
Facultad de Medicina y Odontología

Departamento de Pediatria, Obstetricia y Ginecología

PROGRAMA DE DOCTORADO: 290F

OBSTETRICIA Y GINECOLOGÍA II

INFLUENCIA DE LA ESTIMULACIÓN OVÁRICA DURANTE UN 

TRATAMIENTO DE FECUNDACIÓN IN VITRO EN LA INCIDENCIA 

DE ANEUPLOIDÍAS EMBRIONARIAS

Trabajo de Tesis Doctoral

Presentado por Dña. Mª Elena Labarta Demur

Directores

Prof. Dr. D. Antonio Pellicer Martínez

Dr. D. Ernesto Bosch Aparicio

Valencia, 2014





Memoria de Tesis Doctoral para optar al 

grado de Doctor en Medicina y Cirugía

Lugar de realización: 

Instituto Valenciano de Infertilidad (IVI), Valencia 

Facultad a la que está adscrita:

Facultad de Medicina y Odontología, Universidad de Valencia

Departamento de Pediatria, Obstetricia y Ginecología

Título: 

Infl uencia de la Estimulación Ovárica durante un Tratamiento de 

Fecundación in Vitro en la Incidencia de Aneuploidías Embrionarias 

Autora: 

Mª Elena Labarta Demur  

Licenciada en Medicina y Cirugía por la Universidad de Zaragoza

Directores: 

Prof. Dr. D. Antonio Pellicer Martínez

Instituto Valenciano de Infertilidad (IVI), Universidad de Valencia

Dr. D. Ernesto Bosch Aparicio

Instituto Valenciano de Infertilidad (IVI)





Prof. Dr. D. Antonio Pellicer Martínez, Catedrático del Departamento de 

Pediatría, Obstetricia y Ginecología de la Facultad de Medicina de la Universidad 

de Valencia y Presidente del Instituto Valenciano de Infertilidad. 

CERTIFICA:

Que el trabajo titulado: 

INFLUENCIA DE LA ESTIMULACIÓN OVÁRICA DURANTE UN 

TRATAMIENTO DE FECUNDACIÓN IN VITRO EN LA INCIDENCIA DE 

ANEUPLOIDÍAS EMBRIONARIAS

Ha sido realizado íntegramente por Dña. Elena Labarta Demur bajo mi tutela y 

supervisión. Dicho trabajo está concluido y reúne todos los requisitos para su 

presentación y defensa como Tesis Doctoral ante un tribunal.

Y para que así conste a los efectos oportunos, fi rmo la presente certifi cación 

en Valencia, a 4 de Mayo de 2014.

 

Fdo. Antonio Pellicer

                                            





 

Dr. D. Ernesto Bosch Aparicio, Doctor en Medicina y Cirugía por la Universidad 

de Valencia, y Director Médico del Instituto Valenciano de Infertilidad de 

Valencia. 

CERTIFICA:

Que el trabajo titulado: 

INFLUENCIA DE LA ESTIMULACIÓN OVÁRICA DURANTE UN 

TRATAMIENTO DE FECUNDACIÓN IN VITRO EN LA INCIDENCIA DE 

ANEUPLOIDÍAS EMBRIONARIAS

Ha sido realizado íntegramente por Dña. Elena Labarta Demur bajo mi tutela y 

supervisión. Dicho trabajo está concluido y reúne todos los requisitos para su 

presentación y defensa como Tesis Doctoral ante un tribunal.

Y para que así conste a los efectos oportunos, fi rmo la presente certifi cación 

en Valencia, a 4 de Mayo de 2014.

Fdo. Ernesto Bosch

 





AGRADECIMIENTOS

   Tras muchos años de dedicación a esta tesis doctoral, miro hacia atrás y me doy 

cuenta de que son muchas las personas que me han apoyado y han colaborado en la 

realización de la misma. No puedo nombrar a todas ellas, pero desde aquí les doy las 

gracias por su pequeña o gran aportación en este proyecto. 

   He tenido la suerte de contar con dos grandes personas como directores de tesis, 

Antonio Pellicer y Ernesto Bosch. 

A Toni quiero mostrar mi gratitud infi nita por su idea original, por impulsarme a realizar 

este trabajo, por su confi anza en mí, y por enseñarme muchas cosas, pues lo considero 

un ejemplo a seguir de constancia y esfuerzo.

A Ernesto, sobretodo por su ayuda incondicional y por estar a mi lado, pero también 

por sus prácticos consejos en la elaboración de la tesis, por el apoyo estadístico y sus 

ingeniosas ideas.

   A Marco Melo al principio, y a Pilar Alamá -Directora del departamento de donación 

de óvulos- desde principio a fi n, por colaborar en el reclutamiento de las donantes de 

óvulos candidatas para entrar en el estudio. Gracias por vuestro tiempo y dedicación, 

además de por vuestra amistad. Gracias también a María José Ferri y a Mar Diana, del 

departamento de donación, por su tiempo. 

   Igualmente quiero dar las gracias al departamento de Diagnóstico Genético 

Preimplantacional sin el cual este trabajo no podría haberse realizado, sobretodo a 

Carmen Rubio y a Lorena Rodrigo, que han estado allí en toda la trayectoria, dedicando 

horas de trabajo a este proyecto, estando siempre disponibles y poniendo las cosas 

fáciles. A Amparo Mercader, Pilar Buendía, Arantxa Delgado y Emilia Mateu, que han 

llevado a cabo la biopsia embrionaria y la interpretación de resultados en cada caso, 

por su experiencia y buen hacer. 



   Quiero felicitar al departamento de andrología por su entusiasmo y dedicación a 

este trabajo. Gracias a Nicolás Garrido, director del departamento, así como a Isabel 

Cortes, Alicia M, Carol, Yolanda, Paloma y Alicia Z. 

   Debo mostrar también mi gratitud a todos y cada uno de los biólogos y técnicos del 

laboratorio de FIV, por la pulcritud en su trabajo y dedicación al estudio. Debo destacar 

a la directora del laboratorio de FIV, Maria José de los Santos, por sus sabios consejos 

y sugerencias en la elaboración de este proyecto. 

   Especial mención merecen los excelentes ginecólogos del departamento de 

Reproducción Humana de IVI Valencia, que han colaborado en el reclutamiento de 

pacientes candidatas a entrar en el estudio. Gracias a los doctores Pepe Remohí, 

Carlos Simón, Juana Crespo, Pepe Bellver, Carmina Vidal y Juan Giles por su buen 

hacer, compañerismo y amistad. 

   Al departamento del laboratorio general, con José Luis Zuzuarregui a la cabeza, por 

todas las determinaciones hormonales realizadas a las donantes de óvulos. 

   Gracias a Merck Serono, y especialmente a Marcel Vázquez como delegado de dicho 

laboratorio farmaceútico, que me ofreció una ayuda económica desinteresada para 

cubrir todos y cada uno de los costes derivados de la realización de este trabajo. Sin 

esa aportación, este proyecto no se hubiera realizado. 

   Por último, y entrando en el terreno más personal, quería mostrar mi amor y 

agradecimiento a mis padres, sin los cuales no hubiera llegado hasta aquí. 

A mis hijos, por hacerme sonreír cada día y motivarme a ser mejor persona.

A Ernesto, mi amor, por todo. 



A mi familia….





GLOSARIO DE ABREVIATURAS 16

INDICE DE FIGURAS 17

INDICE DE TABLAS 18

INTRODUCCIÓN 19

RESUMEN Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA 21
ANTECEDENTES 23
ESTIMULACIÓN OVÁRICA PARA FIV. GENERALIDADES 23
TIPOS DE ESTIMULACIÓN OVÁRICA SEGÚN TERMINOLOGÍA ISMAAR 25
CICLO NATURAL/NATURAL MODIFICADO PARA FIV 26
CRIBADO GENÉTICO PREIMPLANTACIONAL COMO PROCEDIMIENTO PARA VALORAR LA CALIDAD EMBRIONARIA 28

Fundamentos del FISH 28
Anomalías cromosómicas numéricas y estructurales 30
Mosaicismo 31
Limitaciones del FISH para PGS 34
Origen de las aneuploidías 36

EFECTO DE LA ESTIMULACIÓN OVÁRICA SOBRE LA CALIDAD EMBRIONARIA 38
Modelo animal 38
Modelo humano 40

EFECTO DE LA ESTIMULACIÓN OVÁRICA SOBRE LA CONSTITUCIÓN CROMOSÓMICA EMBRIONARIA 42
Estimulación ovárica y poliploidías en el modelo animal 42
Estimulación ovárica y aneuploidías en el modelo animal 43
Estimulación ovárica y poliploidías en el modelo humano 44
Estimulación ovárica y aneuploidías en el modelo humano 45

TÉCNICAS DE REPRODUCCIÓN ASISTIDA Y RESULTADOS NEONATALES 49
TÉCNICAS DE REPRODUCCIÓN ASISTIDA E IMPRONTA GENÉTICA 51
JUSTIFICACIÓN E HIPÓTESIS DE TRABAJO 54
OBJETIVOS 55
PRINCIPAL 55
SECUNDARIOS 55

MATERIAL Y MÉTODOS 57

AMBITO DEL ESTUDIO 59
DISEÑO DEL ESTUDIO 59
POBLACIÓN DEL ESTUDIO 59

Criterios de inclusión y exclusión 60
PROCEDIMIENTOS 61

Fase folicular 61
Punción folicular o aspiración ovocitaria 63

INDICE

13



Procedimientos del laboratorio de FIV 64
Preparacion endometrial en las receptoras de gametos 67

PROTOCOLO 68
METODOS ESTADÍSTICOS 70
CALCULO DEL TAMAÑO MUESTRAL 70
ANÁLISIS ESTADÍSTICO 70

RESULTADOS 71

FLUJO DE LA POBLACIÓN DEL ESTUDIO 73
FASE 1: CICLO NO ESTIMULADO 73
FASE 2: CICLO ESTIMULADO 73
CARACTERÍSTICAS DE LA POBLACIÓN DEL ESTUDIO 75
FASE FOLICULAR Y DESARROLLO EMBRIONARIO 75
RESULTADOS DEL PGS EN CICLO NO ESTIMULADO Y CICLO ESTIMULADO 79
RELACIÓN ENTRE EL RESULTADO DEL CICLO NO ESTIMULADO Y ESTIMULADO 
EN LA MISMA DONANTE 81
EMBRIONES EUPLOIDES POR DONANTE EN UN CICLO DE ESTIMULACIÓN OVÁRICA 82
EMBRIONES EUPLOIDES, ANEUPLOIDES Y NO BIOPSIADOS EN CADA UNO DE 
LOS 46 CASOS EN EL CICLO DE ESTIMULACIÓN OVÁRICA 83
RELACIÓN ENTRE RESPUESTA OVÁRICA Y NÚMERO ABSOLUTO DE EMBRIONES 
EUPLOIDES, ANEUPLOIDES Y NO BIOPSIABLES 84
MEDIA DE EMBRIONES EUPLOIDES POR DONANTE EN FUNCIÓN DE SI LA RESPUESTA OVÁRICA ERA 
INFERIOR O SUPERIOR A LA MEDIANA 90
RELACIÓN ENTRE RESPUESTA OVÁRICA Y TASA DE ANEUPLOIDÍAS EMBRIONARIAS 92
RELACIÓN ENTRE DOSIS DE GONADOTROPINAS Y TASA DE ANEUPLOIDÍAS 
EMBRIONARIAS 94
TIPO DE ANOMALÍAS CROMOSÓMICAS EN AMBOS CICLOS 95
RECONFIRMACIÓN 96
RESULTADOS GESTACIONALES EN LAS RECEPTORAS DE GAMETOS 97

DISCUSION 99

ACERCA DE LA HIPÓTESIS Y LOS OBJETIVOS DE TRABAJO 101
ACERCA DE LA METODOLOGÍA 103
TAMAÑO MUESTRAL 103
UN ANÁLISIS EXHAUSTIVO DEL CICLO NO ESTIMULADO 104
POBLACIÓN DE ESTUDIO HOMOGÉNEA 109
LA COMPARACIÓN INTRASUJETO ENTRE AMBOS PROTOCOLOS DE ESTUDIO 110
REPRODUCTIBILIDAD DE LOS DATOS EN POBLACIÓN DIFERENTE 111
EL FISH COMO TÉCNICA 112
LA NO BIOPSIA DE LOS EMBRIONES DETENIDOS 113
BIOPSIA DE UNA SOLA BLASTÓMERA. EL FENÓMENO DEL MOSAICISMO 114

INDICE

14



ACERCA DE LOS RESULTADOS 115
COMPARACIÓN DE LA DINÁMICA FOLICULAR ENTRE EL CICLO NO ESTIMULADO Y EL CICLO ESTIMULADO 115
COMPARACIÓN EN LA TASA DE ANEUPLOIDÍAS ENTRE EL CICLO NO ESTIMULADO Y EL CICLO ESTIMULADO 116
IMPORTANCIA DE LAS DOSIS DE GONADOTROPINAS ADMINISTRADAS DURANTE LA ESTIMULACIÓN 117
IMPORTANCIA DE LA RESPUESTA OVÁRICA A LA ESTIMULACIÓN 121
COMPARACIÓN ENTRE LA TASA DE ANEUPLOIDÍAS OBSERVADA EN LAS DONANTES DE OVOCITOS DE NUESTRO 
ESTUDIO CON LA HISTÓRICA 124
LA IMPORTANCIA DEL NÚMERO ABSOLUTO DE EMBRIONES EUPLOIDES POR CICLO EN COMPARACIÓN CON 
EL PORCENTAJE DE ANEUPLOIDÍAS 125
CORRELACIÓN ENTRE EL RESULTADO DEL PGS EN EL CICLO NO ESTIMULADO Y EN EL CICLO ESTIMULADO 126
RESULTADOS GESTACIONALES 126

CONCLUSIONES 129

BIBLIOGRAFÍA 133

ANEXOS 161

ANEXO 1: INFORME DEL COMITÉ ÉTICO DE INVESTIGACIÓN CLÍNICA 163
ANEXO 2: HOJA DE INFORMACIÓN Y CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LAS RECEPTORAS DE GAMETOS 165
ANEXO 3: HOJA DE INFORMACIÓN Y CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LAS DONANTES DE ÓVULOS 171
ANEXO 4: ARTÍCULO PUBLICADO 177

INDICE

15



ADN: ácido desoxirribonucleico
aCGH: arrays-hibridación genómica 
comparada, del inglés arrays 
comparative genomic hybridization
CC: Citrato de clomifeno
CEP: Sonda dirigida a secuencias 
centroméricas, del inglés Chromosome-
specifi c centromeric enumeration probes
CN: Ciclo natural
CNM: Ciclo natural modifi cado
CP: Corpúsculo Polar
E2: Estradiol
EO: Estimulación ovárica
FISH: Hibridación in situ fl uorescente, 
del inglés Fluorescence in Situ 
Hybridization
FIV: Fecundación in vitro
FSH: Hormona foliculoestimulante, del 
inglés Follicle Stimulating Hormone
GnRH: hormona liberadora de 
gonadotropinas, del inglés Gonadotropin 
Releasing Hormone
hCG: gonadotropina coriónica humana, 
del inglés human coriogonadotropin 
hMG: gonadotropina menopaúsica 
humana, del inglés human menopausal 
gonadotropin
hp-hMG: gonadotropina menopaúsica 
humana altamente purifi cada, del inglés 
highly purifi ed human menopausal 
gonadotropin
IC: Intervalo de Confi anza
ICSI: Inyección intracitoplasmática 
de espermatozoides, del inglés 
intracytoplasmic sperm inyection
IGF-II: factor de crecimiento de insulina, 
del inglés insulin growth factor II 
IMC: Indice de Masa Corporal 
LH: Hormona luteinizante, del inglés 
luteinizing hormone
LSI: Sonda específi ca de locus, del 
inglés Locus Specifi c Identifi er

MI: Metafase I
MII: Metafase II
OR: Odds Ratio
P: Progesterona
PCR: reacción en cadena de la 
polimerasa, del inglés polymerase chain 
reaction
PGS: Cribado genético 
preimplantacional, del inglés 
Preimplantational Genetic Screening
PGD: Diagnóstico genético 
preimplantacional, del inglés 
Preimplantational Genetic Diagnosis
PMSG: gonadotropina sérica de yegua 
preñada, del inglés pregnant mare serum 
gonadotropin
rCG: coriogonadotropina recombinante, 
del inglés recombinant coriogonadotropin 
RT-qPCR: reacción en cadena de la 
polimerasa cuantitativa en tiempo 
real, del inglés real-time quantitative 
polymerase chain reaction
RN: Recién nacido/ RNV: Recién nacido 
vivo
RR: Riesgo relativo
SHO: Síndrome de hiperestimulación 
ovárica
SOP: Síndrome de ovario poliquístico
SNP: Polimorfi smo de nucleótido 
simple, del inglés single nucleotide 
polymorphism
TE: Transferencia embrionaria
TRA: Técnicas de Reproducción Asistida
UI: Unidades Internacionales
VE: Valerianato de Estradiol
VEGF: factor de crecimiento vascular 
endotelial, del inglés vascular endotelial 
growth factor 
VG: Vesícula Germinal
VIH: Virus de la Inmunodefi ciencia 
Humana
ZP: Zona Pelúcida

GLOSARIO DE ABREVIATURAS

16



Figura 1: Procedimientos llevados a cabo durante la fase folicular del ciclo no 
estimulado (fi gura 1A) y del ciclo estimulado (fi gura 1B). ............................................63
Figura 2: Protocolo del estudio. Las donantes de óvulos son sometidas a un ciclo 
no estimulado y posteriormente a un ciclo de estimulación ovárica controlada. ........69
Figura 3: Flujo de la población del estudio. .................................................................74
Figura 4: La fi gura 4A (izquierda) muestra la tasa de aneuploidias total en el ciclo 
no estimulado (46 embriones analizados) y en el ciclo estimulado (303 embriones 
analizados procedentes de 46 ciclos). La fi gura 4B (derecha) muestra la comparación 
intrasujeto de la media de tasa de aneuploidías de cada una de las donantes (46 
casos de ciclo no estimulado vs. 46 casos de ciclo estimulado). ...............................81
Figura 5: Diagrama de cajas y bigotes del número de embriones euploides por 
donación en el ciclo estimulado. .................................................................................82
Figura 6: Número de embriones euploides, aneuploides y no biopsiables en 
cada caso individual (n=46) en el ciclo de estimulación ovárica. ................................83
Figura 7: Correlación entre número de ovocitos totales obtenidos con el número
 total de embriones euploides por donante. ................................................................85
Figura 8: Correlación entre número de ovocitos metafase II con el número total 
de embriones euploides por donante. .........................................................................85
Figura 9: Correlación entre número de ovocitos fecundados con el número total 
de embriones euploides por donante. .........................................................................86
Figura 10: Correlación entre número de ovocitos totales obtenidos con el número 
total de embriones aneuploides por donante. .............................................................86
Figura 11: Correlación entre número de ovocitos metafase II con el número total 
de embriones aneuploides por donante. .....................................................................87
Figura 12: Correlación entre número de ovocitos fecundados con el número total 
de embriones aneuploides por donante. .....................................................................87
Figura 13: Correlación entre número de ovocitos totales obtenidos con el número 
total de embriones no biopsiables por donante. .........................................................88
Figura 14: Correlación entre número de ovocitos Metafase II con el número total 
de embriones no biopsiables por donante. .................................................................88
Figura 15: Correlación entre número de ovocitos fecundados con el número total 
de embriones no biopsiables por donante. .................................................................89
Figura 16: Correlación entre número de ovocitos totales obtenidos con la tasa de 
aneuploidías embrionarias. ..........................................................................................92
Figura 17: Correlación entre número de ovocitos metafase II con la tasa de 
aneuploidías embrionarias. ..........................................................................................93
Figura 18: Correlación entre número de ovocitos fecundados con la tasa de 
aneuploidías embrionarias. ..........................................................................................93
Figura 19: Correlación entre dosis total de gonadotropinas administradas con la 
tasa de aneuploidías embrionarias. .............................................................................94

INDICE DE FIGURAS

17



Tabla 1: Análisis descriptivo de los parámetros de la fase folicular y del desarrollo 
embrionario de los 51 ciclos no estimulados y de los 46 ciclos estimulados en los 
cuales se llevó a cabo el FISH-PGS. ...........................................................................77
Tabla 2: Análisis comparativo entre parámetros del laboratorio de FIV en ambos 
ciclos. ..........................................................................................................................78
Tabla 3: Resultados del PGS de 46 donantes que completaron el ciclo no
estimulado y el ciclo estimulado..................................................................................80
Tabla 4: Distribución del número de blastocistos euploides en el ciclo
estimulado. El percentil 50 corresponde a la mediana. ...............................................82
Tabla 5: Media ± desviacion estándar,  mediana y rango intercuartil de los parámetros 
de respuesta ovárica en el ciclo estimulado (número de ovocitos totales, ovocitos MII 
y ovocitos fecundados). El percentil 50 corresponde a la mediana. ...........................90
Tabla 6: Media de embriones euploides por donante en función de si la respuesta 
ovárica (en términos de número de ovocitos totales, MII y fecundados) está por 
debajo del percentil 50 (P50=mediana) o es igual o superior al P50...........................91
Tabla 7: Frecuencia de afectación de un determinado cromosoma en el grupo de 
embriones aneuploides. No se observan diferencias estadísticamente signifi cativas 
(p>0,05) para ninguno de los cromosomas entre los ciclos no estimulado y 
estimulado. ..................................................................................................................95
Tabla 8: Re-análisis mediante FISH en día 5 de desarrollo en una muestra de 36 
embriones. ...................................................................................................................96
Tabla 9: Resultados gestacionales en las receptoras de gametos. .............................98

INDICE DE TABLAS

18



INTRODUCCIÓN

19





21

INTRODUCCIÓN

RESUMEN Y ESTADO ACTUAL DEL TEMA      

 La fecundidad humana es relativamente baja en comparación con otros mamíferos.  

