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Resumen
Introduccion. Los estudios genéticos preimplantacionales son cada vez mas utilizados con la esperanza de
conseguir mejores tasas de implantacion y nacido vivo, asi como una disminucion en la tasa de abortos;
Correspondencia: por ello resulta necesario analizar estos procedimientos. Objetivo. Evaluar el desarrollo preimplantacional in
Pamela Villanueva-Zufiga vitro con ovodonacion y estudio genético Disefio. Cohortes retrospectivas. Lugar. Laboratorio Pranor, 2008-
esperavz@gmail.com 2913. Material. Ciclos de fecundacién in y{tro con ovodonacion (FIV—OD.). Intervencllonels. Se e\{alua(on 2 0?7
Clinica de Fertiidad Asistid ciclos de FIV-OD, los cuales fueron clasificados en tres cohortes: 1) ciclos con biopsia embrionaria en dia
Inica de Fertilaad Asistida 3, mediante una incision en la zona pelicida (ZP) embrionaria, para exéresis de una blastémera (n=527); 2)
Concebir: Calle Los Olivos 364 San ciclos con incision laser en dia 4 del desarrollo embrionario, como imi iopsi
, parte del procedimiento para la biopsia

Isidro, Lima. de trofoblasto (1=131); y, 3) ciclos sin intervencion (n=1 419). Principales medidas de resultado. Tasa de
Telefonos: 989227171-997952496. fecundacion, tasa de blastulacion. Resultados. No existié diferencia significativa en la tasa de fecundacion
de las 3 cohortes (75,0%, 74,6% y 75,9%, respectivamente, p=0,31). La tasa de blastulacion en la cohorte 1
Recibido: 6 febrero 2017 fue 42,5%, mientras que en la cohorte 3 fue 47% (RR=1,085; IC=1,051 a 1,120; p<0,0001). Adicionalmente,
Aceptado: 11 junio 2017 la cohorte 2 tuvo 51,9%, con una diferencia estadisticamente significativa de prevencion del riesgo de no
blastular con respecto a la cohorte 3 (RR=0,906; 1C=0,851 a -0,965; p=0,0017). Conclusiones. EI desarrollo
El material contenido en este ma- preimplantacional hasta blastocisto puede mejorar cuando se utiliza el laser embrionario en dia cuatro. Es
nuscrito no ha sido publicado pre- necesario realizar mas estudios para confirmar nuestros resultados.
viamente, ni enviado a otra revista, Palabras clave: Desarrollo embrionario; Genética; Fertilizacion In vitro; Estudio Genético Preimplantacional.
con excepcion del resumen, el cual
ha sido publicado como poster en Abstract
la Reunién Bienal de la Asociacion Introduction: Preimplantational genetic studies are used to achieve a better implantation rate and live birth,
Latinoamericana de investigadores en as well as to decrease the abortion rate; these techniques should be evaluated. Objective: To evaluate
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Financiamiento: Propio. with oocyte donation (IVF-OD) cycles. Interventions: 2 077 cycles of IVF-OD were evaluated, separated in

3 cohorts: Cohort 1, cycles with embryo biopsy on day 3, by means of an incision in the zona pellucida (ZP),
for excision of a blastomer (n = 527); Cohort 2, cycles with a laser incision at day 4 of embryo development,
for biopsy of the trophoblast in the blastocyst stage (n = 131) and; cohort 3, FIV-OD cycles without any
intervention (n = 1 419). Main outcome measures: Fertilization rate, blastulation rate. Results: There was no
difference in the fertilization rate among the three groups studied (75.0%, 74.6% and 75.9% respectively, p
=0.31). Blastulation rate in cohort 1, was 42.5%, whereas, in cohort 3, it was 47% (RR = 1.085, Cl = 1.051-
1.120; p <0.0001). In addition, the rate for cohort 2 was 51.9%, with statistical significance, which prevents

Citar como: Villanueva P, Portella J,
Lépez R, Chavez N, Villalobos A,
Noriega-Hoces L, Guzmaén L. Desa-
rrollo embrionario preimplantacional,

en ciclos de fecundacion in vitro con from non-blastulation risk compared with cohort 3 (RR = 0.906; IC = 0.851-0.965; p = 0.0017). Conclusions:
ovodonaci6n y estudio genético. An Preimplantational embryo development would improve blastocyst formation when laser is performed on day 4.
Fac med. 2017,78(3):298-302 Further studies are needed to confirm our results.

