1,16
0,38
ovocito Ml (%,n) (24,0-44,5) (25,6-32,9) (0,8-1,6)
Embriones euploides/ 0,7+0,5 3,9+2,3
<0,001
donante (0,5-0,8) (3,2-4,6)
Embriones transferidos 0,7+0,5 1,7+0,7 <0,001

Tabla 3: Resultados del PGS de 46 donantes que completaron el ciclo no estimulado y el ciclo

estimulado.

¢ Los datos se presentan como media * desviacion estandar (DE); porcentaje y nimero absoluto (%,n).

Entre paréntesis se presenta el IC 95%. Valor p<0,05 se considera estadisticamente significativo.

* Test t de muestras pareadas.
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La figura 4 muestra de forma grafica cémo la diferencia en la tasa de aneuploidias se hace
menos notable cuando llevamos a cabo la comparacion intrasujeto entre ambos ciclos.

607 Figura 4A 607 Figura 4B
50 = E0-
40 40 1
30" 30
20-] " 20 =

T L T T

No estimulado Estimulado No estimulado Estimulado
(n=46 embriones) (n=303 embriones) (n=46 casos) (n=46 casos)

Figura 4: La figura 4A (izquierda) muestra la tasa de aneuploidias en la muestra global de embriones
procedentes del ciclo no estimulado (46 embriones analizados) y del ciclo estimulado (303 embriones
analizados procedentes de 46 ciclos). La figura 4B (derecha) muestra la comparacion intrasujeto de la
media de la tasa de aneuploidias de cada una de las donantes (46 casos de ciclo no estimulado vs. 46
casos de ciclo estimulado).

Tratamos de investigar si existia algun tipo de relacién entre el estatus cromosoémico
del embrién obtenido en el ciclo no estimulado y la tasa de aneuploidias observada en el
conjunto de embriones obtenidos tras el ciclo estimulado en la misma donante de 6vulos.
Si el embrién procedente del ciclo no estimulado resulté ser cromosémicamente anormal,
la tasa de aneuploidias en el ciclo estimulado en la misma donante fue 46,2%, mientras que
fue 33,9% si el embridn procedente del ciclo no estimulado resulté euploide.

Aunque no resulté estadisticamente significativo (p= 0,12), hay una tendencia hacia una
mayor tasa de anomalias embrionarias cromosémicas cuando el embridn procedente del

ciclo no estimulado fue anormal.
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EMBRIONES EUPLOIDES POR DONANTE EN UN CICLO

DE ESTIMULACION OVARICA

En el ciclo estimulado, el nUmero medio de embriones euploides por donacién ovocitaria
es de 3,9 (IC 95%: 3,2-4,6).

El 50% central de la distribucién esta entre 2 y 5 embriones euploides, mientras que el
90% central de la distribucion se encuentra entre 1y 7 embriones euploides (véase figura
5y tabla 4).

107 e

0 R E—

|
Embriones euploides

Figura 5: Diagrama de cajas y bigotes del nimero de embriones euploides por donacién en el ciclo
estimulado.

Ciclo estimulado Media + DE  Rango P10 P25 P50 P75

Embriones euploides 3,9+2,3 0-10 1 2 3 5 7

Tabla 4: Distribucién del nimero de blastocistos euploides en el ciclo estimulado.

El percentil 50 (P50) corresponde a la mediana. P significa percentil.
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EMBRIONES EUPLOIDES, ANEUPLOIDES Y NO BIOPSIADOS EN

CADA UNO DE LOS 46 CASOS EN EL CICLO DE ESTIMULACION OVARICA

El grafico de columnas apiladas que corresponde a la figura 6 muestra caso a caso
el niumero absoluto de embriones en cada una de las 46 donantes sometidas al ciclo de
estimulacion ovarica. Se ha llevado a cabo una diferenciacidon entre embriones euploides,
aneuploides y no biopsiables (incluimos en este Ultimo grupo a los embriones detenidos y

a aquellos que no cumplian criterios de biopsia en dia 3 de desarrollo embrionario).

25

W Euploides

i Aneuploides

i No biopsiables
20 -

15

10

Numero absoluto de embriones

12345678 910111213141516171819202122232425262728293031323334353637383940414243444546
Casos individuales

Figura 6: Nimero de embriones euploides, aneuploides y no biopsiables en cada caso individual (n=46)
en el ciclo de estimulacion ovérica.

En la mencionada figura 6, se aprecia visualmente coémo los casos con mayor numero
de embriones totales, disponen de mayor nimero de embriones tanto euploides, como

aneuploides y no biopsiables.



RESULTADOS

RELACION ENTRE RESPUESTA OVARICA Y NUMERO ABSOLUTO DE EMBRIONES

EUPLOIDES, ANEUPLOIDES Y NO BIOPSIABLES

Para cuantificar la correlacion mencionada en el apartado previo, llevamos a cabo
un analisis de regresion lineal relacionando diferentes parametros de respuesta ovarica
(nimero de ovocitos totales, numero de ovocitos maduros (6 MIl) y nimero de ovocitos
fecundados con los resultados en términos de nimero de embriones euploides, aneuploides
y no biopsiables.

Como se puede apreciar en las siguientes figuras, la relacion entre respuesta ovarica y
numero de embriones euploides (figuras 7, 8 y 9), nUmero de embriones aneuploides (figuras
10, 11y 12) y niumero de embriones no biopsiables (figuras 13, 14 y 15) es significativamente
positiva (p<0,05).

Esto implica que a mayor respuesta, mayor numero de embriones, tanto viables

(euploides o aneuploides) como no viables (o no biopsiables).

84



RESULTADOS

8-

Embriones euploides

o v R2 Linear = 0,28

P=0,001

T T T T T
0 10 20 30 40

Ovocitos

Figura 7: Correlacién entre nimero de ovocitos totales obtenidos con el nimero total de embriones
euploides por donante.
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Figura 8: Correlacion entre nimero de ovocitos metafase Il con el nimero total de embriones euploides
por donante.
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Figura 9: Correlacion entre nimero de ovocitos fecundados con el nimero total de embriones
euploides por donante.
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Figura 10: Correlacién entre nimero de ovocitos totales obtenidos con el nimero total de embriones
aneuploides por donante.
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Embriones aneuploides
T =

%]
1

R? Linear=10,126
; P<0,001
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Figura 11: Correlacién entre nimero de ovocitos metafase Il con el nimero total de embriones
aneuploides por donante.
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Figura 12: Correlacién entre nimero de ovocitos fecundados con el nimero total de embriones
aneuploides por donante.

87



RESULTADOS

10

Embriones no biopsiables
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Figura 13: Correlacién entre nimero de ovocitos totales obtenidos con el nimero total de embriones no
biopsiables por donante.
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Figura 14: Correlacion entre numero de ovocitos metafase Il con el nimero total de embriones no
biopsiables por donante.
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Figura 15: Correlacién entre nimero de ovocitos fecundados con el nimero total de embriones no
biopsiables por donante.
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Media de embriones euploides por donante en funcion de si la respuesta

ovarica era inferior o superior a la mediana

Tratamos de cuantificar el incremento de la media de embriones euploides en funcién
del aumento de la respuesta ovarica a la estimulacion. Para ello, calculamos dicha media
en funcion de si el nimero de ovocitos totales, de ovocitos metafase Il (MIl) y de ovocitos
fecundados se encontraba por encima o debajo de la mediana (o percentil 50) en la muestra
total de las 46 pacientes.

En primer lugar, calculamos la media + DE y la mediana y el rango intercuartil de los 3
parametros de respuesta ovarica estudiados en los ciclos estimulados. Los resultados se

muestran en la tabla 5.

Ciclo estimulado Media + DE P25 P50 P75
Ovocitos totales 179+7,7 13 17 23
Ovocitos Ml 13,8+6,2 9 13 19
Ovocitos fecundados 10,2+4,8 7 10 13

Tabla 5: Media + desviacion estandar, mediana y rango intercuartil de los parametros de respuesta
ovarica en el ciclo estimulado (nimero de ovocitos totales, ovocitos Mll y ovocitos fecundados). El
percentil 50 corresponde a la mediana.

- Relacion entre numero de ovocitos totales y media de embriones euploides
Considerando la mediana como punto de referencia, observamos que si la donante esta
en la mediana o por encima en lo que respecta a nUmero de ovocitos totales obtenidos,
la media de embriones euploides por ciclo es de 5,04. Sin embargo, cuando el nimero
de ovocitos totales obtenidos esta por debajo de la mediana (menos de 17 ovocitos), se
obtienen 2,55 embriones euploides de media; siendo esta diferencia estadisticamente

significativa (p=0,00).
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- Relacion entre numero de ovocitos metafase Il y media de embriones euploides
Si la donante esta en la mediana o por encima en lo que respecta a ovocitos Mil, la media
de embriones euploides por ciclo es de 5,26. Cuando el nimero de ovocitos MIl esta por
debajo de la mediana (menos de 13 ovocitos Mll), se obtienen 2,43 embriones euploides de

media; siendo esta diferencia estadisticamente significativa (p=0,00).

- Relacion entre numero de ovocitos fecundados y media de embriones euploides
Cuando la donante esta en la mediana o por encima en lo que respecta a ovocitos
fecundados, la media de embriones euploides por ciclo es de 5,39. Sin embargo, cuando
el nimero de ovocitos fecundados esta por debajo de la mediana (menos de 10 ovocitos
fecundados), se obtienen 2,3 embriones euploides de media; siendo esta diferencia

estadisticamente significativa (p=0,00).

La tabla 6 resume los hallazgos previamente descritos.

Media embriones Media embriones
Ciclo estimulado P50 euploides si <P50 euploides si 2P50
Ovocitos totales 17 2,55 5,04 0,00
Ovocitos Ml 13 2,43 5,26 0,00
Ovocitos fecundados 10 2,30 5,39 0,00

Tabla 6: Media de embriones euploides por donante en funcién de si la respuesta ovarica (en términos
de numero de ovocitos totales, Mll y fecundados) esta por debajo del percentil 50 (P50=mediana) o es
igual o superior al P50.
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RELACION ENTRE RESPUESTA OVARICA Y TASA DE ANEUPLOIDIAS

EMBRIONARIAS

En lo referente a tasa de aneuploidias embrionarias, el analisis de regresion lineal
muestra como dicha tasa no se incrementa ni disminuye significativamente conforme

aumenta la respuesta ovarica a la estimulacion, como se puede apreciar en las figura 16,

17 y 18 (p>0,05).
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Figura 16: Correlacion entre nimero de ovocitos totales obtenidos con la tasa de aneuploidias
embrionarias.
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Figura 17: Correlacién entre nimero de ovocitos metafase Il con la tasa de aneuploidias embrionarias.
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Figura 18: Correlacion entre nimero de ovocitos fecundados con la tasa de aneuploidias embrionarias.
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RELACION ENTRE DOSIS DE GONADOTROPINAS Y TASA DE ANEUPLOIDIAS

EMBRIONARIAS

El analisis de regresion lineal que correlaciona la dosis total de gonadotropinas
administradas a lo largo del ciclo de EO y la tasa de aneuploidias, muestra como
el incremento de dosis de gonadotropinas no conlleva un aumento en la tasa de

aneuploidias (véase figura 19).
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Figura 19: Correlacion entre dosis total de gonadotropinas administradas con la tasa de aneuploidias
embrionarias.
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TIPO DE ANOMALIAS CROMOSOMICAS EN AMBOS CICLOS

La distribucién del tipo de anomalias cromosdmicas en el ciclo no estimulado fue la
siguiente: 62,5% de monosomias, 12,5% de trisomias y 18,8% de haploidias; y en el ciclo
estimulado: 55,3% de monosomias, 24,4% de trisomias y 4,1% de haploidias. No hubo
diferencias estadisticamente significativas en la distribucién de anomalias cromosémicas
entre ambos grupos (p=0,87).

Hubo un caso mas de monosomia y un caso de tetraploidia que posteriormente no se
realizaron ciclo estimulado, por lo que no han sido incluidos en el analisis comparativo.

Por otra parte, no se vieron diferencias entre ambos ciclos respecto al tipo de cromosoma
afecto, como se muestra en la tabla 7. Por orden de frecuencia, los cromosomas mas
frecuentemente alterados en el ciclo no estimulado fueron el 16 (50% de aneuploidias
contenian alteracion de este cromosoma), el cromosoma 18 (50%) y el cromosoma 21
(43,8%); mientras que en el ciclo estimulado fueron el cromosoma 15 (41,5%), el cromosoma

18 (39%), el cromosoma 16 (36,6%) y el cromosoma 22 (36,6%).

Ciclo Ciclo

Cromosoma afectado no estimulado estimulado

Cromosoma 13 31,3% 33,3% 0,87
Cromosoma 15 37,5% 41,5% 0,76
Cromosoma 16 50,0% 36,6% 0,30
Cromosoma 17 28,6% 26,8% 0,92
Cromosoma 18 50,0% 39,0% 0,40
Cromosoma 21 43,8% 35,0% 0,49
Cromosoma 22 37,5% 36,6% 0,94
Cromosoma sexuales 12,5% 24,4% 0,29

Tabla 7: Frecuencia de afectaciéon de un determinado cromosoma en el grupo de embriones
aneuploides. No se observan diferencias estadisticamente significativas para ninguno de los
cromosomas entre los ciclos no estimulado y estimulado.
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RECONFIRMACION

Con el propésito de validar la fiabilidad de nuestro diagndstico en dia 3, treinta y seis
embriones fueron aleatoriamente seleccionados y reanalizados en dia 5 mediante FISH.

El reandlisis en dia 5 mediante FISH de 36 embriones mostré una tasa de confirmacion
del 91,7%. Se estudiaron una media de 32,9 = 21,9 células por blastocisto.

