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PROLOGO

Investigar es ver lo que todo el mundo ha visto, y pensar lo que

nadie mas ha pensado (A. Szent-Gyérgyi)

La presente tesis doctoral pretende realizar una investigacidn de caracter clinico, tan importante
hoy en dia para el desarrollo del conocimiento y la potencial mejora de los diagnésticos y tratamientos
que se pueden ofrecer al paciente.

Uno de los campos en medicina que esta experimentando mayor demanda es el de la medicina
reproductiva, tanto por razones médicas como por razones sociolégicas. Por lo que esto provoca la
necesidad de investigar sobre diferentes aspectos de esta disciplina. A menudo en medicina reproductiva,
se ha primado la eficacia de los tratamientos (obtener una gestacién que dé lugar a descendencia) en
lugar de la seguridad, relegada a un segundo plano. Sin embargo actualmente, esto esta cambiando y esta
aumentando la tendencia de investigar la seguridad de las técnicas y cémo podrian afectar a las
descendencia obtenida a través de ellas, a través de estudios a medio y largo plazo.

Este trabajo se encuentra estructurado en 6 bloques, acompafiados de un glosario, apéndice y
bibliografia.

El primer bloque se trata de una introduccion en la que figuran diferentes capitulos que engloban
la explicacion de las técnicas bdsicas de reproduccién: Fecundacion in Vitro (FIV) e Inyeccidn
Intracitoplsamatica de espermatozoides (ICSI), ademas de cdmo se utilizan de forma diferencial en el
mundo. También se incluyen varios apartados de disertacién de los cultivos embrionarios, tanto a nivel
de medios de cultivo (composicidon quimica) como a nivel de condiciones fisicas. Todos estos factores
externos, deben ser lo mas parecidos a los que existen en el ambiente materno para poder reproducir in
vitro lo que sucede in vivo. Finalmente, se aborda el impacto de estas técnicas sobre el preembridn
generado y posteriormente sobre la descendencia que se obtiene.

El segundo y tercer bloque de trabajo son los objetivos que se pretende abordar con este estudio
y la hipétesis de trabajo planteada.

El cuarto bloque hace referencia al disefio del estudio y toda la metodologia empleada para llevar
a cabo la investigacidon que dard lugar al quinto bloque, los resultados del trabajo de defensa de tesis
doctoral. En el cuarto bloque también se incluye un apartado de ética, bdsico para los estudios
experimentales que se realizan con pacientes.

Finalmente, se llega al punto final de la tesis, la discusion de los resultados obtenidos y cuales
son las conclusiones que se pueden generar del estudio. Dentro de este apartado se incluyen las

limitaciones encontradas y su aplicabilidad al campo de la medicina reproductiva.
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RESUMEN

El presente estudio investiga sobre los resultados obstétricos y perinatales en los ciclos de
donacién de ovocitos de pacientes que participaron en un ensayo aleatorizado (ECA), que analizé el efecto
del uso de la concentracion atmosférica vs baja concentracion de oxigeno durante las primeras etapas
del desarrollo embrionario. Posteriormente se afiadieron nuevos datos (datos que no se encontraban en
el ECA) para aumentar el tamafio muestral del estudio.

Se incluyeron 1230 ciclos de pacientes de los que 1125 corresponden al ECA. Como intervencion
del estudio se definié el cultivo de preembriones en una atmédsfera de 6% CO. (Diéxido de Carbono), 6%
02 (Oxigeno) y 88,5% Nz (Nitrogeno) (cultivo de baja tensién de oxigeno o de 6% de oxigeno) versus un
sistema de doble gas en aire (cultivo de tensidn de oxigeno atmosférica).

Las medidas principales del estudio son los resultados obstétricos y perinatales de los recién
nacidos que provienen tanto de embarazos Gnicos como de embarazos gemelares.

Los resultados no muestran diferencias estadisticamente significativas para la mayoria de
variables gestacionales y perinatales. Para los principales resultados gestacionales, como la tasa de recién
nacido vivo (RNV) por transferencia embrionaria (TE) y por ciclo, no se encuentran diferencias
estadisticamente significativas. Por TE la tasa de RNV es de un 35,4% en 6% de oxigeno y un 36,8% en 20%
de oxigeno (p=0,53). Por ciclo, es de un 34,1% vs a un 35,3% (p= 0,56), respectivamente. En el caso de las
variables perinatales, el peso medio en las gestaciones Unicas fue de un 3218 + 559 g en 6% de oxigeno
vsaun 3193 + 668 gen tensidn de oxigeno atmosférica (p=0,67). Para las gestaciones gemelares, el peso
fue de 2310 + 496 g en 6% de oxigeno y 2327 + 587 g en 20% de oxigeno (p=0,79).

Como conclusiones, se puede decir que aparentemente en los casos de ciclos de donacién de
ovulos, el uso de la concentracidén atmosférica de oxigeno durante el cultivo de preembriones durante

estadios tempranos de desarrollo, no afecta los resultados perinatales y obstétricos a corto plazo.

Palabras clave: donacion de ovocitos, baja tension de oxigeno, resultados perinatales,

resultados obstétricos.
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ABSTRACT

The current study investigates the obstetric and perinatal outcomes in the oocyte donation cycles
of patients who participated in a Randomized Controlled Trial (RCT), it analyzed the effect of the use of
atmospheric concentration vs. low oxygen concentration in the early stages of embryonic development.

Subsequently, new data were added to increase the sample size of the study. In this study 1230
patient cycles were included, of which 1125 are from the RCT. As a study intervention, the embryo culture
was defined in an atmosphere of 6% CO2, 6% 02, 88.5% N2 (low oxygen tension culture or 6% oxygen)
versus a double gas in air system (atmospheric oxygen tension culture).

The main outcomes are the obstetric and perinatal outcomes of newborns that come from both
single pregnancies and twin pregnancies.

The results show no statistically significant differences for most gestational and perinatal
variables. For the main gestational results such as the Live Birth Rate (LBR) by embryo transfer (ET) and
per cycle, no statistically significant differences are found. By ET, the LB (Live Birth) rate is 35,4% in 6%
oxygen and 36,8% in 20% oxygen (p = 0,53). Per cycle is 34,1% vs 35,3% (p = 0,56) respectively. In the case
of perinatal variables, the mean weight in single pregnancies was 3218 * 559 g in 6% oxygen vs 3193 *
668 g in atmospheric oxygen tension (p = 0,67). For twin gestations, the weight was 2310 + 496 g in 6%
oxygen and 2327 + 587 gin 20% oxygen (p = 0,79).

In conclusion, it can be said that in cases of egg donation cycles, the use of atmospheric oxygen
concentration during cleavage stage of embryo development, seems not to affect affect the perinatal

obstetric and short-term outcomes.

Key words: egg donation, low oxygen tension, perinatal outcomes, obstetric outcomes.
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1. INTRODUCCION

1.1. La Reproduccion Asistida (RA) en el mundo

En la actualidad la Reproduccidn Asistida (RA) y las técnicas asociadas (TRA), actualmente
denominadas MAR del inglés (Medically Assisted Reproduction), se han convertido en el tratamiento por
excelencia de la infertilidad en los ultimos 30 afos. La utilizacién global y su efectividad van aumentando
sensiblemente, en unos paises mds que en otros a pesar de importantes diferencias entre ellos.

Segun la zona del mundo donde nos encontremos existen diferencias remarcables en cuanto a
estos asuntos, normalmente éstas son debidas a aspectos socio-sanitarios, legislativos o incluso del
desarrollo socioecondmico del propio pais.

Para poder valorar las TRA empleadas, su eficacia (a nivel de resultados positivos) y su seguridad
(riesgos asociados) existe un Comité Internacional que se encarga de la monitorizacidén de estas técnicas,
International Committee for Monitoring Assisted Reproductive Technologies (ICMART) (Dyer et al., 2016).

El dltimo informe publicado de este comité valora el uso de estas técnicas de aproximadamente
dos tercios del planeta durante los afios 2008, 2009 y 2010.

En dicho informe en el que también participa Espafia, aportando los datos derivados del Registro
Nacional Actividad-Registro SEF, se calcula que de aproximadamente 4.461.309 ciclos de RA iniciados han
nacido 1.144.858 nifios. Un alto nimero de casos, que deja ver la importancia de la monitorizacion de
estas técnicas para observar como la aplicacidn de éstas van cambiando, su eficacia y su seguridad. Este
nimero se encuentra subestimado, ya que no todos los paises estan incluidos, ni todas las clinicas
participan en él.

El informe valora las técnicas como la Inseminacion Artificial Intrauterina (lAl), la Fecundacién In
Vitro (FIV), la Inyeccion Intracitoplasmatica de Espematozoides mas conocida como ICSI por el acrénimo
en inglés (Intracytoplasmatic Sperm Injection; ICSl), la transferencia embrionaria en fresco (TE) (Embryo
Transfer; ET) y postcriopreservacidon (TEC), la Maduracién in Vitro de ovocitos (MIV), el Diagndstico
Genético Preimplantacional (DGP), la Donacién de Ovocitos, la Maternidad Subrogada y la Reduccion
Fetal.

El analisis de los resultados, se hace mediante el calculo de tasas u otras medidas de éxito de las
TRA. Como la tasa de gestacién/parto (TG/TP) por aspiracion ovocitaria, por transferencia de
preembriones en fresco o tras su criopreservacion. También, por nimero de preembriones transferidos
por ciclo. Y otras tasas como la tasa de parto gemelar (TPG), tasa de parto multiple (TPM), tasa de aborto
(TA), tasa muerte perinatal (TMP), tasa de mujeres de mas de 40 afios que se someten a ciclos de RA con
ovocitos propios, entre otras.

De los resultados de este informe, se concluye que existe un aumento de la utilizacidn de las TRA
(un 9,5% mads). Pero que su utilizacidon no se encuentra uniformemente distribuida entre paises, por
ejemplo, existe un rango de 8 ciclos por millén habitantes en Republica Dominicana (2010) a 4775 ciclos

por millon de habitantes en Israel (2010).
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Tal vez uno de los aspectos mas novedosos es que el nimero de TEC han aumentado
notablemente del 2008 al 2010 (casi un 30%). Esto es debido a varias circunstancias, entre ellas, la
tendencia de utilizar la transferencia de un Unico preembrion (TUE) también conocida como SET del inglés
(Single Embryo Transfer), que da lugar a la criopreservacion de los preembriones sobrantes de los ciclos
en fresco. También, se debe a la tendencia a diferir las transferencias de preembriones al siguiente ciclo,
y a la mejora de las técnicas de criopreservacion que arrojan mayores tasas de supervivencia.

Ademas, se ha observado que existe una menor TPM y de mortalidad perinatal en los TEC
respecto a los TE en fresco. Entre las causas propuestas que podrian explicar los resultados, se encuentra
que las parejas que tienen TEC normalmente son parejas dénde ha habido preembriones sobrantes de
ciclos anteriores donde se ha logrado un embarazo previo (tienen una mejor respuesta frente a las TRA).

El nimero de ciclos donde se utiliza la técnica ICSI se mantiene constante, sin embargo, existen
muchas diferencias por pais o regidn, casi un 100% de los ciclos de TRA en Oriente Medio son derivados
a ICSI mientras que en Asia solamente es del 55%. Aunque, en principio el ICSI es una técnica pensada
sobre todo para el tratamiento de la infertilidad debida al factor masculino (un 40% de las parejas que
acuden a las TRA), algunos estudios han reportado que el ICSI mejora las tasas de éxito en parejas que no
presentan factor masculino (Van Rumste, Evers, & Farquhar, 2004). En cualquier caso, esta masiva
utilizacion del ICSI se esta haciendo mas universal y recibe algunas criticas de organismos y sociedades
cientificas.

En cuanto a la efectividad de los ciclos de TRA podemos decir que existe tendencia hacia la
mejora. Las tasas de gestacion y parto por ciclo autélogo (con ovocitos propios) de 25,7% en 2008 a 27,1%
en 2010, aunque existen diferencias muy marcadas entre regiones (de un 17,8% en Asia en 2008 a un
44,5% en Norte-América en 2010).

El aborto temprano ha disminuido ligeramente (2%) aunque la proporcién de mujeres de 40 afios
0 mas ha aumentado de forma global (un 8%), es importante comentar que en este grupo la TP disminuye
al 11%.

La tasa de transferencia embrionaria de un Unico preembridn (TUE) es la tendencia a seguir ya
qgue ha aumentado notablemente. Aunque, existen diferencias muy significativas entre paises, mientras
que Australia/Nueva Zelanda tenia un 64,4% en 2010, la tasa mundial se sitia en el 30%. Por la misma
razon, la transferencia de 3 preembriones ha caido a un 16,7% y de 4 preembriones a un 4,0% (2010), una
vez mds existen muchas diferencias entre paises.

Al disminuir el nUmero de preembriones que se transfieren, es Iégico que la TPM haya disminuido
también, con las consiguientes diferencias entre paises (la tasa parto gemelar varia del 8,2% en
Australia/Nueva Zelanda en 2010 al 30,0% de los paises del este en el mismo afio).

Estos hechos se encuentran estrechamente relacionados con la disminucion de la TP pretérmino
o prematuro (alrededor del 20% en 2010). El riesgo de embarazo multiple comporta complicaciones tanto
para la madre como para los RNV. Existe una alta correlacidn entre las complicaciones perinatales y el

ndimero de preembriones transferidos.
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Esta situacién, provoca que se plantee el numero de preembriones a transferir en cada caso
individualmente, y no como una rutina en los centros donde se practican las TRA. Ya que, cuando se
comparan las tasas de éxito de los ciclos de TRA (TG y TP), si que existen diferencias entre cuando se
transfieren uno o dos preembriones (un 9% mas cuando se transfieren dos en lugar de uno en ciclos con
transferencia en fresco, y no existe diferencia cuando la transferencia es postcongelacion), pero esto se
ve compensado por el riesgo que esto conlleva. Por estas razones, la TPM ha disminuido globalmente
aunque solo existen cuatro paises con una MBR menor a 10% (Australia, Nueva Zelanda, Japdn y Suecia).
Por lo tanto, la utilizacién de la transferencia embrionaria doble TED, solo se tendria que reservar a las
pacientes de peor prondstico.

El nimero de preembriones transferidos también se ve influido por el coste econdmico que
tienen las TRA, muchas veces los pacientes son los mismos que piden la transferencia de mas de un
preembridén para aumentar la tasa de embarazo, ya que cada ciclo de TRA tiene un elevado coste
(Hamilton & McManus, 2012; Chambers et al., 2014). Sin embargo, el embarazo multiple no solo implica
riesgos para las madres y los RNV, sino que también provoca un gasto en sanidad elevado por las
complicaciones (en el embarazo y parto) que conlleva. Por esta razén, los sistemas sanitarios de los paises
podrian plantearse gastar los recursos de una manera mas eficiente ayudando a los pacientes que
demandan las TRA y no en las complicaciones que pueden conllevar debido a los embarazos multiples
(ESHRE Capri Workshop, 2013) (Baird et al., 2013).

En cuanto a la donacidn de ovocitos (analizado en 41 paises) ha aumentado considerablemente
el uso de esta técnica (un 35,8% del 2008 al 2010). Este aumento se debe en gran medida a Espafia. Espaiia
es el pais con mas donaciones de ovocitos en Europa, un 48,7% de todas las donaciones en Europa se
llevan a cabo en Espafia (la DR se sitia alrededor del 20% en 2010). La donacidn no es legal en Japén,
muchos paises de Oriente Medio y algunos paises europeos como Austria, Alemania o Suiza.

Para el DGP (analizado 30 paises), podemos concluir que ha aumentado su utilizaciéon (un 30%
del 2008 al 2010). Su tasa de éxito es parecida a la de los ciclos sin DGP. El aumento del DGP es debido a
la mejora de las técnicas de diagndstico avanzado, que hace un analisis exhaustivo de los 24 cromosomas.
Ademas, cada vez se someten a las TRA mujeres de edad mas avanzada que presentan un mayor nimero
de aberraciones cromosdmicas o de abortos recurrentes (debido a estas mismas aberraciones
normalmente).

La maduracién de ovocitos in vitro aumento en 14 paises del 2008 al 2010. La maternidad
subrogada fue practicada en 5 paises en 2008, seis en 2009 y siete en 2010. La reduccion fetal fue
reportada en 22, 31y 25 paises en 2008, 2009 y 2010 respectivamente.

La Inseminacién Artificial Intrauterina, con semen del marido aumenté (un 23,1% del 2008 al
2010). Las tasas de éxito se mantuvieron constantes y la tasa TPM disminuyé ligeramente. Cuando se ha
utilizado semen de donante no se han visto diferencias entre los diferentes afios del estudio.

El trabajo que realiza el ICMART es bdsico, ya que es necesaria la monitorizacion de todos estos
datos obtenidos de la practica de las TRA para poder evaluar parametros fundamentales derivados de una

buena practica de las TRA (datos de efectividad y seguridad). Por esta razén el ICMART, junto con la

10
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Universidad sueca de Uppsala han desarrollado un sistema de recogida de datos mas eficiente. El nimero
de nifos nacidos de TRA ha aumentado en torno al 9% por afio durante estos tres afios, esto es debido a
un mayor numero de pacientes que se someten a estas técnicas junto con paises dénde se ha empezado
a realizar este tipo de técnicas.

Es importante remarcar, que la participacién no es completa (no se incluyen todos los paises y ni
clinicas dénde se llevan a cabo las TRA). Por ejemplo la participacién en Europa y Norte-América fue de
mas del 80% y de mas del 75% respectivamente, pero en los Paises de Oriente Medio fue muy baja del
22,2 en 2008 y del 7,5% en 2010.

En cuanto al acceso que tiene la poblacidn a estos tratamientos existe un rango muy amplio entre
los paises. El pais que mas ciclos tiene por millon de habitante es Israel (4000) y en africa sub-sahariana
es dénde menos se acceso hay (80 ciclos por milléon de habitantes). Esto es debido a dos factores: el socio-
cultural y el econémico (del pais 'y del propio paciente). Los paises donde existe financiacién y ayudas para
estos tratamientos tienen una mayor demanda de éstos, un ejemplo de ello serian Israel, Australia o los
paises nérdicos (tienen acceso a través del sistema sanitario publico o de un privado pero con un alto

reembolso para los pacientes).

1.2. Técnicas de Reproduccidn Asistida (TRA)

La demanda por parte de la sociedad actual de las diferentes TRA es debido a diversas razones,
tanto médicas entre las que figuran enfermedades con varias etiologias (subfertilidad, enfermedades
genéticas, preservacion de la fertilidad postcancer etc.), o por otras de tipo sociolégico. Entre éstas
ultimas se encuentran principalmente, la postergacion de la maternidad o debido a los diferentes tipos
de estructuras familiares que se dan actualmente, como familias monoparentales o homoparentales.
Hechos que provocan, que sea mds necesario la investigacion sobre diferentes aspectos de estas técnicas
y las consecuencias que éstas pueden tener sobre la salud de |la descendencia obtenida a través de ellas.

Este trabajo se referira principalmente a las técnicas que implican el crecimiento del preembrién
humano (al que nos referiremos partir de ahora como preembriéon) en condiciones in vitro antes de ser

transferido al utero materno.

Fecundacion In Vitro (FIV) y la Inyeccidon Intracitoplasmatica de espermatozoides (Intracytoplasmatic

Sperm Injection, ICSI)

La FIV en general nacié para solventar problemas de obstruccion tubdrica y rapidamente se fue
extendiendo para dar solucién a otros problemas, como por ejemplo aquellos asociados a la produccion
de células gaméticas. Estas técnicas incluyen, desde la administraciéon de farmacos para inducir la
ovulacion, pasando por la Inseminacion artificial hasta las diferentes técnicas de FIV que requieren, como
su propio nombre indica, la inseminacion del gameto femenino fuera del ambiente materno y la obtencion

de preembriones que seran transferidos de nuevo a la madre.
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Brevemente, la técnica de FIV consiste en la fecundacién de los ovocitos por parte de los
espermatozoides en el laboratorio, este proceso implica normalmente la hiperestimulacién ovarica
controlada (HOC) mediante hormonas para que se desarrollen varios foliculos (que contienen los
ovocitos), ya que asi se incrementan las opciones de éxito de lograr una gestacion. Aunque en algunos
casos, las pacientes optan por ciclos naturales en los que no hay administracidn exégena de hormonas.

En cada paciente se lleva a cabo un protocolo personalizado de HOC y supresidn de la ovulacion
de forma espontanea. Este protocolo estd basado en los predictores de respuesta ovarica. La prediccion
de respuesta se lleva a cabo mediante el recuento de foliculos antrales, determinados por ecofrafia
transvaginal, que da una aproximacioén de los foliculos primordiales (reserva ovdrica). Es también habitual
medir la concentracién de dos hormonas: la hormona Anti-Mulleriana (AMH, Anti-Mullerian Hormone) y
la hormona estimuladora de los foliculos (FSH, Follicle Stimulating Hormone) (He, Zhao, & Powell, 2010).
Tanto los niveles de AMH como los FSH bajos estan asociados a una baja respuesta. Una vez estimada la
posible respuesta de la paciente a la HOC, se pauta la medicacion para llevarla a cabo. Por un lado, se
suprime la ovulacién espontdnea mediante agonistas o antagonistas de la hormona liberadora de
Gonadotropinas (GnRH, Gonadotropin-releasing hormone). Y posteriormente se pauta la administracion
de preparados de gonadotropinas basados principalmente en la FSH (Farquhar, Rishworth, Brown, Nelen,
& Marjoribanks, 2015) para estimular el crecimiento de los foliculos.

Es importante llevar a cabo monitoreo ecografico de los foliculos, conjuntamente con la
determinacién sérica de estradiol, de esta manera se puede controlar tanto el crecimiento de los foliculos
como prevenir el Sindrome de Hiperestimulacion Ovarica (SHO) (OHSS, Ovarian Hyperstimulation
Syndrome)(Kwan, Bhattacharya, Kang, & Woolner, 2014). Finalmente, en el protocolo de HOC, se lleva a
cabo la maduracion final de los ovocitos, utilizando gonadotropina coridnica humana (hCG, human
Chorionic Gonadotropin) o un agonista de GnRH si se usa un protocolo de antagonista de GnRH para la
supresion de la ovulacidn. A continuacion, se realiza una recuperacion transvaginal de ovocitos justo antes
de la ruptura de los foliculos (mediante la llamada puncion folicular).

Para la FIV, se recuperan del liquido folicular procedente de foliculos preovulatorios, los ovocitos
maduros, los que se encuentran en Metafase Il (MIl). Estructuralmente, el ovocito maduro mide entre
110-115 um y estd rodeado de una membrana llamada oolema. Esta membrana contiene el citoplasma
del ovocito u ooplasma, donde se encuentran las organelas citoplasmaticas y el nucleo. Rodeando al
conjunto ovocito-oolema estd la llamada zona pellcida, que es de naturaleza glicoproteica y tiene un
grosor de 15-20 um que disminuye tras de la fecundacién. El conjunto ovocito—zona pelicida mide
aproximadamente 150 um. Entre el oolema y la zona pelucida esta el espacio perivitelino, en el que se
encuentra el corpusculo polar.

La presencia de un corpusculo polar (CP) indica que la maduracion nuclear ha finalizado. Se cree que hace
falta un breve intervalo de tiempo tras la extrusién del primer CP, para que el citoplasma madure
completamente. Un ovocito puede ser meidticamente maduro pero no haber alcanzado la madurez

citoplasmatica, lo que puede llevar a fallos o defectos en la fecundacion.
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Los ovocitos recuperados tras la puncién folicular estan rodeados de células de la granulosa que
forman el cumulus ooforus. Estas células son imprescindibles para la reanudacién de la meiosis. La capa
mas interna constituye la corona radiata.

Tradicionalmente, la valoracion de la maduracion del ovocito se ha basado en el grado de
expansion del cimulo y la corona que lo rodea (Veeck, 1988):

e Metafase Il (MlIl): células del cimulo expandidas y luteinizadas.
e Metafase | (Ml): células del cimulo menos expandidas.
e Profase I: células del cimulo compactadas.

La aparicion de la microinyeccién espermdtica de espermatozoides (ICSl), y la necesaria
denudacién de los ovocitos para su realizacion, ha permitido valorar con mas exactitud su estadio
madurativo asi como su morfologia (Sathananthan, Trounson, & Wood, 1986).

Histéricamente la evaluacion de la madurez de los ovocitos se basaba en la expansidn y el aspecto
del complejo cumulus-corona que rodea al ovocito. Esta valoracidn, aunque se acerca bastante a la
maduracion real del ovocito, no es del todo fiable debido a la disparidad que puede existir en el proceso
de maduracidn del ovocito y del cumulus, en pacientes sometidas a estimulacidon ovarica controlada
(Laufer et al., 1984; Scott & Smith, 1998).

Con la introduccion de la ICSI, esta situacion cambié completamente, ya que, al tener que
denudar el ovocito antes de su microinyeccion, se podia visualizar mejor la morfologia del mismo.

Los ovocitos recuperados de pacientes sometidas a estimulacion ovarica muestran diferentes
estados de maduracion meidtica. Sélo los Ml son validos para la ICSI, mientras que los Ml pueden ser
cultivados durante unas horas para ver si se produce la liberacién del corpusculo polar, en cuyo caso
podran ser microinyectados (De Vos et al., 2003). Los ovocitos en profase I, que muestran vesicula
germinal (VG), no pueden ser utilizados debido a que tienen carga cromosdmica diploide.

Al mismo tiempo, el ovocito debe haber crecido completamente y haber completado la
maduracion nuclear y citoplasmatica de una manera coordinada, para que pueda existir una correcta
fecundacidn. Alteraciones o asincronias en este proceso pueden derivar en diferentes anomalias
morfoldgicas, dependiendo de si se ha afectado la maduracién nuclear (Ebner et al., 2001), o la
maduracion citoplasmatica (Xia, 1997; Hassan-Ali et al., 1998).

Algunas alteraciones pueden ser causadas por un descenso del aporte sanguineo al foliculo
durante la estimulacién, lo que implica una deficiencia de oxigeno. Se ha demostrado una asociacion entre
una disminucion del aporte sanguineo al foliculo y defectos en el huso mitético y en los cromosomas. La
hipoxia también afecta a la concentracién de ATP (Adenosin Trifosfato) intracitoplasmatico y la
organizacion del citoplasma.

Se acepta que los ovocitos metafase |l de buena morfologia deben de tener un citoplasma nitido
y moderadamente granuloso, un espacio perivitelino pequefio, un corpusculo polar intacto y una zona
pelucida (ZP) clara (Xia, 1997; Ebner et al., 2001), aunque la mitad de los ovocitos que se recuperan son
morfoldégicamente anormales, y presentan tanto anomalias citoplasmaticas como extracitoplasmaticas

(Ebner et al., 2002).
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Una vez que tenemos los ovocitos clasificados los colocaremos en un medio adecuado para su
desarrollo. El medio o medios adecuados, serian aquellos capaces de responder a las necesidades
metabdlicas del preembridn en cada momento evolutivo.

Por otro lado, se prepara el semen para utilizarlo para la fecundacién, se realiza un lavado para
eliminar el plasma seminal y células tales como células de espermatogénesis, epiteliales o leucocitos (las
mas frecuentes). La preparacion para llevar a cabo la FIV tradicional es distinta que para llevar a cabo un
ICSI. En el caso de FIV se pondran en una gota de cultivo miles de espermatozoides en contacto con los
ovocitos (con las células de la granulosa intactas) y en el ICSI solamente se necesita microinyectar un
espermatozoide por ovocito (previamente denudados) por lo que la concentracién de espermatozoides
de la muestra es sensiblemente inferior.

El primer nacimiento en humanos mediante ICSI data del 1992 (Palermo, Joris, Devroey, & Van
Steirteghem, 1992), el procedimiento gand popularidad en muchos paises europeos y desde alli se ha
ampliado globalmente. Principalmente este proceso surgid por la necesidad de mejorar las tasas de éxito
en los casos de oligozoospermias y teratozoospermias muy severas (baja concentracién y motilidad de los
espermatozoides), pero ademds se ha demostrado que el ICSI es de gran valor en otros procedimientos
como por ejemplo para el uso de espermatozoides testiculares y del epididimo (Schoysman et al., 1993;
Tournaye et al., 1994). También para su utilizacién en el caso de criopreservacion de gametos, tanto con
los espermatozoides (Devroey et al., 1995; Podsiadly, Woolcott, Stanger, & Stevenson, 1996) tomo
ovocitos criopreservados, ya que los éstos ultimos presentan un endurecimiento de la zona pelucida una
vez descongelados (Porcu et al., 1997). Otra aplicacién es la de utilizar el ICSI en el caso de realizar DGP a
los preembriones que se generaran postfecundacién para evitar la contaminacién con el material genético
de otras células (células del cimulo) (Sermon et al., 1999). También, se usa cuando los ovocitos se han
madurado en cultivo, es decir el paso de los ovocitos de MI (Metafase 1) a MIl (Metafase II) (Cha et al.,
2000). Todos estos avances en medicina reproductiva a propulsado a la técnica de ICSI y actualmente es
la que mas se utiliza el un alto porcentaje.

Por lo tanto, dependiendo de la calidad y cantidad de los espermatozoides se escogerd entre la
FIVy el ICSI. Para la FIV se utilizan entre 50000 y 100000 espermatozoides motiles que se disponen en la
placa de Petri junto al ovocito a fecundar. La fecundacién se evalta a las 20-24 horas, se observan los dos
pronucleos en el citoplasma (uno femenino y otro masculino) y los dos corpusculos polares en el espacio
perivitelino del zigoto. A partir de las 24 horas postfecundacién se produce la singamia de los pronucleos
(combinacién de las cromatidas) y le sigue la primera divisidn celular del preembrién hacia estadio de dos
células. La técnica de ICSI (se atribuye a Van Steirteghem y colegas en Bélgica) (Van Steirteghem, Liu, et
al., 1993; Van Steirteghem, Nagy, et al., 1993; Van Steirteghem et al., 1994), fue una revolucién, ya que
se puede conseguir un embarazo con un solo espermatozoide. Esto es de vital importancia en casos dénde
existe poca cantidad de estos gametos, como en hombres con el Sindrome de células de Sertoli, también
se han utilizado otras células precursoras de espermatozoides como las comentadas anteriormente, pero

se ha observado que las tasas de éxito de fecundacion son mas bajas en estos casos.
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Desde la introduccion del ICSI, se ha investigado mucho sobre los efectos negativos que puede
suponer “saltarse” los mecanismos naturales mediante los que el espermatozoide entra dentro del
ovocito, ademas de la incorporacion artificial de estructuras del espermatozoide como el acrosoma, que
no entrarian en una fecundacién convencional.

Tanto la FIV convencional como la ICSI implican fecundar al ovocito fuera del ambiente materno
y por lo tanto la generaciéon de preembriones in vitro, situacién que al mismo tiempo ha generado la
necesidad de crear condiciones de cultivo que traten de conservan, en la medida de lo posible la viabilidad
de los preembriones creados, especialmente cuando se requieren sistemas de cultivo prolongado que

permitan la consecucién de estadio de blastocisto.

1.3. Sistemas de cultivo embrionario
1.3.1. Bases del cultivo embrionario

El medio de cultivo que se utiliza en las TRA se cree puede afectar de manera determinante en el
resultado y tasas de éxito de éstos (Quinn, Kerin, & Warnes, 1985; Mantikou, Youssef, et al., 2013).
Actualmente, existen mejores resultados en cuanto a tasas de implantacién y embarazo en los
tratamientos de FIV que en la concepcidn espontdnea, en parte se atribuye a la mejora de los medios de
cultivo (Vajta, Rienzi, Cobo, & Yovich, 2010).

Hasta los afios 80, la mayoria de los laboratorios elaboraban sus propios medios de cultivo, esta
costumbre se ha ido erradicando a medida que se han ido transponiendo las regulaciones europeas en el
ambito de los requisitos técnicos necesarios para la elaboracidn de los medios de cultivo en el campo de
la Reproduccion Asistida. Esta transicidn, ha dado lugar a un escenario muy particular en el que existe una
gran variedad de medios de cultivo de diferentes de diferentes casas comerciales donde existe poca
transparencia sobre sus componentes y su concentracion lo que genera un punto de preocupacién en las
diferentes sociedades cientificas (Biggers, 2000; Sunde et al., 2016).

La investigacion sobre qué tipo de medio de cultivo puede ser mejor para el cultivo de los
preembriones humanos, es bastante complicada y no existe una regulacién clara al respecto. Por un lado,
se plantea un dilema ético-practico ya que resulta complicado la evaluacién de la seguridad de los medios
en la especie humana a corto y medio plazo y sobre todo donde establecer el punto de corte que
determine los valores de seguridad. Dada la escasez de temas regulatorios en muchos casos las pruebas
se realizan en especies inferiores siendo en su mayoria realizadas en ratén (Quinn & Horstman, 1998) y
son ausentes o limitados los estudio a largo plazo cuando se traslada su aplicacién al ambito humano. De
hecho, la historia de los medios de cultivo y en general del cultivo de embriones de especies diferentes a
la humana originando diferentes puntos de controversia que necesitan ser discutidos (Chronopoulou &
Harper, 2015).