Así, la posibilidad de lograr una gestación espontánea en un ciclo menstrual único es del 

20–30% (Evers 2002, Taylor 2003), signifi cativamente 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 anomalías cromosómicas en embriones humanos, que conllevaría a la muerte embrionaria 

temprana en periodo preimplantatorio, a fallos de implantación y a abortos espontáneos  

(Wells, Delhanty 2000, Macklon, Geraedts & Fauser 2002). 

 Esta información procede, entre otros, del análisis mediante cribado genético 

preimplantacional (PGS; del inglés preimplantation genetic screening) de embriones 

generados en el contexto de un tratamiento de fecundación in vitro (FIV) en pacientes 

sometidas a una estimulación ovárica (EO) y que precisan la realización de esta técnica 

por diferentes motivos. En este escenario, se ha evidenciado una alta frecuencia de errores 

cromosómicos y aneuploidía en embriones humanos  (Macklon, Geraedts & Fauser 2002, 

Wilton 2002). 

 De hecho, en pacientes de buen pronóstico sometidas a FIV, entre un 32 y un 64 % de los 

embriones son portadores de anomalías cromosómicas numéricas o aneuploidías (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 pronóstico como mujeres de edad avanzada o pacientes con antecedentes de aborto 

de repetición o fallo de implantación (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 más de la mitad de 

los embriones obtenidos a partir de donantes de ovocitos son aneuploides, lo cual es más 
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alto de lo esperable ya que se trata de mujeres jóvenes, sanas y fértiles  (Reis Soares et al. 

2003, Munne et al. 2006, Keskintepe, Sher & Keskintepe 2007, Sher et al. 2007). Estos datos 

podrían explicar el porqué las tasas de éxito en FIV no son mayores a pesar de los avances 

científi cos que se han producido en los últimos años. 

 Considerando que los embriones sometidos a PGS se obtienen tras procedimientos 

de FIV rutinarios, queda por dilucidar si esta tasa de anomalías cromosómicas tan elevada 

podría ser inherente a la especie humana en las concepciones tempranas (Wilton 2005) o, 

por el contrario,  si está 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 último 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 

aneuploidías ovocitarias y embrionarias. Por el contrario, un estudio no observó diferencias 

en la tasa de aneuploidías 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 anomalías cromosómicas en embriones resultantes de abortos espontáneos 

cuando la concepción ha sido espontánea o tras un tratamiento de EO con administración 

de hormona foliculoestimulante (FSH) exógena (Martinez et al. 2010, Massie et al. 2011, 

Bingol et al. 2012, Pendina et al. 2013). 

 Otros trabajos no han evidenciado una relación positiva entre la respuesta elevada a la 

EO y la incidencia de aneuploidias ovocitarias (Plachot 2001) o de anomalías cromosómicas 

cuando se lleva a cabo la técnica de arrays-hibridación genómica comparada (aCGH) para 

PGS (Ata et al. 2012). Tampoco se ha detectado una relación negativa entre la respuesta 

elevada a la EO y las tasas de gestación (Kok et al. 2006, Fatemi et al. 2013) 

 De todos los factores exógenos que pudieran incrementar la incidencia de anomalías 
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cromosómicas, 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 sería necesario establecer en 

primer lugar cuál es la incidencia real de aneuploidías embrionarias en los seres humanos 

en condiciones fi siológicas, y compararla con aquella observada en ciclos de EO. 

 El único modo certero para analizar lo primero sería 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 embrión en 

estadio preimplantatorio se precisa la realización de una técnica de FIV. Por tanto, en el 

análisis cromosómico de los embriones humanos siempre habrá que considerar un posible 

sesgo inherente al procedimiento realizado in vitro. 

 En este sentido, el único estudio que trató de analizar la incidencia de aneuploidías 

en un ciclo de FIV no estimulado, describió un 36,4% de anomalías cromosómicas en los 

embriones resultantes (Verpoest et al. 2008). Este dato preliminar sugiere que incluso en 

condiciones ováricas fi siológicas, la existencia de anomalías está presente en la especie 

humana en al menos un tercio de los casos, lo cual explicaría la baja fecundidad incluso en 

un ciclo espontáneo natural. 

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

generar embriones portadores de anomalías cromosómicas.

ANTECEDENTES               

   Estimulación ovárica para FIV. Generalidades

 El primer embarazo humano logrado con FIV fue el resultado de un óvulo recuperado 

en un ciclo espontáneo o natural (Steptoe, Edwards 1978). Sin embargo, pronto se 

concluyó que este método presentaba varios inconvenientes, como la necesidad de llevar 

a cabo múltiples controles ecográfi cos a cambio de una baja tasa de éxito y alta tasa de 



24

cancelación. La incorporación de la EO supuso un gran avance, siendo actualmente una 

parte integral de las técnicas de reproducción asistida (TRA) y un factor esencial ligado al 

éxito de dichas técnicas en el tratamiento de la esterilidad. 

 Las gonadotropinas son los fármacos más utilizados actualmente en nuestro medio 

para llevar a cabo la EO, con el objetivo de inducir un desarrollo folicular múltiple y obtener 

un mayor número de óvulos u ovocitos maduros y tener así la posibilidad de seleccionar 

uno o más embriones para la transferencia. La EO debe cumplir con la condición de 

alcanzar el mayor grado de efi cacia posible con el menor riesgo y mejor coste-efectividad. 

Esta realidad cada vez más aceptada, junto con la evidencia creciente de que los niveles 

elevados de hormonas esteroideas durante la estimulación ovárica 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 defi ende 

las ventajas de la estimulación ovárica suave o “mild ovarian stimulation”  (Edwards, Lobo 

& Bouchard 1996, Hohmann, Macklon & Fauser 2003, Fauser et al. 2010). Sus objetivos 

pueden ser fácilmente suscritos, ya que ponen énfasis en obtener el mejor resultado con el 

menor riesgo y coste posible, y argumentando que el objetivo fi nal de estos tratamientos 

es tener como resultado el nacimiento de un niño único sano, evitando el temido riesgo 

de padecer un síndrome de hiperestimulación ovárica (SHO), evento que puede llegar a 

amenazar la vida de la paciente  (Devroey, Polyzos & Blockeel 2011).

 Desde hace años, la EO con FSH se realiza conjuntamente con análogos (agonistas 

o antagonistas) de la hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH) para evitar picos 

endógenos de hormona luteinizante (LH) que incrementarían el riesgo de ovulación 

espontánea precoz (Howles et al. 1986). 

 La dosis media habitual en pacientes en las que se espera obtener una respuesta 

adecuada podría situarse en torno a 150-225 UI diarias de actividad FSH, aunque lo ideal 

sería recurrir a modelos de predicción que permitan orientar correctamente la elección de 

la dosis inicial de la mayoría de pacientes con normorrespuesta (Olivennes et al. 2011, La 
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Marca, Sunkara 2014). La adición de actividad LH a la actividad FSH durante un tratamiento 

de EO es más controvertida. Si bien algunos autores defi enden que no es necesaria, otros 

promulgan su utilización en pacientes de mal pronóstico, como pacientes mayores de 35 

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

  Tipos de estimulación ovárica según terminología ISMAAR

 El uso cada vez más creciente de protocolos de EO mínima o incluso el resurgimiento 

del ciclo natural como alternativa en casos determinados, hizo necesaria la creación de una 

nueva terminología sobre los diferentes tipos de EO llevados a cabo en FIV con el fi n de 

unifi car criterios. Un grupo de interés de expertos de la Sociedad Internacional de estrategias 

moderadas en reproducción asistida (ISMAAR: International Society for Mild Approaches in 

Assisted Reproduction), propuso las siguientes defi niciones  (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 espontáneo 

de la paciente, sin administración de ningún tipo de medicación en ningún momento 

del ciclo. El objetivo de este ciclo es obtener un ovocito seleccionado de forma 

natural y con el mínimo coste posible. 

II. Ciclo natural modifi cado (CNM): Este término debe aplicarse cuando se utilizan 

hormonas exógenas o drogas en el contexto de un ciclo natural espontáneo de 

la paciente con el objetivo de obtener un único ovocito seleccionado de forma 

natural pero reduciendo las posibilidades de cancelación del ciclo. Este protocolo 

puede abarcar dos escenarios diferentes: 

a. Uso de gonadotropina coriónica humana (hCG) para inducir la maduración 

ovocitaria fi nal. El soporte de fase lútea puede o no ser administrado.

b. Administración de un antagonista de la GnRH para evitar el pico de LH 

endógeno con o sin uso concomitante de FSH o gonadotropina menopaúsica 
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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 lútea.

III. Estimulación ovárica suave (“mild”) para FIV: Se defi ne como el método en el que 

se utilizan dosis bajas de FSH o hMG, y/o un tratamiento adyuvante de menor 

duración con antagonistas de la GnRH; o cuando se utilizan compuestos por vía 

oral, como por ejemplo antiestrógenos o inhibidores de la aromatasa, bien solos o 

en combinación con gonadotropinas. Igualmente, se administra la hCG y se lleva 

a cabo un soporte de fase lútea. El objetivo es obtener entre 2 y 7 ovocitos.

IV. Estimulación ovárica convencional para FIV: Este término se utiliza para defi nir los 

siguientes escenarios: 

a. Uso de agonistas de la GnRH desde la mitad de la fase lútea del ciclo previo 

en protocolo largo para supresión hipofi saria seguido de la utilización de dosis 

convencionales de FSH o hMG.

b. Uso de agonistas de la GnRH en un protocolo “fl are” seguido de la utilización 

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 

lútea. El objetivo es obtener más de 8 ovocitos.

  Ciclo natural/natural modifi cado para FIV

 Hace unos años el CN revivió como alternativa debido a las preocupaciones derivadas 

de la EO, como por ejemplo, el riesgo de padecer un SHO, el riesgo de la gestación múltiple, 

el coste derivado del uso de gonadotropinas, la posible menor receptividad endometrial en 

los ciclos estimulados, el riesgo de padecer cáncer y los dilemas éticos derivados de la 

acumulación y congelación 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 físico, ya que sólo requiere controles ecográfi cos para la monitorización del 

ciclo; es menos invasivo para la paciente pues no requiere de la inyección de preparados 

hormonales; y tiene un bajo riesgo de complicaciones, fundamentalmente de gestación 

múltiple 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 efi cacia se ve truncada por las altas tasas de cancelación debidas a picos 

prematuros de LH, a ovulación precoz o a la no obtención de ovocito tras la punción. 

 En una revisión sobre 1800 ciclos naturales para FIV, la tasa de cancelación por ciclo 

iniciado resultó del 28,9%, mientras que las tasas de obtención de ovocito por punción 

oscilaban en los distintos estudios entre el 57,1% y el 100% en función de si usaban aguja 

de aspiración de única vía o doble vía o de si hacían lavado folicular, entre otros. La tasa de 

gestación evolutiva por CN oscila entre el 7,2% y el 8,3% (Pelinck et al. 2002, Pelinck et al. 

2006).

 Se ha descrito una tasa de gestación 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 único ciclo estimulado de FIV siendo incluso más rentable 

la primera opción, no se debe olvidar que con los CN hay una mayor inversión de tiempo e 

incremento en el número adicional de procedimientos de recuperación de ovocitos, lo cual 

incrementa la tasa de abandono por parte de las pacientes, sobretodo a partir del 3º ciclo 

fallido y en pacientes de mal pronóstico (tasa acumulada de abandono del 47,8%) (Pelinck 

et al. 2007). 

 En resumen, las tasas de éxito del CN siguen siendo más 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 últimos 20 años, el diagnóstico genético preimplantacional (PGD; del inglés 

preimplantation genetic diagnosis) se ha realizado fundamentalmente en embriones en día 3 

de desarrollo tras biopsiar una o dos de sus células (blastómeras) con el fi n de diagnosticar 

enfermedades monogénicas y anomalías cromosómicas hereditarias. Las técnicas 

más utilizadas han sido la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para estudiar las 

primeras o hibridación in situ fl uorescente (FISH) para anomalías cromosómicas numéricas 

(aneuploidías) o estructurales, como translocaciones o inversiones. 

 El PGS mediante FISH en núcleos en interfase utiliza la misma tecnología que el PGD 

pero con el fi n de descartar aneuploidías, analizando los cromosomas de embriones 

generados tras tratamientos de FIV. Los defensores de su realización sistemática alegan 

3 hechos fundamentales: los ovocitos y embriones humanos presentan altas tasas de 

aneuploidías; la aneuploidía es casi siempre letal; y las anomalías cromosómicas tienen un 

efecto mínimo sobre la morfología embrionaria. En los últimos años ha sido ampliamente 

utilizado en pacientes de mal pronóstico como mujeres de edad avanzada, con fallos de 

implantación previos, abortos de repetición 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 ácido desoxirribonucleico (ADN) marcadas con moléculas 

fl uorescentes que se unen específi camente a secuencias de ácidos nucleicos de un 

cromosoma, de modo que se pueden enumerar las copias de un determinado cromosoma 

presente en el núcleo de una célula. La primera aplicación del FISH en células únicas utilizó 

sondas para los cromosomas X e Y (Griffi n et al. 1992), por lo que rápidamente se usó para 

diagnóstico del sexo del embrión en parejas con enfermedades ligadas al sexo (Griffi n et al. 
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1993). Desde entonces, aparecieron más sondas que permitieron el análisis simultáneo de 

un mayor número de cromosomas. 

 Las sondas utilizadas en núcleos interfásicos pueden ir dirigidas a diferentes tipos de 

secuencias de ADN: secuencias centroméricas (CEP, del inglés Chromosome-specifi c 

centromeric enumeration probes, utilizadas generalmente para el diagnóstico de los 

cromosomas 15, 16, 17, 18, X e Y),  específi cas de locus (LSI, del inglés Locus specifi c 

identifi er, para los cromosomas 13, 21, 22) y subteloméricas. Estas últimas, localizadas en 

los extremos terminales de cada cromosoma, se utilizan generalmente para la reconfi rmación 

de señales no concluyentes con sondas CEP y LSI. 

 Tras llevar a cabo la desnaturalización del núcleo fi jado en el portaobjetos y las sondas 

de ADN, se realiza la hibridación de éstas con su secuencia complementaria en el núcleo 

a evaluar. Posteriormente se detectan las señales con microscopio de fl uorescencia y se 

emite el diagnóstico de euploidía o aneuploidía.  

 La hibridación simultánea con sondas CEP y LSI para varios cromosomas permite 

descartar muchas de las aneuploidías humanas más frecuentes. En estos casos se realiza 

una FISH secuencial con varias rondas de hibridación, que pueden ser hasta 3. El protocolo 

más utilizado incluye los cromosomas 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X e Y, con los cuales se 

detectan aproximadamente el 85% de aneuploidías (Munne, Wells 2003). La tercera ronda 

de hibridación se utiliza para analizar cromosomas adicionales o para reconfi rmar señales 

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 número de marcas fl uorescentes que 

aparece en cada núcleo para cada uno de los cromosomas a analizar. El resultado puede 

ser un embrión: 

- Diploide normal (euploide, 2n): la célula analizada presenta dos señales para cada 

uno de los cromosomas analizados.

- Haploide (1n): una única señal para todos y cada uno de los cromosomas analizados.
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- Triploide (3n): 3 señales para todos y cada uno de los cromosomas analizados.

- Monosomía: una única señal de hibridación para uno o varios (no todos) cromosomas 

analizados. Implica, por tanto, la pérdida de uno o varios cromosomas concretos. 

- Trisomía: 3 señales de hibridación para uno o varios (no todos) cromosomas 

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

 Anomalías cromosómicas numéricas y estructurales

 Las anomalías cromosómicas son aquellas que conllevan tanto alteraciones en el 

número de cromosomas (anomalías numéricas) como en la estructura de los mismos 

(anomalías estructurales). 

 Cuando el cambio en la dotación cromosómica “numérica” involucra a dotaciones 

completas de cromosomas hablamos de poliploidías (triploidías, tetraploidías…etc) o 

haploidías; mientras que si sólo implica a uno o varios cromosomas aislados dentro de una 

dotación cromosómica hablamos de aneuploidías. 

 Las aneuploidías son las alteraciones cromosómicas más frecuentemente halladas en la 

especie humana siendo la monosomía y la trisomía las más habituales. La mayoría de estas 

alteraciones se detienen en el útero, y por ello las aneuploidías son la causa genética más 

frecuente de abortos espontáneos. Sin embargo, algunas trisomías autosómicas (13, 18 y 

21) y aneuploidías 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 anomalías cromosómicas “estructurales” afectan a la estructura de cromosomas 

específi cos e implican rotura y reorganización de fragmentos de uno o más 

cromosomas, destacando las translocaciones (a su vez se clasifi can en robertsonianas 

y reciprocas) y las inversiones. Estas anomalías estructurales no se deben a errores en 

la división celular, sino que pueden ser secundarias a factores ambientales que ejercen 

un efecto mutagénico. Los portadores de estas reorganizaciones cromosómicas 
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equilibradas son fenotípica e intelectualmente normales, pero tienen mayor riesgo 

de transmitir a la descendencia desequilibrios por segregación anómala durante la 

meiosis y problemas reproductivos, como abortos. La repercusión sobre la fertilidad 

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

 Mosaicismo

 Las aneuploidías pueden hallarse en todas las células del embrión (por tanto, del 

organismo) o sólo 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 segregación cromosómica post-cigótica, durante las primeras divisiones 

mitóticas y antes de cualquier evento de diferenciación celular. Su aparición es totalmente 

independiente de la edad materna (Munne et al. 2002), a diferencia de las aneuploidías de 

origen meiótico. 

 Por tanto, el mosaicismo implica la coexistencia de 2 o más líneas celulares con una 

constitución genética diferente, es decir, que algunas células son diploides normales y 

otras aneuploides en el mismo embrión, o incluso que diferentes células tienen diferentes 

tipos de aneuploidías (van Echten-Arends et al. 2011). El mosaicismo se ha relacionado con 

enfermedades genéticas, abortos espontáneos 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: fenómeno de no disyunción mitótica, retraso de 

la anafase y fenómeno de endorreduplicación. Los dos últimos mecanismos parecen ser 

los responsables de la mayoría de errores cromosómicos durante el desarrollo embrionario 

(Taylor et al. 2014). 

 En función del momento en el que se produce el error mitótico (en estadio de cigoto 

o posteriormente), la extensión del mosaicismo será diferente, con porcentajes distintos 

de cada línea celular. Se distinguen diferentes tipos de mosaicismo: euploide/aneuploide 
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(cuando una blastómera presenta una dotación cromosómica normal (2n) y la otra 

aneuploide);  aneuploide/aneuploide (cuando ambas blastómeras presentan anomalías 

cromosómicas pero no la misma); mixoploide (si se originan diferentes líneas celulares con 

alteraciones en la ploidía, por ejemplo, 2n/4n) y caótico (cuando existen 3 o más líneas 

celulares con dotaciones cromosómicas distintas).

 El mosaicismo sólo puede ser diagnosticado en día 3 de desarrollo embrionario cuando 

se biopsian y analizan un mínimo de 2 blastómeras, ya que si sólo se biopsia una no 

puede ser detectado. De hecho se ha criticado la biopsia de una única blastómera por la 

posibilidad de que ésta no sea representativa del estatus cromosómico de todo el embrión. 

Coulam detectó una discordancia del 74,5% entre el resultado del análisis de 2 blastómeras 

procedentes del mismo embrión biopsiado en día 3 de desarrollo, aunque sugirió que esta 

diferencia pueda ser debida a factores biológicos o a fallos técnicos durante la preparación 

de las blastómeras para el FISH  (Coulam et al. 2007). 

 Sin embargo, varios estudios han demostrado que el resultado del complemento 

cromosómico de una blastómera en día 3 de desarrollo embrionario es altamente predictivo 

del estatus cromosómico del embrión en estadio de blastocisto o día 5 de desarrollo 

(Daphnis et al. 2008, Mir et al. 2010). Además, algunos autores sugieren que la biopsia de 2 

blastómeras 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 estadísticamente signifi cativas en tasa de RN vivo en función 

de si se biopsia 1 ó 2 blastómeras (Goossens et al. 2008).

 La incidencia descrita de mosaicismo en embriones humanos procedentes de FIV oscila 

entre el 15 y el 50% cuando se lleva a cabo PGD/PGS mediante la biopsia de 2 blastómeras 

(Baart et al. 2006, Coulam et al. 2007), pudiendo llegar hasta el 90% si se analizan todas las 

células de un embrión (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 día 4 a un 42% en dia 8, es decir, que 

la proporción de mosaicos se reduce a la mitad cuando el embrión alcanza dicho estadio 

(Santos et al. 2010b). Estos autores especulan que una gran proporción de mosaicos 

detienen su desarrollo antes de llegar a estadio de blastocisto; y los que continúan 

dividiéndose, sufren una apoptosis de las células aneuploides o disminuye la proliferación 

de las mismas, de manera que el porcentaje fi nal de células aneuploides es nulo o tan 

bajo que no cumple criterios para defi nir al embrión como mosaico, ya que el embrión 

debe tener un mínimo de 10% blastomeras con la misma anomalía cromosómica para 

considerarlo mosaico. 

 Esto explicaría la gran discordancia existente entre la proporción tan elevada de 

mosaicismo en embriones en estado preimplantatorio y el porcentaje signifi cativamente 

menor en restos de abortos espontáneos (<10%) o en biopsias coriales (1-2%) del primer 

trimestre en gestaciones evolutivas  (Los, Van Opstal & van den Berg 2004). De hecho, esta 

selección natural hace que la incidencia de aneuploidías en recién nacidos sea muy baja 

(0,3%) (Hassold et al. 1996).

 Si bien las aneuploidías no se relacionan tan estrechamente con la morfología 

embrionaria, como se ha comentado previamente, los embriones con mosaicismo 

suelen ser dismórfi cos, de desarrollo lento o bloqueados, y con un mayor  porcentaje de 

fragmentación (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 aneuploidía meiótica. Estas últimas son causa universalmente aceptada de fallo de 

implantación 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 proporción de blastómeras no diploides en el embrión.   
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 Limitaciones del FISH para PGS

 Aunque el FISH ha sido la técnica más usada en los últimos años para seleccionar 

embriones cromosómicamente normales ya que es rápida y técnicamente asequible, 

presenta ciertas limitaciones. 

