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1.1. Aspectos generales de la implantacion humana

La implantacién embrionaria es el factor limitante mas importante de la reproduccion
humana. Requiere una interacciéon reciproca entre el blastocisto, que cuenta con su propio
programa molecular de crecimiento y diferenciacién celular, y el endometrio, 6rgano
dinamico que exhibe un corto periodo de receptividad llamado “ventana de implantacién”.
Este proceso esta gobernado por factores moduladores endocrinos, paracrinos y

autocrinos, de origen tanto embrionario como materno (Diedrich et al., 2007).

Durante la primera fase de la implantacion, conocida como la “aposiciéon”, el blastocisto
entra en contacto con la superficie luminal del endometrio y establece contacto con los
pinépodos, protrusiones que aparecen temporalmente en la superficie del endometrio. La
apariciéon de los pindpodos es un fenémeno regulado por el factor de transcripcion
HOXA-10 y depende de varios factores, tales como el aumento de los niveles plasmaticos

de progesterona, el aumento de la expresion del factor inhibidor de la leucemia (LIF) y su
receptor, y de la integrina OV3[. En la fase de “adhesion”, es fundamental el papel de las

glicoproteinas, en concreto de las integrinas (integrina AV3[) y las cadherinas (cadherina-
E), para que el blastocisto pueda adherirse firmemente a la superficie celular del epitelio
endometrial. En la dltima fase de la implantacion, la “invasion”,; el blastocisto penetra la
capa epitelial e invade el estroma. La rotura de la membrana basal del endometrio pone en
contacto a las células del trofoblasto con las células de la decidua y del estroma
desencadenandose en la madre una respuesta inmunolégica, fundamental para la
inmunotolerancia, en la cual participan, entre otros, el sistema de compabilidad HLA,
citokinas producidas por las células T-helper asi como las células natural killer uterinas con

sus receptores “killer-cell immunoglobulin-like receptors” (KIRs) (Melford et al., 2014).

Dentro de los multiples factores implicados en la implantacion, hay tres que se considera
que son cruciales: el factor inhibidor de la leucemia (LIF), interleukina expresada en las
células del epitelio endometrial en el momento en el que el embrién expresa su receptor
(Dimitriadis et al., 2005); la ciclooxigenasa 2, que se expresa en el endometrio sélo en la
presencia de un blastocisto activo y esta implicada en la angiogénesis necesaria para la
formacion de la placenta (Matsumoto et al.,, 2002), y los genes HOXA-10 y HOXA-11,
cuya expresion aumenta dramaticamente durante el periodo de implantacion (Melford et

al,, 2014).
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Para que el didlogo entre el blastocisto y el endometrio culmine con éxito, se necesita la
interacciéon de mdaltiples factores, tratandose de un proceso tan complejo que, en
condiciones naturales, la probabilidad de concepcién por ciclo es del 25% y sélo el 50% de
las concepciones avanzan mas alla de la semana 20 de gestacion. Esta relativa ineficiencia
de la reproduccién humana también se observa en los ciclos de Fecundaciéon In Vitro
(FIV), en los que sélo el 35% de las transferencias embrionarias con ovocitos propios
resultan en nacido vivo (Rabinowitz et al., 2012). En efecto, a pesar de los avances en las
técnicas de reproduccion asistida (TRA), sigue habiendo parejas con fallos repetidos de

implantacion.

1.2. Aspectos generales del fallo de implantacion

No existe una definicién uniforme del fallo de implantaciéon; no obstante, si consideramos
las tasas de éxito actuales de la FIV y la media de embriones transferidos en cada ciclo,
podriamos entender por fallo de implantaciéon aquella situacion en la que no se consigue
implantacion tras dos ciclos consecutivos de FIV, FIV/ICSI o ctiotransferencias, en los
que el nimero acumulado de embriones transferidos sea al menos 4 para embriones en su
tercer dia de desarrollo o 2 para blastocistos, siempre y cuando se trate de embriones de
buena calidad y desarrollo evolutivo correcto (Polanski et al., 2014). Cuando sucede, se

trata de un problema frustrante para la pareja y supone un reto para clinicos y embriélogos.

El fallo de implantacién tras la FIV se ha relacionado con multiples factores que, en su
conjunto, desde un punto de vista clinico, se pueden englobar en factores maternos y
factores embrionarios, sin olvidar la importancia de la técnica de transferencia embrionaria

en la determinacién del éxito de la FIV.

1.2.1 Factores maternos

Dentro de los factores maternos, distinguimos los factores uterinos puramente anatémicos
y aquellas patologias, locales o sistémicas, que pueden interferir con la funcionalidad y
receptividad endometrial. Ademas, hay otros factores, tales como la obesidad y la

exposicion a toxicos ambientales, que también se han relacionado con la implantacion.

Las malformaciones uterinas congénitas, entre las que destaca el septo uterino, se han

relacionado mas con la infertilidad que con la esterilidad pero hay evidencia de que pueden
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interferir también con la implantacién, tanto por motivos estrictamente anatémicos como
por alteraciéon de la vascularizacién a nivel del septo. En pacientes con fallo de

implantacién se aconseja la septoplastia (Coughlan et al., 2014).

Los miomas, que son el tumor benigno mas frecuente de la mujer en edad reproductiva,
afectan al 5-10% de las mujeres estériles, siendo el unico factor identificable en un 1%-
2.4% de ellas (Donnez et al., 2002; Calaf et al., 2013). Su interferencia con la implantaciéon
puede explicarse por varios mecanismos, tales como el aumento de la contractilidad
uterina, la alteraciéon del perfil de citoquinas y de la vascularizacién, y favorecer la
inflamacién endometrial crénica. Hay evidencia sobre el hecho de que los miomas
submucosos y los intramurales que distorsionan la cavidad se relacionan con peores tasas
de implantacién y que la realizacion de la miomectomia mejora los resultados (Farhi et al.,
1995; Pritts et al., 2009). La controversia gira en torno a los miomas intramurales que no
distorsionan la cavidad; si bien parece que las mujeres con miomas intramurales pueden
tener menores tasas de implantaciéon que aquellas que no los tienen, el beneficio de la
miomectomia en estos casos no ha sido demostrado (Sunkara et al., 2010; Coughlan et al.,

2014).

Se ha descrito que entre un 16%-26% de pacientes con esterilidad de origen desconocido
tienen polipos endometriales. Sin embargo, el efecto de los pdlipos endometriales en los
resultados de los ciclos de FIV no esta claro y algunos estudios sugieren que aquellos de =
2 cm parecen tener un impacto muy limitado en los resultados (Hereter et al., 1998; de Sa

Rosa e de Silva, 2005).

La presencia de sinequias uterinas, que afecta al 8.5% de las pacientes con fallo de
implantacion, también interfiere con el proceso de implantacién y su correccioén quirtirgica

mejora los resultados (Coughlan et al., 2014).

La patologia inflamatoria e infecciosa endometrial puede tener también un efecto
negativo en la implantacién embrionaria. Se cree que el mecanismo por el cual se produce
este efecto pudiera estar relacionado con mediadores inflamatorios, como son las
citoquinas y agentes quimiotdcticos, asi como con los propios microorganismos, que
pueden provocar la apoptosis de las células del trofoblasto impidiendo la correcta
implantaciéon del embrion. Los microorganismos mas frecuentemente involucrados son

bacterias comunes y el mycoplasma. Se ha visto que en aquellos casos de endometritis en
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los que el tratamiento antibidtico es capaz de normalizar el patron histeroscopico e

histolégico los resultados tras FIV son mejores (Romero et al., 2004; Cicinelli et al., 2015).

La presencia de un hidrosalpinx visible por ecografia reduce el éxito de la FIV a la mitad y
esta demostrado que la salpingectomia mejora los resultados (Johnson et al., 2010). Los
mecanismos por los cuales interfiere con la implantacién son varios, pudiendo afectar
directamente a los embriones transferidos, a la receptividad endometrial o a ambos. El
fluido endometrial, al ser alcalino y contener citoquinas, prostaglandinas y otros
compuestos inflamatorios, tiene propiedades embriotoxicas. Ademas, la receptividad
endometrial se reduce al alterarse la expresion de la cascada de las citoquinas, esencial para
la implantaciéon. La caida del fluido del hidrosalpinx hacia la cavidad endometrial puede

actuar también como un obstaculo mecanico para la implantacion (Strandell et al., 2002).

La adenomiosis, focal o difusa, es otra entidad que interfiere negativamente en el proceso
de la implantacién y es posible que su prevalencia en el fallo de implantacion esté infra-
estimada; ademas, pocas veces es susceptible de tratamiento quirargico (Coughlan et al.,
2014). La adenomiosis es una de las formas clinicas de una entidad mayor, la
endometriosis, que por su caracter inflamatorio también se ha relacionado negativamente

con la implantacion.

Se ha visto que pacientes con endometriosis pueden tener alteraciones en la expresion de
genes implicados en la receptividad endometrial. Otro mecanismo por el cual se explica el
impacto negativo de la endometriosis en la implantacion es la resistencia a la progesterona y
la desregulacion de los receptores de progesterona observada en pacientes afectas de

endometriosis (Macer et al., 2012).

De las patologias previamente descritas, algunas afectan a la implantacion por causas
puramente anatoémicas y mecanicas y otras tienen un impacto directo a nivel del
endometrio. Es importante recordar que el endometrio es un 6rgano dinamico que esta
sujeto a cambios morfoldgicos y biolégicos a lo largo del ciclo menstrual. Los principales
moduladores del desarrollo y de la maduracion endometrial a lo largo del ciclo menstrual
son los estrogenos y la progesterona. La actividad de ambos dependera no sélo de los
niveles de estrégenos y progesterona sino también de sus receptores, de la velocidad con la
que son metabolizados, de la presencia de co-activadores y supresores, asi como de otros
factores endocrinolégicos (Diedrich et al., 2007). Para que la implantacién embrionaria

ocurra es crucial la presencia de un endometrio funcional y receptivo.
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El endometrio fino persistente, refractario al tratamiento, contribuye al fallo de
implantacién y su presencia obliga a descartar patologia uterina subyacente, como el utero
en T o el sindrome de Asherman. Otros factores relacionados con esta entidad son el
antecedente de radioterapia pélvica y el dafio endometrial postquirirgico, o tras un proceso
infeccioso. Se han descrito diversas alternativas terapéuticas, como son el uso de elevadas
dosis de estrogenos orales, estrégenos vaginales, farmacos vasoactivos, como la aspirina y
el sildenafilo, la infusiéon intrauterina de factores de crecimiento, como el G-CSF vy,
recientemente, la aplicaciéon de la medicina regenerativa. La mayoria de ellos no logran
producir mas que cambios menores en el grosor endometrial y en las tasas de embarazo

(Lebovitz et al., 2014).

Algunos autores sugieren que las pacientes con fallo de implantacién se pueden beneficiar
de un dafo local a nivel del endometrio en el ciclo previo al de la transferencia embrionaria.
La respuesta inflamatoria que provocaria el dafio endometrial podria potenciar su posterior
receptividad, mediado por la elevaciéon de citoquinas proinflamatorias. Si bien hay dos
meta-analisis recientes que muestran un efecto beneficioso del dafo local a nivel del
endometrio en el fallo de implantaciéon (El-Toukhy et al., 2012; Potdar et al.,, 2012),
teniendo en cuenta la heterogeneidad y la metodologia de los estudios incluidos en dichos
meta-analisis, el beneficio real de esta estrategia ha sido cuestionado por otros autores

(Simén et al., 2014).

Un campo de creciente interés en relacion a la receptividad endometrial es el estudio de
su expresion génica durante la ventana de implantacion. En la actualidad existe una
herramienta genémica denominada Endometrial Receptivity Array (ERA) que permite
determinar dicha receptividad personalizada analizando biopsias de endometrio (Ruiz-
Alonso et al., 2014). De esta forma, se puede conocer, tanto en ciclo espontaneo como
sustituido, si el endometrio de una paciente es pre-receptivo, receptivo o post-receptivo, lo

que permitirfa personalizar el momento de la transferencia embrionaria.

Otras entidades que han sido relacionadas con el fallo de implantaciéon son la patologia

tiroidea, las trombofilias y factores inmunologicos.