En el ciclo no estimulado, reanalizamos 7 de los 18 embriones cromosémicamente
anormales con una tasa de confirmacién del 100%. En el ciclo estimulado, reanalizamos
29 embriones, de los cuales 26 embriones habian sido diagnosticados como aneuploides
y 3 como euploides pero se bloquearon en periodo de divisién. Treinta y tres de los 36
embriones fueron confirmados (tasa de confirmacion = 91,7%), mientras que en 3 casos
encontramos un diagnéstico falso positivo (véase tabla 8). De los 33 casos confirmados,
10 blastocistos fueron diagnosticados como homogéneamente aneuploides (>80% con
la misma anomalia cromosémica) y 23 como mosaicos (=2 lineas celulares, cada una con

=20% de células anormales). Por tanto, en 23 casos, el embrién anormal en dia 3 resulté

ser un mosaico en el estadio de blastocisto.

Resultado Resultado Tasa de
Tipo de ciclo endia 3 endia 5 confirmacion
No estimulado
7 aneuploides 7 aneuploides 100%
(7 re-analizados)
3 euploides* 3 euploides 100%
Estimulado
) 88,5%
(29 re-analizados) 26 aneuploides 23 aneuploides
3 falsos positivos

Tabla 8: Re-analisis mediante FISH en dia 5 de desarrollo en una muestra de 36 embriones.
* embriones euploides detenidos
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Los resultados gestacionales en las pacientes receptoras de 6vulos y semen son
objetivos secundarios del estudio, ya que la intencién del mismo no es comparar las tasas
de gestacion entre las receptoras que han recibido embriones procedentes de un ciclo no
estimulado o estimulado. Para cubrir dicho objetivo el tamafio muestral deberia haber sido
sustancialmente mayor.

Por otra parte, la media de embriones transferidos fue significativamente mayor en el
ciclo estimulado (0,7 + 0,5 vs. 1,7 = 0,6; p<0,001). Teniendo esto en cuenta, consideramos
la tasa de implantacion como el Unico parametro fiable para realizar una comparacion entre
ambos ciclos. Definimos tasa de implantacion como el nimero de sacos gestacionales por
embridn transferido. La tasa de implantacion fue comparable entre el ciclo no estimulado
y el ciclo estimulado, 39,3% vs. 32,5% (p=0,68).

La tasa de gestacion bioquimica (beta-hCG positiva a los 11 dias de la transferencia
embrionaria) y de gestacioén clinica evolutiva (gestacion evolutiva de mas de 20 semanas)
por transferencia embrionaria fueron 42,9 vs. 68,2% (p=0,06) y 21,4 vs. 47,7% (p=0,05),
respectivamente.

En el ciclo no estimulado hubo 30 embriones euploides de los cuales fueron transfirieron
28 porque uno detuvo su crecimiento y no llegé a estadio de blastocisto, y otro fue congelado
por razones personales de la receptora, la cual no se transfirid posteriormente el embrién
euploide.

La tasa de pérdida gestacional fue de 41,7% vs. 16,7% (p=0,09).

La tasa de recién nacido vivo por ciclo completado fue 13% en el ciclo no estimulado
mientras que fue 45,7% en el estimulado (p=0,001). Los detalles acerca de los resultados

gestacionales estan expuestos en la tabla 9.
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Ciclo

no estimulado

Ciclo

estimulado

42,9% (12/28) 68,2% (30/44) 1,59 (0,9-2,5)
Gestacion bioquimica /TE
(24,5-62,8) (52,4-81,4) p=0,06
39,3% (11/28) 56,8% (25/44) 1,45 (0,9-2,5)
Gestacién clinica /TE
(21,5-59,4) (41,0-71,7) p=0,15
39,3% (11/28) 31,3% (25/80) 1,26 (0,7-2,2)
Implantacion
(21,5-59,4) (21,3-42,6) p=0,44
21,4% (6/28) 47,7% (21/44) 2,23 (1,0-4,8)
RNV/TE
(8,3-41,0) (32,5-63,3) p=0,05
13,0% (6/46) 45,7% (21/46) 3,50 (1,6-7,9)
RNV/ciclo
(4,9-26,3) (30,9-61,0) p=0,00
41,7% (5/12) 16,7% (5/30) 2,50(0,9-7,1)
Pérdidas gestacionales
(15,2-72,3) (5,6-34,7) p=0,09
21,4% (6/28) 63,6% (28/44) 2,97 (1,4-6,3)
Tasa acumulada de RNV /TE
(8,3-41,0) (47,8-77,6) p<0,001
Tasa acumulada de RNV 13,0% (6/46) 60,9% (28/46) 0,21 (0,1-0,5)
/ciclo completado (4,9-26,3) (45,4-74,9) p<0,001

Tabla 9: Resultados gestacionales en las receptoras de gametos.

Los datos se presentan como (%, n, IC 95%) y Riesgo Relativo (RR, IC 95%, valor p).

TE: Transferencia embrionaria; RNV: Recién Nacido vivo.
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DISCUSION

La hipotesis planteada en el presente trabajo de que la EO aumenta la incidencia de
aneuploidias en la especie humana queda refutada tras observar como en mujeres jovenes,
y por tanto libres del factor edad que pudiera influir en la incidencia de aneuploidias, el
mencionado tratamiento no incrementa significativamente la incidencia de aneuploidias
cuando comparamos la misma en el ciclo no estimulado y en el ciclo estimulado en la
misma mujer. Hemos observado una incidencia de aneuplodias del 34,8% en el ciclo no
estimulado versus del 38,2% en el ciclo de estimulacién ovarica convencional con dosis
moderadas de gonadotropinas (p=0,64). Este es el primer estudio que ha llevado a cabo la
comparacion intrasujeto, evitando de este modo los sesgos derivados de las variaciones

interpaciente y de la diferencia temporal entre la realizacién de un ciclo y otro.

A continuacion se hara un analisis detallado de los procedimientos y resultados de

nuestro estudio.

ACERCA DE LA HIPOTESIS Y LOS OBJETIVOS DE TRABAJO

El efecto de la EO con gonadotropinas en la génesis de anomalias cromosémicas durante
la fecundacién y la division embrionaria temprana ha sido motivo de preocupacioén y debate
desde hace muchos anos. Esto hace que se haga necesario interpretar con cautela los
resultados de revisiones de la literatura, ya que los medios de cultivo actuales, las TRA y
los métodos diagnosticos han ido cambiando y evolucionando a lo largo del tiempo y por

tanto no es posible extrapolar los resultados con total exactitud (Hart, Norman 2013a).
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En todo caso, la literatura cientifica ofrece mucha mas informacion sobre estudios en
animales que en humanos, existiendo mas trabajos sobre EO y calidad embrionaria (en
términos de morfologia y desarrollo embrionario temprano) que sobre EO y aneuploidias.
Si bien en animales la EO parece afectar a la calidad embrionaria, esto no ha podido ser
demostrado en humanos (Ziebe et al. 2004). Algunos autores han sugerido que la EO
pudiera incrementar la incidencia de aneuploidias embrionarias en humanos (Munne et
al. 1997, Katz-Jaffe, Trounson & Cram 2005, Baart et al. 2007); pero estos hallazgos no
se confirmaron hace ya tiempo a nivel ovocitario (Gras et al. 1992) ni actualmente a nivel
postimplantatorio en estudios de restos abortivos o biopsias coriales (Martinez et al. 2010,

Conway et al. 2011, Qin et al. 2013, Pendina et al. 2013).

Por todo ello consideramos fundamental averiguar si la EO tiene un posible efecto
deletéreo, pues no existe una evidencia cientifica clara sobre el tema. Lo que si es cierto es
que, por una parte, las aneuploidias embrionarias son altamente frecuentes en la especie
humana (Hassold, Hall & Hunt 2007) y su hallazgo tras un tratamiento de PGS quiza no esté
tan directamente relacionado con la TRA en si; y por otra, hemos asistido en los ultimos
anos a un movimiento hacia la estimulacién ovarica suave o menos agresiva (Macklon,
Fauser 2003), por lo que los estudios que han surgido en este periodo acerca de los

posibles efectos negativos de la EO han causado un gran impacto.

Dicho esto, y con el propésito de poder cuantificar en qué medida las gonadotropinas
pudieran incrementar o no la tasa de aneuploidias, consideramos necesario conocer de
antemano cual era la proporcion de embriones aneuploides en un ciclo de FIV sin EO previa

y de este modo, comparariamos dicha tasa a la obtenida en un ciclo de FIV tras EO.
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El objetivo principal de nuestro estudio fue la comparacién intrasujeto de la incidencia
de aneuploidias en estos dos escenarios diferentes (sin y con EO con gonadotropinas) en
una poblacion exenta de factores de riesgo que pudieran afectar a su tasa de anomalias
cromosomicas. Los resultados de este analisis podran ayudar a esclarecer qué protagonismo

tiene la EO con gonadotropinas sobre la génesis de anomalias cromosémicas embrionarias.

ACERCA DE LA METODOLOGIA

Tamarno muestral

El presente estudio de cohortes prospectivo describe el analisis cromosémico de 46
embriones procedentes de un tratamiento de FIV sin EO previa y de 303 embriones de
las mismas mujeres tras una EO para FIV, con el fin de determinar el efecto de la EO
en la incidencia de anomalias cromosémicas numéricas o aneuploidias en los embriones
humanos a nivel preimplantatorio. Los resultados del estudio concluyen que la EO no

incrementa de forma estadisticamente significativa la tasa de aneuploidias.

El estudio calculdé un tamafio muestral para detectar una diferencia en la tasa
de aneuploidias del 22% entre ambos ciclos, por lo que no podemos descartar la
posibilidad de que existan pequefos incrementos en dicha tasa en ciclos estimulados
vs. no estimulados. En todo caso, para detectar diferencias mas pequenas (menores del
22%), seria necesaria una muestra de pacientes mucho mayor. Como se demuestra en
los resultados de nuestro estudio, esto seria dificiimente planteable desde el punto de
vista logistico puesto que precisamos incluir a 185 donantes con el fin de llevar a cabo 46
ciclos consecutivos (estimulado y no estimulado). Ademas, la inclusién de mas pacientes

conllevaria con alta probabilidad al fendmeno estadistico de regresién a la media, es decir,
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que las diferencias entre ambos grupos tenderian a ser menores y dificilmente llegarian a

alcanzar la significancia estadistica.

El presente trabajo ha incluido el tamafo muestral mas grande hasta la fecha que ha
analizado el estatus cromosémico de embriones procedentes de ciclos no estimulados,
es decir, sin el influjo de las gonadotrofinas exdgenas sobre el desarrollo folicular. Por ello,
nuestro grupo de donantes sometidas a un ciclo no estimulado pudiera ser considerado
como el grupo control verdadero que no habia estado disponible hasta la fecha (Munne
et al. 2006), y ello permitira comparar la incidencia de aneuploidias embrionarias entre

diferentes grupos de pacientes y bajo distintas condiciones.

Un valor afadido de nuestro estudio, e independientemente del tamafno muestral, es que
pudimos llevar a cabo la comparacion intrasujeto con el test t de muestras pareadas, que
mostré como la tasa media de aneuploidias fue del 34,8% en el ciclo no estimulado y del
38,2% en el ciclo estimulado, con una diferencia de riesgos de 3,4 (p=0,64). Esta diferencia
de riesgos es mas baja que la observada si solo hacemos la comparacién global de los
ciclos no estimulados y estimulados del estudio, observando una tasa de aneuploidias del

34,8% y del 40,6%, respectivamente (p=0,454).

Un analisis exhaustivo del ciclo no estimulado

El objetivo fundamental de nuestro estudio fue analizar el impacto de la EO en la tasa
de anomalias cromosémicas numéricas embrionarias, partiendo de un punto de referencia

que era la tasa observada en el ciclo no estimulado.
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Esto nos permitié evaluar en primer lugar el estatus cromosémico del embrién humano
en ausencia de EO, intentando definir el estado basal en la especie humana in vitro, ya que
su estudio in vivo es técnicamente imposible. Nuestros resultados muestran que en mujeres
sanas, jovenes, fértiles y sin antecedentes de estimulacién ovarica, aproximadamente un
tercio de los embriones procedentes de un ciclo no estimulado son cromosémicamente
anormales (35,3% en la muestra de 51 ciclos no estimulados a los que se les realizo PGS).
Este hallazgo esta en consonancia con un estudio previo a menor escala que hallé una tasa
de aneuploidias del 36,4% en 11 ciclos no estimulados tras realizacion de PGS mediante

FISH (Verpoest et al. 2008).

Ello significa que la incidencia de aneuploidias embrionarias en la especie humana
no es desdefable, y ello explicaria la baja fecundidad observada en humanos (Macklon,

Geraedts & Fauser 2002).

El ciclo no estimulado de FIV pudiera ser considerado como el escenario mas
cercano al ciclo natural in vivo, aunque no podemos descartar el impacto potencial de
otros factores que pudieran afectar a la constitucion cromosémica del embrién, como las
condiciones del laboratorio de FIV (Beyer et al. 2009), el uso de rCG para desencadenar
la maduracién ovocitaria final y la ovulacion, o incluso el uso de ICSI (Davies et al. 2012).
Aunque reconocemos estas limitaciones, no podemos evitarlas y debemos aceptar que

son inherentes al proceso en si, sin el cual no podriamos llevar a cabo el PGS.

Uno de los problemas de nuestro estudio fue la necesidad de incluir un elevado numero
de donantes de ovocitos en ciclo natural, para poder disponer finalmente de embriones
candidatos a biopsia. A pesar de llevar a cabo ciclos naturales modificados (con inyeccién
de rCG para inducir la maduracion ovocitaria final), la tasa de cancelacion global por

ovulacién precoz o no obtencién de ovocito resulté del 37,3%.
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Nuestra tasa de llegada a puncién folicular de las 175 donantes que llevaron a cabo
el ciclo no estimulado (pues 10 de 185 renunciaron a continuar con el estudio) resulté
del 69,1% (121/175). Esta es similar a la presentada por Pelinck en su revision sobre CN,
donde hace un sub andlisis en 14 estudios en los que utilizaron la misma estrategia (planear
la puncién folicular tras administracion de hCG o cancelar el ciclo si ocurre un pico de
LH), pues la tasa de puncion folicular por ciclo iniciado fue del 67,3% (833/1238) (Pelinck

2002).