 En primer lugar depende de la efi ciencia de hibridación, que viene determinada 

por las características intrínsecas de las sondas utilizadas, de la morfología del núcleo 

analizado y la calidad de la extensión del núcleo tras la fi jación. Es por ello que algunos 

embriones analizados son califi cados como no informativos para algunos cromosomas. La 

incorporación de rondas adicionales de hibridación con sondas de ADN dirigidas a locus 

diferentes permite rescatar información de cromosomas no diagnosticables en las primeras 

rondas de hibridación. 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 limitación del FISH hace referencia al número máximo de cromosomas analizables 

simultáneamente en una única célula. Sin embargo, se ha visto que la tasa de error no está 

relacionada con el número de sondas utilizadas. De hecho, se han llegado a analizar hasta 12 

cromosomas mediante FISH, y se ha visto que este análisis no mejora los resultados respecto 

al de 9 cromosomas (Colls et al. 2009). Lo cierto es que las formas raras de aneuploidía, 

que incluyen cromosomas que normalmente no están afectados, suelen ir asociadas a otras 

aneuploidías más frecuentes y ello hace posible el detectar la mayoría de los embriones 

aneuploides sin necesidad de analizar todos los cromosomas (Munne et al. 2010). 

 Actualmente existen otras técnicas que permiten el análisis del complemento 

cromosómico de una célula en su totalidad, destacando los arrays-hibridación genómica 

comparada (aCGH), los polimorfi smos de nucleótido simple (SNP, del inglés single nucleotide 

polymorphism) microarrays, la reacción 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 secuenciación masiva. 

 La más ampliamente utilizada hoy en día son los aCGH, también denominada 
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microarray-CGH o array-CGH. Esta técnica se ha validado en múltiples laboratorios, 

con diferentes estrategias, y ha mostrado de forma consistente una tasa de precisión de 

aproximadamente un 95% en corpúsculo polar e incluso mayor en embriones (Gutierrez-

Mateo et al. 2011, Christopikou et al. 2013).  

 Los aCGH se implantaron en el año 2011 en nuestro centro, por lo que la tecnología 

utilizada para el PGS en nuestro trabajo es el FISH, única utilizada para tal fi n en el momento 

en el que el estudio se llevó a cabo. 

 La última limitación del FISH para PGS mediante biopsia en día 3 de desarrollo 

embrionario es la alta incidencia de mosaicismo en embriones humanos desde el estadio de 

2 células por errores de segregación cromosómica post-cigótica, por lo que ni la biopsia de 

corpúsculo polar ni la de blastómeras podría ofrecer un resultado representativo del estatus 

cromosómico del embrión, independientemente de la técnica utilizada. La activación del 

genoma es tardía, y cuando ocurre hay menores errores de división, por lo que la incidencia 

de mosaicismo disminuye (Santos et al. 2010b). 

 Por todo ello, no queda claro cuál es el estadio embrionario ideal para llevar a cabo 

la biopsia. Los estudios sobre tasas de gestación evolutiva tras PGS mediante análisis de 

24 cromosomas realizados en corpúsculo polar o blastómeras todavía se están llevando a 

cabo, aunque algunos autores evidencian menor tasa de implantación cuando se biopsian 

blastómeras en comparación con trofoectodermo  (Scott, Hong & Scott 2013). Recientemente 

se han publicado varios estudios aleatorizados que reportan un incremento de la tasa de 

implantación y gestación por ciclo y una disminución de las tasas de aborto cuando se 

realiza el análisis de 24 cromosomas mediante biopsia de trofoectodermo, tanto en pacientes 

de buen pronóstico como en edad avanzada  (Yang et al. 2012a, Scott, Hong & Scott 2013). 

Por otra parte, nuestro grupo ha presentado un estudio con biopsia de blastómera en día 

3 y aCGH para PGS en mujeres de edad avanzada en el que se evidencia un incremento 

signifi cativo en la tasa de implantación evolutiva cuando se transfi eren blastocistos euploides, 

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

 El origen de las aneuploidias autosómicas, y concretamente de las trisomías, es 

principalmente materno en el 90-95% de los casos ya que la meiosis femenina es más proclive 

a errores fundamentalmente por su larga duración en comparación 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 única 

de cada cromosoma. La meiosis se inicia con una duplicación del ADN dando lugar a las 

cromátidas hermanas, y posteriormente se producen 2 divisiones sucesivas en las que en 

primer lugar se segregan los cromosomas homólogos (meiosis I o primera división meiótica) 

y en la segunda división se produce la segregación de las cromátidas hermanas (meiosis 

II o segunda división meiótica). El fi n es que cada célula hija resultante presente la misma 

dotación cromosómica. 

 La meiosis I 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 folículo preovulatorio, 

produciendo un ovocito secundario y el primer corpúsculo polar (CP). Tras la ovulación el 

ovocito continúa hasta la metafase de la meiosis II, la cual sólo se completa si se produce 

la fecundación, que resulta en un óvulo maduro fecundado o cigoto y el segundo CP. 

 Los errores durante la meiosis I (bien por un proceso de no disyunción meiótica o a 

la separación prematura de cromátidas) son probablemente la causa más frecuente de 

trisomías. Sin embargo, estudios recientes postulan que los errores de segregación durante 

la meiosis II son muy frecuentes en mujeres de edad avanzada (Kuliev et al. 2003, Kuliev, 

Verlinsky 2004) e incluso pueden llegar a ser más frecuentes que los errores en la meiosis I 

(Fragouli et al. 2011b). Recientemente, se ha evidenciado que el fenómeno de no disyunción 

meiótica parece ser el mecanismo menos prevalente asociado a aneuploidía durante la 

meiosis I y II entre los autosomas  (Handyside et al. 2012, Forman et al. 2013), mientras que 

es el principal mecanismo de errores de segregación en los cromosomas sexuales durante 

las primeras divisiones celulares (Bean et al. 2001, Bean et al. 2002). 
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 La no disyunción meiótica se defi ne como la segregación desequilibrada de los 

cromosomas enteros que conduce a hipo o hiperhaploidía. Puede afectar a todos 

los cromosomas, a un grupo de los mismos, o a algún cromosoma individual. Algunos 

mecanismos de no disyunción 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 disyunción. La trisomía 16 tiene un origen 100% materno y parece proceder siempre 

de errores de meiosis I, mientras que en la trisomía 18 predominan los errores en la 

meiosis II (Nicolaidis, Petersen 1998, Plachot 2003).  El distinto origen de las trisomías 

parecen depender de la diferente arquitectura genómica de cada cromosoma individual, no 

pudiendo esclarecer cuál es el origen de estas diferencias  (Hassold, Hall & Hunt 2007). 

 Se desconocen las causas exactas de la no disyunción meiótica en ovocitos humanos, 

habiendose sugerido errores en la formación de microtúbulos que aproximan los 

cromosomas en la placa meiótica, o en el apareamiento (sinapsis), o en la recombinación 

de cromosomas homólogos (crossing-over o quiasmas). 

 Se han descrito tres factores de riesgo indiscutibles asociados a la génesis de 

aneuploidías humanas: la edad materna, la recombinación anómala y el antecedente de 

trisomía previa (Warburton et al. 2004, Al-Asmar et al. 2012). Otros factores que se han 

sugerido como posibles causantes de aneuploidías son exposición a pesticidas, consumo 

de tabaco, tratamientos hormonales, quimioterapia o radioterapia, pero todavía no se ha 

demostrado una relación directa entre ellos y la incidencia de aneuploidías  (Hassold, Hall 

& Hunt 2007).

 Las trisomías de los cromosomas sexuales (XXX, XXY, XYY), sin embargo, pueden tener 

un origen paterno por no disyunción durante la meiosis espermática o en las divisiones post-

cigóticas (Jacobs, Hassold 1995). Las triploidías suelen ser igualmente de origen paterno, 

por la fecundación de un ovocito por más de un espermatozoide o por la fecundación por 

un espermatozoide diploide (Egozcue et al. 2002). 
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  Efecto de la estimulación ovárica 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 comparación con aquellos desarrollados en 

condiciones in vivo. Aunque las condiciones de cultivo subóptimas sean factor clave en 

este efecto negativo, no se puede excluir la posible infl uencia de la EO. 

 Debido a razones éticas obvias, existe poca información científi ca sobre el impacto de 

las gonadotropinas sobre el desarrollo embrionario, tasas de implantación y embarazo en 

la especie humana. Es por ello que la mayoría 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 exógenas para la estimulación ovárica 

parece afectar al desarrollo embrionario en muchas de sus diferentes etapas.   De hecho, 

hace casi 40 años ya se estimó que en ciclos de EO en ratón existía un 44% de muerte 

embrionaria preimplantatoria en comparación con el 10% observado en un ciclo natural 

control (Beaumont, Smith 1975). 

 Estudios posteriores demostraron que la proporción de embriones con desarrollo pre y 

postimplantatorio anómalo está incrementada en ratas sometidas a tratamiento hormonal 

(bien mediante EO con gonadotropina sérica de yegua preñada (PMSG) y gonadotropina 

coriónica humana (hCG) o simplemente inducción de la ovulación (IO) con hCG en 

comparación con el ciclo espontáneo. Tanto en condiciones in vivo como in vitro, la EO 

y la IO afectan al desarrollo embrionario y fetal, pues retardan el crecimiento embrionario, 

reducen la tasa de implantación, incrementan la mortalidad postimplantación y el número 

medio de fetos vivos por gestación, 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 modifi cación del microambiente uterino materno y de la 
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receptividad endometrial pudieran ser la causa de una menor implantación y un desarrollo 

embrionario y fetal anómalo, antes que el efecto directo sobre la calidad ovocitaria y 

embrionaria  (Ertzeid, Storeng & Lyberg 1993, Ertzeid, Storeng 2001). De hecho, algunos 

autores afi rman que el ambiente alterado en el oviducto de ratas estimuladas parece ser 

incluso más 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 elevación de los niveles 

de hormonas esteroideas (estradiol –E2- y progesterona –P-) secundaria a la EO. El efecto 

deletéreo de los niveles suprafi siológicos de E2 sobre la calidad y capacidad de adhesión 

embrionaria in vitro quedó patente en un estudio en el que se cultivaron embriones de ratón 

sobre una monocapa de células endometriales procedentes de biopsias de endometrio de 

donante humana y se añadió E2 a concentraciones crecientes en diferentes muestras. A 

mayor concentración de E2 sobre el embrión, mayor tasa de degeneración embrionaria y 

menor tasa de llegada a blastocisto, de forma que en las dosis máximas de E2 prácticamente 

todos los embriones estaban degenerados. La tasa de adhesión embrionaria también 

disminuía de forma dosis dependiente cuando añadían E2 al embrión y no al endometrio, 

por lo que concluyen que el E2 a concentraciones elevadas afecta negativamente al embrión 

antes que a la receptividad endometrial (Valbuena et al. 2001). 

 Un estudio aleatorizado más reciente llevado a cabo en hámster dorado demuestra cómo 

al incrementar las dosis de PMSG, si bien se obtiene un mayor número de embriones, el 

desarrollo de los mismos está afectado negativamente. De hecho, ninguno de los embriones 

llegó a blastocisto en el cultivo prolongado cuando se utilizó la dosis más elevada. No se 

observaron diferencias en la maduración ovocitaria, aunque sí se vieron diferentes patrones 

de formación de microfi lamentos tras el tratamiento (Lee et al. 2005). 

 Este efecto dosis dependiente también fue corroborado por Edwards (Edwards et 

al. 2005), que por primera vez utilizó FSH recombinante en ratones y observó cómo el 

desarrollo y calidad embrionaria empeoran a partir de cierto umbral de dosis, de modo que 
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en las dosis mínimas no se veía esta correlación. Además, no observó una alteración en 

la expresión de los genes para IGF-II (factor de crecimiento de insulina, del inglés insulin 

growth factor II), el receptor de IGF-II o VEGF (factor de crecimiento vascular endotelial, 

del inglés vascular endotelial growth factor) en blastocistos, sugiriendo que los efectos 

adversos de la estimulación ovárica con FSH recombinante sobre el desarrollo embrionario 

no se deben a diferencias en la expresión de determinados genes. Sin embargo, cuando 

trató a los ratones con gonadotropina coriónica equina, sí que se observó mayor expresión 

de IGF-II en los blastocistos.

 En resumen, desde que surgieron los primeros estudios en animales se ha observado 

una infl uencia 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 comparación con ciclos naturales. De hecho, no se han apreciado 

diferencias en la tasa de división ni en el patrón de fragmentación entre embriones 

procedentes de un ciclo natural y estimulado en la misma paciente (Ziebe et al. 2004). A 

pesar de no encontrar diferencias morfológicas, este estudio afi rma que no puede descartar 

que las gonadotropinas provoquen efectos adversos sobre viabilidad embrionaria, ya que 

dichos efectos podrían no verse refl ejados hasta la etapa de implantación o incluso más 

tarde. 

 Si bien no hay más estudios comparando calidad embrionaria en ciclo natural vs. 

ciclo estimulado, sí que los hay comparando diferentes dosis de gonadotropinas. Se 

ha descrito una mayor proporción de embriones de buena calidad morfológica tras EO 

suave en comparación 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 apoyaría el ya bien establecido concepto de “estimulación 

suave”, con la teoría de que una EO más fi siológica conduce a menor número de ovocitos 

y embriones, pero de mejor calidad. 

 Aunque parece que los embriones categorizados como de “alta calidad” desde el punto 

de vista morfológico tienen más posibilidades de implantar (Lundqvist et al. 2001), lo cierto 

es que todavía no se ha podido predecir con certeza qué embrión va a implantar y va 

a dar lugar al nacimiento de un niño sano. Esto es debido a que existe una alta tasa de 

errores cromosómicos numéricos en embriones humanos (Wilton 2002), que justifi caría la 

inefi ciencia de la reproducción humana, tanto in vivo como in vitro. 

 A pesar de que algún estudio ha evidenciado una cierta correlación entre la morfología 

embrionaria y la constitución cromosómica embrionaria (Sadowy et al. 1998, Magli et 

al. 2007), lo cierto es que existe un amplio consenso afi rmando que la morfología de los 

embriones en desarrollo no refl eja de forma fi able cuál es su estado cromosómico (Magli et 

al. 2000, Hardarson et al. 2003, Munne 2006, Rubio et al. 2007, Eaton et al. 2009, Alfarawati 

et al. 2011, Yang et al. 2012b, Fragouli et al. 2013), porque el genoma del mismo no se activa 

hasta día 3 de desarrollo  (Braude, Bolton & Moore 1988) y las aneuploidías comienzan a 

ejercer un efecto negativo en el desarrollo y morfología a partir de ese momento (Wells 

2010). Además, la evaluación morfológica, aunque no invasiva, tiene las desventajas de ser 

altamente subjetiva, requerir experiencia y existir poca estandarización (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 cromosómico (tras biopsia de trofoectodermo) más 

que con los parámetros morfológicos  o de desarrollo embrionario (Capalbo et al. 2014). En 

lo que respecta al último punto, algunos estudios retrospectivos apuntan a que el análisis de 

la dinámica de la división 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 aseveración es muy prematura pues todavía no 
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hay estudios prospectivos aleatorizados, con un tamaño 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 ningún método no invasivo certero que pueda ser 

utilizado como único parámetro de calidad embrionaria y se recurre al PGS como técnica 

para analizar el estatus cromosómico del embrión.

  Efecto de la estimulación ovárica sobre la constitución cromosómica 

embrionaria 

 En primer lugar, se revisa el efecto de la estimulación ovárica sobre la incidencia de 

poliploidías, fundamentalmente triploidías; y posteriormente, sobre la incidencia de 

aneuploidías. 

 Estimulación ovárica y poliploidías en el modelo animal

 En experimentación animal se ha observado una elevada incidencia de poliploidía 

(fundamentalmente triploidía) en el contexto de la técnica de FIV y tras procedimientos de 

superovulación. 

 Estudios preliminares en roedores, informan de un aumento signifi cativo de triploidía, 

atribuible principalmente a la no extrusión del segundo CP, en embriones de ratonas 

estimuladas con PMSG (Takagi, Sasaki 1976, Chang 1977). Otros autores observaron una 

relación lineal positiva entre la dosis de PMSG y la incidencia de poliploidía en ovocitos de 

ratonas bajo condiciones de fecundación in vitro, atribuyendo el origen de la poliploidía a 

la polispermia o a la fecundación llevada a cabo por espermatozoides diploides, ya que 

esta asociación dosis dependiente no se observó cuando la fecundación se había llevado 

a cabo in vivo  (Maudlin, Fraser 1977, Santalo, Estop & Egozcue 1986). 

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

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

Viuff et al. 2001).  

 Estimulación ovárica y aneuploidías en el modelo animal

 Respecto al efecto directo de las gonadotropinas sobre las aneuploidías, los estudios 

son contradictorios y por ello no muestran un consenso tan claro. 

 Los primeros trabajos mostraron un ligero, pero signifi cativo aumento de anomalías 

cromosómicas en blastocistos y embriones de conejo obtenidos después de una 

superovulación respecto a los grupos control  (Fujimoto, Pahlavan & Dukelow 1974). Se 

sugirió que la estimulación pudiera inducir alteraciones en el ADN tras observar un incremento 

en el intercambio entre cromátides hermanas en embriones de ratones hiperestimulados 

(Elbling, Colot 1985).

 Sin embargo, posteriormente no se evidencia un aumento de la incidencia de anomalías 

cromosómicas en embriones de oveja Merino al aumentar la dosis de PMSG ni en la 

comparación entre ovejas estimuladas con PMSG y ovejas no tratadas  (Murray, Boland & 

Moran 1986). 

 Estudios en hámsters sometidos a tratamientos de EO tampoco han evidenciado un 

incremento de anomalías cromosómicas 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 disminución en la tasa de implantación cuando son 

transferidos a madres de alquiler. Este hecho sugiere que la estimulación con PMSG en 

hámsters pudiera generar efectos letales durante la maduración meiótica o el desarrollo 

embrionario precoz que no se hacen manifi estos hasta el periodo periimplantatorio 

(McKiernan, Bavister 1998). 

 En ratones, inicialmente no se observó un incremento de aneuploidías ovocitarias tras 

EO (Golbus 1981); mientras que sí se describió un incremento de anomalías cromosómicas 

en cigotos en ciclo estimulado vs. espontáneo, pero esa tasa no se mantenía elevada 
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en los embriones en estadio de división, ya que todos los cigotos cromosómicamente 

anormales fallecen antes de llegar a estadio de mórula o blastocisto (Spielmann, Vogel 

1993), evento que no ocurre en humanos, donde un porcentaje no desdeñable de embriones 

aneuploides llegan a estadio de blastocisto (Sher et al. 2007).  Recientemente tampoco se 

ha evidenciado un incremento de aneuploidías embrionarias ni mosaicismo en ratones tras 

EO con gonadotropinas en comparación con un grupo control de ciclo natural  (Fauzdar, 

Halder & Kumar 2009). 

 Las estimulaciones repetidas en ratones parecen acarrear una alteración en la 

organización del citoplasma y del huso meiótico en ovocitos metafase II madurados 

tanto in vivo como in vitro (Van Blerkom, Davis 2001), así como un daño oxidativo en los 

ovarios que es proporcional al número de exposiciones a ciclos de EO, refl ejándose en 

la aparición de inmunoproteínas contra grupos carbonilos y en la delección de grandes 

regiones del ADN mitocondrial (Chao et al. 2005). Por otra parte, la adición de FSH a 

altas concentraciones en el medio de cultivo de ovocitos madurados in vitro altera la 

maduración nuclear, afecta al alineamiento de los cromosomas durante la metafase I 

(están más dispersos y alejados entre sí, aunque la morfología del huso meiótico no se 

altera sustancialmente) e induce la génesis de aneuploidías en los ovocitos metafase II 

(Roberts et al. 2005). 

 Estimulación ovárica y poliploidías en el modelo humano

 Como sucede en animales, la poliploidía/triploidía es un hallazgo bastante frecuente en 

los procedimientos de FIV. Esta puede ser debida a una fecundación 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 realización 

de un ICSI puede evitar las triploidías dispérmicas (también denominadas diándricas), 

pero no las triploidías diginicas (de origen materno) secundarias a la no extrusión del CP 

durante la segunda meiosis ovocitaria, conllevando la fecundación 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 comprometerá los 

resultados del FIV (Dayal et al. 2009). 

 Respecto al posible efecto de la EO sobre la génesis de triploidías, los estudios 

publicados no llegan a un consenso claro. 

 Mientras algunos autores correlacionan la triploidía con la alta respuesta a la EO (Sachs 

et al. 2000), otros no confi rman esta correlación (Dayal et al. 2009). Se ha visto que la dosis 

de inicio de gonadotropinas así como el tiempo de exposición a las mismas son factores 

predictivos de génesis de triploidía (Rosen et al. 2006). A excepción del estudio de Sachs, 

se observó una disminución en la tasa de implantación y embarazo cuando aumenta la 

incidencia de triploidias. Cuando el porcentaje de embriones triploides es >20% la tasa de 

gestación se reduce a más de la mitad a pesar de transferir embriones morfológicamente 

normales. Los autores hipotetizan que el grado de triploidía observado tras la realización 

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

 Estimulación ovárica y aneuploidías en el modelo humano

 Los estudios en la especie humana sobre la relación entre las aneuploidías y la EO son 

menos abundantes y su implicación no está tan clara. 

