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1. INTRODUCCION

Se estima que la infertilidad o esterilidad afecta al 15% de las parejas que intentan
concebir. Las alteraciones genéticas suponen una importante causa de esterilidad e
infertilidad, pudiendo ser responsables de un gran porcentaje de los defectos
congénitos que se observan en abortos espontaneos y recién nacidos (1). De hecho, la
aneuploidia es probablemente la principal causa de detencion del crecimiento
preimplantacional, fallo de implantacion y podria directamente conducir a casos de
aborto precoz, aborto tardio o nacimiento de un nifio afectado por una trisomia o

monosomia (2).

Gracias a los avances en el conocimiento de las bases moleculares de diversas
enfermedades y del desarrollo de nuevas tecnologias utilizadas en el estudio del
DNA, se han podido establecer aproximaciones diagnosticas precoces y de mayor
exactitud para un importante nimero de patologias congénitas ademas de identificar

a pacientes con riesgo elevado de procrear descendencia afectada (1).

El objetivo principal del diagnostico genético preimplantacional es el diagndstico
precoz de enfermedades genéticas para poder ofrecer a familias de alto riesgo de
transmision de patologias hereditarias una opcion reproductiva (1). Durante mas de
20 afos, el screening genético preimplantacional (PGS) ha sido utilizado con el
proposito de seleccionar embriones con el mayor potencial de desarrollo para

mejorar los resultados de las técnicas de reproduccion asistida (2).
1.1.  REVISION HISTORICA

El éxito de la fecundacion in vitro (FIV) se basa, en parte, en la seleccion de
embriones viables. Durante decadas, la seleccion de los embriones mas competentes
para transferir se ha realizado teniendo en cuenta Unicamente criterios morfologicos.
Sin embargo, los resultados no fueron los esperados debido, probablemente, a que
muchos de los embriones morfolégicamente normales eran aneuploides,

especialmente aquellos provenientes de mujeres de edad avanzada (3).



Esta pobre correlacion entre la morfologia del embrion y estatus cromosomico
condujo a la introduccion del PGS, técnica que podria asesorar sobre la constitucion
numérica de cromosomas de los embriones antes de la transferencia (3). Por esta
razén, basédndose en la hipotesis de que la seleccion de ovocitos y embriones
euploides durante el proceso de reproduccion asistida podria conducir a mejores
resultados de las técnicas de reproduccion asistida, se introdujo finalmente en 1993 el
PGS (2).

Al contrario de lo esperado, después de 15 afios se ha demostrado que la primera
generacion de PGS era inefectiva mejorando los porcentajes de embarazos y
reduciendo los porcentajes de abortos. Estos resultados se podrian explicar por las
siguientes causas: 1) el dafio causado al embridn durante la biopsia en dia 3, 2) la
limitada informacion obtenida mediante la hibridacién fluorescente in situ (FISH) y,
3) el alto porcentaje de mosaicismo, es decir, de la presencia de una mezcla de lineas

celulares euploides y aneuploides en embriones de tres dias.

Teniendo en cuenta lo mencionado previamente, se ha introducido un nuevo PGS, el
denominado PGS 2.0., que se caracteriza por la biopsia del corpusculo polar (PB) o
biopsia del trofoectodermo, en vez de la biopsia en dia 3, y evaluacién completa de
los 23 cromosomas, en vez de la limitada informacion proporcionada por la FISH de

un solo conjunto de cromosomas (2).

1.2.  INDICACIONES DEL DIAGNOSTICO GENETICO
PREIMPLANTACIONAL

Como se ha sefialado previamente, para mejorar los resultados clinicos, el PGS ha
sido propuesto a parejas infértiles que estan en un tratamiento de reproduccién

asistida. Las principales indicaciones son las siguientes:

- Edad materna avanzada, generalmente definida como edad materna mayor de
38 arios (1) (2) (4).

- Fallo repetido en la implantacion, definido como tres o mas transferencias de
embriones morfologicamente de alta calidad sin que se haya producido
embarazo (1) (2) (4).



- Aborto recurrente de causa desconocida en pacientes con cariotipos normales
(mas de dos abortos previos) (1) (2) (4).

- Factor masculino severo, es decir, pardmetros anormales del semen (2) (4).

En todos estos grupos de pacientes se presume un aumento del porcentaje de
aneuploidia, pero el beneficio del PGS 2.0 no ha sido todavia adecuadamente

demostrado en ensayos clinicos controlados aleatorizados (2).
1.3.  TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA

La FIV se define como la unién de un 6vulo con un espermatozoide fuera del
organismo materno con el objetivo de obtener un embrion viable que se implante
posteriormente y pueda dar lugar a una gestacion a término, y cuyas técnicas
principales son la fecundacion in vitro tradicional y la inyeccion espermatica

intracitoplasmatica (ICSI) (1).

Una vez se ha realizado la fecundacion, el cigoto suele cultivarse en la nueva
tecnologia denominada Embryoscope, que permite determinar los patrones
embrionarios de consumo de oxigeno, que es el mejor indicador de actividad
metabdlica, junto con los patrones de desarrollo embrionario (1). De esta manera, se
obtiene informacion adicional de los embriones durante su cultivo ordinario para la

posterior seleccién del mejor momento para realizar la biopsia embrionaria.



Figura 1: Etapas desarrollo embrionario.

Desarrollo embrionario: 1) fecundacion, 2) 4 células, 3) 8 células, 4) 12 células, 5) mérula, 6) y 7)
blastocisto.

Es fundamental utilizar estrategias que mejoren las condiciones de cultivo
embrionarias y con ello la calidad del embrién. Independientemente del sistema que
se emplee para el cultivo, éste debe ser capaz de mantener estables los parametros de
pH, osmolaridad y temperatura (5). Una posible estrategia de interés es la utilizacion
de sistemas de cultivo que permitan el continuo cambio del medio de cultivo, basada
en la tecnologia microfluidica. EI Chip para el cultivo embrionario es uno de los
sistemas que puede aplicar esta tecnologia, de manera que el cambio del medio es
automatizado, sometiendo al embrion a un menor estrés, y por tanto, aumentado las

probabilidades de gestacion (1).