Por otra parte, nuestra tasa de obtencion de ovocito por puncién resulté del 81,8%, la
cual es idéntica a la presentada por Nargund (81,6%) en un total de 181 ciclos naturales

llevados a cabo en un total de 52 mujeres (Nargund et al. 2001).

Teniendo en cuenta la alta tasa de cancelacién presente en este trabajo y en los
publicados en la literatura cientifica, queda patente la baja eficacia del CN pues fue
necesario reclutar a 185 donantes de ovocitos para obtener finalmente 51 embriones
candidatos a biopsia en dia 3 de desarrollo. Si no se hubiera llevado a cabo el PGS, todos
estos embriones hubieran sido transferidos puesto que cumplian criterios de calidad para
ello. En ese hipotético caso, nuestra tasa de transfer por ciclo iniciado hubiera sido del
28,1%; y si excluyéramos a las 10 donantes que voluntariamente decidieron no continuar
el seguimiento de su CN (situacién improbable en una paciente infértil sometida a un CN)
la tasa se incrementaria hasta un 29,7%, es decir, que en pacientes de buen prondstico,
dicho porcentaje de pacientes llegarian a transfer en el contexto de un ciclo no estimulado
si el PGS no se llevara a cabo. Teniendo en cuenta la tasa de aneuploidias descrita en
nuestro estudio, el transfer seria ineficaz en un tercio de los casos puesto que el embrién

transferido en ciclo natural hubiera resultado aneuploide.
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El objetivo de obtener varios ovocitos para la realizaciéon de un FIV, es el de disponer
finalmente de al menos uno o dos embriones euploides y aptos para transferir. Es ldgico
pensar que si se consiguen mas embriones, sera mas probable hallar el predestinado a
implantar. Ello justifica la alta tasa de nacidos vivos acumulada en el ciclo estimulado en
comparacion con la tasa observada en el ciclo no estimulado en nuestro estudio (60,9% vs.

13%, respectivamente, p<0,001).

Estos hallazgos estan en consonancia con lo publicado en la literatura. Con el fin de
valorar la eficacia del CN en comparacion con el ciclo estimulado, se llevé a cabo una
revision sobre los resultados gestacionales de 4 estudios aleatorizados comparando
ambos protocolos, en un total de 339 mujeres sometidas a FIV (Verberg et al. 2009b). El
CN fue comparado con uso de citrato de clomifeno (1 estudio); con hMG en protocolo
largo con agonistas de la GnRH (2 estudios); y finalmente, en mujeres con baja respuesta
a la estimulacion ovarica, con FSH purificada en protocolo microflare con microdosis de
agonistas de la GnRH (1 estudio). A pesar del nimero bajo de pacientes, y de los diferentes
numeros de ciclos entre cada una de las mismas, se pudo concluir que el ciclo natural

resulté en unas tasas de gestacién evolutiva extremadamente bajas (0-6,1%).

Una revision reciente de la base de datos Cochrane sobre el CN en la FIV en parejas
subfértiles (Allersma, Farquhar & Cantineau 2013) ha incluido seis ensayos controlados
aleatorios con un total de 788 mujeres, con el objetivo de comparar la seguridad y eficacia
del ciclo natural (incluyendo tanto CN como CNM) con la estimulaciéon ovarica para FIV.
No han encontrado diferencias significativas entre ambos protocolos en lo que respecta a
resultados gestacionales, SHO o cancelacion de ciclo, pero todas las pruebas realizadas
son de baja, muy baja o moderada calidad y la limitacion principal fue la imprecision porque
los datos fueron insuficientes. Se concluye la necesidad de disponer de ensayos clinicos

mas amplios y bien realizados para poder emitir conclusiones, buscando la comparacién
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entre el ciclo natural y el ciclo estandar para FIV, en términos de tasas acumuladas de
embarazo y nacidos vivos, nimero de ciclos necesarios para conseguir un nacido vivo, los
costes del tratamiento y los efectos adversos. Los resultados de nuestro estudio muestran
como, en lo que respecta a las tasas acumuladas de nacidos vivos por ciclo completado, el
ciclo no estimulado es significativamente inferior al ciclo estimulado para F1V, sin olvidar que
el tamafo muestral de nuestro estudio no fue disefiado con el fin de detectar diferencias en

los resultados gestacionales.

Aunque algunos trabajos han sugerido el uso del CN en pacientes de mal pronéstico,
fundamentalmente mujeres afiosas o bajas respondedoras a la EOC (Schimberni et al.
2009), otros no encuentran ningun beneficio en el uso del CN en bajas respondedoras
(Morgia et al. 2004, Kolibianakis et al. 2004, Reyftmann et al. 2007, Polyzos et al. 2012).
Nuestros resultados sugieren que las anomalias cromosomicas estan presentes incluso en
ausencia de estimulacién con gonadotropinas. Por tanto, el uso del ciclo natural en este
tipo de pacientes probablemente ofrezca un resultado pobre, de acuerdo con la alta tasa
de aneuploidia observada en embarazos espontaneos de mujeres afnosas (Thum, Abdalla

& Taylor 2008).

Es por ello que, si en el futuro no se logran mejorar las tasas de éxito tras el uso del CN,
tanto en pacientes normo-respondedoras como pacientes de mal prondstico, se reafirma
la necesidad de recurrir a la EOC para inducir el desarrollo de varios ovocitos maduros con

el fin de mejorar las posibilidades de embarazo en tratamientos de reproduccion asistida.

De acuerdo con los resultados observados en nuestro estudio, la EO deberia llevarse
a cabo de manera moderada, ya que es de este modo como hemos observado que no
se incrementa de forma significativa la tasa de aneuploidias con respecto al ciclo no

estimulado, no pudiendo aseverar que una estimulacién ovarica agresiva con la utilizacién
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de 300Ul diarias o mas de gonadotropinas puedan incrementar o no las aneuploidias
embrionarias. De todos modos, en nuestro grupo de donantes de ovocitos, no hemos
observado una relacion lineal entre las dosis totales de gonadotropinas administradas y la

tasa de aneuploidias.

Poblacion de estudio homogénea

El mero hecho de realizar este estudio en el contexto de un tratamiento de FIV/ICSI,
conlleva una serie de condicionantes intrinsecos a la técnica que podrian sesgar los
resultados. De hecho, ya se ha mencionado que las condiciones del laboratorio de FIV

pueden afectar a la incidencia de aneuploidias.

Siendo conscientes de este posible sesgo, consideramos que el Unico modo certero
de valorar exclusivamente el efecto neto de las gonadotropinas sobre las aneuploidias era
comparar dicha incidencia en dos ciclos de FIV exactamente iguales con la Unica diferencia en
el uso o no de gonadotropinas. Se traté que el resto de factores fuese lo mas semejante posible
entre un ciclo y otro. Es por ello que utilizamos a la misma mujer como control de si misma, asi
como el mismo donante de semen en ambos ciclos (no estimulado y estimulado). El motivo
de escoger donantes de gametos fue el intento de encontrar una poblacion de estudio libre de

factores de confusion, como edad materna, infertilidad o factores masculinos severos.

Por otra parte, los medios de cultivo y condiciones del laboratorio fueron idénticos en
ambos ciclos, asi como las técnicas de manipulacién de gametos y de biopsia embrionaria.
El personal destinado a la realizacidon de la biopsia de blastémeras, a la realizacion de
la técnica de PGS y a la interpretacion de las sefales de FISH fue un grupo reducido y

experimentado con el objetivo de evitar los sesgos de observador.
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La comparacion intrasujeto entre ambos protocolos de estudio

La comparacion en la tasa de aneuploidias embrionarias entre un ciclo no estimulado (o
natural modificado en nuestro trabajo) y estimulado (bajo estimulacion ovarica controlada)
se llevé a cabo en la misma mujer con una diferencia de tiempo maxima de 3 meses entre
ambos ciclos porque consideramos que era algo fundamental para evitar la variabilidad
intrasujeto secundaria al posible efecto del paso del tiempo sobre la calidad ovocitaria,
y con ello calculariamos el supuesto incremento individual de anomalias cromosdmicas
de un ciclo a otro. De hecho, no sélo calculamos la media de embriones aneuploides en
ambos grupos, sino que llevamos a cabo una comparacion intrasujeto de la media del

porcentaje de aneuploidias embrionarias.

En base a la literatura cientifica existente hasta el momento de escritura de esta tesis,
podemos aseverar que éste es el primer trabajo que ha realizado este tipo de analisis
comparativo intrasujeto. De hecho, tampoco se hallan trabajos publicados comparando la
incidencia de aneuploidias entre un ciclo no estimulado y un ciclo estimulado en grupos
diferentes de pacientes, mientras que si que existen estudios comparando diferentes dosis
de gonadotropinas en diferentes grupos de pacientes (Baart et al. 2007) o entre las mismas

donantes (Rubio et al. 2010a).

En el caso de obtener un embrién euploide en el ciclo no estimulado, se llevo a cabo
la transferencia embrionaria en la mujer receptora. En estos casos, debimos esperar al
resultado del test de embarazo para decidir programar el ciclo de estimulacién ovarica
a la donante de ovocitos en la segunda o tercera menstruacion tras el ciclo natural. Esta
es la razon por la cual no se decidid llevar a cabo la estimulacién ovarica en el ciclo

inmediatamente posterior al ciclo natural.
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Reproductibilidad de los datos en poblacion diferente

El estudio, realizado integramente en un Unico centro, el Instituto Valenciano de
Infertilidad (IVI) de Valencia, incluye mujeres donantes de ovocitos que llevaron a cabo un
ciclo no estimulado seguido de un ciclo de EO moderada. La muestra de semen empleada
para inseminar los ovocitos procedia igualmente de un donante varén, que fue el mismo
tanto para el primer como para el segundo ciclo, con el fin de que los gametos procedieran

de los mismos progenitores en los dos ciclos.

Nuestros resultados sugieren que la EO moderada no incrementa de forma
estadisticamente significativa la tasa de aneuploidias embrionarias tras FIV en una muestra
poblacional de mujeres jévenes sin antecedentes de infertilidad o tratamientos de induccién

de la ovulacion.

Queda por dilucidar si estos hallazgos son aplicables a mujeres con antecedentes de

infertilidad.

En linea con nuestros resultados, recientemente se han publicado varios trabajos en los
que no se aprecia un incremento en la incidencia de anomalias cromosomicas en abortos de
fetos procedentes de embarazos logrados tras una estimulacion con FSH en comparacion
con concepciones espontaneas (Martinez et al. 2010, Massie et al. 2011, Bingol et al. 2012,
Qin et al. 2013, Pendina et al. 2013). Igualmente, en varios estudios retrospectivos caso-
control, no se ha evidenciado un incremento en la tasa de anomalias cromosémicas al final
del primer trimestre en gestaciones obtenidas tras TRA y estimulacién con gonadotropinas
en comparacién con gestaciones espontaneas (Shevell et al. 2005, Conway et al. 2011).

En el estudio de Shevell, con un tamafno muestral de 36062 pacientes, el uso de cualquier
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tipo de TRA se asociaba significativamente a un mayor riesgo de problemas obstétricos en
comparacion con la gestacion espontanea. Sin embargo, no se aprecié un incremento en
la incidencia de anomalias cromosémicas numéricas y estructurales fetales en pacientes

sometidas a TRA.

El FISH como técnica

Una de las limitaciones de nuestro estudio es que la técnica utilizada para analizar
los embriones ha sido el FISH sobre una sola blastomera, lo cual no analiza el estatus
cromosomico global porque analiza un numero limitado de cromosomas y blastémeras.
Esto se debe a que esta técnica era la mas precisa y la Unica utilizada en nuestro centro

cuando el estudio fue disefiado.

Nuevas técnicas como aCGH o los SNP microarrays permiten un analisis mas exhaustivo
de la constitucion cromosdmica del embrion. Actualmente, hemos introducido en nuestro
laboratorio el sistema de aCGH en nuestro programa de PGS, permitiendo el andlisis de 24

cromosomas.

A pesar de las limitaciones técnicas de nuestro estudio, nuestro grupo y otros autores
han mostrado que el analisis mediante FISH en dia 3 usando rondas adicionales con
sondas teloméricas incrementa la exactitud diagnostica de la técnica y los resultados son
representativos del estado cromosdmico del correspondiente embridn en dia 5 (Colls et al.

2007, Mir et al. 2010).

De hecho, la tasa de confirmacién que obtuvimos con la técnica FISH en nuestro estudio

estaba alrededor del 92% segun nuestros resultados del re andlisis en dia 5. Ademas, se
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ha visto que los cromosomas 13, 15, 16, 18, 21, 22, X e Y, pueden identificar el 80% de
las anomalias cromosémicas mas comunes en muestras de abortos espontaneos (Lathi,
Westphal & Milki 2008). Por tanto, si tenemos en mente el riesgo de aneuploidias en la

descendencia, todos los cromosomas estarian cubiertos por la técnica FISH.

No podemos confirmar que se hubieran hallado los mismos resultados si hubiéramos
llevado a cabo los aCGH en los embriones analizados. En todo caso, el FISH no debe
haber supuesto un sesgo en la interpretacion de los resultados pues es la técnica que se
ha utilizado del mismo modo en ambos grupos y no seria esperable una conclusion distinta

en el caso de haber aplicado una técnica de aCGH.

La no biopsia de los embriones detenidos

En nuestro estudio, los embriones detenidos o no viables no fueron analizados, sino
solo aquellos con buen desarrollo embrionario, siguiendo los bien establecidos criterios
en ciclos de FISH-PGS considerando que solo los embriones evolutivos pueden implantar
y, por tanto, el riesgo de aneuploidia en la descendencia estaria relacionado solamente
con aquellos embriones que podrian llegar a estadio de blastocisto y dar lugar a un

embarazo.