 Como punto de partida, resulta interesante mencionar un estudio publicado en el año 

2008 que analizó la incidencia de anomalías cromosómicas en embriones procedentes de 

ciclos naturales (modifi cados) o no estimulados para FIV. La incidencia de aneuploidías 

resultó ser del 36,4%, lo cual sugería que las anomalías cromosómicas en embriones 

procedentes de FIV están presentes incluso en ausencia de estimulación ovárica. Aunque 

en este estudio no se utilizaron gonadotropinas exógenas, sí emplearon gonadotropina 

coriónica humana (hCG) para inducir la maduración ovocitaria fi nal y la ovulación. Los 

propios autores comentan que no se puede descartar un posible efecto deletéreo sobre 

la euploidía embrionaria derivado de este factor. Los resultados de este estudio deben 
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ser interpretados con cautela debido a su escaso tamaño muestral (11 casos), aunque 

debe ser reconocido como el primer estudio que llevó a cabo este análisis en embriones 

procedentes de ciclos no estimulados (Verpoest et al. 2008). 

 El único estudio que comparó el ciclo no estimulado vs. ciclo estimulado llevó a cabo un 

análisis cromosómico en ovocitos.  Comparó la incidencia de aneuploidías cromosómicas 

en ovocitos no inseminados de ciclos no estimulados donados por pacientes de FIV y la 

comparó con aquella en ciclos estimulados. La frecuencia de aneuploidía fue del 20% en 

ciclos no estimulados (4/20) y del 34% en ciclos estimulados (23/68). Las diferencias no 

fueron estadísticamente signifi cativas, por lo que concluyen que la EO en FIV no debe 

ser responsable por tanto de la alta frecuencia de aneuploidías observada en ovocitos 

humanos (Gras et al. 1992). 

 Hasta la fecha ningún estudio ha comparado la tasa de aneuploidías embrionarias en 

ciclo no estimulado vs. ciclo estimulado para cuantifi car el efecto que la EO tiene sobre 

las mismas, pero sí 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 año 2007 el que 

tuvo mayor repercusión. Este fue el primer estudio aleatorizado que comparó la incidencia 

de aneuploidías mediante FISH-PGS en mujeres infértiles menores de 38 años en función 

de la dosis y el protocolo de estimulación recibido. Un grupo recibió un protocolo con 

antagonistas de la GnRH que permitió una dosis de estimulación suave de 150 UI/día de 

FSH recombinante y el otro grupo un protocolo largo convencional con agonistas de la 

GnRH y 225 UI/día de FSH recombinante. 

 Aunque se obtuvo un mayor número de ovocitos por paciente en el grupo de estimulación 

convencional, no se observaron diferencias en el porcentaje de fecundación ni en el 

número de embriones biopsiados entre los dos grupos. Una menor tasa de aneuploidías 

fue observada en el grupo de EO suave, sugiriendo que las gonadotropinas incrementan 

las anomalías cromosómicas de un modo dosis dependiente. Al igual ocurrió con la 
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morfología, donde se constató que la tasa de embriones con morfología normal fue mayor 

en pacientes estimuladas con el protocolo suave. Como la respuesta ovárica fue menor en 

el grupo de EO suave, la media de embriones cromosómicamente normales fue comparable 

(alrededor de 2) entre ambos grupos. Otro dato relevante que observaron es que el 

incremento de anomalías cromosómicas observado en el grupo convencional se debía 

fundamentalmente a un aumento de la incidencia de mosaicismo. Por ello los autores 

concluyen que esta alta tasa de errores podría venir derivada de una alteración en la 

segregación mitótica en las primeras fases del desarrollo embrionario, a lo cual se añadiría 

la bien conocida causa de aneuploidias como es la malsegregación meiótica (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 óvulos. 

Somete a éstas a una EO con un 30% menos de dosis que cuando hicieron previamente 

una alta respuesta, defi nida por la obtención de más 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 embrión informativo, pero sí un mayor número 

de blastocistos euploides por ovocito maduro obtenido. En ambos grupos se obtiene una 

media similar de blastocistos cromosómicamente 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 respondió con el mismo número de ovocitos a pesar de 

reducir la dosis. En éste se observó una tendencia a menor porcentaje de mosaicos y 

embriones anormales por embrion informativo, así como menor tasa de aborto y mayor 

tasa de implantación cuando se reducia la dosis, aunque las diferencias no resultaron 

estadísticamente signifi cativas como era de esperar por el escaso tamaño 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 había 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 dirección 

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 espontáneas (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 fi nalizan con el nacimiento de un niño, no se ve un incremento del riesgo de anomalías 

cromosómicas en gestaciones tras TRA en comparación con concepciones espontáneas, ni 

cuando la concepción ha sido in vitro versus in vivo (en inseminación artifi cial, por ejemplo) 

(Conway et al. 2011).

 En lo referente al protocolo de estimulación o al tipo de gonadotropina utilizada y la 

incidencia de aneuploidías no hay estudios prospectivos publicados en la literatura, por lo 

que los datos expuestos a continuación proceden de análisis retrospectivos. 

 A nivel ovocitario, algunos autores observan una incidencia de aneuploidías similar tras 

estimulación 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 más ovocitos aneuploides en el 

grupo de protocolo largo con agonista de GnRH y hMG que en el de CC y hMG, de forma 

estadísticamente signifi cativa  (De Sutter, Dhont & Vandekerckhove 1992).

 A nivel embrionario, Weghofer publicó 2 análisis retrospectivos con resultados 

contradictorios entre sí y que fueron criticados por posibles errores metodológicos pues la 

media de embriones analizados fue mucho mayor en un grupo (FSH) que en otro (hMG) sin 

explicación alguna (Ubaldi, Rienzi 2009). En el primero compara la incidencia de aneuploidías 

en protocolos largos con análogos agonistas de la GnRH en función de si la gonadotropina 
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utilizada era FSH o hMG. Observó mejores tasas de gestación así como menor porcentaje 

de aneuploidías embrionarias en el grupo que había recibido hMG (Weghofer et al. 2008). Sin 

embargo, posteriormente realiza una comparación similar en protocolos con antagonistas 

de la GnRH, obteniendo resultados opuestos aunque no estadísticamente signifi cativos, 

salvo en lo referente a las tasas de embarazo que fueron mayores en el grupo que había 

recibido FSH sola (Weghofer et al. 2009). 

 Para fi nalizar, una breve reseña para mostrar cómo el impacto de la EO se ha estudiado 

a todos los niveles. Kaleli ha demostrado cómo la dosis elevada de gonadotropinas es 

la única variable que predice de forma signifi cativa la alta incidencia de aneuploidías 

observada en las células de la granulosa obtenidas de folículos desarrollados tras una 

EO. De todos modos, la repercusión que pueda tener este hecho sobre la incidencia 

de aneuploidías ovocitarias y/o embrionarias no se ha esclarecido todavía (Kaleli et al. 

2005).

  Técnicas de Reproducción Asistida y resultados neonatales

 Diversos estudios han evidenciado que aunque la mayoría de los niños procedentes de 

TRA están sanos, éstas están asociadas a un mayor riesgo de patología al nacer, incluyendo 

parálisis cerebral, en comparación con la concepción espontánea  (Hansen et al. 2002, 

Helmerhorst et al. 2004, Schieve, Rasmussen & Reefhuis 2005, Lie et al. 2005, Zhu et al. 

2006, Ceelen et al. 2007, El-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 podrían ser 

atribuidos a uno o más factores derivados de los tratamientos de reproducción asistida 

en sí (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, índice 
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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. 2010a, 

Sazonova et al. 2011, Pinborg et al. 2013). 

 En lo que se refi ere a la EO, hasta el momento no se ha observado una relación entre 

los parámetros de EO como parte de un tratamiento de FIV (duración de la EO, dosis 

de gonadotropinas, número 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 espontánea (Davies et al. 2012). Sin embargo, Pelinck y colaboradores 

observaron una tendencia a menor peso al nacer en los niños de FIV convencional en 

comparación con aquellos procedentes de gestaciones espontáneas y de ciclos de FIV con 

CNM, aunque admiten que el estudio tiene bajo poder estadístico por el escaso tamaño 

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 está claro. Se ha especulado que pudiera ser debido a 

las altas concentraciones de E2 alcanzadas durante la estimulación (Mitwally et al. 2006, 

Joo et al. 2010), que puedan fi nalmente alterar la receptividad endometrial o la invasión 

trofoblástica en los primeros estadios del embarazo (Simon et al. 1995). 

 La infl uencia de los medios de cultivo ha sido ampliamente estudiada en animales, 

observando una relación 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 relación entre el medio 

de cultivo empleado durante los 2-3 primeros días y el peso al nacer en transferencias 

de FIV realizadas en fresco, observando mejores resultados cuando se utiliza medio de 

cultivo Vitrolife® en comparación con Cook® (Nelissen et al. 2012), otros no han observado 

asociaciones tan signifi cativas entre ambos factores (Vergouw et al. 2012, Eaton et al. 

2012). 
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 La repercusión que tiene el ICSI también se ha estudiado sobre las anomalías 

cromosómicas y se han obtenido resultados contradictorios. Un estudio observó una 

mayor incidencia de aneuploidías en restos abortivos de mujeres que se habían sometido 

a un ICSI en comparación con las observadas tras realización de FIV convencional (Lathi, 

Milki 2004), mientras que otro más reciente no ha encontrado dicha correlación (Kushnir, 

Frattarelli 2009).

 En base a lo publicado en la literatura científi ca, pareciera haber más evidencia científi ca 

de que la causa de los peores resultados obstétricos, neonatales y de calidad embrionaria 

en términos de constitución cromosómica, se deba más 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 reproducción asistida e impronta genética

 Desde el año 2002, se han publicado diversos estudios que han evidenciado un 

incremento en la incidencia de síndromes raros asociados a impronta genética o 

“imprinting” en niños procedentes de TRA (Gosden et al. 2003).  Si bien el riesgo de 

desarrollar una alteración de la impronta genética en niños nacidos tras TRA es muy 

bajo, el riesgo relativo es signifi cativamente más alto que en niños tras gestaciones 

espontáneas.  

 La impronta genética es un proceso epigenético que permite la expresión 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 metilación 

del ADN y modifi cación de las histonas (epimutaciones), y no por modifi caciones en la 

secuencia de ADN. Parece que las TRA producen una hipometilación en el ADN del alelo 

materno. 
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 Los síndromes que han mostrado mayor correlación con las TRA son los de Angelman 

o Beckwith-Wiedemann (Owen, Segars 2009), aunque también se han postulado 

otros síndromes como el de Prader-Willi, Silver-Russell, hipometilación materna o el 

retinoblastoma. 

 La reprogramación epigenética de los patrones de metilación del ADN tan críticos 

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 afectarían fundamentalmente al alelo materno a 

través de su efecto sobre el ovocito. Estudios en animales muestran cómo la reprogramación 

epigenética en el ovocito se establece ya en la transición de folículo primordial a folículo 

antral y la impronta genética no se completa hasta que ocurre la ovulación (Hajkova et al. 

2002). Esta es la razón por la cual los mecanismos de impronta genética materna serían más 

vulnerables a la EO, la cual acelera el crecimiento y maduración de los ovocitos, pudiendo 

alterar la metilación en los mismos. 

 A pesar de que inicialmente se sugirió que el ICSI pudiera incrementar la incidencia de 

síndrome 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 síndromes de Angelman 

o Beckwith-Wiedemann en niños procedentes de TRA parece estar más relacionado con el 

estado de infertilidad o los tratamientos de EO que con la técnica de inseminación utilizada 

–FIV vesus ICSI- (Chang et al. 2005, Santos et al. 2010a). 

 En ovocitos de mujeres infértiles sometidas a EO se observa hipometilación del loci 

PEG1 materno e hipermetilación del H19 paterno en comparación 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 fecundación es un 

importante mecanismo subyacente. Esta hipótesis se mantiene por los resultados de un 

estudio de patrones de metilación en placentas de ratón obtenidas tras EO, que mostraban 

hipometilación tanto en los alelos maternos como paternos (Fortier et al. 2008). 

 Más recientemente se ha publicado otro trabajo que apunta en dirección opuesta, 

mostrando cómo los patrones de metilación de Snrpn, Peg3, Kcnq1ot1 y H19 no se ven 

afectados en los ovocitos procedentes de ratonas estimuladas con dosis bajas y altas de 

hormonas en comparación con aquellas que habían ovulado espontáneamente  (Denomme, 

Zhang & Mann 2011). En humanos, no se han observado diferencias funcionalmente 

relevantes en los niveles de metilación en placenta o sangre de cordon de niños procedentes 

de tratamientos de inducción de la ovulación o FIV en comparación con gestaciones 

espontáneas (Rancourt et al. 2012).

 En muchas ocasiones, debido a la variabilidad de las TRA entre diferentes centros, al 

escaso tamaño muestral y a la imposibilidad de controlar todos los factores de confusión, 

es difícil establecer de forma rigurosa una asociación entre las alteraciones de la impronta 

genética y un procedimiento específi co (por ejemplo, FIV o ICSI, medios de cultivo…etc). 

De hecho, se ha sugerido que dicha asociación pueda ser casual; o lo que es más probable, 

secundario al estado de infertilidad de la paciente (Buckett, Tan 2005, Doornbos et al. 

2007).

 En defi nitiva, el interés sobre el tema continúa presente ya que las TRA, incluyendo la 

EO y la manipulación de embriones preimplantatorios, tienen lugar en etapas críticas del 

desarrollo, cuando la impronta genética ha mostrado ser más vulnerable en estudios en 

animales.  
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JUSTIFICACIÓN E HIPÓTESIS 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 niños nacidos procedentes de estos tratamientos. 

 A lo largo de los años han ido evolucionando las técnicas de diagnóstico genético, se 

han modifi cado las dosis y las drogas utilizadas para estimular el ovario y han mejorado los 

medios de cultivo. Esto ha podido infl uir en que los trabajos publicados en todo este tiempo 

no han ido siempre en la misma dirección y presentan cierta disparidad de resultados. 

 Con el fi n de centrarnos en un dato concreto, este estudio se ha basado en analizar el 

efecto de la EO con gonadotropinas sobre la incidencia de aneuploidías. La pregunta que 

se hace el clínico hoy en día es si un embrión cromosómicamente anormal lo es por las 

características intrínsecas de la paciente o porque los factores exógenos, entre ellos la EO, 

han ejercido un efecto deletéreo sobre el mismo. 

 En base a lo publicado hasta la fecha, la hipótesis planteada en este trabajo es que en 

la especie humana la EO aumenta la incidencia de aneuploidías cuando la edad no infl uye 

de forma decisiva en la misma (por ejemplo en mujeres jóvenes).  

 El presente trabajo pretende, en primer lugar, estudiar la incidencia real de aneuploidías 

en el ciclo no estimulado en mujeres jóvenes y fértiles para defi nir el estado basal en la 

especie humana in vitro. Partiendo de ese punto, investigaremos si la EO incrementa la tasa 

de aneuploidías embrionarias. 

 Para tal fi n, se ha llevado a cabo una comparación en la tasa de aneuploidías 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 análisis 

intrasujeto. 
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OBJETIVOS          

  Principal

 El objetivo principal del estudio es comprobar si la EO per se conlleva a la generación 

de un mayor porcentaje de embriones con alteraciones cromosómicas numéricas 

embrionarias o aneuploidías en mujeres jóvenes, y por tanto exentas del efecto deletéreo 

de la edad. 

 Para ello se llevará a cabo un doble análisis comparativo en mujeres fértiles y jóvenes 

(donantes de ovocitos):

- Comparar la proporción de embriones con aneuploidias en el ciclo no estimulado 

con la observada en el ciclo estimulado (comparación global entre ambos ciclos).

- Comparación de la media del porcentaje de embriones aneuploides por sujeto en 

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

  Secundarios

1. Comparar el fl ujo de pacientes y las tasas de cancelación del ciclo no estimulado y 

estimulado.

2. Analizar los parámetros de la fase folicular y desarrollo embrionario en ambos ciclos 

(no estimulado y estimulado).

3. Estudiar la incidencia real de aneuploidías en el ciclo no estimulado en mujeres jóvenes 

y fértiles para defi nir el estado basal en la especie humana in vitro.

4. Comparar la calidad embrionaria entre ambos ciclos, en términos de número de 

blastómeras y porcentaje de fragmentación. 

5. Comparar el número de embriones euploides por ovocito MII obtenido en ambos tipos 

de protocolo. 
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6. Correlacionar el resultado obtenido tras el PGS en el ciclo no estimulado (euploide/

aneuploide) y la tasa de aneuploidías en el ciclo estimulado ulterior.

7. Calcular el número medio de embriones euploides por ciclo de donación ovocitaria tras 

estimulación ovárica.

8. Correlacionar la respuesta ovárica a la EO con el número absoluto de embriones 

obtenidos (euploides, aneuploides y no biopsiables).

9. Correlacionar la respuesta ovárica a la EO con la tasa de aneuploidías.

10. Correlacionar la dosis total de gonadotropinas administradas en el ciclo estimulado 

con la tasa de aneuploidías.  

11. Comparar el tipo de anomalía cromosómica y el cromosoma afectado en ambos 

ciclos.

12. Analizar la fi abilidad de nuestra técnica de FISH-PGS a través del estudio de 

reconfi rmación del diagnóstico en día 5 de desarrollo embrionario.

13. Analizar los resultados gestacionales en las pacientes receptoras.

14. Comparar la efi cacia del ciclo no estimulado y del ciclo estimulado en términos de 

tasas de gestación evolutiva por ciclo completado
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MATERIAL Y MÉTODOS

 AMBITO DEL ESTUDIO         

 El presente trabajo se llevó 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 Investigación Clínica (con número de protocolo 0607-C-

M09-EL) y el Comité ético de nuestra institución aprobaron el estudio antes de ser iniciado 

(véase anexo 1). 

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

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

DISEÑO DEL ESTUDIO         

 Se realizó un estudio prospectivo de cohortes con comparación intra-sujeto de la 

incidencia de aneuploidías embrionarias tras un ciclo no estimulado y un posterior ciclo 

estimulado. 

  Población del estudio

 El estudio se llevó a cabo en ciclos de donación tanto ovocitaria como espermática, 

con el fi n de excluir cualquier factor que pudiera incrementar el riesgo de aneuploidías 

(por ejemplo: edad materna avanzada, problemas relacionados con la infertilidad o factor 

masculino severo). 

 La otra población del estudio consiste en las pacientes receptoras, en las que se 

analizará exclusivamente los resultados gestacionales del ciclo de donación.

 Tanto las donantes como las receptoras aceptaron participar en el estudio tras una 

descripción detallada del mismo;  y fi rmaron el consentimiento informado pertinente (véase 

anexo 2 y anexo 3).
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 Criterios de inclusión y exclusión

 Los criterios de inclusión comunes para las donantes de óvulos y los donantes de semen 

son: edad comprendida entre 18 y 34 años; con exploración física y cariotipo normal; sin 

historia familiar de enfermedades hereditarias o cromosómicas y con serologías negativas 

para enfermedades de transmisión sexual, como virus de inmunodefi ciencia humana (VIH), 

virus de hepatitis C y B, y bacteria Treponema Pallidum causante de la sífi lis.

 Los criterios de inclusión específi cos para el estudio para las donantes de óvulos 

son los siguientes: fértiles (al menos un hijo nacido vivo y/o una interrupción voluntaria 

del embarazo); ciclos menstruales regulares (entre 25 y 35 días); estudio hormonal basal 

normal (FSH < 10UI/l y E2 < 50pg/ml); índice de masa corporal (IMC) entre 18 y 25 Kg/m2 y 

no antecedentes de tratamientos de EO. Donantes con endometriosis, síndrome de ovario 

poliquístico (SOP, según criterios de Rotterdam) o abortos de repetición (considerados 

como 3 o más abortos clínicos previos), fueron excluidas. 

 En el caso de los donantes masculinos sólo fueron aceptadas muestras de semen con 

más de 90x106 de espermatozoides móviles 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 inseminación artifi cial, como es nuestra práctica clínica habitual. La muestra congelada 

debe ser sufi ciente para utilizarla tanto en el ciclo natural como en el estimulado de la 

misma donante de ovocitos. 

 Los criterios de inclusión para las receptoras de gametos son: menores de 45 años de 

edad; IMC <30Kg/m2; no enfermedades orgánicas o sistémicas; precisando un tratamiento 

de donación de óvulos y semen. Se excluyen aquellas con aborto de repetición, fallo de 

implantación o cualquier tipo de patología uterina (pólipos, miomas, malformaciones 

müllerianas) o anexial (hidrosalpinx comunicante). 
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  Procedimientos

 Fase folicular

 Las donantes de óvulos fueron sometidas a 2 ciclos de FIV: 

  -  Fase 1: Ciclo no estimulado:

El ciclo natural espontáneo de la donante fue monitorizado mediante controles 

ecográfi cos por vía vaginal y analíticas de sangre hormonales. Se realizó una ecografía 

en estado basal (día 1-5 ciclo) para comprobar que los ovarios se encontraban en 

reposo y descartar la presencia de cualquier tipo de quiste funcional. En día 8-10 

de ciclo se realizó un primer control ecográfi co que se repitió posteriormente cada 

2 días. Cuando el folículo dominante alcanzó los 14 mm de diámetro, se llevaron a 

cabo controles ecográfi cos diarios junto con mediciones de los valores séricos de E2. 

En el momento que el folículo preovulatorio alcanzó 18 mm de diámetro se realizaron 

igualmente determinaciones de E2, P y LH y se programó la punción folicular tras 

la administración de 250mcg de coriogonadotropina recombinante (rCG, Ovitrelle®, 

Merck-Serono, Ginebra, Suiza). Esta es la única intervención médica que se llevó a 

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

-  Fase 2: Ciclo estimulado con agonistas de la GnRH en protocolo largo y estimulación 

ovárica convencional: 

  El inicio del agonista de la GnRH se realizó en la fase lútea media (día 18-22) del ciclo previo a la 

estimulación, con el objetivo de que el efecto fl are up inicial no encuentre folículos receptivos 

que inicien su crecimiento. Para iniciar el tratamiento, se llevó a cabo una ecografía con el 

fi n de comprobar ovulación mediante la presencia de un cuerpo lúteo en uno de los dos 
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ovarios. En caso afi rmativo, se inició la administración subcutánea de acetato de leuprorelina 

0,2ml/día (Procrin®, Abbott, Madrid, España) o triptorelina 0,1 mg/día (Decapeptyl®, Ipsen 

Pharma, Barcelona, España) con el fi n de inducir el frenado hipofi sario. 