1.4.  TIPOS DE BIOPSIA

1.4.1. Biopsia embrionaria en dia 3

La biopsia embrionaria (dia 3) se realiza después de que la meiosis se haya
completado, por lo que tanto los errores meidticos maternos como los paternos
deberian ser detectados. Podria también detectar algunos errores mitdticos, pero
teniendo en cuenta que solamente se realiza una biopsia normalmente, la deteccion
de mosaicismo es altamente variable y dependera de que porcién del embrién esté
afectada (6).

La biopsia embrionaria se realiza tipicamente el dia 3 del desarrollo in vitro, y
permite al laboratorio de diagnéstico entre dos y tres dias de estudio, aungue la
mayoria de las técnicas genéticas proporcionan resultados en las primeras 24 horas.
Teniendo en cuenta que la mayoria de laboratorios de IVF no tienen su propio
laboratorio de genética, esto permite que el material de la biopsia sea trasladado al
laboratorio de referencia, que se realice el analisis y que el resultado sea comunicado

al centro a tiempo para la transferencia en fresco (6).

Como se ha mencionado previamente, el mosaicismo, que se caracteriza por la

presencia de una mezcla de lineas celulares euploides y aneuploides, representa una
limitacién en el cribado de posibles aneuploidias en el embrién. Se estima que el
29% de todos los embriones estan afectados por este fendmeno, y estos embriones se
implantan infrecuentemente. Algunos autores defienden que el porcentaje de
mosaicismo en embriones es similar al hallado en el estado de blastocisto. Otros, sin
embargo, han observado diferencias en los resultados obtenidos en biopsias de
blastocistos versus aquellas biopsias obtenidas del mismo embrién pero en dia 3.
Este Gltimo hallazgo podria tener muchas posibles explicaciones, incluyendo la falta
de diagnostico de mosaicismo por errores de laboratorio, pero también se ha

planteado la existencia de una probable auto-correcién embrionaria (6).
1.4.2. Biopsia de blastocisto (dia 5)

La biopsia de blastocisto esta siendo muy empleada actualmente por sus evidentes
ventajas: 1) menor dafio al embrién, 2) mayor obtencion de material genético para



analizar, ya que se obtienen 6-10 células por biopsia y 3) menor porcentaje de
mosaicismo (2) (7). Ademas, parece que la transferencia en estado de blastocisto
presenta mayores tasas de implantacion (8). Sin embargo, no se deben olvidar las
desventajas de esta técnica: 1) mayor tiempo de cultivo, 2) el riesgo de cancelar
ciclos y 3) posibles efectos epigenéticos por cultivo in vitro prolongado (8).

El dia de realizacion de la biopsia de blastocisto varia ampliamente, desde el
comienzo del dia 5 (115-116 horas) hasta el dia 6 (142-150 horas), e incluso el dia 7
(7), lo que podria resultar un problema en algunos casos por incompatibilidad

horaria.

Para poder realizar este tipo de biopsia es necesario previamente realizar la rotura de
la zona pellucida mediante laser el dia 3 6 4. Esta es una técnica rapida que realiza
agujeros en la zona pellucida de manera controlada y estandarizada, permitiendo la
herniacion del embrion a los dos dias de haberse realizado la técnica. La herniacion
de la llamada masa interna no es considerada un problema ya que ocurre en menos
del 10% de los blastocistos biopsiados y en todo caso podria resolverse realizando

otro agujero en la parte opuesta al anterior (7).

La biopsia se realiza habitualmente en el medio de cultivo estandar, libre de Ca®* y

Mg®* ya que se considera que asf se evita un posible estrés adicional al embrion (7).

Figura 2: Imagen de las biopsias embrionarias en dia 3 y en dia 5.
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Tabla 1: Ventajas y desventajas de la biopsia embrionaria en dia 3 y la biopsia de blastocisto (dia 5).

Biopsia dia 3 Biopsia dia 5
PROS CONTRAS PROS CONTRAS
Posibilidad de transferir | Parece que menor tasa | Trofoectodermo es | Cultivo prolongado (se
en fresco de embarazo extraembrionario desconocen las

implicaciones)

Técnica mas sencilla | Mayor dafio al embrion | Se obtiene mas material | Formacion de

para los embri6logos (se retira mas material). | genético con una sola { embritlogos para
muestra realizar la biopsia

No hay necesidad de | Mosaicismo Menor mosaicismo que | Laser

usar el laser (supone un endia 3

coste mayor)

Posible seleccion | Necesidad de combinar
natural (mayor % de | latécnica de biopsiay la
euploides), evita | vitrificacion

diagnostico indtil

1.4.3. Biopsia de corpusculo polar

Esta es una opcion existente pero no bien estudiada, a pesar de que tiene un gran
namero de factores que la hacen atractiva. De los ocho embridlogos que participaron
en el articulo ‘The why, the how and the when of PGS 2.0: current practices and
expert opinions of fertility specialists, molecular biologists, and embryologists’ solo
tres reportaron que la utilizaban (7).

El material se obtiene en un primer momento del proceso de FIV, lo que permite un
mayor tiempo para el analisis de laboratorio. Ademas, este tipo de biopsia solo
involucra al corpusculo polar, no requiriendo la renovacion de ninguna porcién del
embrion posteriormente, por lo que es considerada menos invasiva que el resto de

biopsias (6).



A pesar de todas las posibles ventajas, no debemos olvidar la naturaleza de la
informacidn proporcionada por este tipo de biopsia. El principal inconveniente, es
por tanto, que solo permite comprobar las aneuplodias mei6ticas de origen materno.
Es decir, no se podran identificar las anormalidades paternas ni los errores mitéticos
post-cigoticos. Ademas, en ciertas ocasiones los corpusculos polares se encuentran
fragmentados, y esta situacion podria inducir a informacion ambigua o errénea (2).