DOI: http://dx.doi.org/10.15381/ana-

les.V 781313762 Keywords: Embryo development; Genetics; In vitro Fertilization; Preimplantational Genetic Study.

298



DESARROLLO EMBRIONARIO PREIMPLANTACIONAL, EN CICLOS DE FECUNDACION IN VITRO CON OVODONACION Y ESTUDIO GENETICO

INTRODUCCION

Los tratamientos de reproduccion asisti-
da (TRA) han demostrado que la frecuen-
cia de anomalias cromosdmicas es alta
en los embriones humanos 9, las que
van desde 60% de embriones anorma-
les en las mujeres menores de 35 afios
a 80% en las mujeres de 41 afios a mas
25 Esto no depende necesariamente de
la fertilizacion in vitro (FIV), sino de nues-
tra especie tan selectiva para la repro-
duccion. Debido a este motivo, se incluye
cada vez con mayor frecuencia estudios
de PGS (del inglés, preimplantation ge-
netic screening) y PGD (del inglés, pre-
implantational genetic diagnosis), para
aumentar la oportunidad de lograr un
embarazo.

A nivel mundial, la primera técnica en
ser ampliamente utilizada para el PGS
fue la biopsia en tercer dia de desarro-
llo embrionario, para estudio mediante
hibridacion fluorescente in situ (FISH,
de fluorescence in situ hybridization). La
principal limitante de esta técnica es que
solo permite el estudio de 5 a 12 cromo-
somas y existen investigaciones actuales
que identifican una disminucion de la

blastulaciéon y del desarrollo embrionario
(67)

Posteriormente, con el adelanto de la
tecnologia, se ha implementado el uso
del laser embrionario, el cual parece no
ser perjudicial para el embrion, lo que
ha generado un interés en utilizar el PGS
no solo para casos puntuales con un cla-
ro beneficio-como son la FIV en mujeres
mayores y aquellas con pérdida recurren-
te del embarazo debido a aneuploidias-
sino que sea empleado de manera uni-
versal, para todas las FIV ).

En el laboratorio PRANOR, la biopsia en
dia 3, para posterior PGS mediante FISH,
fue abandonada hace muchos afios, a la
par de la mayoria de centros de fertilidad
a nivel mundial, y en la actualidad se rea-
liza una incisién en la zona pellcida en
dia 4, con laser, para favorecer la realiza-
cién de la biopsia en estadio de blastocis-
to; por lo que es de gran interés conocer
los resultados de esta técnica.

En el presente trabajo, evaluamos los
resultados del desarrollo embrionario a
blastocisto utilizando ambas técnicas de

biopsia para PGS, en el modelo de ovodo-
nacion, para anular el factor de edad ma-
terna.

METODOS

El presente estudio de cohortes retros-
pectivas, fue realizado en el Laboratorio
de Reproduccion Asistida PRANOR, don-
de se evaluaron un total de 2 077 ciclos
de FIV-OD, realizados entre enero de
2008 y diciembre de 2013. Se utilizd solo
este periodo de estudio porque después
cambiaron algunos medios y técnicas de
cultivo embrionario, que constituirian un
sesgo en la evaluacion. Se incluyd todos
los casos de FIV-OD que cumplieron con
los criterios de inclusion y exclusion. Para
anular el factor de la edad materna, todos
los ciclos correspondieron a tratamientos
de ovodonacion (OD) andnima, con ovo-
citos frescos de mujeres cuya edad fluc-
tuaba entre 24+4 afios, examenes de re-
serva ovdrica normales y ciclos regulares,
cariotipo normal, sin ningun antecedente
de patologias ni exposicion a sustancias
toxicas. Se excluyd los ciclos de pacientes
donantes con ovocitos vitrificados.

Con respecto al varon, se excluyod los
casos con antecedente de patologia es-
permdtica severa y/o biopsia testicular,
asi como los ciclos de varones con ante-
cedente de patologia genética personal o
familiar. No se incluyd los ciclos de varones
cuya pareja hubiere tenido un embarazo
previo que resultd en aborto por causa
genética o nacimiento de un hijo con pa-
tologia genética. Estos criterios tuvieron la
finalidad de anular factores genéticos rela-
cionados al vardn, que podrian influenciar
en el desarrollo embrionario.