Siguiendo estos criterios, el 89,5% y el 65,5% de los embriones fueron biopsiados
en el ciclo no estimulado y en el ciclo estimulado, respectivamente. Nuestra tasa de
embriones biopsiados en el ciclo estimulado esta en consonancia con la observada en el
estudio de Baart (67,8%), que siguio criterios similares a los nuestros. Ademas, nuestra
tasa de resultados informativos por embrién fecundado fue 64,6%, mientras que fue

58,7% en el mencionado estudio (Baart et al. 2007).
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Biopsia de una sola blastomera. El fendmeno del mosaicismo

El andlisis de los gametos humanos ha revelado que la aneuploidia embrionaria es
fundamentalmente causada por errores de segregacién meiodtica cromosdmica en los
ovocitos. Si la EO puede ejercer un efecto deletéreo sobre el embrién, seria porque
induce errores meiéticos en el ovocito, mas que errores mitdticos tras la fecundacién, que
comunmente conducen a mosaicismo (Frumkin et al. 2008). Los dos mecanismos de errores
meiodticos mas conocidos son la no disyuncion y la separaciéon prematura de cromatidas
hermanas (Pellestor et al. 2002) y ello habitualmente resulta en un embrién uniformemente
aneuploide (monosomia, trisomia, haploidia o poliploidia); por tanto, estas anomalias se
manifiestan tanto en el andlisis de la blastomera en dia 3 de desarrollo embrionario y en el

re analisis en dia 5.

En el presente estudio, una sola blastomera fue biopsiada por embrién en dia 3 de
desarrollo, lo cual pudiera infra-diagnosticar los casos de mosaicismo. Sin embargo, ha
quedado claramente demostrado que la biopsia de 2 células o blastémeras no aporta
informacién adicional, y pudiera afectar negativamente la viabilidad embrionaria (Michiels

et al. 2006, Goossens et al. 2008).

Nuestros resultados muestran una tasa de confirmacién citogenética global del 91,7%,
que esta en concordancia con datos previamente publicados por nuestro centro (Mir et
al. 2010). De hecho, Mir y colaboradores demostraron, tras validacion de resultados en
embriones en dia 5, que habia similares tasas de confirmacién de diagndstico entre dia
3 y dia 5 cuando una o dos blastdmeras habian sido analizadas en dia 3 (90,2% y 90%,
respectivamente); concluyendo que la biopsia de 2 blastdmeras no incrementa la exactitud

diagnéstica de la técnica FISH.
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Por tanto, esta baja tasa de error no podria afectar radicalmente los resultados
y las conclusiones del presente estudio. Ademas, todos los embriones mosaicos en
dia 5 observados en nuestro estudio tras el re analisis tenian todas las lineas celulares
aneuploides, por lo que habrian sido desestimados tras el diagnodstico llevado a cabo en
dia 3. Por tanto, deberia asumirse que los casos de mosaicismo deberian ser igualmente
distribuidos entre los ciclos no estimulados y estimulados. Por otra parte, el mosaicismo es
mas frecuente en embriones detenidos o morfolégicamente anormales (Munne et al. 1997),
y nuestro grupo sélo biopsia embriones con criterios de buena morfologia, por lo que no

podemos considerar esto como factor de confusion.

ACERCA DE LOS RESULTADOS

Comparacion de la dinamica folicular entre el ciclo no estimulado y el ciclo

estimulado

Los resultados hormonales séricos el dia de la administracion de la rCG muestran cémo

la dinamica folicular es sustancialmente diferente entre ambos ciclos.

El nivel medio de E2 sérico al final de la fase folicular fue significativamente inferior en
el ciclo no estimulado que en el ciclo estimulado (p<0,0001); ya que en éste se desarrollan
un mayor numero de foliculos por efecto de la EOC. Igualmente, el nivel de P sérica fue

significativamente inferior en el ciclo no estimulado que en el ciclo estimulado (p<0,001).

En el ciclo no estimulado, en el cual no utilizamos andlogos de la GnRH para evitar

el riesgo de ovulacion prematura, pudimos observar como los valores séricos de E2, P y
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LH fueron significativamente mas elevados en las pacientes que ovularon precozmente
respecto a las que llegaron a una puncién folicular; mientras que el diametro folicular no
resulté diferente entre ambos grupos. Por tanto, concluimos que en el seguimiento de un
ciclo natural, resultan mas predictivos de riesgo de ovulacion los valores de hormonas

séricas, que la simple medicién ecografica del foliculo dominante.

Comparacion en la tasa de aneuploidias entre el ciclo no estimulado y el ciclo

estimulado

El resultado principal de nuestro estudio muestra una diferencia de riesgos de 3,4 en
la media de la tasa de de aneuploidias por paciente (test t de muestras pareadas). Esta
diferencia no resulta estadisticamente significativa (p=0,64). Es importante valorar el hecho
de que se ha hecho la comparacion intrasujeto para poder evaluar el efecto neto de la EO

sobre la tasa individual de cada donante.

De hecho, si sélo tenemos en cuenta la tasa global de aneuploidias en la muestra de
46 embriones biopsiados del ciclo no estimulado y 303 del ciclo estimulado, observamos
cémo la diferencia de riesgos es algo mayor, resultando ser 5,8, aunque sigue siendo no

estadisticamente significativa (p=0,45).

En base a estos resultados, podemos concluir que la estimulacién ovarica no incrementa
de forma estadisticamente significativa la incidencia de aneuploidias embrionarias en

muijeres < 34 afos, que es el grupo que ha sido analizado en este estudio.

Por otra parte, la proporciéon de embriones euploides por ovocito metafase Il obtenido

no es significativamente diferente entre ambos ciclos, de modo que aproximadamente 1 de
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cada 3 ovocitos metafase Il dio lugar a 1 embrion euploide tanto en el ciclo no estimulado
como en el ciclo estimulado. Ello sugiere que la calidad de los ovocitos obtenidos es similar
y que el potencial de este grupo de mujeres de generar un embrién euploide era el mismo

independientemente de si habian recibido un tratamiento de estimulacion ovarica o no.

Importancia de las dosis de gonadotropinas administradas durante la

estimulacion

Nuestro estudio en donantes de ovocitos no ha observado una correlacién positiva
entre las dosis totales de gonadotropinas y la tasa de aneuploidias. Sin embargo, Baart
encontré una relaciéon positiva entre la dosis de gonadotropinas y la tasa de anomalias

cromosomicas en pacientes infértiles (Baart et al. 2007).

Esta discordancia de resultados pudiera deberse a que en realidad estos dos estudios
no son comparables, puesto que la poblacién analizada y el objetivo de su estudio y el

nuestro son diferentes.

Por una parte, el grupo holandés comparé la tasa de anomalias cromosémicas
embrionarias tras la aplicaciéon de dos regimenes de protocolo diferentes (protocolo largo
con agonistas de la GnRH vs. protocolo con antagonistas de la GnRH) con 2 diferentes
dosis de gonadotropinas (225 vs. 150 Ul/dia) y en dos grupos de pacientes distintas, aunque
fueran de caracteristicas demograficas similares; mientras que nuestro trabajo comparo la
tasa de aneuploidias en estado basal o fisioldgico (ciclo natural modificado) con un estado
no fisioldgico (bajo estimulacién ovarica) el el mismo grupo de pacientes. En segundo lugar,
la poblacién de estudio eran pacientes infértiles y mayores que en nuestro estudio (33,5
vs. 25,4 afos, respectivamente), el cual sélo ha incluido pacientes fértiles (donantes de

ovocitos y semen de fertilidad probada).
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El estudio de Baart se detuvo repentinamente habiendo incluido el 61% de las pacientes
previstas segun célculo del tamafio muestral tras la realizacién de un andlisis intermedio
que evidencio diferencias significativas a favor de la estimulacién ovarica suave. El PGS
se llevé a cabo en 33 pacientes sometidas a EO convencional y en 40 pacientes tras
estimulacion suave, biopsiando 1 o 2 blastomeras segun caracteristicas del embrién (<6 6

>6 blastomeras, respectivamente).

Cuando tuvieron en cuenta solamente el analisis de la primera blastdmera, observaron
un 63% de aneuploidias en el grupo de EO convencional y un 45% en el grupo de EO suave.
Cuando incluyeron el analisis de las dos blastomeras, se observé un 73% de aneuploidias

en el grupo de EO convencional y un 55% en el grupo de EO suave.

El porcentaje de embriones con mosaicismo resulté del 65% en el grupo de EO
convencional en comparacion con el 37% en el grupo de EO suave (p=0,004). Aunque los
autores atribuyen el incremento de anomalias cromosomicas en el grupo convencional a la
mayor incidencia de mosaicismo, esta aseveracion no esté clara, porque cuando se biopsian
2 blastémeras (lo cual permite diagnosticar los casos de mosaicismo) la incidencia de
aneuploidias se incrementa exactamente un 10% en ambos grupos. Si la EO convencional
incrementara el mosaicismo, el porcentaje de cambio tras biopsia de 2 blastémeras en

lugar de 1 blastobmera deberia ser mucho mayor en este grupo.

El mosaicismo parece deberse fundamentalmente a errores de segregacion mitética, por
lo que la EO no debiera ser una causa directa de la génesis de mosaicismo. De todos modos,
algunos autores sugieren que las gonadotropinas pudieran incrementar la probabilidad de
generar embriones con errores de division celular tanto mitética como meiética (Katz-Jaffe,
Trounson & Cram 2005). Por tanto, aunque el impacto que puedan tener las gonadotropinas

sobre los ovocitos se justificaria por una disrupcién de los mecanismos que mantienen una
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propicia segregacion cromosémica (Munne et al. 1997, Hodges et al. 2002), generando
consecuentemente aneuploidias; no esta claro en qué medida pudiera afectar a la divisién
mitética tras una concepcion diploide normal y consecuentemente, incrementar las tasas

de mosaicismo (Yuan et al. 2002, Lightfoot et al. 2006).

De todos modos, la incidencia de mosaicismo al final del primer trimestre de gestacién
es similar en pacientes que han gestado espontaneamente en comparaciéon con aquellas
que han precisado un tratamiento de estimulacion ovarica (Huang et al. 2009), por lo que si
es que existe algun tipo de diferencia en la tasa de mosaicismo a nivel preimplantatorio en
embriones procedentes de estimulacion ovarica, ésta se reduce a nivel postimplantatorio
en gestaciones clinicamente establecidas indicando que la mayoria de mosaicismos se
eliminan antes del primer trimestre. De hecho, esta sélo presente en el 5% de abortos

aneuploides detenidos entre la semana 6 y 20 de gestacién (Hassold 1982).

Enlo que respecta arelacion entre dosis de gonadotropinas y tasas de gestacion, encontramos
un meta-analisis que incluyo 3 estudios aleatorizados comparando EO suave vs. convencional y

valorando las tasas gestacionales en funcién de la respuesta ovarica (Verberg et al. 2009a).

Se observd que tras una EO suave, el obtener un nimero bajo de ovocitos (con una
mediana de 5 ovocitos) se asocia con las tasas de gestacion evolutiva mas elevadas por
embrion transferido cuando se usa protocolo con antagonistas de la GnRH, mientras que
si se obtienen 8 o mas ovocitos, hay una caida significativa en la tasa de implantacion.
Por tanto, en este grupo conviene obtener un nimero menor de ovocitos, representando
a un grupo homogéneo de buena calidad, resultado de la minima interferencia con la
fisiologia ovarica con la consecuente seleccion natural de gametos de buena calidad o
de la disminucion de la exposicién de los foliculos en desarrollo a la EO que puede tener

efectos potencialmente negativos.
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Por otra parte, en el grupo de EO convencional en protocolo largo, la tasa de gestacion
mas elevada la obtienen con una mediana de 10 ovocitos ya que esto permite la seleccion
del mejor embrién para transferir. Sin embargo, cuando generan menos de 10 ovocitos,
los resultados son peores, sugiriendo el autor que una menor respuesta a una dosis
convencional se asocia a envejecimiento ovarico. Esto refuerza la idea de que la calidad
de la cohorte ovocitaria y embrionaria depende de la respuesta ovarica a una dosis

determinada de gonadotropinas.

En los 2 protocolos de estimulacion, una respuesta ovarica moderada acarrea mejores
resultados gestacionales que la hiper-respuesta ( = 9 6 18 ovocitos, en ciclo suave o
convencional, respectivamente), probablemente por los efectos negativos de la elevacion
de hormonas esteroideas sobre la calidad ovocitaria y embrionaria, y la receptividad

endometrial (Simon et al. 1995, Labarta et al. 2011b).

Lo que si que es constante en los diferentes estudios que comparan ambas dosis de
gonadotropinas, es que la estimulacion suave no conlleva mejores resultados gestacionales,
pero su justificacion es que logra disminuir molestias y costes a la paciente, sin reducir la

tasa de embarazo (Fauser et al. 1999).

Los resultados del estudio de Verberg, no serian aplicables a la poblacién de donantes
de ovocitos, puesto que por una parte, el efecto que puedan tener las hormonas esteroideas
elevadas sobre el endometrio no se evidenciaria en la receptora de ovocitos y por tanto, en

sus tasas de gestacion.

Por otra parte, la respuesta ovarica en donantes de ovocitos es notablemente superior
que en pacientes infértiles, pues las primeras dotan de una buena reserva folicular. De

hecho, teniendo en cuenta que la dosis administrada en nuestras donantes de ovocitos fue
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considerada moderada (2230Ul totales), la mediana de ovocitos totales obtenidos resulté de
17. Esto significa que en donantes se ha precisado una media de 130Ul de gonadotropinas
para cada ovocito obtenido, mientras que en el meta-analisis de Verberg la media de
gonadotropinas necesaria era de 200Ul por cada ovocito obtenido, independientemente

del protocolo utilizado (suave o convencional).

Como se ha presentado en el apartado de resultados, si el nUmero de ovocitos totales
obtenidos estaba por encima de la mediana, el nimero de embriones euploides resultantes
resultd ser significativamente mayor, por lo que la tasa de gestacion acumulada seria

claramente superior en estos casos.

Importancia de la respuesta ovarica a la estimulacion

En nuestro grupo de donantes de ovocitos sometidas a una EO, el incremento en la
respuesta ovarica no conllevé un incremento en la tasa de aneuploidias. De hecho, hablando
de numeros absolutos y no de porcentajes, a mayor respuesta ovarica, se obtuvo un mayor

numero de embriones euploides.