La enfermedad tiroidea es la patologia endocrinologica mas frecuente en las mujeres en
edad reproductiva. Se ha observado que hay entre un 2%-7% de mujeres con
hipotiroidismo subclinico. El hipotiroidismo subclinico parece ser aun mas frecuente en las

mujeres sometidas a un tratamiento de FIV, y se ha visto que en éstas, se relaciona con
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menores tasas de implantacion y nacido vivo, y mayores tasas de aborto, en comparacion
con mujeres con dicho diagnéstico que recibieron tratamiento empirico con levotiroxina
durante el ciclo de FIV (Scoccia et al., 2012). Se aconseja mantener niveles de TSH < 2.5
mUI/L en mujeres con deseo gestacional y en aquellas que vayan a realizar un ciclo de
FIV, pues valores superiores se asocian con peores resultados del ciclo (Baker et al., 2000).
Por otra parte, la tiroiditis autoinmune se ha relacionado también con el fallo de

implantacion (Bellver et al., 2008a).

Las trombofilias, heredadas o adquiridas, clasicamente se han relacionado con los abortos
de repeticién; sin embargo, existe controversia acerca de su asociaciéon con el fallo de
implantacién. Si bien algunos investigadores encuentran una mayor prevalencia de
trombofilias en poblacién con fallo de implantacion, en otros estudios no se ha confirmado

(Simon et al., 2012; Coughlan et al., 2014).

Diversos estudios relacionan la implantacion con el sistema inmunolégico. La
concepciéon debe ser reconocida como “no propia” para desencadenar un proceso
inmunolégico que evite el rechazo por el sistema inmune materno. El sistema de
compatibilidad HLA tiene un papel en este reconocimiento y se ha visto que parejas que
comparten alelos del sistema HLA pueden sufrir abortos de repeticion o fallo de
implantacion (Elram et al., 2005). En este sentido, se ha propuesto inmunoterapia con
leucocitos de la pareja, el uso de inmunoglobulinas endovenosas o la infusiéon de una
soluciéon de intralipidos (Elram et al., 2005; Ndukwe, 2011). No obstante, faltan estudios a
gran escala al respecto que demuestren el beneficio de estos tratamientos y, por tanto, su

uso sigue siendo controvertido.

Otro factor que ha sido relacionado con el fallo de implantacién es la obesidad. Se ha
visto que la elevacion del indice de masa corporal se asocia con una reduccion en las tasas
de implantacién, embarazo y nacido vivo (Bellver et al., 2010; Kupka et al., 2011; Luke et

al., 2011).

También se ha observado un impacto negativo del tabaco en los resultados de la FIV
(Waylen et al., 2009). Este impacto negativo se observa tanto en fumadoras como en no
fumadoras expuestas a los productos del tabaco. De hecho, en un estudio en el que se
valoraba el efecto de la exposicién al tabaco en mujeres que realizaban un ciclo de FIV, se
objetivé un incremento del 52% en el riesgo de fallo de implantacién en las mujeres

expuestas al tabaco no fumadoras »s. las no expuestas (Benedict et al., 2011).
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1.2.2. Técnica de transferencia embrionaria

Antes de tratar el factor ovocitario y embrionario, creemos importante destacar que una
transferencia embrionaria dificultosa puede ser responsable de hasta el 30% de los fallos de
FIV (Mansour et al., 2002). Por tanto, optimizar la técnica de transferencia embrionaria es
crucial en cualquier proceso de FIV pero mas, si cabe, en casos de fallo de implantacion.
En este sentido, diversos estudios han demostrado la superioridad de las transferencias
eco-guiadas (Coroleu et al., 2000) en comparacién con la técnica clasica sin ecograffa. Una
revision de la Cochrane, que incluye 17 estudios que analizan este aspecto, encuentra una
odds ratio de 1.31 (95% CI 1.18-1.46) a favor de la transferencia eco-guiada (Brown et al.,
2010).

1.2.3. Factor embrionario

A pesar de la importancia del endometrio y de los factores previamente analizados en el
proceso de la implantacién, el embrién juega un papel clave en la determinacién de la
eficiencia de la implantacion humana. Desafortunadamente, los criterios de seleccion
embrionaria morfolégicos muestran una correlaciéon débil con la euploidia y se sabe que
embriones morfolégicamente de buena calidad pueden presentar alteraciones
cromosomicas que interfieren con la implantacién y, al contrario, embriones euploides
pueden ser clasificados pobremente por su morfologia o incluso puede que ni siquiera

completen su desarrollo (Ottolini et al., 2012).

La aneuploidia embrionaria es la alteracién cromosémica mas frecuente en humanos y
representa la principal causa de fallo de implantacién, abortos y defectos congénitos. La
mayoria de las aneuploidias embrionarias derivan de errores en la primera division meidtica
materna, y la edad materna es un factor de riesgo para la mayoria de las trisomias, si no de

todas (Hassold et al., 2007).

Se estima que al menos el 20% de los ovocitos humanos son aneuploides, cifra que se
incrementa dramaticamente con la edad, sobre todo a partir de los 35 afios, pudiendo
alcanzar el 70% en mujeres de edad avanzada (Hassold et al., 2001). En contrapartida, la
incidencia de aneuploidia en los espermatozoides de varones normales fértiles se situa en el
3%-4% y su incidencia exclusiva en el componente cromosémico del embrion es del 6.2%

(Capalbo et al., 2015).
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Se han postulado diversas teorfas por las cuales la edad de la mujer incrementa el riesgo de
aneuploidias: dotacion de ovocitos limitada, hipétesis de “doble golpe”, debilitamiento de
la cohesiéon centromérica y pérdida de cohesinas, y cambios a nivel de los mecanismos
reguladores de la divisién celular y en la expresion génica global. Ninguna de estas teorias
es capaz de explicar por si sola el incremento en la tasa de aneuploidias asociado a la edad
materna, por lo que probablemente sea la combinaciéon de varios mecanismos lo que

explique este fenomeno (Danylevska et al., 2013).

En cualquier caso, la causa comun en la que confluyen estas alteraciones es la edad
materna, que de esta manera se impone como un factor trascendental en el éxito o fracaso

de la implantacién embrionaria.

1.3. Retraso de la edad de la maternidad

Teniendo en cuenta la importancia de la edad materna en la competencia del embrién vy,
por tanto, en el proceso de implantacién, se ha considerado de interés exponer a
continuacién las implicaciones derivadas de un fenémeno creciente, como es el retraso de
la edad de la maternidad. Inicialmente, se analizaran los aspectos sociodemograficos
implicados en el mismo y las consecuencias que se derivan de él, teniendo en cuenta el
proceso fisiolégico del envejecimiento reproductivo en la raza humana. Por ultimo, se
consideraran las implicaciones que el retraso de la maternidad tiene en cuanto al uso y

eficacia de las técnicas de reproduccion asistida.

1.3.1. Aspectos generales

El retraso en la edad del primer hijo es una tendencia tan extendida que ha sido
denominada por los demografos como “la transicion del aplazamiento” (Kohler et al.,
2002; Goldstein et al., 2009). Se trata de un fenémeno multifactorial y se ha convertido en

una caracteristica frecuente en pafses de Europa, Norteamérica y partes de Asia (Figuras 1y

2).
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Figura 1. Edad media del primer hijo (afios), 1990-1995 a 2010-2015.
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Figura 2. Edad media de la mujer al nacimiento del primer hijo, 1995, 2000, 2005 y 2012
(afios) (Europa)
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En Europa, en las dos ultimas décadas, la edad media del primer hijo se ha incrementado
2.5 afios (United Nations 2013 [1]) y menos del 40% de los nacimientos proceden de
madres menores de 30 afios. Curiosamente, en Buropa, los paises del norte y del oeste,
con tasas de fertilidad cercanas al nivel de remplazo, se caracterizan por tener edades
medias del primer hijo mds avanzadas, mientras que en los del centro y del este, las mujeres

tienden a dar a luz a edades mas jovenes pero también a tener menos hijos. En los paises
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del sur, en los que como en los del norte y oeste la edad media del primer hijo es

avanzada, sin embargo las tasas de fertilidad son bajas (Figuras 3 y 4) (Eurostat 2015 [1]).

Figura 3. Tasas de fecundidad segtin la edad materna, 2012

24 Replacement level =
2.1 live births per woman

2.0
16
0.8
04
O‘.Glml LI IEI |E| T T T T T T T 1T _T_T T IE‘I LIV L B S S B P R PR
= = = - = m m m m T T M g m = = = = - - £
~ P = o s = c c = 2 = = O C o — c @ c
by %5”%%-32251355Efwﬂﬂ%%'“ﬁ%gﬁgg‘gga s 2 8 2
o ERBD2GE 5B 8 L 83 Ez22E8atc=2c:c4835ETE A T 55 2
e % 3 £ £ T i ol O o E o o = g 3 < 3 g 9 o I M= ]
& a S E o [ AR T & £ £ g £ HE
£ g ﬁ ]
E o = =1 a
= M = =3
=
= o
< 30 years M =30years

Source: Eurostat (online data code: demo_frate)

Fuente: Statistics Explained 2015. Eurostat [1]

Figura 4. Edad media de la mujer al nacimiento del primer hijo (afios) y tasa de fertilidad

total, 2012
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Concretamente en Espafia, en el afio 2014, la edad media a la que se tuvo el primer hijo fue
de 31.8 anos (Figura 5) y, si consideramos solo a las mujeres espafolas, la cifra sube a 32.3
afios. Las extranjeras tienen su primer hijo a edades mas jovenes, pero también en ellas se

observa una tendencia a retrasar la maternidad (Instituto Nacional Estadistica 2015 [1]).
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Figura 5. Edad media de la mujer al nacimiento del primer hijo (afios) en Espafa, 1975-

2014
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1.3.2 Factores asociados al retraso de la maternidad

El retraso de la edad de la maternidad es un fenémeno multifactorial relacionado con la
expansion del acceso a la contracepcidn, el nivel educacional, la incorporacion de la mujer
al mundo laboral y, mas recientemente, con la recesién econdémica y con cambios

culturales, en las normas y valores, asi como en las relaciones de pareja.

Contracepcion

La introducciéon, a principios de 1960, de contraceptivos orales eficientes y fiables
revoluciond la conducta reproductiva en muchas sociedades modernas. Por primera vez en
la historia, la sexualidad y la reproducciéon se desvinculan, y tener hijos deja de ser el
destino biolégico inevitable para convertirse en una preferencia personal y programable.
Los anticonceptivos han dotado a la mujer de una mayor autonomia personal. Al permitirle
tener control sobre la maternidad y los tiempos, han favorecido su permanencia en la
educacién y, en consecuencia, su incorporaciéon al mercado laboral. La revolucion de la
contracepcién oral es uno de los principales factores contribuyentes al retraso de la

maternidad.
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Nivel educacional e incorporacion de Ia mujer al mercado laboral

En las dltimas décadas, en la mayorfa de paises desarrollados, la educacion superior se ha
extendido también a las mujeres. La educacion se relaciona de forma inversa con la edad de
la maternidad, puesto que resulta dificil compaginar ambas tareas simultineamente (Figura

6) (Mills et al., 2011).

Figura 6. Edad media del primer hijo por nivel de educaciéon, mujeres nacidas 1960- 1969

(Mills et al., 2011)
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Por otra parte, las mujeres que han estudiado generalmente presentan aspiraciones
profesionales mayores y suelen retrasar la maternidad hasta que estan bien establecidas en
su carrera profesional. Curiosamente, se ha observado que la dificultad para combinar los
estudios con la maternidad también depende del tipo de carrera elegida, asociandose las
carreras técnicas con mayor retraso en la maternidad (Mc Donald et al.,, 2009). En un
estudio que analiza a 21 pafses europeos, se vio cémo las mujeres que habian estudiado
disciplinas dominadas por hombres son las que mas retrasaban la maternidad (van Bavel,

2010).