 Tras la menstruación de la donante, realizamos una segunda ecografía para comprobar la 

desensibilización hipofi saria y el estado basal de los ovarios (no deben observarse folículos 

mayores de 10 mm) y se inició el tratamiento de EO con gonadotropinas exógenas a dosis 

moderadas el 2º ó 3º día de ciclo. En este momento, la dosis del análogo de GnRH se redujo 

a la mitad y el tratamiento consistió en la administración conjunta de análogo de GnRH y 

gonadotropinas. Estas fueron administradas diariamente mediante una combinación de 

150 UI de FSH recombinante (FSHrec, Gonal®, Merck-Serono, Ginebra, Suiza) y 75 UI de 

gonadotropina menopaúsica humana altamente purifi cada (hp-hMG, Menopur®, Ferring 

Pharmaceuticals, Copenhague, Dinamarca). 

 La monitorización del ciclo se realizó mediante ecografía transvaginal para contabilizar 

y medir los folículos en desarrollo. El primer control se realizó al 5º día de haber iniciado 

las gonadotropinas y los controles posteriores se establecieron en función de la respuesta 

de las donantes, siendo cada 2 días a partir de folículos de 14 mm, siguiendo el protocolo 

habitual de nuestro programa de donación ovocitaria.  

 Cuando evidenciamos la presencia de 6 o más folículos con un mínimo de 17 mm de 

diámetro, se indujo la ovulación con rCG (Ovitrelle®, Merck-Serono, Ginebra, Suiza) y se 

programó la punción folicular (véase fi gura 2B). En este momento cesó la administración 

de medicación. El último día de estimulación (día de administración de rCG) se llevaron a 

cabo determinaciones hormonales séricas de E2 y P.
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Figura 1: Procedimientos llevados a cabo durante la fase folicular del ciclo no estimulado (fi gura 1A) y 

del ciclo estimulado (fi gura 1B). 

 En el ciclo no estimulado la única medicación administrada corresponde a la inyección 

de rCG cuando el folículo preovulatorio alcanza los 17 mm de diámetro. El ciclo estimulado 

consiste en la administración de gonadotropinas en el contexto de un protocolo largo con 

agonistas de la GnRH, con inyección de rCG cuando ≥ 6 folículos alcanzan los 17 mm 

diámetro.

 Punción folicular o aspiración ovocitaria

 En ambos ciclos, la punción folicular ecoguiada por vía transvaginal se llevó a cabo 36 

horas tras desencadenar la maduración ovocitaria fi nal con rCG. 

 Para su realización la donante acudió en ayunas, se comprobó vaciado vesical y se llevó 

a cabo una venoclisis. Para la preparación en quirófano se colocó a la donante en posición 
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de litotomía y se realizó una limpieza del campo operatorio mediante lavado vaginal con 

abundante suero fi siológico. Como medida adicional, la noche previa a la punción la 

donante recibió profi laxis antibiótica con 1 gr de azitromicina por vía oral en dosis única. 

 El procedimiento, cuya duración no excede más de 5 minutos en el ciclo no estimulado 

y 10-15 minutos en el estimulado, se realizó bajo anestesia general consistente en una 

sedación sin intubación para lo que empleamos propofol y fentanilo, asi como ventilación 

asistida por mascarilla con oxígeno.

 La técnica en sí misma consistió en la introducción de la sonda transvaginal del 

ecógrafo protegida con una funda estéril y con una guía acoplada para introducir a través 

de la misma la aguja de aspiración de única vía. En el ciclo no estimulado, localizamos el 

único folículo preovulatorio  y se puncionó a través del fondo de saco vaginal. Entonces se 

conectó la bomba de vacío de regulación continua y se aspiró el líquido folicular, el cual va 

a parar a un tubo de aspiración que se deposita en un bloque térmico regulado a 37º con 

el fi n 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 más 

accesible, y se puncionó el folículo más cercano al punto de entrada de la aguja, cuando 

éste presenta su diámetro mayor. Una vez realizada la punción de todos los folículos de un 

ovario, se extrajo la aguja y se procedió a puncionar el otro ovario. 

 Posteriormente, la donante se mantuvo en observación durante 1-2 horas en el centro 

para vigilar si aparecía algún tipo de complicación y administrar analgésicos en caso 

necesario.   

 Procedimientos del laboratorio de FIV

 Tras la recuperación y lavado de los ovocitos se procedió a la valoración de la calidad de 

los mismos por el aspecto morfológico y el grado de expansión de las células del cúmulo.

 Para conocer el grado de maduración del ovocito, se realizó la decumulación, lo cual 

implica desprender al ovocito de las células del cúmulus que lo rodean. Para ello se 
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sometió a los ovocitos a una solución de hialuronidasa, y se fueron pasando por capilares 

de calibres progresivamente menores, hasta un diámetro aproximado de 140 µm. Una vez 

decumulados, se clasifi caron los ovocitos según su estadio de maduración. 

 El ovocito madura desde el punto de vista nuclear y se encuentra en metafase II (MII) 

cuando alcanza la metafase de la segunda división meiótica y elimina el primer corpúsculo 

polar. Todos los ovocitos MII fueron seleccionados e inseminados con el semen de donante. 

Los ovocitos metafase I (MI) o en estadio de vesícula germinal (VG) fueron descartados. 

 En el presente estudio, el método de inseminación de los ovocitos fue la inyección 

intracitoplasmática de espermatozoides (ICSI), consistente en la microinyección de un 

espermatozoide en el interior de un ovocito. 

 Por tanto, el ICSI se llevó a cabo en todos los casos en ambos ciclos, siguiendo nuestra 

práctica clínica en ciclos de PGS con el fi n de evitar contaminación por ADN externo y 

de incrementar el número de ovocitos fecundados, y, por tanto, el número potencial de 

embriones disponibles para analizar. 

 La fecundación fue comprobada a las 17-20 h del ICSI y la división embrionaria evaluada 

diariamente (cada 24 horas). Los embriones fueron colocados en medio IVF/CCM (ratio 1:1) 

(Vitrolife®, Göteborg, Suecia) hasta día 3 de desarrollo y después cultivados en medio 

CCM con una monocapa de células endometriales hasta día 5, cuando los embriones 

cromosómicamente normales fueron transferidos o vitrifi cados (Mercader et al. 2003). 

 La biopsia embrionaria se realizó en día 3 de desarrollo. Tanto en ciclo no estimulado 

como estimulado, sólo se biopsiaron aquellos embriones con al menos 6 blastómeras 

en día 3 de similar tamaño y menos del 20% de fragmentación, es decir, con morfología 

normal y desarrollo adecuado. La fragmentación es un parámetro relacionado con la 

calidad embrionaria, y se refi ere al porcentaje del volumen total del embrión ocupado por 

fragmentos resultantes de la degeneración de una o más blastómeras. 

 La rotura de la zona pelúcida (ZP) se llevó a cabo con un sistema de láser infrarrojos 

(OCTAX®, Herbron, Alemania), que libera el rayo láser 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 

absorción de la energía del láser por la ZP. 

 Posteriormente se procedió a la biopsia embrionaria mediante la aspiración con pipeta 

de blastómeras. Aunque habitualmente se aspiran 1 ó 2 blastómeras en función de la 

calidad del embrión y del análisis genético a realizar, en el presente trabajo, con el fi n de 

evitar sesgos y ser homogéneos, una sola blastómera fue biopsiada en todos los casos, 

independientemente del número de células. La aspiración se realizó suavemente sobre 

blastómeras con núcleo único 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 Ca2+ y Mg2+. Posteriormente se procedió a la fi jación del núcleo de cada una de las 

blastómeras, para eliminar restos de citoplasma y que los núcleos mantengan su integridad 

y morfología. Este paso es decisivo porque la calidad de las extensiones condiciona el 

acceso de las sondas de ADN al núcleo y de ello depende la efi ciencia de hibridación. 

 En el PGS para despistaje de aneuploidías de 9 o más cromosomas se lleva a cabo 

el protocolo de FISH secuencial con la realización de 2 ó 3 rondas de hibridación. La 

hibridación simultánea de sondas centroméricas y específi cas de locus para varios 

cromosomas permite descartar muchas de las aneuploidías humanas más frecuentes. 

 De forma sistemática, se llevaron a cabo 2 hibridaciones consecutivas para el análisis 

de 9 cromosomas mediante FISH: 

  1) En la primera ronda de hibridación se analizaron simultáneamente los 

cromosomas 13, 16, 18, 21 y 22 mediante la utilización del kit comercial MultiVysion™ PB. 

Tras interpretar y registrar las señales, se eliminan éstas para proceder a la segunda ronda 

de hibridación.

  2)  La segunda ronda de hibridación analizó 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-hibridación con sondas subteloméricas 

para rescatar embriones no informativos o con monosomías, como se ha descrito 

previamente (Mir et al. 2010). 

 El resultado del estudio FISH se obtuvo en día 5 de desarrollo embrionario, momento 

en el cual se llevó a cabo una transferencia intrauterina ecoguiada de un máximo de un 

embrión (en el ciclo no estimulado) o de dos embriones (en el ciclo estimulado) siempre y 

cuando se dispuso de embriones euploides tras el análisis cromosómico. 

 Con el fi n de validar la fi abilidad de nuestro diagnóstico en día 3, una selección aleatoria 

de treinta y seis embriones (aneuploides, o euploides detenidos tras la biopsia embrionaria) 

fueron reanalizados en día 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 día 5 se clasifi caron como normales cuando >80% de las 

células eran cromosómicamente normales; homogéneamente anormales cuando >80% de 

las células eran portadoras de la misma anomalía o mosaicos anormales cuando tenían dos 

o más líneas celulares, cada una de ellas con ≥20% de células anormales (Mir et al. 2010). 

 Preparacion endometrial en las receptoras de gametos

 Para la preparación del endometrio en las receptoras de gametos se utilizó terapia 

hormonal sustitutiva, consistente en la administración de estrógenos (valerianato de 

estradiol, VE) desde el primer día de ciclo menstrual. 

 El VE se administró indistintamente por vía oral (6 mg/día) o transdérmica (2 parches de 

75 mg/48 horas). Tras 7-10 días de tratamiento estrogénico se llevó a cabo una ecografía 

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 afi rmativo, continuaron con el mismo tratamiento 

hasta recibir la donación, momento en el que se añadió el tratamiento con progesterona 
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vaginal micronizada a dosis de 400mg/12 horas desde el día 1 de desarrollo embrionario, 

una vez confi rmada la fecundación correcta de los ovocitos. 

 Si el grosor endometrial era inferior a 6 mm, incrementamos la dosis de VE y se repitió la 

ecografía a los 7 días para comprobar que había llegado a ese espesor. Si el endometrio no 

superó los 6 mm de espesor, no se llevó a cabo la donación y la receptora no fue incluída 

en el estudio para evitar introducir un sesgo por factor uterino anómalo que pueda infl uir en 

las tasas de gestación. 

 En caso de que la receptora tuviera ciclos ováricos menstruales, fue necesario suprimir 

la función ovárica para tener el control del ciclo evitando una ovulación prematura. La 

supresión de la función ovárica se consigue con la inyección de una dosis única de 3,75 mg 

de acetato de triptorelina, un agonista de la GnRH de liberación prolongada (Decapeptyl 

Mensual®, Ipsen Pharma, Barcelona; España) en la fase lútea media del ciclo previo, 

sobre el día 18-22 de ciclo. En mujeres menopausicas no es necesaria esta medida, pues 

ya tienen suprimida la función ovárica. En este caso, iniciamos directamente la terapia 

hormonal sustitutiva. 

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

por disminuir las posibilidades de implantación y se reinició posteriormente un nuevo 

ciclo de terapia hormonal sustitutiva. 

PROTOCOLO          

 Si el embrión resultante de la fase 1 resultó euploide, se realizó una transferencia 

embrionaria intrauterina única. Si la paciente receptora logró una gestación evolutiva, 

los embriones procedentes de la fase 2 se donaron a una nueva receptora de óvulos y 

semen. Si no se logró una gestación evolutiva, la misma receptora recibió los embriones 

procedentes del ciclo estimulado. 
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 Si el embrión resultante del ciclo no estimulado fue aneuploide, se canceló la transferencia 

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

transferidos tras el ciclo estimulado (véase fi gura 2). 

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

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

sesgo que pudiera suponer el factor seminal.

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

posteriormente a un ciclo de estimulación ovárica 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 ESTADÍSTICOS        

  Calculo del tamaño muestral

 El tamaño muestral fue calculado con el objetivo de detectar una diferencia de 22 

puntos en la incidencia de aneuploidía 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 estadístico del 80% 

(error ß = 0,2), y un índice de confi anza del 95% (error α = 0,05), y estimando una media 

de 6 embriones analizados por ciclo estimulado. Esta diferencia se estimó de acuerdo a 

la incidencia de aneuploidía previamente descrita en donantes de ovocitos en ciclos de 

estimulación ovárica (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 fi nalmente reclutamos donantes para 

el ciclo no estimulado hasta que 51 completaron éste. 

  Análisis estadístico

 Se llevó a cabo una comparación de medias mediante t de student para las variables 

numéricas y Chi-cuadrado para variables categóricas entre ambos grupos. Igualmente 

se calcularon los riesgos relativos (RR) con su correspondiente intervalo de confi anza del 

95% para las comparaciones entre variables categóricas. 

 Para realización de análisis no paramétricos, se utilizó el test U-Mann Whitney. 

 Para la comparación intrasujeto de la tasa de embriones cromosómicamente anormales 

entre ambos grupos, se llevó a cabo un test t de muestras pareadas. 

 Para analizar la relación existente entre la respuesta ovárica en ciclos de EO y el número 

de embriones euploides, se realizó una regresión lineal.
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FLUJO DE LA POBLACIÓN DEL ESTUDIO      

  Fase 1: Ciclo no estimulado 

 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: 

ovulación precoz (n=37), ciclo anovulatorio (n= 17) y auto-cancelación por voluntad propia 

(n=10). 

   Se realizó la punción folicular en 121 mujeres (65,4%), obteniendo ovocito en 99 de 

ellas (tasa de obtención de ovocito por punción: 81,8%). De los 99 ovocitos, 89 resultaron 

metafase II (89,9%), 8 fueron inmaduros y 2 presentaron zona rota. La tasa de fecundación 

fue del 64,0% (57 ovocitos fecundados de 89 metafase II). Cincuenta y uno de los 57 cigotos 

llegaron a día 3 de desarrollo y cumplieron criterios para poder biopsiar una blastómera con 

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

  Fase 2: Ciclo estimulado 

 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 estimulación ovárica 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. Defi nimos un protocolo o ciclo completo cuando al menos 

un embrión fue candidato a ser biopsiado para llevar a cabo un FISH-PGS en ambos 

ciclos. 
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La fi gura 3 muestra, de forma gráfi ca, el fl ujo de la población del estudio.

Figura 3: Flujo de la población del estudio.
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CARACTERÍSTICAS DE LA POBLACIÓN DEL ESTUDIO      

 La edad media de las donantes de óvulos que completaron el estudio fue de 25,4 ± 

4,0 años.  Su índice de masa corporal (IMC) fue de  22,5 ± 2,8 (Kg/m2) y los niveles de 

FSH y E2 en estado basal (3º día de ciclo menstrual) fueron de 6,1 ± 2,1 UI/L y 48 ± 15 

pg/ml, respectivamente. 

   La población de receptoras de óvulos y semen tienen una edad media de 39,7 ± 3,5 años 

con un IMC de 25,6 ± 4,1 (Kg/m2). 

FASE FOLICULAR Y DESARROLLO EMBRIONARIO     

 Los datos descriptivos de los parámetros de la fase folicular y desarrollo embrionario en 

ambos ciclos se muestran en la tabla 1. 

 El nivel medio de E2 sérico al fi nal de la fase folicular (el día de la administración de rCG) 

fue 195,2 ± 63,3 pg/ml en el ciclo no estimulado, signifi cativamente inferior al observado 

en el ciclo estimulado (2707 ± 1135 pg/ml, p<0,0001). El nivel medio de P sérica al fi nal de 

la fase folicular fue igualmente signifi cativamente 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 signifi cativamente 

más altos en las donantes que ovularon precozmente (37 casos) respecto a las que llegaron 

a realizarse una punción 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.  El 

diámetro del folículo dominante el día de la administración de rCG no difería en los casos 

de ovulación precoz y los que llegaron a punción folicular: 18,7 ± 1,3 mm vs. 18,4 ± 1,0 mm, 

respectivamente, p=0,121.
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 El número de ovocitos MII necesarios para obtener un embrión euploide resultó 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 embrión informativo a aquel en 

el que se obtienen resultados concluyentes tras el análisis mediante FISH. Un embrión 

se clasifi ca como normal o euploide con resultado concluyente cuando la blastómera 

muestra dos señales para cada uno de los cromosomas analizados. Por el contrario, un 

embrión aneuploide muestra un número anormal de señales para uno o varios cromosomas 

estudiados, independientemente de si alguno de los demás cromosomas muestra un 

resultado no concluyente.
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Tabla 1: Análisis descriptivo de los parámetros de la fase folicular y del desarrollo embrionario de los 51 

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

• Los datos presentados con el símbolo ± hacen referencia a media ± desviación estándar (DE). 
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La tabla 2 muestra las comparaciones entre parámetros relacionados con el laboratorio de 

FIV entre el ciclo no estimulado y el ciclo estimulado.

Tabla 2: Análisis comparativo entre parámetros del laboratorio de FIV en ambos ciclos.

• Los datos se presentan como porcentaje (%) e Intervalo de Confi anza del 95% (IC 95%). Valor p<0,05 

se considera estadísticamente signifi cativo.

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

embrionaria. 
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RESULTADOS DEL PGS EN CICLO NO ESTIMULADO Y CICLO ESTIMULADO  

 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 proporción de anomalías cromosómicas 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 sólamente 2 y 3 embriones, 

respectivamente. 

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

 Como queda refl ejado en la tabla 3, la proporción de embriones aneuploides en el ciclo 

no estimulado fue de 34,8% (16/46) mientras que en el ciclo estimulado fue de 40,6% 

(123/303), 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 comparación 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 proporción de embriones euploides por ovocito MII obtenido, no se 

observaron diferencias estadísticamente signifi cativas entre el ciclo no estimulado y el ciclo 

estimulado (33,7% vs. 29,1%, respectivamente, p=0,38).
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Tabla 3: Resultados del PGS de 46 donantes que completaron el ciclo no estimulado y el ciclo   

estimulado. 

• Los datos se presentan como media ± desviación estándar (DE); porcentaje y número absoluto (%,n). 

Entre paréntesis se presenta el IC 95%.  Valor p<0,05 se considera estadísticamente signifi cativo. 

* Test t de muestras pareadas.        
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La fi gura 4 muestra de forma gráfi ca cómo la diferencia en la tasa de aneuploidías se hace 

menos notable cuando llevamos a cabo la comparación intrasujeto entre ambos ciclos. 

Figura 4: La fi gura 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 fi gura 4B (derecha) muestra la comparación intrasujeto de la 
media de la tasa de aneuploidías de cada una de las donantes (46 casos de ciclo no estimulado vs. 46 
casos de ciclo estimulado).

RELACIÓN ENTRE EL RESULTADO DEL CICLO 

NO ESTIMULADO Y ESTIMULADO EN LA MISMA DONANTE    

   Tratamos de investigar si existía algún tipo de relación entre el estatus cromosómico 

del embrión obtenido en el ciclo no estimulado y la tasa de aneuploidías observada en el 

conjunto de embriones obtenidos tras el ciclo estimulado en la misma donante de óvulos. 

Si el embrión procedente del ciclo no estimulado resultó ser cromosómicamente anormal, 

la tasa de aneuploidías en el ciclo estimulado en la misma donante fue 46,2%, mientras que 

fue 33,9% si el embrión procedente del ciclo no estimulado resultó euploide. 

   Aunque no resultó estadísticamente signifi cativo (p= 0,12), hay una tendencia hacia una 

mayor tasa de anomalías embrionarias cromosómicas cuando el embrión procedente del 

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

DE ESTIMULACIÓN OVÁRICA        

 En el ciclo estimulado, el número medio de embriones euploides por donación ovocitaria 

es de 3,9 (IC 95%: 3,2-4,6). 

 El 50% central de la distribución está entre 2 y 5 embriones euploides, mientras que el 

90% central de la distribución se encuentra entre 1 y 7 embriones euploides (véase fi gura 

5 y tabla 4). 

Figura 5: Diagrama de cajas y bigotes del número de embriones euploides por donación en el ciclo 

estimulado.

Tabla 4: Distribución del número de blastocistos euploides en el ciclo estimulado. 

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

CADA UNO DE LOS 46 CASOS EN EL CICLO DE ESTIMULACIÓN OVÁRICA  

 El gráfi co de columnas apiladas que corresponde a la fi gura 6 muestra caso a caso 

el número absoluto de embriones en cada una de las 46 donantes sometidas al ciclo de 

estimulación ovárica. Se ha llevado a cabo una diferenciación entre embriones euploides, 

aneuploides y no biopsiables (incluimos en este último grupo a los embriones detenidos y 

a aquellos que no cumplían criterios de biopsia en día 3 de desarrollo embrionario). 

Figura 6: Número de embriones euploides, aneuploides y no biopsiables en cada caso individual (n=46) 

en el ciclo de estimulación ovárica.  

   En la mencionada fi gura 6, se aprecia visualmente cómo los casos con mayor número 

de embriones totales, disponen de mayor número de embriones tanto euploides, como 

aneuploides y no biopsiables. 
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RELACIÓN ENTRE RESPUESTA OVÁRICA Y NÚMERO ABSOLUTO DE EMBRIONES 

EUPLOIDES, ANEUPLOIDES Y NO BIOPSIABLES             

 Para cuantifi car la correlación mencionada en el apartado previo, llevamos a cabo 

un análisis de regresión lineal relacionando diferentes parámetros de respuesta ovárica 

(número de ovocitos totales, número de ovocitos maduros (ó MII) y número de ovocitos 

fecundados con los resultados en términos de número de embriones euploides, aneuploides 

y no biopsiables. 