Estudios preliminares sugirieron que la respuesta ovarica pudiera ser considerada
como un factor determinante de la aparicion de aneuploidias mas que las dosis de
gonadotropinas utilizadas. En este sentido, se describid que mujeres con mayor numero
de ovocitos mostraban mas ovocitos diploides y una mayor inmadurez citoplasmatica
que mujeres con respuesta moderada o suave a las gonadotropinas (Tarin, Pellicer 1990),
independientemente de las dosis de drogas administradas. Igualmente, Baart observa
una relacion positiva entre la respuesta ovarica y la tasa de aneuploidias en el grupo de
estimulacion suave, mientras que esto no se cumple en el grupo de EO convencional (Baart

et al. 2007).
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Sin embargo, estudios mas recientes con biopsia de primer corpusculo polar, muestran
que la respuesta a la estimulacién ovarica se relaciona positivamente con la aneuploidia
ovocitaria y que la proporcion de ovocitos normales estaba directamente relacionada con
el nUmero de ovocitos maduros, e inversamente relacionada con el nimero de unidades de

FSH por ovocito y por ovocito metafase Il. (Haaf et al. 2009, Gianaroli et al. 2010)

Esto sugiere que la obtencion de ovocitos maduros en respuesta a dosis moderadas de
gonadotropinas esta relacionada con menor riesgo de aneuploidia, reflejando una “salud
ovarica adecuada”. Estos foliculos capaces de crecer y reclutarse con minimo estimulo
de gonadotropinas exégenas, son capaces de generar ovocitos competentes (Fragouli et
al. 2009). Este hallazgo esta en consonancia con un estudio en donantes de ovocitos, en
las que cuando reducimos las dosis de gonadotropinas respecto a las utilizadas en un
primer ciclo en la misma donante, y obtenemos el mismo nimero de ovocitos en el ciclo
subsiguiente, se observa una reduccion en la tasa de anomalias embrionarias (Rubio et al.

2010b).

Igualmente, un trabajo retrospectivo reciente ha evidenciado como la alta respuesta
ovarica a la EOC convencional no incrementa la incidencia de anomalias cromosdmicas
cuando realizamos PGS a través de aCGH, ni en pacientes ni en donantes de ovocitos (Ata
et al. 2012). La tasa de aneuploidia es constante independientemente de cuantos embriones
biopsiables hay disponibles (bien en dia 3 o en estadio de blastocisto); y la posibilidad de
tener al menos un embrién euploide dentro de la cohorte se incrementa a medida que lo hace
el numero de embriones biopsiables. El nimero de embriones biopsiables refleja el estado
de reserva ovarica en este contexto de estimulacion ovarica convencional, ya que no se han
usado protocolos suaves ni ciclos naturales. Sus resultados indirectamente corroboran que
mujeres con alta reserva ovarica son mas susceptibles de lograr un embarazo y un RNV ya

que son mas proclives a generar mas embriones y tener al menos un embrion euploide. Un
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estudio retrospectivo recientemente publicado ha evidenciado cémo en pacientes con 4 o
mas blastocistos euploides disponibles, la transferencia embrionaria Unica ofrece tasas de
gestacion clinica similares a la doble, mientras que la tasa de gestacién multiple se reducia
considerablemente. Sin embargo, en las pacientes con 3 o menos blastocistos euploides,
la tasa de gestacion clinica era mayor si se llevaba a cabo transferencia embrionaria doble
(Morin et al. 2014). Estos resultados soportan la hipétesis de que el tamafio de la cohorte
de embriones euploides es un marcador de éxito en el ciclo de FIV, por lo que el nimero
de embriones euploides, mas que el porcentaje de embriones euploides/aneuploides, debe

tenerse en cuenta como predictor de éxito.

La evidencia de que la mayor respuesta ovarica en un ovario con buena dotacién
folicular, conlleva un mayor nimero de embriones euploides, refuerza que en las donantes
de ovocitos quiza no compense llevar a cabo una estimulacién ovarica excesivamente
suave, pues por un lado, tendria alto riesgo de cancelacién por respuesta insuficiente. Por
otro lado, hoy en dia no tememos el riesgo de SHO en nuestras donantes, ya que en todas
ellas se lleva a cabo una estimulacion ovarica moderada en protocolo con antagonistas de
la GnRH y desencadenamos la ovulaciéon con un analogo de la GnRH, estrategia que evita el
riesgo de hiperestimulacion ovarica (Humaidan, Papanikolaou & Tarlatzis 2009). Esto quiza
seria también aplicable a pacientes infértiles normorrespondedoras, en las cuales conviene
obtener un nimero adecuado de ovocitos con una dosis moderada, y en caso de alta
respuesta y consecuente elevacion suprafisiologica de hormonas esteroideas, proceder a
la vitrificacion embrionaria y transferencia en un ciclo diferido con el fin de mejorar las tasas

de implantacion (Roque et al. 2013).

Se ha sugerido que ya que las aneuploidias no se relacionan con la respuesta ovérica,
lo adecuado seria obtener alrededor de 15 ovocitos MIl (Ata et al. 2012). Este niumero

no parece arbitrario, puesto que se vié que la tasa de gestacion tras un ciclo de FIV se

123



DISCUSION

incrementa conforme lo hace el nimero de ovocitos siempre y cuando no se sobrepase el
limite de 15 ovocitos, permanece estable entre 15 y 20 ovocitos y declina si se obtienen

mas de 20 ovocitos (Sunkara et al. 2011).

Sin embargo, otros autores no han observado una asociacion entre alta respuesta a
la estimulacion y disminucion de la tasa de implantacion o de la fraccion de embriones
de alta calidad, concluyendo que la calidad ovocitaria no se altera con la alta respuesta
(Kok et al. 2006). De hecho, en el estudio Engage se observé una media de 8 embriones
de buena calidad en dia 3 de desarrollo si el nUmero de ovocitos obtenidos fue superior
a 18 en respuesta a dosis suaves de gonadotropinas (Fatemi et al. 2013), por lo que de
nuevo se observo que una alta respuesta a una dosis moderada no disminuye la calidad

embrionaria.

Comparacion entre la tasa de aneuploidias observada en las donantes de

ovocitos de nuestro estudio con la historica

En el ciclo estimulado, la tasa de anomalias cromosémicas embrionaria en nuestro grupo
de donantes es mas baja que la descrita previamente (40,6 vs. 57%) (Reis Soares et al. 2003,
Munne et al. 2006). Una explicacion a estos hallazgos es que la dosis utilizada hace unos afios
era mayor, como se puede observar a través de una respuesta ovarica mucho mas elevada, ya
que el numero de embriones biopsiados por ciclo era claramente superior en dichos estudios
(14,6 embriones/ciclo vs. 6,7 en nuestro estudio). Esto conduce a pensar que cuando el ovario
es estimulado de forma moderada o convencional, la calidad de la cohorte embrionaria se
asemeja mas al ciclo natural, mientras que la proporcién de embriones anormales se incrementa

significativamente cuando sometemos a la paciente a estimulaciones muy agresivas.
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Consideramos mas fiables los estudios de PGS basados en el analisis de blastémeras
que los basados en el estudio de corpusculo polar, pues estudios de CGH en corpusculos
polares de ovocitos procedentes de donantes jovenes describen datos dispares en las
tasas de aneuploidia ovocitaria, desde el 3% (Fragouli et al. 2009) al 65% (Sher et al.

2007).

Aunque la tasa de aneuploidias descrita en este estudio e histéricamente pueda parecer
bastante alta para ser donantes de ovocitos, queda compensada por el nimero elevado de
ovocitos que producen las mismas, ya que finalmente hay suficientes embriones euploides

que resultan en unas tasas elevadas de embarazo tras FIV (Munne et al. 2006).

La importancia del numero absoluto de embriones euploides por ciclo en

comparacion con el porcentaje de aneuploidias

En todo caso, el numero total de embriones euploides por ciclo de estimulacion ovarica
debe considerarse mas que el porcentaje de aneuploidias. La ventaja del ciclo estimulado
es que en donantes de ovocitos obtenemos una media de cuatro embriones euploides en

comparacion con el ciclo no estimulado, que ofrece como maximo un embrién euploide.

En pacientes infértiles, se ha observado el mismo numero final de embriones euploides
(alrededor de 2) entre el ciclo de estimulacién suave y el convencional, independientemente
del niumero de ovocitos y embriones conseguidos (Baart et al. 2007). Sin embargo, como
se ha comentado previamente, en donantes de ovocitos esto no ocurre, porque nuestro
estudio ha demostrado como el nimero de embriones euploides tiene una relacién positiva

con el nimero de ovocitos totales, de ovocitos MIl y de ovocitos fecundados.
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En todo caso, tanto en mujeres fértiles como infértiles y de mayor edad, el nimero de
embriones euploides obtenidos siempre sera mayor que el logrado en un ciclo natural,
en el que, si la paciente tiene menos de 35 afios, tendremos un 65% de posibilidades de

encontrar un unico embrién euploide.

Correlacion entre el resultado del PGS en el ciclo no estimulado y en el ciclo

estimulado

En nuestro estudio hemos observado que el antecedente de aneuploidia tras la realizacién
del PGS en el ciclo no estimulado, incrementa la tasa de aneuploidias en el ciclo estimulado
del 33,9% al 46,2% (p= 0,12).

Esta tendencia observada hacia una mayor tasa de anomalias embrionarias cromosomicas
cuando el embrion procedente del ciclo no estimulado fue anormal, concuerda con lo
previamente publicado en la literatura (Al-Asmar et al. 2012). Esto pone de manificesto que
el problema esta en el sujeto mas que en factores exdégenos que puedan afectar a la tasa

de anomalias cromosdémicas.

Resultados gestacionales

Aunque la tasa de implantacion fue absolutamente comparable entre ambos ciclos, la
diferencia en el numero total de embriones euploides disponibles para transferir explica
la mayor tasa de gestacién acumulada que observamos en ciclos de donacién ovocitaria
cuando la donante ha sido estimulada. De hecho, la tasa de recién nacido vivo por ciclo
completado fue del 13% en el ciclo no estimulado en comparacién con el 45,7% en el

estimulado (p=0,001).
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Estos resultados, nos demuestran dos hechos fundamentales. Por una parte, la calidad
embrionaria es similar en el ciclo no estimulado y estimulado, pues la tasa de implantacién
no se ve afectada por el uso de gonadotropinas. Por otra, la eficacia del ciclo natural es
significativamente inferior que la del ciclo estimulado porque éste ultimo ofrece unas tasas

de gestacion acumulada mucho mayores.

Finalmente, la tasa de nacidos vivos fue significativamente mayor en el ciclo estimulado
ya que se transfirieron mas embriones por ciclo. Resulta de interés el hecho de observar
una mayor tasa de pérdida gestacional en el ciclo no estimulado, aunque esta diferencia
no resulté estadisticamente significativa. Sin embargo, no debemos perder de vista que no
podemos emitir conclusiones categoricas ya que el tamafo muestral no fue calculado para

este proposito.
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El uso de dosis moderadas de gonadotropinas para la Estimulacién Ovarica
durante un ciclo de FIV no incrementa de forma estadisticamente significativa

la tasa de aneuploidias embrionarias con respecto al ciclo no estimulado.

Los resultados derivados del andlisis de ciclos no estimulados para FIV en este
estudio muestran que las alteraciones cromosdémicas embrionarias humanas
estan presentes incluso en condiciones ovaricas fisioldgicas y en ausencia de
estimulacion con gonadotropinas, sugiriendo la causa de la baja fecundidad

en humanos en un ciclo menstrual Unico.

En mujeres jovenes vy fértiles, como las donantes de ovocitos, una mayor
respuesta ovarica ante una misma dosis moderada de gonadotropinas, ofrece

un mayor numero absoluto de embriones euploides por ciclo iniciado.

Latasa de aneuploidias observada en este grupo de mujeres no se correlaciona
directamente con la respuesta ovarica ni con la dosis total de gonadotropinas

administradas.

El nimero de ovocitos metafase Il necesario para dar lugar a un embridn

euploide es similar en el ciclo no estimulado y en el ciclo estimulado.

A pesar de que las tasas de implantacion son comparables en ambos ciclos,
en el ciclo estimulado existe una mayor tasa de gestacion acumulada gracias
a la disponibilidad de un mayor nimero de embriones euploides para transferir

al utero materno.
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ANEX0 2: HouA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LAS RECEPTORAS DE
GAMETOS

HOJA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO PARA LAS RECEPTORAS DE GAMETOS

TiTULO DEL ESTUDIO: “Influencia de la estimulacién ovarica durante un tratamiento de
fecundacion in vitro en la incidencia de aneuploidias embrionarias”
INVESTIGADOR PRINCIPAL/DPTO./EMAIL: Dra. Elena Labarta, Departamento de

Reproduccion Humana. elabarta@ivi.es
CENTRO: IVI Valencia, 96 3050900
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 Investigacién Clinica
correspondiente. Nuestra intencién es tan solo que usted reciba la informacion correcta y
suficiente para que pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para
ello lea esta hoja informativa con atencién 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 decisidn 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

Estamos realizando un estudio con el fin de evaluar la incidencia de alteraciones
cromosomicas, tanto en los embriones obtenidos tras un ciclo natural como en aquellos
obtenidos tras un protocolo de estimulacion ovarica. Para que la poblacién de estudio sea

homogénea, los embriones procederan de donantes de 6vulos y semen.
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Resumen del plan de trabajo:
Se procedera a la obtencion de un ovocito de donante en un ciclo natural mediante puncién

folicular. En una segunda fase dicha donante sera sometida a una estimulaciéon ovarica
con el fin de obtener un mayor nimero de ovocitos. Los ovocitos obtenidos de ambos
ciclos se inseminaran con la misma muestra de semen donado. Se realizara una técnica de
diagnodstico genético preimplantacional a los embriones obtenidos en ciclo natural y en ciclo
estimulado y se realizara una comparacion entre ambos ciclos. Usted, como receptora de
ovulos y semen, se realizara una transferencia embrionaria, siempre y cuando el embrién
obtenido de cada un de los ciclos sea cromosémicamente normal, con el objetivo de lograr

una gestacion evolutiva.