Como se ha apuntado anteriormente, la aproximacion de los medios de cultivo en humanos se
ha desarrollado a través de los resultados obtenidos en animales. Desde que en 1929 Lewis y Gregory
estudiaran el desarrollo de embriones de conejo en plasma, pasando por la experimentacion de Brinster

con miles de embriones de raton que llevaron a la optimizacion de los parametros basicos como pH,
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osmolaridad, substratos de energia, tipos de aminoacidos (AAs) y albimina, donde ademds también se
demostré cambio de los perfil metabdlico segun etapas del desarrollo (de piruvato en estadio de 2 células

a glucosa en estadio de 8 células) (Brinster, 1963, 1965a, 1965b, 1965c).

| “ |H

Las hipodtesis de trabajo para el desarrollo del “medio ideal” fueron dos: una de ellas se basaba
en la formulacién del medio segun la fisiologia in vivo mientras que la segunda apuntaba a la simplicidad
en la formulacién del medio (Lawitts & Biggers, 1991; Quinn, 1995a, 1995b; Leese, 1998). La primera
estrategia comporto el estudio de la composicion de los fluidos reproductivos, en 1980 el analisis de los
fluidos tubaricos de humanos (Borland, Biggers, Lechene, & Taymor, 1980) propicid la produccion de
fluido tubarico sintético (Mortimer, 1986). Sin embargo, el estudio de la composicién de estos fluidos es
laborioso e incompleto ademas que puede estar influenciado por otros muchos parametros (Leese, 2002;
Summers & Biggers, 2003). Un ejemplo de esta aproximacion es el medio HTF (Human Tubal Fluid) que es
ligeramente parecido a fluido tubdrico humano (Summers & Biggers, 2003). La segunda estrategia esta
basada en la simplicidad utilizando software sofisticado para evaluar componentes y su interaccion. Esta
aproximacion se utilizé en preembriones de ratdn y se cred el medio SOM (Simplex Optimization Medium)
posteriormente suplementado con potasio (Simplex Optimization Medium with Potassium, KSOM)
(Lawitts & Biggers, 1991, 1993). Esta composicion del medio se trasladé a humanos sin conseguir grandes
mejora en lo que se refiere a resultados (Summers & Biggers, 2003).

Los primeros cientificos en cultivar ovocitos humanos fueron Rock y Merkin en 1944, éstos fueron
obtenidos de tejido ovarico después de una laparotomia (cuando el ciclo menstrual estaba cercano a la
ovulaciéon) y se cultivaron en suero humano (Rock & Menkin, 1944). Posteriormente, se cultivaron y
fecundaron ovocitos en un medio que contenia solucién Tyrodes, BSA (Bovine Serum Albumin), penicilina,
piruvato sédico, fenol y bicarbonato sdédico (Steptoe & Edwards, 1970). Los mismos investigadores,
cultivaron preembriones hasta la etapa de blastocisto usando el medio Ham’s F10 con suero humano o
fetal (Steptoe, Edwards, & Purdy, 1971). En 1978 nacid la primera nifia fruto de una FIV (se necesitaron
mas de 100 intentos), este preembrion fue cultivado en solucidn salina Earle’s con piruvato y suero de la
misma paciente. Ménezo et al., en 1984 cuestionaron el hecho de afiadir todo el suero al medio de cultivo,
se creo el medio B3, que contenia albumina, algunos AAs, el medio B3 era una modificacién del medio B2
que se utilizaba para preembriones bovinos basado en la composicion de los fluidos reproductivos y suero
(Ménézo, 1976). Fueron los grupos de Ménézo y Quinn los que empezaron a comercializar medios de
cultivo para la FIV humana (Ménézo, Testart, & Perrone, 1984; Quinn et al., 1985), pero como ya se ha
comentado, la formulacién del medio de cultivo en humanos se tiene que basar en este tipo de
experimentaciéon animal, ya que la gran mayoria de los experimentos planteados no pueden plantearse
con preembriones humanos.

Basicamente y a modo de resumen se presenta una breve introduccion de los requisitos y
propiedades de cada uno de los componentes que pueden llevar los medios de cultivo embrionario. Los
componentes que podemos encontrar en las formulaciones de los medios de cultivo son (Handbook of In

vitro Fertilization):
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Agua: Es el principal componente. A la hora de la confeccion de los medios de cultivo, lo mas
importante es la fuente y la pureza del agua que se utiliza. El tipo de agua que ofrece mas
garantias es el agua que purificada mediante sistema de ultrafiltracion que genera un agua libre
de pirégenos (nivel de endotoxina menor de 0.125 IU/ml).

lones: Su presencia es importante puesto que la concentracién externa de los iones tiene un
efecto profundo en los niveles intracelulares y por lo tanto en la regulacion de los diferentes
procesos celulares. Aun asi, el efecto individual de cada ion en la viabilidad y desarrollo
embrionario es muy dificil de evaluar por las interacciones que existen entre los iones y otros
componentes del medio, por ejemplo: carbohidratos y aminodcidos. Mas alld de sus acciones
especificas, una de las funciones principales es la de su contribucién al mantenimiento de la
osmolaridad de los medios de cultivo.

Carbohidratos: Es una de las principales fuentes de energia. Su presencia estd asegurada en los
medios de cultivo. Ademas, estan presentes en ambientes fisioldgicos. Y sus concentraciones
varian tanto entre el oviducto y el Utero y durante el ciclo menstrual. La mayoria de los medios
de cultivo contienen, glucosa, lactato y piruvato. En lo que se refiere a su presencia y
concentracion en los medios de cultivo embrionario, ésta ha sido en gran parte decidida por los
datos extrapolados de cultivo de preembriones de raton asi como a las concentraciones
observadas en el entorno fisiolégico de los ovocitos y preembriones (Conaghan, Hardy,
Handyside, Winston, & Leese, 1993; Barak et al., 1998; De Silva, 1998; Quinn, 1998; Steeves &
Gardner, 1999; Bavister, 1999; Coates, Rutherford, Hunter, & Leese, 1999; Lane & Gardner,
2000a)

Aminoacidos: Este tipo de moléculas estan también presentes en el ambiente fisioldgico de
gametos y preembriones. Los ovocitos y preembriones disponen de sistema de transporte de
aminodcidos en sus membranas. Son ademads sustratos metabdlicos, precursores anabdlicos para
sintesis de proteinas, hormonas y reguladores de funciones metabdlicas (Gardner & Lane, 1998;
Lane & Gardner, 2003). Son también utilizados por el preembrién para controlar su pH
intracelular (Gly, Tau y GlIn) (Gardner & Lane, 1996; Lane & Gardner, 1998). Se cree que los
aminoacidos no esenciales tienen funcion en divisién embrionaria, formacion de blastocisto, la
eclosion e implantacidn. Los AA esenciales resultan inhibitorios en las primeras divisiones del
preembrién, pero participan en el desarrollo de la masa celular interna (MCI) y favorecen
desarrollo fetal. Por ejemplo, tanto los ovocitos como los preembriones tienen sistemas de
transporte especificos para aminodcidos que ayudan a mantener el pH intracelular tan
importante para la viabilidad celular.

Vitaminas: Importantes para el metabolismo de los carbohidratos y aminodcidos en la sintesis de
fosfolipidos de membrana y algunas de ellas como la Vitamina C y E, tienen papel antioxidante

(Ross & Gardner, 1994; Lane & Gardner, 1998; Devreker & Englert, 2000).
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Quelantes: Mayoritariamente se utiliza el EDTA (Ethylenediaminetetraacetic Acid), pero también
la transferrina y su presencia favorecen la divisién en los primeros estadios, pero es perjudicial
tras la compactacion. Su funcién principal reside en unir los iones para que permanezcan en
solucién pero disminuir su actividad (Quinn & Margalit, 1996; Gardner, M V Lane, & M Lane,
2000).

Acidos nucleicos: Su presencia no es habitual en muchos medios de cultivo y no estd claro que
intervengan en la formacion de blastocistos y ni en la expansién, aunque los preembriones de
ratén y conejo, pueden incorporar nucleésidos marcados a su ARN (Acido Ribonucleico) y ADN
(Acido Desoxirribonucleico) (Jo, 1975; Chan, Seraj, Kalugdan, & King, 1995). En estadios
preimplantatrios no son necesarios ya que la ruta de biosintesis de dichos precursores es una
ruta de novo.

Proteinas: Una de las razones de la presencia de proteinas en los medios de cultivo en un
principio es meramente técnica ya que evita que los gametos y preembriones se peguen a las
placas y las pipetas durante su manipulacién (suero y albimina). Ayuda a minimizar las
fluctuaciones de pH fuera del incubador (sobre todo el suero). Capta iones (zinc+, Cu2+)y
pequeiias moléculas, y es un reservorio de diferentes moléculas como esteroides, vitaminas,
acidos grasos. Podria ser utilizado por los preembriones para procesos anabdlicos o metabdlicos
(Gardner, 1998; Jones, Trounson, Lolatgis, & Wood, 1998). También se cree que su presencia en
los medios de cultivo puede favorecer la supervivencia tras la criopreservacion.

Hormonas y factores de crecimiento (FC): Existen multitud de evidencias de la existencia de
factores de crecimiento en el tracto reproductivo y en el preembrién preimplantatorio y puedes
ser reguladores potenciales del desarrollo embrionario (Bongso et al., 1989; Gardner & Leese,
1990; Bongso, Fong, Ng, & Ratnam, 1992; Rieger et al., 1995; De los Santos et al., 1996). Aunque
entre sus hipotéticos beneficios estan la disminucion de apoptosis, el incremento de la
proliferacién celular, y en consecuencia la mejora de la evolucidn hasta blastocisto. No estd clara
la necesidad de su presencia y utilidad en los medios de cultivo por los efectos desconocidos que
su presencia a largo plazo pueda tener sobre los preembriones, ademas de encarecer los medios
de cultivo. No obstante, se pueden encontrar en el mercado, medios de cultivo con presencia de
diferentes factores de crecimiento y hormonas.

Antibidticos: Aunque fueron afadidos de forma rutinaria a los medios de cultivo como la
penicilina-G y la estreptomicina, pero es la gentamicina el antibiotico utilizado por excelencia en
los medios de cultivo como medida profilactica, para evitar la contaminacién producida por el
semen o por las bacterias del tracto reproductor femenino. Su ausencia, no obstante, es
beneficiosa para el desarrollo de los preembriones ya que éstos van mas deprisa en ausencia de

antibidticos.
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1.3.2. Estrategias de cultivo embrionario

Aunque desde el punto de vista legal el cultivo embrionario humano puede mantenerse hasta 14
dias, en el marco de la RA los preembriones humanos pueden cultivarse durante 6-7 dias permitiendo que
estos alcancen el estadio denominado blastocisto.

Para ello, se han desarrollado diferentes estrategias que describiremos brevemente. Una de las
utilizadas, pero cada vez mas en desuso son los cocultivos de células somaticas y preembriones. Se
dedicard unos breves apuntes a este tipo de cultivo por las implicaciones que este sistema tiene a la hora
de emular el ambiente materno.

En una primera aproximacion Biggers en 1962 cultivo preembriones de ratén con células las
Trompas de Falopio. El cocultivo en humanos se establecid en 1989 con la utilizacién de fibroblastos del
Utero de bovino o con células tubdricas humanas lo que mejoraba la morfologia e implantacién del
preembridn y las tasas de embarazo (Biggers, Gwatkin & Brinster, 1962; Bongso et al., 1989; Wiemer et
al., 1989). Existen muchos estudios sobre diferentes lineas celulares que se han utilizado para “alimentar”
al preembridn (Feeder cell lines)(Simédn et al., 1999; Rubio et al., 2000; Mercader et al., 2003; Mercader,
Valbuena, & Simdn, 2006). También, se utilizaron como aproximaciones para mejorar ciclos con mujeres
con preembriones de baja calidad (que ya habian tenido ciclos de FIV fallidos) (Desai, Abdelhafez,
Bedaiwy, & Goldfarb, 2008). Existen estudios aleatorizados que han comprobado el efecto favorable de
éstos (Morgan et al., 1995; Parikh, Nadkarni, Naik, Naik, & Uttamchandani, 2006; Ng, Mingels, Morgan,
Macklon, & Cheong, 2018) sin embargo existen otros que no (Tucker et al., 1995; Hu et al., 1998).

Por otro lado, se ha observado que los efectos beneficiosos del cocultivo no son ni especificos de
tejido ni de especie (pero actualmente no se permite realizar cocultivos con células animales). Entre los
efectos positivos del cocultivo destacar la produccion de factores de crecimiento, regulacién de pH y la
eliminacién de productos perjudiciales (Bongso et al., 1991; Bavister, 1992). Existe un metaanalisis en el
que se ha concluido que los cocultivos mejoran la tasa de implantacién, la tasa de gestacién clinica y la
tasa de gestacion evolutiva (Kattal, Cohen, & Barmat, 2008).

Otra de estas aproximaciones serian los cultivos secuenciales, dénde los medios de cultivo son
diferentes segun las necesidades del preembrién en cada punto de desarrollo ( De los Santos et al., 1996;
Bongso & Tan, 2005; llic, Genbacev, & Krtolica, 2007), en contraposicidn a los que abogan por el minimo
cambio en la composicién del medio, de forma que el preembridon humanos escoja lo que necesite en
funcién de sus necesidades nutricionales contribuyendo, segin sus defensores a una disminucion del
estrés (Dieamant et al., 2017; Cimadomo et al., 2018; Lépez-Pelayo, Gutiérrez-Romero, Armada, Calero-
Ruiz, & Acevedo-Yagiie, 2018).

A continuacidon, se presenta un breve resumen de las diferentes ventajas y desventajas

planteadas en las diferentes opciones:
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Cultivo monofasico (con
renovacion)

Cultivo monofasico (sin
renovacion)

Cultivo secuencial

Distorsién cultivo

No distorsion cultivo

Distorsidn cultivo

No acumulacion de
factores enddgenos ni

Acumulacién de factores
enddgenos y toxinas

No acumulacién de factores
enddégenos, factores

toxinas crecimiento, nitoxinas

Mas coste en fungible y Menos coste en fungible y M3s coste en fungible y

tiempo tiempo tiempo

El cultivo se reemplaza El cultivo NO se reemplaza por Reemplazamiento por cultivo

por cultivo fresco pero cultivo fresco fresco y diferentes nutrientes

mismos nutrientes

EDTA EDTA EDTA

Tabla 1 Ventajas y desventajas de cultivos monofdsico y secuencial

1.3.3. Condiciones de cultivo y ambiente materno

La busqueda de la composicion ideal de los medios de cultivo y los requerimientos nutricionales
de los preembriones humanos con la idea de emular el ambiente materno sigue ocupando una gran parte
de la investigacidn en FIV. Por esta razdn, las primeras propuestas se basaban en la utilizacion de los
medios de cultivo en la composicidn de los fluidos en los que los gametos y el preembrién se ven
expuestos en condiciones in vivo, en el tracto reproductivo femenino (Leese, 1998). Las primeras
aproximaciones se realizaron en numerosos modelos animales, entre ellos roedores (Sherman & Salomon,
1975; Biggers, 1998), ganado (Thibodeaux et al., 1992; Edwards, Batt, Gandolfi, & Gardner, 1997; Merton
et al.,, 2003; vy otras especies (Davis, 1985; Prichard et al., 1992), poniendo en evidencia que los
preembriones se desarrollan mejor in vivo que in vitro. Un ejemplo de ello, fue cuando Lonergan y colegas
desarrollaron un estudio en el que zigotos bovinos producidos in vitro eran transferidos al oviducto y
daban lugar a blastocistos de mayor calidad que cuando se hacia a la inversa, es decir, zigotos producidos
in vivo se transferian a medios de cultivo hasta la etapa de blastocisto, daban lugar a blastocistos de peor
calidad (Lonergan et al., 2003). La calidad de los preembriones era proporcionalmente inversa a los dias
que pasan en medios de cultivo, por lo que era mejor realizar transferencias de preembriones en dia 2-
3 que en etapa de blastocisto (Market-Velker, Fernandes, & Mann, 2010) para conseguir gestaciones.

Durante las primeras décadas de la FIV, la mayoria de preembriones eran transferidos en dia 3
de desarrollo (8-16 células), ya que el cultivo hasta etapa de blastocisto estaba muy poco refinado y la
mayoria se bloqueaban antes de llegar a esta etapa.

El ambiente al que esta sometido el preembridn, va cambiando segun el lugar del tracto
reproductivo femenino en el que se encuentra, y por lo tanto cambia segun dia de desarrollo. Esto llevd a

desarrollar medios secuenciales comerciales como el G1 y G2 cuya formulacidn cambiaba en base al uso
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para estadios tempranos o tardios (Chatot, Ziomek, Bavister, Lewis, & Torres, 1989; Lane & Gardner,
1997; Gardner, 1998). Gardner y colegas en 1996 analizaron la composicion de fluidos uterinos y tubdricos
en el ciclo menstrual y observaron concentraciones cambiantes de glucosa y lactato. Este descubrimiento
ayudo a la composicién del medio G1y G2 (Barnes et al., 1995; Gardner, Lane, Calderon, & Leeton, 1996).
Ademas, las necesidades metabdlicas del preembriéon cambian segln el dia de desarrollo, como se ha
visto por ejemplo con la glucosa y el piruvato que pueden afectar a este desarrollo (Conaghan, Handyside,
Winston, & Leese, 1993; Gardner, 1998). Se ha discutido, si este cambio de medio al preembrién le puede
provocar un estrés innecesario, existe un debate abierto para el que no existen resultados consistentes
(Macklon et al., 2002; Reed, Hamic, Thompson, & Caperton, 2009; Vajta, Rienzi, Cobo, & Yovich, 2010;
Quinn, 2012).

En varios estudios donde se ha comparado la transferencia embrionaria de blastocisto versus la
transferencia en dia 3, se ha visto que el cultivo prolongado podria provocar un aumento del peso medio
del recién nacido (en gestaciones Unicas), mas riesgo de parto pretérmino, mayor proporcién de defectos
del recién nacido y mayor incidencia de gemelos monozigéticos (El Mouatassim, Guérin, & Ménézo, 1999;
Tarlatzis et al., 2002; Milki et al., 2003; Luna et al., 2007; Kallén et al., 2010; Finnstrom et al., 2011; Zhu et
al., 2014).

1.3.3.1. Condiciones externas

El control de las condiciones ambientales durante el cultivo de los preembriones humanos
preimplantarios, presta especial atencidn a una serie de pardmetros externos, como son temperatura,
presidn parcial de didxido de carbono (PCO3), intensidad de luz, osmolaridad y presién parcial de oxigeno.
Su control resulta esencial para asegurar la maxima viabilidad a los preembriones humanos que se
generan in vitro. Aqui se repasan brevemente algunos aspectos a tener en cuenta en cada uno de ellos:

a) Temperatura: A pesar de que la temperatura en el liquido folicular como en el testiculo es un
poco menor de 372C, la verdad es que, en reglas generales la temperatura de cultivo de los
preembriones humanos preimplantarios se mantiene en un ambiente de 372C. Los incubadores
actuales poseen sondas de temperaturas altamente fiables que permite su control en rangos de

+ 0.12C aunque pueden tener oscilaciones de + 0,52C. Aun asi, se hace necesario un control de

calidad externo capaz de verificar y/o calibrar el buen funcionamiento de estos aparatos. El

control de la temperatura adecuada fuera y dentro de los incubadores, durante los cultivos
embrionarios o durante su manipulacion es fundamental. Una disminucidn de la temperatura
de uno a varios grados, aparte de afectar al metabolismo de los preembriones o su tasa de
division, también afecta a otros componentes subcelulares de los ovocitos y los preembriones
como son los husos meidtico y mitético despolimerizandolos e incrementando el riego de inducir
anomalias cromosdmicas. Por ejemplo, la exposicion de ovocitos a 342C durante 10-30 minutos
disminuye la recuperacion de los husos meidticos en un 25 %. Si la disminucidn es a temperatura

ambiente, menos del 50% de los husos se recuperan. Esta situacion parece ser una de las
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principales responsables de las anomalias cromosémicas, pues afectan a la configuracion de los
cromosomas que pierden su organizacién en la placa metafasica. (Pickering, Braude, Johnson,

Cant, & Currie, 1990; Almeida & Bolton, 1995; Wang, Meng, Hackett, Odenbourg, & Keefe, 2001).

b) Luz: Aunque no existe unanimidad en cuanto a los resultados, se intenta que la intensidad
luminica durante el cultivo y manejo de ovocitos y/o preembriones sea lo menor posible,
intentando reproducir las condiciones del tracto reproductor masculino y femenino. Se cree que
el posible efecto negativo de la luz, se debe tanto a la creacion de radicales libres por su
interaccion con moléculas presentes en los medios de cultivo, como su accion directa sobre el
ovocito y preembriones al carecer éstos de pigmentos protectores. Se estima que los niveles de
radiacion segura oscilan entre 500 y 1000 lux, como referencia un dia radiante en los trépicos
tiene 100.000 lux y un dia nublado 2000 lux. La mayoria de las bombillas de los microscopios
emiten una parte de luz parte de luz UV por lo que idealmente deberan tener filtros de luz
ultravioleta, pero ademas la irradiacion que transmiten puede llegar a ser de 50.000 lux. Como
regla de oro: 1000 lux proporcionan una energia de 5 Kj.m-2.h-1 y el preembrién/ovocito
comenzara a tener dafios a partir de 10-20 minutos. La tabla siguiente muestra algunos estudios
sobre de los efectos de la luz en la viabilidad de los preembriones de diferentes especies de
mamiferos (Ottosen, Hindkjaer, & Ingerslev, 2007).

AUTOR FUENTES DE LUZ ESPECIE PARAMETRO CONCLUSION

Daniel 1964 Luz visible Preembridn Numero de Disminucion

fluorescente (UV e de conejo divisiones por significativa después
IR), 2600 Lux tiempo de 4 horas de
iluminacién
Kruger & Luz visible Preembrién Desarrollo de No existe efecto
Stander 1985 incandescente- de ratén estadio de 2 después de 30 minutos
fluorescente, 2900 células a de iluminacién
Lux blastocisto
Schumacher & Luz visible Preembrién Proliferacién Disminucién
Fischer 1988 fluorescente, 2400 de conejo celular con significativa después
Lux incorporacion de 30 minutos de
de timidina exposicidn
Barlow et al. Luz halégena Ovocitosde  Primera division Disminucion
1992 incandescente, 4000 ratén celular significativa después
Lux fecundados de 60 minutos de
iluminacion
Umaoka et al. Luz visible Preembridn Desarrollo del Disminucion
1992 fluorescente, 2400 de hdmster  preembrién de significativa después

Lux

1 a 4-8 células

de 5 minutos, muy

perjudicial después de

30 minutos para

primera division celular
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AUTOR FUENTES DE LUZ ESPECIE  PARAMETRO CONCLUSION

Schumacher et Luz visible Preembrién Anormalidades No aumento después
al. 1998 fluorescente (UV e de conejo en de ploidia de de 24 horas de
IR), <1600 Lux dia 3-4 ADN iluminacion
Takahashi et al. Luz visible 380-780 Preembrién Fragmentacion Efecto significativo
1999 nm, 400 Lux de hamster  de ADN medido después de 5 0 mas
por Comet minutos
Squirrel et al. Luz monocromatica Preembrién Desarrollo de Reduccidn significativa
2001 laser 514, 532 y 568 de hamster estadio de 2 a 115 Kj/m2
nm, 115 Kj/m2 células a
moérula-
blastocisto

Tabla 2 Estudios sobre el efecto de la luz sobre preembriones de mamiferos Nota: Tomada de Ottosen et al.,
(2007)

c) Presidn Parcial Diéxido de Carbono (PCO2). Este pardmetro resulta fundamental para controlar el
pH de los medios en los que se cultivan los gametos y preembriones. La PCO2, debe ajustarse de
manera precisa para conseguir que el medio de cultivo posea un pH fisiolégico alrededor de 7,2-
7,4. El didxido de carbono (CO2) juega un complejo papel en el medio de cultivo debido a que
influye la cantidad de CO2 disuelto, el pH y la cantidad de iones HCOs". Las reacciones que tienen
lugar en el medio son:

H20 + CO2 <=> H2C03 <=>H* + HCOs™ (1)
NaHCOz <=> Na* + HCOz™ (2)

El incremento de la concentracidon de ion bicarbonato desplaza la ecuacién (1) hacia la izquierda,
de modo que el pH se establece en 7,4. Para establecer un pH determinado se debe tener en cuenta
especialmente los niveles de bicarbonato sédico y la PCO.. Cada medio tiene una concentracién
recomendada de bicarbonato y PCO: para alcanzar el pH correcto que viene dada por la ecuacién de
Henderson-Hasselbalch. La medicidn del pH siempre nos dara una visién mas real de lo que sucede en un
medio de cultivo dado, sometido a las condiciones particulares de cada laboratorio de Embriologia Clinica.
Dado que el pH es dindmico y cambia en funcién de la presion parcial de CO2, es importante mantener el
% de CO:2 constante. Este es un requisito fundamental en todos los estadios de desarrollo, pero se hacer
mas esencial sobre todos en ovocitos denudados y preembriones descongelados que son especialmente
vulnerables a las fluctuaciones de pH. En el caso de los ovocitos al igual que los preembriones tienen
capacidad limitada para combatir la alcalosis del medio de cultivo y mas facilidad para combatir la acidosis;
sin embargo, esta Ultima requeriria un consumo extra de energia al tener que utilizar el antiporter Na+/H+.
En cualquier caso, ambas condiciones ejercerian un efecto estresante sobre los ovocitos y preembriones
que podria repercutir en la capacidad de desarrollo. Como ejemplo, en preembriones de ratén, un cambio
de pH de 7.4 y 6.8 durante solo 3 horas origina una disrupcion de la localizacion de mitocondrias y
filamentos de actina (Squirrell, Lane, & Bavister, 2001). El aumento del pH entre 0,1y 0,15, incrementa la
glicolisis y disminuye el metabolismo oxidativo. Resulta altamente interesante observar como priacticas

tan extendidas y habituales en los laboratorios de FIV tales como son los protocolos de vitrificacion,

23



INTRODUCCION

afectan de formas sensible a la capacidad de los preembriones de controlar su pH interno (Lane &

Gardner, 2000b).

El siguiente diagrama muestra un esquema de capacidad de regular el pH segun en el estadio

evolutivo durante el desarrollo preimplantacional:

pHe: 7.2-7.4 pHi: 7.1

-
(o}

Estadio celular pH Interno (pHi) ©

>

oT4]

Ovocitos Vesicula Germinal 7.04 +0.07 o
(]

Ovocitos Metafase | 7.03 +0.04 -

©

Ovocitos Metafase Il 6.98 + 0.02 =2

0

Preembriones 2-8 células 7.12+0.01 T

Ilustracion 1 Diagrama de la capacidad de regular el pH por parte de ovocitos y preembriones tempranos
pHe: pH externo, pHi: pH interno

El control del pH resulta pues fundamental ya que controla aspectos tan importantes como
glicdlisis y otras funciones metabdlicas, también afecta a la conformacion de las proteinasy a la
dinamica del citoesqueleto. También, estd implicado en el transporte celular asi como en funciones
epigenéticas (Swain, 2010a). Sin embargo, no existen estudios en humanos que aborden como los
cambios transitorios de pH pueden afectar a la capacidad evolutiva del preembrién, y de esta manera

saber si se incrementan los errores mitéticos.

d) Presidn Parcial de Oxigeno (PO2): En cuanto la presién parcial de oxigeno, el presente proyecto
de tesis tiene como objetivo de investigacion ver cémo podria afectar esta variable fisica sobre

los resultados obstétrricos y perinatales.

1.4. Baja Tension de Oxigeno

1.4.1. Condiciones de oxigeno en el ambiente materno

En los procedimientos de FIV los preembriones preimplantatorios estan expuestos a un ambiente
in vitro por varios dias. En lo que a la concentracién de oxigeno se refiere, los preembriones en condiciones
in vivo se en encuentran expuestos a bajas concentraciones de este gas. Estas condiciones varian también
segln la porcién del oviducto en el que se encuentren y de la especie de la que hablemos. Por ejemplo,
en el oviducto de conejo y Utero de conejo y hamster va de un 8,7% de oxigeno a un 1,5% de oxigeno en
el utero de monos Rhesus y humanos (Yedwab, Paz, Homonnai, David, & Kraicer, 1976; Fischer, Kiinzel,
Kleinstein, & Gips, 1992).

Esta diferencia de concentraciones de oxigeno entre el Utero y el oviducto sugiere que el

preembrién pasa por un gradiente decreciente de oxigeno hasta que alcanza su minimo en el estado de

24



INTRODUCCION

morula cuando empieza el proceso compactacion. Esto coincide con el cambio de preferencia de las rutas
metabolicas del preembridn, de la fosforilacidn oxidativa para la produccién de energia en las primeras
etapas de desarrollo a la produccién de ATP por glicdlisis en los preembriones postcompactados (Leese,
1995).

Cambios similares han sido observados en humanos, de forma que en los fluidos del foliculo
preovulatorio de humanos existe una concentracidn que varia del 1,5 al 5,5 % de oxigeno (Gosden & Byatt-
Smith, 1986). También existe una baja concentracién de oxigeno en los foliculos preovulatorios (1% -5.5%)
(Gosden & Byatt-Smith, 1986). En humanos, durante las primeras etapas del embarazo existe una
concentracion de 2,2% (20 mmHg) de oxigeno en el fluido celémico y de un 2% (15-18 mmHg) en el liquido
amnidtico (Jauniaux, Ben-Ami, & Maymon, 2013). Algunos estudios han medido la concentracion de O:
en la cavidad uterina mujeres que no estaban embarazadas, se observd que existia una concentracion de
un 2% (15mmHg) de Oz en el Gtero (Yedwab, Paz, Homonnai, David, & Kraicer, 1976), un posterior trabajo
demostré que la concentracidn de oxigeno era de media un 2% (18,9 mmHg) en la superficie endometrial
en el momento de la fecundacidon (Ottosen et al., 2006). Sin embargo no existe ningun estudio que reporte
la concentracidn de oxigeno en el oviducto humano.

La concentracién de oxigeno en el liquido folicular en humanos se correlaciona de forma negativa
con las anomalias cromosdmicas y citoplasmaticas de los ovocitos (Van Blerkom, Antczak, & Schrader,
1997). Ademas, se ha observado que una baja concentracion de oxigeno es beneficiosa en la maduracion
de ovocitos in vitro (Preis, Seidel, & Gardner, 2007). Existe un estudio donde se ha medido la
concentracion de oxigeno de la vena ovdrica (un 7% de 0O2) y en los foliculos (8% de O2) en humanos
(Shalgi, Kraicer, & Soferman, 1972). Sin embargo, existen estudios contradictorios de cdémo se utiliza este
oxigeno, un estudio mantiene que este oxigeno se consume principalmente por las células de las
granulosa mientras que el ovocito se encuentra en anoxia (Gosden & Byatt-Smith, 1986). Otro estudio
postula justamente lo contrario (Clark, Stokes, Lane, & Thompson, 2006).

Los preembriones in vivo se encuentran rodeados por el fluido oviductal dénde se encuentra el
oxigeno y los substratos necesarios para su desarrollo. Durante las primeras etapas de desarrollo, el
preembridn se concentra en la produccion de energia y activacidon de los genes. La produccidn de energia
se basa en la respiracion aerdbica y se oxidan los substratos (piruvato y aminoacidos) para obtener la
energia. Posteriormente, existe un cambio de metabolismo hacia la glicdlisis oxidativa (Martin, 2000). La
produccion de moléculas de ATP aumenta con la compactacion del preembridn y la formacion de
blastocisto, respalda la sintesis de proteinas y los sistemas de transporte idnico (Thompson, Sherman,
Allen, McGowan & Tervit, 1998).

En 1991 se propuso un modelo, dénde se sugirié que para los preembriones de especies
pequefias (como el caso de ratén) un 5% de oxigeno es suficiente para las primeras etapas de desarrollo
(fosforilacion oxidativa). Sin embargo, en preembriones de especies de mayor tamafio, el preembrién en
etapas postcompactacién crea un gradiente de oxigeno hasta llegar a la anoxia en el centro del
preembridn (Byatt-Smith, Leese, & Gosden, 1991). Este modelo se ve reforzado por otros estudios, dénde

se ha visto que una concentracién de un 2% de O2 resulta perjudicial en preembriones de ratén
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postcompactados (Kind, Collett, Harvey, & Thompson, 2005) pero éptima en blastocistos bovinos
(Thompson, 2000).

Pero, ¢por qué el cultivo en concentraciones propias de la atmésfera podria ser perjudicial para
los preembriones? Bien, en condiciones normales, el oxigeno se utiliza en la fosforilacion oxidativa, el
consumo de oxigeno es dependiente de los substratos disponibles, de la concentracidn de oxigenoy de la
integridad de los complejos enzimaticos mitocondriales que forman canales de alta energia de electrones.
Sin embargo, si la integridad de las membranas mitocondriales se ve comprometida pueden generarse
especies ROS (Reactive Oxigen Species). Especies que se forman de manera natural como subproducto del
metabolismo normal del oxigeno y tienen un importante papel en la sefializacion celular. Pero que si
aumentan en gran manera pueden resultar en dafios significativos a las estructuras celulares.

Las ROS que se generan son el radical anién superéxido (O2-), el peréxido de hidrégeno (H202) y
radicales hidroxilo altamente téxicos (OH-), que generan diferentes grados de dafio oxidativo (Shigenaga,
Aboujaoude, Chen, & Ames, 1994). A pesar, de que existen mecanismos de proteccidon endégenos en los
ovocitos y los preembriones, como la actividad superdxido dismutasa, catalasa y peroxidasa (El
Mouatassim, Guérin, & Ménézo, 1999), los radicales libres de oxigeno afectan al ADN mitocondrial,
proteinas y lipidos, alteran el ratio de glutatién oxidado a glutatidon reducido (Orrenius, Burkitt, Kass,
Dypbukt, & Nicotera, 1992; Orrenius, McCabe, & Nicotera, 1992), agregan componentes del citoesqueleto
y condensan el reticulo endoplasmatico (Tarin, 1996). El estrés oxidativo también causa fragmentacion
del ADN. Todos estos dafios causan en el preembrién fragmentacion (Noda et al., 1994; Yang et al., 1998),
apoptosis, retraso o bloqueo del desarrollo (Johnson & Nasr-Esfahani, 1994) o incluso pueden

comprometer el posterior embarazo (Catt & Henman, 2000).

1.4.2. Cultivo embrionario en baja tension de oxigeno in vitro

A lo largo de esta introduccidn, hemos hablado en varias ocasiones de los posibles beneficios de
simular las condiciones fisioldgicas para mejorar la viabilidad embrionaria, por lo que el control de la
concentracion de oxigeno es una variable mds a tener en cuenta.

La tensidn de oxigeno utilizada durante el cultivo embrionario en FIV ha sido la atmosférica (20%)
durante mas de 30 afios. Actualmente, existen muchos estudios que estan tratando de estudiar el efecto
de la concentracién de oxigeno en el cultivo de preembriones de diferentes especies de mamiferos.