Tradicionalmente, la participaciéon de la mujer en el mercado laboral se ha relacionado con
el retraso de la maternidad por la incompatibilidad entre educar a un hijo y tener un empleo

remunerado. En Corea, probablemente el pais del mundo donde mas horas se trabaja, la
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mitad de las mujeres abandonan sus trabajos al tener hijos (United Nations 2014 [2]), lo
que lamentablemente supone una pérdida de ingresos econémicos, de oportunidades de
formacién y de capital humano. En Europa, la participacion femenina en el mercado
laboral en el afio 2014 se situ6 en un 59.6%, 4.1 puntos mas alto que en el 2004 pero, atn

asi, por debajo de la masculina, que fue del 70.1% (Eurostat [2]).

No obstante, hay diferencias entre paises, habiendo una participacion alta en los Paises
Nordicos, Suiza, Francia y Alemania y menos en los del sur, como Italia y Grecia (Figura

7).

Figura 7. Tasas de empleo por sexo, edad 15-64 afios, 2014 .
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Afortunadamente, datos recientes a nivel europeo muestran un cambio significativo en la
asociacion tradicional entre la maternidad y el trabajo de la mujer, resultante probablemente
de la implementaciéon de medidas que reducen esta incompatibilidad (Sousa et al., 2012).
Entre estas medidas se encuentran la creaciéon de empleos a tiempo parcial y una mayor
flexibilidad horatia, la ampliacién de las bajas por maternidad / paternidad y la instauracion
de servicios asequibles para el cuidado de los nifios, que es considerado uno de los puntos
mas importantes para la conciliaciéon. En aquellos paises en los que el empleo a tiempo
parcial es habitual, como Holanda, la tasa de empleo femenino es claramente superior que

en aquellos paises en los que esta medida es inhabitual (Figura 8).
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Figura 8. Fertilidad y empleo a tiempo parcial (2006-2010). (Sousa et al., 2012)
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Si bien el empleo a tiempo parcial es el principal responsable de la asociacion positiva entre
la participaciéon de la mujer en el mundo laboral y la maternidad, esta medida de
conciliaciéon puede tener también efectos negativos, sobre todo a nivel del salario y del
proyecto de carrera profesional de la mujer. Los economistas argumentan que tener hijos a
edades tempranas penaliza el sueldo de la mujer, sobre todo si ésta tiene estudios

superiores y una ocupacion profesional (Mills et al., 2011).

Se ha visto que la existencia de servicios para el cuidado de los nifios hasta los 3 afios es un
factor crucial en la reincorporacion de la mujer al mercado laboral y, por tanto, una medida

importante para conciliar trabajo y maternidad (Castles, 2003).

Ademas de las medidas de conciliacién trabajo — familia, es importante considerar que
tanto el trabajo como la maternidad se ven afectados por otros factores como el ambiente
sociocultural. Se han detectado grandes diferencias en el patrén de maternidad en mujeres
procedentes de ambientes socioculturales desfavorables en funcién de si logran estudiar o
no. Se estipula que las mujeres procedentes de ambientes socioculturales desfavorecidos
que no logran estudiar, consideran la maternidad una manera de alcanzar sus objetivos

personales, mientras que aquellas que si lo logran limitan su fertilidad y se centran en su
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carrera profesional. En contrapartida, se ha descrito que aquellas mujeres que proceden de
ambientes favorables y que logran estudiar son mas propensas a tener un sentido de su
eficacia personal, de la igualdad de género, jefes que se adapten a sus necesidades familiares
y maridos con salarios 6ptimos, lo que se traduce en que pueden tener hijos sin
preocuparse sobre si podran afrontar el gasto, los cuidados o si perderan el trabajo en el
proceso de la maternidad. Esto pone de manifiesto que, incluso equiparando la educacion,
persisten diferencias en los patrones de fertilidad derivados del origen socioeconémico

(Brand et al., 2011).

Recesion econémica
Es un hecho constatado que desde el inicio de la recesién econémica que afecté a Europa

en el afio 2008, la tasa global de fecundidad y el nimero de nacimientos empezaron a bajar.

Una recesion econémica puede influir en la fertilidad de varias maneras, si bien sus efectos
pueden suavizarse con intervenciones gubernamentales. Aparte del impacto directo de la
crisis a nivel individual, la incertidumbre econémica que se puede propagar en periodos de
apuro puede influir en la fertilidad. Se ha visto que existe una correlacién positiva entre el
producto interior bruto y el consumo individual efectivo y la tasa global de fecundidad,
mientras que la correlacion con la tasa de desempleo es negativa (Lanzieri, 2013). En el afio
2013, Espafa destiné un 1.4% de su producto interior bruto a prestaciones a la familia,

situandose asf a la cola de Europa, que destiné de media el 3.3% (Eurostat [3]).

En el afo 2014, en Espana, la tasa de paro en las mujeres se situd en el 24% (Instituto
Nacional Estadistica [3]). La inestabilidad laboral y los contratos temporales también se
relacionan con un retraso de la edad de la maternidad (Mills et al., 2011). Por otra parte, la
recesiéon econdmica, por lo general, se asocia a una mayor dificultad para el alquiler o la

compra de un inmueble, lo que se ha visto que también influye en el retraso de la

maternidad (Mulder, 2000).

No obstante, la crisis econémica puede tener efectos diferentes en cada pais y no puede
excluirse que sea vista como una “ventana de oportunidad” para la maternidad; asi, en
Alemania, la fertilidad de las mujeres en paro aumenté y la de las mujeres trabajadoras
disminuyo, mientras que en Espafia sucedi6 lo contrario: el nimero de nacimientos desde

2008 en Espafia se ha reducido un 18% (Lanzieri, 2013; Instituto Nacional Estadistica [1]).
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Cambios culturales, en las normas y en los valores

En las ultimas décadas se ha asistido a un cambio en las normas, creencias y en los modelos
sociales tradicionales. La formacién de una familia con los hijos como eje central ha dejado
de ser el objetivo principal para la gente joven y se esta tendiendo hacia la individualizacién
(Mills et al., 2011). Emergen deseos de realizacion y de desarrollo personal que, sin duda,
influyen en la toma de decisiones reproductivas. Tener hijos se ha convertido en una
decision programada que la pareja toma en base a sus posibles efectos en su estilo de vida,

la relacion de pareja y su bienestar econémico (Liebfroer, 2005).

Cambios en las relaciones de pareja

En los ultimos afios se ha asistido también a diversos cambios en las relaciones de pareja.
Las parejas se casan menos que antes y mas tarde. En Espafia, la edad media del primer
matrimonio se ha retrasado tanto para hombres como para mujeres una media de 4 afos.
En 2013, la edad media para los hombres fue de 34.4 afios y para las mujeres de 32.3 afios.

Ademas, la tasa de divorcios se ha duplicado en los ultimos 10 anios (Eurostat [4]).

Otro de los cambios mas significativos es el aumento de la proporciéon de parejas que
cohabitan sin casarse. En Europa (EU-28), en el afio 2013, el 12.2% de los jovenes entre
16-29 afos vivian en unién consensuada sin base legal. Este hecho se ha relacionado con
un retraso de la edad del matrimonio, lo que podria conllevar un retraso en la edad a la cual

se tiene el primer hijo (Eurostat [1]; Mills, 2004).

Un estudio llevado a cabo en Espafia encontré asociaciéon entre la cohabitacion, el
matrimonio y la edad del primer hijo; asi, vivir en unién consensuada se relacioné con
menor probabilidad para tener hijos en comparaciéon con las parejas casadas (Baizan et al.,
2003). No obstante, es posible que esta tendencia esté cambiando, al menos en Europa,
puesto que en el afio 2011 la proporciéon de nacimientos procedentes de parejas no casadas

fue del 40% (Burostat [1]).

Desde otra perspectiva, en la actualidad existe una aceptaciéon cultural de la mujer
independiente, asi como del desvinculo entre “pareja sexual” y “pareja con la que formar
una familia”. De hecho, la dificultad para encontrar una pareja con la que formar una
familia puede también contribuir al retraso de la maternidad y, mas alla, contribuye también
a quedarse sin descendencia. Segin un estudio europeo llevado a cabo en hombres y
mujeres solteros, después de la salud materna, el factor mas importante en la toma de

decisiones de tener un hijo fue tener una pareja adecuada (Testa, 2007).
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1.3.3. Impacto a nivel poblacional e individual

Tasas de fecundidad globales

El retraso de la edad de la maternidad es uno de los principales factores contribuyentes a

que la fertilidad haya descendido a niveles sin precedentes.

En la actualidad, la tasa global de fecundidad (nimero de hijos que tendria una mujer si

viviera hasta el final de su etapa reproductiva y tuviera hijos de acuerdo con las tasas de

fertilidad actuales especificas por edad) se sitda en 2.5 y se estima que decaera a 2.0 en el

afio 2100. No obstante, esta media enmascara la heterogeneidad de los niveles de

fecundidad entre diferentes paises y regiones, con zonas en Africa con tasas de fecundidad

superiores a 3 y otras en el este asidtico con tasas de fertilidad de 1.4 (Figuras 9 y 10)

(United Nations 2013 [1]; United Nations 2014 [2]).

Figura 9. Tasa global de fecundidad a nivel mundial 2005-2010
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Figura 10. Tasa global de fecundidad 1950-2100
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En Europa, tras la época del “baby—boom” experimentado entre 1950-1960, la fertilidad
comenzo6 a disminuir progresivamente y, de forma significativa, desde mediados de la
década de 1960 (7.6 millones de nacimientos en 1961) hasta principios de la década de los
2000 (5 millones de nacimientos en 2002). Sin embargo, desde entonces hasta finales de esa
década, esta tendencia parece invertirse observandose un incremento modesto (5.5
millones de nacimientos en 2008). Este hecho puede estar en parte relacionado con el
proceso de “catch-up”, producido por el retraso en la edad de la maternidad: cuando las
mujeres retrasan la maternidad, las tasas de fecundidad global tienden a disminuir al
principio pero luego muestran una recuperacion. Este efecto tuvo un caracter pasajero,
pues desde el 2008 se ha experimentado de nuevo una tendencia al descenso,
probablemente asociado a la crisis econémica que asol6 a Europa ese afio (Figuras 11y 12)

(Eurostat 2015 [1]).

34



Figura 11. Nimero de nacimientos, EU-28, 1961-2013 (1) (mill6n)
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Fuente Eurostat [5]

Figura 12. Numero de nacimientos / mil habitantes Espafia 1981-2013
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Fuente: Eurostat [4]

En cualquier caso, es un hecho notorio que dos décadas después de que tuviera lugar la
Conferencia Internacional sobre Poblacién y Desarrollo, el 48% de la poblacién mundial
vive en paises cuya fertilidad esta por debajo del nivel de remplazo generacional: nivel en el
cual una generaciéon remplaza a la previa, cuyo valor se situa en 2.1 hijos por mujer (United

Nations 2013 [1]).

En Europa, la tasa de fecundidad ha estado por debajo del nivel de remplazo generacional
desde hace décadas: en el ano 2002 era de 1.45, alcanzé el nivel pico en 2008 con 1.61, y

descendi6 a 1.58 en 2012. Espafa, pafs particularmente afectado por la recesion
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econdmica, se situa en el extremo inferior, con 1.32 hijos por mujer (1.27 si consideramos

solo a las espanolas) (Figuras 13 y 14) (Eurostat 2015 [1]; Instituto Nacional de Estadistica

[1D-

Figura 13. Tasas de fecundidad, EU-28, 2000-2012
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Figura 14. Tasas de fecundidad en Europa, 2002 y 2012
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Envejecimiento poblacional

Europa esta experimentando un envejecimiento poblacional. En 2013, la edad media de la
poblacién europea era de 41.9 afios. El envejecimiento poblacional es consecuencia directa
de dos factores: una reduccion en la proporcion de nifios y gente joven, resultante de tasas
de fertilidad mas bajas y del retraso en la edad de la maternidad, y un aumento de la
esperanza de vida: mas de 2.5 afios de incremento entre el 2002-2012 (Figuras 15 y 16)
(Eurostat 2015 [1]). En Espafia, en 2014, la esperanza de vida al nacimiento se situ6 en 83

afios: 80.2 afios para los hombres y 85.7 para las mujeres (Instituto Nacional de Estadistica

[1D)-

El incremento de la proporciéon de la poblaciéon mayor implica una mayor demanda de los
sistemas de pensiones y seguridad social. Por otra parte, la proporciéon de la poblacion
activa en EU-28 empezara a caer una vez que la generacion del “baby-boom” haya entrado
en la jubilacién, y es precisamente esta franja poblacional la que contribuye a la financiacién
de los servicios sociales, las pensiones y la que, en definitiva, empuja el crecimiento

economico.