El coste de esta técnica es otro gran inconveniente (7).
1.4.4. Aspiracion del fluido de blastocisto

Es otra manera de obtener material genético del embridn pero su fiabilidad esta
todavia por evaluar (2), ya que no se ha establecido la correlacion entre el DNA de

fluido y el estatus cromosomico del embrién (7).
1.5.  ANALISIS GENETICO

Una vez se ha obtenido el material genético, éste ha de ser analizado, para lo que se
pueden utilizar diferentes técnicas: 1) la hibridacién fluorescente in situ (FISH) y la
PCR cuantitativa (QPCR), que no requieren un paso de preamplificacion y 2)
hibridacién genémica comparativa en metafase (MCGH), array CGH (aCGH), arrays
de polimorfismos de un Unico nucleétido (SNP), next generation sequencing (NGS)
y secuenciacion masiva paralela (MPS), que requieren un primer paso de

amplificacion de todo el genoma (WGA) (2).

a. FISH: es una técnica que permite el andlisis de un nimero limitado de
cromosomas, habitualmente de 9 cromosomas. Posibilita la deteccién de
aproximandamente el 83% de aneuploidias en abortos espontaneos (1). Sin
embargo, esta técnica tiene una sensibilidad escasa y las aneuploidias pueden
ocurrir en cualquiera de los 24 cromosomas en los embriones preimplantados,
razon por la cual esta técnica esta quedando obsoleta (3).

b. gPCR: se trata de una técnica rapida y barata ya que no requiere WGA. Otra
posible ventaja es que se pueden introducir facilmente primers adicionales
que permiten estudiar alteraciones de un solo gen, deleciones y duplicaciones

pequenas, alteraciones mitocondriales o translocaciones no balanceadas (8).



c. Array CGH: es una técnica diagndstica accesible que permite el analisis de
los 24 cromosomas en biopsias tanto de dia 3 como de dia 5. Ademas se
puede emplear para identificar embriones no balanceados en portadores de
translocaciones Robertsonianas y reciprocas, con una resolucion de hasta
6MB en biopsias de trofoectodermo (9).

d. SNP: al igual que la técnica anterior, tiene la desventaja de que es tiempo
para obtener los resultados es largo y que tiene un alto coste (9).

e. NGS: ofrece numerosas ventajas: 1) reduce el coste del andlisis genético, 2)
permite la deteccion de aneuploidias parciales o segmentarias como resultado
de su potencial aumentado, 3) posibilidad de deteccion de mosaicismo en
muestras multicelulares y 4) potencial de automatizacion para minimizar el
error humano, reducir el tiempo de trabajo y aumentar la consistencia (3) (9).
El NGS ha demostrado ser un método fiable para el screening de
aneuploidias de embriones en estado de blastocisto, permitiendo la
identificacion y transferencia de embriones euploides, cuyo resultado es una
gestacién en evolucion (3) (9). El screening basado en el NGS tiene una gran
resolucion y permite una deteccion precisa de desequilibrios tan pequefios
como 14Mb (3).

La reduccion de los costes de secuenciacion permite una mayor profundidad
de lectura por muestra por el mismo precio, por lo que la aplicacion del NGS
también puede permitir la evaluacion simultanea de trastornos de un solo gen
y translocaciones de la misma biopsia sin la necesidad de mdaltiples

plataformas tecnoldgicas (3).

Todas estas caracteristicas proporcionan una oportunidad Unica de recudir los
costes asociados al PGS y promover un mayor acceso a mas pacientes (3).

Todos estos métodos se emplean para el estudio de aneuploidias completas o
parciales de los cromosomas. La minima deteccion para anormalidades segmentarias
no es la misma para todos los métodos, ni tampoco para la deteccion de mosaicismo

en muestras multicelulares. Esto es realmente importante ya que es un tema de
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debate si los porcentajes de aneuploidia en muestras de trofoectodermo son un reflejo

verdadero de los porcentajes en la masa celular interna (2).

Figura 3: Todos los aspectos del diagnéstico genético preimplantacional.
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realizar las pruebas de analisis genético necesarias.

Todos los aspectos del diagndstico genético preimplantacional (PGS). La biopsia se puede
realizar en tres estadios diferentes: biopsia del corpusculo polar en el ovocito, biopsia de una o
dos blastémeras en el estadio de escision, o biopsia del trofoectodermo en el estadio de
blastocisto. También se puede aspirar una pequefia cantidad de fluido del blastocisto. Las
muestras se puede analizar usando diferentes tecnologias: 1) FISH y gPCR que no requieren
WGA vy 2) técnicas que requieren WGA como mCGH, aCGH, SNP y MPS. Solo se transfieren
los embriones euploides, algunas veces después de haber sido vitrificados para poder permitir

1.6. TRANSFERENCIA

La transferencia embrionaria (TE) intrauterina se define como el proceso mediante el

cual se deposita en el Gtero los embriones generados mediante un proceso de

fecundacion in vitro (1).

Actualmente parece que el método mas empleado esta empezando a ser el elective

single embryo transfer, en el cual se utilizan embriones vitrificados. La transferencia
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en dia 3 estd perdiendo importancia por el incremento de las biopsias de

trofoectodermo, las cuales requieren transferencia en dia 5 (2).

Figura 4: Esquema de la transferencia embrionaria en dia 3.

Esquema de la transferencia embrionaria en dia 3. Arriba a la izquierda se observa un Utero en una
imagen ecografica. Abajo a la izquierda un embridn en el tercer dia del desarrollo.

El éxito de la implantacién no solo depende de la calidad embrionaria, también
depende de la receptividad endometrial y del microambiente en la cavidad uterina
durante el periodo peri-implantacional. La ventana de implantacion 6 fase receptiva
del ciclo menstrual ocurre entre los dias 6 y 10 tras la ovulacion, y cualquier
alteracion en el tiempo de desarrollo del endometrio en cada ciclo estd altamente
implicada en fallos de la FIV. De hecho, un estudio reciente ha demostrado que en
pacientes de buen prondstico, el 30% de la transferencia de embriones euploides en
fresco no resulta en embarazo (10), probablemente debido a un mal estado del

endometrio.