En estudios con preembriones de mamiferos se ha observado una disminucidn de los ciclos de
division celular, disminucién de las células apoptdticas, menor incidencia de mosaicismo, mejor MCI:
Masa Celular Interna (/nner Cell Mass; ICM), mayor nimero de blastocistos, cuando se encuentran en un
5% de 02 vs a un 20% de Oz. Sin embargo, cuando hablamos de preembriones humanos existen resultados
contradictorios (aunque no existe ningun estudio dénde se reporte unos peores resultados clinicos en
bajas concentraciones de oxigeno). Por esta razdn, cada vez mas los laboratorios de FIV estan adoptando
esta medida. Existen varios estudios al respecto de cémo puede afectar la concentracidon de oxigeno al

éxito de las TRA.
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La concentracion ambiental de oxigeno ademas de no ser la que existe in vivo puede provocar un
aumento de las especies ROS.
En el 2000 Catt y Henman postularon tres mecanismos por los que se pueden ayudar a minimizar
los dafios que puede causar el estrés oxidativo (Catt & Henman, 2000):
e Disminuir la tensidn de oxigeno durante el cultivo in vitro.
e Introducir en la composicion del medio de cultivo componentes antioxidantes.
e Disminuir el tiempo de fecundacién para evitar el dafio oxidativo causado por el propio

metabolismo del espermatozoide.

Se han llevado a cabo varios estudios dénde se evalian condiciones de cultivo idénticas donde la
Unica diferencia entre ellas era la concentracidn de oxigeno, atmosférica (20%) o fisioldgica (5-8%). Se han
evaluado aspectos morfoldgicos y de desarrollo a nivel embrionario, resultados de éxito/efectividad
derivados de la aplicacién de la TRA (como tasa de embarazo, de parto, de aborto, etc.), resultados de
seguridad, como resultados perinatales de los recién nacido vivos (RNV) entre los que figuran la talla, el
peso, el perimetro craneal, etc.

Recientemente, se llevd a cabo una revisidén de varios estudios dénde se queria observar si la
concentracion de oxigeno a niveles fisiologicos (alrededor del 5%) mejora las tasas de éxito de las TRA
debido a los contradictorios resultados que existen en la literatura. En esta revisidon se incluyeron
solamente estudios clinicos aleatorizados, fueron 7 estudios los que finalmente cumplieron los criterios
de inclusién (al principio se seleccionaron 45, 21 se descartaron por no ser realmente aleatorios y 12 se
descartaron por aleatorizar por ciclo y no por paciente, criterio de inclusidn de la revision). El principal
resultado a analizar era la tasa de RNV (por paciente). También se analizo el tasa de embarazo clinico (saco
gestacional 6-8 semanas de gestacidn) y evolutivo (mas de doce semanas de gestacién), aborto, embarazo
multiple y de malformaciones congénitas. Otros resultados analizados fueron la tasa de implantacidn,
nimero de preembriones de buena calidad por ciclo y tasa de criopreservacién de preembriones
supernumerarios.

En esta revision se analizaron 7 estudios (2422 pacientes) pero en el metaanalisis se incluyeron
solamente 4 (1382 pacientes), ya que los 3 restantes solamente mostraban los % de las tasas y no el
tamano de los grupos de pacientes.

La tasa de RNV parece ser que mejora en bajas concentraciones de oxigeno (resultado
estadisticamente significativo), de un 30% en concentracién atmosférica a un 32-43% en baja
concentracion de oxigeno. Esta tasa tiene en cuenta tanto las transferencias embrionarias en dia 3 como
las de dias posteriores (4, 5 0 6). Sin embargo, cuando se estratifica por dia de transferencia, si se analizan
los resultados de transferencia en dia 3 no se encuentran diferencias en cuanto a esta tasa entre las dos
concentraciones de O, lo contrario sucede cuando hablamos de transferencias en etapa de blastocisto
(dia 4, 5 o 6) donde existen diferencias significativas a favor de la baja concentracidon de oxigeno. Sin
embargo, estas diferencias podrian ser debidas a la diferencia de tamafio de los diferentes grupos que se

comparan.
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En cuanto a las tasas de embarazo (clinico y evolutivo), también se observa que es
significativamente mejor en bajas concentraciones de O2. Ademas, los datos a nivel embrionario (tasa de
implantacion y criopreservacién) y de calidad embrionaria también son mejores cuando la concentracion
de 02 es similar a la fisiolégica. Las tasas de embarazo multiple, de aborto y de malformaciones no
muestran diferencias significativas entre ambas condiciones de cultivo.

Por lo tanto, podemos decir que no existen evidencias en esta revisidn que sustenten que la baja
concentracion de oxigeno provoca mejores resultados en cuanto a la principal tasa de éxito: la tasa de
recién nacido vivo/paciente (solo publicada en tres de los estudios analizados). La tasa de malformacion
tampoco se ha analizado ampliamente, ya que sélo un estudio publicé los resultados, por lo que no se
dispone mucha informacioén al respecto.

De esta revisién podemos concluir que existe una falta de homogeneidad en cuanto a la
metodologia empleada, tipo de randomizacidn o aleatorizacidn, nomenclatura, etc. Que hace que sea
muy complicado llevar a cabo un buen analisis conjunto de los datos, por lo que los autores animan a la
comunidad de investigadores a llevar a término mas estudios dénde se comparen los dos tipos de cultivo
(las dos concentraciones de oxigeno) y como éstas pueden afectar a la salud de la descendencia obtenida

mediante estas TRA (Bontekoe et al., 2012).

1.4.3. Impacto del cultivo embrionario en baja tension de oxigeno en el
metabolismo embrionario

Como se ha comentado anteriormente, el preembridn parece poder adaptarse al ambiente en el
que se encuentra in vitro, determinado por los diversos protocolos de TRA que existen (principalmente a
los distintos tipos de medio de cultivo y otras condiciones fisicas como la temperatura, concentracién de
oxigeno, etc.). Sin embargo, se ha visto que estas condiciones afectan a la expresiéon génica de los
preembriones que se encuentran en cultivo y por lo tanto al perfil metabdlico de éstos (Gardner et al.,
2013; Skiles et al., 2018).

La concentracion de oxigeno se ha visto que es determinante en cuanto a algunas rutas
metabdlicas que utiliza el preembrion y en cuanto a la expresidon génica de éste. Por ejemplo, en
blastocistos de cerdo se altera el metabolismo glicolitico (Wale & Gardner, 2012), también en
preembriones de ratén se ha observado la expresion diferencial de algunos biomarcadores (Katz-Jaffe,
Linck, Schoolcraft, & Gardner, 2005). Otros estudios de preembriones de ganado y ratdn, han demostrado
que cuando existen condiciones de baja tensidn de oxigeno disminuye la expresion de genes de estrés,
como el de las Heat Shock Proteins (HSP) o Proteinas de Choque Térmico (PCT) (Edwards, Ealy, & Hansen,
1995) o la Manganeso Superdxido Dismutasa (Corréa, Rumpf, Mundim, Franco, & Dode, 2008).

Por otro lado, también se ha visto que existe un cambio del patrén de metilacidon segun la
concentracion de oxigeno en muchas células como fibroblastos, células del trofoblasto y células tumorales
(Shahrzad, Bertrand, Minhas, & Coomber, 2007; Pucci et al., 2012; Robinson, Neary, Levendale, Watson,
& Baugh, 2012).
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Actualmente, en el campo de la metabolémica se han desarrollado nuevas tecnologias que
permiten realizar un andlisis global tanto cualitativo como cuantitativo de los metabolitos segregados por
células o tejidos. Por ejemplo, se puede conocer si existe un perfil metabdlico alterado de los
preembriones que provenian de pacientes con obesidad comparandolo con los preembriones de
pacientes con normopeso (Bellver et al., 2015).

Los metabolitos de bajo peso molecular son los productos finales del metabolismo celular, y por
lo tanto su analisis, puede esclarecer los cambios que se producen cuando se producen cambios de
condiciones genéticas, nutricionales o ambientales (Singh & Sinclair, 2007). Estas técnicas no invasivas
para el estudio del perfil metabdlico, se han utilizado para crear la huella metabdlica de preembriones
frescos o vitrificados y poder observar si existen diferencias entre ellos (Dominguez, Castelld, Remohi,
Simoén, & Cobo, 2013). O por ejemplo, comparar si existen algunos metabolitos, que pudieran ser
predictores de la viabilidad de los preembriones y de las tasas de embarazo (Brison, Hollywood, Arnesen,
& Goodacre, 2007; Seli et al., 2011; Nadal-Desbarats et al., 2013) o como predictores de aneuploidias
(Sanchez-Ribas et al., 2012; Hardarson et al., 2012; Vergouw et al., 2012; Kirkegaard et al., 2014).

Estudios en diferentes especies de mamiferos, apuntan a que la tensién de oxigeno atmosférica
es capaz de provocar un cambio de las rutas metabélicas (Wale & Gardner, 2012; Kumar et al., 2015). El
estudio incluyd grupos de substratos: glucosa, piruvato, aminoacidos, acidos grasos y fosfolipidos. Sin
embargo, existen muy pocos estudios que compararen los perfiles metabdlicos de los preembriones
humanos cultivados en estas dos condiciones de oxigeno (6% y 20% de Oxigeno) (De los Santos et al.,
2015). En este estudio prospectivo, se utilizaron preembriones de pacientes que se sometieron a una
donacion de ovocitos, se fecundaron mediante ICSI, se cultivaron en concentraciones de oxigeno distintas
(6% y 20%) y transfirieron a las pacientes en dia 3. Los dos grupos eran comparables ya que los ovocitos
eran de donantes (cumplen unos requisitos comunes), la valoraciéon morfolédgica de los preembriones
entre grupos también fue similar y las caracteristicas de las parejas que recibian el tratamiento también
eran comparables. Para realizar el perfil metabdlico global, se utilizé la cromatografia liquida acoplada a
la espectrometria de masas (Ultra-Performance Liquid Cromatography Mass Spectrometry; UPLC-MS), y
se procedid al analisis de los principales componentes. Se realizé un andlisis global (Principal Components
Analysis; PCA) para crear un perfil metabdlico en cada concentracidén de oxigeno, y se observé que sélo
tres metabolitos fueron significativamente distintos entre los dos grupos. Es decir, que existia un perfil
metabdlico casi idéntico entre los medios de los preembriones que estaban en cultivo en las dos
concentraciones de oxigeno distintas. La falta de diferencias notables, podia deberse bien a que el tipo
de andlisis no permitia su deteccién ya que no se detectaron componentes como el Triptéfano o la
Fenilalanina presentes en cultivos de otras especies (Booth, Holm, & Callesen, 2005; Booth, Watson, &
Leese, 2007). La glucosa, otro de los metabolitos analizados, tampoco fue diferente entre ambas
condiciones de cultivo, lo cual podria explicarse debido a que no es el sustrato utilizado preferencialmente
en el preembrion humano en etapas tempranas de desarrollo y por lo tanto, la concentracidn de oxigeno
durante el cultivo podia ejercer poco efecto (Leese, Hooper, Edwards, & Ashwood-Smith, 1986; Hardy et

al., 1989; Conaghan, Handyside, Winston, & Leese 1993).
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De la misma forma se analizaron los acidos grasos y fosfolipidos cuya presencia sobre todo de
saturados (estearico y palmitico) es esencial en los gametos femeninos (Matorras et al., 1998), tampoco
fueron diferentes entre ambas condiciones de cultivo, posiblemente al no ser requeridos en primeras
etapas de desarrollo (la beta oxidacidon de un &acido graso produce tres veces mas energia que una

molécula de glucosa) (Dunning, Russell, & Robker, 2014).

1.5. Riesgos obstétricos y perinatales derivados la Reproduccién Asistida (RA)

1.5.1. Riesgos obstétricos y perinatales derivados de la FIV y el ICSI

La medicina reproductiva es un campo en el que por diferentes circunstancias se han ido
introduciendo diferentes técnicas sin elaborar suficientes estudios preclinicos que demostraran la
inocuidad de la técnica; la introduccion de la ICSI o el DGP son algunos ejemplos. Las nuevas técnicas
reproductivas pueden presentar riesgos de seguridad, principalmente para la descendencia obtenida a
través de ellas. Por ejemplo, para la FIV, el primer estudio sobre la salud a largo plazo de los nifios de FIV
se publicé 12 afios después de su implementacidn clinica (Morin et al., 1989). Recientemente, se han
llevado a cabo estudios prospectivos de seguimiento de la descendencia de las TRA que permiten estudiar
la salud de grandes grupos de nifios derivados de diferentes técnicas reproductivas. Aunque, los
resultados a menudo son dificiles de interpretar debido a la naturaleza observacional de estos estudios (y
el riesgo asociado de factores de confusion, por ejemplo, subfertilidad de los padres), diferencias en las
definiciones de medidas de resultado clinico, falta de uniformidad en los protocolos de evaluacion y
heterogeneidad de las razones subyacentes para el tratamiento de la fertilidad.

Por otro lado, se ha visto que, aunque los nifios concebidos a través de TRA son
predominantemente sanos (Hart & Norman, 2013a, 2013b). También se ha observado que existe una leve
pero mayor incidencia de defectos congénitos (Rimm, Katayama, Diaz, & Katayama, 2004; Wen et al.,
2012; Davies et al., 2012; Hansen, Kurinczuk, Milne, de Klerk, & Bower, 2013), bajo peso al nacer
(Dumoulin et al., 2010; Kleijkers et al., 2016), crecimiento enlentecido y desviaciones del desarrollo
(Ceelen, van Weissenbruch, Vermeiden, van Leeuwen, & Delemarre-van de Waal, 2008; Ceelen et al.,
2009). También niveles mas altos de biomarcadores cardiovasculares y metabdlicos durante su vida
posterior (Ceelen et al., 2009; Hart & Norman, 2013b), hecho que podria sugerir que los nifios con FIV
tienen un mayor riesgo de desarrollar enfermedades cardiovasculares y enfermedades metabdlicas.

Ademas, en los modelos animales se ha observado que la FIV reduce significativamente
esperanza de vida en ratones expuestos a un alto contenido de grasa dieta (Rexhaj et al., 2013). Por otro
lado, la FIV también podria inducir modificaciones epigenéticas que pueden tener efectos sobre
desarrollo y metabolismo de la descendencia (Mahsoudi, Li, & O’Neill, 2007; Chen et al., 2014; Feuer &
Rinaudo, 2017).

Aunque, se han observado todos estos resultados, la interpretacion del efecto global suele ser

compleja debido al uso de varios métodos para realizar FIV, la falta de controles y varias definiciones de
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medidas de los resultados (por ejemplo, defectos de nacimiento). Ademas, de que los datos sobre los
efectos en la salud de la descendencia obtenida mediante TRA no se recogen de manera uniforme.

Algunos autores proponen utilizar un modelo animal como el ratén para poder evaluar la
seguridad de las TRA antes de implementarlas en humanos (Mulder et al., 2018).

Las razones para utilizar el ratdn como modelo basicamente son dos:

e Solamente existe una divergencia genética del 10% con los humanos (Waterston, Lander, &
Sulston, 2002). Los modelos de primates no humanos muestran la mayor similitud genética con
una divergencia genética de apenas 1-3% en chimpancés, gorila y orangutan (Chen & Li, 2001)
debido a su gran similitud con los humanos (a nivel cognitivo, biolégico y fisioldgico). Este seria
un muy buen modelo, pero es poco ético y esta prohibido segun la legislacion de la UE (Directiva
2010/63/ UE) trabajar con estos animales con fines de investigacion.

e Laesperanza de vida es corta y por lo tanto los resultados se obtienen en un periodo de tiempo
corto. Si se utilizasen otros animales domésticos serian necesarias décadas para obtener
resultados (Ceelen & Vermeiden, 2001; Vodicka et al., 2005; Lorenzen, Follmann, Jungersen, &
Agerholm, 2015). Sin embargo, los ratones alcanzan su madurez sexual a las 6-8 semanas. Por lo
que, permite el estudio de las enfermedades relacionadas con la edad en un periodo
relativamente corto.

Ademas, los costes de mantenimiento de los animales son bajos y éticamente entrafia menos
problemas (Santulli et al., 2015). En la ilustracidn 2 se puede observar las pruebas fisioldgicas desde el
nacimiento hasta la muerte en vida de ratdn versus la vida humana. A grandes rasgos, podemos ilustrar
las dos principales etapas de la vida: el desarrollo infantil y la edad adulta. En cada etapa se incluyen
ejemplos de pruebas fisiologicas que se podrian llevar a cabo. Estas cortas etapas de desarrollo, en el
raton permiten la investigacion de trastornos metabdlicos y del desarrollo, relacionados la mayoria de las
veces con la edad en humanos.

En cuanto a valoraciones cognitivas en la infancia y la adolescencia de los nifios nacidos mediante
algunas TRA, y a pesar de que la mayoria de los estudios presentaban sesgo de seleccion, debido a la
exclusion de los nifios con mayor riesgo de deterioro cognitivo. Se observé que no habia diferencias en
los resultados cognitivos entre los nifios concebidos con FIV convencional y aquellos concebidos de forma
espontanea. Sin embargo, cuando se comparé a los nifios concebidos mediante ICSI con los concebidos
de forma espontadnea, los resultados fueron inconsistentes (se analizé un total de tres estudios): un
estudio reportd un cociente de inteligencia (Cl) mas bajo (Cl, 5-7 puntos, de media) entre los nifios ICSI
mientras que los dos restantes estudios de alta calidad no encontraron diferencias entre los dos grupos.
Ademas, entre estos tres estudios también se compara los nifios concebidos con ICSI versus concebidos
mediante la FIV convencional, uno encontro diferencias significativas en el riesgo de retraso mental (mas
riesgo con ICSI), otro encontrd una pequeia diferencia en cuanto Cl (3 puntos menos, de media) y el
ultimo no encuentra diferencias en absoluto. Hubo pocos estudios que evaluaron la criopreservacion de
preembriones, o tratamientos menos invasivos como la induccién de la ovulacién sin FIV/ICSI (Rumbold

etal., 2017).
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Todos estos estudios ponen de manifiesto el efecto de las técnicas de RA sobre la salud de los

nifios, sin embargo no permiten ponderar el peso especifico de otras variables como estimulacién ovdrica

controlada o las del cultivo embrionario in vitro, ya que estos podrian ser una causa adicional que hay

que valorar, sin olvidar otros factores como la subfertilidad de los progenitores per se cuya contribucion

se ha discutido en numerosas ocasiones por expertos en la materia (Pinborg et al., 2013).

Etapas en la vida de ratén Etapas en la vida humana

Nacimiento y desarrollo

DESCENDENCIA OBTENIDA MEDIANTE TRA

Evaluacién del bienestar Bajo peso

neonatal Anomalias congénitas
Anomalias/trastornos de
Imprinting gendmico

infantil Desarrollo de reflejos ==®  (Crecimiento postnatal y
fisiolégicos desviaciones del desarrollo
J‘ -]
. Lk
1-28 dias 0-11.5 afios
Fertilidad —)  Subfertilidad
Evaluacién de fluidos corporales ==® Sindromes metabdlicos
y muestras sélidas
Test de metabolismo de glucosa == Diabetes
Peso e ingesta de alimentos =====® Obesidad
Presidn arterial = Enfermedades
cardiovasculares
Analisis histopatoldgicos === Patologias en general
Edad adulta Incidencia de cancer Incidencia de cancer

L
» y
-
3-18 meses 20-56 afios

Ilustracién 2 Comparativa entre raton y humano de las etapas de vida y los patologias asociadas Nota: Tomada

de Mulder et al,, (2017)
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1.5.2. Riesgos obstétricos y perinatales del cultivo embrionario

Entre las variables del cultivo embrionario, el medio de cultivo que se utiliza para mantener la
viabilidad de los preembriones en el laboratorio, puede ser un condicionante que podria repercutir en los
resultados y tasas de éxito los tratamientos de RA (Mantikou, Youssef, et al., 2013). Prueba de ello es
que los medios de cultivo son capaces de ejercer un efecto sobre el patrén de expresion génica en el
preembrién preimplantatorio en etapa de blastocisto, es decir que el epigenoma del preembridn se ve
afectado en funcion de la composicion quimica de los medios de cultivo (Kleijkers et al., 2015; Mantikou
et al., 2016). A pesar de ello, su efecto real sobre los resultados clinicos es todavia controvertido. El
numero de estudios aleatorizados y bien disefiados que comparan diferentes medios de cultivo y sus tasas
clinicas de éxito (dénde la tasa de recién nacido vivo es la mas relevante en los tratamientos de FIV es
limitado (Mantikou, Youssef, et al., 2013; Youssef et al., 2015).

Recientemente, un estudio aleatorizado multicéntrico llevado a cabo por Kleijkers y colegas en
2016, se compararon dos medios de cultivo muy utilizados a nivel mundial: HTF (Human Tubal Fluid) y G5
(post-FIV/ICSI). Ambos medios de cultivo utilizan bajas concentraciones de oxigeno (6% en G5 y 5% en
HTF). Este estudio analizaba muchos resultados a nivel embrionario (morfologia del preembridn, tasa
fecundaciéon, numero de preembriones viables y transferidos, tasa implantacién, numero de
preembriones criopreservados...), gestacional (tasa embarazo bioquimico y clinico, aborto, tasa recién
nacido vivo...) y perinatal (edad gestacional, talla y peso del recién nacido, malformaciones...).

Los resultados que se obtienen de la morfologia embrionaria y desarrollo embrionario parecen
ser mejores en G5 que en HTF, arrojando mejor tasa de fecundacién en HTF comparado con G5 (69.1% vs
62.9%) pero posteriormente el nimero de preembriones viables es superior en G5 y su tasa de
implantacidn también es significativamente mas alta en G5 (20.2% en G5 vs 15.3% en HTF).

En cuanto a los resultados gestacionales, hablando de forma global parece que existen mejores
resultados cuando se utiliza G5 en lugar de HTF. Pero, de todos ellos solo resulta estadisticamente
significativo el embarazo clinico (47.7% en G5 vs 40.1% en HTF) y la tasa de aborto (15.8% en G5 vs 13.4%
en HTF).

Sin embargo, en cuanto a los resultados perinatales y obstétricos parece que ocurre justamente
lo contrario parece ser ligeramente mejores cuando se utiliza HTF en lugar de G5. El peso del recién nacido
es superior en el grupo de HTF y el nimero de recién nacidos pretérmino (antes de las 37 semanas de
gestacion) también es inferior en el grupo de HTF. En cuanto a las malformaciones, el tamafio de la
muestra era demasiado pequena para disponer de suficientes datos para analizar los resultados.

Aunque el principal resultado a analizar era la tasa de recién nacido vivo y ésta no resulto
estadisticamente significativa entre los dos grupos: 44.1% en G5 vs 37.9% en HTF, con un Riesgo Relativo
(RR)=1.2 (IC 95%, Intervalo de Confianza del 95%: 0.99-1.37) (Kleijkers et al., 2016).

Aun asi, otros estudios, a pesar de su caracter retrospectivo, han sugerido que los medios de

cultivo pueden afectar al peso del recién nacido (Nelissen et al., 2012), que se detecta a partir del segundo
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trimestre de embarazo (Nelissen et al., 2013) y que permanecen hasta los dos afios de vida (Kleijkers et
al., 2014), sembrando la duda sobre la repercusién de los medios a medio y largo plazo.

Queda patente la necesidad de llevar a cabo mas estudios sobre las diferentes formas de cultivar los
preembriones en los laboratorios de FIV y sobre de qué forma puede afectar esto a los resultados
gestacionales y mas a largo plazo sobre la salud de la descendencia que se obtiene mediante las TRA

(Kleijkers et al., 2016).
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2. OBIJETIVOS

Objetivo especifico n? 1:

Conocer si el uso de baja tensidon de oxigeno durante el cultivo en las primeras etapas del desarrollo
embrionario mejora los resultados de gestacidn, gestacidn clinica, gestacidn evolutiva por transferencia
embrionaria en dos poblaciones diferentes de estudio:

Poblacién inicial compuesta por las parejas que participaron a un estudio prospectivo aleatorizado.
Poblacién total compuesta por la poblacion inicial y una poblacién adicional compuesta por pacientes no

aleatorizadas cuyos preembriones también estuvieron expuestos a ambas condiciones de cultivo.

Obijetivo especificon @ 2:

Calcular la probabilidad de éxito de gestacidn, gestacidn clinica, gestacién evolutiva acumulada por ciclo
iniciado tras las transferencias en fresco y de preembriones criopreservados en ambas condiciones de

cultivo.

Objetivo especifico n? 3

Conocer si el uso de baja tensidn de oxigeno durante el cultivo en las primeras etapas del desarrollo

embrionario mejora los resultados obstétricos y perinatales.

3. HIPOTESIS

En los cultivos embrionarios en estadios tempranos, el uso de presiones parciales de oxigeno

atmosféricas altas no afecta a los resultados obstétricos ni perinatales.
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4. MATERIALY METODOS

4.1. Disefio del estudio y participantes

La poblacion de estudio de esta tesis doctoral estuvo comprendida por mujeres (pacientes), que
acudieron al centro de reproduccidn asistida de IVl Valencia. Estas se sometieron a ciclos de donacién de
ovocitos y adermas consintieron participar en un estudio de caracter aleatorio, aprobado por la Junta de
revisidn institucional (IRB) sobre el uso de sujetos humanos en la investigacién, en el Instituto Valenciano
de infertilidad (IVI, Valencia). El estudio fue un estudio clinico aleatorizado prospectivo de Unico centro,
no ciego, con grupos en paralelo con referencia NCT 01532193. El estudio aleatorizado, se llevé a cabo
entre Noviembre del 2009 y Abril del 2012. Posteriormente, para aumentar la potencia del estudio se
afadieron nuevos datos no aleatorizados que van desde Abril del 2012 hasta Junio del 2017.

Los criterios de inclusion y exclusiéon de las parejas fueron las siguientes:

a) Criterios de inclusion: mujeres con buena salud fisica y mental, edad comprendida entre los 25 y los 45
afios, primer o segundo tratamiento de donacidn de ovocitos, transferencia embrionaria en dia 3 y en
fresco y IMC (indice de Masa Corporal) comprendido entre 18 y 30 Kg/m?2.

b) Los criterios de exclusién: mujeres con patologia uterina o hidrosalpinx, aborto recurrente y
enfermedad de tipo crénico.

El calculo del tamafio muestral del estudio inicial aleatoriado se calculé en base a un aumento de
un 10% de tasa de gestacion clinica del 54%, por ciclo de donacién de ovocitos (con transferencia en
fresco) cuando se utiliza el cultivo de baja tensidén/concentracion de oxigeno (prueba bilateral con
a=0,05% (nivel de significacion) y un error B= 0,2%). Segln este célculo se necesitaron 380 ciclos para
cada tipo de cultivo embrionario (grupo experimental y grupo control).

De forma adicional y para incrementar el tamafio muestral se incluyeron datos de nuevos ciclos
de ovodonacion posteriores al estudio de pacientes que acudieron al centro, de Abril del 2012 a Junio del
2017. Cuyos preembriones crecieron en las condiciones de cultivo de oxigeno de interés. Por lo que, con
una tasa de gestacion clinica de, aproximadamente, del 54%, el conjunto de 537 transferencias
embrionarias correspondientes al grupo del 6% de oxigeno y el de 623 transferencias del grupo de
concentracion de oxigeno atmosférico, la potencia estadistica para detectar un 10% de diferencia entre
métodos de cultivo, con un nivel de significatividad del 5%, se sitla en el 93,3%. Por lo que afiadiendo los
nuevos casos se aumenta bastante la potencia estadistica del estudio.

También se ha realizado el célculo de la potencia estadistica del estudio considerando la tasa de
RNV por ciclo para los datos aleatorizados. Con una tasa de RNV de aproximadamente un 35%, un tamafio
de muestra de 564 ciclos en el grupo de 6% de oxigeno y 561 ciclos en el grupo de 20% de oxigeno, para
detectar una diferencia del 5% en una prueba de contraste de proporciones bilateral con un nivel de
significatividad del 5% la potencia estadistica se situa en un 43.3%. Si realizamos el mismo cdlculo pero

esta vez se calcula por transferencia embrionaria, con una tasa de aproximadamente un 38% de tasa de
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RNV por transferencia embrionaria, un tamafo de muestra de 514 transferencias embrionarias en 6% de
oxigeno y 499 transferencias embrionarias en 20% de oxigeno, para detectar un 5% de diferencia en la
tasa de RNV, la potencia se situa 38,4%.

Se han realizado los mismos calculos de potencia estadistica esta vez para los datos completos,
es decir, los cdlculos de los datos aleatorizados mas los datos que se afiadieron posteriormente. Por ciclo
iniciado, con una tasa de RNV por ciclo del 35%, una muestra de 571 ciclos en el grupo del 6% de oxigeno
y 659 ciclos en el grupo del 20% de oxigeno, para detectar una diferencia del 5% en la tasa de RNV en una
prueba de contraste de proporciones bilateral con un nivel de significatividad del 5%, la potencia
estadistica se situa en un 46,4%. Por transferencia embrionaria, la tasa de RNV es del 38%, un tamafo de
muestra de 537 transferencias embrionarias en el grupo del 6% y 623 transferencias embrionarias en el
grupo del 20%, para detectar una diferencia del 5%, la potencia estadistica se situa en el 42,7%.

Las donantes de ovocitos fueron mujeres jévenes de entre 18-35 aios, con fertilidad probada
(con hijos/embarazos de los ciclos de donacién o hijos propios) y con un estado de salud general éptimo.
Una vez fecundados, fecundaciéon mediante Inyeccion Intracitoplasmatica de Espermatozoides (ICSl). Los
preembriones generados se ponen en cultivo embrionario hasta dia 3 de desarrollo en dos tipos de cultivo
diferente (composicién de gases):

e Cultivo en 5.5% COz, 6% O3, 88.5% N2
e Cultivo en 5.5% CO2y 20% O: en aire.

La transferencia de los preembriones se realizd en dia 3 de desarrollo embrionario y se

transfirieron siempre 1 o 2 preembriones segun indicacidn clinica y voluntad de la paciente.
La aleatorizacion de la asignacion de las pacientes se realiza mediante un programa informatico (Comando
rendseq simple de Stata® 13.1, StataCorp LP), que genera una secuencia aleatoria 1:1. Se trata de una
aleatorizacion total, finalmente se obtendran el mismo nimero de pacientes en ambos grupos de estudio.
La aleatorizacion y asignacion de las pacientes a los dos grupos la llevaron a cabo los embriélogos de la
clinica y no lo comunicaron al resto del equipo investigador ni a las pacientes (control del sesgo de
seleccidn).

El seguimiento de las pacientes fue uniforme (en ambos grupos) y completo (desde la asignacion
de los preembriones al grupo de estudio hasta el nacimiento de los recién nacidos vivos). Desde los datos
sobre la morfologia embrionaria (valorada por los embridlogos de la clinica IVI) hasta los datos sobre tasa
de implantacién y embarazo se obtuvieron del programa de gestién clinica del centro IVI de Valencia. Se
valoraron los efectos adversos que se puedan producir durante el seguimiento (embarazos bioquimicos,
ectdpicos, abortos, problemas de salud/complicaciones del embarazo de la madre como por ejemplo la
eclampsia).

Las pacientes se sometieron a prueba de embarazo a las 2 semanas postransferencia embrionaria
(determinacion de B-hCG en orina o sangre). A las 6-7 semanas postransferencia se realizarad ecografia
transvaginal para confirmar embarazo (observaciéon del saco gestacional y latido fetal). Ecografia a las 12
semanas para confirmar embarazo evolutivo. Y controles ecograficos a las 16, 20 24, 28, 32, 36 y 40

semanas de gestacién. Los datos perinatales del recién nacido vivo se obtuvieron en el centro donde se
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tuvo lugar el parto de la paciente el mismo dia del nacimiento. Las pérdidas durante el seguimiento se
cuantificaron para que fueran equilibradas entre ambos grupos.

Para la recogida de los datos perinatales/neonatales se contacté a los centros, se les comunicé
que se debe enviar el informe médico del recién nacido para poner obtener los datos de las variables que
se analizardn en el estudio, el ginecdlogo titular de la paciente se encargard de incorporar los datos al
mismo programa de gestion clinica.

Todos los datos se exportaron a una base de datos que posteriormente se depurara mediante el programa

Stata® 13.1 (StataCorp LP).

4.2. Descripcion de las variables

a. Lasvariables obstétricas que se definieron fueron:

e Numero de ciclos en fresco con transferencia embrionaria (TE): el nimero de ciclos en los que ha habido
transferencia embrionaria con preembriones en fresco.
e B-HCG positiva/TE: prueba B-hCG positiva (al menos 50 1U/2 semanas postransferencia embrionaria)
por transferencia embrionaria.
e Gestacion clinica/TE: presencia de saco gestacional y latido cardiaco confirmado por ecografia
transvaginal a las 6-8 semanas de gestacidn por transferencia embrionaria por transferencia embrionaria.
e Gestacidon evolutiva/TE: embarazo viable después de 12 semanas de gestacidn por transferencia
embrionaria.
e Aborto/TE: Pérdida de la gestacion por transferencia embrionaria.
e Aborto bioquimico/TE: pérdida de la gestacion posterior a la determinacion B-hCG positiva, es decir
evolucion negativa del aumento de la hormona de embarazo (B-hCG). Pérdida de la gestacidn anterior a
la primera ecografia donde se establece la gestacion clinica.
e Aborto clinico/TE: pérdida de la gestacion a partir de un embarazo clinico que tiene lugar entre el
diagndstico del embarazo y las 20 semanas completas de edad gestacional.
e Reduccion saco gestacional/TE: reduccién de sacos gestacionales en la misma gestacién por
transferencia embrionaria.
e RNV/TE: Recién nacido vivo por transferencia embrionaria.
¢ RNV/Ciclo iniciado (ITT, Intention To Treat): Recién nacido vivo por ciclo iniciado.
e Numero de preembriones transferidos por TE: Nimero de preembriones que se transfieren en la misma
transferencia embrionaria.
e NUimero de Recién nacidos vivos (RNV) por TE: Numero de RNV en el parto por transferencia
embrionaria.