Asi pues, el envejecimiento poblacional que amenaza a Europa es en la actualidad uno de
los principales retos demograficos con implicaciones politicas, econdémicas, presupuestarias

y sociales.

Figura 15. Esperanza de vida al nacimiento, EU-28, 2002-12 (afios)
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Fuente Eurostat 2015 [1]
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Figura 16. Estructura poblacional por grupos de edad de 5 afios y sexo, 1993 y 2013, EU-28
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Fuente Eurostat 2015 [1]

Efectos a nivel de las parejas y los hijos

Si bien la literatura médica advierte sobre los diferentes riesgos de la maternidad tardia, no
hay que olvidar que ésta puede tener también aspectos positivos. Por ejemplo, la literatura
econémica define al retraso de la maternidad como una opcién favorable desde el punto de
vista estrictamente racional y de maximizacion de la utilidad, como evidencié un estudio
estadounidense que demostré que retrasar la maternidad un afio incrementé el sueldo de la

mujer un 9% y su experiencia profesional un 6% (Miller, 2011).

Otros rasgos potencialmente beneficiosos asociados a la maternidad tardia son el
establecimiento de unas relaciones de pareja mas consolidadas con menor riesgo de
divorcio, mejor funcionamiento familiar, condiciones econémicas mas favorables, mas
experiencia y conocimientos, y un mejor manejo del estrés y de la responsabilidad que
implica educar a un hijo (Sobotka, 2010a). Es mas, en parejas con historia de esterilidad se
ha descrito una mejor practica de la paternidad derivada de la dificultad para conseguir el

embarazo, conocido como efecto “hard-to-achieve-pregnancy” (van Balen, 1998).

En este sentido, la mayoria de trabajos que analizan el impacto del retraso de la maternidad

sobre los hijos no encuentran efectos negativos en el desarrollo intelectual y psicolégico de
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los mismos (Garrison et al., 1997; Boivin et al., 2009); en algunos estudios se encuentran
incluso mejores resultados en hijos de padres con edades avanzadas, lo que probablemente
se relacione con mejores practicas de paternidad y funcionamiento familiar (Fergusson et

al., 1999; Miller, 2011).

Como contrapartida, si la diferencia generacional entre padres e hijos es considerable, la
maternidad tardia puede acarrear dificultades en la comunicacién entre padres e hijos vy,
ademas, aumenta la probabilidad de que los padres tengan problemas de salud cuando atn
tienen que educar a sus hijos (Sobotka, 2010a); es mas, si la maternidad se afronta mas alla
de los 40 anos, la probabilidad de fallecer antes de que los hijos alcancen la edad adulta y
tengan hijos ellos mismos es muy alta (Schmidt et al., 2012). As{ lo evidencia un estudio en
el que se analiza la opinién de hijos de entre 11-25 afios: la mayoria de ellos prefieren que
sus padres tengan menos de 30 afios en el momento del nacimiento de los hijos, lo que
contrasta claramente con la tendencia actual a retrasar la edad de la maternidad. La razén
principal por la cual los hijos desean padres mas jovenes es el miedo a perder
prematuramente a los progenitores; ademas se describen otros motivos como la dificultad
para relacionarse y comunicarse con ellos por la diferencia generacional, la pérdida de

habilidades fisicas en los padres y el riesgo de no tener abuelos (Kokourkova et al., 2015).

Finalmente, en relacion a la consideracion del limite de edad para la maternidad, es
importante tener en cuenta no soélo la autonomia de la mujer sino también el bienestar de
los hijos. Si se usa el indicador “afios de vida sana” (esperanza de vida menos 20 afios en la
mujer, y menos 15 afos en el varéon), con las tasas de supervivencia europeas actuales los
limites estarfan en 62 afos para el hombre y 63 afios para la mujer (Kokourkova et al.,
2015). Ajustando atn mas los datos, Pennings sugiere que este limite se situe en los 50 afios

(Pennings, 2001).

Aun teniendo en cuenta los cambios en la conducta reproductiva de las dltimas décadas, el
ideal de familia de dos hijos sigue siendo la norma europea desde 1980, incluso en los
paises con tasas de fertilidad bajas o muy bajas. A pesar de ello, por ejemplo en Espafia, la
proporcion de mujeres que se quedan finalmente sin hijos se ha duplicado desde 1994 hasta
el momento actual (Figura 17). Existe, pues, una divergencia entre la fertilidad deseada y la
finalmente alcanzada, lo que se ha denominado también como “necesidades insatisfechas

de descendencia” (United Nations 2014 [2]).
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Figura 17. Porcentaje de mujeres de 40-44 afios que no tienen descendencia, entre 1994 y

altimo punto disponible, en paises con baja tasa de fertilidad
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Fuente: United Nations Department of Economic and Social Affairs, Population Division. United Nations [2].

Esta discordancia entre la fertilidad deseada y la finalmente alcanzada, tiene un fuerte
impacto personal. La carencia de hijos involuntaria, cuya incidencia ronda el 6%-7% en
algunos paises de Europa, esta considerada por la Organizacién Mundial de la Salud como
una enfermedad con impacto psicolégico fuerte (te Velde et al., 2012), asociandose con
mayor riesgo de rotura de las relaciones, depresién, ansiedad, sentimiento de culpa,
aislamiento, menor nivel de autoestima y un duelo patolégico. Estas consecuencias
psicoldgicas son especialmente alarmantes en las mujeres y se encuentran también en
parejas sometidas a tratamientos repetidos de FIV infructuosos (Verhaak et al., 2005;
Verhaak et al., 2007; Lechner et al., 2007; Lund et al., 2009).

En consecuencia, la demanda para las técnicas de reproduccion asistida se ha
incrementado. Segun el registro de la Sociedad Europea de Reproduccion Humana vy
Embriologia (ESHRE), en el afio 2010 se realizaron en Europa (cobertura de 31 paises)
mas de medio millén de ciclos de FIV o inseminacién artificial y, paralelamente, la
proporcion de nacimientos procedentes de técnicas de reproduccion asistida ha aumentado
a lo largo del tiempo, hasta tal punto que, en Dinamarca, en el afio 2007, el 5% de los
nacimientos procedian de técnicas de reproduccion asistida (Figura 18) (Kupka et al., 2014;

Kocourkova et al., 2014).
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Figura 18. Tendencias en la proporcion de nacimientos de técnicas de reproduccion

asistida, 1997-2009 (Kocourkova et al., 2014)
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Ello contribuye, sin duda, a que otra de las caracteristicas de los paises con bajas tasas de
fecundidad sea el incremento en la proporciéon de nacimientos procedentes de mujeres en

edades reproductivas avanzadas (Figura 19).

En la Unién Europea, la proporcion de nacimientos procedentes de madres de 40 afios o
mas incrementd de un 1.6% a finales de la década de 1980 a un 3% en el afio 2006

(Sobotka et al., 2010b).
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Figura 19. N° de nacimientos /1000 mujetes entre 40-44 afios, 1990-1995 y 2005-2010, en

paises con tasa de fecundidad baja
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Se postula que las técnicas de reproduccion asistida pueden compensar parcialmente el
efecto del retraso de la maternidad en la infecundidad permanente, siempre y cuando todas
las parejas candidatas a FIV reciban tres ciclos. Sin embargo, sélo la mitad de las parejas
que no logran embarazarse de forma natural buscan ayuda médica y menos de una cuarta
parte acaban recibiendo algin tipo de tratamiento especializado (Boivin et al., 2007).
Ademas, la proporciéon de abandonos del tratamiento es considerable, por lo que, teniendo
en cuenta todos estos factores, se asume que el impacto de la FIV para compensar la
infecundidad involuntaria derivada del retraso de la maternidad es practicamente
insignificante a nivel poblacional (te Velde et al.,, 2012). Otro factor a tener en cuenta es
que, tal y como sucede de forma natural, los resultados de las técnicas de reproduccion
asistida dependen principalmente del proceso de envejecimiento reproductivo (sobre todo

ovarico), que analizamos a continuacion.
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1.4. Fisiologia del envejecimiento reproductivo
1.4.1. Envejecimiento ovarico

Con el incremento de la edad cronoldgica, la fertilidad de la mujer disminuye.

La mejor manera de evaluar la fertilidad de la mujer y su descenso asociado a la edad es
analizando las asi llamadas “poblaciones de fertilidad natural”, en las que el control de
natalidad es inexistente. Un trabajo, que estudia a seis poblaciones de este tipo con una
diferencia de 200 afios entre la mas antigua y la mas reciente, pone de manifiesto que el
descenso de la fertilidad asociado a la edad sigue un patrén universal. La edad a la que la
mujer tiene el ultimo hijo se sitda en los 40-41 afios y la probabilidad de quedarse sin
descendencia de forma involuntaria pasa de un 12% a los 35 afios a un 90% a los 45 afios
(Eijkemans et al., 2014). Asimismo, un estudio en 544 parejas Hutteritas (secta cristiana
frontalmente opuesta al control de natalidad), pone de manifiesto que la probabilidad de
embarazo y nacido vivo mensual desciende con la edad, pasando de un 24% en mujeres de

25 afios a un 5% a los 40 afios (Figura 20)(Larsen et al., 2000).

Figura 20. Probabilidad mensual de concepcién y nacido vivo entre mujeres Hutteritas

(Larsen et al., 2000)
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Se entiende por envejecimiento ovarico al descenso gradual de la cantidad y la calidad de
los ovocitos presentes en los foliculos de la corteza ovarica. Este proceso varia
considerablemente de una mujer a otra y los mecanismos que lo regulan estan lejos de ser

entendidos en su totalidad, si bien se sabe que en este complejo “puzzle” estin
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involucrados factores endocrinos, paracrinos, genéticos y metabdlicos (Broekmans et al.,

2009).

El ovario humano adquiere su cuota total de ovocitos antes del nacimiento, en la semana
20 de gestacion, momento en el que los ovarios contienen entre 6-7 millones de ovocitos.
Los ovocitos se encuentran detenidos en la profase de la primera divisién meidtica hasta
justo antes de la ovulacion, que es cuando reanudan la meiosis. El proceso de iniciacion del
crecimiento folicular desde foliculo primordial hasta la ovulacion lleva entre 4-6 meses vy,
tanto desde la quiescencia como a lo largo del proceso, la gran mayoria de los foliculos
sufriran atresia. De los millones de ovocitos presentes antes del nacimiento sélo unos
cientos alcanzan la ovulacién (te Velde et al, 2002). El mecanismo por el cual
determinados foliculos salen de la quiescencia y empiezan a crecer sigue siendo
desconocido, si bien estudios en animales sugieren que pueda estar regulado por factores
como la AMH, BAX1, BLC2 y el gen del tumor de Wilm’s (Durlinger et al., 1999; Perez et
al., 1999).

La FSH tiene un papel relevante en rescatar de la atresia a los foliculos que alcanzan los 2-5
mm de diametro, en la seleccién del foliculo dominante, y en mantener su maduracion

hasta la ovulacién, pero su papel en las etapas iniciales es mas dudoso (Figura 21).

Figura 21. Representacion del reclutamiento folicular inicial y ciclico (Broekmans et al.,

2009)
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Al nacimiento, s6lo quedan 1-2 millones de foliculos primordiales y en la menarquia entre
300.000 — 400.000. Cuando la dotacién de foliculos desciende por debajo de 1000 se entra

en menopausia, cuya edad media se sitda en los 51 anos (Figura 22).

Fig 22. Poblacion de foliculos primordiales desde la concepcion hasta la menopausia

(Wallace et al., 2010)
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Estudios clasicos que han analizado ovarios humanos desde el periodo neonatal hasta los
51 afios, demostraron que el modelo de pérdida folicular es bi-exponencial. Segun sus
resultados (Faddy et al., 1992), durante las primeras cuatro décadas de la vida el descenso es
estable, pero cuando la poblacion folicular alcanza la cifra critica de 25.000 foliculos, que
ocurre a los 37.5 * 1.2 afios, se produce un cambio significativo y, desde entonces hasta la

menopausia, el ritmo de pérdida se incrementa en mas de dos veces.