12

Figura 5: El ambiente en la implantacion.
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El ambiente en la implantacion. El embrién entra en la cavidad uterina en estado de blastocisto. Gracias
al microambiente de la cavidad uterina, el blastocisto se apoya en él y posteriormente penetra el epitelio
del endometrio. Posteriormente, las células del trofoectodermo invaden la lamina basal para finalmente
alcanzar las células estromales. Estas Ultimas, mediante la secrecion de citocitas y otros factores, dirigen
la decidualizacién, atraen macrofagos (M) y células natural killers (NK) a la region, y guian la invasion que
realizan las células del trofoblasto a través de la decidua. Algunas de las células del trofoblasto finalmente
penetran y remodelan la vasculatura para proveer vasos sanguineos necesarios para el flujo sanguineo
para el embarazo.

La vitrificacion es una técnica de enfriamiento ultrarrapido y su reciente introduccion
como un método efectivo de criopreservar embriones se ha convertido en un

importante avance en los laboratorios de reproduccion asistida (9).

Actualmente parece que la transferencia de embriones vitrificados esta cada vez
desplazando més a la transferencia en fresco. Esto se debe principalmente a los
avances en los métodos de vitrificacion y al descenso de la morbilidad y mortalidad
tanto materna como fetal, sobre todo por la prevencién del sindrome de

hiperestimulacién ovarica (9).



Tabla 2: Resumen del proceso de diagndstico genético preimplantacional.
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Biopsia dia 3 Biopsia dia 5

1.Estimulacion ovarica controlada
2.Puncién y extraccién de ovocitos
3.ICSI

4 Biopsia de una blastémera y envio de la célula
para su andlisis (dia 3)

5.Cultivo de laboratorio hasta dia 5

6.Recepcion de los resultados de analisis genético.
Valoracién de la evolucion embrionaria (dia 5)

Requisitos para transferir:
e Embrién normal cromosémicamente
e Correcta evolucion

Vitrificacién de embriones normales sobrantes

1.Estimulacién ovarica controlada

2.Puncién y extraccién de ovocitos
3.ICSI

4 Hatching asistido (dia 3)

5.Cultivo embrionario hasta dia 5

6.Biopsia de trofoectodermo y envio de éste para su
analisis cromosoémico (dia 5-6)

Vitrificacion embrionaria a espera del resultado

En caso de embriones normales preparacion del
endometrio para transferencia en diferido
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2. OBJETIVOS DEL ESTUDIO

En este momento hay un gran debate entre los diferentes grupos que se dedican a
Reproduccién Asistida sobre cuél es el mejor momento para la realizacion de la
biopsia embrionaria. En este tema, ademas de cuestiones puramente cientificas, se
unen intereses econdémicos y la mayor o menor dotacion tanto humana como de

material de las diferentes unidades.

Por esta razon, el principal objetivo de este trabajo es comparar los resultados
clinicos de las biopsias embrionarias en dia 3 versus biopsias en blastocistos (dia 5)
realizadas en la clinica 1V Bilbao desde enero de 2016 hasta diciembre de 2016. Con
los resultados obtenidos se pretenden establecer las indicaciones clinicas de ambos

procedimientos.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1 DISENO DEL ESTUDIO

Este trabajo se trata de un estudio retrospectivo en el que se comparan los resultados
clinicos de las biopsias embrionarias en dia 3 y de las biopsias embrionarias en dia 5.
Para su realizacion se recogieron los resultados obtenidos de biopsia embrionaria en
dia 3 y biopsia embrionaria en dia 5 de la clinica IVI Bilbao desde enero de 2016
hasta diciembre de 2016.

La medida primaria de resultado fue la tasa de gestacién, y las medidas secundarias
de resultado incluian la tasa de normalidad y la tasa de supervivencia de los

embriones estudiados.

La poblacion de estudio estaba constituida por 255 pacientes que acudieron al centro
IV Bilbao desde enero de 2016 hasta diciembre de 2016 para realizar un tratamiento
de FIV. En la consulta previa al tratamiento, todas las pacientes recibieron consejo
genético sobre los riesgos y beneficios de realizar el screening genético
preimplantacional (PGS).

3.2 BIOPSIA EMBRIONARIA EN DIA 3

105 pacientes fueron candidatas para la realizacion de biopsia en dia 3. Los criterios
de seleccion fueron los siguientes: 1) edad materna avanzada, 2) fallo repetido de la
implantacion, 3) aborto recurrente de causa desconocida en pacientes con cariotipos
normales, y 4) factor masculino severo. La media de edad de las pacientes fue de

37,5 anos.

En primer lugar se realiz6 el tratamiento de estimulacion ovarica controlada. Una
vez el estado madurativo de los ovocitos era adecuado, se procedio a la puncion y
extraccion de ovocitos asistida por control ecografico. La fecundacion in vitro se

realizd mediante inyeccidn espermatica intracitoplasmatica (ICSI).



16

Figura 6: Inyeccién espermética intracitoplasmatica.

Inyeccion espermatica citoplasmatica (ICSI). Arriba:
foto macroscopica del procedimiento. Abajo: foto
microscopica del procedimiento (se observa el ovocito
sujetado por una pipeta mientras es inyectado).

El dia 3 del desarrollo se realizé la biopsia de 625 embriones de 105 pacientes. Los
embriones fueron colocados en una placa de micromanipulacion calefactada (37°C).
Mediante el empleo de una pipeta de sujecién, el embrién fue girado de modo que la
blastobmera con el ndcleo claro y diferenciado quedaba en la posicién de las 3 en
punto. Utilizando un laser infrarrojo se realizd un orificio de 20-25um en la zona
pellucida adyacente a la blastomera que se iba a retirar. La blastomera deseada se
aspird suavemente con una pipeta de biopsia mientras se evitaba el contacto o la
interrupcién de las células restantes del embridn, y después se colocd en un tubo de
PCR de 0,2ml tras haber sido lavada en solucion salina tamponada con fosfato
estéril (PBS).
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Figura 7: Fotografia de biopsia embrionaria en dia 3.