Las variables de muerte fetal (muerte del feto posterior a las 24 semanas de gestacién) y
embarazos extrauterinos (que se deben interrumpir por hallarse fuera de la cavidad uterina) no se han
incluido en el estudio por tener muy pocos casos en los diferentes grupos de estudio, por lo tanto se han

despreciado.
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b. Lasvariables neonatales o perinatales que se definieron fueron:
e Relacion de sexo de los recién nacidos: proporcion de recién nacidas femeninas.
e Edad gestacional (EG): se escogié como referencia el dia de obtencién de los ovocitos como dia 14 del
ciclo. Se definiran las siguientes variables:
«» Muy prematuro: nacido antes de las 32 semanas de gestacion.
«* Prematuro: nacido antes de las 37 semanas de gestacion.
® Peso: El peso de los recién nacidos se recogidé en gramos (g). El peso de los nifios nacidos de embarazos
Unicos se tratdé de forma independiente de los nifios que provienen de embarazos gemelares.
Posteriormente se clasificaran segun este peso en:
** Peso muy bajo (PMB): <1500 g.
< Peso bajo (PB): <2500 g. Entre los que diferenciamos lo que son de bajo peso a término (PBT), es decir
que pesan menos de 2500 g y han nacido después de las 37 semanas.
< Peso alto (PA): >4500 g.
® Peso por edad gestacional (percentiles): basado en la media de peso de la poblacién de referencia de
nifios nacidos para la misma edad gestacional y sexo. Se definirdn las siguientes variables:
< Muy pequefio para su edad gestacional (MP): < percentil 3.
% Pequefiio para su edad gestacional (P): < percentil 10.
< Grande para su edad gestacional (G): > percentil 90.
< Muy grande para su edad gestacional (MG): >percentil 97.
e 7-score: puntuacion basada en el percentil de peso ajustado por sexo, edad gestacional y media
espafiola.
¢ Talla al nacer (cm).
¢ Disparidad entre peso de los recién nacidos de embarazos gemelares (g).
e Perimetro craneal (cm).
* Malformaciones congénitas: Presencia de algun tipo de malformacion anatémica/fisioldgica de los RNV.
Tanto las malformaciones menores como mayores.

e Test de Apgar alos 1, 5y 10 minutos.

Potenciales variables confundidoras o modificadoras del efecto: IMC, edad, nimero de tratamientos de
TRA previos, conductas adictivas (consumo de tabaco y alcohol) de la paciente (receptora), nUmero de
preembriones transferidos, casos de esterilidad en el que interviene un factor masculino grave

(concentracion de espermatozoides < de 5 millones/ml).

4.3. Antropometria en nifos recién nacidos

En términos de comparacion, los indices antropométricos mayormente utilizados para evaluar el

crecimiento de un nifio fueron:
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- Peso por altura (weight-for-height).
- Peso por edad (weight-for-age).
- Altura por edad (height-for-age).

Aungque podemos enumerar otros menos comunes: como el perimetro craneal.

Estandarizacion de medidas antropométricas:

En la practica médica es habitual recurrir a las curvas patron de crecimiento, actualmente
ajustadas a la poblacién objetivo. Sin embargo, cuando disponemos de una base de datos especifica y con
el fin de unificar criterios entre estudios, lo adecuado es recurrir a una estandarizacion de las medidas
analizadas.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los indices de comparacion mas utilizados son:
los Z-scores, los percentiles y las desviaciones de la mediana. Sin embargo, el Z-score se reconoce como
la mejor férmula para la comparacién de medidas antropométricas.

El Z-score es el numero de desviaciones tipicas que, en una distribucidn normal, nos alejamos de
la media.

El Z-score responde a la siguiente formulacién:

__ Valor observado—Media de referencia

7 =

Desviacion estandar de referencia

Para Z=-3, por ejemplo, quiere decir que la observacidon se encuentra a 3 desviaciones tipicas por
debajo de la media dentro de la poblacion de referencia. De modo que, al ser una medida adimensional
adquiere el caracter de valor estandarizado. Esto nos permite poder comparar valores que pertenecen a

grupos poblacionales diferentes, como puede ser, el peso de recién nacidos.

4.3.1. Calculo de los percentiles por edad gestacional de los recién nacidos

El cdlculo de los percentiles se baso en la media de peso de la poblacidn de referencia de nifios
nacidos para la misma edad gestacional y sexo. Estos percentiles nos permitieron clasificar los nifios
nacidos segun si son grandes o pequeiios para su edad gestacional.

Para el calculo de los percentiles hemos utilizado el programa informatico on-line gratuito GROW
(Gestation Related Optimal Weight) software de la pagina Gestation Network del Perinatal Institute
(www.gestation.net).

La calculadora de percentiles utilizada se Ilama Bulk centile calculator (BCC), que genera
percentiles multiples para fines de investigacién o auditoria. Se ha lanzado una nueva version (v8.0.1),
desarrollada en formato de hoja de cdlculo Excel para mas de 120 paises, grupos étnicos y regiones.

La BCC se deriva de una base de datos internacional con mas de 3 millones de nacimientos

andénimos de 25 paises e incluye 104 grupos étnicos o paises de origen en los se incluye Espaia. Se
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analizaron cada uno de ellos para obtener una constante (peso esperado al nacer a los 280 dias) y
coeficientes de altura y peso maternos, paridad y sexo, utilizando técnicas de regresién multiple.

El software permite la generacion de estandares individuales o 'personalizados' mediante el
ajuste de los factores fisioldgicos que se sabe que influyen en el crecimiento fetal. Las caracteristicas del
embarazo se incorporan para calcular el peso éptimo a término (Term Optimal Weight, TOW). Este es el
peso que se prevé que alcance el RNV en ausencia de patologias. El cilculo de TOW se centra en 40.0
semanas (280 dias).

A través de este punto TOW, se traza la curva de proporcionalidad para delinear cémo se espera
que se alcance este peso en un embarazo normal. Esto proporciona una curva de peso éptimo en la
gestacion (GROW) ajustada individualmente. Alrededor de esta linea éptima, se puede calcular la
variacién normal y se pueden dibujar limites tales como las lineas del percentil 10 y 90. Asi, los pesos
neonatales de embarazos previos, asi como las mediciones de la altura del fondo uterino o las
estimaciones del peso fetal en el embarazo actual, se pueden ver en relacidn con los limites de peso
6ptimo ajustados individualmente.

Calculo del TOW: Los principales factores no patoldgicos que afectan el peso al nacer son: la edad
gestacional, la altura materna, el peso materno en la primera visita ginecoldgica, la paridad y el grupo
étnico (Gardosi, Chang, Kalyan, Sahota, & Symonds, 1992). El sexo del feto/neonato, cuando se conoce,
también puede servir como factor de ajuste. Los coeficientes para ajustar estas variables se derivaron
originalmente de un conjunto de datos de aproximadamente 30000 ecografias de partos. Permiten el
calculo de un peso al nacer esperado para cada embarazo y el percentil 'personalizado' de un peso
particular.

En las versiones anteriores al 2009, el ajuste por peso materno se realizé dentro de los limites de
IMC de 20-30 solamente. Sin embargo, en las versiones actuales del software, el ajuste se realiza sélo para
excluir valores extremos, definidos como fuera del rango de IMC de 15-50, ya que se ha visto que con
estos limites la asociacidn entre RNV pequefios para Edad Gestacional (PEG) y mortalidad perinatal es mas
fuerte.

Otras variables fisioldgicas como la altura paterna tienen, a menos que sean extremas, un efecto
relativamente menor (Wilcox, Newton, & Johnson, 1995) y, en cualquier caso, no siempre se conocen con
certeza. La edad materna generalmente parece no jugar un papel significativo una vez que se ajusta la
paridad.

También se sabe, que los factores patoldgicos como el tabaquismo, la privacion social, la
preeclampsia o la diabetes estan relacionados con el peso al nacer, pero no estan ajustados. El propdsito
es calcular el TOW como un estandar ideal, contra el cual se puede evaluar el peso real fetal o neonatal.
Los factores de riesgo deben usarse como indicaciones clinicas para aumentar la vigilancia. TOW se centra
en el dia 280 de gestacion, la mediana y la duracion modal del embarazo en nuestra poblacion.

Coeficientes para el ajuste del TOW: Los coeficientes se derivan de bases de datos adecuadas
utilizando un modelo de regresidon multiple centrado en una edad gestacional estandar (280 dias), el grupo

étnico mas grande, la estatura y el peso maternos promedio y paridad. Ademas, si se sabe el sexo del
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RNV, se puede ajustar por él. El modelo de regresion tiene una constante a la que se agrega o resta cada
una de las variables (coeficiente multiplicado por un valor). Por ejemplo, en el caso del sexo del feto se
puede sumar +58,4 g en el caso de que sea masculino y -58,4 g en el caso que sea femenino (también se
pueden omitir algunas variables). Otro ejemplo seria la paridad, si es el primer parto el término parao de
la ecuaciodn se anula, par=0. La férmula es la siguiente:

TOW = Loc + htao + wtao + ethao + parao + sexao

Loc = Location constant, Constante en g que depende del lugar de nacimiento.

Constante espafiola= 3429 g.

ht= maternal height, altura materna.

wt= maternal weight, peso materno (primera visita).

eth= ethnicity, origen étnico.

par= parity, paridad (nUmero de neonatos).

sex= sex of neonate, sexo del neonato (si se conoce).

Curva de proporcionalidad (GROW): Una vez que se calcula el TOW se combina con una funcion
de crecimiento de proporcionalidad para determinar el peso éptimo en todas las gestaciones. Esta funcion
transforma los pesos promedio en todas las gestaciones en un porcentaje del peso del término en esa
poblacidn. El principio de proporcionalidad puede usarse retrospectivamente (cuando ya sabes el peso
del RNV al nacer) o bien proyectar el peso fetal para predecir el peso al nacer (Gardosi, Mongelli, Wilcox,
& Chang, 1995; Mongelli & Gardosi, 1996).

Revisando las formulas que existen publicadas para el aumento de peso fetal se ha visto que la
mayoria sigue un patrdén similar aunque los resultados (pesos a término) pueden variar. Nuestra féormula
estandar es derivada de la ecuacion de peso fetal de Hadlock que refleja de cerca el peso fetal normal en
otras poblaciones (Hadlock, Harrist, & Martinez-Poyer, 1991). La ecuacién de proporcionalidad es:

GA>=25: % de peso = 299.1 - 31.85 GA + 1.094 GA? - 0.01055 GA?
GA <25: % de peso = -5.86048381 + 1.419180433 GA - 0.116517911 GA? + 0.004154453 GA3
GA (Gestational Age): es la edad gestacional entre 20 y 42 semanas.

Por lo tanto, para cada TOW predicho individualmente, la formula produce el peso relativo
optimo de la gestacién GROW (Gestational Related Optimal Weight). La proporcionalidad de la ecuacion
es del 100.3% cuando la Edad Gestacional es de 40 semanas.

Los limites normales de peso para todas las gestaciones se calculan a partir del Coeficiente de
Varianza (CV) del TOW. Se define como: de DE (Desviacion Estandar) y la media (Constante) de la

poblacién del modelo de regresion, y definido como:
DE x 100

v (%) = Media
DE: Desviacion Estandar
Media: Constante de la poblacién del modelo de regresion
Los limites de los percentiles se calculan con el valor Z. Por ejemplo, los percentiles 90 y 10 tienen

unvalorZ= +1.28.
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Por lo tanto:
Percentil 90 = TOW + Z*CV
Percentil 10 = TOW —Z*CV

Finalmente se utilizé la calculadora de percentiles BCC, en formato de hoja de célculo para
permitir el cdlculo de bases de datos completas. Esta calculadora permite determinar un percentil
personalizado de peso para la edad gestacional en RNV, para pesos fetales estimados y peso al nacer en
el embarazo actual.

Se debe introducir la edad gestacional precisa, en el momento del nacimiento del RNV o en el
momento de la medicidn del peso fetal estimado (Estimated Fetal Weight, EFW). En la misma pagina web
existe una calculadora para realizar el calculo del EFW. De la misma manera la edad gestacional se puede
calcular mediante otra calculadora que existe en la misma pagina web.

La BCC se puede utilizar cuando se desconoce el sexo del bebé. Cuando no tenemos otras
variables, como podria ser la altura materna se puede introducir un valor estimado o promedio

poblacional. En la BCC, esto se hace automaticamente cuando se omite una variable.

4.3.2. Estandarizacion de los percentiles mediante Z-score

Finalmente, el valor del percentil de un recién nacido con un peso especifico y, en definitiva, del
Z-score personalizado viene dado por:

bwt—GROW
LocSD

7 =

Bwt= Livebirth weight, peso del recién nacido
LocSD= Location Standart Deviation, desviacion estandar de la poblacion de recién nacidos en funcion

del lugar de nacimiento.

Standard Normal

Distribution / [
“Bell Curve”
19.1%{19.1%
15 0% 15.0%
08.2%
01% 0% A4%
Standard 1.1%
Deviton. g -3 286 2 18 A5 0 05 1 #1852 <28 o3 Mandins
Z-Score: 3 25 2 A5 a4 DS D *05 41 #15 42 425 9]
Cumulative " " ’
pe nt: 0.1% 2.3% 15.9% 50% 841N 9a77% 99.9%

Ilustracion 3 Distribucion normal de los datos

Por lo que la comparacion de esta medida de los diferentes nifios del estudio nos da un valor

estandarizado de los pesos no sesgado por ningln otro parametro e informa sobre si el cultivo
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embrionario en diferentes tensiones de oxigeno esta afectando a los resultados (pesos) de los recién

nacidos.

4.4. Analisis estadistico
4.4.1. Analisis estadistico por objetivos del estudio

El andlisis de los datos para la tasa de RNV se realizo bajo el principio de intencidn de tratamiento
(Intention To Treat, ITT), es decir, por ciclo iniciado y también por transferencia embrionaria.

Debido a la existencia de dos tipos de poblaciones en el estudio, se ha realizado un andlisis de
homogenidad de diferentes parametros de las receptoras (pacientes) para constatar que no difieren en
las principales caracteristicas, que podrian actuar como factores de confusién. Estos factores son
caracteristicas como la edad, el IMC (indice de Masa Corporal) y otros datos pretratamiento y de cirugias
durante el embarazo. Para la Edad y el IMC, aplicamos el test de Shapiro-Wilk para evaluar la normalidad
del conjunto de datos (saber si los datos siguen una distribucion normal). Posteriormente, se aplicé una
prueba no paramétrica llamada Mann-Whitney (al comprobar que la distribucion de los datos no seguia
una distribucidon normal). Se trata de una prueba no paramétrica aplicada a dos muestras independientes.
Es la versidon no paramétrica de la habitual prueba t de Student. Para los demas datos se aplica la prueba
exacta de Fisher ya que se trata de variables categodricas binarias.

Como se ha comentado previamente se han afladido nuevos datos de mas ciclos de ovodonacion
que van desde Abril del 2012 hasta Junio del 2017, estos datos no eran datos aleatorizados. Pero para
comprobar que podian afiadirse al estudio se realizd un andlisis de homogenidad de los datos. En el caso
de las variables de Edad e IMC de las pacientes, se realiza con los mismos test que se ha comentado
anteriormente y para los datos gestacionales se aplica test exacto de Fisher al tratarse de variables
categodricas binarias.

Para el andlisis de las variables categodricas binarias correspondientes a los datos gestacionales
se presentan como porcentajes. Para el calculo de los Riesgos Relativos se ha considerado como grupo de
referencia o de no expuestos al grupo de embriones cultivados en tensién de oxigeno atmosférica (20%).
Para evaluar la significacion de estas variables se analizaron mediante la prueba exacta de Fisher. Las
variables cuantitativas se presentaron como medias y junto con la desviacidon estandar, éstas se
compararon mediante t de Student. Se considerd estadisticamente significativo una p<0.05 (prueba de
significacion).

La regresién de Poisson, se ha utilizado para realizar una predicciéon de las tasas de éxito
gestacional seglin el nimero de transferencias embrionarias que se realizan. El modelo de regresién de
Poisson es un modelo de regresion que se utiliza para datos de conteo (en el siguiente punto se amplia la
explicacién de la utilizacion de este modelo).

Para el analisis de las variables correspondientes a los RNV (neonatales) se realizaron dos grupos
de estudio: los RNV que provenian de embarazos gemelares se trataron de forma independiente de los
RNV de embarazos Unicos, debido a las propias caracteristicas de los recién nacidos. Las variables

cuantitativas se presentaron como medias y la desviacidn estandar, éstas se compararon mediante t-
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Student. Las variables categodricas se presentan en porcentajes y se analizo su significacion mediante test

exacto de Fisher. Se considerd estadisticamente significativo una p<0.05.

4.4.2. Prediccion de éxito de las tasas obstétricas acumuladas mediante Poisson

Como se ha comentado previamente se utilizé de un modelo de regresion de Poisson para
calcular el éxito gestacional por numero acumulado de transferencias embrionarias.

El objetivo de los modelos de regresidon de Poisson planteados es explicar las probabilidades de
éxito gestacional respecto el nimero de transferencias realizadas. Se consideraran las siguientes variables
de éxito gestacional:

e  Gestacion bioquimica.

e  Gestacion clinica.

e  Gestacidn evolutiva.

e Aborto.

e Aborto bioquimico.

e Aborto clinico.

e RNV (Recién Nacido Vivo).

Todas ellas con funcion de distribucién binomial.

En el nimero de transferencias embrionarias se considera el fresco como primera transferencia
y se van afiadiendo las transferencias de preembriones desvitrificados asociados a dicho ciclo en fresco.
Por tanto, el analisis realizado se establece por ciclo iniciado de cada paciente.

Asi pues, los ciclos se han considerado independientes entre si a pesar de la presencia de
pacientes que han iniciado mas de un ciclo. Esto se justifica:

- Elndmero de ciclos adicionales iniciados por una misma pacientes se situa en el 4% del total de
ciclos en fresco. Por lo que el efecto de variabilidad intrapaciente se considera despreciable respecto el
total de la muestra.

- Este numero de pacientes no justifica la necesidad de utilizar un modelo de regresién mas

complejo que nos asegure un ajuste mas preciso.

4.5. Protocolos de estimulacion ovarica de las donantes y preparacion endometrial para
las receptoras

El protocolo para la Hiperestimulacién Ovarica Controlada (HOC) para las donantes de ovocitos
consistio en una dosis diaria de un agonista de GnRH (Decapeptyl, 0.1 mg; Ipsen Pharma, Barcelona, Spain)
en la fase lUtea después de la menstruacion.

La estimulacidn ovarica se inicié con 225 |U de FSH/dia de FSH recombinante (Gonal F Merck-
Serono; Barcelona Espafia o Puregon; Shering Plough Madrid Espafia) o HMG (Menopur Ferring

Phamaceutical Madrid, Espafia). La dosis diaria se ajusté a la respuesta ovarica de la paciente. La
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estimulacion se prolongd hasta que el diametro medio de los foliculos principales fue de 18 mm. Para
inducir la ovulacién se administré la gonadotropina coriénica humana recombinante (Ovitrelle Merk
Serono) y se procedid a la recuperacion del ovocito 36 h mas adelante. Las donantes (anénimas) fueron
emparejadas con las receptoras del ovocito segln fenotipo y grupos de la sangre. Para la donacion de
ovocitos se utilizaron tanto ovocitos frescos como ovocitos vitrificados.

El protocolo para la preparacion endometrial fue diferente dependiendo de la presencia o de la
ausencia de funcidn ovarica. Las mujeres con baja funcion ovarica fueron reguladas en la fase litea con
una dosis Unica del agonista de GnRH (Decapeptyl 3075 mg, Ipsen Pharma o Gonapetyl 3.75 Ferring).
Después de la menstruacion, todos los sujetos recibieron valerato de estradiol oral (VE) (Progynova,
Schering Spain, Madrid) con una dosis diaria de 2 mg, que se incrementd a 6 mg. Después de un maximo
de 30 dias de la administracién de VE, los niveles del suero E2 (Estradiol) y el grosor del endometrio fueron
determinados. Si los niveles de E2 eran superiores a 150pg/ml y se confirmaba el patrdn trilaminar del
endometrio, se administraba la progesterona micronizada (P4) (800 mg/dia, por via vaginal; Progeffik;

Laboratorios Effik) el dia de la fecundacion después de la donacién de ovocitos.

Condiciones de cultivo de ovocitos y preembriones

Cuatro horas después de la recuperacion de ovocitos, o dos horas después de la desvitrificacion
de los ovocitos, se inyectaron ovocitos como se ha descrito previamente mediante ICSI (Rubio, Minguez,
De Los Santos, Ruiz, & Romero, 1997). El ICSI fue realizado con un microscopio con aumento 400X (1X7
Olympus ®). Basandose en el grupo de asignacién, tanto los ovocitos inyectados como los preembriones
fueron cultivados en gotas de 50 L, bajo el aceite de Sydney FIV medio de division (Cook), que habia sido
previamente equilibrado durante la noche en las mezclas de gas respectivas. Posteriormente, se
incubaron en los incubadores Sanyo MCI 5M, fijados en Oz del 6% o del 20%. Para reducir al minimo el
numero de aberturas de la puerta del incubador, no mas coexistieron mas de dos pacientes por incubador.
La difusion de oxigeno a través de a través de la capa de aceite mineral y posteriormente en la gota de
medio donde se encuentra el preembridn es proporcional a la concentracidn de oxigeno que existe en el
ambiente materno. Cuando existe una concentracién de 20% de O en el incubador, la concentracion
esperada en el medio de cultivo es de 0,21 mM (Trimarchi, Liu, Porterfield, Smith, & Keefe, 2000) mientras
que con un 6% de O ésta seria de 60 uM (De los Santos et al., 2013). Un control de calidad externo fue
realizado diariamente para las medidas del CO., del Oz y de la temperatura siguiendo las directivas de

estandarizacién 1SO 9000.
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4.6. Etica

El presente estudio cumple la Declaracion de Helsinki (2013), cumple con todos los puntos
especificados en él. Se vela por la vida, salud, dignidad, integridad, derecho de la autodeterminacion, la
intimidad y la confidencialidad de la informacién personal de las personas que participan en la
investigacion (Ley Orgdnica 15/1999 de proteccién de datos). Como recoge la misma declaracién, los
investigadores se comprometen a seguir las normas y estandares éticos, legales y juridicos: cumplimiento
de ley RD 1090/2015 (BOE 24-XII1-2015) por la que se regulan los Ensayos clinicos y que se aplica desde
enero del 2016 y de la Ley de Biomedicina del 2007, Ley 14/2007 (BOE 3-VII-2007). El protocolo de
investigacion de este estudio fue presentado a un Comité de Etica de la Investigacién (Junta de Revisién
Institucional, IRB) sobre el uso de sujetos humanos en la investigacion en el Instituto Valenciano de
Infertilidad, para su consideracién, comentario, consejo y aprobacion. Este estudio es compatible con los
principios éticos que se recogen en el informe Belmont. Las pacientes recibieron un Consentimiento

Informado para su participacion voluntaria al estudio. Se han valorado los riesgos y beneficios del estudio.
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5. RESULTADOS

5.1. Resumen estudio

A continuacién se puede ver un cuadro resumen de todos los datos de las pacientes que se han
incluido en el estudio, este incluye tanto los datos de las pacientes del estudio previo aleatorizado como

los de las pacientes aifadidas posteriormente:

variables [02 6%] [02 20%] TOTAL
Pacientes 580 676 1256
Ciclos de ovodonacion 571 659 1230
Transferencia embrionaria en fresco 537 623 1160
Transferencia embrionaria postcriopreservacion 471 497 968
Pacientes que repiten ciclo 32 35 67

Tabla 3 Resumen de los tratamientos del estudio

En el estudio se han incluido un total de 1256 pacientes: 580 se han incluido en el grupo de baja
concentracion de oxigeno (6%) y 676 en el grupo de concentracion de oxigeno atmosférica (20%). De las
pacientes que repiten ciclo (67 en total, 32 y 35 en el grupo del 6% y el 20% de oxigeno respectivamente),
pueden haber sido aleatorizadas en el mismo grupo de estudio cuando repiten ciclo o bien haber sido
aleatorizadas en el grupo contrario.

De estas pacientes un total de 1230 se han realizado ciclos de ovodonacién. De éstas 571
pacientes corresponden al grupo de 6% de oxigeno y 659 del grupo de 20% de oxigeno. Esto quiere decir
el nimero de pacientes que han iniciado un ciclo de ICSI con ovodonacion.

Un total de 1160 pacientes se realizaron transferencia embrionaria en fresco, de las que 537
correspondian al grupo de 6% de oxigeno y 623 al grupo de 20% de oxigeno. Es decir, que la transferencia
del preembrion tanto en estadio de 8 células (dia 2-3) como de blastocisto (dia 5-7) se realiza en fresco
(es decir que el preembrién no ha sido criopreservado).

De las pacientes un total de 968 se realizaron transferencia embrionaria postcriopreservacion,
de las que 471 correspondian al grupo de 6% de oxigeno y 497 al grupo al grupo de 20% de oxigeno. La
transferencia embrionaria se ha realizado una vez se ha desvitrificado los preembriones (tanto en dia 2-3
como en dia 5-7). La siguiente tabla muestra los datos de las pacientes correspondientes al estudio

aleatorizado:

variables [02 6%] [02 20%] TOTAL
Ciclos de ovodonacion 564 561 1125
Transferencia embrionaria en fresco 514 499 1013
Transferencia embrionaria postcriopreservacion 426 367 793
Pacientes que repiten ciclo 14 17 31

Tabla 4 Resumen de los tratamientos correspondientes al Ensayo Clinico Aleatorizado (ECA)
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Se debe comentar que las transferencias embrionarias postcriopreservaciéon han aumentado
respecto las publicadas en el articulo del 2013 (De los Santos et al., 2013). Ya que, durante el intervalo de
tiempo desde la publicacién del articulo y el presente trabajo de investigacion existe un nimero elevado

de pacientes aleatorizadas que se han sometido a mas transferencias embrionarias postcriopreservacion.

5.2. Pruebas de homogeneidad de datos

Para poder llevar a cabo el estudio con los datos que se afiadieron posteriormente para aumentar
el tamafio muestral, se debieron aplicar las pruebas de homogeneidad entre los datos previos y los que
se afiadieron posteriormente. Se afiaden un total de 105 ciclos en mas de ovodonacion, desde Abril del
2012 hasta Junio del 2017, de éstos se encuentran 7 se afiaden al grupo de 6% de oxigenoy 98 en el grupo
de 20% de oxigeno. Primero, se aplica la prueba de homogeneidad a los datos de Edad e IMC de las
pacientes para poder comprobar que las pacientes que reciben los tratamientos tienen caracteristicas
parecidas. Se ha observado que los datos de las variables de Edad e IMC, no siguen una distribucion
normal que se comprueba mediante la prueba de Kolmogdrov-Smirnov (también prueba K-S) (por
ejemplo, P=0,0055 para los datos posteriores y P<0,001 para los datos previos en la variable Edad del
grupo del 6% de oxigeno). Al no seguir una distribucion normal se aplica la prueba no paramétrica Mann-
Whitney para ver si existen diferencias significativas entre los datos (comprobar la homogeneidad de los
datos). Como el valor de esta prueba fue superior a 0,05 significa que no se encuentran diferencias
significativas entre los dos tipos de datos y que por lo tanto se puede asumir la homogeneidad de los
datos (Edad e IMC de las pacientes). Como se ha comentado, los datos de la Edad y el IMC no siguen una
distribucion normal por eso en las tablas se ha representado la mediana y en rango intercuartilico en lugar
de la media y la desviacién estandar. El rango intercuartilico (RIC), es el rango (diferencia) entre el primer
cuartil (o el valor de la variable donde se encuentra el 25% de los datos) y el tercer cuartil (o el valor de la

variable donde se encuentra el 75% de los datos).

variables N Mediana RIC K-S test
Datos posteriores 88 41 [37,8; 44] 0,006*
Datos previos 492 41 [38; 43] <0,001%*
Mann-Whitney U test p=0,41

Tabla 5 Homogeneidad de los datos de la variable Edad para los datos previos y posteriores en baja tensién de
oxigeno, K-S test: Kolmogdrov-Smirnov test

variables N Mediana RIC K-S test

Datos posteriores 196 41 [38; 43] <0,001*

Datos previos 480 42 [38; 44] <0,001*
Mann-Whitney U test p=0,88

Tabla 6 Homogeneidad de los datos de la variable Edad para los datos previos y posteriores en tension de
oxigeno atmosférica, K-S test: Kolmogdérov-Smirnov test
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Se puede observar que existe tal homogeneidad de los datos, para estas variables viendo los
siguientes histogramas y diagramas de cajas. Ya que, podemos observar que la mediana para cada variable
(IMC y Edad) se situa casi de forma idéntica para los dos tipos de datos: previos y posteriores, (véase

ilustracidones 4 y 5).
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Ilustracién 4 Histogramas y diagramas de caja para la distribucién de la Edad para los datos previos y posteriores

variables N Mediana RIC K-S test
Datos posteriores 88 23,2 [21,1; 25,7] 0,02*
Datos previos 492 22,4 [20,7; 25] <0,001*
Mann-Whitney U test p=0,17

Tabla 7 Homogeneidad de los datos de la variable IMC para los datos previos y posteriores en baja tensién de
oxigeno, K-S test: Kolmogérov-Smirnov test

variables N Mediana RIC K-S test

Datos posteriores 196 22.7 [20,8; 25,2] <0,001%*

Datos previos 480 23.3 [20,8; 25,6] <0,001*
Mann-Whitney U test p=0,31

Tabla 8 Homogeneidad de los datos de la variable IMC para los datos previos y posteriores en tension de oxigeno
atmosférica, K-S test: Kolmogdrov-Smirnov test
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Ilustracion 5 Histogramas y diagramas de caja para la distribucién de la IMC para los datos previos y posteriores

Cuando se comparan los datos gestacionales u obstétricos entre los datos previos y los
posteriormente afiadidos se puede observar que se afiaden 147 datos nuevos. De estos datos, 23
corresponden al grupo de concentracién de oxigeno del 6% y 124 al grupo de concentracidn de oxigeno
del 20%. Por ejemplo, en el caso de la variable B-hCG positiva (confirmacidn de gestacién) en el grupo del
6% de oxigeno existen 23 datos posteriores de los que un 60,87% tiene resultado positivo para esta
variable y 514 datos previos en los que existe un 61,87% de resultados positivos para la misma variable
(B-HCG positiva). En las tablas, se muestran también los Riesgos Relativos (RR) con su correspondiente
intervalo de confianza del 95% (IC 95%), para el célculo de los RR se toma como referencia el grupo de
datos previos.

Los Riesgos Relativos son una medida de asociacion entre el grupo expuesto y el no expuesto, en
este caso nosotros escogemos como grupo no expuesto o de referencia el grupo de los datos previos. Por
ejemplo, en el caso de la tasa de B-HCG positiva, se ha observado que en los datos posteriores para el
grupo de los datos de 6% de oxigeno hay 0,98 veces menos tasa de B-HCG positiva que en los datos previos
(60,87/61,87=0,98). En este caso para comprobar la homogeneidad de los datos se realiza mediante el
test exacto de Fisher.

Como no hubieron diferencias significativas para ninguna de las variables gestacionales
analizadas entre los datos previos y los posteriores, se pudieron incluirlos datos posteriores a los datos
previos del estudio y asi aumentar el tamafio muestral y la potencia estadistica del estudio (véase tablas

9-22).
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Datos posteriores 23 14 (60,9%) 9 (39,1%)

Datos previos 514 318 (61,9%) 196 (38,1%) 0,98[0,7; 1,37] 1
Tabla 9 Homogeneidad de los datos de la variable -HCG positiva para los datos previos y posteriores en baja
tension de oxigeno

Datos posteriores 124 79 (63,7%) 45 (36,3%)
Datos previos 499 303 (60,7%) 196 (39,3%) 1,05 [0,9; 1,22] 0,61

Tabla 10 Homogeneidad de los datos de la variable 5-HCG positiva para los datos previos y posteriores en tension
de oxigeno atmosférica

Datos posteriores 23 12 (52,2%) 11 (47,8%)

Datos previos 514 276 (53,7%) 238 (46,3%) 0,97 [0,65, 1,45] 1
Tabla 11 Homogeneidad de los datos de la variable gestacion clinica para los datos previos y posteriores en baja
tension de oxigeno

Datos posteriores 124 73 (58,9%) 51 (41,1%)

Datos previos 499 263 (52,7%) 236 (47,3%) 1,12 [0,94; 1,32] 0,23
Tabla 12 Homogeneidad de los datos de la variable gestacion clinica para los datos previos y posteriores en
tension de oxigeno atmosférica

Datos posteriores 23 10 (43,5%) 13 (56,5%)
Datos previos 514 233 (45,3%) 281 (54,7%) 0,96 [0,60; 1,54] 1

Tabla 13 Homogeneidad de los datos de la variable gestacion evolutiva para los datos previos y posteriores en
baja tension de oxigeno

Datos posteriores 124 57 (46,0%) 67 (54,0%)
Datos previos 499 227 (45,5%) 272 (54,5%) 1,01 [0,82; 1,25] 1

Tabla 14 Homogeneidad de los datos de la variable gestacion evolutiva para los datos previos y posteriores en
tension de oxigeno atmosférica

Datos posteriores 23 4(17,4%) 19 (82,6%)
Datos previos 514 86 (16,7%) 428 (83,3%) 1,04 [0,42; 2,59] 1

Tabla 15 Homogeneidad de los datos de la variable aborto para los datos previos y posteriores en baja tension de
oxigeno
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Datos posteriores 124 22 (17,7%) 102 (82,3%)
Datos previos 499 75 (15,0%) 424 (85,0%)  1,18([0,77;1,82] 0,49

Tabla 16 Homogeneidad de los datos de la variable aborto para los datos previos y posteriores en tension de
oxigeno atmosférica

Datos posteriores 23 2 (8,7%) 21 (91,3%)
Datos previos 514 43 (8,4%) 471 (91,6%) 1,04 [0,27; 4,03] 1

Tabla 17 Homogeneidad de los datos de la variable aborto bioquimico para los datos previos y posteriores en baja
tension de oxigeno

Datos posteriores 124 6 (4,8%) 118 (95,2%)

Datos previos 499 41 (8,2%) 458 (91,8%) 0,59 [0,26; 1,36] 0,26
Tabla 18 Homogeneidad de los datos de la variable aborto bioquimico para los datos previos y posteriores en
tension de oxigeno atmosférica

Datos posteriores 23 2 (8,7%) 21 (91,3%)

Datos previos 514 36 (7%) 478 (93%) 1,24 [0,32; 4,84] 0,67
Tabla 19 Homogeneidad de los datos de la variable aborto clinico para los datos previos y posteriores en baja
tension de oxigeno

Datos posteriores 124 14 (11,3%) 110 (88,7%)

Datos previos 499 31 (6,2%) 468 (93,8%) 1,82 [1; 3,31] 0,08
Tabla 20 Homogeneidad de los datos de la variable aborto clinico para los datos previos y posteriores en tension
de oxigeno atmosférica

Datos posteriores 23 9 (40,9%) 13 (59,1%)

Datos previos 514 198 (41,3%) 281 (58,7%) 0,99 [0,59; 1,65] 1
Tabla 21 Homogeneidad de los datos de la variable RNV para los datos previos y posteriores en baja tension de
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Datos posteriores 124 52 (43,7%) 67 (56,3%)
Datos previos 499 169 (38,2%) 273 (61,8%) 1,14 [0,9; 1,45] 0,29

Tabla 22 Homogeneidad de los datos de la variable RNV para los datos previos y posteriores en tension de
oxigeno atmosférica
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En cuanto a las caracteristicas de las pacientes (Edad e IMC) entre ambos grupos de estudio (6%
y 20% de oxigeno) se observd que los datos no seguian una distribucién normal (prueba de Kolmogdrov-
Smirnov), por lo que se aplica de nuevo la prueba no paramétrica de Mann-Whitney.