No obstante, estudios mas recientes muestran que el descenso es mas gradual, sin cambios

repentinos en el ritmo de pérdida (Figura 23) (Hansen et al., 2008).
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Figura 23. Representacion esquematica del nimero la calidad de los ovocitos en funcion de

la edad (Hansen et al., 2008)
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El descenso del numero de foliculos y del tamafio de la cohorte de foliculos antrales
asociado a la edad desencadena una serie de cambios endocrinolédgicos relacionados con la
pérdida del “feedback” negativo del ovario sobre el eje hipotidlamo-hipofisario.
Inicialmente, se produce un descenso de los niveles de AMH y de inhibina B y, en
consecuencia, una elevaciéon de la FSH basal. Niveles elevados de FSH aceleran el
reclutamiento folicular y la seleccién de los foliculos dominantes, elevando precozmente el
estradiol basal, lo que se traduce en un acortamiento de la fase folicular, que es el primer
signo clinico del envejecimiento reproductivo. En los estadios finales, disminuyen los

niveles de inhibina A y de estradiol (Figura 24) (Broekmans et al., 2009).

Figura 24. Ilustracion esquematica de los cambios en la reserva ovarica con la edad y el

efecto en el eje hipotalamo-hipofisario (Broekmans et al., 2009)
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En paralelo al descenso cuantitativo, se observa una pérdida de la calidad ovocitaria con la
edad, relacionada sobre todo con la competencia genética del ovocito. A mayor edad,
mayor riesgo de alteraciones cromosémicas en el ovocito, que se explican tanto por una no
disyuncién meidtica como por una separacion prematura de cromatidas hermanas (Figura

25) (Jones et al., 2008; Ottolini et al., 2012).

La no disyuncion meidtica podria deberse a alteraciones en la alineacién de los
cromosomas, en la formacion del huso o a la no formacién de los quiasmas, mientras que
la separacion prematura de las cromatidas hermanas se debe a la pérdida gradual de las
cohesinas, que matienen juntas a las cromatidas. Todos estos hechos estan relacionados
con la edad, que condiciona un deterioro de una serie de factores celulares que son

necesarios para una progresion correcta en la meiosis.

Figura 25. Representacion de la no disyuncion (A) y la separacion prematura de cromatidas

hermanas (B) (Ottolini et al., 2012)

Ademas de las alteraciones del ADN gendmico, existen otros mecanismos implicados en el
envejecimiento ovarico, tales como alteraciones a nivel del ADN mitocondrial, reduccion
de la actividad de la telomerasa, el estrés oxidativo y el compromiso en la vascularizacién

perifolicular.

Curiosamente, a pesar de estos cambios profundos en la cantidad y en la calidad ovocitaria,
el proceso de envejecimiento ovarico pasa bastante desapercibido para la mujer. En efecto,
de los cuatro eventos del envejecimiento reproductivo (subfertilidad, esterilidad,

irregularidad menstrual y menopausia), los unicos reconocibles por la mujer son la
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irregularidad menstrual y la menopausia. Ademas, existe una gran variabilidad individual en
la edad a la cual ocurren estos eventos y los factores que lo regulan son diversos. Se ha
sugerido un posible efecto de factores ambientales y del estilo de vida, pero éstos no

explican en su totalidad la variabilidad en la edad de la menopausia.

El hecho de que haya una asociacién en la edad de la menopausia entre madres e hijas y
entre hermanas sugiere un control genético del proceso. Probablemente se trate de genes
que regulan tanto la cuantia de la dotacién inicial de foliculos primordiales como el ritmo
de pérdida folicular. En la Tabla 1 se muestran algunos de los genes candidatos a controlar

el proceso del envejecimiento reproductivo (Broekmans et al., 2009).

Tabla 1. Resumen de genes candidatos y estudios de asociacion del genoma completo

(GWA) para la edad de la menopausia (Broekmans et al., 2009)

Chromosome Study Effect on AMP in years (minor allele) Gene or gene region
Candidate gene
12q13 Keevenaar et al, 2007 (305) -26 AMHR2
13913 Tempfer et al., 2005 (289 +15 APO-E
He et al, 2000 (311} -193
2p21-22 Hefler et al, 2005 (298) -08 CYP1B1
Long et al., 2006 (331) -1.0
Long et al , 2006 {331) +12
Long et al., 2006 (331) +0.7
Mitchell et al., 2008 (332) +26
6q25 Weel et &, 199G (299} -1.1 ERe
13g34 van Disseldorp et al., 2008 (10@) +0.8 Fwil
1923 van Asselt et al,, 2003 (290) =31 FV Leiden
Tempfer et al., 2005 (305) —-24
5q21-22 Zhang et al, 2007 (333) +1.58 HDC
i3 Mitchell et al., 2008 (332) +19 HSDB1
GWA studies
19134 He et al, 2009 (311) -0.49 BRSK1, THEMZ 24 and SUV420H2
Stolk et al, 2009 (310) +0.39
He et al. 2009 (311) -0.47 BRSK1, THEMZ224 and SUV4Z0H2
tolk et al., 2009 (310) —0.38
He etal, 2008 (311) -0.43 BRSK1,THEMZ24 and SUVA20HZ
Stolk et all, 2009 (310) —0.43
He etal, 2009 (311) —0:40 BRSK1, THEMZ24 and SUV420H2
Stolk et al, 2009 (310} -0.31
Heetal, 2009(311) +0.36 BRSK1
He et al, 2000 (311) +0.32 HSPBP1, BRSK1
20pi23 He et al, 2009 (311) +1.07 TRMTE, MCME
Stolk et al., 2009 (310) +0.50 MCME
5q35.2 He etal, 2009 (311) +0.30 Uimct
He et al, 2009 {311} +0.39 Umcy
He etal, 2009 (311) +0.39 UIMCY, ZNF346
He et al, 2000 (311) +0.36 HK3, UIMCY
He etal, 2009 (311) -0.30 UNCSA, HK3
1334 Stolk et al., 2009 (310) +0.52 ARHGEF7
Ep24.2 He et al, 2009 (311} +0.29 GCM2, SYCP2L
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1.4.2. Envejecimiento reproductivo en el varén

Los hombres han retrasado la edad de la paternidad en un grado similar al de la mujer,
pero, asi como la mujer experimenta un descenso de la fertilidad ligado a la edad, en el
varén las funciones reproductivas se alteran muy lentamente a lo largo de los afos y la
produccién de andrégenos, la espermatogénesis y la funcién sexual se mantienen por lo
general a lo largo de la vida, con tan solo alguna alteraciéon dependiente de la edad

(Sartorius et al., 2010).

La edad paterna avanzada se ha asociado con mayor riesgo en la descendencia de
enfermedades autosémicas dominantes raras asi como de otros trastornos complejos,

como el autismo y la esquizofrenia (Humm et al., 2013).

En relacién con el impacto de la edad en los parametros seminales, la literatura no es
concluyente y el tnico hallazgo consistente es el descenso en el volumen del eyaculado y,
en consecuencia, en el recuento espermatico y en el nimero total de espermatozoides
moéviles (Dain et al., 2011). Ademas, es dificil saber qué parte se explica por la edad “per
se” y qué parte se explica por otros factores también relacionados con la edad y con la
calidad seminal, tales como la obesidad, la enfermedad vascular, infecciones y acumulacién

de toxinas.

La edad paterna también se asocia con un incremento en el riesgo de aneuploidias,
alteraciones cromosomicas estructurales y alteraciones del “imprinting” genético,
posiblemente relacionado con el elevado numero de divisiones mitéticas que experimentan
las células germinales masculinas. Teniendo en cuenta que hay trabajos que demuestran que
el ovocito dispone de mecanismos de reparacion del ADN paterno, es importante tener en
cuenta la edad materna, puesto que ovocitos procedentes de mujeres de mas edad
probablemente tengan menos capacidad de rescate. Asi, algunos autores evidencian un
impacto negativo en los casos en los que el hombre tiene mas de 40 afios y la mujer al

menos 35 afios (Sartorius et al., 2010).

El estudio del impacto de la edad paterna en las probabilidades de concepcion natural y tras
técnicas de reproduccién asistida brinda resultados controvertidos; si bien algunos trabajos
no evidencian efecto (Bellver et al., 2008b; Whittcomb et al., 2011), otros si que encuentran
menores tasas de embarazo y nacido vivo con edades paternas avanzadas (de la

Rochebrochard et al., 2006; Ferreira et al., 2010).
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A pesar del impacto negativo que tiene la edad en la funcién de reproductiva de la mujer y
del varén, sobre todo en la primera, existe un gran desconocimiento en la poblacién

general al respecto.

1.5. Fertilidad y técnicas de reproduccion asistida: conocimientos

generales

Sila “transicion del aplazamiento” aun no ha llegado a su fin, hay una necesidad sustancial
de informar a los profesionales y gestores de la salud, y al publico en general, del impacto
reproductivo del retraso de la maternidad para que aquellos que deseen ser padres puedan

tomar decisiones cualificadas.

Los estudios que analizan los conocimientos sobre la fertilidad en la poblaciéon general
demuestran un desconocimiento general acerca de la relacion entre la edad y los riesgos de
esterilidad, infecundidad permanente, o incapacidad para lograr el tamafio familiar deseado
(Mills et al., 2011). De hecho, con elevada frecuencia se sobrestima tanto la capacidad para
tener hijos en edades avanzadas como las tasas de éxito de las técnicas de reproduccion

asistida:

- Encuesta realizada a  9.967 estudiantes universitarios de Finlandia de < 35 asios (Virtala et al.,
2011)
“Mas de la mitad de los hombres y un tercio de las mujeres pensé que el punto de corte a

partir del cual la fertilidad desciende significativamente son los 45 afios”

- Encuesta realizada a 3.345 mujeres canadienses sin descendencia de edad comprendida entre 20-50 asios
(Daniluk et al., 2012)
“Mas del 90% de las mujeres creyeron que las técnicas de reproduccion asistida ayudan a la

mayoria de las pacientes a tener hijos con gametos propios hasta la menopausia”

- Cuestionario realizado a 61 familias en las que la mujer da a luz con 240 anos, California, EEUU
(Mac Dougall et al., 2013)

“El 31% de las mujeres esperaba embarazarse sin dificultad a los 40 afios. El 23% acusé
haber tenido mensajes persistentes sobre la prevencion del embarazo desde la adolescencia.

El 44% mostr6é desconcierto al descubrir que desconocian el impacto real de la edad en la

50



fertilidad. El 46% reconocié que, atn habiendo tenido la informacién, sus circunstancias

vitales no les habrfan permitido embarazarse antes”.

- Cuestionario realizado a 754 estudiantes universitarios chinos (Chan et al., 2015)
“Mas del 90% sobrestiman la edad a la cual la fertilidad disminuye significativamente y las
probabilidades de embarazo mensuales. Dos tercios sobrestiman el éxito de las técnicas de

reproduccion asistida”.

- Cuestionario realizado a 2.110 hombres y mujeres alemanes entre 18-50 asnos (Stoebel-Richter et al.,
2012)
“Un tercio de las mujeres respondié que la fertilidad empieza a bajar a partir de los 45 afios

o en la menopausia; en el caso de los hombres, la edad que estimaron era atin mayor”.

Un hecho llamativo, y a la vez preocupante, es que la poblacioén universitaria subestime el
impacto de la edad y sobrestime el éxito de las técnicas de reproduccion asistida, pues es la
poblaciéon con mayor riesgo de retrasar la maternidad. La prevencién de la esterilidad es, st
cabe, tan importante como la de los embarazos no deseados, y la educacién sexual en las
escuelas deberfa incluir informacién no sélo acerca de la planificacion familiar sino también
sobre el descenso de la fertilidad ligado a la edad. La pregunta que emerge entonces es si la
adquisiciéon de nociones generales de fertilidad impactaria en los planes reproductivos de
las parejas. Hay un estudio que evidencia que la realizaciéon de una intervencion educativa
corta (folleto informativo) aumenté los conocimientos sobre la fertilidad en general y sobre
el éxito de las técnicas de reproduccion asistida, si bien no hay resultados de seguimiento a
largo plazo (Wojcieszek et al., 2013). Un estudio reciente analiza la eficacia de la educacion
“online” sobre la fertilidad y encuentra que el impacto inmediato es positivo, pero en la
mayoria de las veces los cambios no se sostienen en el tiempo (6 meses post-intervencion)

(Daniluk et al., 2015).