El material se envié para su analisis cromosdmico mediante Next Generation
Sequencing. Los embriones fueron cultivados hasta el dia 5 a una temperatura de
37°C, 6,0% de CO2, 5% de O2 y 89% de N2, en gotas de cultivo secuencial bajo
aceite y se evaluaron diariamente hasta el estado de blastocisto. Posteriormente
fueron vitrificados. De los 625 embriones biopsiados en dia 3, 100 resultaron

normales (tasa de normalidad de 16,00%).

Una vez recibidos los resultados del andlisis genético se seleccionaron para transferir
un maximo de dos embriones euploides que hubieran presentado una correcta
evolucion embrionaria y se desvitrificaron (la tasa de supervivencia tras la
desvitrificacion fue del 87,00%). La tasa de gestacion fue del 60,60% y la tasa de
implantacion del 50,00%.

3.3 BIOPSIA DE BLASTOCISTO EN DIA 5

150 pacientes fueron candidatas para la realizacién de biopsia en blastocisto. Los
criterios de seleccién para realizar la biopsia en dia 5 fueron: 1) indicacion (edad
materna avanzada, fallo repetido de la implantacién, aborto recurrente de causa
desconocida en pacientes con cariotipos normales y factor masculino severo) y 2)
rebiopsia por biopsias de embriones que se obtuvieron en dia 3 y no tuvieron
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informacién concluyente para dar un resultado. De las 150 pacientes, 113 se
seleccionaron por indicacién y 37 se eligieron para rebiopsiar. La media edad de las

pacientes fue de 38 afios.

En primer lugar, al igual que en el proceso para posteriormente realizar la biopsia
embrionaria en dia 3, se realiz6 el tratamiento de estimulacion ovéarica controlada.
Una vez el estado madurativo de los ovocitos era adecuado, se procedid a la puncion
y extraccion de ovocitos asistida por control ecografica. La fecundacion in vitro se

realiz6 mediante inyeccion espermatica intracitoplasmatica (ICSl).

El dia 3 del desarrollo se realizo el hatching asistido mediante laser, y se procedio al
cultivo de los embriones a una temperatura de 37°C, 6,0% de CO2, 5% de 02 y 89%
de N2, en gotas de cultivo secuencial bajo aceite y se evaluaron diariamente hasta el

estado de blastocisto.

Figura 8: Fotografia de embrién en el tercer dia del desarrollo con un agujero en la zona pellucida

(flecha) tras la realizacion del hatching asistido mediante laser.

El dia 5 0 6 se realizo la biopsia de trofoectodermo de 548 blastocitos (de los cuales,
153 fueron desvitrificados) de las 150 pacientes. La muestra de 6-10 células fue
aspirada mediante una pipeta de biopsia y separada del resto de células usando un

laser. Todos los procesos de biopsia se realizaron en gotas de medio tamponado
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superpuestas con aceite mineral en la placa calefactada de un microscopio, equipado
con herramientas de micromanipulacion. Tras la biopsia, las células de
trofoectodermo biopsiadas fueron lavadas en solucion salina tamponada con fosfato
estéril (PBS) y colocadas en tubos de PCR de 0,2ml.

Figura 9: Fotografia de biopsia de blastocisto en dia 5

El material se envié para su andlisis cromosdmico mediante Next Generation
Sequencing, y se vitrificaron los blastocistos a la espera de los resultados. De los 548
blastocistos biopsiados, 291 resultaron normales (tasa de normalidad de 53,10%).
Se seleccionaron para transferir un maximo de dos blastocistos euploides basandose

en criterios morfologicos y se desvitrificaron previos a la transferencia.

La tasa de supervivencia de embriones tras la desvitrificacion fue del 90,20% vy la

tasa de gestacion de 67,24%.
3.4 DEFINICIONES CLINCIAS

El término gestacion se defini6 como la presencia de de un saco intrauterino
gestacional con actividad cardiaca fetal documentada mediante ultrasonidos. La
ausencia de un embarazo identificable en el examen de ultrasonidos a pesar de un

test de embarazo positivo se denominé pérdida bioguimica del embarazo.
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La tasa de gestacion se definio como el nimero de gestaciones entre el numero de
embriones transferidos, y la tasa de gestacion evolutiva como la resta entre tasa de
gestacion y la tasa de aborto. La tasa de supervivencia se calculé basadndose en el
ndmero de embriones que sobrevivieron a la desvitrificacion entre el total de
embriones vitrificados, y la tasa de normalidad basandose en el numero de
embriones biopsiados que resultaron genéticamente normales entre el numero de

embriones biopsiados en total.
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4. RESULTADOS

Se biopsiaron y analizaron un total de 1173 embriones (625 biopsiados en dia 3 y
548 biopsiados en 5) de 255 pacientes procedentes de la clinica I\VI Bilbao. La media
de edad de las 105 pacientes cuyos embriones fueron biopsiados en dia 3 fue de 37,5
afios. La media de edad de las 250 pacientes cuyos embriones fueron biopsiados en

estado de blastocisto (dia 5) fue de 38 afios.
4.1. TASA DE NORMALIDAD

De los 645 embriones biopsiados el dia 3 del desarrollo 100 resultaron euploides
(tasa de normalidad del 16,00%). En el grupo de embriones biopsiados el dia 5 del
desarrollo se encontré una mayor proporcion de embriones euploides (291 embriones

euploides de los 548 embriones analizados, tasa de normalidad del 53,10%).