Por la misma razén que se ha comentado anteriormente, en este caso también estd representada
la mediana y el IQR. El resultado de la prueba de Mann-Whitney confirmé la homogeneidad de los datos
entre ambos grupos de estudio (6 y 20% de oxigeno). Como se puede ver no existen diferencias
estadisticamente significativas de Edad e IMC de las pacientes entre los dos grupos de estudio, por lo que
los dos grupos de pacientes son comparables entre si en este aspecto. Se observa claramente en el
diagrama de caja para ambas variables dénde la mediana de cada variable en cada grupo de estudio se

sitUa casi de forma idéntica (véase ilustraciones 6 y 7).

variables N Mediana RIC K-S test

datos [02 6%)] 589 41 [38, 44] <0,001*

datos [02 20%] 690 41 [38, 43] <0,001*
Mann-Whitney U test p=0,34

Tabla 23 Homogeneidad de los datos de la variable Edad entre ambos grupos de estudio, K-S test: Kolmogdrov-
Smirnov test

variables N Mediana RIC K-S test

datos [02 6%] 580 22,5 [20,8; 25.2] <0,001*

datos [02 20%] 679 23,1 [20,8; 25.3] <0,001*
Mann-Whitney U test p=0,25

Tabla 24 Homogeneidad de los datos de la variable IMC entre ambos grupos de estudio, K-S test: Kolmogdrov-
Smirnov test
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[lustracion 6 Histograma y diagramas de caja para la distribucion de la Edad para los datos de ambos grupos de
estudios
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Ilustracién 7 Histograma y diagramas de caja para la distribucién de la IMC para los datos de ambos grupos de
estudios

Para los datos pretratamiento, el andlisis de homogeneidad se realiza mediante Test de Fisher,
ya que se tratan de variables categdricas binarias. Los porcentajes estan calculados sobre el nimero de
respuestas positivas del total de respuestas para cada grupo. Por ejemplo, en al caso de nimero de
abortos previos existen 149 respuestas validas para la concentracion de oxigeno del 6% de las cuales 48
(32,21%) de ellas son positiva (un total de 48 o un 32,21% de las pacientes de las que se tenia esta
informacion sufrieron un aborto previo). La columna de la variable NA (no aplica) nos da el nimero de
pacientes de las que no se dispone esta informacidn para cada grupo, por ejemplo en el caso de abortos
previos no se dispone de esta informacion en 440 pacientes del grupo de concentracion de oxigeno del
6% y 532 pacientes del grupo del 20% de oxigeno.

También se encuentran en dicha tabla los Riesgos Relativos (RR) con su Intervalo de Confianza
del 95% (IC 95%) para cada variable, para el calculo de los RR se toma como referencia el grupo de
concentracion de oxigeno atmosférica (20% de O2). Y la prueba de significacion se realiza mediante test
exacto de Fisher.

En estos datos, solamente se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la
variable de partos previos donde en el caso de la concentracion de oxigeno del 6% era de un 13,24%

versus a un 5,26% en la concentracion de oxigeno atmosférica (p=0,023).
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variables [02 6%] [02 20%] NA RR [IC 95%] p
Numero de abortos previos 48 (32,2%) 61 (38,4%) 440|532 0,84[0,2;1,14] 0,28
Numero de cesdreas previas 12 (8,6%) 9 (5,9%) 449|539 1,45 [0,63; 3,33] 0,50
Numero de partos previos 18 (13,2%) 8(5,3%) 453|539 2,51[1,13;5,6] 0,02*
Enfermedades previas 28 (20,1%) 23 (15,2%) 450|540 1,32[0,8;2,18] 0,28
Cirugias previas 76 (55,5%) 67 (46,2%) 452|546 1,2[0,95;1,51] 0,12
Medicacion continuada 44 (31,9%) 40 (27,8%) 451|547 1,15[0,8;1,64] 0,52
Habito de tabaco 6 (4,4%) 4(2,7%) 452|541 1,64[0,47;57] 0,53

Tabla 25 Homogeneidad de las variables pretratamiento entre ambos grupos de estudio, NA: no aplica

5.3. Resultados de datos obstétricos

En primer lugar se realizé un andlisis de algunas variables maternas pretratamiento, es decir, que
alguno de los eventos (variable) que pudieran ocurrir durante las gestaciones. Este andlisis se realizo para
cerciorarse de que no existian diferencias entre ambos grupos de estudio, ya que pueden existir
diferencias de las variables neonatales/perinatales (resultados neonatales/perinatales) de los RNV si
existen diferencias entre estas variables maternas durante la gestacion (variables pretramiento
maternas). Por ejemplo, estd muy correlacionado el bajo peso del recién nacido con el habito de fumar
de la madre durante la gestacion incluso cuando el consumo de tabaco es bajo (Berlin, Golmard, Jacob,
Tanguy, & Heishman, 2017). El calculo de los porcentajes se ha llevado a cabo como se ha mencionado
anteriormente. NUmero de positivos sobre el nimero de respuestas validas. Por ejemplo, de las 137
respuestas validas para el habito de tabaco en las pacientes del grupo de 6% de oxigeno, solamente un
total de 6 (4,38%) eran fumadoras.

Unicamente, se encontraron diferencias estadisticamente significativas para la concentracién de

proteinas en orina entre ambos grupos de estudio.

0,
variables 026%si [026%INA °% 29%] 165 20%)NA p
Si
Numero de pacientes 580 676
Pacientes fumadoras 6 (4,4%) 443 (76,4%) 4 (2,7%) 526 (77,8%) 0,53
Sa"ggr:i‘;gg;a“te 54(39,7%) 444 (76,6%) 66 (44%) 526 (77,8%) 0,47
Diabetes 16 (11,8%) 444 (76,6%) 20(13,3%) 526 (77,8%) 0,72
Ruptura membranas antes 3 g gory  447(77,1%) 12 (8,2%) 529 (78,3%) 0,68
semana 37 gestacion
Amenaza parto pretérmino 8 (29,6%) 553 (95,3%) 14 (51,9%) 649 (96%) 0,17
Amenaza de parto 15(11,1%) 445 (76,7%) 18 (12,2%) 528 (78,1%) 0,85
prematuro
Hipertension 17(12,8%) 447 (77,1%) 26(17,8%) 530 (78,4%) 0,32
Proteinas en orina 3(9,4%) 548 (94,5%) 10 (37%) 649 (96%) 0,01*
PatoLoug;f;:r‘i‘;a”te 11(82%) 446 (76,9%) 17 (11,1%) 523 (77,4%) 0,43

Tabla 26 Datos de variables maternas durante las gestaciones en ambos grupos de estudio, NA: No aplica
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Los resultados de los datos obstétricos o gestacionales cuando se realiza la transferencia del
preembrién en fresco se calcularon mediante la prueba exacta de Fisher para las variables categéricas
binarias y el test de Student para las variables cuantitativas continuas. Para el andlisis de los datos
gestacionales, se podria haber diferenciado segun si el embarazo ha sido gemelar o Unico, debido a que
los embarazos gemelares presentan mayor incidencia de complicaciones se podria haber distinguido, pero
como la proporcidon de embarazos gemelares es comparable entre los dos grupos de estudio, no se ha
realizado dicha diferenciacion. El porcentaje de partos gemelares cuando se realizaba transferencia en
fresco era de un 10,7% en el grupo 6% de oxigeno y un 12,7% en el grupo de un 20% de oxigeno (p=0,29),
cuando la transferencia embrionaria se realizaba postcriopreservacién era de un 5,2% vs a un 6,1% en el
grupo de 6% y 20% de oxigeno respectivamente (p=0,55). Finalmente, cuando se considera ambos tipos
de transferencias (datos acumulados, suma de los dos tipos de transferencias) se obtiene un 8,1% vs 9,7%
en el grupo de 6% y 20% de oxigeno respectivamente (p=0,21). Debido a que las pruebas de significacién
entre la proporcidon de embarazos gemelares en ambos grupos de estudio no son significativas, no se ha
considerado.

Para los datos gestacionales u obstétricos en los ciclos con transferencia (TE) en fresco no se
observan diferencias significativas tanto para las distintas tasas de éxito gestacional como para el nimero
de preembriones transferidos y para el nUmero de RNV por transferencia embrionaria. En la tabla también
aparece el RR con el IC del 95%. Para el cdlculo de los RR se tomdé como referencia el grupo de

concentracion de oxigeno atmosférica (20% de 02) (véase tabla 27).

Resultados gestacionales (TE en fresco)

variables [02 6%] [02 20%] RR [IC 95%] p
Numero de ciclos en fresco con

transferencia embrionaria (TE) 237 623
B-HCG positiva/TE 332 (61,8%) 384 (61,6%) 1,00 [0,0,92; 1,1] 0,95
Gestacion clinica/TE 280 (52,1%) 331 (53,1%) 0,98 [0,88; 1,10] 0,74
Gestacion evolutiva/TE 237 (44,1%) 282 (45,3%) 0.98 [0,86; 1,11] 0,70
Aborto/TE 87 (16,2%) 94 (15,1%) 1,08 [0,82; 1,40] 0,60
Aborto bioquimico/TE 44 (8,2%) 45 (7,2%) 1,13 [0,76; 1,69] 0,54
Aborto clinico/TE 43 (8%) 49 (7,9%) 1,02 [0,69; 1,51] 0,93
Reduccion saco gestacional/TE 16 (3,3%) 15 (2,6%) 1,25 [0,63; 2,51] 0,52
RNV/TE 207 (40,8%) 223 (39,5%) 1,03 [0,89; 1,20] 0,65
RNV/Ciclo iniciado (ITT) 207 (38,3%) 223 (37,1%) 1,03 [0,89; 1,20] 0,69
Numero de preembriones 181+0,54 183+0,52 0,52

transferidos por TE
Numero RNV por TE 0,48 £ 0,67 0,49 £0.71 0,81

Tabla 27 Resultados gestacionales provenientes de las transferencias embrionarias en fresco, ITT: Intention to
Treat
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No se ha hecho el analisis de subgrupos segun el dia de transferencia embrionaria (en dia 2-3 o
dia 5-7 o lo que seria lo mismo, en estadio de divisién celular o de blastocisto), en el caso de las
transferencias en fresco, por la sencilla razon de que solamente se realizaron 6 transferencias
embrionarias en dia 5-7 y el resto se realizaron en dia 2-3. Ademas las tasas se calcularon teniendo en
cuenta los datos faltantes o missing para cada variable, el nUmero de estos datos no se incluyen ya que
en todos los casos ha sido un numero despreciable de valores.

A continuacion, se muestran los resultados gestacionales u obstétricos que provienen de las
transferencias postcriopreservacion y de las acumuladas (ambos tipos de transferencias embrionarias).
En estos casos si que se ha realizado se han realizado analisis de subgrupos segun el dia de transferencia
embrionaria (dia 2-3 o dia 5-7).

Para los datos gestacionales u obstétricos que se obtienen de las transferencias embrionarias de
los preembriones criopreservados (TEC) y para los datos gestacionales u obstétricos acumulados, se ha
utilizado los mismo métodos estadisticos que en el caso de las transferencias embrionarias con embriones
frescos. Los RR se encuentran calculados utilizando como referencia el grupo del 20% de oxigeno (de la
misma manera que con las transferencias en fresco).

Tanto en el caso de los resultados gestacionales postcriopreservacion como en los acumulados
tampoco se observan diferencias significativas para ninguna de las variables analizadas (véase tabla 28 y

29).

Resultados gestacionales (transferencia postcriopreservacion)
Variables [02 6%] [02 20%] RR [IC 95%] p
Numero de transferencias

. . . .. 471 497
embrionarias postcriopreservacion

Dia transferencia 2-3 262 262

Dia transferencia 5-7 209 235
B-HCG positiva/TE 251 (53.6%) 268 (54.3%) 0.99[0,88; 1,11] 0,85
Dia transferencia 2-3 128 (49%) 134 (51,5%) 0.95 [0,80; 1,13] 0,57
Dia transferencia 5-7 123 (59,4%) 134 (57,3%) 1.04 [0,89; 1,22] 0,65
Gestacion clinica/TE 210 (44,9%) 224 (45,3%) 0,99 [0,86; 1,14] 0,88
Dia transferencia 2-3 108 (41,4%) 116 (44,6%) 0,93 [0,76; 1.13] 0,46
Dia transferencia 5-7 102 (49,3%) 108 (46,2%) 1,07 [0,88; 1,30] 0,51
Gestacion evolutiva/TE 155 (33,1%) 179 (36,2%) 0,91 [0,77; 1,09] 0,31
Dia transferencia 2-3 82 (31,4%) 99 (38,1%) 0,83 [0,65; 1,05] 0,11
Dia transferencia 5-7 73 (35,3%) 80 (34,2%) 1,03 [0,80; 1.33] 0,81
Aborto/TE 94 (20,1%) 87 (17,6%) 1,14 [0,88; 1,48] 0,33
Dia transferencia 2-3 45 (17,2%) 34 (13,1%) 1,32 [0,87; 2,00] 0,19
Dia transferencia 5-7 49 (23,7%) 53 (22,7%) 1,05 [0,74; 1,47] 0,80
Aborto bioquimico/TE 39 (8,3%) 42 (8,5%) 0,98 [0,65; 1,49] 0,93
Dia transferencia 2-3 19 (7,3%) 17 (6,5%) 1,12 [0,57; 2,21] 0,74
Dia transferencia 5-7 20 (9,7%) 25 (10,7%) 0,90 [0,52; 1,58] 0,72
Aborto clinico/TE 55 (11,8%) 45 (9,1%) 1,29 [0,89; 1,87] 0,18
Dia transferencia 2-3 26 (10%) 17 (6,5%) 1,52 [0,85; 2.74] 0,16
Dia transferencia 5-7 29 (14%) 28 (12%) 1,17 [0,72; 1,90] 0,52
Reduccién saco gestacional/TE 9(2,1%) 13 (2,9%) 0,73 [0,32; 1,69] 0,46
Dia transferencia 2-3 4(1,7%) 5(2,1%) 0,80 [0,22; 3,00] 0,74
Dia transferencia 5-7 5(2,7%) 8(3,8%) 0,70 [0,23; 2,10] 0,52

—
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variables [02 6%] [02 20%] RR [IC 95%] P
RNV/TE 129 (29,2%) 159 (33,5%) 0,87 [0,72; 1,06] 0,16
Dia transferencia 2-3 73 (29%) 91 (36,1%) 0,80 [0,62; 1,03] 0,09
Dia transferencia 5-7 56 (29,5%) 68 (30,6%) 0,96 [0,72; 1,29] 0,80
RNV/Ciclo Iniciado 129 (29%) 159 (33,1%) 0,88 [0,72; 1,06] 0,18
Dia transferencia 2-3 73 (29%) 91 (36,1%) 0,80[0,62; 1,03] 0,09
Dia transferencia 5-7 56 (29,5%) 68 (30,6%) 0,96 [0,72; 1,29] 0,80
Numero de.preembrlones 1644051 1614055 0,52
transferidos por TE
Dia transferencia 2-3 1,77 +0,43 1,76 £ 0,47 0,77
Dia transferencia 5-7 1,49 +0,52 1,50+ 0,53 0,84
Numero RNV por TE 0,34 +£0,57 0,39+0,61 0,19
Dia transferencia 2-3 0,35+ 0,58 0,43+0,62 0,11
Dia transferencia 5-7 0,34 £ 0,57 0,36 £ 0,59 0,75

Tabla 28 Resultados gestacionales provenientes de las transferencias embrionarias postcriopreservacion (TEC)

variables [02 6%] [02 20%] RR [IC 95%] P

TE 1008 1120

Dia transferencia 2-3 798 878

Dia transferencia 5-7 210 242
B-HCG positiva/TE 583 (58%) 652 (58,4%) 0,99 [0,92; 1,07] 0,87
Dia transferencia 2-3 459 (57,6%) 513 (58,6%) 0,98 [0,91; 1,07] 0,69
Dia transferencia 5-7 124 (59,6%) 139 (57,7%) 1,03 [0,88; 1,21] 0,68
Gestacion clinica/TE 490 (48,8%) 555 (49,7%) 0,98 [0,90; 1,07] 0,67
Dia transferencia 2-3 387 (48,6%) 442 (50,5%) 0,96 [0,87; 1,06] 0,44
Dia transferencia 5-7 103 (49,5%) 113 (46,9%) 1,06 [0,87; 1,28] 0,58
Gestacion evolutiva/TE 392 (39%) 461 (41,3%) 0,95 [0,85; 1,05] 0,29
Dia transferencia 2-3 318 (39,9%) 376 (42,9%) 0,93 [0,70; 1,25] 0,21
Dia transferencia 5-7 74 (35,6%) 85 (35,3%) 1,01 [0,79; 1,30] 0,95
Aborto/TE 181 (18%) 181 (16%) 1,11 [0,92; 1,34] 0,27
Dia transferencia 2-3 132 (16,6%) 128 (14,6%) 1,13 [0,91; 1,42] 0,27
Dia transferencia 5-7 49 (23,6%) 53 (22%) 1,07 [0,76; 1,51] 0,69
Aborto bioquimico/TE 83 (8,3%) 87 (7,8%) 1,06 [0,79; 1,42] 0,69
Dia transferencia 2-3 63 (7,9%) 62 (7,1%) 1,12[0,80; 1,57] 0,52
Dia transferencia 5-7 20 (9,6%) 25 (10,4%) 0,93 [0,53; 1,62] 0,79
Aborto clinico/TE 98 (9,8%) 94 (8,4%) 1,16 [0,88; 1,52] 0,28
Dia transferencia 2-3 69 (8,7%) 66 (7,5%) 1,15 [0,83; 1,59] 0,40
Dia transferencia 5-7 29 (13,9%) 28 (11,6%) 1,20 [0,74; 1,95] 0,46

Reduccion saco gestacional 25 (2,7%) 28 (2,7%) 1,00 [0,59; 1,70] 1

Dia transferencia 2-3 20 (2,7%) 20 (2,5%) 1,11 [0,60; 2,05] 0,74
Dia transferencia 5-7 5(2,7%) 8(3,7%) 0,72 [0,24; 2,16] 0,55
RNV/TE 336 (35,4%)  382(36,8%) 0,96 [0,86; 1,08] 0,53
Dia transferencia 2-3 279 (36,8%) 309 (38,2%) 0,96 [0,85; 1,10] 0,58
Dia transferencia 5-7 57 (29,8%) 73 (31,9%) 0,94 [0,70; 1,25] 0,65
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RNV/Ciclo Iniciado 336 (34,1%) 382 (35,3%) 0,97 [0,86; 1,09] 0,56
Dia transferencia 2-3 279 (36,8%) 309 (38,2%) 0,96 [0,85; 1,10] 0,58
Dia transferencia 5-7 57 (29,8%) 73 (31,9%) 0,94 [0,70; 1,25] 0,65

Numero de'preembriones 1,80+ 0,42 18+0,43 0,66
transferidos por TE
Dia transferencia 2-3 1,88 £ 0,35 1,88 £ 0,35 0,74
Dia transferencia 5-7 1,49 £ 0,52 1,52 £ 0,55 0,55

Numero RNV por TE 0,44 + 0,64 0,47 £ 0,67 0,28
Dia transferencia 2-3 0,46 + 0,65 0,49 + 0,69 0,32
Dia transferencia 5-7 0,35 +0,58 0,38 +0,61 0,57

Tabla 29 Resultados Gestacionales acumulados

5.4. Prediccion de éxito de las tasas obstétricas acumuladas mediante Poisson

Para este analisis se genera un conjunto de datos basicos donde tenemos registrado para cada
paciente, el tratamiento en fresco y sus transferencias embrionarias de congelados asociados. Para cada

uno de los tratamientos se registra el éxito gestacional como una variable binomial.

El conteo acumulado de éxito gestacional por paciente y ciclo se presentaria, pues, en una tabla

de la forma:
IDENTIFICADOR DE Numero de TE Numero de gestaciones
PACIENTE (nTE) acumuladas (NGesAcum)
1D 001 5 3
1D 002 3 1
1D 003 2 1

El modelo de regresion que nos permite estimar la frecuencia (tasa de gestacidon) media viene dado por:
log(NGesAcum)~[0+offset (log(nTE))

Puesto que la funcidn de vinculo es el logaritmo, para calcular por ejemplo la tasa media de
gestacion clinica debemos tomar el exponente del valor estimado (mediante la anterior ecuacién):
A=exp(-0,73867)=0,478
Esto quiere decir que, en promedio, la tasa de gestacidn clinica, independientemente del
namero de transferencias acumuladas es del 47,8%.
Ahora, bien, dada la frecuencia media estimada para la distribucion de Poisson correspondiente,
ahora podemos hacer célculos estimados sobre las probabilidades en los casos en que se haga 1, 2, 3,...

transferencias embrionarias.
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Asi, si Pois(1|N,A) es la probabilidad de tener una gestacién en N transferencias con el valor del
parametro estimado en el modelo, entonces la probabilidad de, al menos una gestacion, en N

transferencias vendrda dado por:

N
Z Pois(y;|N, A)
i=1

TEnuml TEnum2 TEnum3  TEnum4 TEnum5 TE num6

29,6% 54,3% 70,4% 80,7% 87,3% 91,6%

Entonces, la probabilidad de conseguir, al menos, una gestacion clinica con 3 transferencias es
del 70.39%.
Si consideramos los grupos en el presente trabajo: 6% de [02] y 20% de [0:] y los incluimos en el

modelo de regresidn anterior, se obtiene:

6% [02] Ago, = exp(—0,73867 + 0,002535) = 0,4789
20% [02] A209, = exp(—0,739872) = 0,4777

En el modelo la categoria de referencia es el 20% de oxigeno. De modo que el riesgo relativo de

6% de oxigeno sobre 20% de oxigeno queda registrado en el estimador de la fila del 6% de [O2]:
RR = exp(0,002535) = 1,002538

En los siguientes graficos se muestran las predicciones de diferentes variables gestacionales
segun el numero de TE. En los estos graficos se muestran las variables sin tener en cuenta el dia de TE (dia
2-3 0 5-7), los graficos de las variables segln el dia de transferencia se encuentran en el apéndice.

Como se puede observar en los graficos las predicciones de la variable de gestacidon, gestacion
clinica y gestacion evolutiva en ambos grupos de estudio es casi idénticas (los graficos se encuentran
solapadas), esto quiere decir que se espera unas tasas de gestacion casi idénticas entre ambos grupos de
estudio (véase ilustraciones 8, 9 y 10). Para las variables referentes al aborto parece que se espera unas
tasas ligeramente mayores en el grupo del 6% de oxigeno (véase ilustraciones 11y 12). Finalmente para
la variable de reduccién embrionaria y de RNV vuelven a solaparse ambos grupos de estudio (véase

ilustraciones 13 y 14).
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Ilustracién 12 Prediccion de la tasa de aborto clinico/ciclo segtin nimero de TE

REDUCCION SACO EMBRIONARIO/CICLO
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[lustracion 13 Prediccién de la tasa de reduccién de saco embrionario/ciclo segtin niimero de TE
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RNV/CICLO
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[lustracion 14 Prediccion de la tasa de RNV /ciclo segun niimero de TE

5.5. Resultados datos neonatales/perinatales de los RNV

Para el analisis de los resultados perinatales o neonatales de los RNV del estudio, se separd en
dos grupos: embarazos Unicos y gemelares. También se analizaron los datos segun el tipo de transferencia
embrionaria (TE), en fresco o criopreservados y en la totalidad (en fresco mas criopreservados).

Ademas se realizé el analisis de los datos segun el dia de transferencia embrionaria, dia 2-3 (que
corresponde a estadio de células en el preembridn) y dia 5-7 (que corresponde a estadio de blastocisto).

Para el grupo de embarazos Unicos con TE en fresco no se observaron diferencias
estadisticamente significativas para ninguna de las variables estudiadas. Unicamente los percentiles se
acercan a dar una diferencia significativa estadisticamente hablando.

En el grupo de embarazos Unicos postcriopreservacién (TEC) Unicamente se encuentra una
diferencia estadisticamente significativa, el test de Apgar realizado 1 minuto después del parto. Cuando
se analizan si tener en cuenta el dia de transferencia el resultado no es estadisticamente significativo, sin
embargo, si se analiza ademas teniendo en cuenta el dia de transferencia, en el grupo de transferencia en
dia 2-3 el resultado si que es significativo.

Cabe remarcar que cuando se analizan todos los resultados de las gestaciones Unicas, sin tener
en cuenta el tipo de transferencia embrionaria, ninguna de las variables estudiadas llega a ser

estadisticamente significativa.

65



RESULTADOS

Variables [02 6%] [02 20%] RR [IC 95%] p
Numero de RNV unicos 153 151
Dia transferencia 2-3 153 149
Dia transferencia 5-7 0 2
Proporcion RNV femeninas 60 (39,2%) 65 (43,1%) 0,91 [0,70; 1,19] 0,50
Dia transferencia 2-3 60 (39,2%) 64 (43,0%) 0,91 [0,70; 1,20] 0,51
Dia transferencia 5-7
RNV Muy Prematuro 3(2,0%) 2 (1,3%) 1,48 [0,25; 8,74] 0,66
Dia transferencia 2-3 3(2,0%) 2 (1,3%) 1,46 [0,25; 8,62] 0,68
Dia transferencia 5-7
RNV Prematuro 14 (9,2%) 16 (10,6%) 0,86 [0,44; 1,71] 0,68
Dia transferencia 2-3 14 (9,2%) 16 (10,8%) 0,85 [0,43; 1,68] 0,64
Dia transferencia 5-7
Peso (g) 32174530 3223 +599 0,92
Dia transferencia 2-3 3217 £530 3223 +601 0,93
Dia transferencia 5-7
Peso muy Bajo (PMB) 1(0,7%) 2 (1,3%) 0,49 [0,05; 5,39] 0,56
Dia transferencia 2-3 1(0,7%) 2 (1,3%) 0,49 [0,04; 5,31] 0,55
Dia transferencia 5-7
Peso Bajo (PB) 8 (5,2%) 12 (8,0%) 0,66 [0,28; 1,56] 0,34
Dia transferencia 2-3 8 (5,2%) 12 (8,1%) 0,65 [0,27; 1,54] 0,33
Dia transferencia 5-7
Peso Alto (PA) 1(0,7%) 1(0,7%) 0,99 [0,06; 15,6] 0,99
Dia transferencia 2-3 1(0,7%) 1(0,7%) 0,97 [0,06; 15,4] 0,99
Dia transferencia 5-7
Peso Bajo a Término (PBT) 4 (2,6%) 2 (1,3%) 1,97 [0,37; 10,6] 0,43
Dia transferencia 2-3 4 (2,6%) 2 (1,3%) 1,95 [0,36; 10,5] 0,44
Dia transferencia 5-7
Edad Gestacional (EG) 39,1+2,2 39,0+2,6 0,58
Dia transferencia 2-3 39,1+2,2 38,9+2,6 0,55
Dia transferencia 5-7 NA + NA 39,0 £ NA NA
Percentiles 49,5+ 29,9 56,3 +30,5 0,08
Dia transferencia 2-3 49,5+ 29,9 56,7 £ 30,3 0,07
Dia transferencia 5-7 NA + NA 12,2 + NA NA
Muy Pequefio para EG (MP) 5 (3,9%) 1(0,8%) 4,73 [0,56; 39,9] 0,15
Dia transferencia 2-3 5(3,9%) 1(0,8%) 4,65 [0,55; 39,2] 0,16
Dia transferencia 5-7
Pequefio para EG (P) 14 (10,9%) 8 (6,6%) 1,65 [0,72; 3,80] 0,23
Dia transferencia 2-3 14 (10,9%) 8 (6,7%) 1,63 [0,71; 4,74] 0,25
Dia transferencia 5-7
Grande para EG (G) 18 (14,1%)  21(17,4%)  0,81[0,45; 1,45] 0,49
Dia transferencia 2-3 18 (14,1%) 21 (17,7%) 0,80[0,45; 1,42] 0,44
Dia transferencia 5-7
Muy Grande para EG (MG) 8 (6,3%) 10 (8,3%) 0,76 [0,31; 1,85] 0,54
Dia transferencia 2-3 8 (6,3%) 10 (8,4%) 0,74 [0,30; 1,82] 0,52
Dia transferencia 5-7
Z-score -0,12 +1,10 0,13 +1,00 0,06
Dia transferencia 2-3 -0,12 +1,10 0,14 + 1,00 0,06
Dia transferencia 5-7
Talla (cm) 50,3+2,4 50,4 +2,8 0,85
Dia transferencia 2-3 50,3+/-2,4 50,3+2,8 0,99
Dia transferencia 5-7 NA + NA 52 + NA NA
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Variables [02 6%] [02 20%] RR [IC 95%] p
Perimetro craneal (cm) 34,2+1,8 34,2+1,6 0,91
Dia transferencia 2-3 34,2+1,8 34,2+1,6 1
Dia transferencia 5-7 NA + NA 32+ NA NA
Test Apgar 1 minuto 9,0+£0,8 9.0+£0.7 0,68
Dia transferencia 2-3 9,0+0,8 9.0+0.7 0,68
Dia transferencia 5-7 NA + NA 9+ NA NA
Test Apgar 5 minutos 9,7+0,7 9.71£0.5 0,94
Dia transferencia 2-3 9,7+0,7 9.7+0.5 0,90
Dia transferencia 5-7 NA + NA 10 + NA NA
Test Apgar 10 minutos 99+0,4 9.71£0.5 0,23
Dia transferencia 2-3 99+0,4 9.72+0.5 0,23

Dia transferencia 5-7
Tabla 30 Resultados neonatales/perinatales embarazos tinicos (TE en fresco), NA/NaN: No aplica/Not a Number

Variables [02 6%] [02 20%] RR [IC 95%] p
Numero de RNV unicos 106 130
Dia transferencia 2-3 59 73
Dia transferencia 5-7 47 57
Proporcion RNV femeninas 55 (51,9%) 63 (48,5%) 1,07 [0,83; 1,38] 0,60
Dia transferencia 2-3 30 (50,9%) 31 (42,5%) 1,20 [0,83; 1,73] 0,34
Dia transferencia 5-7 25 (53,2%) 32 (56,1%) 0,95 [0,67; 1,35] 0,76
RNV Muy Prematuro 0 (0%) 4 (3,1%) NaN [NaN; NaN] 0,99
Dia transferencia 2-3 0 (0%) 3 (4,1%) NaN [NaN; NaN] 0,99
Dia transferencia 5-7 0 (0%) 1(1,8%) NaN [NaN; NaN] 1
RNV Prematuro 14 (13,2%) 12 (9,2%) 1,43 [0,69; 2,96] 0,33
Dia transferencia 2-3 8 (13,6%) 9(12,3%) 1,10 [0,45; 2,67] 0,83
Dia transferencia 5-7 6(12,8%) 3 (5,3%) 2,43 [0,64, 9,18] 0,19
Peso (g) 3220+601  3158+741 0,53
Dia transferencia 2-3 3191 +576 3177 £ 768 0,92
Dia transferencia 5-7 3254 + 636 3137+ 719 0,42
Peso muy Bajo (PMB) 1 (0,94%) 5 (3,9%) 0,25 [0,03; 2,07] 0,19
Dia transferencia 2-3 0 (0%) 3 (4,1%) NaN [NaN; NaN] 0,99
Dia transferencia 5-7 1(2,1%) 2 (3,5%) 0,61 [0,06; 6,48] 0,68
Peso Bajo (PB) 11 (10,4%) 11 (8,5%) 1,23 [0,55; 2,72] 0,62
Dia transferencia 2-3 8 (13,6%) 6 (8,2%) 1,65 [0,61; 4,49] 0,33
Dia transferencia 5-7 3 (6,5%) 5(8,8%) 0,73 [0,18; 2,89] 0,65
Peso Alto (PA) 1 (0,9%) 2 (1,5%) 0,61 [0,06; 6,67] 0,69
Dia transferencia 2-3 0 (0%) 1(1,4%) NaN [NaN; NaN] 0,99
Dia transferencia 5-7 1(2,1%) 1(1,8%) 1,21 [0,08; 18,9] 0,89
Peso Bajo a Término (PBT) 4(3,8%) 4(3,1%) 1,23 [0,31; 4,79] 0,77
Dia transferencia 2-3 3 (5,1%) 2(2,7%) 1,86 [0,32; 10,7] 0,49
Dia transferencia 5-7 1(2,1%) 2 (3,5%) 0,61 [0,06; 6,48] 0,68
Edad Gestacional (EG) 389+1,7 38,6 £2,7 0,38
Dia transferencia 2-3 39,0+1,6 38,4 +3,3 0,25
Dia transferencia 5-7 38,8+1,8 38,9+1,8 0,83
Percentiles 55,5+30,1 52,1+31,2 0,44
Dia transferencia 2-3 54,4 +29,9 54,5 +31,1 1
Dia transferencia 5-7 56,8 £ 30,6 49,4 +31,4 0,27
Muy Pequefio para EG (MP) 4 (4,4 %) 4 (4%) 1,11 [0,29; 4,31] 0,88
Dia transferencia 2-3 2 (4,1%) 2 (3,8%) 1,08 [0,16; 7,39] 0,94
Dia transferencia 5-7 2 (4,9%) 2 (4,3%) 1,15[0,17; 7,78] 0,89
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Variables [02 6%] [02 20%] RR [IC 95%] p
Pequeiio para EG (P) 10 (11,1%) 10 (10%) 1,11 [0,49; 2,55] 0,80
Dia transferencia 2-3 5(10,2%) 4(7,6%) 1,35 [0,39; 4,75] 0,64
Dia transferencia 5-7 5(12,2%) 6(12,8%) 0,96 [0,31; 2,90] 0,94
Grande para EG (G) 15 (16,7%) 18 (18%) 0,93 [0,50; 1,73] 0,81
Dia transferencia 2-3 6 (12,2%) 10 (18,9%) 0,65 [0,25; 1,65] 0,36
Dia transferencia 5-7 9 (22%) 8 (17%) 1,29 [0,55; 3,03] 0,56