1.6. Situacion actual de la reproduccion asistida

1.6.1. Técnicas de reproduccion asistida en Europa y Espana

Desde el primer nacimiento tras un ciclo de FIV (Steptoe and Edwards, 1978) hasta la
otorgacion en el afio 2010 del Premio Nobel de Fisiologia y Medicina a Robert G. Edwards

por el desarrollo de la FIV, las técnicas de reproduccion asistida se han convertido en una
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practica clinica de rutina. Se estima que en las ultimas cuatro décadas han nacido unos 5

millones de nifios con la ayuda de la reproduccion asistida (Adamson et al., 2013).

Globalmente, Europa lidera el mundo en técnicas de reproduccion asistida. El “European
IVF Monitoring Consortium”, de la Sociedad Europea de Reproducciéon Humana y
Embriologia (ESHRE), ha recogido datos desde 1997, basandose en informaciéon de los
registros nacionales (con participacion obligatoria o voluntaria). En 2005, afio mas reciente
del cual se tienen datos globales, el 56% de las punciones foliculares se realizaron en
Europa (Zeghers et al.,, 2014). En Europa, en el ano 2010, se registran 550206 ciclos de
técnicas de reproduccion asistida (datos relativos a 31 paises). Es interesante destacar que
entre los diferentes pafses de Europa existe una gran variabilidad tanto en el grado de uso
de las técnicas de reproduccion asistida como en las técnicas especificas utilizadas. Entre
los diversos factores que explican las diferencias entre paises esta el econémico. La mayoria
de paises europeos ofrecen algun tipo de cobertura a través de los sistemas nacionales de
salud correspondientes. En Dinamarca, Eslovenia y Espafia, pafses con alto uso de las
técnicas de reproduccion asistida, la cobertura es total (en Espafia la cobertura es hasta los
40 afios). De hecho, se ha descrito que a mayor asequibilidad, mayor uso (Chambers et al.,
2014). Otros factores implicados en estas diferencias entre pafses tienen que ver con
aspectos éticos, morales, religiosos y legales. Como se observa en la Figura 26, que hace
referencia al afio 2010, los ciclos de FIV/ICSI suponen el grueso de todos los tratamientos

en todos los paises.

Figura 26. Técnicas de reproduccion asistida en diferentes paises, 2010 (Prig et al., 2015)
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Figure 2: ART treatments in selected couniries, 2010

Source: Kupka =t al. (2014).

Modes: IVF: i witro fertilization (cycles). IC5]: intracytoplasmic sperm injecton (cycles), FER: frozen embryo
replacement {thawings), PG0: preimplantation genetic diagnosis (cycdes), ED: egg donation (donations), FOR:-
frozen cocyte replacement (thawings). in Wi maturation (aspirabons, 0.0-0.1 per cent per couwntry) not
displayed.
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En Espafia, en la dltima década, el uso de las técnicas de reproduccion asistida ha

incrementado de forma global y para cada técnica en particular (Figura 27).

Figura 27. Evolucion de Técnicas de Reproduccion Asistida, Espafia 2003-2013
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El registro de la Sociedad Espafiola de Fertilidad (SEF), que es voluntario, recoge en el afio
2013 un total de 95.318 ciclos realizados, de los que el 40.5% fueron ciclos de FIV/ICSI

con ovocitos propios. En la Tabla 2 se detallan los datos por tipo de tratamiento realizado.

Tabla 2. Ciclos de TRA recogidos en Espaiia relativos al afio 2013 (SEF)

Tipo de ciclo N (%)

Ciclos para la obtencién de ovocitos propios 38591  (40.5)
Ciclos de donacién de ovocitos 8320 8.7)
Ciclos de recepcion de ovocitos 9008 9.5)
Criotransferencias (ovocitos propios) 14255 (15)
Criotransferencias (ovocitos donados) 7611 ©)
Diagnostico genético preimplantacional 3407 (3.5)
Maduracién in Vitro 8  (0.008)
Ciclos para criopreservacion de ovocitos 8056 (8.9

- propios 3203

- donacién 4853
Ciclos con ovocitos criopreservados 3779 4

- propios 880

- donacion 2899
Ciclos de acumulacién de ovocitos 1196 (1.2
Ciclos con donacién de embriones 1087 (1.1)
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La distribucién segin la edad y la técnica de reproduccion asistida especifica utilizada

puede verse en la Figura 28.

Figura 28. Distribucion por edad y tipo de técnica, Sociedad Espafiola de Fertilidad 2013
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Fuente: Sociedad Espafiola de Fertilidad, Registro

Considerando la tendencia actual al retraso de la edad de la maternidad, no es de extrafnar

que en nuestro pafs, en los ultimos 10 afos, el namero de ciclos de FIV o recepcién de

ovocitos realizado en mujeres = 40 afios se haya triplicado, pasando de 4297 en el afio 2003

a 12587 en 2013 (Figura 29).

Figura 29. N° de ciclos de FIV con ovocitos propios o recepcion de ovocitos en 2 40 afios,

Espana 2003-2013
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Fuente: Sociedad Espafiola de Fertilidad, Registro
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1.6.2. Técnicas de reproduccion asistida en edad materna avanzada y estrategias

alternativas

El retraso en la edad de la maternidad y la esterilidad asociada a la edad son los principales
motivos por los cuales aumenta el uso de las técnicas de reproduccion asistida; no obstante,
la edad es el factor individual mas importante en la determinacion del éxito de la FIV, y a
estas edades las técnicas de reproduccion asistida tienen una eficacia limitada (Figura 30)

(Centers for Disease Control and Prevention, 2013).

Figura 30. Porcentaje de ciclos de técnicas de reproduccién asistida que resultan en

embarazo y nacido vivo por edad, Estados Unidos 2013
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Fuente: Centers for Disease Control and Prevention, 2013

Los principales factores limitantes de la edad materna avanzada en el éxito de la FIV son
dos: menor respuesta al tratamiento de estimulacién ovarica y menores tasas de
implantacion. Un analisis retrospectivo de 1621 pacientes que realizan un ciclo de FIV
pone de manifiesto que la tasa de implantaciéon permanece relativamente constante hasta
los 36 afios y a partir de ese momento desciende de forma progresiva. Los autores
atribuyen este descenso a la pérdida de calidad ovocitaria y al consecuente incremento de la
tasa de embriones genéticamente anémalos (Spandorfer et al., 2011). De hecho, se ha visto
que la donacién de ovocitos procedentes de chicas jovenes a mujeres de edad avanzada
proporciona tasas de embarazo del 50%, que no varfan en funcién de la edad de la

receptora (Clua et al., 2010).
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En nuestra experiencia, tras analizar 4483 transferencias embrionarias realizadas en los
ultimos 5 afios, el punto de corte a partir del cual la tasa de embarazo disminuye
significativamente es 38 afios (47.57% en <38 anos »s. 25.13% en = 38 afios) (Figura 31),
coincidiendo con el punto a partir del cual se eleva también la tasa de abortos, segun datos
de “Centers for Disease Control and Prevention” relativos al afio 2012 (Figura 32) (Centers

for Disease Control and Prevention, 2013).

Figura 31. Tasa de embarazo en funciéon de grupos de edad, Hospital Universitario
Quirén-Dexeus
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Figura 32. Porcentaje de ciclos de técnicas de reproduccion asistida que resultan en aborto,

por edad, Estados Unidos 2013
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Por otra parte, el nimero de ciclos realizados en nuestro Centro en mujeres =38 afios esta
incrementando de forma constante y, en la actualidad, este grupo de pacientes supone ya

mas de la mitad de nuestro programa de FIV (Figuras 33 y 34).

Figura 33. Edad media de las pacientes que realizan ciclo de FIV, Hospital Universitario

Quir6n-Dexeus 2003-2013
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Figura 34. Porcentaje de ciclos en pacientes = 38 afios dentro del programa de FIV,

Hospital Universitario Quirén-Dexeus 2003-2013
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Si bien se han comunicado casos aislados de nacidos vivos a los 45, 46 y 50 tras FIV (Dal

Prato et al., 2005; Trolice et al., 2014; Rani et al., 2015), esto es meramente anecdético y las

tasas de nacido vivo en mujeres = 40 afios que trealizan un ciclo de FIV/ICSI comunicadas

en la literatura, en general, no superan el 10% (Klipstein et al., 2005; Serour et al., 2010).

Este escenario, caracterizado por un incremento constante del colectivo de mujeres de
edad avanzada que hacen ciclos de FIV y la ineficiencia de las técnicas de reproduccion
asistida a estas edades, obliga a cuestionarse otras estrategias enfocadas sobre todo a eludir
el impacto de la edad, tales como el cribado de aneuploidias preimplantacional, la

criopreservacion de ovocitos a edades tempranas, o la recepcion de ovocitos.

Cribado de aneuploidias preimplantacional

Como ya se mencioné previamente, la aneuploidia es el tipo mas frecuente de alteracion
cromosomica y la causa principal del fallo de implantaciéon (Vialard et al., 2011). Se ha
descrito que la mayorfa de las aneuploidias son de origen materno y ocurren

preferentemente durante la primera divisién meiética (Hassold et al., 2001).

Desafortunadamente, los criterios morfolégicos de seleccion embrionaria a lo largo de
todos los estadios del desarrollo tienen una correlacién débil con la euploidia, si bien la
correlacion es mayor en estadio de blastocisto que en los estadios de division previos
(Munne, 2006). Una proporcion relevante de embriones aneuploides pueden ser
morfolégicamente éptimos y, al contrario, embriones euploides pueden tener peor calidad

morfoldgica o ni siquiera llegar a desarrollarse (Alfarawati et al., 2011).

Teniendo en cuenta lo anterior y el incremento de las aneuploidias del ovocito observado
con la edad, el cribado de aneuploidias preimplantacional se plantea como una estrategia
atractiva para mujeres de edad reproductiva avanzada que se someten a un ciclo de FIV; es
mas, se ha descrito que, si se dispone de embriones euploides para transferir, el efecto de la
edad queda mitigado (Harton et al, 2013). No obstante, la literatura arroja datos
controvertidos sobre la eficacia real de esta estrategia en edad reproductiva avanzada. Los
principales motivos por los cuales los resultados son contradictorios son la heterogeneidad
entre los estudios en relacion a la técnica utilizada (FISH »s. el estudio completo de los 24

cromosomas) y el momento de la biopsia (dia 3 »s. blastocisto).
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Los primeros estudios aleatorizados que evaluaron la eficacia del cribado de aneuploidias
preimplantacional no encontraron beneficio en las tasas de implantaciéon ni embarazo
(Staessen et al., 2004; Schoolcraft et al., 2009). Es mas, en algun trabajo se evidencié un
impacto negativo de la biopsia (Mastenbroek et al., 2007; Hardarson et al., 2008). En estos
trabajos la biopsia se realizaba en dfa 3 del desarrollo embrionario y la técnica utilizada era
el FISH, que analiza entre 9-12 cromosomas. Los estudios que analizan la eficacia del
cribado de aneuploidias preimplantacional en edad materna avanzada, realizando el estudio
completo de los 24 cromosomas, ponen de manifiesto mejorfas en la tasa de implantacion
en el grupo estudio »s. grupo control; no obstante, se trata de estudios observacionales (Lee

etal, 2015).

Un factor importante a tener en cuenta al considerar esta estrategia en edad avanzada es
que en este subgrupo de pacientes se necesitan mas ovocitos para poder tener un embrién
euploide y, a menudo, estas pacientes presentan respuestas insuficientes a la estimulacion
ovarica. Una alternativa podria ser acumular ovocitos o embriones en varios ciclos de
estimulacion, si bien falta evidencia concluyente al respecto y se desconoce el rendimiento

de la vitrificacidén de ovocitos en edades maternas avanzadas.