Asimismo, el presente estudio solo
incluyé el desarrollo preimplantacional
hasta blastocisto, ya que por ser casos
de ovodonacion los resultados estarian
influenciados por factores maternos del
embarazo y no necesariamente por los
procedimientos o por el embrién.

Las pacientes fueron clasificadas en 3
grupos: Grupo 1, ciclos de FIV-OD, en los
que se habia realizado biopsia de una
blastomera, en dia 3 del desarrollo in vi-
tro (n=527); Grupo 2, ciclos de FIV-OD,
en los que se realizd incision con laser en
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dia 4 del desarrollo embrionario, como
parte del procedimiento para la biopsia
de trofoblasto en estadio de blastocisto
(n=131); y, Grupo 3, los ciclos FIV-OD sin
ninguna intervencion (n=1 419).

Con respecto al procedimiento, luego de
la estimulacion hormonal se procedid a
la aspiracién folicular y los ovocitos eran
colectados en medio Global® w/HEPES
(IVF online, Canadd) suplementado al
10% con suero sintético sustituto (SSS)
(Irvine Scientific, USA). Posteriormente,
fueron transferidos y cultivados en medio
Global® for Fertilization (IVF online, Cana-
dd) suplementado al 10% SSS, bajo acei-
te mineral, a 37°C, en una atmodsfera de
6,5% de CO2, 5% de 02y 88,5% de N2.
La inseminacion se realizé de acuerdo a
protocolos descritos previamente @9,

La biopsia en el grupo 1 se realizé en el
dia tres de desarrollo embrionario, en
medio de biopsia PGD Biopsy Medium,
IVF online, Canada. Se utilizé una incision
en la zona pelicida, con una solucion
de dcido Tyrode (IVF online, Canadd), y
se retird una célula con micropipeta. La
blastémera fue expuesta a una solucion
hipotdnica [0,075 mol/L KCI suplemen-
tada con 0,6% BSA (p/v)] y luego fijada
con solucion Carnoy sobre una lamina
portaobjeto, para después ser sometida
al andlisis de PGS por hibridacion fluores-
cente in situ (FISH), por un laboratorio de
genética de referencia . Los embriones
continuaron su cultivo a blastocisto.

El procedimiento para la biopsia en el
grupo 2 se llevd a cabo en estadio de
blastocisto, realizando en el dia 4 de de-
sarrollo in vitro una incisién de la zona
pelicida embrionaria con laser (Lykos;
Hamilton Thorne, Beverly, ME, USA), en
funcién multipulso (pulso / segundo = 7,
duracién del pulso = 150 ps), y posterior
cultivo hasta el estadio de blastocisto,
momento en el cual se realizd la biopsia
del trofoblasto * para su posterior ana-
lisis de PGS por aCGH ®¥. Actualmente,
se utiliza en el Laboratorio PRANOR este
procedimiento para realizar PGS por se-
cuenciamiento de Ultima generacion
(NGS, de Next- Generation Sequencing).

En los ciclos del Grupo 3 no se realizd PGS
y, por lo tanto, ningln procedimiento de
biopsia.
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Los datos fueron recolectados de las
historias clinicas fisicas y corroborados
mediante la base de datos computari-
zada del Laboratorio. Se realizé la trans-
ferencia a Microsoft Excel, para luego
ser procesados estadisticamente con el
software SPSS 21. El anélisis estadistico
fue realizado mediante el riesgo relativo
(nivel de confianza 95%) y la prueba chi-
cuadrado, con un valor de significancia
estadistica de p< 0,05. En el andlisis se
incluyd la tasa de fecundacién para anu-
lar la presencia de un factor intrinseco
embrionario previo a la biopsia para PGS.

No se registran conflictos éticos, ya
que los datos fueron recolectados con
formato anénimo para mantener la con-
fidencialidad de los pacientes. Al ser un
estudio de tipo retrospectivo, no se reali-
z6 intervencioén alguna en la poblacién de
estudio. Este estudio conté con la apro-
bacion del Comité Institucional PRANOR.
Los autores no registran conflicto de inte-
reses; el estudio fue autofinanciado.