Como se puede observar, el nimero de embriones biopsiados el quinto dia es menor
que el de los embriones biopsiados el tercer dia del desarrollo, a pesar de que el
namero de pacientes a cuyos embriones se les realiz6 esta Gltima técnica eran menos
de la mitad que las pacientes candidatas a la primera. Esto sugiere que no todos los
embriones alcanzan el estado de blastocisto, debido, probablemente, a una posible
seleccién natural, lo que se traduce en una importante reduccion del trabajo de los
embridlogos, evitando asi el diagndstico inutil. Ademaés, la tasa de normalidad es
mayor en los blastocistos biopsiados, es decir, la aneuplodia es menor, lo que

sustenta la teoria de la posible seleccion natural.
4.2. TASA DE SUPERVIVENCIA TRAS LA DESVITRIFICACION

La tasa de supervivencia tras la desvitrificacién de la biopsia embrionaria en dia 3
fue del 87,00%, y la de la biopsia embrionaria en dia 5 del 90,00%. La diferencia en
la supervivencia tras la desvitrificacion es minima ya que se han producido grandes
avances en los métodos de criopresevacion de embriones, convirtiéndose en un

método efectivo y seguro para conservarlos.
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4.3. TASA DE GESTACION

La tasa de gestacion de la biopsia embrionaria en dia 3 fue del 60,60%, y la de la
biopsia de blastocisto en dia 5 del 67,24%. La mejora de los resultados de la tasa de
gestacion puede deberse a: 1) la disminucion de los fallos de la amplificacidn
genética gracias a una mayor cantidad de material para analizar (6-10 células), 2)
compensacion del mosaicismo al extraer un mayor nimero de células, y 3) la
extraccion de células extraembrionarias, siendo menos perjudicial para el embrion

que la biopsia embrionaria en dia 3.

Tabla 3: Resumen de los resultados.

Biopsia embrionariadia3  Biopsia embrionaria dia 5

Numero de pacientes 105 250 255
Edad media de las 37,5 afios 38 afios

pacientes

Numero de embriones 625 548 1173
biopsiados

Tasa de normalidad 16,00% 53,10% p<0,05
Tasa de supervivencia 87,00% 90,20% p>0,05
Tasa de gestacion 60,60% 67,24% p>0,05
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5. DISCUSION

En el ambito del diagnostico genético preimplantacional (PGS) hay un continuo
debate sobre el momento Gptimo para la realizacion de la biopsia embrionaria como
consecuencia de la falta de la comprension completa de la génesis de embriones
aneuploides humanos, que son los causantes de una gran parte de la falta de éxito de
los tratamientos de FIV (11). La habilidad para prevenir gestaciones con embriones
aneuploides permite a muchas pacientes evitar la carga fisica y emocional que
conlleva un aborto involuntario, a pesar que de la aneuploidia no es la Unica causa de

aborto y esta estrategia de seleccion no eliminaria por completo los abortos (12).

Sin embargo, es importante mencionar que la mayor parte de los datos citogenéticos
obtenidos durante las investigaciones del PGS se obtienen a través del analisis de
células en puntos concretos del periodo de preimplantacion, por lo que suele existir

una de falta informacién fundamental previa o posterior del analisis (11).

Como se puede observar en los resultados, este estudio retrospectivo demuestra que
la tasa de gestacion tras la realizacién de biopsia embrionaria en dia 5 es mayor que

tras la realizacion de la biopsia embrionaria en dia 3.

Estos resultados son compatibles con los resultados de un ensayo clinico aleatorizado
y apareado, cuyo objetivo era determinar si la biopsia embrionaria en dia 3 y la
realizada en dia 5 afectaban a la competencia reproductiva. Para ello, seleccionan dos
embriones para trasferir, uno era aleatorizado para la realizacion de la biopsia y el
otro para control, y posteriormente ambos eran transferidos. Los resultados
demostraron que la biopsia de blastdmeras en el tercer dia del desarrollo resulta en
una reduccién significativa de la implantacion mantenida. La tasa de implantacion
mantenida tras la biopsia de blastocisto, sin embargo, fue equivalente a la de los
blastocistos control (13). Es importante remarcar que este estudio no comparaba el
impacto de la biopsia embrionaria en dia 3 versus la biopsia de trofoectodermo en dia
5. Los embriones a los que se les habia realizado la biopsia en dia 3 se comparaban
con su embridn control del dia 3 y los embriones a los que se les habia realizado la

biopsia en dia 5 con su control respectivo.
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En otro estudio clinico aleatorizado sobre la FIVV con la transferencia de un dnico

blastocisto euploide, se concluyé que, en mujeres menores de 42 afios, transferir un
solo blastocisto euploide proporcionaba tasas de gestacion evolutiva equivalentes a
las proporcionadas por haber transferido dos blastocistos no analizados previamente,
ademas de reducir considerablemente el riesgo de un embarazo gemelar. Mejorando
la seleccidn del embrion para la primera transferencia, se obtienen excelentes tasas
de embarazo en curso. Parece que la mejor manera de obtener el material para el
analisis y posterior seleccion es la biopsia en el quinto dia del desarrollo
embrionario, que implica la extraccion de células extraembrionarias destinadas a
formar la placenta y las membranas, siendo mas segura y precisa que la biopsia

embrionaria en el tercer dia (12).

Estos dos ensayos clinicos apoyan los resultados de un estudio observacional
retrospectivo publicado en 2016, en el que se concluyd que transferir blastocistos
euploides aumentaba significativamente las tasas de implantacién, vy

consecuentemente, el éxito de nacimientos vivos en pacientes de hasta 42 afios de

edad. Estos resultados sostienen la creencia de que el momento ideal para la biopsia
es el estadio de blastocisto, y que el PGS junto con la transferencia de embriones
euploides desvitrificados son una opcion ideal para el éxito de la transferencia de un
unico embrién. De esta manera se ofrece a los pacientes un recorrido hasta la

gestacion justificado, rapido y emocionalmente mas equilibrado (14).