Muy Grande para EG (MG) 9 (10%) 7 (7%) 1,43 [0,55; 3,68] 0,46
Dia transferencia 2-3 2 (4,1%) 4(7,6%) 0,54 [0,10; 2,82] 0,46
Dia transferencia 5-7 7 (17,1%) 3 (6,4%) 2,68 [0,74; 9,68] 0,13

Z-score 0,02+1,20 -0,20%1,70 0,32
Dia transferencia 2-3 -0,09 £1,27 0,02 +1,55 0,70
Dia transferencia 5-7 0,14+1,11 -0,43+£1,82 0,08

Talla (cm) 49,8+2,4 49,4 +3,7 0,39
Dia transferencia 2-3 50,1+2,7 49,4 + 4,5 0,41
Dia transferencia 5-7 49,6 +1,9 49,4 +2,0 0,75

Perimetro craneal (cm) 34,2+1,9 34+2,1 0,68
Dia transferencia 2-3 34,6 +1,7 33,9+2,4 0,24
Dia transferencia 5-7 33,8+2,0 344+1,3 0,35
Test Apgar 1 minuto 9,0+0,9 8,7+1,5 0,21
Dia transferencia 2-3 9,3+0,5 88+1,1 0,03*
Dia transferencia 5-7 8,6+1,1 8,5+1,8 0,93
Test Apgar 5 minutos 9,7+£0,5 9,5+0,8 0,13
Dia transferencia 2-3 9,7+0,5 9,6+0,7 0,29
Dia transferencia 5-7 9,7+0,6 9,5+0,9 0,30

Test Apgar 10 minutos 99+0,4 9,9+0,3 0,70
Dia transferencia 2-3 9,8+0,4 99+0,4 0,88
Dia transferencia 5-7 99+0,4 9,9+0,3 0,70

Tabla 31 Resultados neonatales/perinatales embarazos tinicos (TEC, transferencias postcriopreservacion),
NA/NaN: No Aplica/Not a Number

Variables [02 6%] [02 20%] RR [IC 95%] p
Numero de RNV unicos 259 281
Dia transferencia 2-3 212 222
Dia transferencia 5-7 47 59
Proporcion RNV femeninas 115 (44,4%) 127 (45,6%) 0,97 [0,81; 1,18] 0,79
Dia transferencia 2-3 90 (42,5%) 95 (42,8%) 0,99 [0,80; 1,23] 0,94
Dia transferencia 5-7 25 (53,2%) 33 (55,9%) 0,95 [0,67; 1,35] 0,78
RNV Muy Prematuro 3(1,2%) 6 (2,1%) 0,54 [0,14; 2,15] 0,38
Dia transferencia 2-3 3(1,4%) 5(2,3%) 0,63 [0,15; 2,60] 0,52
Dia transferencia 5-7 0 (0%) 1(1,7%) NaN [NaN; NaN] 1
RNV Prematuro 28 (10,8%) 28 (10%) 1,09 [0,66; 1,78] 0,75
Dia transferencia 2-3 22 (10,4%) 25 (11,3%) 0,92 [0,54; 1,58] 0,77
Dia transferencia 5-7 6(12,8%) 3 (5,1%) 2,51 [0,66;9,51] 0,17
Peso (g) 3218+559 3193 + 668 0,67
Dia transferencia 2-3 3209 + 541 3208 + 656 0,99
Dia transferencia 5-7 3254 + 636 3142 + 711 0,43
Peso muy Bajo (PMB) 2 (0,8%) 7 (2,5%) 0,31 [0,06; 1,48] 0,14
Dia transferencia 2-3 1(0,5%) 5(2,3%) 0,21 [0,02; 1,78] 0,15
Dia transferencia 5-7 1(2,1%) 2 (3,4%) 0,63 [0,06; 6,71] 0,70
Peso Bajo (PB) 19 (7,3%) 23 (8,2%) 0,90 [0,50; 1,61] 0,71
Dia transferencia 2-3 16 (7,6%) 18 (8,1%) 0,93 [0,49; 1,78] 0,83
Dia transferencia 5-7 3 (6,4%) 5 (8,5%) 0,75 [0,19; 2,99] 0,69
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Variables [02 6%] [02 20%] RR [IC 95%] p
Peso Alto (PA) 2 (0,8%) 3(1,1%) 0,72 [0,12; 4,29] 0,72
Dia transferencia 2-3 1(0,5%) 2 (0,9%) 0,52 [0,05; 5,73] 0,60
Dia transferencia 5-7 1(2,1%) 1(1,7%) 1,26 [0,08; 19,5] 0,87
Peso Bajo a Término (PBT) 8(3,1%) 6 (2,1%) 1,45 [0,51; 4,11] 0,49
Dia transferencia 2-3 7 (3,3%) 4(1,8%) 1,83 [0,54; 6,17] 0,33
Dia transferencia 5-7 1(2,1%) 2 (3,4%) 0,63 [0,06; 6,71] 0,70
Edad Gestacional (EG) 39,0+2,0 38,8+2,7 0,30
Dia transferencia 2-3 39,1+2,1 38,8+2,8 0,22
Dia transferencia 5-7 38,8+1,8 39,0+1,8 0,73
Percentiles 52,0+ 30,0 54,4 + 30,7 0,41
Dia transferencia 2-3 50,9 + 29,9 55,9 +30,4 0,12
Dia transferencia 5-7 56,4 + 30,6 49,1+31,4 0,24
Muy Pequeiio para EG (MP) 9 (4,1%) 5(2,3%) 1,83 [0,62; 5,35] 0,28
Dia transferencia 2-3 7 (4%) 3(1,7%) 2,27 [0,60; 8,63] 0,23
Dia transferencia 5-7 2 (4,9%) 2 (4,1%) 1,20 [0,18; 8,12] 0,86
Pequeiio para EG (P) 24 (11,0%) 18 (8,1%) 1,35 [0,76; 2,42] 0,31
Dia transferencia 2-3 19 (10,7%) 12 (7%) 1,54 [0,77; 3,07] 0,22
Dia transferencia 5-7 5(12,2%) 6(12,2%) 1,00 [0,33; 3,02] 0,99
Grande para EG (G) 33 (15,1%) 39 (17,7%) 0,86 [0,56; 1,31] 0,48
Dia transferencia 2-3 24 (13,6%) 31 (18%) 0,75 [0,46; 1,23] 0,25
Dia transferencia 5-7 9 (22%) 8 (16,3%) 1,35[0,57; 3,17] 0,50
Muy Grande para EG (MG) 17 (7,8%) 17 (7,7%) 1,01 [0,53; 1,93] 0,97
Dia transferencia 2-3 10 (5,7%) 14 (8,1%) 0,69 [0,32; 1,52] 0,36
Dia transferencia 5-7 7 (17,1%) 3 (6,1%) 2,79[0,77;10,1] 0,11
Z-score -0,06+1,14 -0,02 +1,37 0,73
Dia transferencia 2-3 -0,11 £ 1,15 0,10+ 1,20 0,09
Dia transferencia 5-7 0,14 +1,11 -0,42 £1,80 0,08
Talla (cm) 50,1+2,4 49,9+ 3,3 0,56
Dia transferencia 2-3 50,3+2,5 50,0 £ 3,5 0,50
Dia transferencia 5-7 49,6 +1,9 49,6 +2,2 0,86
Perimetro craneal (cm) 34,2+1,8 34,1+1,8 0,71
Dia transferencia 2-3 343+1,8 34,1+1,9 0,46
Dia transferencia 5-7 33,8+2,0 34,2+1,4 0,49
Test Apgar 1 minuto 9,0+0,9 8,8+1,1 0,21
Dia transferencia 2-3 9,1+0,8 8,9+0,9 0,10
Dia transferencia 5-7 8,6+1,1 85+1,8 0,96
Test Apgar 5 minutos 9,7+0,6 9,6+0,7 0,25
Dia transferencia 2-3 9,7+0,6 9,7+0,6 0,45
Dia transferencia 5-7 9,7+0,6 9,5+0,9 0,34
Test Apgar 10 minutos 9,9+0,4 9,8+0,4 0,47
Dia transferencia 2-3 99+0,4 9,8+0,4 0,33
Dia transferencia 5-7 99+0,4 99+0,3 0,70

Tabla 32 Resultados neonatales/perinatales embarazos tinicos, NA/NaN: No aplica/ Not a Number

En los resultados de embarazos gemelares, se encuentran diferencias para la variable de Test de
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con transferencia embrionaria en fresco, que no llega a ser significativo.

Apgar pasados 1 minuto del nacimiento cuando la TE se realiza en dia 5-7, siendo la puntuacion del test
mas alta en el grupo del 6% de oxigeno. Sin embargo, no es significativo cuando no se tiene en cuenta el

dia de transferencia embrionaria, es decir en el global de RNV que provienen de embarazos gemelares
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Sucede lo mismo en el caso de la prematuridad de los RNV, sdlo es estadiisticamente significativo

cuando el dia de transferencia embrionaria es en estadio de células (dia2-3), siendo mas alto el porcentaje
de prematuros en el grupo de 6% de oxigeno. No obstante, no lo es cuando consideramos el global de los

RNV de embarazos gemelares con transferencia de los embriones en fresco.

Variables [02 6%] [02 20%] RR [IC 95%] p
Numero de RNV tUnicos 108 142
Dia transferencia 2-3 106 136
Dia transferencia 5-7 2 6
Proporcién RNV femeninas 48 (44,4%) 69 (48,6%)  0,91[0,70; 1,20] 0,52
Dia transferencia 2-3 47 (44,3%) 67 (49,3%) 0,90 [0,68; 1,18] 0,45
Dia transferencia 5-7 1 (50%) 2 (33,3%) 1,5 [0,25; 8,98] 0,68
RNV Muy Prematuro 2 (1,9%) 8 (5,6%) 0,33 [0,07; 1,52] 0,15
Dia transferencia 2-3 2 (1,9%) 8 (5,9%) 0,32 [0,07; 1,48] 0,14
Dia transferencia 5-7
RNV Prematuro 62 (57,4%) 66 (46,5%) 1,24 [0,97; 1,57] 0,09
Dia transferencia 2-3 62 (58,5%) 62 (45,6%) 1,28 [1,01; 1,64] 0,05*
Dia transferencia 5-7 0 (0%) 4 (66,7%) NaN [NaN; NaN] 1
Peso (g) 2374 + 457 2391 + 545 0,82
Dia transferencia 2-3 2374 + 457 2397 £+ 551 0,75
Dia transferencia 5-7 NA £ NA 2268 + 399 NA
Peso muy Bajo (PMB) 3(2,8%) 8 (5,6%) 0,49 [0,13; 1,82] 0,29
Dia transferencia 2-3 3(2,8%) 8 (5,9%) 0,48 [0,13; 1,77] 0,27
Dia transferencia 5-7
Peso Bajo (PB) 50 (46,3%)  70(49,3%)  0,94[0,72;1,22] 0,64
Dia transferencia 2-3 50 (47,2%) 65 (47,8%) 0,99 [0,76; 1,29] 0,92
Dia transferencia 5-7 0 (0%) 5 (83,3%) NaN [NaN; NaN] 1
Peso Alto (PA)

Dia transferencia 2-3
Dia transferencia 5-7

Peso Bajo a Término (PBT) 12 (11,1%) 25 (17,6%) 0.63 [0,33; 1,20] 0,16
Dia transferencia 2-3 12 (11,3%) 24 (17,7%) 0,64 [0,34; 1,22] 0,17
Dia transferencia 5-7 0 (0%) 1(16,7%) NaN [NaN, NaN] 1

Disparidad entre pesos RNV 361 + 287 313 +444 0,38

Dia transferencia 2-3 361 + 287 308 452 0,35

Dia transferencia 5-7 NA £ NA 410 £ 234 NA

Edad Gestacional (EG) 36,3+2,1 36,2+2,6 0,90

Dia transferencia 2-3 36,3+2,1 36,3+2,6 0,94

Dia transferencia 5-7 NA + NA 35,2+2,5 NA

Percentiles 29 +26,5 27,5+23,8 0,67

Dia transferencia 2-3 29 + 26,5 27,3+24,0 0,64

Dia transferencia 5-7 NA + NA 31,1+22,2 NA

Muy Pequeiio para EG (MP) 12 (13,8%) 9 (7,1%) 1,93 [0,85; 4,38] 0,12

Dia transferencia 2-3 12 (13,8%) 8 (6,7%) 2,07 [0,88; 4,85] 0,09
Dia transferencia 5-7 0 (0%) 1(16,7%) NaN [NaN; NaN] 1

Pequeiio para EG (P) 25 (28,7%) 41 (32,5%) 0,88 [0,58; 1,34] 0,56

Dia transferencia 2-3 25 (28,7%) 40 (33,3%) 0,86 [0,57; 1,31] 0,48
Dia transferencia 5-7 0 (NaN%) 1(16,7%) NaN [NaN, NaN] 1

Grande para EG (G) 1(1,2%) 1 (0,8%) 1,45 [0,09; 23,8] 0,79

Dia transferencia 2-3 1(1,2%) 1 (0,8%) 1,38 [0,09; 21,8] 0,82

Dia transferencia 5-7
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Variables [02 6%] [02 20%] RR [IC 95%] p
Muy Grande para EG (MG) 0 (0%) 1 (0,8%) NaN [NaN; NaN] 1
Dia transferencia 2-3 0 (0%) 1 (0,8%) NaN [NaN; NaN] 1
Dia transferencia 5-7
Z-score -0,85 + 0,95 -0,82 £ 0,96 0,78
Dia transferencia 2-3 -0,85+0,95 -0,83+0,97 0,84
Dia transferencia 5-7
Talla (cm) 47,0+ 2,8 46,4 £ 3,5 0,34
Dia transferencia 2-3 47,0+ 2,8 46,5+ 3,5 0,39
Dia transferencia 5-7 32,2+2,2 32,1+1,7 0,88
Perimetro craneal (cm) 32,7+1,3 32,5+2,1 0,63
Dia transferencia 2-3 32,7+1,3 32,5+2,2 0,71
Dia transferencia 5-7 46,1 +£3,5 44,0+5,4 0,27
Test Apgar 1 minuto 8,6+1,0 85+1,5 0,60
Dia transferencia 2-3 8,6+1,0 85+1,5 0,69
Dia transferencia 5-7 9,5+0,5 8,00 9,6e-05*
Test Apgar 5 minutos 9,5+0,7 9,6+0,7 0,42
Dia transferencia 2-3 9,5+0,7 9,6 +0,7 0,41
Dia transferencia 5-7 10,00 9,00 NA
Test Apgar 10 minutos 9,8+0,5 9,8+0,6 0,68
Dia transferencia 2-3 9,8+0,5 9,8+0,6 0,68
Dia transferencia 5-7 10,0+ 0 NaN £ NA NA

Tabla 33 Resultados neonatales/perinatales embarazos gemelares (TE en fresco), NA/NaN: No aplica/Not a
Number

Para el conjunto de datos de los embarazos gemelares con TE postcriopreservados se encuentran
diferencias para el test de Apgar pasados 1 minuto y 5 minutos pero solamente cuando la transferencia

embrionaria se produce en dia 5-7.

Variables [02 6%] [02 20%] RR [IC 95%] p
Numero de RNV tnicos 46 56
Dia transferencia 2-3 28 36
Dia transferencia 5-7 18 20
Proporcion RNV femeninas 25 (54,4%) 31 (55,4%) 0,98 [0,69; 1,40] 0,92
Dia transferencia 2-3 17 (60,7%) 16 (44,4%) 1,37 [0,85; 2,19] 0,20
Dia transferencia 5-7 8 (44,4%) 15 (75,0%) 0,59 [0,33; 1,05] 0,06
RNV Muy Prematuro 6 (13%) 4(7,1%) 1,83 [0,55; 6,08] 0,32
Dia transferencia 2-3 6 (21,4%) 2 (5,6%) 3,86 [0,84; 17,7] 0,07
Dia transferencia 5-7 0 (0%) 2 (10%) NaN [NaN; NaN] 1
RNV Prematuro 30 (65,2%) 38 (67,9%) 0,96 [0,73; 1,27] 0,78
Dia transferencia 2-3 22 (78,6%) 28 (77,8%) 1,01 [0,78; 1,31] 0,94
Dia transferencia 5-7 8 (44,4%) 10 (50%) 0,89 [0,45; 1,75] 0,73
Peso (g) 2162 +554 2126+ 672 0,80
Dia transferencia 2-3 1907 £ 532 2022 £ 712 0,54
Dia transferencia 5-7 2445 + 437 2436 + 421 0,96
Peso muy Bajo (PMB) 6 (13,0%) 4(7,1%) 1,83 [0,55; 6,08] 0,33
Dia transferencia 2-3 5(17,9%) 4(11,1%) 1,61 [0,48; 5,44] 0,44
Dia transferencia 5-7 1(5,6%) 0 (0%) NaN [NaN; NaN] 1
Peso Bajo (PB) 25(54,4%) 27 (48,2%) 1,13 [0,77; 1,65] 0,54
Dia transferencia 2-3 18 (64,3%) 23 (63,9%) 1,01 [0,70; 1,46] 0,97
Dia transferencia 5-7 7 (38,9%) 4 (20,0%) 1,94 [0,68; 5,56] 0,21
—'
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Variables [02 6%] [02 20%] RR [IC 95%] p
Peso Alto (PA)
Dia transferencia 2-3
Dia transferencia 5-7
Peso Bajo a Término (PBT) 3 (6,5%) 5(8,9%) 0,73 [0,18; 2,9] 0,65
Dia transferencia 2-3 0 (0%) 4(11,1%) NaN [NaN; NaN] 1
Dia transferencia 5-7 3 (16,7%) 1 (5%) 3,33 [0,38; 29,3] 0,27
Disparidad entre pesos RNV 344 + 309 265 + 257 0,22
Dia transferencia 2-3 329 +342 278 £ 276 0,56
Dia transferencia 5-7 361 +276 228 +197 0,19
Edad Gestacional (EG) 35,1+3,1 35,2+3,1 0,92
Dia transferencia 2-3 34,1+3,6 35,5+2,3 0,07
Dia transferencia 5-7 36,6+1,4 34,6 +4,5 0,07
Percentiles 25,9 +-23,7 26,9 £ 25,6 0,87
Dia transferencia 2-3 21,0 £ 23,7 23,8+£27,0 0,72
Dia transferencia 5-7 30,9 + 23,3 36,2+19,1 0,55
Muy Pequefiio para EG (MP) 8(22,2%) 12 (30%) 0,74 [0,34; 1,61] 0,44
Dia transferencia 2-3 4(22,2%) 12 (40%) 0,56 [0,21; 1,46] 0,21
Dia transferencia 5-7 4(22,2%) 0 (0%) NaN [NaN; NaN] 1
Pequeiio para EG (P) 14 (38,9%) 12 (30%) 1,30 [0,69; 2,42] 0,42
Dia transferencia 2-3 9 (50%) 12 (40%) 1,25 [0,66; 2,36] 0,50
Dia transferencia 5-7 5(27,8%) 0 (0%) NaN [NaN; NaN] 1
Grande para EG (G) 0 (0%) 2 (5%) NaN [NaN; NaN] 1
Dia transferencia 2-3 0 (0%) 2 (6,7%) NaN [NaN; NaN] 1
Dia transferencia 5-7
Muy Grande para EG (MG)
Dia transferencia 2-3
Dia transferencia 5-7
Z-score -1,38 +1,51 -1,26£1,74 0,75
Dia transferencia 2-3 -1,77 £1,81 -1,5+1,94 0,59
Dia transferencia 5-7 -0.93+0,97 -0,58+0,53 0,30
Talla (cm) 46,9+ 2,7 44,8 + 4,8 0,10
Dia transferencia 2-3 46,2 + 3,5 44,0+5,4 0,29
Dia transferencia 5-7 47,7+ 1,4 46 £3,9 0,22
Perimetro craneal (cm) 32,3+2,2 32,1+1,7 0,88
Dia transferencia 2-3 30,3+1,8 32,2+1,8 0,11
Dia transferencia 5-7 33,6+1,0 32,0+1,8 0,11
Test Apgar 1 minuto 9,0+0,8 8,6+1,6 0,35
Dia transferencia 2-3 8,3+0,5 8,7+1,8 0,63
Dia transferencia 5-7 9,5+0,5 8+0 0,01*
Test Apgar 5 minutos 9,6 +0,9 9,5+0,7 0,80
Dia transferencia 2-3 8,8+1,3 9,6+0,7 0,13
Dia transferencia 5-7 10+ 0 9+0 0,001*
Test Apgar 10 minutos 95+1,1 9,8+0,5 0,67
Dia transferencia 2-3 8+1,4 9,8+0,5 0,07

Dia transferencia 5-7

Tabla 34 Resultados neonatales/perinatales embarazos gemelares (TEC, transferencias postcriopreservacion),
NA/NaN: No aplica/ Not a Number

Finalmente cuando se analiza las variables neonatales sin tener en cuenta el tipo de transferencia
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(en fresco o postcriopreservados), es decir, todo el conjunto de datos de todos los embarazos gemelares,
encontramos diferencias estadisticamente significativas para la EG vy el perimetro craneal cuando la

transferencia embrionaria se produce en estadio de blastocisto (dia 5-7), sin embargo no hay diferencias
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para estas variables cuando no se tiene en cuenta el dia de transferencia. Por otro lado, el test de Apgar
pasados 1 minuto muestra difencias en el grupo de TE en dia 5-7 y el test de Apgar pasados 5 minutos

también muestra diferencias pero esta vez en el grupo de TE en dia 2-3.

Variables [02 6%] [02 20%] RR [IC 95%] p
Numero de RNV tunicos 154 198
Dia transferencia 2-3 134 172
Dia transferencia 5-7 20 26
Proporcion RNV femeninas 73 (47,4%) 100 (50,5%) 0,94 [0,76; 1,17] 0,56
Dia transferencia 2-3 64 (47,8%) 83 (48,3%) 0,99 [0,78; 1,25] 0,93
Dia transferencia 5-7 9 (45%) 17 (65,4%) 0,69 [0,39; 1,20] 0,17
RNV Muy Prematuro 8(5,2%) 12 (6,1%) 0,86 [0,36; 2,05] 0,73
Dia transferencia 2-3 8 (6%) 10 (5,8%) 1,03 [0,42; 2,53] 0,95
Dia transferencia 5-7 0 (0%) 2 (7,7%) NaN [NaN; NaN] 1
RNV Prematuro 92 (59,7%) 104 (52,5%) 1,14 [0,95; 1,37] 0,18
Dia transferencia 2-3 84 (62,7%) 90 (52,3%) 1,20 [0,99; 1,45] 0,07
Dia transferencia 5-7 8 (40%) 14 (53,9%) 0,74 [0,39; 1,41] 0,35
Peso (g) 2310 + 496 2327 + 587 0,79
Dia transferencia 2-3 2287 + 504 2322 + 603 0,61
Dia transferencia 5-7 2445 + 437 2373 £ 408 0,62
Peso muy Bajo (PMB) 9 (5,8%) 12 (6,1%) 0,96 [0,42; 2,23] 0,93
Dia transferencia 2-3 8 (6%) 12 (7,0%) 0,86 [0,36; 2,03] 0,72
Dia transferencia 5-7 1 (5%) 0 (0%) NaN [NaN; NaN] 1
Peso Bajo (PB) 75 (48,7%) 97 (49,0%) 0,99 [0,80; 1,23] 0,96
Dia transferencia 2-3 68 (50,8%) 88 (51,2%) 0,99 [0,79; 1,24] 0,94
Dia transferencia 5-7 7 (35%) 9 (34,6%) 1,01 [0,46; 2,24] 0,98
Peso Alto (PA)

Dia transferencia 2-3
Dia transferencia 5-7

Peso Bajo a Término (PBT) 15 (9,7%) 30 (15,2%) 0,64 [0,36; 1,15] 0,13
Dia transferencia 2-3 12 (9%) 28 (16,3%) 0,55 [0,29; 1,04] 0,06
Dia transferencia 5-7 3 (15%) 2 (7,7%) 1,95 [0,36; 10,6] 0,44

Disparidad entre pesos RNV 355 + 292 302 + 407 0,21
Dia transferencia 2-3 355 + 296 302 £ 422 0,27

Dia transferencia 5-7 361 £ 276 296 + 223 0,46
Edad Gestacional (EG) 35,9+2,5 36,0+2,8 0,91
Dia transferencia 2-3 35,8+2,6 36,1+2,5 0,31

Dia transferencia 5-7 36,7+1,3 34,8+4,0 0,05%*
Percentiles 28,1 £ 25,7 27,4 +£24,2 0,80

Dia transferencia 2-3 27,6 £ 26,1 26,6 + 24,5 0,75

Dia transferencia 5-7 30,9 + 23,3 34,3+19,7 0,66

Muy Pequeiio para EG (MP) 20 (16,3%) 21 (12,7%) 1,29 [0,73; 2,26] 0,39
Dia transferencia 2-3 16 (15,2%) 20 (13,3%) 1,14 [0,62; 2,10] 0,67
Dia transferencia 5-7 4(22,2%) 1(6,3%) 3,56 [0,44; 28,6] 0,22
Pequeiio para EG (P) 39 (31,7%) 53 (31,9%) 0,99 [0,71; 1,40] 0,97
Dia transferencia 2-3 34 (32,4%) 52 (34,7%) 0,93 [0,66; 1,33] 0,70
Dia transferencia 5-7 5(27,8%) 1(6,3%) 4,44 [0,58; 34,1] 0,13
Grande para EG (G) 1 (0,8%) 3 (1,8%) 0,45 [0,05; 4,27] 0,49
Dia transferencia 2-3 1(1%) 3 (2%) 0,48 [0,05; 4,52] 0,52
Dia transferencia 5-7

Muy Grande para EG (MG) 0 (0%) 1(0,5%) NaN [NaN; NaN] 1
Dia transferencia 2-3 0 (0%) 1 (0,6%) NaN [NaN; NaN] 1

Dia transferencia 5-7

73



RESULTADOS

Variables [02 6%] [02 20%] RR [IC 95%] p
Z-score -1,01+£1,17 -0,92 £1,20 0,52
Dia transferencia 2-3 -1,02 +1,20 -0,96 £ 1,25 0,66
Dia transferencia 5-7 -0,94 £ 0,97 -0,60+ 0,62 0,25
Talla (cm) 47,0+ 2,8 46,1 + 3,8 0,10
Dia transferencia 2-3 46,9+2,9 46,1 +3,9 0,22
Dia transferencia 5-7 47,6 +1,4 45,8+ 3,5 0,12
Perimetro craneal (cm) 32,6 +1,5 32,4+2,1 0,63
Dia transferencia 2-3 32,5+1,5 32,5+2,1 0,94
Dia transferencia 5-7 33,6+1,0 31,8+1,5 0,04*
Test Apgar 1 minuto 8,7+1,0 85+1,5 0,34
Dia transferencia 2-3 8,6+1,0 8,5+1,5 0,85
Dia transferencia 5-7 9,5+0,5 7,8+1,3 0,01*
Test Apgar 5 minutos 9,5+0,7 9,6+0,7 0,55
Dia transferencia 2-3 9,4+0,8 9,6+0,7 0,001*
Dia transferencia 5-7 10,0+ 0 9,3+0,5 0,06
Test Apgar 10 minutos 9,8+0,7 9,8+0,5 0,94
Dia transferencia 2-3 9,7+0,7 9,8+0,5 0,72

Dia transferencia 5-7

Tabla 35 Resultados neonatales/perinatales embarazos gemelares, NA/NaN: No aplica/Not a Number

Por otro lado, se analizé la incidencia de malformaciones de los RNV, en este caso no se
diferencio entre los tipos de TE (en fresco o en congelado), ni tampoco segun el dia de transferencia (dia
2-3 o dia 5-7) debido a la baja incidencia de malformaciones en los RNV. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas para las malformaciones menores ni tampoco para las mayores. Como
malformaciones mayores se encontraron atresia anal, fisura palatina y craneosinostosis, como
malformaciones menores se encontraron sindactilia, dilataciéon de uréter y rifién, pies zambos, dedos

pulgares en flexion y fosita sacra.

Variables [02 6%] [02 20%] RR [IC 95%] p
Numero de RNV tnicos 259 281
Malformaciones mayores 8(3,1%) 2 (0,7%) 1,2 [0,51; 2,83] 0,07
Malformaciones menores 2 (0,8%) 1(0,4%) 0,6 [0,08; 4,54] 0,07

Tabla 36 Incidencia de malformaciones congénitas en embarazos tinicos

Variables [02 6%] [02 20%] RR [IC 95%] p
Numero de RNV gemelares 154 198
Malformaciones mayores 1(0,7%) 3(1,5%) 0,43 [0,05; 4,08] 0,63
Malformaciones menores 0 0

Tabla 37 Incidencia de malformaciones congénitas en embarazos gemelares

Finamente se ha analizado si el proceso de vitrificacion de los embriones afecta al peso de los
RNV sin tener en cuenta la concentracion de oxigeno en la que fueron cultivados. Se ha podido observar
que el proceso de vitrificacién de los embriones no afecta al peso de los RNV de gestaciones Unicas, la
media de peso en el caso de los RNV que proviene de transferencias en fresco es de 3217 gy de los RNV
que provienen de transferencias embrionarias postcriopreservacion es de 3220 g. Sin embargo, en el caso

de las gestaciones gemelares, si que se observa una diferencia estadisticamente significativa, en el caso
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de los RNV de transferencias en fresco, el peso es de 2374 gy cuando se producen postcriopreservacion

es de 2162g (p=0,03).
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6. DISCUSION

El entorno bioldgico de los gametos y preembriones femeninos humanos generados ex vivo tras
la aplicacién de las técnicas de RA, auin siendo capaz conservar su viabilidad durante su cultivo, estd lejos
de ser el entorno fisioldgico ideal. Las concentraciones de oxigeno in vivo de los liquidos foliculares,
trompas de Falopio y cavidades uterinas (Yedwab, Paz, Homonnai, David, & Kraicer, 1976; Fischer, Kiinzel,
Kleinstein, & Gips, 1992), son mucho mas bajas que las que se utilizan actualmente en muchos
laboratorios de FIV para el cultivo embrionario, que se basan en la concentracion de oxigeno atmosférico
y podrian provocar un cierto grado de toxicidad para preembriones (Waldenstrom, Engstrom, Hellberg, &
Nilsson, 2009). Los resultados clinicos han mejorado significativamente en los Ultimos afios ya que se han
ido incorporando diferentes mejoras al cultivo embrionario in vitro (Catt & Henman, 2000; Swain, 2010a;
Swain, 2010b; Christianson et al., 2014). La concentracién de oxigeno se considera un punto critico en los
sistemas de cultivo in vitro. De hecho, existen estudios en ratones que han revelado que los preembriones
generados con menos del 5% de oxigeno se parecen mas a los preembriones desarrollados in vivo (Garrisi
et al., 1993; Rinaudo, Giritharan, Talbi, Dobson, & Schultz, 2006).

A partir de los estudios con modelos animales se asume que el uso de oxigeno atmosférico puede
ser perjudicial para los preembriones en cultivo. Estos estudios han demostrado que la utilizacion de baja
concentracion de oxigeno durante el cultivo de preembriones pueden condicionar los patrones de
expresion génica (metiloma), el metabolismo energético, proteoma y asi como el metaboloma (Garrisi et
al., 1993; Swain, 2010a; Swain, 2010b; Katz-Jaffe, Linck, Schoolcraft, & Gardner, 2005; Rinaudo,
Giritharan, Talbi, Dobson, & Schutlz, 2006; Kattal, Cohen, & Barmat, 2008). En el modelo de ratdn, la
utilizacion de una concentracién de oxigeno del 20% durante el cultivo embrionario se disminuye de la
expresion de algunas proteinas o biomarcadores de viabilidad embrionaria, mientras que los
preembriones cultivados a bajas concentraciones de oxigeno muestran un perfil de expresidn proteica
similar a los preembriones in vivo (Katz-Jaffe, Linck, Schoolcraft, & Gardner, 2005).

Como se ha mencionado previamente, el efecto del oxigeno durante el cultivo de los
preembriones también se ha relacionado con el metabolismo embrionario. Como se desprende de los
estudios que lo correlacionan con el aumento del consumo de aminoacidos y de piruvato y una
disminucidn de consumo de glucosa y aminoacidos durante las etapas postcompatacion (Wale & Gardner,
2012). Estos dos metabolitos son requeridos por los embriones humanos y de ratéon en la etapas
inmediatamente previas a la implantacidn, esto podria explicar el posible efecto negativo de la
implantacién del preembridn cuando se expone a elevadas concentraciones de oxigeno comparandolo
con las concentraciones de oxigeno fisiolégicas (Mantikou, Bontekoe, et al., 2013; Nastri et al., 2016;
Bagheri et al., 2018).