RESULTADOS

En cuanto a la tasa de fecundacién nor-
mal, en la cohorte 1, de un total de 5 485
ovocitos en metafase I, 4 113 tuvieron
fecundacion normal 2PN (75%), mientras
gue en la cohorte 3, la tasa referida fue
75,9% (10 388/13 694), sin diferencia
significativa entre ambas (RR= 1,036; IC
0,981 a 1,094; p=0,21). Tampoco se re-
gistrd una diferencia significativa entre
la tasa de fecundacion de la cohorte 3
y la cohorte 2 (1 130/1 514), cuya tasa
de fecundacion fue 74,6% (RR=1,051;
IC=0,958 a 1,151), ni en la tasa de fecun-
dacién de los 3 grupos de estudio (X* =
2,328, p=0,31).

En cuanto a la tasa de blastulacidon, en
la figura 1 evaluamos que la cohorte 1
tuvo una tasa de blastulaciéon de 42,5%,
la cual fue significativamente menor
que la determinada en la cohorte 3, sin
intervencion, que fue 47% (RR=1,085;
IC=1,051 a 1,120; p<0,0001). En contra-
parte, la cohorte 2 presentd una tasa de
blastulacién de 51,9%, con una diferencia
estadisticamente significativa de preven-
cion de riesgo de no llegar a blastocisto
(RR=0,906; IC=0,851 a 0,965; p=0,0017).
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Figura 1. Tasa de blastulacion in vitro, por grupo de estudio. (a) Cohorte 1: tasa de blastulacion (%),
de ciclos FIV-OD, en los que se realizd biopsia de una blastémera, en dia 3 del desarrollo in vitro;
(b) Cohorte 2: tasa de blastulacion (%) de ciclos FIV-OD, en los que se realizo incision con laser,
en dia 4 del desarrollo embrionario; (c) Cohorte 3: tasa de blastulacion (%), de ciclos FIV-OD sin

intervencion. P<0,001.

DISCUSION

La medicina reproductiva estd en un con-
tinuo avance, pero ya se ha demostrado
por multiples estudios que las anomalias
cromosoémicas son comunes en los em-
briones humanos™®, que van desde el
60% de embriones anormales en las mu-
jeres menores de 35 afios a 80% en las
mujeres de 41 afios a mas #°12): esta seria
la principal causa de falla de la implanta-
cion. Para aumentar la oportunidad de
que las parejas cumplan el objetivo de
concebir un hijo sano, la medicina re-
productiva realiza con mayor frecuencia
estudios de PGS, ya que las aneuploidias
son la principal causa de falla de implan-
tacion y pérdidas gestacionales tempra-
nas 13,

Se ha generado una gran controversia,
en torno a si el PGS debe convertirse en
una estrategia de rutina, dado que estas
técnicas son invasivas y podrian alterar el
desarrollo embrionario y ademas se pre-
senta la desventaja del potencial mosai-
cismo embrionario™,

En el presente estudio, se identificd
que los ciclos con PGS, que incluian biop-
sia de una blastémera en tercer dia de
desarrollo embrionario, presentaron una
tasa de blastulacion significativamente
menor, lo cual coincide con lo reportado
por Stevens y col ®®), quienes también
evaluaron que la biopsia en dia 3, con
acido tyrodes, presentaba disminucion
de la tasa de implantacion. Pero, cuando
utilizaban laser, la disminucion del tiem-
po utilizado para la exéresis de la blasto-
mera o la ausencia de exposicion al acido
contribuyeron a mejorar los resultados
de la técnica. En contraparte, autores
como Treff y col. ©, quienes realizaron
un estudio por pares, concluyeron que la
biopsia de blastomera realizada con laser
en el dia 3 por embridlogos con amplia
experiencia en biopsias, presentd una re-
duccién del 22% en la tasa de implanta-
cién y que, por el contrario, la biopsia de
blastocisto con laser resultaria beneficio-
so para optimizar los resultados clinicos
después de PGD.
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Por su parte, Dahdouh y col *9 reali-
zaron en el 2015 una revision sistematica
en la que también sugieren que el uso del
PGS con FISH después de biopsia en dia 3
presenta una disminucidn significativa en
la tasa de nacido vivo y no recomienda su
uso. Ademas coinciden en que la biopsia
de blastocisto se asocia con mayores ta-
sas de implantacién y embarazo en curso
y mejora la seleccion de embriones para
trasferencia de embrién Unico, mante-
niendo la misma tasa de embarazo en
curso entre PGSy grupos de control y dis-
minucion de la tasa de embarazo multiple.