Disefio del Estudio:

Preparacion de la receptora de évulos:

Para poder realizar la transferencia de un embrién en el Utero, la receptora debe preparar
el endometrio (mucosa que recubre el interior de la cavidad del Utero) con el uso de terapia
hormonal sustitutiva.

La terapia hormonal sustitutiva consiste en la administracién de estrégenos (valerianato de
estradiol) desde el primer dia de ciclo menstrual. Este tipo de tratamiento permite que su
endometrio esté listo para la donacién en cualquier momento, y facilita la sincronizacién
entre la donante y la receptora.

El VE se administrara por via oral (6 mg/dia) o transdérmica (2 parches de 75 mg/48
horas).

Tras 7-10 dias de tratamiento se llevara a cabo una ecografia transvaginal con el objetivo
de medir el grosor endometrial. Si éste es superior a 6 mm, se continuara con la misma
dosis de tratamiento hasta recibir la donacion, momento en el que se afadira el tratamiento
con progesterona vaginal desde el dia en que confirmamos la fecundacion correcta de los
ovocitos.

Si el grosor endometrial es inferior a 6 mm, la dosis de VE sera incrementada y se repetira
una ecografia a los 7 dias para comprobar que se alcanza ese espesor. Si el endometrio
no supera los 6 mm de espesor, no se llevara a cabo la donacién y la receptora no sera
incluida en el estudio.

En caso de que la receptora tenga ciclos ovaricos regulares, sera necesario suprimir la

funcidén ovarica con una inyeccion intramuscular (triptorelina depot, 3,75mg) en dia 21 de
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ciclo menstrual previo, para tener el control del ciclo evitando una ovulacién prematura.

En mujeres diagnosticadas de menopausia no es necesaria esta medida, pues ya tienen

suprimida la funcion ovarica. En este caso, se puede iniciar directamente la terapia hormonal

sustitutiva.

En caso de sangrado durante la fase estrogénica se cancelara el ciclo de la receptora por

disminuir las posibilidades de implantacion y se reiniciara posteriormente un nuevo ciclo de

terapia hormonal sustitutiva.

Disefo del Estudio:

Fase 1:

Fase 2:

Ciclo Natural de la donante:

En el ciclo natural de la donante la receptora de gametos se realizara la
transferencia de un blastocisto en dia 5 de desarrollo siempre y cuando éste resulte
cromosomicamente normal.

La receptora estara previamente preparada para recibir la donacién mediante un
ciclo sustituido de terapia hormonal.

El ciclo natural puede no dar lugar a la existencia de un embrion por la alta tasa
de cancelacion observada en este tipo de protocolo, debida fundamentalmente a
ovulacién prematura, no obtencién de évulo tras la puncién folicular, no fecundacion,
detencion del desarrollo embrionario o resultado anémalo del diagnostico genético
preimplantacional.

El ciclo natural se repetira al siguiente ciclo si no se logra realizar biopsia
embrionaria en dia 3 por los motivos previamente mencionados en el apartado
anterior. Realizaremos un maximo de 2 ciclos naturales por donante.

Si se fracasa tras la realizacién de dos ciclos naturales de la misma donante, la
receptora tendra la posibilidad de decidir si se retira del estudio para recibir una
donacion ovocitaria convencional.

Ciclo de Hiperestimulacion Ovarica Controlada de la donante:

La fase 2 no se iniciara hasta que la fase 1 haya sido finalizada, es decir, hasta que
hayamos llevado a cabo la biopsia embrionaria y dispongamos del resultado de la
fase 1.

En el ciclo estimulado la receptora recibira un nUmero mayor de ovocitos, siendo
menor el riesgo de cancelacion del ciclo.

Si quedan embriones cromosomicamente normales sobrantes, éstos seran
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congelados y seran propiedad de la pareja receptora para poder disponer de los
mismos cuando sea necesario.

- Transferencia de uno o dos blastocistos cromosémicamente normales (para los
cromosomas estudiados) en dia 5 de desarrollo. La decision de transferir uno o
dos embriones dependera de la opinién de la paciente, pero en todo momento

bajo criterio médico.

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO.

El estudio no conlleva riesgos niinconvenientes para la salud de las pacientes participantes.
La participacion en este estudio no entra en conflicto con su ciclo de reproduccién asistida.
Para participar en este estudio no es necesario realizar visitas extraordinarias a la clinica,

ni pruebas adicionales.

En el caso de que no se obtenga un embrién euploide del ciclo natural de la donante, y por
tanto, la receptora no tenga la posibilidad de llevar a cabo una transferencia embrionaria,
este ciclo sera completamente gratis para la paciente. En el caso de obtener un embrién
euploide del ciclo natural de la donante y transferir el mismo a la receptora, el coste del
tratamiento de donacion es significativamente menor al de un tratamiento de donacion

convencional, pues en el primer caso solo se dispone de un embrién para transferir.

El beneficio para las parejas receptoras es la posibilidad de llevar a cabo un ciclo previo
natural de la donante, con un menor coste y sin ninguna repercusion sobre sus tasas de

éxito en el tratamiento actual ni en los posteriores.

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 legislacién mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso, modificacion,

oposicién y cancelacién de datos, para lo cual debera dirigirse a su médico del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cédigo 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
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caso de urgencia médica o requerimiento legal.

Solo se transmitiran a terceros y a otros paises los datos recogidos para el estudio que en
ningun caso contendran informacién 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, sera 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 quedara 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 estudio, pero siempre

manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la legislacion vigente.
COMPENSACION ECONOMICA
El investigador del estudio es el responsable de gestionar la financiacién del mismo.

Los pacientes participantes en este estudio lo hacen voluntariamente y por tanto no existe

compensacion econdémica.

Entrar en este estudio no comportara gastos adicionales para los pacientes en la técnica
de reproduccién que los mismos estén realizando. De este modo, los pacientes no
deberan correr a cargo con los gastos derivados de la realizacién del diagndstico genético

preimplantacional, ni en el ciclo natural ni en el posterior ciclo estimulado.

Asimismo, en caso de no poder llevar a cabo la transferencia de un embrion
cromosomicamente normal tras el ciclo natural, este no supondra ningun coste a la paciente

receptora de gametos.
OTRA INFORMACION RELEVANTE

Se entiende que en cualquier momento usted tiene derecho a cambiar de opinion y no

participar en este estudio.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningun dato nuevo
sera anadido a la base de datos y, puede exigir la destruccidon de todas las muestras

identificables previamente retenidas para evitar la realizacion de nuevos andlisis.
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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

Alfirmar la hoja de consentimiento adjunta, se compromete a cumplir con los procedimientos

del estudio que se le han expuesto.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Cédigo del Estudio:

N (o (aTeTa ] o g =TV F=T o 11| o ) ISR

He leido la hoja de informacién que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacién sobre el estudio.

He hablado CON: ... (nombre del investigador)
Comprendo que mi participacion es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1° Cuando quiera

2° Sin tener que dar explicaciones.

3° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

- Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi consentimiento para el
acceso y utilizaciéon de mis datos en las condiciones detalladas en la hoja de informacién.

- Accedo a que las muestras de sangre o tejidos obtenidas para el estudio puedan ser utilizadas en
el futuro para nuevos analisis relacionados con la enfermedad o farmacos del estudio no previstos en
el protocolo actual (quedando excluidos los andlisis genéticos, siempre y cuando no formen parte de

los objetivos del estudio): Sl NO

Firma del paciente: Firma del investigador:
Nombre: Nombre:
Fecha: Fecha:
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ANEXo 3: HoJA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LAS DONANTES DE
OVULOS

HOJA DE INFORMACION Y CONSENTIMIENTO PARA LAS DONANTES DE OVULOS

TiTULO DEL ESTUDIO: “Influencia de la estimulacién ovarica durante un tratamiento de
fecundacion in vitro en la incidencia de aneuploidias embrionarias”
INVESTIGADOR PRINCIPAL/DPTO./EMAIL: Dra. Elena Labarta, Departamento de

Reproduccion Humana. elabarta@ivi.es
CENTRO: IVI Valencia, 96 3050900
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 Investigacién Clinica
correspondiente. Nuestra intencidn es tan solo que usted reciba la informacion correcta y
suficiente para que pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para
ello lea esta hoja informativa con atencién 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 decisién 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

Estamos realizando un estudio con el fin de evaluar la incidencia de alteraciones
cromosomicas, tanto en los embriones obtenidos tras un ciclo natural como en aquellos
obtenidos tras un protocolo de estimulacion ovarica. Para que la poblacién de estudio sea

homogénea, los embriones procederan de donantes de évulos y semen.
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Resumen del plan de trabajo:

Se procedera a la obtencion de un ovocito de donante en un ciclo natural mediante puncién
folicular. En una segunda fase dicha donante sera sometida a una estimulaciéon ovarica
con el fin de obtener un mayor numero de ovocitos. Los ovocitos obtenidos de ambos
ciclos se inseminaran con la misma muestra de semen donado. Se realizara una técnica
de diagndstico genético preimplantacional a los embriones obtenidos en ciclo natural y en

ciclo estimulado y se realizara una comparacién entre ambos ciclos.

Fases del estudio:

Fase 1: Ciclo Natural de la donante:

- La donante debe acudir a la clinica a la semana en los primeros 5 dias de regla
para realizacion de una ecografia.

- Serealizaran controles ecograficos hasta que el foliculo alcance 18 mm de diametro,
momento en que se programa la puncién folicular o extraccién ovocitaria.

- El dia que se programa la puncion, se inyectaran 250 mcg de coriogonadotropina
recombinante (Ovitrelle®) para inducir la maduracién ovocitaria final y la ovulacion.

- 36 horas mas tarde, se realiza una puncion folicular bajo control ecografico y bajo

sedacion.

Fase 2: Ciclo de Hiperestimulacion Ovarica Controlada de la donante:

- Realizaremos un protocolo largo con andlogos de la GnRH, comenzando a mitad
de fase lutea del ciclo previo con acetato de leuprolide (0.2mg/dia). La donante
debe acudir a la clinica aproximadamente una semana antes de la menstruacién
para iniciar el mencionado tratamiento.

- Tras laregla, debera acudir de nuevo a la clinica para realizar una ecografia y una
vez confirmado el reposo ovarico, reduciremos la dosis de analogo a la mitad (0,1
mg diarios) y comenzaremos la estimulacioén ovarica.

- La estimulacién ovarica se llevara a cabo con gonadotropinas, con dosis fija
durante los 3 primeros dias y variable durante el resto del tratamiento en funcién
del nivel de hormonas en sangre y de la medida de los foliculos.

- Se administraran 250 mcg de coriogonadotropina recombinante (Ovitrelle®) para
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inducir la maduracion ovocitaria final y la ovulacion (se realizara puncion folicular si
se tienen al menos 6 foliculos = 17 mm).

- 36 horas mas tarde, se realiza una puncion folicular bajo control ecografico y bajo
sedacion.

- El tratamiento completo dura aproximadamente unos 15-20 dias. Durante el
tratamiento, la donante debera venir a consulta para realizacién de ecografias los
dias que el médico le indique. Asimismo, realizaremos extracciones seriadas de

sangre para control hormonal.

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO

El estudio no conlleva riesgos ni inconvenientes para la salud de las donantes participantes.
La participacién en este estudio no entra en conflicto con su ciclo de donacién ovocitaria.
Para participar en este estudio es necesario realizar visitas extraordinarias a la clinica,
pues antes de llevar a cabo el ciclo de donacién ovocitaria convencional se realizara el

seguimiento de un ciclo natural previo.
CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacién 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 proteccién de datos de caracter personal. De acuerdo a lo que establece
la legislacion mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso, modificacion,

oposicion y cancelacion de datos, para lo cual debera dirigirse a su médico del estudio.

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un cédigo y solo su
meédico 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 ningun 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, sera para los mismos fines del estudio descrito y garantizando
la confidencialidad como minimo con el nivel de proteccién de la legislacién vigente en

nuestro pais.
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El acceso a su informacion personal quedara 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 estudio, pero siempre

manteniendo la confidencialidad de los mismos de acuerdo a la legislacion vigente.
COMPENSACION ECONOMICA

Por el tiempo dedicado al estudio o por las molestias que se le ocasionen, las donantes
recibiran una compensacion econdmica tanto por el ciclo natural como por el ciclo

estimulado.

OTRA INFORMACION RELEVANTE

Se entiende que en cualquier momento usted tiene derecho a cambiar de opinién y no

participar en este estudio.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningin dato nuevo
sera afnadido a la base de datos y, puede exigir la destruccién de todas las muestras

identificables previamente retenidas para evitar la realizacion de nuevos andlisis.

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

Alfirmar la hoja de consentimiento adjunta, se compromete a cumplir con los procedimientos

del estudio que se le han expuesto.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Cddigo del Estudio:

N (ol (aleTa ] o (=T =T o111 o [o =) PSSR

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido suficiente informacion sobre el estudio.

He hablado CON:.. ..o e (nombre del investigador)
Comprendo que mi participacién es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1° Cuando quiera

2° Sin tener que dar explicaciones.

3° Sin que esto repercuta en mis cuidados médicos.

- Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi consentimiento para el
acceso y utilizacién de mis datos en las condiciones detalladas en la hoja de informacién.