 Como se puede apreciar en las siguientes fi guras, la relación entre respuesta ovárica y 

número de embriones euploides (fi guras 7, 8 y 9), número de embriones aneuploides (fi guras 

10, 11 y 12) y número de embriones no biopsiables (fi guras 13, 14 y 15) es signifi cativamente 

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).
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Figura 7: Correlación entre número de ovocitos totales obtenidos con el número total de embriones 

euploides por donante. 

Figura 8: Correlación entre número de ovocitos metafase II con el número total de embriones euploides 

por donante.
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Figura 9: Correlación entre número de ovocitos fecundados con el número total de embriones 

euploides por donante.

Figura 10: Correlación entre número de ovocitos totales obtenidos con el número total de embriones 

aneuploides por donante. 
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Figura 11: Correlación entre número de ovocitos metafase II con el número total de embriones 

aneuploides por donante.

Figura 12: Correlación entre número de ovocitos fecundados con el número total de embriones 

aneuploides por donante.
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Figura 13: Correlación entre número de ovocitos totales obtenidos con el número total de embriones no 

biopsiables por donante. 

Figura 14: Correlación entre número de ovocitos metafase II con el número total de embriones no 

biopsiables por donante. 
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Figura 15: Correlación entre número de ovocitos fecundados con el número total de embriones no 

biopsiables por donante. 
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  Media de embriones euploides por donante en función de si la respuesta 

ovárica era inferior o superior a la mediana 

 Tratamos de cuantifi car el incremento de la media de embriones euploides en función 

del aumento de la respuesta ovárica a la estimulación. Para ello, calculamos dicha media 

en función de si el número de ovocitos totales, de ovocitos metafase II (MII) 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 

parámetros de respuesta ovárica estudiados en los ciclos estimulados. Los resultados se 

muestran en la tabla 5.

Tabla 5: Media ± desviación estándar,  mediana y rango intercuartil de los parámetros de respuesta 

ovárica en el ciclo estimulado (número de ovocitos totales, ovocitos MII y ovocitos fecundados). El 

percentil 50 corresponde a la mediana.

- Relación entre número de ovocitos totales y media de embriones euploides

Considerando la mediana como punto de referencia, observamos que si la donante está 

en la mediana o por encima en lo que respecta a número de ovocitos totales obtenidos, 

la media de embriones euploides por ciclo es de 5,04. Sin embargo, cuando el número 

de ovocitos totales obtenidos está por debajo de la mediana (menos de 17 ovocitos), se 

obtienen 2,55 embriones euploides de media; siendo esta diferencia estadísticamente 

signifi cativa (p=0,00).
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- Relación entre número de ovocitos metafase II y media de embriones euploides

Si la donante está en la mediana o por encima en lo que respecta a ovocitos MII, la media 

de embriones euploides por ciclo es de 5,26. Cuando el número de ovocitos MII está por 

debajo de la mediana (menos de 13 ovocitos MII), se obtienen 2,43 embriones euploides de 

media; siendo esta diferencia estadísticamente signifi cativa (p=0,00).

- Relación entre número de ovocitos fecundados y media de embriones euploides

Cuando la donante está 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 número de ovocitos fecundados está por debajo de la mediana (menos de 10 ovocitos 

fecundados), se obtienen 2,3 embriones euploides de media; siendo esta diferencia 

estadísticamente signifi cativa (p=0,00).

La tabla 6 resume los hallazgos previamente descritos. 

Tabla 6: Media de embriones euploides por donante en función de si la respuesta ovárica (en términos 

de número de ovocitos totales, MII y fecundados) está por debajo del percentil 50 (P50=mediana) o es 

igual o superior al P50. 
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RELACIÓN ENTRE RESPUESTA OVÁRICA Y TASA DE ANEUPLOIDÍAS 

EMBRIONARIAS          

      En lo referente a tasa de aneuploidías embrionarias, el análisis de regresión lineal 

muestra cómo dicha tasa no se incrementa ni disminuye signifi cativamente conforme 

aumenta la respuesta ovárica a la estimulación, como se puede apreciar en las fi gura 16, 

17 y 18 (p>0,05). 

Figura 16: Correlación entre número de ovocitos totales obtenidos con la tasa de aneuploidías 

embrionarias. 
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Figura 17: Correlación entre número de ovocitos metafase II con la tasa de aneuploidías embrionarias. 

Figura 18: Correlación entre número de ovocitos fecundados con la tasa de aneuploidías embrionarias. 
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RELACIÓN ENTRE DOSIS DE GONADOTROPINAS Y TASA DE ANEUPLOIDÍAS 

EMBRIONARIAS         

      El análisis de regresión lineal que correlaciona la dosis total de gonadotropinas 

administradas a lo largo del ciclo de EO y la tasa de aneuploidías, muestra cómo 

el incremento de dosis de gonadotropinas no conlleva un aumento en la tasa de 

aneuploidías (véase fi gura 19).

Figura 19: Correlación entre dosis total de gonadotropinas administradas con la tasa de aneuploidías 

embrionarias. 
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TIPO DE ANOMALÍAS CROMOSÓMICAS EN AMBOS CICLOS    

 La distribución del tipo de anomalías cromosómicas en el ciclo no estimulado fue la 

siguiente: 62,5% de monosomías, 12,5% de trisomías y 18,8% de haploidías; y en el ciclo 

estimulado: 55,3% de monosomías, 24,4% de trisomías y 4,1% de haploidías. No hubo 

diferencias estadísticamente signifi cativas en la distribución de anomalías cromosómicas 

entre ambos grupos (p=0,87).

 Hubo un caso más de monosomía y un caso de tetraploidía que posteriormente no se 

realizaron ciclo estimulado, por lo que no han sido incluidos en el análisis 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 más 

frecuentemente alterados en el ciclo no estimulado fueron el 16 (50% de aneuploidías 

contenían alteración 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%). 

Tabla 7: Frecuencia de afectación de un determinado cromosoma en el grupo de embriones 

aneuploides. No se observan diferencias estadísticamente signifi cativas para ninguno de los  

cromosomas entre los ciclos no estimulado y estimulado.
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RECONFIRMACIÓN         

 Con el propósito de validar la fi abilidad de nuestro diagnóstico en día 3, treinta y seis 

embriones fueron aleatoriamente seleccionados y reanalizados en día 5 mediante FISH.

 El reanálisis en día 5 mediante FISH de 36 embriones mostró una tasa de confi rmación 

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 cromosómicamente 

anormales con una tasa de confi rmación del  100%. En el ciclo estimulado, reanalizamos 

29 embriones, de los cuales 26 embriones habían sido diagnosticados como aneuploides 

y 3 como euploides pero se bloquearon en periodo de división. Treinta y tres de los 36 

embriones fueron confi rmados (tasa de confi rmación = 91,7%), mientras que en 3 casos 

encontramos un diagnóstico falso positivo (véase tabla 8). De los 33 casos confi rmados, 

10 blastocistos fueron diagnosticados como homogéneamente aneuploides (>80% con 

la misma anomalía cromosómica) y 23 como mosaicos (≥2 lineas celulares, cada una con 

≥20% de células anormales). Por tanto, en 23 casos, el embrión anormal en día 3 resultó 

ser un mosaico en el estadio de blastocisto.

Tabla 8: Re-análisis mediante FISH en día 5 de desarrollo en una muestra de 36 embriones.

*   embriones euploides detenidos 
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RESULTADOS GESTACIONALES EN LAS RECEPTORAS DE GAMETOS   

 Los resultados gestacionales en las pacientes receptoras de óvulos y semen son 

objetivos secundarios del estudio, ya que la intención del mismo no es comparar las tasas 

de gestación entre las receptoras que han recibido embriones procedentes de un ciclo no 

estimulado o estimulado. Para cubrir dicho objetivo el tamaño muestral debería haber sido 

sustancialmente mayor. 

 Por otra parte, la media de embriones transferidos fue signifi cativamente 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 implantación como el único parámetro fi able para realizar una comparación entre 

ambos ciclos. Defi nimos tasa de implantación como el número de sacos gestacionales por 

embrión transferido.   La tasa de implantación fue comparable entre el ciclo no estimulado 

y el ciclo estimulado, 39,3% vs. 32,5% (p=0,68). 

 La tasa de gestación bioquímica (beta-hCG positiva a los 11 días de la transferencia 

embrionaria) y de gestación clínica evolutiva (gestación evolutiva de más 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 transfi rieron 

28 porque uno detuvo su crecimiento y no llegó a estadio de blastocisto, y otro fue congelado 

por razones personales de la receptora, la cual no se transfi rió posteriormente el embrión 

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 están expuestos en la tabla 9.
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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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 La hipótesis planteada en el presente trabajo de que la EO aumenta la incidencia de 

aneuploidías en la especie humana queda refutada tras observar como en mujeres jóvenes, 

y por tanto libres del factor edad que pudiera infl uir en la incidencia de aneuploidías, el 

mencionado tratamiento no incrementa signifi cativamente la incidencia de aneuploidías 

cuando comparamos la misma en el ciclo no estimulado y en el ciclo estimulado en la 

misma mujer. Hemos observado una incidencia de aneuplodías del 34,8% en el ciclo no 

estimulado versus del 38,2% en el ciclo de estimulación ovárica convencional con dosis 

moderadas de gonadotropinas (p=0,64). Este es el primer estudio que ha llevado a cabo la 

comparación intrasujeto, evitando de este modo los sesgos derivados de las variaciones 

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

 A continuación se hará un análisis detallado de los procedimientos y resultados de 

nuestro estudio.

ACERCA DE LA HIPÓTESIS Y LOS OBJETIVOS DE TRABAJO    

 El efecto de la EO con gonadotropinas en la génesis de anomalías cromosómicas durante 

la fecundación y la división embrionaria temprana ha sido motivo de preocupación y debate 

desde hace muchos años. 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 diagnósticos 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 científi ca ofrece mucha más información sobre estudios en 

animales que en humanos, existiendo más trabajos sobre EO y calidad embrionaria (en 

términos de morfología y desarrollo embrionario temprano) que sobre EO y aneuploidías. 

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 aneuploidías embrionarias en humanos (Munne et 

al. 1997, Katz-Jaffe, Trounson & Cram 2005, Baart et al. 2007); pero estos hallazgos no 

se confi rmaron 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 científi ca clara sobre el tema. Lo que si es cierto es 

que, por una parte, las aneuploidías embrionarias son altamente frecuentes en la especie 

humana  (Hassold, Hall & Hunt 2007) y su hallazgo tras un tratamiento de PGS quizá no esté 

tan directamente relacionado con la TRA en sí; y por otra, hemos asistido en los últimos 

años a un movimiento hacia la estimulación ovárica 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 propósito de poder cuantifi car en qué medida las gonadotropinas 

pudieran incrementar o no la tasa de aneuploidías, consideramos necesario conocer de 

antemano cual era la proporción de embriones aneuploides en un ciclo de FIV sin EO previa 

y de este modo, compararíamos dicha tasa a la obtenida en un ciclo de FIV tras EO. 
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 El objetivo principal de nuestro estudio fue la comparación intrasujeto de la incidencia 

de aneuploidías en estos dos escenarios diferentes (sin y con EO con gonadotropinas) en 

una población exenta de factores de riesgo que pudieran afectar a su tasa de anomalías 

cromosómicas. Los resultados de este análisis podrán ayudar a esclarecer qué protagonismo 

tiene la EO con gonadotropinas sobre la génesis de anomalías cromosómicas embrionarias. 

ACERCA DE LA METODOLOGÍA       

  Tamaño muestral

 El presente estudio de cohortes prospectivo describe el análisis cromosómico 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 fi n de determinar el efecto de la EO 

en la incidencia de anomalías cromosómicas numéricas o aneuploidías en los embriones 

humanos a nivel preimplantatorio. Los resultados del estudio concluyen que la EO no 

incrementa de forma estadísticamente signifi cativa la tasa de aneuploidías.

 El estudio calculó un tamaño muestral para detectar una diferencia en la tasa 

de aneuploidías del 22% entre ambos ciclos, por lo que no podemos descartar la 

posibilidad de que existan pequeños incrementos en dicha tasa en ciclos estimulados 

vs. no estimulados. En todo caso, para detectar diferencias más pequeñas (menores del 

22%), sería necesaria una muestra de pacientes mucho mayor. Como se demuestra en 

los resultados de nuestro estudio, esto sería difícilmente planteable desde el punto de 

vista logístico puesto que precisamos incluir a 185 donantes con el fi n de llevar a cabo 46 

ciclos consecutivos (estimulado y no estimulado). Además, la inclusión de más pacientes 

conllevaría con alta probabilidad al fenómeno estadístico de regresión a la media, es decir, 
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que las diferencias entre ambos grupos tenderían a ser menores y difícilmente llegarían a 

alcanzar la signifi cancia estadística. 

 El presente trabajo ha incluido el tamaño muestral más grande hasta la fecha que ha 

analizado el estatus cromosómico de embriones procedentes de ciclos no estimulados, 

es decir, sin el infl ujo de las gonadotrofi nas exógenas 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 había estado disponible hasta la fecha (Munne 

et al. 2006), y ello permitirá comparar la incidencia de aneuploidías embrionarias entre 

diferentes grupos de pacientes y bajo distintas condiciones.  

 Un valor añadido de nuestro estudio, e independientemente del tamaño muestral, es que 

pudimos llevar a cabo la comparación intrasujeto con el test t de muestras pareadas, que 

mostró cómo 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 más baja que la observada si solo hacemos la comparación global de los 

ciclos no estimulados y estimulados del estudio, observando una tasa de aneuploidías del 

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

  Un análisis exhaustivo del ciclo no estimulado

 El objetivo fundamental de nuestro estudio fue analizar el impacto de la EO en la tasa 

de anomalías cromosómicas numéricas embrionarias, partiendo de un punto de referencia 

que era la tasa observada en el ciclo no estimulado. 
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 Esto nos permitió evaluar en primer lugar el estatus cromosómico del embrión humano 

en ausencia de EO,  intentando defi nir 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, jóvenes, fértiles y sin antecedentes de estimulación ovárica, aproximadamente un 

tercio de los embriones procedentes de un ciclo no estimulado son cromosómicamente 

anormales (35,3% en la muestra de 51 ciclos no estimulados a los que se les realizo PGS).  

Este hallazgo está en consonancia con un estudio previo a menor escala que halló una tasa 

de aneuploidías del 36,4% en 11 ciclos no estimulados tras realización de PGS mediante 

FISH (Verpoest et al. 2008). 

 Ello signifi ca que la incidencia de aneuploidías embrionarias en la especie humana 

no es desdeñable, y ello explicaría la baja fecundidad observada en humanos (Macklon, 

Geraedts & Fauser 2002). 

 El ciclo no estimulado de FIV pudiera ser considerado como el escenario más 

cercano al ciclo natural in vivo, aunque no podemos descartar el impacto potencial de 

otros factores que pudieran afectar a la constitución cromosómica del embrión, como las 

condiciones del laboratorio de FIV (Beyer et al. 2009), el uso de rCG para desencadenar 

la maduración ovocitaria fi nal y la ovulación, 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 sí, sin el cual no podríamos llevar a cabo el PGS. 

 Uno de los problemas de nuestro estudio fue la necesidad de incluir un elevado número 

de donantes de ovocitos en ciclo natural, para poder disponer fi nalmente de embriones 

candidatos a biopsia.  A pesar de llevar a cabo ciclos naturales modifi cados (con inyección 

de rCG para inducir la maduración ovocitaria fi nal), la tasa de cancelación global por 

ovulación precoz o no obtención de ovocito resultó del 37,3%. 
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 Nuestra tasa de llegada a punción folicular de las 175 donantes que llevaron a cabo 

el ciclo no estimulado (pues 10 de 185 renunciaron a continuar con el estudio) resultó 

del 69,1% (121/175). Esta es similar a la presentada por Pelinck en su revisión sobre CN, 

donde hace un sub análisis en 14 estudios en los que utilizaron la misma estrategia (planear 

la punción folicular tras administración de hCG o cancelar el ciclo si ocurre un pico de 

LH), pues la tasa de punción folicular por ciclo iniciado fue del 67,3% (833/1238) (Pelinck 

2002). 

 Por otra parte, nuestra tasa de obtención de ovocito por punción resultó 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 cancelación presente en este trabajo y en los 

publicados en la literatura científi ca, queda patente la baja efi cacia del CN pues fue 

necesario reclutar a 185 donantes de ovocitos para obtener fi nalmente 51 embriones 

candidatos a biopsia en día 3 de desarrollo. Si no se hubiera llevado a cabo el PGS, todos 

estos embriones hubieran sido transferidos puesto que cumplían 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 (situación improbable en una paciente infértil sometida a un CN) 

la tasa se incrementaría hasta un 29,7%, es decir, que en pacientes de buen pronóstico, 

dicho porcentaje de pacientes llegarían a transfer en el contexto de un ciclo no estimulado 

si el PGS no se llevara a cabo. Teniendo en cuenta la tasa de aneuploidías descrita en 

nuestro estudio, el transfer sería inefi caz en un tercio de los casos puesto que el embrión 

transferido en ciclo natural hubiera resultado aneuploide. 
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 El objetivo de obtener varios ovocitos para la realización de un FIV, es el de disponer 

fi nalmente de al menos uno o dos embriones euploides y aptos para transferir. Es lógico 

pensar que si se consiguen más embriones, será más probable hallar el predestinado a 

implantar. Ello justifi ca la alta tasa de nacidos vivos acumulada en el ciclo estimulado en 

comparación con la tasa observada en el ciclo no estimulado en nuestro estudio (60,9% vs. 

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

 Estos hallazgos están en consonancia con lo publicado en la literatura. Con el fi n de 

valorar la efi cacia del CN en comparación con el ciclo estimulado, se llevó a cabo una 

revisión 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 fi nalmente, en mujeres con baja respuesta 

a la estimulación ovárica, con FSH purifi cada en protocolo microfl are con microdosis de 

agonistas de la GnRH (1 estudio). A pesar del número bajo de pacientes, y de los diferentes 

números de ciclos entre cada una de las mismas, se pudo concluir que el ciclo natural 

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

 Una revisión 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 efi cacia 

del ciclo natural (incluyendo tanto CN como CNM) con la estimulación ovárica para FIV. 

No han encontrado diferencias signifi cativas entre ambos protocolos en lo que respecta a 

resultados gestacionales, SHO o cancelación de ciclo, pero todas las pruebas realizadas 

son de baja, muy baja o moderada calidad y la limitación principal fue la imprecisión porque 

los datos fueron insufi cientes. Se concluye la necesidad de disponer de ensayos clínicos 

más amplios y bien realizados para poder emitir conclusiones, buscando la comparación 
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entre el ciclo natural y el ciclo estándar para FIV, en términos de tasas acumuladas de 

embarazo y nacidos vivos, número 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 signifi cativamente inferior al ciclo estimulado para FIV, sin olvidar que 

el tamaño muestral de nuestro estudio no fue diseñado con el fi n de detectar diferencias en 

los resultados gestacionales. 

 Aunque algunos trabajos han sugerido el uso del CN en pacientes de mal pronóstico, 

fundamentalmente mujeres añosas o bajas respondedoras a la EOC (Schimberni et al. 

2009), otros no encuentran ningún benefi cio 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 anomalías cromosómicas están presentes incluso en 

ausencia de estimulación 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 aneuploidía observada en embarazos espontáneos de mujeres añosas  (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 pronóstico, se reafi rma 

la necesidad de recurrir a la EOC para inducir el desarrollo de varios ovocitos maduros con 

el fi n de mejorar las posibilidades de embarazo en tratamientos de reproducción asistida.   

 De acuerdo con los resultados observados en nuestro estudio, la EO debería llevarse 

a cabo de manera moderada, ya que es de este modo como hemos observado que no 

se incrementa de forma signifi cativa la tasa de aneuploidías con respecto al ciclo no 

estimulado, no pudiendo aseverar que una estimulación ovárica agresiva con la utilización 
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de 300UI diarias o más de gonadotropinas puedan incrementar o no las aneuploidías 

embrionarias. De todos modos, en nuestro grupo de donantes de ovocitos, no hemos 

observado una relación lineal entre las dosis totales de gonadotropinas administradas y la 

tasa de aneuploidías. 

  Población de estudio homogénea

 El mero hecho de realizar este estudio en el contexto de un tratamiento de FIV/ICSI, 

conlleva una serie de condicionantes intrínsecos a la técnica que podrían sesgar los 

resultados. De hecho, ya se ha mencionado que las condiciones del laboratorio de FIV 

pueden afectar a la incidencia de aneuploidías.

 Siendo conscientes de este posible sesgo, consideramos que el único modo certero 

de valorar exclusivamente el efecto neto de las gonadotropinas sobre las aneuploidías era 

comparar dicha incidencia en dos ciclos de FIV exactamente iguales con la única  diferencia en 

el uso o no de gonadotropinas. Se trató que el resto de factores fuese lo más semejante posible 

entre un ciclo y otro. Es por ello que utilizamos a la misma mujer como control de si misma, así 

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 población de estudio libre de 

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

 Por otra parte, los medios de cultivo y condiciones del laboratorio fueron idénticos en 

ambos ciclos, así como las técnicas de manipulación de gametos y de biopsia embrionaria. 

El personal destinado a la realización de la biopsia de blastómeras, a la realización de 

la técnica de PGS y a la interpretación de las señales de FISH fue un grupo reducido y 

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

 La comparación en la tasa de aneuploidías embrionarias entre un ciclo no estimulado (o 

natural modifi cado en nuestro trabajo) y estimulado (bajo estimulación ovárica controlada) 

se llevó a cabo en la misma mujer con una diferencia de tiempo máxima 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 calcularíamos el supuesto incremento individual de anomalías cromosómicas 

de un ciclo a otro. De hecho, no sólo calculamos la media de embriones aneuploides en 

ambos grupos, sino que llevamos a cabo una comparación intrasujeto de la media del 

porcentaje de aneuploidías embrionarias. 