Scott y col 7, utilizando el finger-
printing DNA —técnica mediante la cual
es posible colocar simultdneamente dos
embriones en la cavidad uterina, en la
misma transferencia y luego saber qué
embrion ha implantado— realizaron un
importante ensayo controlado aleatori-
zado, en el cual se realizé la transferencia
de dos embriones que tenfan como Unica
diferencia que uno fue biopsiado en dia 3
con laser vy el otro era el control; y ambos
embriones fueron transferidos inmedia-
tamente después. El estudio fue realiza-
do solo para evaluar el efecto de la biop-
sia, por lo que no se utilizé el material
para estudio genético. Los embriones en
los que se realizd biopsia de blastémera
en el dia 3 presentd una disminucién de
la tasa de implantacion del 50% al 30%,
en coincidencia con nuestro estudio, en
el que reportamos una disminucion de la
blastulacién en los embriones biopsiados
en tercer dia de desarrollo embrionario.
Existen muchas explicaciones potencia-
les de por qué la biopsia de blastémera
es perjudicial, pero son especulativos.
Actualmente, la biopsia con escision en
dia 3 es nociva, mientras que la biopsia
de trofoectodermo parece ser segura 7,
resultados que coinciden con nuestros
hallazgos.

Actualmente, el inconveniente de
sincronizacién para la transferencia em-
brionaria- motivo por el cual era muy uti-
lizada la biopsia de blastomera- ha sido
superado por la amplia disponibilidad de
vitrificacién de buena calidad, que ha re-
ducido la importancia de la transferencia
en fresco; pero aun es considerada para
el PGS en centros de fertilidad que no
confian en la eficacia de la vitrificacion
para la preservacién embrionaria.

Por otro lado, en la actualidad el laser
facilita el procedimiento de biopsia em-
brionaria para el PGS y es ampliamente
utilizado, pero existe una preocupacion
con respecto a si el calor generado seria
perjudicial para el desarrollo embriona-
rio. En nuestra investigacion se utilizo el
|aser en dia 4 para hacer una incisién en
la zona pelucida, con la finalidad de faci-
litar la biopsia de trofoectodermo, como
parte de la técnica rutinaria empleada
para el PGS; este procedimiento resultd
en un incremento de la tasa de blastula-
cién con respecto al grupo en el cual no
se realizd ninguna intervencion y mas
aun en comparacion con el grupo en el
que se realizd biopsia de blastémera en
dia 3 con tyrodes. Carter y col. *® reali-
zaron un interesante estudio en el cual
compararon, en los mismos pacientes,
un ciclo con y otro sin biopsia con laser
y concluyeron que el anélisis realizado
teniendo al paciente como su mismo
control no reveld diferencias en el desa-
rrollo embrionario entre los embriones
con vy sin biopsia laser en dia 3, lo cual
sugiere que el procedimiento de biopsia
con laser no reduce significativamente el
potencial de desarrollo de los embriones
humanos. Asimismo, Herrero y col ), re-
portaron en el 2016 un estudio en el que
también concluyeron que el uso del laser
en el dia 3 seria beneficioso para la for-
macién de blastocistos y podria mejorar
la tasa de implantacién. No encontramos
investigaciones previas en las que se haya
utilizado laser en dia 4 de desarrollo em-
brionario.

Como limitaciones del estudio, sefia-
lamos que el presente es un estudio de
tipo retrospectivo; es necesario evaluar
el efecto del laser embrionario en estu-
dios prospectivos para obtener conclu-
siones mas fehacientes sobre este tema.
Debido a los multiples estudios acerca
del efecto negativo de la biopsia embrio-
naria en dia 3, no se sugiere realizar estu-
dios prospectivos acerca de esta técnica.

En conclusion, el desarrollo embrio-
nario preimplantacional es significativa-
mente mayor cuando se utiliza el laser
embrionario en dia 4 para realizar la
biopsia en estadio de blastocisto. Es ne-
cesario efectuar estudios prospectivos
para confirmar nuestros resultados.
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