- Accedo a que las muestras de sangre o tejidos obtenidas para el estudio puedan ser utilizadas en
el futuro para nuevos analisis relacionados con la enfermedad o farmacos del estudio no previstos en
el protocolo actual (quedando excluidos los andlisis genéticos, siempre y cuando no formen parte de

los objetivos del estudio):  SI NO

Firma de la paciente: Firma del investigador:
Nombre: Nombre:
Fecha: Fecha:
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Advances in Genetics—Endocrine Research

Moderate Ovarian Stimulation Does Not Increase the
Incidence of Human Embryo Chromosomal
Abnormalities in in Vitro Fertilization Cycles

Elena Labarta, Ernesto Bosch, Pilar Alamd, Carmen Rubio, Lorena Rodrigo,
and Antonio Pellicer

Department of Human Reproduction, Insttuto Valendano de infertilldad, University of Valenda, 46015,
vaenda, Spain

Context A high chromosomal abnormalities rate has been observed In human embryos denved
from in vitro fertilization (IVF) treatments. The real inddence in natural cydes has been poorly
studied, so whether this frequency may be induced by external factors, such as use of gonadotro-
pins for ovarlan stimulation, remains unknown.

We conducted a prospective cohort study In a University-affillated private Infertility clinic

Mﬂlamupmn between unstimulated and stimulated ovarian cycles in the same women.
Preimplantation genetic screening by fluorescence in situ hybridization was performed in all viable
d 3 embryos.
Objective: The primary objective was to compare the Incidence of embryo chromosomal abnor-
malities In an unstimulated cycle and in an ulterior moderate ovarlan stimulated cycle. Secondary
outcome measures were embryo quality, blastocyst rate of blopsied embryos, number of normal
blastocysts per donor, type of chromosomal abnormalrties, and dinical outcome.

Results: One hundred eighty-five oocyte donorswere Initially recruited for the unstimulated cyde,
and preimplantation genetic screening could be performed In 51 of them, showing 35.3% of
embryo chromosomal abnormalities. Forty-six of them later completed a stimulated cycle. The
sperm donor sample was the same for both cydes. The proportion of embryos displaying abnor-
malities in the unstimulated cycle was 34 8% (16 of 46), whereas It was 40.6% (122 of 302) In the
stimulated cyde with risk difference = 5.8 [95% confidence Interval (Q) = — 20.6-9.0L and relative
risk = 1.17 (95% @ = 0.77-1.77) (P = 0.45). When an Intrasubject comparison was made, the
abnormalities rate was 34.8% (95% C = 20.5-49.1) In the unstimulated cycle and 28.2% (95% O =
30.5-45.8) In the stimulated cyde [risk difference = 2.4 (95% O = -17.9-11.2); P = 0.64]. No
differences were observed for embryo quality and type of chromosomal abnormalities.

Condusions: Moderate ovarian stimulation In young normo-ovulatory women does not signifi-
cantly Increass the embryo aneuploidies rate in in witro fertilization-derived human embryos as
compared with an unstimulated cyde. Whether these results can be extrapolated to infertile
patients Is still unknown. U Ckin Endoainol Metab 97: E1987-E1994, 2012)

vitro fertilization (IVF) treatment is a routine method to
overcome infertility in humans. Despite having been de-
veloped more than three decades ago, IVF efficacy in terms
of the live birth rate per started cycle is still lower than desired
(1). This is due, in part, to the low fecundity of our species but
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can also be influenced by the potentially detrimental effects
of the procedure, which has raised many questions in epide-
miclogical studies on IVF babics (2, 3).

The low fecundity observed in humans, if compared
with other mammalian species (4), could be due to embryo
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chromosomal abnormalities, which may lead to preim-
plantation embryonic death, implantation failure, and
spontancous miscarriages (5). In fact, 32-64% of IVF-
derived embryos have chromosomal errors and ancup-
loidies in young good-prognosis women (6, 7).

It is still unknown whether this high frequency of em-
bryo ancuploidy reflects a true picture in early human
conceptuses under natural conditions or whether it is in-
duced by external factors, such as in vitro culture condi-
tions (8, 9) or use of gonadotropins for controlled ovarian
stimulation (COS) (10). Obtaining data from naturally in
vivo-fertilized human embryos would be ethically and
technically unfeasible, but dissecting the different IVF
steps to search for potential negative influences is also of
paramount importance to reassure and improve IVF
outcome.

The influence of COS is of particular interest. There is
a trend toward less aggressive protocols to avoid climical
complications and to also reduce chromosomal abnor-
malities (11). In animals, ovarian stimulation seems to
affect embryo development (12, 13) and to increase the
frequency of chromosomal abnormalities (14, 15). In hu-
mans, data on the direct effect of COS are scarce. How-
ever, it has been recently suggested that use of gonado-
tropins may raise the chromosomal abnormality rate in a
dosc-dependent manner (11).

To investigate the influence of ovarian stimulation on
chromosomal abnormalities, we need to establish the
basal status in humans by analyzing the natural cycle in
fertile women. The closest approach to date isbased on 11
embryos derived from unstimulated cycles, which indi-
cates that a chromosome ancuploidy is present in 36.4%
of embryos (16).

Given this background, the current study has a dual
purpose: first, to ascertain the actual incidence of chro-
mosomal abnormalities in young fertile women to define
a reference rate for human embryos fertilized in vitro after
an unstimulated cycle, and second, to investigate to what
extent COS could increase the chromosomal abnormali-
ties rate in human embryos.

Subjects and Methods

This prospective cohort study was carried out in a University-
affiliated mfertihity clinic between September 2006 and March
2010. Approval was obtamned from the | 1onal Revs

1 Clin Endocrinal Metab, October 2012, 97(10)-£1987-£1954

Therefore, only gametes from young subjects free of an infertality
background were considered.

Inclusioncritenia for both oocyte and spermdonars were aged
between 18 and 34, had a normal physical examination, had no
family history of hereditary or chromosomal diseases, tested neg-
ative m a screening for sexually transmatted diseases, and had a
normal karyotype.

Speafic mdusion cntena for cocyte donors were fertile (at
least ane child borm andfor v interrupted pregnancy),
regular menstrual cycls (25-35 d); body mass index (BMI) be-
lwmllslnizsl:#m nO previous ovanan L treat-
ments, normal basal serum FSH (<10 [Witer) and estradiol
(<250 pg/ml) levels. Exclusion critena were endometrioss, paly-
cystic ovary syndrome, and recurrent miscarriage (at least three
previuws chinical miscacrioges).

Speafic inclusion critena for sperm donars were more than
90 % 10* toeal motile progressive sperm and more than 14% of
normal forms in the ejaculate and having proved to be ferole m
our artificial msemination program (17).

Indlusion critena for gametes recipients were under 45 yr ald,
BMI below 30 igfm’ and no uterine or adnexa abnormalities
miscarniage, implantation failure, and organic or systemic dis-
eases. All the donors and gametes recipients gave their written
mformed consent.

Study design

Procedures

Mlmbrﬁuﬂ Om:ylt ﬂ.unurwundﬂwcmtwvm:ycla
first, an unstimulated cycle witk | inter , -

cept for 250 pg recombinant choriogonadotropin h'CCl
(Ovwitrelle; Merck-Serono, Geneva, Switzerland) administered
when the spontaneous preovulatory follicde reached 18 mm in
diameter. Second, a stimulated cycle in which ovarian stim-
ulation was carried out b, flﬂhwin; a GnRH luuniﬂ lnng
prntol:ul with a combination of 150 IU recombinant FSH
(Gonal F; Men:k Sﬂ'nnnl and 75 IU highly purified human

gonadotropin (Menopur; Ferring Pharmaceut:-
[I’l’ T 1 i 'D _L} wl' 1 Oor more HIK:IEI were
more than 17 mm in diameter, fCG was admimistered for
tnggening ovulation. Doses were adjusted according to the
ovarian response, as judged by serum estradiol concentrations
and wltrasound scans every 2-3 d.

In both cycles, ult 1 guided ginal cocyts retrieval
mnﬂddﬁilﬁhnﬁsﬂwmm&mmﬂalnﬂ
progesterone wiere determined on the day of fCG admimstration. In
the umtimelated cycle, the LH was sk mesred.

Lab procedures. In ic sperm mjection (1CS1} was
performed in all cases by following our routine practice in pre-
mmplantation genetic screening (PGS) cycles to avoid contam-
mbymmmDNAuﬂmmmtbnnnmhsn{ﬁs
tilized embryos and, fore, the | ber of

Board and the Inststution’s Ethics Commattee before lta:'ling
the study. The www.chnicaltnals.gov registration number s
NCTDD707515.

Study population
The study was performed within our cocyte donation pro-
gram in couples for whom a sperm donation was alse requared.
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ilable for testing. Fertilization was assessed 17-20 h after-
ward, and u:bryo dleavage was recorded every 24 h. Embryos
were grown m IVFCCM medmum (1:1 raso) (Vitrolife, Gate-
I:an,S-ulﬂl] mhld3ﬂn|:|msuhﬂpmﬂy:ﬂlh.ndmmm
medium (Vitrokfel with a monolayer of endometnal epithelial
cells until d 5 (18).

An embryo sopsy was performed on d 3 using a noncontact
laser system (OCTAX, Herbron, Germany). Only thoss embryos
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Statistical analysis

Outcome measures

The primary objective was to compare
the proportion of embryos with chromo-
somal abnormahines resulting from an un-
stmulated IVF cycle to those obtained

after ovarian stmulation in the same

were em-
br[nqul]ltrlnﬂll:dl:lv.rlnudmm
of number of cells and fragmentation
rate), blastocyst rate (of the biopsied em-
bryos), number of normal blastocysts per

- donor, type of chromosomal abnormali-
nes, and chnical outcome.

Sample size

Sample size was calculated to detect a

(= [ =e

New Samre recpien®

mt ﬁ:.ui;pun:nl. Oocyte donors underwent an unstimulated cyde and a subsegquent
inated with the =sme sperm sample in

were ahwvays i

with at least five nucleated blastomeres of a smilar soe and 2
Erlpn:ntll:im dqru of less than 20% mEnpﬁu:L IFrq'-
mentation is 2 parameter related to embryo quality. It refers to
the percentage of the total volume of the embryo with fragments

g from the deg) nfmurmum)ﬂ
single bl e was i and a fluorescence m sitw hy-
bridization (FISH) analysa was performed for nine chromo-
somes m tw : ridizats ds: first, MultVys-
innmmldfnrdlmfl,16 18, 21, and 22, and

u:wd,Mnb‘V:nw‘CdorCmmplndfurdlmm
15,17, x,andY[V;llil,ln:,DumnGrme,uJ.Ad:Eﬁuul
hybridizaty Is for these ch , using probes that
hndmdlfﬁmmlhn,mruududﬂlmmﬂznummdn—
sive results and to confirm certain aneaplowdies, as previously

diff of 22% in the ancuploidy mai-
dence between both groups (from 331% in
the unsumulated cycle to 55% after stim-
ulation) in a two-sided I:lt,wiﬂx a statis-
tical power of 80% (error @ = 0.2} and a
confidence level of 95% (error a = 0.05),
by estimating an average of six embryos
analyzed per sumulated cycle. Ths differ-
ence was expected according to not only
the pmmmly described aneuploid em-
bryo incidences in oocyte d under stimulated cycles (21,
22) but also the accepted normal embryos rate in fertile cou-
ples (23},

A:mrdinatn‘lﬁmu'ﬁﬂi-,-qij luhiu:l;mtapl-ru:lfnrl

g the whocompleted the nmnu.llned

crcleundﬂl:mmlhu:lcyde“cnmxiﬂd. T}:mﬁ:we,
were recruited for the unstimulated cycle until 51 completed it.

Statistical methods

Student's ¢ trsts and y* ployed forshec and
categorical quantitative variables, respectively, for comparisons
to be made between both groups. A relative nsk with 1= 95%

described (19). Thirty-six randomly selected embryos, diagnosed
as ch Ily ab Il on d 3, were reanalyzed ond 5 o
validate their diagnosis.

Protocol
If the sole embryo from the unstimulated cycle was chro-
mosomally normal, then an embryo transfer was performed.

If ongoing pregnancy was plished, the embryos ob-
tained in the stimulated cycle wer ] toa new recipient.

If after the first embryo transfer no ongoing pregnancy was
.Ch-ﬂ"ﬂl, !he samc rxiP:m 'K&'dmh’m ﬁm IilE "im'
ulated cycle (Fig. 1).
|ﬁht:mh|7u resultng from the unstmulated cycle was ab-
fer was {led and the donor was submitted
to the sti ' i cycle. A of two embryos were then
transferred to the recipient. In all cases, the sperm donor was the
same for both cycles to rule out male mfluence.
The time frame between both cycles was a maximum of 3
months. All the cocyte recips eceived h | replacement
therapy, as described elsewhere (20).

fidence interval (Giwuuhhndfurdlﬂwmpnﬁmm
between the ical variables. For the anal-

ysis,a Mum-thmq Uusﬂullmi For the l:mﬂ:ul!ju:tmnr
abnormal embryos rate between

Mcﬁemawrﬁmﬂstuﬂmm

Results

A summary of all the started cycles is shown in Fig. 2. A
total of 185 eligible donors were enrolled. Sixty-four were
excluded before oocyte retrieval because of premature
ovulation (n = 37), anovulatory cycle (n = 17}, or sclf-
cancellation (n = 10). Therefore, 121 oocyte retrievals
were planned (635.4%). Of these, an oocyte was obtained
in 99 {81.8%), of whom 89 were metaphase II (89.9%).
Fertilization occurred in 57 of them (64.0%). Finally, 51
of the 57 resulting embryos fulfilled all the criteria to be
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AG. 2. Flow chart of study population.

analyzed on d 3 of development. Of these 51 donors, 47
continued with the stimulated cycle, whereas four were can-
celled because they refused to continue treatment. In one
cycle with the 47 stimulated ones, none of the embryos was
suitable for biopsy. In summary, 51 donors completed the
unstimulated cycle, whereas 46 of them also completed the
stimulated cycle. A completed protocol was considered when
at least one embryo was suitable for biopsy, and PGS-FISH
was performed in both cycles.

The mean age of the oocyte donors who completed the
study was 25.4 * 4.0 yr. Their BMI was 22.5 + 2.8 kg/m?,
and their basal FSH levels were 6.1 = 2.1 TU/iter. The
average ape of the recipients population was 319.7 + 3.5yr,
with 2 BMI of 25.6 + 4.1 kg/m®.