Otro posible efecto de la tensidn de oxigeno atmosférica es el posible impacto sobre la
reprogramacion genética del preembrién. Existen una serie de cambios dindmicos en la metilacion del

genoma del preembrién que resultan ser esenciales para la regulacién génica y la orquestacion de
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diversos procesos del desarrollo embrionario (Wu & Zhang, 2010). En la familia de proteinas Tet, formada
por diez proteinas distintas, existen tres de ellas que estan implicadas en la desmetilacién del ADN
(Tahiliani et al., 2009). Algunos estudios, han sugerido que existe evidencia clara de que la pérdida de
metilacion del ADN del genoma paterno es atribuible a la oxidaciéon mediada por las proteinas Tet. Como
se ha mencionado, estas proteinas contribuyen a cambios dinamicos en la metilacién del ADN y por lo
tanto de la expresion génica (Dawlaty et al., 2013; Skiles et al., 2018).

Con respecto a los resultados clinicos, se ha observado que la utilizacion de un cultivo
embrionario con baja concentracidon de oxigeno muestra beneficios, especialmente cuando se utilizan
preembriones en estadio de blastocisto (Mantikou, Bontekoe, et al., 2013; Nastri et al., 2016). En 2016 se
publicd una metaandlisis que concluia que la baja concentracién de oxigeno mejoraba la tasa de RNV, de
gestacion evolutiva y clinica en comparacion con la concentracién de oxigeno atmosférico. Aunque este
metadnalisis comentaba que esta ligera diferencia podria deberse a las propia heterogeneidad de los
estudios que se incluyeron, algunas de estas limitaciones serian el uso de incubadores distintos (se
utilizaron modelos mas actuales en el caso del cultivo en baja concentracion de 0y), la falta de
enmascaramiento de los estudios, la falta de rigor en la secuencia de aleatorizacién, entre otras (Nastri et
al., 2016).

Aun asi y con todo ello, estd bastante admitido que las condiciones de cultivo éptima para los
preembriones humanos, al menos en lo que a cultivo prolongado se refiere, deberia estar basadas en
baja tensidn de oxigeno.

Las ultimas mejoras en el cultivo van encaminadas a tratar de aclarar si la mayor reduccién en
la presién parcial de oxigeno en cultivo, en este caso al 2% podria ser incluso mds beneficios. De hecho,
estudios mas recientes estudiando este aspecto y han observado que incluso pequefias variaciones de
oxigeno durante el cultivo (de 5% a 2%), tiene un impacto en las concentraciones relativas de aminoacidos
y metabolitos implicados en la homeostasis redox en esta etapa. Demostrando la influencia del oxigeno
en el metabolismo embrionario o en los procesos de adhesion durante la implantacion (MUC-1) (Kaser et
al., 2018), asi como sobre algunos genes de implicados en la invasibidad y pluripotencia. También enzimas
antioxidantes y de apoptosis del blastocisto de manera diferencial, que mejoran la implantacién del
preembridn en esta etapa de desarrollo (Ma, Chen, & Tzeng, 2017; Bagheri et al., 2018).

Los resultados clinicos, aunque todavia preliminares, sugieren que el rendimiento y la calidad
de los blastocistos pueden ser superiores cuando la tensidn de Oz se reduce del 5% al 2% el dia 3 (Kaser,
Bogale, Sarda, Farland, & Racowsky, 2016), aunque el recuento de células en etapa de blastocito fue
menor en el 2%. Cabe decir que esta fue una de las primeras aproximaciones de este tipo de estudios y
se usaron preembriones de descarte (preembriones no aptos por calidad para su transferencia). Es por
esta razdn, que se realizo la exposicion de manera secuencial al oxigeno (5% de los dias 1 a 3, luego 2%
de los dias 3 a 5).

Los estudios sobre el efecto a largo plazo del uso de oxigeno atmosférico son escasos, la
recopilacion de este tipo de datos es importante, ya que existen preocupaciones sobre las posibles

consecuencias a largo plazo de cualquier tipo de cambio que podamos introducir durante el preembridn
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humano en cultivo in vitro, como se ha sugerido para el uso de medios de cultivo o algunos de sus
componentes (Zandstra, Van Montfoort, & Dumoulin, 2015; Marianowski, Dgbrowski, Zyguta, Wielgo$, &
Szymusik, 2016; Thompson et al., 2016; Chen & Heilbronn, 2017).

En este trabajo, se ha tratado de observar si el uso de la concentracidn de oxigeno del 6% tiene
algln efecto sobre las posibles complicaciones durante el embarazo y los resultados perinatales de los
RNV. Hasta donde se ha investigado, este es el primer estudio que analiza la informacion relevante de los
resultados clinicos a largo plazo en dos concentraciones diferentes de oxigeno.

En el presente estudio no se han observado diferencias entre ambos grupos de estudio en cuanto
a complicaciones durante la gestacion. Son conocidas las posibles complicaciones durante la gestacion
donde se encuentra implicada la placenta. Ejemplo de ello serian la preeclampsia, el bajo peso de los RNV,
el desprendimiento de placenta o la pérdida tardia del feto (Maheshwari, Kalampokas, Davidson, &
Bhattacharya, 2013; Bidarimath & Tayade, 2017; Kingdom, Audette, Hobson, Windrim, & Morgen, 2018;
Sultana, Maiti, Dedman, & Smith, 2018). Por otro lado también se conoce la implicacion del oxigeno en el
desarrollo y la funcién placentaria (Menon, 2014), de hecho se ha observado que caracter invasivo de las
células trofoblasticas en cultivo aumenta bajo un ambiente de hipoxia (Udayashankar et al., 2011).
Tratando de extrapolar esta condicidn a los cultivos embrionarios e hipotetizando que las condiciones a
las que se somete el el preembridn in vitro pudieran relacionarse con las complicaciones de la gestacion;
podemos concluir que, en nuestro caso, el cultivo con con baja concentracidon de oxigeno no tuvo una
influencia sobre dicho tipo de complicaciones derivadas de la placenta. La posible causa de la ausencia
efecto, podria deberse a que en estadio de células el preembrion aun no presenta células del
trofoectodermo, que en este caso serian las células diana a las condiciones de oxigeno. En este sentido
seria muy interesante la realizacién de futuras investigaciones encaminadas a abordar el impacto de la
baja y alta concentracidon de oxigeno en la etapa de blastocisto cuando los pasos iniciales de diferenciacion
de trofoblasto ya han comenzado a pesar de que la activacion del genoma embrionario y los cambios de
metabolismo se inician en etapa de preembridn precompactado (Devreker & Englert, 2000; Stokes,
Abeydeera, & Leese, 2005; Ménézo, Dale, & Cohen, 2010).

Ademas del célculo de las tasas de RNV por ciclo, se desarrolld un modelo de regresion con
caracter predictivo mediante regresion de Poisson. Mediante este modelo podemos saber para cada
grupo de estudio (6% y 20% de oxigeno) cual es la probabilidad (en %) de obtener una gestacion, una
gestacion clinica, una gestacion evolutiva y asi para todas la variables obstétricas, segin el nimero de
transferencias embrionarias que se realizan. Los modelos predictivos para las diferentes variables
obstétricas nos ha mostrado que no difieren demasiado entre ambos grupos y en algunos casos (algun
resultado o variable obstétrica) los modelos predictivos estan solapados, es decir que las probabilidades
son idénticas. Por lo que, se puede concluir que las probabilidades de éxito de los tratamientos de FIV no
seran distintos segun si los embriones se han cultivado en 6% o 20% de oxigeno.

Las variables antropométricas, como el perimetro craneal, el peso y la estatura en nifos; estan
desbalanceadas entre otros parametros, en funcion del sexo y la edad gestacional (EG), asi como otros

pardmetros que afectan la normalidad de los datos antropomeétricos son la etnia, el IMC de la madre o la
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paridad, e incluso, la renta familiar. La comparabilidad de medidas antropométricas de un nifio con sus
semejantes permite identificar problemas de nutriciéon u hormonales. En nifios recién nacidos puede ser
una alerta de malformacion o fallo gestacional.

La designacion de un nifio con retraso del crecimiento implica algunos medios de comparacion
con un nino de "referencia" de la misma edad y sexo. Por lo tanto, en términos practicos, los valores
antropométricos deben compararse entre individuos o poblaciones en relacién con un conjunto aceptable
de valores de referencia. Esta necesidad ha hecho de la eleccién de una poblacién de referencia para el
crecimiento (“Physical status: the use and interpretation of anthropometry. Report of a WHO Expert
Committee.,” 1995).

En el presente trabajo no se encuentran diferencias en las tasas de RNV entre ambos grupos de
estudio. Tampoco en se encuentran diferencias estadisticamente diferentes, a nivel de resultados
perinatales entre ambos grupos de estudio, que se han analizado segun la multiplicidad de las gestaciones
(recién nacidos Unicos o gemelos). En algunos estudios, se ha observado que cuando seguin el nimero de
preembriones transferidos el peso del recién nacido resultante de la gestacién se ve afectado (Grady,
Alavi, Vale, Khandwala, & McDonald, 2012; Pinborg et al., 2013). En este estudio, no se ha considerado
como factor de confusidn para el ajuste de los modelos matematicos, aunque podemos observar en los
resultados que tampoco existen diferencias estadisticamente significativas en el nimero de preembriones
transferidos en ambos grupos.

El peso del RNV, ha sido histéricamente utilizado como un indicador de salud neonatal. Se ha
documentado de forma extensa, que los resultados neonatales después de la utilizacién de las TRA son
peores que cuando la descendencia se concibe de forma espontanea (Pinborg et al., 2013; Henningsen &
Pinborg, 2014; Gu et al., 2016; Qin, Liu, Sheng, Wang, & Gao, 2016). El peso del RNV parece ser
sensiblemente inferior después de las TRA, aunque existen diferencias entre las mismas TRA. Por ejemplo,
los resultados perinatales de los nifios nacidos de preembriones postcriopreservados parecen ser
similares que cuando la transferencia embrionaria se realiza en fresco, aunque muestran un peso medio
superior que los que se transfieren en fresco (Maas, Galkina, Thornton, Penzias, & Sakkas, 2016).

Los datos que se presentan en este trabajo, muestran que en los RNV Unicos no existe un efecto
de la concentracidn de oxigeno ni del procedimiento de congelacidn sobre el peso de los RNV procedentes
de gestaciones Unicas. Lo cual, estd desacuerdo con los datos previos publicados donde se compara la
transferencia en fresco vs la transferencia postcriopreservacion (Pinborg et al., 2013; Maas, Galkina,
Thornton, Penzias, & Sakkas, 2016). Incluso, existe otro estudio del 2014, donde se concluye que la
transferencia de preembriones postcriopreservados provoca que haya mayor incidencia el sindrome de
descendencia gigante (Large Offspring Syndrome, LOS) y macrosomia en humanos (Pinborg et al., 2014).
Ademas, también se ha observado una mayor incidencia de desérdenes relacionados con le hipertension
durante la gestacion cuando se realizan transferencias de preembriones postcriopreservados
comparandolo con transferencias de preembriones en fresco (Opdahl et al., 2015). Por otro lado, existen

estudios que relacionan la estimulacion ovdrica mediante hormonas con la disminucidn del peso de los
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RNV cuando se comparan con RNV donde la madre ha optado por un ciclo natural de FIV (sin estimulacién
ovarica) (Mak et al., 2016).

En cuanto a la incidencia de malformaciones, tampoco se puede concluir si realmente existe un
efecto de la concentracién de oxigeno ya que la muestra que se obtiene en el presente estudio es muy
pequena. Ademads, dependiendo del grupo analizado, transferencia en fresco o desvitriticados dan
resultados opuestos por un lado en transferencias de embriones en fresco la utilizacion de baja tension
de oxigeno incrementaria los casos de malformaciones, mientras que este efecto desapareceria si el
preembridn se vitrificara, inclinando, de hecho, la incidencia al grupo en el que se utilizé concentracién
de oxigeno atmosférico.

Existen algunas variables, que segun el grupo de RNV analizados resultan estadisticamente
significativas aunque no podemos decir que estas diferencias se deban al efecto de la concentracion de
oxigeno. Ya que, para poder llegar a esa conclusidn deberian encontrarse diferencias en todos los grupos
analizados o en casi todos ellos, y eso no es asi. Un claro ejemplo se la puntuacion del test de Apgar pasado
un minuto del nacimiento, en el grupo de RNV de embarazos Unicos con transferencia de embriones
postcriopreservados, Unicamente en dia 2-3 de transferencia y en el grupo de RNV de embarazos
gemelares con transferencia en fresco, cuando la transferencia de blastocistos, dia 5-7.

Esta diferencia solamente se encuentra en estos dos grupos ya que no existen diferencias cuando
se considera todo en conjunto sin tener en cuenta el dia de transferencia, por lo que podemos decir que
esto seguramente es debido a un tamalo muestral reducido de RNV en ambos grupos.

Es importante comentar las limitaciones del estudio, entre ellas la no inclusidn en el analisis
estadistico de variables paternas, entre ellas la edad, que pudieran condicionar algunos de los resultados.
Asi como, el sesgo de informacién debido la forma de recogida de los informes/aparatologia/protocolos
de los hospitales/clinicas donde se recogeran los datos perinatales/neonatales. Otras limitaciones son de
tipo metodoldgico relacionadas con la dificultad de mantener baja tension de oxigeno en procesos
diferentes del cultivo embrionario. Esto es, durante la obtencién de los ovocitos, la valoracion de la
fecundacion o durante la realizacidn del ICSI, o tras la descongelacién de los embriones y su cultivo hasta
la transferencia). Finalmente, se desprende del calculo para el estudio de los resultados neonatales, que
la casuistica es limitada, asi lo revela el célculo de la potencia estadistica referente a la tasa de RNV que
se ha realizado en el apartado de material y métodos dénde se observa que la potencia estadistica es baja
y que se deberia plantear un nuevo estudio donde se afiadieran mas datos y asi aumentar el tamafio
muestral.

A pesar de las limitaciones, seria injusto no hablar también de sus fortalezas, a nuestro juicio
éstas estriban en la aleatoriedad de las muestras que componen el grueso del estudio y en la
homogeneidad de los datos analizados, que aumentan ligeramente su potencia. En cuanto, a la validez
externa podemos decir que es Util para el cultivo de los embriones hasta dia 3 y para casos de recepcion
de ovocitos que representan una gran cantidad de ciclos en muchos centros de RA. Las donantes de
ovocitos siempre son muy similares entre ellas (caracteristicas del estado de salud) en todos los centros,

ya que tienen que cumplir unos criterios estrictos. Actualmente la donacién de ovocitos es una practica
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muy habitual en los centros de reproduccién asistida por lo que la aplicabilidad del estudio también es
alta.

Por otro lado, hasta la fecha este es el Unico estudio que analiza las variables obstétricas y
perinatales de los nifios que nacieron de preembriones que fueron cultivados en alta y baja tension de
oxigeno y ademas pone de manifiesto que el cultivo en condiciones de presion de oxigenos atmosférica
no afecta de forma negativa a los cultivos ni a la salud a corto plazo de los nifios nacidos con el

consiguiente efecto sobre los analisis de coste-beneficio en el entorno del laboratorio de FIV.
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7. CONCLUSIONES

Al final de este trabajo de investigacion para la realizacidn de la presente tesis doctoral, se puede

concluir finalmente que:

e A pesar de la potencia limitada del estudio este trabajo representa una de las primeras
publicaciones abordando las variables obstétricas y perinatales/neonatales en recién
nacidos vivos que proceden de embriones que han sido cultivados en dos condiciones
diferentes de presiones parciales de oxigeno.

e Ni la tasa de nacido vivo por ciclo ni la tasa de parto se ha visto mejoradas cuando se
utiliza baja concentraciéon de oxigeno durante el cultivo embrionario en estadios
temprano de desarrollo.

e Asi mismo las tasas acumuladas de gestacidén y RNV por ciclo, tampoco parecen verse
influenciadas por la concentacion de oxigeno durante el cultivo.

e En general, los resultados obstétricos y perinatales/neonatales no parecen estar
influenciados por la tension de oxigeno durante el cultivo embrionario hasta dia 3 de
desarrollo.

e Lacriopreservacion embrionaria, a pesar de dar lugar a una menor tasa de recién nacido
vivo con respecto a los ciclos en fresco, ya que por lo general se trata de embriones de
peor fenotipo, no parece condicionar los resultados obstétricos vy
perinatales/neonatales de los preembriones que han sido cultivados en alta o baja
tension de oxigeno.

. Especificamente con respecto al peso de los RNV utilizado histéricamnete como
marcador de la salud neonatal, las concentraciones de oxigeno durante el cultivo no
parecen haber tenido un efecto en éste tanto en los RNV procedentes de las gestaciones
Unicas como de las gestaciones gemelares.

e La falta de control del factor masculino como la edad, o habitos de salud podria ser un
sesgo en los resutados, sin embargo la naturaleza aleatoria del estudio de la mayoria de
los casos estudiados podria estar compensando este sesgo.

e Se necesitan mas estudios en un futuro que nos permitan confirmar los resultados

obtenidos.
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9. APENDICES

Prediccion de éxito de las tasas obstétricas acumuladas mediante Poisson

En este anexo se muestran el resto de graficos de la predicciéon de éxito de tasas obstétricas
mediante regresion de Poisson. Se trata de las mismas tasas presentadas en el apartado de resultados

pero divididas segun el dia de transferencia embrionaria (TE).
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Definicion

Grandes polimeros formados por nucledtidos, unidos
mediante enlaces fosfodiéster. Existen dos tipos basicos, el
ADN y el ARN.

Compartimento de la cabeza del espermatozoide situado
en el extremo que contiene enzimas hidroliticas,
principalmente la hialuronidasa (hidroliza el a&cido
hialurdénico). Esta enzima permite la separacion de las
células del cimulo que rodean al ovocito. También contiene
acrosina, que se encarga de hidrolizar los enlaces de las
glicoproteinas de la zona pelucida del ovocito y permite la
entrada del espermatozoide ayudado por el movimiento del
flagelo.

Sustancia que es capaz de unirse a un receptor celular y
provocar una accion determinada en la célula generalmente
similar a la producida por una sustancia fisioldgica. Un
agonista parcial activa al receptor pero no causa tanto
efecto fisiolégico como un agonista completo.

Proteina plasmatica cuya funcién mas importante es el
mantenimiento de la presidn osmotica y la capacidad de
transporte de hormonas, y otros metabolitos

También llamada randomizacién es un procedimiento para
la asignacion, en los ensayos clinicos, de pacientes
(unidades de tratamiento) a tratamientos. Consiste en al
azar a los participantes en un ensayo a dos o mas grupos de
tratamiento o de control. La aleatorizacion es una de las
formas de evitar los sesgos de seleccion; su propdsito es
posibilitar las comparaciones en los grupos de asignacion de
los tratamientos.

Molécula organica con un grupo amino (-NH2) y un grupo
carboxilo (-COOH). En el proceso de traduccidn llevado a
cabo por los ribosomas se unen aminodacidos que
posteriormente daran lugar a las proteinas

Falta casi total del oxigeno en un tejido, la cantidad de
oxigeno de las células del organismo no es satisfecha.
Sustancia que es capaz de unirse a un receptor celular
antagonista y provoca el efecto contrario de un agonista, es
decir que no se produce la accién celular y ademas bloquea
el receptor de manera que ya no se puede unir un agonista.
Via de destruccibn o muerte celular programada o
provocada por el mismo organismo, con el fin de controlar
crecimientos celulares andmalos. Esta desencadenada por
sefiales celulares controladas genéticamente.
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ATP El trifosfato de adenosina (adenosin trifosfato, del inglés
adenosine triphosphate, ATP o TFA) es un nucleétido
fundamental en la obtenciéon de energia celular. Es la
principal fuente de energia para la mayoria de las funciones
celulares. Es generado por la respiracion celular vy
consumido por muchas enzimas en la catalisis de
NUMErosos procesos quimicos.

Biomarcadores Sustancia utilizada como indicador de un estado biolégico.
Debe poder medirse objetivamente y ser evaluado como un
indicador de un proceso biolégico normal, estado
patogénico o de respuesta a un tratamiento farmacolégico.

Blastocisto Fase del desarrollo del preembridon de los mamiferos,
equivalente a la blastula, que constituye una estructura
celular compleja derivada de la mérula; estd formada por
una masa celular interna (MCI) que origina el preembridn
(y algunos tejidos extraembrionarios) y de una capa
periférica de células llamadas células del trofoblasto que
dardn lugar a los tejidos extraembrionarios.

Carbohidratos Biomoléculas compuestas por carbono, hidrégeno vy
oxigeno. Las funciones son brindar energia inmediata y
estructural. La glucosa y el glucégeno son las formas
biolégicas primarias de almacenamiento y consumo de
energia.

Cavidades celémicas Cavidades que se forma en el preembridn, existen tres
cavidades celémicas: la cavidad peritoneal (contiene los
6rganos abdominales: estdomago, higado, pancreas,
intestino delgado, etc.), la cavidad pleural (contiene los
pulmones) y la cavidad pericardica (rodea al corazén).

Células de cimulo Células que forman el cumulus oophorus también conocido
como discus proligerus, discus oophorus o discus ovigerous,
es un cluster de células que rodean al ovocito tanto en el
foliculo ovarico como después de la ovulacion. En el foliculo
antral este cimulo puede ser visto como una extension de
la capa granulosa. Esta capa rodea al foliculo luego de la
ovulaciéon con el nombre de corona radiata y debe ser
atravesada por los espermatozoides para que tenga lugar la
fecundacion.

Células de la granulosa Células somaticas provenientes del corddn sexual. En el
foliculo ovarico primario y, posteriormente, en el desarrollo
del foliculo (foliculogénesis), las células de la granulosa
avanzan para formar el cumulus oophorus. Producen
esteroides sexuales, asi como multiples factores de
crecimiento que tienen el objetivo interactuar con el
ovocito durante su desarrollo.
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Células de espermatogénesis

Células de trofoblasto

Ciclo autdlogo

Ciclo heterdlogo

Ciego

Citoesqueleto

Citoplasma

Compactacion

Cocultivo de células somaticas
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Células que intervienen durante la espermatogénesis es un
proceso que se lleva a cabo en los testiculos de los hombres
(gdnadas), en su interior se encuentran los tubulos
seminiferos en el epitelio de éstos se asientan las células
germinativas o espermatogonias. Este proceso también
comprende la gametogénesis masculina caracterizada por
la maduracidn final de los espermatozoides, que se produce
en el epididimo. Son células que pueden presentar una
dotacion haploide o diploide.

Forman la capa externa del blastocisto, que rodean la
cavidad del blastocisto (blastocele), que provee nutrientes
al preembriéon y que dard lugar a algunos tejidos
extraembrionarios como la placenta.

Ciclo de reproduccion asistida dénde se utilizan los gametos
o preembriones propios de la pareja.

Ciclo de reproduccion asistida dénde se utilizan los gametos
o preembriones procedentes de donacion.

Se oculta a uno o varias partes de una investigacion
(investigador, personal médico, paciente) la informacién
sobre a qué grupo de estudio pertenece un determinado
sujeto.

Entramado tridimensional de proteinas que provee soporte
interno en las células, organiza las estructuras internas e
interviene en los fendmenos de transporte, trafico y
divisidon celular. Se trata de una estructura dindmica que
mantiene la forma de la célula, facilita la movilidad celular
(usando estructuras como los cilios y los flagelos), y
desempefia un importante papel tanto en el tréfico
intracelular (por ejemplo, los movimientos de vesiculas y
organulos) y en la divisiéon celular.

Estructura celular cuya apariencia es viscosa, localizada
entre de la membrana plasmdtica y la membrana nuclear.
En él se encuentran localizados ciertos organulos como
mitocondrias, aparato de Golgi, Reticulo endoplasmatico,
ribosomas, etc.

Proceso mediante el que el preembrién después de
sucesivas divisiones celulares alcanza el estadio de moérula.
Es fundamental para que las células establezcan conexiones
entre ellas.

Tipo de cultivo embrionario dénde el preembriéon tiene
como soporte una capa de células somaticas. Estas células
ayudan al desarrollo del preembrién en dos sentidos,
aportando los nutrientes necesarios y eliminando las
substancias de desecho que provocan toxicidad para el
preembridn. Se han realizado diversos tipos de cocultivo
como puede ser el de fibroblastos.
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Coeficiente de varianza

Concepcion espontanea

Consentimiento informado

Corona radiata

Corpusculo polar

Criopreservacion de preembriones

Criopreservacion de gametos

Cromatidas

Cromatografia liquida

Cultivo embrionario monofasico

Cultivo embrionario prolongado

Cultivo embrionario secuencial

Denudacion o decumulacion ovocitaria
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Se utiliza en estadistica, cuando se desea hacer referencia a
la relacion entre el tamafio de la media y la variabilidad de
la variable. Cuanto mds elevado es el valor del coeficiente
de variacién mayor heterogeneidad de los valores de la
variable.

Concepcidon o fecundacidon que se da sin que intervengan
técnicas de reproduccidn asistida.

En la asistencia sanitaria el Consentimiento Informado debe
entenderse como un proceso de comunicacién e
informacion entre el profesional sanitario y la persona
atendida; proceso que culmina con la aceptacion o
negaciéon por parte del paciente competente de un
procedimiento diagndstico o terapéutico, después de
conocer los riesgos, beneficios y alternativas, para poder
implicarse libremente en la decision.

Estructura de células que rodea a un ovocito secundario y
posteriormente al ovocito maduro. Se trata de varias
células foliculares que estan unidas a la zona pelucida.
Células que contienen el material genético sobrante del
ovocito. El ovocito en metafase Il debe mostrar el primer
corpusculo polar y una vez se realiza la fecundacion se
produce la extrusién del segundo corpusculo polar.
Proceso que se usa para congelar uno o mas preembriones
y conservarlos para su uso en el futuro.

Congelacién de gametos masculinos (espermatozoide) o
femeninos (ovocito) para su futura utilizacién.

Es cada una de las dos unidades longitudinales del
cromosoma ya duplicado, y estd unida a su cromatida
hermana por el centrémero.

Es una técnica analitica de separacion que permite separar
fisicamente los distintos componentes de una solucién por
la adsorcidn selectiva de los constituyentes de una mezclay
no debe confundirse con una técnica cuantitativa o
cualitativa de analisis.

Cultivo embrionario en el cual se utiliza el mismo medio de
cultivo para todoas las etapas embrionarias que el
preembridn se encuentra en cultivo in vitro.

Cultivo embrionario in vitro hasta estadio de blastocisto.

Los preembriones se cultivan en medios de cultivo
diferentes, puesto que los requerimientos nutricionales del
preembrién varian y por tanto es importante ajustar las
condiciones del medio en el que estan desarrollandose.
Proceso por el que los ovocitos son desprovistos de las
células del cimulo que los rodean. Este proceso se lleva a
cabo antes de la fecundacion en los procesos de ICSI y
postfecundacién en casos de fecundacién in vitro
convencional.
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Desviacion estandar Medida de dispersion mas comun, que indica qué tan
dispersos estan los datos con respecto a la media. Mientras
mayor sea la desviacion estandar, mayor serd la dispersion
de los datos.

Diagnéstico Genético Estudio del material genético del preembrién antes de

Preimplantacional (DGP) transferirlo al Utero para detectar si hay alguna alteracion

genética concreta. Este estudio se realiza cuando los

preembriones se encuentran o bien en la fase de 6-8 células

(dia 3 de desarrollo), o bien en estadio de blastocisto (dia 5

de desarrollo). Se realiza una biopsia de las células de los

preembriones y se descartan los que nos son viables, sélo
los preembriones sanos que transferiran al Gtero.

Diploide Que presenta en su nucleo dos juegos de cromosomas
homdlogos, células 2n.

Divergencia genética La separacion del patrimonio genético de la poblacién de las
piscinas de gene de otras poblaciones debido a la deriva
genética, mutacion y seleccion. La divergencia continua
puede llevar a la especiacion.

Donacidén de Ovocitos La donacidn de ovocitos u ovodonacion es el proceso por el
que una mujer dona ovocitos a otra (receptora) con el
propdsito de usarlos en alguna técnica de reproduccion
asistida.

Eclampsia Enfermedad grave caracterizada por aparicion de
convulsiones o coma durante el embarazo en una mujer
después de la vigésima semana de gestacidn, el parto o en
las primeras horas del puerperio sin tener relacién con
afecciones neuroldgicas.

Edad gestacional Término mas comun usado durante la gestacion o
embarazo para describir qué tan avanzado estd éste,
normalmente una gestacidon debe estar comprendida entre
las 38 y las 42 semanas.

Endometrio Mucosa que recubre el interior del Utero, consiste en un
epitelio simple cilindrico con o sin cilios, glandulas y un
estroma. Es rico en tejido conjuntivo y estd altamente
vascularizado. Su funcidn es la de alojar blastocisto después
de la fecundacién, permitiendo su implantacion.

Endosalpinx Mucosa con pliegues y cilios que tapiza el interior de las
trompas de Falopio y que se encarga del transporte y
sustento del preembrién en su recorrido por las mismas
hasta llegar al Utero para implantarse.

Ensayo clinico (EC) Un ensayo clinico (EC) es una evaluacién experimental de
un producto, sustancia, medicamento, bioldgico, vacunas,
técnica diagndstica o terapéutica que pretende valorar su
eficacia y seguridad. Es un disefio que permite comparar el
efecto y el valor de una o mas intervenciones, comparando
el grupo de estudio al grupo control.
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Ensayo clinico aleatorizado (ECA) En inglés, Randomized Controlled Trial (RCT) El ensayo
clinico aleatorizado (ECA) o el ensayo clinico controlado
(ECC) corresponde a un disefio analitico. Las condiciones de
estudio son controladas por los investigadores (caracter
experimental) y de tipo prospectivo (temporalidad del
estudio).

Epidinimo Tubo estrecho y alargado, situado en la parte posterior del
testiculo que conecta los conductos deferentes a cada
testiculo. Formado por el conjunto de conductos
seminiferos.

Education Resources Information Es la mayor base de datos especializada en educacién

Center (ERIC) disponible en linea. Estd financiada por el Institute of
Education Sciences del departamento de Educacion de
Estados Unidos.

Espacio perivitelino Espacio que queda entre el ovocito y la zona pelucida que
lo envuelve, de un grosor aproximado de entre 0,2 y 0,4
micras.

Espectrometria de masas Técnica analitica que permite estudiar compuestos de
naturaleza diversa: organica, inorgdnica o bioldgica
(incluyendo biopolimeros y macromoléculas naturales o
artificiales) y obtener informacion cualitativa o cuantitativa.
Posibilita la obtencidon de la masa molecular del compuesto
analizado asi como obtener informacién estructural del
mismo, o simplemente detectar su presencia y/o cuantificar
su concentracion.

Estadios embrionarios Etapas del desarrollo embrionario.

Estradiol Es una hormona esteroide sexual femenina. El estradiol es
abreviado E: ya que tiene dos grupos hidroxilos en su
estructura molecular. El estradiol es el estrogeno
predominante durante los afios reproductivos tanto en los
niveles séricos absolutos como también en la actividad
estrogénica. El estradiol también estd presente en los
hombres, siendo producida como un metabolito activo de
la testosterona por la enzima aromatasa.

Estudios aleatorizados Estudio dénde se lleva a cabo la aleatorizacién de los
sujetos a un grupo control o experimental de manera
randomizada o aleatorizada (al azar).

Estudios multicéntricos Estudios en los que intervienen mas de un centro de
investigacidn o sanitario.

Estudios observacionales Estudios de cardacter estadistico y demogrifico, ya sean de
tipo socioldgico o bioldgico (estudios epidemioldgicos) en
los que no hay intervencion por parte del investigador, y
éste se limita a medir las variables que define en el estudio.
Un estudio observacional puede ser descriptivo o analitico.

Estudios observacionales Se desarrollan durante un periodo definido de tiempo vy

longitudinales suponen trabajar con dos bloques de informacién relativos

a la misma poblacidn, la existente al comienzo del periodo

en estudio y la existente al final de ese periodo.
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Estudios prospectivos

Estudios retrospectivos

Factor de confusion

Factor de crecimiento

Fase lutea

Fenotipo

Fecundacion In Vitro (FIV)

Fibroblastos

Filamentos de actina

Fluido celdmico
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Estudio longitudinal en el tiempo que se disefia y comienza
a realizarse en el presente, pero los datos se analizan
transcurrido un determinado tiempo, en el futuro.

Estudio longitudinal en el tiempo que se analiza en el
presente, pero con datos del pasado. Su inicio es posterior
a los hechos estudiados.

Una variable o factor que distorsiona la medida de la
asociacidn entre otras dos variables.

Eninglés Growth Factor (GF), son un conjunto de sustancias,
la mayoria de naturaleza proteica que junto con las
hormonas y los neurotransmisores desempefian una
importante funcién en la comunicacion intercelular,
capaces de actuar incluso a concentraciones muy bajas. La
funcidn principal es la del control externo del ciclo celular.

Esta fase también se llama progestativa, porque son
secretadas cantidades importantes de progesterona. Tiene
una duracion constante de 14+2 dias. Después de la
ovulacion la estructura folicular que se mantiene en el
ovario se convierte en una glandula conocida como cuerpo
luteo, que tiene una duracion de unos 14 dias, cuando los
niveles de progesterona y estrégeno descienden y se
produce la menstruacion.

Conjunto de caracteres visibles que un individuo presenta
como resultado de la interaccién entre su genotipo vy el
medio.

La Fecundacion in Vitro es una técnica de laboratorio que
permite la fecundacién de un ovocito con un
espermatozoide fuera del dUtero. Existen 4 posibles
modalidades de FIV: la FIV con ovocitos propios y semen de
la pareja, la FIV con ovocitos propios y semen de donante,
la FIV con ovocitos de donante y semen de la pareja y la FIV
con ovocitos de donante y semen de donante.