Teniendo en cuenta el avance que ha supuesto la vitrificaciéon para la criopreservacion
embrionaria, otro interrogante que surge es si el beneficio en las tasas de implantacion y
nacido vivo observado en el ciclo indice cuando se hace el cribado de aneuploidias
preimplantacional con estudio completo de los 24 cromosomas, se mantendria al
considerar tasas acumuladas de nacido vivo incluyendo el ciclo fresco y las

criotransferencias sin realizar el analisis cromosomico.

A dia de hoy, el potencial verdadero del diagndstico / cribado genético preimplantacional
se debe valorar con la biopsia de blastocisto y el estudio completo de los 24 cromosomas,
que se puede realizar con diferentes plataformas genéticas, tales como SNP (Single
Nucleotide Polymorphism), aCGH (array Comparative Genomic Hybridization) y qPCR
(quantitative fluorescente Polymerase Chain Reaction). En el momento actual, aCGH es la
plataforma de eleccion para el cribado de aneuploidias en la mayoria de los laboratorios, st
bien tiene como principales limitaciones que no da informacién acerca de la ploidia y no

determina el origen del error (Ottolini et al., 2012).
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En Europa, mas de la mitad de los ciclos de diagnéstico genético preimplantacional se
realizan para cribado de aneuploidias (Ly et al., 2011), habiéndose realizado en el afio 2010
3551 ciclos de este tipo (Moutou et al., 2014).

En Espafia, en los ultimos 10 afios se ha triplicado el numero de ciclos de diagndstico /
cribado genético preimplantacional y la edad materna avanzada ha pasado de suponer el
21% de las indicaciones en el afio 2003 al 41% en el 2013 (Sociedad Espanola de Fertilidad,
Registro).

Preservacion no médica / electiva de ovocitos

Gracias a la vitrificaciéon, posiblemente una de las estrategias que las técnicas de
reproduccion asistida pueden ofrecer a las mujeres que desean posponer la maternidad sea

la criopreservacion de ovocitos a edades jovenes.

La vitrificacién es un método de congelacion ultrarrapido que se caracteriza por usar una
elevada concentracién de crioprotectores y, a diferencia de la congelaciéon lenta, elimina la
formacion de cristales de hielo, que es la principal agresiéon de la congelacién al ovocito

(Lockwood et al., 2011).

El analisis de 4 ensayos clinicos aleatorizados en los que se comparan resultados entre
ovocitos frescos y desvitrificados pone de manifiesto tasas de supervivencia a la
desvitrificacion entre el 90%-97%, y tasas de fecundacion, implantaciéon y embarazo
similares a los ciclos con ovocitos en fresco. No obstante, la mayoria de los datos de estos
4 estudios proceden de donantes de ovocitos jovenes por lo que no son generalizables

(Practice Committees of American Society for Reproductive Medicine, 2013).

Tal y como sucede en fresco, los resultados de la vitrificaciéon de ovocitos dependen sobre
todo de la edad a la cual se vitrificaron y por ello es muy importante que, a la hora de
asesorar a las pacientes sobre la eficacia de esta estrategia, se den los resultados
estratificados por edad. En la Figura 35 se pueden ver las tasas de nacido vivo por edad en
funciéon del método de congelacion (lenta o vitrificacion) y el ndmero de ovocitos
descongelados, segiin un meta-analisis con datos de pacientes individuales que incluye sélo

poblacion estéril (Cil et al., 2013).
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Figura 35. Probabilidad de nacido vivo especifica por edad segun numero de ovocitos

descongelados (Cil et al., 2013)
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Desde el ano 2013, la Sociedad Americana de Medicina Reproductiva (ASRM) deja de
considerar la criopreservaciéon de ovocitos como una estrategia experimental (Practice
Committees of American Society for Reproductive Medicine, 2013) y la Sociedad Europea
de Reproducciéon Humana y Embriologia (ESHRE) recomienda que es una estrategia que
deberia estar disponible para la prevencion de la esterilidad asociada a la edad (Dondorp et
al., 2012). No obstante, ambas sociedades insisten en que, en relacion a la vitrificacion de
ovocitos por motivo no médico, se debe realizar seguimiento a largo plazo con respecto a

la eficacia, seguridad y costes.

Segun el principio ético de autonomia, la mujer tiene derecho a decidir si quiere tener hijos,
cuando, con quién y cuantos. La vitrificacion de ovocitos a edades joévenes, al igual que lo
hicieron en su momento los anticonceptivos orales, dota a la mujer de una autonomia
reproductiva y le permitiria, en el mejor escenario, superar el vacio que se establece entre la
edad optima para reproducirse desde el punto de vista ginecoldgico y la edad 6ptima para

hacerlo desde el punto de vista socioeconémico (Mertes et al., 2011).

Las consideraciones éticas de beneficencia y no maleficencia de la criopreservaciéon no

médica de ovocitos deben realizarse bajo el mismo prisma que para la FIV con ovocitos
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propios, o los ciclos de donacién de ovocitos que se realizan en parejas cuyo tGnico factor
de esterilidad es la edad avanzada. La optimizacién de los protocolos de estimulacion, con
la introduccién de los agonistas de la GnRH para la descarga ovulatoria, ha permitido que
el sindrome de hiperestimulacién ovarica sea un evento practicamente evitable en su
totalidad (Devroey et al., 2011). Por otra parte, la tasa de complicaciones post-puncion
folicular es extremadamente baja (Vercammen et al., 2011). Estos riesgos son los mismos
que los de la FIV convencional y que los que asumen las donantes de ovocitos y, en estos
casos, se consideran aceptables. De hecho, es posible que, a la larga, la expansion de la
criopreservacion no médica de ovocitos reduzca las necesidades de donaciones de ovocitos
en el futuro, estrategia para la cual muchas mujeres no estin emocionalmente preparadas
pues, en general, se prefiere mantener un vinculo genético con la descendencia (Garcia-
Velasco et al, 2013). En efecto, la criopreservaciéon de ovocitos propios podtia

considerarse como una autodonacién de ovocitos.

La salud neonatal es otra de las consideraciones esenciales. A pesar de que falta
seguimiento a largo plazo, los datos hasta el momento son tranquilizadores sin haberse
observado mayores tasas de malformaciones congénitas en nacimientos procedentes de

ovocitos desvitrificados (Chian et al., 2008; Noyes et al., 2009).

Otro aspecto a considerar son los riesgos obstétricos y las implicaciones para los hijos de
tener padres mayores. La valoracion de la existencia de patologias concomitantes es vital
para considerar los riesgos de la gestacion en edades avanzadas. En relacion al bienestar de
los nifios, no se consideraria irresponsable una paternidad tardia mientras al menos uno de
los progenitores pudiera mantenerse con salud suficiente para cumplir con su rol de padre

hasta que el nifio fuese adulto (Dondorp et al., 2012).

Es evidente que las mejores opciones de tener un hijo pasan porque sea un embarazo
natural y a una edad joven y es importante explicar, a la hora de asesorar a las mujeres
sobre esta estrategia, que se trata de una medida preventiva y no es garantia de éxito. La
recomendacion es realizar el proceso antes de los 35 afios, si bien hasta los 38 afios podria
individualizarse segin la reserva ovarica (Dondorp et al., 2012). Se estima que el maximo
beneficio se obtiene cuando la criopreservacion se realiza antes de los 35 afos y los
ovocitos criopreservados se utilizan pasados los 40 anos. Como es de esperar, el coste-
beneficio aumenta cuanto mas tarde se usen los ovocitos (Mertes et al, 2011; van

Loendersloot et al., 2011).
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Las mujeres interesadas en criopreservar sus ovocitos deben estar informadas acerca de los
riesgos, costes, eficacia estratificada por edad, posibilidades posteriores en caso de no
querer hacer uso propio, asicomo del limite de edad para utilizarlos, que se establece en 50

afios, igual que para la recepcion de ovocitos (Dondorp et al., 2012).

En una encuesta realizada a mujeres que han realizado criopreservacion de sus ovocitos se
evidencia que solo un tercio de las mismas habfa tratado de este tema con su ginecélogo.
La mayorfa hubiera preferido hacerlo a una edad mas temprana. La falta de una pareja
adecuada fue el motivo para diferir la maternidad en el 88% de los casos. Sélo el 6% habfan
utilizado sus ovocitos en el momento del estudio y el 59% entendia esta estrategia como un

plan alternativo (Hodes-Wertz et al., 2013).

En nuestro Centro, la criopreservaciéon de ovocitos electiva supone en la actualidad la
mitad del programa de Preservacion de la Fertilidad y ha experimentado un incremento del
170% en los ultimos dos afios. Hasta el momento actual, hemos realizado 178 ciclos a 144
pacientes, el 20.1% de las pacientes realizan mas de un ciclo de estimulaciéon. La edad
media de nuestras pacientes es de 38 afos, es decir, acuden tarde, y el 80% lo realizé por
no disponer de pareja adecuada, coincidiendo con lo publicado en la literatura (Mertes et
al., 2010; Garcia-Velasco et al., 2013). En nuestra casuistica, llama la atencion la tasa de baja
respuesta al tratamiento de estimulacién (20% de ciclos con <5 ovocitos recuperados); ain
asf, de media se vitrifican 10 ovocitos maduros por paciente. Sélo 11 pacientes han
requerido utilizar su material criopreservado, de éstas se han embarazado 5 que han dado

lugar a 4 nacidos vivos.

Es preciso un mayor tiempo de seguimiento para conocer la eficacia real de esta estrategia,
pero es importante considerar que la edad en el momento de la vitrificacion es el factor
determinante mas importante del éxito posterior y, por tanto, las pacientes interesadas en

adoptar esta medida deberian realizar la criopreservacion a edades mas tempranas.

Recepcion de ovocitos

La donacién de ovocitos es uno de los procedimientos, dentro las técnicas de reproduccion
asistida, que mas ha aumentado como consecuencia del retraso de la edad de la maternidad.

En Espafia, el nimero de ciclos de donacion y recepcidon de ovocitos se ha duplicado en la
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ultima década, pasando, en lo que a ciclos de recepcion se refiere, de 4625 ciclos en el afio

2003 a 9008 ciclos en 2013 (Sociedad Espafnola de Fertilidad, Registro) (Figura 306).

Sus indicaciones han ido cambiando a lo largo de los afios pues, si bien inicialmente su
principal indicacién era el fallo ovarico precoz, actualmente lo es la edad materna avanzada
(Sociedad Espanola de Fertilidad, Registro; Centers for Disease Control and Prevention,

2013) (Figuras 37 y 38).

Figura 36. Numero de ciclos de donacion de ovocitos, Espafia 2002-2012
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Figura 37. Edad media de las receptoras de ovocitos, Espafia 2002 - 2012
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Figura 38. Porcentaje de ciclos de donacién de ovocitos, segun edad de la receptora,

Estados Unidos 2013
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Debido a sus resultados, la donacién de ovocitos se presenta como una de las principales
alternativas para incrementar el éxito de las técnicas de reproduccion asistida en mujeres de

edad avanzada (Centers for Disease Control and Prevention, 2013) (Figura 39).

Figura 39. Tasa de nacido vivo por transferencia segin procedencia de los ovocitos, en

funcidén de la edad de la mujer, Estados Unidos 2013
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Se ha descrito que las elevadas tasas de éxito observadas en el programa de donacién /
recepcion de ovocitos son independientes de la edad de la receptora y de su pareja (Clua et
al., 2010); no obstante, algunos autores encuentran menores tasas de embarazo en las

receptoras de 45 afios o mas (Toner et al., 2002).

Teniendo en cuenta que poder compartir el material genético propio con la descendencia
es la opcién preferida por las parejas, hay que considerar que la recepcion de gametos
puede tener una serie de implicaciones psicosociales considerables, sobre todo en relacién a
la revelacion de la informacion a los hijos. Aunque revelar la informacién no es una opcién
facil, la recomendacion general es hacerlo; entre otras cosas, se ha visto que tener guardado
un secreto en la familia puede asociarse a elevados niveles de ansiedad en los padres que

podria repercutir en los hijos (Blake et al., 2014).