Un metaandlisis que analiz6 si el diagndstico genético preimplantacional (PGS)
mediante screening cromosémico completo (comprehensive chromosome screening,
CCS) mejoraba los porcentajes de implantacién, concluyé que el PGS-CCS sobre
biopsia de blastocisto aumentaba la tasa de implantacion clinica y mantenida,

mejorando asi la seleccion de embriones, particularmente en pacientes con reserva

ovarica normal. En este metadnalisis, todos los CCS realizados en las células de

trofoectodermo reportaron una alta tasa de implantacion clinica (>50%) y una alta
tasa de implantacion mantenida (>45%), confirmando otra vez mas su favorable
potencial reproductivo mediante la transferencia, generalmente elective single

embryo transfer, de blastocistos euploides (15).
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La biopsia de trofoectodermo en dia 5 también parece mostrar una clara ventaja
respecto a la biopsia embrionaria en dia 3 a la hora de valorar los efectos

beneficiosos del diagnostico genético preimplantacional para pacientes con aborto

recurrente idiopatico. La biopsia embrionaria en dia 5 parece no tener ningun efecto

perjudicial en la implantacion embrionaria, y combinada con el anlisis completo de

los cromosomas, puede incrementar significativamente las tasas de embarazo (16).

Se desconoce cudl es exactamente el momento 6ptimo, desde el ovocito hasta el final
del desarrollo embrionario preimplantacional, para proceder a la biopsia y al analisis
genético con el objetivo de detectar patrones anormales de segregacion cromosémica

en ovocitos o embriones provenientes de mujeres de edad avanzada. A pesar de este

gran debate sobre el momento adecuado para la realizacion de la biopsia
embrionaria, parece que posponer la biopsia hasta el estado de blastocisto podria
proporcionar los resultados més fiables para el PGS (11).

Hasta en el 70% de los abortos espontaneos se ha reportado aneuploidia, y los datos
hasta ahora obtenidos sugieren que la dramatica disminucion del éxito de los
tratamientos de la FIV se debe principalmente a la aneuploidia. La tasa de
aneuploidia aumenta con la edad materna de un 53% a un 93% en las biopsias
embrionarias practicadas el tercer dia del desarrollo, y de un 32% a un 85% en las
biopsias de blastocisto. De ahi la importancia de la transferencia selectiva de
embriones euploides, que no muestra diferencias en las tasas de implantacion y
gestacion en pacientes de hasta 42 afios. Sin embargo, a pesar de que con el PGS-
CCS se ha podido mitigar el efecto de la edad materna avanzada, esto no ha sido

posible en el grupo de pacientes mayores de 42 afios (17).

Al igual que en este estudio, en otros estudios se ha observado que es méas probable
que los embriones biopsiados en dia 5 sean euploides que los biopsiados en dia 3, es
decir, que la tasa de normalidad sea mayor (16) (18) (19). Esto podria deberse a que
algunos embriones se bloquean por falta de potencial. De estos, la mayoria presentan
DNA degradado y/o son aneuploides por lo que, el cultivo prolongado hasta el
quinto dia del desarrollo, permite la seleccion de embriones con mayores

probabilidades de implantarse (18). Asi, el proceso de seleccion, que sucede en la
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placa de Petri, elimina la necesidad de biopsiar los embriones que no avanzaran mas
alla del tercer dia de desarrollo. Biopsiar en el estado de blastocisto identifica los
embriones con mayor probabilidad para ser cromosémicamente normales, ademas de

mas competentes para desarrollarse (18).

En algunos estudios se ha evidenciado que, en pacientes infértiles con una reserva

ovérica disminuida, el porcentaje de blastocistos aneuploides es significativamente

mayor (57% versus 49%) y una mayor incidencia de ausencia de embriones
euploides para transferir (25% vs 13%) (20). Esa mayor tasa de aneuploidia era mas
significativa en pacientes menores de 38 afios. Sin embargo, a pesar de esta menor
tasa de normalidad, una vez identificado un blastocisto euploide, el potencial de
implantacion tras la transferencia era independiente de los parametros de reserva
ovarica (21), Al compararse dos grupos de pacientes, uno con abortos recurrentes, y
el otro con abortos recurrentes y reserva ovarica disminuida (lo que condiciona una
mayor tasa de aneuploidia), se observO que en los pacientes que obtuvieron
embriones euploides, el potencial de implantacion fue similar en ambos grupos (61%
versus 59%) y la tasa de aborto baja en ambos a pesar de la diferencia en la reserva
ovarica (20).

De todas formas, los clinicos que ofrecen la posibilidad de realizar un test
cromosomico deberian advertir a sus pacientes que la transferencia embrionaria
podria no ser posible en todos los ciclos, incluso en pacientes jovenes. A pesar de
que los nuevos procesos de seleccion embrionaria mediante PGS-CCS pueden
implementar las tasas de implantacion en todos los grupos de edad, podrian no
aumentar las tasas de gestacion en pacientes que no producen ningun embridn
euploide. Desgraciadamente, este tipo de pacientes son relativamente frecuentes
cuando aumenta la edad materna o cuando se trata de pacientes con una reserva

ovarica disminuida, cuya Unica opcion seria la donacion de ovocitos (17).

Por altimo, mencionar los resultados de una revisién sistematica de Cochrane, en la
que se remarca que actualmente no existe evidencia de alta calidad que demuestre
que la tasa de nacimientos vivos ni que el embarazo clinico sean mayores tras la

transferencia en fresco en estadio de blastocisto, en vez de tras la transferencia en



27

fresco en estadio de escision. Estos resultados sugieren que si el 29% de las mujeres
alcanzan el nacimiento de recién nacido vivo tras la transferencia en fresco en estadio
de escision, entre el 32% y el 42% lo haran tras la transferencia en fresco en estadio
de blastocisto. Por tanto, aunque parece que existe un beneficio en la transferencia de
blastocistos en fresco, no esté claro si el dia de la transferencia repercute en las tasas
acumuladas de parto vivo y embarazo (22). Pero se debe tener en cuenta que estos
resultados son de embriones no biopsiados, y por tanto, no caracterizados

cromosémicamente.