Tipo celular caracteristico y mas abundante del tejido
conectivo, su funcién principal es la sintesis vy
mantenimiento de la matriz extracelular de dicho tipo de
tejido.

Constituyen uno de los componentes del citoesqueleto.
Suelen ser mas abundantes cerca de la membrana
plasmatica, pero su distribucidn y organizacion intracelular
depende mucho del tipo celular. Los filamentos de actina
realizan infinidad de funciones (divisién celular,
movimiento, endocitosis, fagocitosis, soporte celular, etc.).
Fluido lubricante que se encuentra en las cavidades
celémicas que se forman en la etapa embrionaria.
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Foliculos antrales Estos foliculos secundarios tienen mdas de una capa de
células de granulosa, y sobre estas células se observan
células de la teca. El foliculo antral, crece hasta alcanzar un
didametro de unas 150 micras y presenta una cavidad entre
las células granulésicas, que esta llena de liquido folicular.
Esta estructura, llamada antro, terminard rodeando
completamente al ovocito hasta la ovulacion.

Foliculos preovulatorios También llamado foliculo de Graaf, foliculo terciario,
foliculo maduro, foliculo antral tardio o foliculo
preovulatorio, es la etapa final del proceso de
foliculogénesis. El ovocito que se encuentra en el interior
sera expulsado al ovario en el momento de la ovulacién
hacia trompa de Falopio para encontrarse con el
espermatozoide y ser fecundado.

Foliculos primordiales Son aquellos que presentan el ovocito rodeado de una
monocapa celular, constituida en lo general por 4 a 8 células
de la granulosa de forma fusiforme. Se forman a partir de la
octava semana de gestacion.

Fosfolipidos Son un tipo de lipidos anfipaticos compuestos por una
molécula de alcohol (glicerol o de esfingosina), a la que se
unen dos acidos grasos y un grupo fosfato. El fosfato se une
mediante un enlace fosfodiéster a otras moléculas, que
generalmente contienen nitrégeno, como colina, serina o
etanolamina y muchas veces posee una carga eléctrica.
Todas las membranas plasmaticas activas de las células
poseen una bicapa de fosfolipidos.

Fragmentacion ADN Estas alteraciones en el material genético del
espermatozoide que pueden incluir anomalias en la
condensacion de la cromatina y en la integridad de la
molécula del ADN cuando presenta rupturas tanto de doble
como de simple cadena y también anomalias
cromosémicas, demostradas por una correlacién entre las
alteraciones en la organizacién del material genémico del
ADN.

Fragmentaciéon preembrion Los preembriones con mucha fragmentacidn presentan una
mayor tasa de anomalias cromosdmicas, principalmente
mosaicismo. La presencia de fragmentos disminuyen la tasa
implantacidn baja cuando se transfieren preembriones con
mas de un 10-20% de fragmentacién en dia 2 de desarrollo.

Gameto Células sexuales haploides de los organismos pluricelulares
originadas por meiosis a partir de las células germinales.

Gemelos monozigéticos Gemelos que provienen de un mismo cigoto. Se refiere a la
biparticién celular de un cigoto, que da origen a dos
preembriones distintos por lo que da lugar a gemelos
genéticamente idénticos.
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Glicoproteinas

Glucosa

Gonadotrofina coridnica Humana

(hCG)

Hidrosalpinx

Hiperestimulacién ovarica controlada

(HOC)

Hormona Anti-Mulleriana

Hormona estimuladora de los foliculos

(FSH)
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Son moléculas compuestas por una proteina unida a uno o
varios glucidos, simples o compuestos. Destacan entre otras
funciones la estructural y el reconocimiento celular cuando
estan presentes en la superficie de las membranas
plasmaticas (glicocalix).

Es un monosacarido con formula molecular, se trata de una
hexosa, ya que contiene 6 atomos de carbono, y es una
aldosa, esto es, el grupo carbonilo esta en el extremo de la
molécula (es un grupo aldehido). Se trata del sustrato
preferido del emrbién a partir del dia 3 de desarrollo
embrionario.

La gonadotropina coridénica humana (hCG) es una hormona
glicoproteica producida en el embarazo, fabricada por el
preembrién en desarrollo poco después de la concepcidény
mas tarde por el sinciciotrofoblasto (parte de la placenta).
Su funcidn es evitar la desintegracion del cuerpo liteo del
ovario y, por ende, mantener la producciéon de
progesterona, fundamental para la gestacion.

Es una alteracion en la que una o las dos trompas de Falopio
de la mujer se encuentran bloqueadas y dilatadas debido a
una acumulacion de liquido en su interior, generalmente
como consecuencia de una infeccidn previa. Provoca el
bloqueo en las trompas de Falopio por lo que impide la
fecundacidén y de la misma manera imposibilita el traslado
del ovocito fecundado por la trompa por lo que aumenta el
riesgo de embarazo ectdpico.

Consiste en la administracién de hormonas y tiene como
objetivo reclutar multiples foliculos para incrementar el
numero de ovocitos disponibles y con ello las posibilidades
de embarazo en un ciclo de estimulacion.

Glicoproteina dimérica que inhibe el desarrollo de los
conductos de Miiller en el preembrién masculino. En la
embriogénesis femenina es la encargada del desarrollo de
la vagina, el atero, el cérvix, y los oviductos. No se detecta
en las mujeres hasta la pubertad, es expresada por células
granulosas en el ovario durante la edad reproductiva y
controla la formacion de los foliculos primarios inhibiendo
el excesivo reclutamiento folicular por el FSH. Util para
medir algunas funciones ovaricas como la reserva ovarica.
Hormona iembro de Ila familia de las hormonas
glucoproteicas, se sintetiza en las células de la pituitaria, las
gonadotropas. Los receptores de FSH se localizan en las
células de Sertoli de los testiculos y las células de la
granulosa del ovario. En la mujer, la FSH regula la fase
folicular de la ovulacion.
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Hormona liberadora de gonadotropina

(GnRH)

Hormona luteinizante (LH)

Huso meidtico

ICSI (Inyeccidn intracitoplasmatica de

espermatozoides)

Incubador de preembriones

Incubadores con tecnologia SCl o

Time-Lapse

Inseminacion Artificial Intrauterina

(1A1)

Intervalo de confianza (IC)
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Hormona liberada por neuronas del hipotdlamo en el
sistema de vasos sanguineos hacia la hipdfisis. Es un
decapéptido que estimula la liberaciéon de gonadotropinas
(hormona luteinizante, LH, y foliculoestimulante, FSH) por
parte de la adenohipdfisis

Es una hormona gonadotrdpica de naturaleza glicoproteica
que, al igual que la FSH, es producida por el I6bulo anterior
de la hipdfisis o glandula pituitaria. En el hombre es la
hormona que regula la secrecidn de testosterona, actuando
sobre las células de Leydig en los testiculos; y en la mujer
controla la maduracion de los foliculos, la ovulacion, la
iniciacién del cuerpo luteo y la secrecion de progesterona.
La LH estimula la ovulacion femenina y la produccién de
testosterona masculina.

También Illamado huso acromatico es la estructura
subcelular que se forma durante la division celular, tanto en
las mitosis como en las meiosis. El huso acromatico esta
formado por centenares de microtibulos de tubulina
(dimero de proteina).

La Fecundacion in Vitro con ICSI es una técnica de
reproduccién asistida que permite inseminar un ovocito
mediante la microinyeccidon en su interior de un solo
espermatozoide.

Aparatologia necesaria para el mantenimiento de los
preembriones durante el cultivo embrionario. Reproduce
las condiciones del tracto reproductivo materno in vitro.
Incubadores que pueden tomar imagenes digitales de los
preembriones a intervalos de tiempo frecuentes. Estos
sistemas permiten evaluar la calidad de los preembriones
sin extraerlos fisicamente dela incubador.

Técnica de reproduccion asistida que consiste en colocar en
el utero los espermatozoides seleccionados previamente de
una muestra de semen. Pueden ser de la pareja (IAC) o de
un banco de semen (IAD).

En estadistica, se llama intervalo de confianza a un par o
varios pares de numeros entre los cuales se estima que
estard cierto valor desconocido con una determinada
probabilidad de acierto. Se calcula a partir de datos de una
muestra, y el valor desconocido es un parametro
poblacional. La probabilidad de éxito en la estimacién se
representa con 1 - a (nivel de confianza) dénde a es el
llamado error aleatorio (nivel de significacion), medida de
las posibilidades de fallar en la estimacion mediante tal
intervalo. Un intervalo mas amplio tendra mas probabilidad
de acierto (mayor nivel de confianza), mientras que para un
intervalo mas pequefio, que ofrece una estimacion mas
precisa, aumenta su probabilidad de error.
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lones Es una particula cargada eléctricamente constituida por un
atomo o molécula que no es eléctricamente neutro. La
ionizacion se produce cuando a partir de un estado neutro
de un atomo o particula se ganan, se han ganado o perdido
electrones. Los iones cargados negativamente (existen mas
electrones que protones) y los cargados positivamente se
conocen como cationes.
ISO (International Organization for Las normas ISO son documentos que especifican
Standardization) requerimientos que pueden ser empleados en
organizaciones para garantizar que los productos y/o
servicios ofrecidos por dichas organizaciones cumplen con
su objetivo. Hasta el momento existen publicadas alrededor
de 19.500 normas internacionales que se pueden obtener
desde la pagina oficial de 1SO.

Lactato Forma ionizada del acido lactico, es un compuesto quimico
que desempefia importantes roles en varios procesos
bioquimicos.

Macrosomia Se trata del desarrollo o tamafio excesivo del cuerpo, como

en el caso de un recién nacido con un peso por arriba del
promedio.

Maduracioén in vitro de ovocitos (MIV)  La maduracion in vitro de ovocitos consiste en la aspiracion
de ovocitos inmaduros y que maduren in vitro en el
laboratorio. Es ofrecida principalmente a pacientes con alto
riesgo de desarrollar un sindrome de hiperestimulacién
ovdrica, especialmente pacientes con sindrome de ovario
poliquistico o a pacientes oncoldgicas.

MART (Medically treated AR): Sinénimo de Técnicas de reproduccidn asistida (TRA).

Masa Celular Interna (MClI) En inglés Inner Cell Mass (ICM), cuando se forma la blastula
o blastocisto, éste se compone de una capa de células
(trofoblasto) que rodean la cavidad (blastocele) y MCl que
es un conglomerado de células que se encuentra en un
extremo (polo embrionario). Las células de la MCI daran
lugar al feto y otras estructuras extraembrionarias como el
amnios, saco vitelino y alantoides.

Maternidad Subrogada La gestacion subrogada, maternidad subrogada, gestacion
por sustitucidn, vientre de alquiler o subrogacién es la
practica por la que una mujer gesta un hijo para otra
persona o pareja.

Media En matematicas y estadistica una media o promedio es una
medida de tendencia central. Este calculo representa por si
solo a todo un conjunto de medidas. La mayoria de veces
hablamos simplemente de media para referirnos a la media
aritmética.
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En el dmbito de la estadistica, la mediana representa el
valor de la variable de posicién central en un conjunto de
datos ordenados. Cuando una serie de datos no sigue una
distribucion normal se calcula la mediana en lugar de la
media aritmética.

Los medios de cultivo para la FIV y para las etapas iniciales
del desarrollo embrionario son aquellas substancias
complejas que proveen de nutrientes y otras sustancia
basicas al ovocito, zigoto y preembridn para su desarrollo in
vitro. Por lo general son medios de casas comerciales que
no suelen esta descritos a nivel cualitativo y cuantitativo.
Es un tipo de division celular implicada en la produccién de
los gametos por disminuir la carga cromosdmica de éstos de
células diploides a haploides. Proceso en el que una célula
diploide (2n) experimenta dos divisiones sucesivas para
generar cuatro células haploides (n).

Conjunto de herramientas estadisticas, que son Utiles para
sintetizar los datos de una coleccidn de estudios.

Es cualquier molécula utilizada, capaz o producida durante
el metabolismo.

Representa la coleccion de todos los metabolitos en una
célula, tejido, drgano u organismo que son producto de los
procesos celulares.

Es el estudio cientifico de los procesos quimicos que
involucran metabolitos. Es el "estudio sistematico de las
huellas Unicas que dejan los procesos celulares especificos
en su paso", es decir, el estudio del perfil de los metabolitos.
La metafase es la segunda fase de la mitosis y de la meiosis
que se situa después de la profase, se desintegra la
envoltura nuclear y aparecen los microtibulos del huso
acromatico (también llamado meidtico o mitdtico) que
provoca el alineamiento equilibrado de los cromosomas
debido a las fuerzas iguales y opuestas que se generan por
los cinetocoros hermanos.

Modificaciones epigenéticas: Modificaciones que sufre el
ADN para que sea expresado de manera diferencial en los
distintos tipos celulares o en distintas situaciones del
desarrollo o de requerimiento fisioldgico (expresion
génica).

Segunda metafase de la meiosis donde los cromosomas se
acomodan en la placa ecuatorial al igual que en la metafase
| (mitosis). En la metafase | las cromatidas se disponen en
haces de cuatro (tétrada) y en la metafase Il lo hacen en
grupos de dos (como en la metafase mitdtica).

Relne todas las modificaciones quimicas llamadas
metilacion de nuestro ADN. Las metilaciones sirven para
regular la expresion de los genes.
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Capa muscular de la trompa de Falopio constituida por un
plano externo de fibras musculares longitudinales y otro
interno mds espeso formado por células circulares.
Organulos celulares encargados de suministrar la mayor
parte de la energia necesaria para la actividad celular
(respiracion celular). Sintetizan ATP a partir de otros
sustratos (glucosa, acidos grasos y aminoacidos).

Un modelo animal es una especie no humana que se usa en
investigacion médica porque puede extrapolar aspectos de
una enfermedad humana. Los modelos animales permiten
obtener informacién sobre una patologia y cémo
prevenirla, diagnosticarla y tratarla. Usando animales, los
investigadores pueden realizar experimentos que serian
impracticables o no éticos si se hicieran en humanos.

Es una masa de células que se da como consecuencia de la
segmentacion del zigoto. Da lugar a una estructura que se
compone de 12 a 16 células. La mdrula aun conserva la zona
pelicida y la corona radiada del ovocito.

Molécula monomeérica organica que forma parte de los
acidos nucleicos. Resultan de la unién covalente entre una
base nitrogenada con una pentosa que puede ser ribosa o
desoxirribosa.

Combinacién de un nucledsido con un grupo fosférico
(acido fosférico) mediante determinadas quinasas de la
célula, produciendo nucleétidos, que son los componentes
moleculares basicos del ADN y el ARN.

Problema de fertilidad que se produce cuando las trompas
de Falopio estan tapadas y por tanto no permiten el paso a
su través. Hablamos de obstruccién unilateral cuando se
produce solo en una trompa y bilateral si ocurre en ambas.
También llamados organulos, organelos o elementos
celulares Son las diferentes estructuras suspendidas en el
citoplasma de una célula eucariota, que tienen una formay
unas funciones especializadas bien definidas vy
diferenciadas.

Medida para expresar la concentracion total (medida en
osmoles/litro) de sustancias en disoluciones usadas en
medicina. También llamada concentracién osmotica mide la
concentracion de solutos.

Es la medida de la actividad (de la expresidn génica) de miles
de genes simultaneamente, para crear una imagen global
de la funcioén celular.

Medida de posicidn usada en estadistica que indica, una vez
ordenados los datos de menor a mayor, el valor de la
variable por debajo del cual se encuentra un porcentaje
dado de observaciones en un grupo de observaciones.
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Se trata anion del acido pirdvico. Es una pequefia molécula,
de tan solo 3 carbonos, que resulta ser el eje central del
metabolismo celular de todos los seres vivos.

Estructura celular que se encuentra en el plano ecuatorial
de la célula, se forma alineamiento equilibrado de los
cromosomas en la linea media del huso que se debe a las
fuerzas iguales y opuestas que se generan por los
cinetocoros hermanos. Esta formada por los microtubulos
que encuentran a los cinetocoros en la prometafase y los
centrosomas situados en los dos polos de la célula. Este
alineamiento equilibrado se debe a las fuerzas opuestas de
la misma magnitud que se generan en los cinetocoros
hermanos. Los brazos cromosdmicos tienden a quedar
apuntando hacia la periferia de la célula y a colocarse
perpendicularmente a las fibras del huso. Los cinetocoros
que no estén anclados generan una sefial que activa el
punto de control de la division celular.

Mezcla de secreciones que se originan principalmente en el
epididimo vy las glandulas sexuales accesorias masculinas
que sirve como vehiculo de los espermatozoides. Tiene
funcién protectora de los espermatozoides dentro del
tracto reproductivo femenino ya que modula la respuesta
inflamatoria y sus proteinas protegen selectivamente a los
espermatozoides vivos para no ser fagocitados por los
leucocitos polimorfonucleados (PMN) presentes en el
Utero, también actua en el transporte y eliminacién de
espermatozoides muertos y finalmente participa de manera
importante en la maduracién final del espermatozoide a
través de cambios hormonales, enzimaticos y de
modificacion de la superficie de membrana espermatica.
Término que se aplica desde la fecundacién, formacién del
zigoto hasta el final de la octava semana de desarrollo
embrionario. A partir de la octava semana, el preembridn
pasa a denominarse feto.

Preembrién que adn no ha implantado en el endometrio
para dar lugar a la gestacion.

Preembrién que ha sufrido el proceso de compactacion
embrionaria.
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Preemclapsia Complicacién médica mas comun y peligrosa de la gestacién
que se asocia a hipertensién inducida durante el embarazo
y estd asociada a elevados niveles de proteina en la orina
(proteinuria) también se producen edemas en las
extremidades. Puede haber varias etiologias para Ia
preeclampsia aunque es posible que exista un componente
en la placenta que cause disfuncion endotelial en los vasos
sanguineos maternos de mujeres susceptibles. El signo mas
notorio de la enfermedad es una elevada presidn arterial y
el Unico tratamiento es el parto, siendo la induccién del
parto o la cesdrea los procedimientos mas comunes. Puede
aparecer hasta seis semanas posparto.

Procesos anabdlicos Son procesos metabdlicos de construccion, en los que se
obtienen moléculas grandes a partir de otras mas pequefias
por lo que se consume energia.

Proteoma Es la totalidad de proteinas expresadas en una célula
particular bajo condiciones de medioambiente y etapa de
desarrollo (o ciclo celular) especificas.

Profase | La Profase | de la primera division meidtica es la etapa mas
compleja del proceso. El ovocito entra en meiosis antes del
nacimiento, deteniéndose en la profase | hasta la entrada
en la pubertad. Los ovocitos primarios no avanzan su
division meidtica mas alld de la fase de diploteno |,
completandola finalmente en la etapa postpuberal.

Progesterona Es una hormona esteroide involucrada en el ciclo menstrual
femenino, el embarazo (promueve la gestacion) y la
embriogénesis, tanto en los seres humanos como en otras
especies. La progesterona pertenece a una clase de
hormonas llamadas progestagenos, y es el principal
progestageno humano de origen natural. Su fuente
principal son el ovario (cuerpo liteo) y la placenta, aunque
también puede sintetizarse en las glandulas adrenales y en
el higado.

Pronucleos Es el nucleo de los gametos. Posee la mitad del nimero de
cromosomas de los nucleos de las otras células no
reproductivas (dotacion haploide). Durante la fecundacion,
los pronucleos de un ovocito y un espermatozoide se
fusionan para crear el nucleo Unico del zigoto.

Proteinas de Choque Térmico (PCT) En inglés Heat Shock Proteins (HSP): Son un conjunto de
proteinas que producen las células tanto de organismos
unicelulares como pluricelulares, cuando se encuentran en
un medio ambiente que le provoca cualquier tipo de estrés.
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Las pruebas de significacion estadistica sirven para
comparar variables entre distintas muestras. Si la
distribucion de la muestra es normal se aplican los lamados
tests paramétricos. Si la distribucién no puede asumirse
normal se aplican las pruebas no paramétricas. Hay que
tener siempre en cuenta que los tests paramétricos son mas
potentes y dan mas informacién que los no paramétricos,
por lo que, si pueden usarse, se prefieren.

Es una base de datos de resumenes de literatura en el
campo de la psicologia. Es producido por la American
Psychological Association (APA) y distribuido en APA
PsycNET de la asociacion y a través de proveedores
externos.

Es un motor de busqueda de libre acceso a la base de datos
MEDLINE de citaciones y resumenes de articulos de
investigacidn biomédica. Ofrecido por la Biblioteca Nacional
de Medicina de los Estados Unidos.

También llamado secuestrante, o antagonista de metales
pesados, es una sustancia que forma complejos con iones
de metales pesados. A estos complejos se los conoce como
quelatos, palabra que proviene de la palabra griega chele
que significa "garra".

En medicina reproductiva es la paciente que recibe ovocitos
que provienen de una donante. Se fecundaran estos
ovocitos con espermatozides de su pareja o también de
donante y los preembriones generados se transfieren a la
paciente receptora para que implanten y den lugar a una
gestacion.

Nifios recién nacidos vivos obtenidos de gestaciones.

Supone la interrupcién selectiva del desarrollo de uno o
varios fetos en el primer trimestre de un embarazo miltiple
de alto riesgo (trillizos, cuatrillizos o mas). Es una practica
que se ha desarrollado con el auge de las técnicas de
reproduccién asistida.

En estadistica la regresion lineal o ajuste lineal es un modelo
matematico usado para aproximar la relacion de
dependencia entre una variable dependiente Y, las
variables independientes Xi y un término aleatorio €.
Fendmeno fisico basado en las propiedades mecanico-
cuanticas de los nucleos atédmicos. También son los
métodos cientificos que exploran este fendmeno para
estudiar moléculas (espectroscopia de RMN),
macromoléculas (RMN biomolecular), asi como tejidos y
organismos completos (imagen por resonancia magnética).
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Reticulo endoplasmatico Orgéanulo distribuido por todo el citoplasma de una célula
eucariota, la cual se representa como un complejo sistema
de membranas dispuestas en forma de sacos aplanados y
tubulos que estan interconectados entre si compartiendo el
mismo espacio interno. Intervienen en funciones
relacionadas con la sintesis proteica, metabolismo de
lipidos y algunos esteroides, asi como el transporte
intracelular.

Revision Bibliografica o articulo de Tipo de articulo cientifico que sin ser original recopila la

revisién informacion mds relevante sobre un tema especifico.

Riesgo relativo (RR) En estadistica y epidemiologia, el riesgo relativo es el
cociente entre el riesgo en el grupo con el factor de
exposicion o factor de riesgo y el riesgo en el grupo de
referencia (que no tiene el factor de exposicién) como
indice de asociacién. SE suele calular en estudios de
cohortes (prospectivos) y el ensayo clinico. Su férmula seria:
RR= incidencia acumulada en expuestos/incidencia
acumulada en no expuestos

Significacion estadistica En estadistica, un resultado o efecto es estadisticamente
significativo cuando es improbable que haya sido debido al
azar. Una ‘"diferencia estadisticamente significativa"
solamente significa que hay evidencias estadisticas de que
hay una diferencia; no significa que la diferencia sea grande,
importante o radicalmente diferente.

Sindrome de la descendencia gigante En animales, se sabe que ART produce fetos y recién
nacidos mas grandes (Large Offspring Syndrome, LOS) que
los concebido de forma espontdnea, lo que se debe, entre
otras causas, a defectos de programacién gendmica.

Sindrome de Hiperestimulacion Complicacion casi exclusivamente iatrogénica derivada de

Ovirica (SHO) la hiperestimulacién farmacolégica del ovario vy
desencadenada tras la administracion de la hormona
gonadotrofina coridnica (hCG), para los tratamientos de
reproduccidn asistida (TRA).

Subfertilidad Reduccién de las posibilidades para concebir en una pareja
en edad por una serie de trastornos. Las causas pueden ser
femeninas, masculinas o una combinacion de ambas. Se
refiere a las dificultades que presenta una pareja para
concebir hijos después de un afio manteniendo relaciones
sexuales habituales sin el uso de anticonceptivos.

Tamaiio muestral En estadistica el tamafio de la muestra es el nimero de
sujetos que componen la muestra extraida de una
poblacidn, necesarios para que los datos obtenidos sean
representativos de la poblacion.

Tasa de gestacion (TG) Porcentaje de pacientes que se quedan embarazadas por
ciclo de estimulacién realizado o por transferencia
embrionaria.
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Tasa de parto (TP)

Tasa de parto Gemelar (TPG)
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(TRA)
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Transferencia de un Unico preembrion
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Variables categoéricas

Variables categdricas binarias

Variables continuas
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Porcentaje de preembriones que se implantan en el Utero
después de la transferencia por ciclo de estimulacion
realizado o por transferencia embrionaria.

Porcentaje de pacientes que dan a luz por ciclo de
estimulacion realizado o por transferencia embrionaria.
Porcentaje de pacientes que dan a luz dos RNV por ciclo de
estimulacion realizado o por transferencia embrionaria.
Porcentaje de pacientes que dan a luz mas de dos RNV por
ciclo de estimulacién realizado o por transferencia
embrionaria.

Porcentaje de pacientes tienen un aborto por ciclo de
estimulacion realizado o por transferencia embrionaria.
Porcentaje de fetos o RNV por ciclo de estimulacidén
realizado o por transferencia embrionaria. La mortalidad
perinatal o muerte perinatal se refiere a la muerte del feto
o recién nacido desde las 28 semanas de embarazo hasta la
primera semana de vida.

La Reproduccion Asistida es el conjunto de técnicas vy
tratamientos médicos destinados a favorecer el embarazo
en caso de problemas de fertilidad masculinos, femeninos
o ambos. En los ultimos afios, esta disciplina médica ha
ayudado también a mujeres que afrontan la maternidad de
forma individual, sin pareja, y a parejas de mujeres, a ser
madres.

Examen clinico que se realiza al recién nacido después del
parto, en donde el pediatra, neonatélogo, matron/a o
enfermero/a certificado/a realiza una prueba en la que se
evalian cinco parametros (tono muscular, esfuerzo
respiratorio, frecuencia cardiaca, reflejos, y color de la piel)
para obtener una primera valoracion simple y clinica sobre
el estado general del neonato después del parto

Transferencia de dos preembriones.

Transferencia de los preembriones desvitrificados

obtenidos en laboratorio FIV.

En inglés Single Embryo Transfer (SET), es la transferencia
de un solo preembrién para evitar embarazo multiple.

Se denominan también variables cualitativas o variables de
atributos. Los valores de una variable categdrica son
categorias o grupos mutuamente excluyentes. Los datos
categoricos pueden tener o no tener un orden légico.
También conocida como variable dicotomica es una
variable categorica que puede tomar dos valores.

Los valores de una variable cuantitativa son nimeros que
suelen representar una medicion.
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Los ovocitos en profase |, que muestran vesicula germinal,
y no pueden ser utilizados en TRA debido a que tienen carga
cromosdmica diploide.

Técnica de congelacion muy poco agresiva para los
preembriones (comparada con las técnicas antiguas de
congelacién lenta), lo que permite tener tasas de
supervivencia embrionariay de gestacion muy elevadas.
Se denomina zona pelicida (ZP) a la capa externa que rodea
el ovocito de los mamiferos, separandole del espacio
perivitelino. Estd compuesta por varias glicoproteinas,
agrupadas en cuatro familias: ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 segln sus
propiedades inmunoldgicas y funcionales.

También se denomina cigoto, cigota, huevo o zigoto. Es la
célula resultante de la union del gameto masculino
(espermatozoide) con el gameto femenino (ovocito) en la
reproduccidn sexual de los organismos (animales, plantas,
hongos y algunos eucariotas unicelulares). La fusién de los
gametos va seguida de la fusién de los nucleos, con lo cual
resulta que el nucleo del cigoto posee dos juegos completos
de determinantes genéticos (cromosomas), cada uno de
ellos procedente del nucleo de un gameto. Su citoplasma y
sus organulos son siempre de origen materno al proceder
del ovocito.

informado entregado a los pacientes que participaron

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

CODIGO Y TiTULO DEL ESTUDIO: Eficacia clinica del uso de bajas concentraciones de oxigeno durante el

cultivo embrionario in Vitro.

INVESTIGADOR PRINCIPAL
Nombre y Apellidos: M2 José de los
b) Filiacidn: IVI-Valencia, IVI -Sevilla

¢) Email: mjdelossantos@ivi.es

d) Teléfono / Fax: +34 963050991 /

PROMOTOR: IVI Valencia

CENTRO: IVI-Valencia, IVI-Sevilla

Santos, P. Gadmiz, Pep Romero, Nicolas Prados.

+34 963050999.
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INTRODUCCION

Nos dirigimos a usted para informarle sobre una investigacidon que vamos a realizar y en la que se le invita
a participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica correspondiente, de

acuerdo a la legislacién vigente.

Nuestra intencion es que usted reciba la informacidn correcta y suficiente para que pueda evaluar y juzgar
si quiere o no participar en la investigacidn. Para ello lea esta hoja informativa con atencidn y nosotros le
aclararemos las dudas que le puedan surgir después de la explicacién. Ademas, puede consultar con las

personas que considere oportuno.

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacion en este estudio es voluntaria y que puede decidir no participar o cambiar
su decisidn y retirar el consentimiento en cualquier momento, sin que por ello se altere la relacién con su

médico ni se produzca perjuicio alguno en su tratamiento.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Los laboratorios de las clinicas IVl son laboratorios de alto rendimiento equipados con tecnologia de
vanguardia que permite que los embriones crezcan de forma adecuada hasta que sean de nuevo
transferidos al utero. Hoy en dia la tecnologia permite acercarnos mas a las condiciones fisioldgicas
uterinas al poder cultivar los embriones en ambiente de bajo oxigeno al igual que ocurre en el Gtero. El
objetivo del presente proyecto es conocer si cultivar los embriones en bajas concentraciones de oxigeno
(que son las concentraciones encontradas en el Utero), mejora la calidad de los embriones y por lo tanto

la posibilidad de gestacién. Para ello los embriones serdn divididos en dos grupos al azar y creceran

dependiendo del grupo en que les toque en las condiciones de cultivo habituales o en condiciones de baja
tensién de oxigeno.

Al mismo tiempo recogeremos los medios de cultivo donde han estado creciendo los preembriones los
cuales habitualmente se descartan una vez éstos se han transferidoy seran enviados a analizar mediante
una técnica denominada Infra Red spectroscopy (NIR) con el fin de saber mas sobre el comportamiento

de los preembriones en las diferentes condiciones de cultivo.
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APENDICES

BENEFICIOS Y RIESGOS DERIVADOS DE SU PARTICIPACION EN EL ESTUDIO

Los resultados de las investigaciones que se van a llevar a cabo en el presente proyecto podrian suponer
una mejora sustancial en los sistema de cultivo de Fecundacion in Vitro que aumentaria las posibilidades

de éxito de los tratamientos.

Tras la ejecucion del proyecto, y si los resultados son favorables, se prevé la modificacién de la

metodologia de cultivo en los laboratorio de IVI.

El cultivo de embriones en bajas concentraciones de oxigeno no representara un coste adicional ni riesgo

alguno para usted ni para los preembriones.

CONFIDENCIALIDAD

El tratamiento, la comunicacion y la cesidon de los datos de caracter personal de todos los sujetos
participantes se ajustard a lo dispuesto en la Ley Orgénica 15/1999, de 13 de diciembre de proteccién de
datos de cardcter personal. De acuerdo a lo que establece la legislacion mencionada, usted puede ejercer
los derechos de acceso, modificacidn, oposicion y cancelacion de datos, para lo cual debera dirigirse al

investigador o a su médico del estudio.

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

requerimiento legal.

Sélo se transmitirdn a terceros y a otros paises los datos recogidos para el estudio que en ningun caso
contendran informacién que le pueda identificar directamente, como nombre y apellidos, iniciales,
direccién, n2 de la seguridad social, etc. En el caso de que se produzca esta cesidn, serd para los mismos
fines del estudio descrito y garantizando la confidencialidad como minimo con el nivel de proteccién de

la legislacidn vigente en nuestro pais.

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

la legislacién vigente.
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APENDICES

COMPENSACION ECONOMICA

Su participacion en el estudio no le supondra beneficio econdmico ni gasto adicional al tratamiento que

se le practica en la clinica.

OTRA INFORMACION RELEVANTE

Cualquier nueva informacién relevante referente al estudio y que pueda afectar a su disposicién para
participar en el estudio, que se descubra durante su participacion, le sera comunicada por su médico lo

antes posible.

Si usted decide retirar el consentimiento para participar en este estudio, ningun dato nuevo serd afiadido
a la base de datos y, puede exigir la destruccion de todas las muestras identificables previamente
retenidas para evitar la realizacion de nuevos analisis. Al firmar la hoja de consentimiento adjunta, se

compromete a cumplir con los procedimientos del estudio que se le han expuesto.
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APENDICES

CONSENTIMIENTOS INFORMADOS

CODIGO/NOMBRE DEL ESTUDIO: Eficacia clinica del uso de bajas concentraciones de oxigeno durante el
cultivo embrionario in Vitro.

Cddigo del Estudio:
Yo (nombre y apellidos de la pareja)

Prestamos libremente nuestra conformidad para participar en el estudio y damos nuestro
Consentimiento para el acceso y utilizacion de nuestros datos en las condiciones detalladas en la hoja de

informacion.

Firma de los pacientes

Fecha:
Firma: Firma:
Diia: Don:

Firma del médico/investigador:

Nombre
Fecha: Este documento se firmara por duplicado quedandose una copia el investigador y otra el

paciente
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APENDICES

CONSENTIMIENTOS INFORMADOS

CODIGO/NOMBRE DEL ESTUDIO: Eficacia clinica del uso de bajas concentraciones de oxigeno durante el
cultivo embrionario in Vitro.

Codigo del Estudio:
Yo (nombre y apellidos de la pareja)

Prestamos libremente nuestra conformidad para participar en el estudio y damos nuestro
Consentimiento para el acceso y utilizaciéon de nuestros datos en las condiciones detalladas en la hoja de

informacion.

Firma de los pacientes

Fecha:
Firma: Firma:
Dia: Don:

Firma del médico/investigador:

Nombre
Fecha: Este documento se firmara por duplicado queddndose una copia el investigador y otra el

paciente

127