 En base a la literatura científi ca existente hasta el momento de escritura de esta tesis, 

podemos aseverar que éste es el primer trabajo que ha realizado este tipo de análisis 

comparativo intrasujeto. De hecho, tampoco se hallan trabajos publicados comparando la 

incidencia de aneuploidías entre un ciclo no estimulado y un ciclo estimulado en grupos 

diferentes de pacientes, mientras que sí 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 embrión euploide en el ciclo no estimulado, se llevó 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 estimulación ovárica 

a la donante de ovocitos en la segunda o tercera menstruación tras el ciclo natural. Esta 

es la razón por la cual no se decidió llevar a cabo la estimulación ovárica en el ciclo 

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

 El estudio, realizado íntegramente en un único 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 procedía igualmente de un donante varón, que fue el mismo 

tanto para el primer como para el segundo ciclo, con el fi n de que los gametos procedieran 

de los mismos progenitores en los dos ciclos. 

 Nuestros resultados sugieren que la EO moderada no incrementa de forma 

estadísticamente signifi cativa la tasa de aneuploidías embrionarias tras FIV en una muestra 

poblacional de mujeres jóvenes sin antecedentes de infertilidad o tratamientos de inducción 

de la ovulación. 

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

infertilidad.

 En línea con nuestros resultados, recientemente se han publicado varios trabajos en los 

que no se aprecia un incremento en la incidencia de anomalías cromosómicas en abortos de 

fetos procedentes de embarazos logrados tras una estimulación con FSH en comparación 

con concepciones espontáneas (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 anomalías cromosómicas al fi nal 

del primer trimestre en gestaciones obtenidas tras TRA y estimulación con gonadotropinas 

en comparación con gestaciones espontáneas (Shevell et al. 2005, Conway et al. 2011). 

En el estudio de Shevell, con un tamaño muestral de 36062 pacientes, el uso de cualquier 
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tipo de TRA se asociaba signifi cativamente a un mayor riesgo de problemas obstétricos en 

comparación con la gestación espontánea. Sin embargo, no se apreció un incremento en 

la incidencia de anomalías cromosómicas 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 blastómera, lo cual no analiza el estatus 

cromosómico global porque analiza un número limitado de cromosomas y blastómeras. 

Esto se debe a que esta técnica era la más precisa y la única utilizada en nuestro centro 

cuando el estudio fue diseñado. 

 Nuevas técnicas como aCGH o los SNP microarrays permiten un análisis más exhaustivo 

de la constitución cromosómica del embrión. Actualmente, hemos introducido en nuestro 

laboratorio el sistema de aCGH en nuestro programa de PGS, permitiendo el análisis de 24 

cromosomas. 

 A pesar de las limitaciones técnicas de nuestro estudio, nuestro grupo y otros autores 

han mostrado que el análisis mediante FISH en día 3 usando rondas adicionales con 

sondas teloméricas incrementa la exactitud diagnostica de la técnica y los resultados son 

representativos del estado cromosómico del correspondiente embrión en día 5 (Colls et al. 

2007, Mir et al. 2010). 

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

estaba alrededor del 92% según nuestros resultados del re análisis en día 5. Además, se 
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ha visto que los cromosomas 13, 15, 16, 18, 21, 22, X e Y, pueden identifi car el 80% de 

las anomalías cromosómicas más comunes en muestras de abortos espontáneos (Lathi, 

Westphal & Milki 2008). Por tanto, si tenemos en mente el riesgo de aneuploidías en la 

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

 No podemos confi rmar 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 interpretación de los resultados pues es la técnica que se 

ha utilizado del mismo modo en ambos grupos y no sería esperable una conclusión 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 aneuploidía en la descendencia estaría relacionado solamente 

con aquellos embriones que podrían 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 está en consonancia con la observada en el 

estudio de Baart (67,8%), que siguió criterios similares a los nuestros. Además, nuestra 

tasa de resultados informativos por embrión 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 blastómera. El fenómeno del mosaicismo

 El análisis de los gametos humanos ha revelado que la aneuploidía embrionaria es 

fundamentalmente causada por errores de segregación meiótica cromosómica en los 

ovocitos.  Si la EO puede ejercer un efecto deletéreo sobre el embrión, sería porque 

induce errores meióticos en el ovocito, más que errores mitóticos tras la fecundación, que 

comúnmente conducen a mosaicismo (Frumkin et al. 2008). Los dos mecanismos de errores 

meióticos más conocidos son la no disyunción y la separación prematura de cromátidas 

hermanas (Pellestor et al. 2002) y ello habitualmente resulta en un embrión uniformemente 

aneuploide (monosomía, trisomía, haploidía o poliploidía); por tanto, estas anomalías se 

manifi estan tanto en el análisis de la blastómera en día 3 de desarrollo embrionario y en el 

re análisis en día 5. 

 En el presente estudio, una sola blastómera fue biopsiada por embrión en día 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 blastómeras no aporta 

información adicional, y pudiera afectar negativamente la viabilidad embrionaria (Michiels 

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

 Nuestros resultados muestran una tasa de confi rmación citogenética global del 91,7%, 

que está en concordancia con datos previamente publicados por nuestro centro (Mir et 

al. 2010). De hecho, Mir y colaboradores demostraron, tras validación de resultados en 

embriones en día 5, que había similares tasas de confi rmación de diagnóstico entre día 

3 y día 5 cuando una o dos blastómeras habían sido analizadas en día 3 (90,2% y 90%, 

respectivamente); concluyendo que la biopsia de 2 blastómeras no incrementa la exactitud 

diagnóstica de la técnica FISH.
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 Por tanto, esta baja tasa de error no podría afectar radicalmente los resultados 

y las conclusiones del presente estudio. Además, todos los embriones mosaicos en 

día 5 observados en nuestro estudio tras el re análisis tenían todas las líneas celulares 

aneuploides, por lo que habrían sido desestimados tras el diagnóstico llevado a cabo en 

día 3.  Por tanto, debería asumirse que los casos de mosaicismo deberían ser igualmente 

distribuidos entre los ciclos no estimulados y estimulados. Por otra parte, el mosaicismo es 

más frecuente en embriones detenidos o morfológicamente anormales (Munne et al. 1997), 

y nuestro grupo sólo biopsia embriones con criterios de buena morfología, por lo que no 

podemos considerar esto como factor de confusión. 

ACERCA DE LOS RESULTADOS        

  Comparación de la dinámica folicular entre el ciclo no estimulado y el ciclo 

estimulado

 Los resultados hormonales séricos el día de la administración de la rCG muestran cómo 

la dinámica folicular es sustancialmente diferente entre ambos ciclos.   

 El nivel medio de E2 sérico al fi nal de la fase folicular fue signifi cativamente inferior en 

el ciclo no estimulado que en el ciclo estimulado (p<0,0001); ya que en éste se desarrollan 

un mayor número de folículos por efecto de la EOC. Igualmente, el nivel de P sérica fue 

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

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

el riesgo de ovulación prematura, pudimos observar cómo los valores séricos de E2, P y 
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LH fueron signifi cativamente más elevados en las pacientes que ovularon precozmente 

respecto a las que llegaron a una punción folicular; mientras que el diámetro folicular no 

resultó diferente entre ambos grupos. Por tanto, concluimos que en el seguimiento de un 

ciclo natural, resultan más predictivos de riesgo de ovulación los valores de hormonas 

séricas, que la simple medición ecográfi ca del folículo dominante. 

  Comparación en la tasa de aneuploidías 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 estadísticamente signifi cativa (p=0,64). Es importante valorar el hecho 

de que se ha hecho la comparación intrasujeto para poder evaluar el efecto neto de la EO 

sobre la tasa individual de cada donante. 

 De hecho, si sólo tenemos en cuenta la tasa global de aneuploidías en la muestra de 

46 embriones biopsiados del ciclo no estimulado y 303 del ciclo estimulado, observamos 

cómo la diferencia de riesgos es algo mayor, resultando ser 5,8, aunque sigue siendo no 

estadísticamente signifi cativa (p=0,45). 

 En base a estos resultados, podemos concluir que la estimulación ovárica no incrementa 

de forma estadísticamente signifi cativa la incidencia de aneuploidías embrionarias en 

mujeres < 34 años, que es el grupo que ha sido analizado en este estudio. 

 Por otra parte, la proporción de embriones euploides por ovocito metafase II obtenido 

no es signifi cativamente diferente entre ambos ciclos, de modo que aproximadamente 1 de 
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cada 3 ovocitos metafase II dio lugar a 1 embrión 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 embrión euploide era el mismo 

independientemente de si habían recibido un tratamiento de estimulación ovárica o no. 

  Importancia de las dosis de gonadotropinas administradas durante la 

estimulación

 Nuestro estudio en donantes de ovocitos no ha observado una correlación positiva 

entre las dosis totales de gonadotropinas y la tasa de aneuploidías. Sin embargo,  Baart 

encontró una relación positiva entre la dosis de gonadotropinas y la tasa de anomalías 

cromosómicas 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 población analizada y el objetivo de su estudio y el 

nuestro son diferentes.

 Por una parte, el grupo holandés comparó la tasa de anomalías cromosómicas 

embrionarias tras la aplicación de dos regímenes 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 UI/día) y en dos grupos de pacientes distintas, aunque 

fueran de características demográfi cas similares; mientras que nuestro trabajo comparó la 

tasa de aneuploidías en estado basal o fi siológico (ciclo natural modifi cado) con un estado 

no fi siológico (bajo estimulación ovárica) el el mismo grupo de pacientes. En segundo lugar, 

la población de estudio eran pacientes infértiles y mayores que en nuestro estudio (33,5 

vs. 25,4 años, respectivamente), el cual sólo 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 según cálculo del tamaño muestral tras la realización de un análisis intermedio 

que evidenció diferencias signifi cativas a favor de la estimulación ovárica suave. El PGS 

se llevó a cabo en 33 pacientes sometidas a EO convencional y en 40 pacientes tras 

estimulación suave, biopsiando 1 o 2 blastómeras según características del embrión (≤6 ó 

>6 blastómeras, respectivamente). 

 Cuando tuvieron en cuenta solamente el análisis de la primera blastómera, observaron 

un 63% de aneuploidías en el grupo de EO convencional y un 45% en el grupo de EO suave. 

Cuando incluyeron el análisis de las dos blastómeras, se observó un 73% de aneuploidías 

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

 El porcentaje de embriones con mosaicismo resultó del 65% en el grupo de EO 

convencional en comparación con el 37% en el grupo de EO suave (p=0,004). Aunque los 

autores atribuyen el incremento de anomalías cromosómicas en el grupo convencional a la 

mayor incidencia de mosaicismo, esta aseveración no está clara, porque cuando se biopsian 

2 blastómeras (lo cual permite diagnosticar los casos de mosaicismo) la incidencia de 

aneuploidías se incrementa exactamente un 10% en ambos grupos. Si la EO convencional 

incrementara el mosaicismo, el porcentaje de cambio tras biopsia de 2 blastómeras en 

lugar de 1 blastómera debería ser mucho mayor en este grupo. 

 El mosaicismo parece deberse fundamentalmente a errores de segregación mitótica, 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 división celular tanto mitótica como meiótica  (Katz-Jaffe, 

Trounson & Cram 2005). Por tanto, aunque el impacto que puedan tener las gonadotropinas 

sobre los ovocitos se justifi caría por una disrupción de los mecanismos que mantienen una 
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propicia segregación cromosómica (Munne et al. 1997, Hodges et al. 2002), generando 

consecuentemente aneuploidías; no está claro en qué medida pudiera afectar a la división 

mitótica tras una concepción 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 fi nal del primer trimestre de gestación 

es similar en pacientes que han gestado espontáneamente en comparación con aquellas 

que han precisado un tratamiento de estimulación ovárica (Huang et al. 2009), por lo que si 

es que existe algún tipo de diferencia en la tasa de mosaicismo a nivel preimplantatorio en 

embriones procedentes de estimulación ovárica, ésta se reduce a nivel postimplantatorio 

en gestaciones clínicamente establecidas indicando que la mayoría de mosaicismos se 

eliminan antes del primer trimestre. De hecho, está sólo presente en el 5% de abortos 

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

 En lo que respecta a relación entre dosis de gonadotropinas y tasas de gestación, encontramos 

un  meta-análisis que incluyó 3 estudios aleatorizados comparando EO suave vs. convencional y 

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

 Se observó que tras una EO suave, el obtener un número bajo de ovocitos (con una 

mediana de 5 ovocitos) se asocia con las tasas de gestación evolutiva más elevadas por 

embrión transferido cuando se usa protocolo con antagonistas de la GnRH, mientras que 

si se obtienen 8 o más ovocitos, hay una caída signifi cativa en la tasa de implantación.  

Por tanto, en este grupo conviene obtener un número menor de ovocitos, representando 

a un grupo homogéneo de buena calidad,  resultado de la mínima interferencia con la 

fi siología ovárica con la consecuente selección natural de gametos de buena calidad o 

de la disminución de la exposición de los folículos 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 gestación 

más elevada la obtienen con una mediana de 10 ovocitos ya que esto permite la selección 

del mejor embrión 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 ovárico.  Esto refuerza la idea de que la calidad 

de la cohorte ovocitaria y embrionaria depende de la respuesta ovárica a una dosis 

determinada de gonadotropinas.

 En los 2 protocolos de estimulación, una respuesta ovárica moderada acarrea mejores 

resultados gestacionales que la hiper-respuesta ( ≥ 9 ó 18 ovocitos, en ciclo suave o 

convencional, respectivamente), probablemente por los efectos negativos de la elevación 

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 estimulación suave no conlleva mejores resultados gestacionales, 

pero su justifi cación 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 serían aplicables a la población de donantes 

de ovocitos, puesto que por una parte, el efecto que puedan tener las hormonas esteroideas 

elevadas sobre el endometrio no se evidenciaría en la receptora de ovocitos y por tanto, en 

sus tasas de gestación. 

 Por otra parte, la respuesta ovárica 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 (2230UI totales), la mediana de ovocitos totales obtenidos resultó de 

17. Esto signifi ca que en donantes se ha precisado una media de 130UI de gonadotropinas 

para cada ovocito obtenido, mientras que en el meta-analisis de Verberg la media de 

gonadotropinas necesaria era de 200UI por cada ovocito obtenido, independientemente 

del protocolo utilizado (suave o convencional).  

 Como se ha presentado en el apartado de resultados, si el número de ovocitos totales 

obtenidos estaba por encima de la mediana, el número de embriones euploides resultantes 

resultó ser signifi cativamente mayor, por lo que la tasa de gestación acumulada sería 

claramente superior en estos casos. 

  Importancia de la respuesta ovárica a la estimulación

 En nuestro grupo de donantes de ovocitos sometidas a una EO, el incremento en la 

respuesta ovárica no conllevó un incremento en la tasa de aneuploidías. De hecho, hablando 

de números absolutos y no de porcentajes, a mayor respuesta ovárica, se obtuvo un mayor 

número de embriones euploides. 

 Estudios preliminares sugirieron que la respuesta ovárica pudiera ser considerada 

como un factor determinante de la aparición de aneuploidías más que las dosis de 

gonadotropinas utilizadas.  En este sentido, se describió que mujeres con mayor número 

de ovocitos mostraban más ovocitos diploides y una mayor inmadurez citoplasmática 

que mujeres con respuesta moderada o suave a las gonadotropinas (Tarin, Pellicer 1990), 

independientemente de las dosis de drogas administradas. Igualmente, Baart observa 

una relación positiva entre la respuesta ovárica y la tasa de aneuploidías en el grupo de 

estimulación suave, mientras que esto no se cumple en el grupo de EO convencional (Baart 

et al. 2007). 
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 Sin embargo, estudios más recientes con biopsia de primer corpúsculo polar, muestran 

que la respuesta a la estimulación ovárica se relaciona positivamente con la aneuploidía 

ovocitaria y que la proporción de ovocitos normales estaba directamente relacionada con 

el número de ovocitos maduros, e inversamente relacionada con el número de unidades de 

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

 Esto sugiere que la obtención de ovocitos maduros en respuesta a dosis moderadas de 

gonadotropinas está relacionada con menor riesgo de aneuploidía, refl ejando una “salud 

ovárica adecuada”. Estos folículos capaces de crecer y reclutarse con mínimo estimulo 

de gonadotropinas exógenas, son capaces de generar ovocitos competentes (Fragouli et 

al. 2009). Este hallazgo está 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 número de ovocitos en el ciclo 

subsiguiente, se observa una reducción en la tasa de anomalías embrionarias (Rubio et al. 

2010b).   

 Igualmente, un trabajo retrospectivo reciente ha evidenciado como la alta respuesta 

ovárica a la EOC convencional no incrementa la incidencia de anomalías cromosómicas 

cuando realizamos PGS a través de  aCGH, ni en pacientes ni en donantes de ovocitos (Ata 

et al. 2012). La tasa de aneuploidía es constante independientemente de cuántos embriones 

biopsiables hay disponibles (bien en día 3 o en estadio de blastocisto); y la posibilidad de 

tener al menos un embrión euploide dentro de la cohorte se incrementa a medida que lo hace 

el número de embriones biopsiables. El número de embriones biopsiables refl eja el estado 

de reserva ovárica en este contexto de estimulación ovárica convencional, ya que no se han 

usado protocolos suaves ni ciclos naturales. Sus resultados indirectamente corroboran que 

mujeres con alta reserva ovárica son más susceptibles de lograr un embarazo y un RNV ya 

que son más proclives a generar más embriones y tener al menos un embrión euploide.  Un 
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estudio retrospectivo recientemente publicado ha evidenciado cómo en pacientes con 4 o 

más blastocistos euploides disponibles, la transferencia embrionaria única ofrece tasas de 

gestación clínica similares a la doble, mientras que la tasa de gestación múltiple se reducía 

considerablemente. Sin embargo, en las pacientes con 3 o menos blastocistos euploides, 

la tasa de gestación clínica era mayor si se llevaba a cabo transferencia embrionaria doble 

(Morin et al. 2014). Estos resultados soportan la hipótesis de que el tamaño de la cohorte 

de embriones euploides es un marcador de éxito en el ciclo de FIV, por lo que el número 

de embriones euploides, más que el porcentaje de embriones euploides/aneuploides, debe 

tenerse en cuenta como predictor de éxito.  

 La evidencia de que la mayor respuesta ovárica en un ovario con buena dotación 

folicular, conlleva un mayor número de embriones euploides, refuerza que en las donantes 

de ovocitos quizá no compense llevar a cabo una estimulación ovárica excesivamente 

suave, pues por un lado, tendría alto riesgo de cancelación por respuesta insufi ciente. Por 

otro lado, hoy en día no tememos el riesgo de SHO en nuestras donantes, ya que en todas 

ellas se lleva a cabo una estimulación ovárica moderada en protocolo con antagonistas de 

la GnRH y desencadenamos la ovulación con un análogo de la GnRH, estrategia que evita el 

riesgo de hiperestimulación ovárica  (Humaidan, Papanikolaou & Tarlatzis 2009). Esto quizá 

sería también aplicable a pacientes infértiles normorrespondedoras, en las cuales conviene 

obtener un número adecuado de ovocitos con una dosis moderada, y en caso de alta 

respuesta y consecuente elevación suprafi siológica de hormonas esteroideas, proceder a 

la vitrifi cación embrionaria y transferencia en un ciclo diferido con el fi n de mejorar las tasas 

de implantación (Roque et al. 2013). 

 Se ha sugerido que ya que las aneuploidías no se relacionan con la respuesta ovárica, 

lo adecuado sería obtener alrededor de 15 ovocitos MII (Ata et al. 2012). Este número 

no parece arbitrario, puesto que  se vió que la tasa de gestación tras un ciclo de FIV se 



124

DISCUSIÓN

incrementa conforme lo hace el número de ovocitos siempre y cuando no se sobrepase el 

límite de 15 ovocitos, permanece estable entre 15 y 20 ovocitos y declina si  se obtienen 

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

 Sin embargo, otros autores no han observado una asociación entre alta respuesta a 

la estimulación y disminución de la tasa de implantación o de la fracción 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 observó una media de 8 embriones 

de buena calidad en día 3 de desarrollo si el número de ovocitos obtenidos fue superior 

a 18 en respuesta a dosis suaves de gonadotropinas (Fatemi et al. 2013), por lo que de 

nuevo se observó que una alta respuesta a una dosis moderada no disminuye la calidad 

embrionaria. 

  Comparación entre la tasa de aneuploidías observada en las donantes de 

ovocitos de nuestro estudio con la histórica

 En el ciclo estimulado, la tasa de anomalías cromosómicas embrionaria en nuestro grupo 

de donantes es más baja que la descrita previamente (40,6 vs. 57%) (Reis Soares et al. 2003, 

Munne et al. 2006). Una explicación a estos hallazgos es que la dosis utilizada hace unos años 

era mayor, como se puede observar a través de una respuesta ovárica mucho más elevada, ya 

que el número 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 más al ciclo natural, mientras que la proporción de embriones anormales se incrementa 

signifi cativamente cuando sometemos a la paciente a estimulaciones muy agresivas.
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 Consideramos más fi ables los estudios de PGS basados en el análisis de blastómeras 

que los basados en el estudio de corpúsculo polar, pues estudios de CGH en corpúsculos 

polares de ovocitos procedentes de donantes jóvenes describen datos dispares en las 

tasas de aneuploidía ovocitaria, desde el 3% (Fragouli et al. 2009) al 65% (Sher et al. 

2007).

 Aunque la tasa de aneuploidías descrita en este estudio e históricamente pueda parecer 

bastante alta para ser donantes de ovocitos, queda compensada por el número elevado de 

ovocitos que producen las mismas, ya que fi nalmente hay sufi cientes embriones euploides 

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

  La importancia del número absoluto de embriones euploides por ciclo en 

comparación con el porcentaje de aneuploidías

   En todo caso, el número total de embriones euploides por ciclo de estimulación ovárica 

debe considerarse más que el porcentaje de aneuploidías. La ventaja del ciclo estimulado 

es que en donantes de ovocitos obtenemos una media de cuatro embriones euploides en 

comparación con el ciclo no estimulado, que ofrece como máximo un embrión euploide. 