Este estudio presenta diversas limitaciones. Se trata de un estudio observacional
retrospectivo, y no de un estudio ni prospectivo ni experimental aleatorizado, ademas
de solamente contener un limitado numero de pacientes, pero sus resultados podrian

ser utilizados para realizar en un futuro estudios mas sofisticados.
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6. CONCLUSIONES

Con la evidencia cientifica publicada hasta el momento, a pesar de que se desconoce
exactamente cuél es momento Optimo para la realizacion de la biopsia embrionaria,
parece que posponer la biopsia hasta el estado de blastocisto podria
proporcionar los resultados mas favorables (una mayor de tasa de gestacion,
tasa de normalidad de los embriones biopsiados y tasa de supervivencia tras la
desvitrificacién). De hecho, debido a los buenos resultados que se estaban
obteniendo con la biopsia embrionaria en dia 5, a lo largo del 2016 ésta sustituyo casi

totalmente a la biopsia embrionaria en dia 3.

Es cierto que la biopsia embrionara en dia 3 ofrece la posibilidad de transferencia en

fresco sin necesidad de diferirla, pero la biopsia de trofoectodermo en dia 5 ha

demostrado muchas otras ventajas.

Las principales ventajas de este tipo de biopsia son: 1) obtencion de una mayor
cantidad de material genético que disminuye los fallos de amplificacion, 2) mayor
tasa de normalidad, en parte debida al menor nimero de embriones biopsiados, 3)
compensacion del mosaicismo al extraer un mayor namero de células, 4) extraccién
de células extraembrionarias destinadas a formar la placenta y las membranas, siendo
mas segura y precisa que la biopsia embrionaria en el tercer dia, 5) posibilidad de
analizar los embriones por dos técnicas de analisis diferente debido a la mayor
cantidad de material genético, y 6) posibilidad de rebiopsiar embriones previamente

biopsiados en el dia tres del desarrollo sin resultado concluyente.

Si bien es cierto que, generalmente tras la realizacion de la biopsia de trofoectodermo
se realizara una transferencia electiva, gracias a los avances en las técnicas de
vitrificacion y la mejor receptibilidad endometrial, ésta estd desplazando a la

transferencia en fresco.

Por tanto, gracias a la biopsia de trofoectodermo en dia 5, el posterior PGS-CCS
junto con la transferencia de embriones desvitrificados se obtiene la posibilidad
de prevenir gestaciones con embriones aneuploides, lo que permite a muchas

pacientes evitar la carga fisica y emocional que conlleva un aborto involuntario.



29

Teniendo en cuenta todo lo mencionado previamente, las recomendaciones generales
para el diagnéstico genético preimplantacional son, en conclusion, las siguientes
(23):

1. Antes de realizar el diagnostico genético preimplantacional, se debe ofrecer a
todos los pacientes consejo genético para asegurarse de que comprenden los
riesgos de tener un hijo afectado, y los beneficios y limitaciones de las
opciones disponibles para el diagnostico preimplantacional y prenatal.

2. Las parejas deben ser informadas de que el diagnéstico genético
preimplantacional puede reducir el riesgo de concebir un descendiente con
una anormalidad genética identificada en tests realizados en una unica célula
0 en multiples células del trofoectodermo.

3. Se recomienda la realizacion de tests prenatales o postnatales para confirmar
los resultados del diagndstico genético preimplantacional, ya que los métodos
utilizados tienen limitaciones técnicas.

4. La biopsia de trofoectodermo no tiene impacto en el desarrollo del embridn,
por lo que, siempre que sea posible, y bajo manos expertas, ésta deberé ser la
técnica de biopsia de eleccion.

5. EIl diagndstico genético preimplantacional de los trastornos de un solo gen
deberia realizarse idealmente con la reaccion en cadena de la polimerasa

junto con la biopsia trofoectodermo siempre que esté disponible.

6. Se recomienda el empleo del screening cromosémico completo junto con la
biopsia de trofoectodermo en el diagnostico genético preimplantacional de
parejas con translocaciones cromosOmicas porque Sse asocia a mejores
resultados clinicos.

7. Antes de realizar el screening genético preimplantacional se debe asegurar
que los pacientes comprenden completamente las limitaciones de las técnicas,
el riesgo de error y el debate que aun existe sobre si el diagnostico genético
preimplantacional es necesario para mejorar los resultados de la fecundacién

in vitro.
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8. El screening genético preimplantacional con hibridacion fluorescente in situ y
biopsia embrionaria en dia 3 se asocia con una disminucion de las tasas de
gestacion.

9. EIl screening genético preimplantacional con el screening cromosomico
completo sobre la biopsia de blastocisto aumenta las tasas de implantacion y
mejora la seleccion de embriones en ciclos de FIV en pacientes con buen

prondstico.

Desde siempre me ha interesado mucho la investigacion que se realiza en un
laboratorio, y el campo de la Ginecologia y la Reproduccion Asistida me empez6 a
gustar después haber cursado la asignatura. El afio pasado tuve la oportunidad de ir a
un laboratorio de FIV donde aprendi la importancia del trabajo en equipo entre
bidlogos y médicos especialistas y como ese trabajo conjunto promueve una mejoria
asistencial, lo que me impulsé a decidir realizar mi trabajo de fin de grado sobre este

tema.

Gracias a haber realizado este trabajo y haber tenido la oportunidad de volver a
acudir al laboratorio de FIV me he dado cuenta de que las decisiones médicas no
solo se deben basar en criterios clinicos, sino que han de tener un nivel suficiente de
evidencia cientifica. Ademas he reflexionado sobre las diferencias entre la Medicina
Publica y la Medicina Privada, y la desventaja que supone no poder acceder a esta
ultima para algunas pacientes ya que las técnicas que se ofrecen en ella, aunque mas
caras, ofrecen una mejor oportunidad reproductiva. ;No seria mejor, en casos
concretos, plantear ofrecer estas técnicas a pacientes sin posibilidad de acceder a la
Medicina Privada con el objetivo de obtener resultados satisfactorios y no someter a
las pacientes a ciclos de tratamiento innecesarios? Y habiendo observado los
resultados obtenidos hasta el momento, ¢no deberian plantearse la mayoria de los
centros introducir la biopsia de blastocisto en dia 5-6 en el diagndstico genético

preimplantacional?
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