Thefollicular phase and embryo development parameters
of the completed cycles are outlined in Table 1. Although all
51 embryos from the unstimulated cycles were informative
after the embryo biopsy, four of the 307 embryos from 46
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stimulated cycles were not. Informative embryos were de-
fined as embryos with a conclusive result after the FISH anal-
ysis. When the blastomere had two signals for all the ana-
Iyzed chromosomes, the embryo was classified as normal
with a conclusive result. However, an aneuploid embryo is
when an abnormal number of signals for at least one ana-
Iyzed chromosome is observed despite lack of information
for another chromosome.

The proportion of embryo chromosomal abnormalities
in the whole sample of 51 unstimulated cycles was 35.3%
(18 of 51). In the group of 46 women who completed both
cycles, this proportion was 34.8% (16 of 46), whereas it
was 40.6% (123 of 303) in the stimulated cycle [risk dif-
ference = 5.8{95% CI = —20.6-9.0), relative risk = 1.17
(0.77-1.77); P = 0.45]. No differences were observed be-
tween both cycles in embryo quality terms (Table 2).

‘When an intrasubject comparison was made, the ab-
normalities rate was 34.8% (95% CI = 20.5-49.1) in the
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TABLE 1. Follicular phase and embryo development
parameters of the 51 unstimulated cycles and the 46
stimulated cycles in which PGS-FISH was successfully

performed
Parameter Result
Unstmulated cyde (n = 571}
Estradiol sarum levels on 1905 + 76.5
rCG day {pgfml)
H‘cgsﬁr’mmm 1.1+49
levels an rCG day
Hj r?1hvelsuanG 1054 + 8.1
u“ﬁfmm cbtained 99 (81.8% per cocyte retrieval)
0. E
No. of oocytes 89 (89.9% ﬁrlhe oocytes
metaphase Il obtaned)
Noaf ilized oocytes 57 (64% of the metaphase ||
No. ofembtwsarrested &
Nn of hqmed em| 51
No. of informative i 51
sumulauad1 cyde (n = 46)
of stimulation (d) 10.1+23
Total gonadotropin dose 2230 £ 670
o)
Estradiol serum levels on 2707 + 1135
rCG day {(pgfml)
Prog!.?:rymmm 03+04
levels un CG day
No. ofoncyts obtained B20(17B+1.7
No. of cocytes 618(134 £ 6.2)
Nu.r? stI;‘IEEd oocytes 469(10.2 + 4.8)
erti .2+ 4
No. of embryos arrested 162
on cleavage stage
Nn.ofblqmd em 307
No. of informative e 303
embryos®

Plus-minus values are mean * SD.

* Informative embryos were defined & embiryos with 2 condusve et
after the FISH analyss. A conclusve resudt for 2 nommal embryo = two

=graks for ll srabged d

A conclusie result for an sbnonmal

embrya i an abnormal number of sgnals for at least one anakeed
chramosome despite the absence of informasion for anather

chramosome.

unstimulated cycle and 38.2% (95% CI = 30.5-45.8) in
the stimulated cycle [risk difference = 3.4 (95% CI =

—17.9-11.2) (P = 0.64).

If the embryo from the unstimulated cycle was ab-
normal, the aneuploidy rate in the stimulated cycle
was 45.2%, whereas it was 35.2% if the embryo from
the unstimulated cycle was euploid (P = 0.2).

The mean number of euploid embryos per woman was
3.9 (95% CI = 3.2-4.6) in the stimulated cycle, with a
mean of cryopreserved embryos of 1.8 + 2.2,

The distribution of chromosomal abnormalities was sim-
ilar in both the unstimulated and the stimulated cycles (P =

ANEXOS
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0.87) and showed mainly monosomies (10 of 16 vs. 68 of
123), followed by trisomies (two of 16 . 30 of 123) and
haploid embryos (three of 16 vs. five of 123), respectively.
Moreover, there were no differences berween both groups
regarding the type of chromosome involved, as shown in
Fig. 3.

The d 5 reanalysis by FISH of a sample of 36 embryos
diagnosed as abnormal on d 3 produced a confirmation
rate of 91.7%. An average of 32.9 = 21.9 cells were stud-
ied per blastocyst. In the unstimulated cycle, we reana-
lyzed seven of the 18 chromosomally abnormal embryos
with a confirmation rate of 100%. In the stimulated cycle,
we reanalyzed 29 abnormal embryos and found three
cases with false-positive diagnoses.

In the remaining 33 confirmed cases, 10 blastocysts were
diagnosed as homogeneously ancuploid (=80% cclls with
the same abnormality) and 23 as abnormal mosaics (at least
two cell lines, cach with =20% of cells).

The means of the embryos transferred were signifi-
cantly higher in the stimulated cycles (1.7 £ 0.6 0. 0.7 £
0.5; P < 0.001). Accordingly, the imp lantation rate (num-
ber of gestational sacs per embryos transferred) was the
only reliable parameter to compare the outcome between
both cycles. The implantation rate was 39.3 (11 of 28) vs.
32.5% (26 of 80) in the unstimulated vs. the stimulated
cycles (P = 0.68). Each group ndudndmcbmchmnl
and one ectopic . The mi rite was
33.3% (four of 12) vs. 13.3% (four of 30), respectively
(P = 0.297). Live births per completed cycle were six of 46
(13%) in the unstimulated cycle and 21 of 46 (45.7%) in
the stimulated one (P = 0.001).

Discussion

The current study shows that moderate ovarian stimula-
tion does not significantly increase the chromosomally ab-
normal embryos rate obtained after IVF in a population of
young women with no background of infertility or ovu-
lation induction treatments. These findings are supported
by previous data showing that the incidence of aneup-
loidies in aborted fetuses from pregnancies conceived with
FSH stimulation did not increase when compared with
spontancous conceptions in infertile patients (24, 25).
Nevertheless, we cannot rule out the possibility of minor
increases in the chromosomal abnormality rate in stimu-
lated vs. unstimulated cycles because ourstudy sample size
was caleulated to detect a 22% difference between both
cycles. A much higher sample of patients would be needed
to detect smaller differences.

The impact of ovarian stimulation on embryo quality,
and furthermore on the chromosomal constitution of the
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TABLE 2. Results of the PGS of 46 donors who fulfilled both the unstimulated and ovarian stimulated cydes

Ralativa risk. [ 4

Unstimulated cyde Stimulated cypda % a) walue
Na. of biopsed embrycs 46 o7
MNa. of informative ombnyos A ]
Blastomares on d 3 {maan = o) TAx1A4 719209 oor
Frngrmhmmdh}nm m) T4+ B2 91=47 Qi3
Na_af ch bryod/ 1606 34.2%) (95% O = 72.7-4582) 173303 (M6%) @5% Cl = 35.2-467) 1.17MI71TN 048
nfumamhym[n&}]
Moan dhw abnomal embryos 348 05% Cl = 20.5-49.1) IEI(95% 0 =305458 (=]
rato per subjoctd
No. of blastocysts on d SAopsied N6 I67.AN) 5% O =530-79.1) 738007 (7T75%)0O5% Cl=725-B1.8 115093140 013
ambryo [n (%))

Data are presented 25 mean + 50 or n {percend). Pualue <0.05 = considesed statstically significant.

* Paired-samples ¢ test.

embryo, has been a matter of concern for many years.
Some authors have reported a greater risk of major birth
defects in ICSI and IVF cycles, (2, 3), suggesting that the
medication used to induce ovulation, among other factors,
could explain these findings. This was supported by the
study of Baart et al. (11}, which found a positive relation-
ship between doses of gonadotropins and the chromo-
somal abnormalities rate. However, these studies were
based on IVF-derived embryos from infertile patients after
ovarian stimulation treatment, and no information for
preimplantation embryos derived from natural concep-
tion is available for comparison.

Qur study has overcome these difficulties using a novel
model, which indudes a comparison between the embryos
from both the unstimulated and stimulated cycles in the
same population, thus avoiding interpatient variability bi-
ases, In addition, because our study population was free of
several confounding factors, such as maternal age, infer-
tility, or severe male factors, we could analyze the net
immpact of gonadotropins on embryos.

The complex design of our study first enabled us to eval-
uate the chromosomal status of the human embryo in the
absence of ovarian stimulation. We observed that embryo

oiltiltii
LY.

RIG. 3. Type of chwew hred in the aneupioid emb
m&mﬂkgﬁmﬁmw}ﬂ_ﬂﬂﬂw
d and

® Urstimatated
& Stimultated

% of abnormalities
2¥&E 858

s
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ancuploidies were still present even under this condition be-
cause approximately one of the three embryos was seen to be
dwomosomally abnormal. This is in good agreement with a
shorter study that found an ancuploidy rate of 36.4% in 11
unstimulated cycles (16). The unstimulated IVF could be
considered the closest scenario to the nanural cycle, although
we cannot rule out the potential impact of other factors, such
a5 laboratory conditions (26}, the use of rCG for triggering
ovulation, or even the use of ICSI (27). Although we ac-

exploring the basal human embryo chromosomal status
without the use of ovarian stimulation.

It is worth noting the low efficacy of the natural cycle
observed in our study because 175 women (10 of 185
refused to continue) had to be recruited to complete 51
unstimulated cycles.

Although natural IVF cycles are considered patient-
friendly with low-risk protocols, their efficacy is ham-
pered because of the high cancellation rates (28), thus re-
inforcing the need for ovarian stimulation to induce the
development of several mature oocytes to improve
chances of pregnancy in IVF treatments. Some reports
have suggested the use of the natural cycle in poor-prog-
nosis patients, mainly older women or low responders o
COS (29). Our results suggest that chromosomal abnor-
malities are also present in the absence of stimulation with
gonadotropins. Therefore, the use of 2 natural cycle in
these patients is expected to give a poor outcome, which is
in agreement with the higher ancuploidy rate observed in
spontancous pregnancies in older women (30).

The analysis of human gametes has revealed that an
embryo ancuploidy is primarily caused by an error-prone
meiotic chromosome segregation mechanism in oocytes. If
ovarian stimulation can exert any deleterious effect on the
embryo, this may be because it induces meiotic errors on
the oocyte, but not mitotic errors after fertilization, which
commonly lead to mosaicism (31). The two well-known
mechanisms for meiotic errors are nondisjunction and pre-
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mature separation of sister chromatids (32), and they usu-
ally result in a uniformly aneuploid embryo (monosomic,
trisomic, haploid, or polyploidy); hence, they are ex-
pressed in both the d 3 PGS analysis and the d 5 reanalysis.

In the current study, a single cell was biopsied per em-
bryo on d 3. Although this could lead to misdiagnosis in
cases with mosaicism, we observed an overall cytogenetic
confirmation rate of 91.7%, which is in agreement with
our previously obtained dala {19). This low error rate
cannot radically affect the results and conclusions of the
present study. Morcover, all the d § mosaic embryos ob-
served in our study after reanalysis had all cell lines ane-
uploid; thus, they would have been discarded after thed 3
diagnosis. In any case, according to the data hereby
shown, ovarian simulation might not affect the incidence
of mosaicism. Therefore, it can be assumed that the cases
of mosaicism would be equally distributed in both un-
stimulated and stimulated cycles.

In our study, arrested embryos were not analyzed be-
cause only developmentally good embryos were, which
follows the well-established criteria in PGS-FISH cycles by
considering that only evolutive embryos can implant, and
therefore, the aneuploidy risk in offspring would be re-
lated only to embryos that could reach the blastocyst stage
and implant.

In line with this, 89.5 and 65.5% of embryos were bi-
opsied in the unstimulated cycle and the stimulated cycle,
respectively. Our biopsied embryos rate in the stimulated
cycles is in agreement with that observed in the study of
Baart e al. (11) (67.8%), which followed similar criteria
to ours, Moreover, our rate of informative results per fer-
tilized embryo was 64.6%, whereas it was 58.7% in the
study of Baart et al. (11).

One of the limitations of our study is that the technique
used to analyze embryos was FISH. This was because it
was the most accurate technique for this purpose when the
study was designed. Recently, we introduced the array
comparative genomic hybridization system into our PGS
program to allow the analysis of all the chromosomes.
Nevertheless, the confirmation rate we obtained with the
FISH procedure was about 95 % according to our results
of the reanalysis of single blastomeres on d 4 using array
comparative genomic hy bridization (19). Moreover, it has
been reported that for chromosomes 13, 15, 16, 18, 21,
22, X, and Y, FISH should identify 80% of the most com-
mon chromosomal anomalies in spontancous abortions
samples (32). Therefore, by bearing in mind the risk of
ancuploidy offspring, all the chromosomes were covered
by the FISH technique.

The chromosomal abnormality rate in our population
after COS was lower than that previously described in
oocytedonors (57.0%) (21,22). Inthose studies, the num-
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ber of embryos biopsied per cycle was higher (14.6 vs. 6.7
in our study) because more aggressive stimulation proto-
cols were used. This difference in results suggests that
higher doses of gonadotropins (in comparison with those
used in our study) may increase the percentage of aneup-
loidies. Nevertheless, the basic fact is that the total number
of euploid embryos is more relevant than the percentage of
abnormalities. The advantage of the stimulated cycle is
that a mean number of four cuploid embryos was obtained
in comparison with the unstimulated cycle, which offers a
maximum of one cuploid embryo. Although the implan-
tation rate was absolutely comparable between both cy-
cles, the difference in the total number of euploid embryos
available for transfer explains the higher cumulative preg-
nancy rates observed in egg donation stimulated cycles.
Finally, the live births rate was significantly higher in the
stimulated cycle as more embryos were transferred per
cycle, whereas an unexpected yet not statistically signifi-
cantly higher miscarriage rate was observed in the un-
stimulated cycle. However, we should not draw conclu-
sions because sample size was not calculated for this
purpose.

In conclusion, the results of this study reveal that em-
bryo chromosomal abnormalities are present even under
ovarian physiological conditions, which may explain the
relatively low fertility of the human species. The use of
moderate doses of gonadotropins for ovarian stimulation
during an IVF cycle does not significantly increase the
abnormalitics rate in young normo-ovulatory women.
Whether these results can be applied to infertile patients is
still unknown.
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