 En pacientes infértiles, se ha observado el mismo número fi nal de embriones euploides 

(alrededor de 2) entre el ciclo de estimulación suave y el convencional, independientemente 

del número 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 cómo el número de embriones euploides tiene una relación positiva 

con el número de ovocitos totales, de ovocitos MII y de ovocitos fecundados. 
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 En todo caso, tanto en mujeres fértiles como infértiles y de mayor edad, el número de 

embriones euploides obtenidos siempre será mayor que el logrado en un ciclo natural, 

en el que, si la paciente tiene menos de 35 años, tendremos un 65% de posibilidades de 

encontrar un único embrión euploide. 

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

estimulado

   En nuestro estudio hemos observado que el antecedente de aneuploidía tras la realización 

del PGS en el ciclo no estimulado, incrementa la tasa de aneuploidías en el ciclo estimulado 

del 33,9% al 46,2% (p= 0,12). 

Esta tendencia observada hacia una mayor tasa de anomalías embrionarias cromosómicas 

cuando el embrión procedente del ciclo no estimulado fue anormal, concuerda con lo 

previamente publicado en la literatura (Al-Asmar et al. 2012). Esto pone de manifi cesto que 

el problema está en el sujeto más que en factores exógenos que puedan afectar a la tasa 

de anomalías cromosómicas.

  Resultados gestacionales

 Aunque la tasa de implantación fue absolutamente comparable entre ambos ciclos, la 

diferencia en el número total de embriones euploides disponibles para transferir explica 

la mayor tasa de gestación acumulada que observamos en ciclos de donación 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 comparación 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 implantación 

no se ve afectada por el uso de gonadotropinas. Por otra, la efi cacia del ciclo natural es 

signifi cativamente inferior que la del ciclo estimulado porque éste último ofrece unas tasas 

de gestación acumulada mucho mayores. 

 Finalmente, la tasa de nacidos vivos fue signifi cativamente mayor en el ciclo estimulado 

ya que se transfi rieron más 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 resultó estadísticamente signifi cativa. Sin embargo, no debemos perder de vista que no 

podemos emitir conclusiones categóricas ya que el tamaño muestral no fue calculado para 

este propósito. 
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• El uso de dosis moderadas de gonadotropinas para la Estimulación Ovárica 

durante un ciclo de FIV no incrementa de forma estadísticamente signifi cativa 

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

• Los resultados derivados del análisis de ciclos no estimulados para FIV en este 

estudio muestran que las alteraciones cromosómicas embrionarias humanas 

están presentes incluso en condiciones ováricas fi siológicas y en ausencia de 

estimulación con gonadotropinas, sugiriendo la causa de la baja fecundidad 

en humanos en un ciclo menstrual único. 

• En mujeres jóvenes y fértiles, como las donantes de ovocitos, una mayor 

respuesta ovárica ante una misma dosis moderada de gonadotropinas, ofrece 

un mayor número absoluto de embriones euploides por ciclo iniciado. 

• La tasa de aneuploidías observada en este grupo de mujeres no se correlaciona 

directamente con la respuesta ovárica ni con la dosis total de gonadotropinas 

administradas.

• El número de ovocitos metafase II necesario para dar lugar a un embrión 

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

• A pesar de que las tasas de implantación son comparables en ambos ciclos, 

en el ciclo estimulado  existe una mayor tasa de gestación acumulada gracias 

a la disponibilidad de un mayor número de embriones euploides para transferir 

al útero materno.
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ANEXO 2: HOJA DE INFORMACIÓN Y CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LAS RECEPTORAS DE 

GAMETOS

HOJA DE INFORMACIÓN Y CONSENTIMIENTO PARA LAS RECEPTORAS DE GAMETOS 

TÍTULO DEL ESTUDIO: “Infl uencia de la estimulación ovárica durante un tratamiento de 

fecundación in vitro en la incidencia de aneuploidías embrionarias”

INVESTIGADOR PRINCIPAL/DPTO./EMAIL: Dra. Elena Labarta, Departamento de 

Reproducción Humana. elabarta@ivi.es 

CENTRO: IVI Valencia,   96 3050900

INTRODUCCION 

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigación en el que se le 

invita a participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Ético de Investigación Clínica 

correspondiente. Nuestra intención es tan solo que usted reciba la información correcta y 

sufi ciente para que pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para 

ello lea esta hoja informativa con atención y nosotros le aclararemos las dudas que le 

puedan surgir después de la explicación. Además, puede consultar con las personas que 

considere oportuno. 

PARTICIPACIÓN VOLUNTARIA 

Debe saber que su participación en este estudio es voluntaria y que puede decidir no 

participar o cambiar su decisión y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin 

que por ello se altere la relación con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su 

tratamiento. 

DESCRIPCIÓN GENERAL DEL ESTUDIO

Estamos realizando un estudio con el fi n de evaluar la incidencia de alteraciones 

cromosómicas, tanto en los embriones obtenidos tras un ciclo natural como en aquellos 

obtenidos tras un protocolo de estimulación ovárica. Para que la población de estudio sea 

homogénea, los embriones procederán de donantes de óvulos y semen. 
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Resumen del plan de trabajo:

Se procederá a la obtención de un ovocito de donante en un ciclo natural mediante punción 

folicular. En una segunda fase dicha donante será sometida a una estimulación ovárica 

con el fi n de obtener un mayor número de ovocitos. Los ovocitos obtenidos de ambos 

ciclos se inseminarán con la misma muestra de semen donado. Se realizará una técnica de 

diagnóstico genético preimplantacional a los embriones obtenidos en ciclo natural y en ciclo 

estimulado y se realizará una comparación entre ambos ciclos.   Usted, como receptora de 

óvulos y semen, se realizará una transferencia embrionaria, siempre y cuando el embrión 

obtenido de cada un de los ciclos sea cromosómicamente normal, con el objetivo de lograr 

una gestación evolutiva. 

Diseño del Estudio:

Preparación de la receptora de óvulos: 

Para poder realizar la transferencia de un embrión en el útero, la receptora debe preparar 

el endometrio (mucosa que recubre el interior de la cavidad del útero) con el uso de terapia 

hormonal sustitutiva. 

La terapia hormonal sustitutiva consiste en la administración de estrógenos (valerianato de 

estradiol) desde el primer día de ciclo menstrual. Este tipo de tratamiento permite que su 

endometrio esté listo para la donación en cualquier momento, y facilita la sincronización 

entre la donante y la receptora.

El VE se administrará por vía oral (6 mg/día) o transdérmica (2 parches de 75 mg/48 

horas). 

Tras 7-10 días de tratamiento se llevará a cabo una ecografía transvaginal con el objetivo 

de medir el grosor endometrial. Si éste es superior a 6 mm, se continuará con la misma 

dosis de tratamiento hasta recibir la donación, momento en el que se añadirá el tratamiento 

con progesterona vaginal desde el día en que confi rmamos la fecundación correcta de los 

ovocitos. 

Si el grosor endometrial es inferior a 6 mm, la dosis de VE será incrementada y se repetirá 

una ecografía a los 7 días para comprobar que se alcanza ese espesor. Si el endometrio 

no supera los 6 mm de espesor, no se llevará a cabo la donación y la receptora no será 

incluida en el estudio. 

En caso de que la receptora tenga ciclos ováricos regulares, será necesario suprimir la 

función ovárica con una inyección intramuscular (triptorelina depot, 3,75mg) en dia 21 de 
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ciclo menstrual previo, para tener el control del ciclo evitando una ovulación prematura. 

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

suprimida la función ovárica. En este caso, se puede iniciar directamente la terapia hormonal 

sustitutiva. 

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

disminuir las posibilidades de implantación y se reiniciará posteriormente un nuevo ciclo de 

terapia hormonal sustitutiva. 

Diseño del Estudio: 

Fase 1: Ciclo Natural de la donante: 

- En el ciclo natural de la donante la receptora de gametos se realizará la 

transferencia de un blastocisto en día 5 de desarrollo siempre y cuando éste resulte 

cromosómicamente normal. 

- La receptora estará previamente preparada para recibir la donación mediante un 

ciclo sustituido de terapia hormonal. 

- El ciclo natural puede no dar lugar a la existencia de un embrión por la alta tasa 

de cancelación observada en este tipo de protocolo, debida fundamentalmente a 

ovulación prematura, no obtención de óvulo tras la punción folicular, no fecundación, 

detención del desarrollo embrionario o resultado anómalo del diagnostico genético 

preimplantacional. 

- El ciclo natural se repetirá al siguiente ciclo si no se logra realizar biopsia 

embrionaria en día 3 por los motivos previamente mencionados en el apartado 

anterior. Realizaremos un máximo de 2 ciclos naturales por donante.

- Si se fracasa tras la realización de dos ciclos naturales de la misma donante, la 

receptora tendrá la posibilidad de decidir si se retira del estudio para recibir una 

donación ovocitaria convencional. 

Fase 2: Ciclo de Hiperestimulación Ovárica Controlada de la donante:

- La fase 2 no se iniciará hasta que la fase 1 haya sido fi nalizada, 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 recibirá un número mayor de ovocitos, siendo 

menor el riesgo de cancelación del ciclo.

- Si quedan embriones cromosómicamente normales sobrantes, éstos serán 
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congelados y serán propiedad de la pareja receptora para poder disponer de los 

mismos cuando sea necesario. 

- Transferencia de uno o dos blastocistos cromosómicamente normales (para los 

cromosomas estudiados) en día 5 de desarrollo. La decisión de transferir uno o 

dos embriones dependerá de la opinión de la paciente, pero en todo momento 

bajo criterio médico. 

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACIÓN EN EL ESTUDIO.

El estudio no conlleva riesgos ni inconvenientes para la salud de las pacientes participantes. 

La participación en este estudio no entra en confl icto con su ciclo de reproducción asistida. 

Para participar en este estudio no es necesario realizar visitas extraordinarias a la clínica, 

ni pruebas adicionales.

En el caso de que no se obtenga un embrión 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 será completamente gratis para la paciente. En el caso de obtener un embrión 

euploide del ciclo natural de la donante y transferir el mismo a la receptora, el coste del 

tratamiento de donación es signifi cativamente menor al de un tratamiento de donación 

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

El benefi cio 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 repercusión sobre sus tasas de 

éxito en el tratamiento actual ni en los posteriores. 

CONFIDENCIALIDAD 

El tratamiento, la comunicación y la cesión de los datos de carácter personal de todos 

los sujetos participantes se ajustará a lo dispuesto en la Ley Orgánica 15/1999, de 13 de 

diciembre de protección de datos de carácter personal. De acuerdo a lo que establece 

la legislación mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso, modifi cación, 

oposición y cancelación de datos, para lo cual deberá dirigirse a su médico del estudio. 

Los datos recogidos para el estudio estarán identifi cados mediante un código y solo su 

médico del estudio/colaboradores podrán relacionar dichos datos con usted y con su historia 

clínica. Por lo tanto, su identidad no será revelada a persona alguna salvo excepciones, en 
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caso de urgencia médica o requerimiento legal. 

Sólo se transmitirán a terceros y a otros países los datos recogidos para el estudio que en 

ningún caso contendrán información que le pueda identifi car directamente, como nombre y 

apellidos, iniciales, dirección, nº de la seguridad social, etc. En el caso de que se produzca 

esta cesión, será para los mismos fi nes del estudio descrito y garantizando la confi dencialidad 

como mínimo con el nivel de protección de la legislación vigente en nuestro país. 

El acceso a su información personal quedará restringido al médico del estudio/

colaboradores, autoridades sanitarias (Agencia Española del Medicamento y Productos 

Sanitarios), al Comité Ético de Investigación Clínica y personal autorizado por el promotor, 

cuando lo precisen para comprobar los datos y procedimientos del estudio, pero siempre 

manteniendo la confi dencialidad de los mismos de acuerdo a la legislación vigente. 

COMPENSACIÓN ECONÓMICA 

El investigador del estudio es el responsable de gestionar la fi nanciación del mismo. 

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

compensación económica. 

Entrar en este estudio no comportará gastos adicionales para los pacientes en la técnica 

de reproducción que los mismos estén realizando. De este modo, los pacientes no 

deberán correr a cargo con los gastos derivados de la realización del diagnóstico 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 embrión 

cromosómicamente normal tras el ciclo natural, este no supondrá ningún coste a la paciente 

receptora de gametos. 

OTRA INFORMACIÓN RELEVANTE 

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

participar en este estudio.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningún dato nuevo 

será añadido a la base de datos y, puede exigir la destrucción de todas las muestras 

identifi cables previamente retenidas para evitar la realización de nuevos análisis. 
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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 medicación en estudio o porque consideren 

que no está cumpliendo con los procedimientos establecidos. En cualquiera de los casos, 

usted recibirá una explicación adecuada del motivo que ha ocasionado su retirada del 

estudio 

Al fi rmar la hoja de consentimiento adjunta, se compromete a cumplir con los procedimientos 

del estudio que se le han expuesto. 

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Código del Estudio:  

Yo (nombre y apellidos)   ........................................................................................................

He leído la hoja de información que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido sufi ciente información sobre el estudio.

He hablado con: ...........................................................................................   (nombre del investigador)

Comprendo que mi participación es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1º Cuando quiera

2º Sin tener que dar explicaciones.

3º 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 utilización de mis datos en las condiciones detalladas en la hoja de información.

- Accedo a que las muestras de sangre o tejidos obtenidas para el estudio puedan ser utilizadas en 

el futuro para nuevos análisis relacionados con la enfermedad o fármacos del estudio no previstos en 

el protocolo actual (quedando excluidos los análisis genéticos, siempre y cuando no formen parte de 

los objetivos del estudio):    SI   NO  

Firma del paciente:      Firma del investigador:

Nombre:       Nombre:

Fecha:        Fecha:
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ANEXO 3: HOJA DE INFORMACIÓN Y CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LAS DONANTES DE 

ÓVULOS

HOJA DE INFORMACIÓN Y CONSENTIMIENTO PARA LAS DONANTES DE ÓVULOS 

TÍTULO DEL ESTUDIO: “Infl uencia de la estimulación ovárica durante un tratamiento de 

fecundación in vitro en la incidencia de aneuploidías embrionarias”

INVESTIGADOR PRINCIPAL/DPTO./EMAIL: Dra. Elena Labarta, Departamento de 

Reproducción Humana. elabarta@ivi.es 

CENTRO: IVI Valencia,   96 3050900

INTRODUCCION 

Nos dirigimos a usted para informarle sobre un estudio de investigación en el que se le 

invita a participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Ético de Investigación Clínica 

correspondiente. Nuestra intención es tan solo que usted reciba la información correcta y 

sufi ciente para que pueda evaluar y juzgar si quiere o no participar en este estudio. Para 

ello lea esta hoja informativa con atención y nosotros le aclararemos las dudas que le 

puedan surgir después de la explicación. Además, puede consultar con las personas que 

considere oportuno. 

PARTICIPACIÓN VOLUNTARIA 

Debe saber que su participación en este estudio es voluntaria y que puede decidir no 

participar o cambiar su decisión y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin 

que por ello se altere la relación con su médico ni se produzca perjuicio alguno en su 

tratamiento. 

DESCRIPCIÓN GENERAL DEL ESTUDIO

Estamos realizando un estudio con el fi n de evaluar la incidencia de alteraciones 

cromosómicas, tanto en los embriones obtenidos tras un ciclo natural como en aquellos 

obtenidos tras un protocolo de estimulación ovárica. Para que la población de estudio sea 

homogénea, los embriones procederán de donantes de óvulos y semen. 
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Resumen del plan de trabajo:

Se procederá a la obtención de un ovocito de donante en un ciclo natural mediante punción 

folicular. En una segunda fase dicha donante será sometida a una estimulación ovárica 

con el fi n de obtener un mayor número de ovocitos. Los ovocitos obtenidos de ambos 

ciclos se inseminarán con la misma muestra de semen donado. Se realizará una técnica 

de diagnóstico genético preimplantacional a los embriones obtenidos en ciclo natural y en 

ciclo estimulado y se realizará una comparación entre ambos ciclos.   

Fases del estudio: 

Fase 1: Ciclo Natural de la donante: 

- La donante debe acudir a la clínica a la semana en los primeros 5 días de regla 

para realización de una ecografía. 

- Se realizarán controles ecográfi cos hasta que el folículo alcance 18 mm de diámetro, 

momento en que se programa la punción folicular o extracción ovocitaria. 

- El día que se programa la punción, se inyectarán 250 mcg de coriogonadotropina 

recombinante (Ovitrelle®) para inducir la maduración ovocitaria fi nal y la ovulación. 

- 36 horas más tarde, se realiza una punción folicular bajo control ecográfi co y bajo 

sedación.  

Fase 2: Ciclo de Hiperestimulación Ovárica Controlada de la donante:

- Realizaremos un protocolo largo con análogos de la GnRH, comenzando a mitad 

de fase lútea del ciclo previo con acetato de leuprolide (0.2mg/dia). La donante 

debe acudir a la clínica aproximadamente una semana antes de la menstruación 

para iniciar el mencionado tratamiento. 

- Tras la regla, deberá acudir de nuevo a la clínica para realizar una ecografía y una 

vez confi rmado el reposo ovárico, reduciremos la dosis de análogo a la mitad (0,1 

mg diarios) y comenzaremos la estimulación ovárica. 

- La estimulación ovárica se llevará a cabo con gonadotropinas, con dosis fi ja 

durante los 3 primeros días y variable durante el resto del tratamiento en función 

del nivel de hormonas en sangre y de la medida de los folículos. 

- Se administrarán 250 mcg de coriogonadotropina recombinante (Ovitrelle®) para 
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inducir la maduración ovocitaria fi nal y la ovulación (se realizará punción folicular si 

se tienen al menos  6 folículos ≥ 17 mm).

- 36 horas más tarde, se realiza una punción folicular bajo control ecográfi co y bajo 

sedación.  

- El tratamiento completo dura aproximadamente unos 15-20 días. Durante el 

tratamiento, la donante deberá venir a consulta para realización de ecografías los 

días que el médico le indique. Asimismo, realizaremos extracciones seriadas de 

sangre para control hormonal. 

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACIÓN EN EL ESTUDIO

El estudio no conlleva riesgos ni inconvenientes para la salud de las donantes participantes. 

La participación en este estudio no entra en confl icto con su ciclo de donación ovocitaria. 

Para participar en este estudio es necesario realizar visitas extraordinarias a la clínica, 

pues antes de llevar a cabo el ciclo de donación ovocitaria convencional se realizará el 

seguimiento de un ciclo natural previo. 

CONFIDENCIALIDAD 

El tratamiento, la comunicación y la cesión de los datos de carácter personal de todos 

los sujetos participantes se ajustará a lo dispuesto en la Ley Orgánica 15/1999, de 13 de 

diciembre de protección de datos de carácter personal. De acuerdo a lo que establece 

la legislación mencionada, usted puede ejercer los derechos de acceso, modifi cación, 

oposición y cancelación de datos, para lo cual deberá dirigirse a su médico del estudio. 

Los datos recogidos para el estudio estarán identifi cados mediante un código y solo su 

médico del estudio/colaboradores podrán relacionar dichos datos con usted y con su historia 

clínica. Por lo tanto, su identidad no será revelada a persona alguna salvo excepciones, en 

caso de urgencia médica o requerimiento legal. 

Sólo se transmitirán a terceros y a otros países los datos recogidos para el estudio que 

en ningún caso contendrán información que le pueda identifi car directamente, como 

nombre y apellidos, iniciales, dirección, nº de la seguridad social, etc. En el caso de que 

se produzca esta cesión, será para los mismos fi nes del estudio descrito y garantizando 

la confi dencialidad como mínimo con el nivel de protección de la legislación vigente en 

nuestro país. 
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El acceso a su información personal quedará restringido al médico del estudio/

colaboradores, autoridades sanitarias (Agencia Española del Medicamento y Productos 

Sanitarios), al Comité Ético de Investigación Clínica y personal autorizado por el promotor, 

cuando lo precisen para comprobar los datos y procedimientos del estudio, pero siempre 

manteniendo la confi dencialidad de los mismos de acuerdo a la legislación vigente. 

COMPENSACIÓN ECONÓMICA 

Por el tiempo dedicado al estudio o por las molestias que se le ocasionen, las donantes 

recibirán una compensación económica tanto por el ciclo natural como por el ciclo 

estimulado. 

OTRA INFORMACIÓN RELEVANTE 

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

participar en este estudio.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningún dato nuevo 

será añadido a la base de datos y, puede exigir la destrucción de todas las muestras 

identifi cables previamente retenidas para evitar la realización de nuevos análisis. 

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 medicación en estudio o porque consideren 

que no está cumpliendo con los procedimientos establecidos. En cualquiera de los casos, 

usted recibirá una explicación adecuada del motivo que ha ocasionado su retirada del 

estudio 

Al fi rmar 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

Código del Estudio:  

Yo (nombre y apellidos)...................................................................................................

He leído la hoja de información que se me ha entregado.

He podido hacer preguntas sobre el estudio.

He recibido sufi ciente información sobre el estudio.

He hablado con:............................................................................................   (nombre del investigador)

Comprendo que mi participación es voluntaria.

Comprendo que puedo retirarme del estudio:

1º Cuando quiera

2º Sin tener que dar explicaciones.

3º 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 utilización de mis datos en las condiciones detalladas en la hoja de información.

- Accedo a que las muestras de sangre o tejidos obtenidas para el estudio puedan ser utilizadas en 

el futuro para nuevos análisis relacionados con la enfermedad o fármacos del estudio no previstos en 

el protocolo actual (quedando excluidos los análisis 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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ANEXO 4: ARTÍCULO PUBLICADO

Labarta, E., Bosch, E., Alamá, P., Rubio, C., Rodrigo, L. & Pellicer, A. 2012, “Moderate ovarian 

stimulation does not increase the incidence of human embryo chromosomal abnormalities in in 

vitro fertilization cycles”, Journal of Clinical Endocrinology and Metabolism, vol. 97, no. 10, pp. 

E1987-E1994.
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