Algunos autores consideran la donacién de ovocitos como un fracaso de los profesionales
en su intento de ayudar a las mujeres de edad avanzada a tener hijos con ovocitos propios.
Desde el punto de vista de la paciente, la realidad es que la mayoria de ellas no estin
emocionalmente preparadas para hacer un ciclo de donacién y, a menudo, se tienen que
convencer primero de que han agotado todas las opciones con sus ovocitos y por ello,
insisten en realizar mas ciclos. Es importante poder ofrecer estas opciones, puesto que si
las pacientes son forzadas prematuramente al programa de ovodonacién, pueden

cuestionarse esta decision el resto de su vida (Gleicher et al., 2014).

En lo expuesto anteriormente, hemos pretendido hacer un analisis general del fallo de
implantacién, centrandonos finalmente en el factor embrionario y, concretamente, en el
impacto de la edad materna. El retraso de la edad de la maternidad tiene implicaciones
sociales, demograficas y econoémicas, y es el principal responsable del incremento del uso
de las técnicas de reproduccion asistida, sobre todo en mujeres de edad avanzada. Mientras
esta tendencia no vire, las Unidades de Reproduccion Asistida estan destinadas a tratar a un
creciente nimero de mujeres en edad reproductiva avanzada y, por tanto, es de crucial
importancia poder asesorar, con datos objetivos y de forma individualizada, acerca de las
tasas de nacido vivo en este grupo de edad, y evaluar qué estrategias alternativas, al margen

de la donacién de ovocitos, podrian amortiguar el impacto de la edad.
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2. HIPOTESIS DE TRABAJO
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Se sabe que el retraso de la maternidad es el principal responsable del incremento del uso
de las técnicas de reproduccion asistida y que las Unidades de Reproduccion Asistida estan
observando un envejecimiento de sus pacientes. En base a ello, nos hemos planteado las

siguientes hipotesis de trabajo:

1. Es posible identificar parametros que permitan discriminar aquellas parejas en las
que puede ser eficiente realizar un ciclo de FIV con gametos propios de aquellas en

las que debemos plantear recurrir directamente a ovocitos donados.

2. St la aneuploidia es la principal causa del fallo de implantacién, el cribado de
aneuploidias preimplantacional, con las nuevas tecnologias de estudio completo de
los 24 cromosomas, deberfa mejorar los resultados por transferencia en mujeres de

edad reproductiva avanzada.
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3. OBJETIVOS
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Esta Tesis tiene como objetivos principales:

- Desarrollar un modelo predictivo de tasa acumulada de nacido vivo segun la edad
y el nimero de ovocitos recuperados, con el fin de poder ofrecer a cada paciente un

asesoramiento individualizado basado en datos objetivos.

- Evaluar en mujeres = 38 afios el impacto de la edad en las tasas de implantacion y
las tasas acumuladas de embarazo y nacido vivo, considerando el ciclo en fresco y

las criotransferencias derivadas del mismo.
- Analizar, en mujeres = 38 afios, el beneficio que aporta el cribado de aneuploidias

preimplantacional, en relacion a las tasas de implantacion, embarazo y nacido vivo,

por ciclo y por transferencia, para cada subgrupo de edad.
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4. MATERIAL Y METODOS
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Los diferentes estudios que forman parte de esta Tesis han sido aprobados por la “Catedra

de Investigacion en Obstetricia y Ginecologia” y el Comité de Etica interno.

El trabajo se ha realizado en su totalidad en el Servicio de Medicina de la Reproducciéon del
Departamento de Obstetricia, Ginecologia y Medicina de la Reproducciéon del Hospital
Universitario Quirén — Dexeus Barcelona, centro privado adscrito a la Universitat

Autonoma de Barcelona.

Se incluyen 2 bloques de pacientes, cada uno relativo a cada estrategia objetivo de estudio

de esta Tesis.

Bloque 1: FIV estandar

Pacientes = 38 afios que realizan un ciclo de FIV y las criotransferencias derivadas del ciclo

de FIV.

Bloque 2: FIV con cribado de aneuploidias preimplantacional

Pacientes = 38 afios que realizan un ciclo de FIV con cribado de aneuploidias mediante

acGH.
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4.1. BLOQUE 1: PACIENTES > 38 ANOS QUE REALIZAN UN CICLO DE FIV

Y LAS CRIOTRANSFERENCIAS DERIVADAS DEL CICLO DE FIV.

4.1.1 Diseno del estudio
Se realiza un analisis retrospectivo de 6348 ciclos de FIV realizados en 4570 mujeres entre
los afios 2000 — 2013. Asimismo, se analizan 1522 ciclos de criotransferencia resultantes de

la criopreservacion de embriones excedentes de los ciclos en fresco.

4.1.2 Pacientes

Se incluyen todos los ciclos de FIV/ICSI en los que la paciente tenfa 38 afios o mas en el
momento del tratamiento. Se excluyen los ciclos de donacién de ovocitos, diagnéstico
genético preimplantacional o aquellos en los que la transferencia embrionaria tuviera que

ser diferida por algiin motivo.

Distinguimos cuatro grupos de edad:
- Grupo 1 (G1): 38-39 anos
- Grupo 2 (G2): 40-41 afios
- Grupo 3 (G3): 42-43 anos

- Grupo 4 (G4): = 44 afios

A las pacientes se les realiz6 un estudio hormonal basal con determinaciéon de FSH y
recuento de foliculos antrales entre el 3 y el 5° dia del ciclo menstrual en los tres meses
previos al ciclo de FIV. La determinaciéon de los niveles de hormona antimulleriana no
formaba parte del estudio basico de esterilidad durante los afnos del estudio asi que, en
relacion a este parametro, se muestran solo los valores relativos a los casos en los que se
disponia de esta informaciéon. Aunque algunas pacientes realizaron mas de un ciclo, cada

uno de ellos se analiza de forma individual y para el periodo etario correspondiente.
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4.1.3. Variables analizadas

a) Ciclo en fresco
Para cada grupo de edad, se analizaron los siguientes parametros en el ciclo en fresco:
- Tasa de cancelacion
- Numero de ovocitos recuperados
- Numero de ovocitos metafase 1I recuperados
- Tasa de fecundacion
- Numero de embriones evolutivos
- Calidad embrionaria
- Tasa de transferencia embrionaria
- Numero de embriones transferidos por transferencia
- Tasa de congelacién
- Numero de embriones congelados por ciclo
- Tasa de implantacion
- Tasa de embarazo por ciclo, puncién y transferencia embrionaria
- Tasa de aborto

- Tasa de nacido vivo por ciclo y por transferencia

b) Criotransferencias
En relacion a los ciclos de criotransferencia, se determinan los siguientes parametros para
cada grupo de edad:

- Tasa de supervivencia embrionaria a la descongelacion

- Numero de embriones transferidos

- Tasa de implantacién

- Tasa de embarazo por ciclo de descongelacién
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- Tasa de aborto

- Tasa de nacido vivo por ciclo de descongelacion

c) Tasas acumuladas de embarazo, de nacido vivo y modelo predictivo de tasa
acumulada de nacido vivo segun edad y nimero de ovocitos recuperados

Para cada grupo de edad, las tasas acumuladas de embarazo y nacido vivo por ciclo, se
calcularon afiadiendo los embarazos y nacidos vivos conseguidos en las criotransferencias a

los obtenidos en el ciclo en fresco.

Se calculan ademads las tasas acumuladas de embarazo y nacido vivo por paciente,
considerando la edad que tenfa la paciente en el momento de realizar el primer ciclo de

FIV.

Se elabora un modelo predictivo de tasa acumulada de nacido vivo en funciéon de la edad y

el nimero de ovocitos recuperados.

d) Estimacion de las tasas acumuladas a lo largo del tiempo

Para cada grupo de edad, se calcula, por ciclo iniciado, la tasa acumulada de embarazo y de
embarazo que da lugar a nacido vivo a lo largo del tiempo. Para ello, se realiza un
subanalisis de los ciclos realizados en los dltimos 3 afios del estudio, puesto que del resto
no ha sido posible recoger con precisiéon toda la informacién requerida. Se considera

tiempo cero al correspondiente a la primera puncion folicular.

4.1.4 Protocolos de tratamiento, puncion folicular y transferencia embrionaria
El protocolo de estimulacién para los ciclos de FIV / ICSI se eligié en funcién de la edad,
factor de esterilidad, niveles basales de FSH y respuesta ovarica en ciclos previos. La

supresion hipofisaria se realizé con un protocolo largo de agonistas de la GnRH (acetato
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de leuprolide) administrado en mitad de la fase lutea del ciclo precedente o con
antagonistas de la GnRH (ganirelix, cetrorelix) en protocolo flexible (cuando el foliculo
dominante alcanza 14 mm de diametro). En el protocolo de antagonistas, las pacientes
recibieron pretratamiento con anticonceptivos hormonales combinados durante 15-17 dfas
en el ciclo previo. Todas las pacientes se estimularon con gonadotropinas recombinantes
y/o urinatias (t{FSH / hMG). La descatga ovulatoria se trealiz6 con hCG recombinante
(thCG) cuando se detectd en la ecografia la presencia de al menos 3 foliculos > 18mm de

diametro.

La punciéon folicular se realizdé a las 36 horas de la descarga ovulatoria. La técnica de
inseminacién (convencional, ICSI o combinada) se eligié segiin parimetros seminales y/o

el factor de esterilidad.

La calidad embrionaria se evalué segin el nimero y la similitud de los blastomeros, el
porcentaje de fragmentacion y la presencia o no de multinucleaciéon. Segin nuestro sistema
de “score” embrionario, embriones calificados con “score” = 8 en una escala del 1 al 10, se

consideran embriones de 6ptima calidad (Clua et al., 2010).

La transferencia embrionaria se realiz6 bajo control ecografico a los 2 6 3 dfas de la
puncién folicular (Coroleu et al., 2010). Los embriones excedentes se criopreservaron
mayoritariamente en el dfa 3 post-puncion folicular, la criopreservacion se llevo a cabo con
el método de congelacion lenta hasta mediados del afio 2012 (Solé et al.,, 2011) y con
vitrificaciéon desde entonces en adelante (Cobo et al, 2012b). Los blastocistos se

criopreservaron mediante vitrificacion (Cobo et al., 2012b).
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Para el apoyo de fase latea, se administrd progesterona por via vaginal (200 mg/8 hrs)
desde el dia después a la puncion folicular hasta beta hCG negativa en sangre o la sexta

semana de gestacion.

4.1.5. Criotransferencias

Para las criotransferencias, la preparacion endometrial se realiz6 con terapia hormonal
sustitutiva (estrégenos orales y progesterona micronizada via vaginal) tras supresion
hipofisaria con Triptorelina Depot 3.75 mg, segin protocolos ya descritos previamente
(Martinez et al., 2011). Una vez realizada la descongelacién embrionaria, se transfieren los
embriones evolutivos tras cultivo “overnight” en el caso de tratarse de embriones
congelados en dia 3; en el caso de tratarse de criotransferencia de blastocistos, la

desvitrificacién embrionaria se realizé el mismo dia de la transferencia.

4.1.6. Diagnéstico de embarazo

El embarazo se diagnosticé con beta-hCG en plasma a los 14 dfas de la puncioén folicular o
de iniciar la progesterona vaginal en los ciclos de criotransferencia y se confirmé con latido
cardiaco fetal en la ecografia a la sexta semana de gestacion, considerandose tan solo estos

ultimos para la evaluacion de los resultados.

4.1.7. Analisis estadistico
Las variables continuas se expresan como medias * DS, mientras que las variables

categoricas se expresan como numero y porcentaje.

La asociacién entre las variables categoricas y la variable edad, se analizé utilizando el test

Chi’. Las variables continuas se compararon con el test de ANOVA.
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Para relacionar la tasa acumulada de nacido vivo con el nimero de ovocitos recuperados y
el grupo de edad, se us6 el modelo de regresion “suavizado” GAM (Generalized Additive
Model) (Hastie et al., 1990) ajustado con el software R (R Development Core Team, 2008).

Los resultados se muestran graficamente.

Para estimar la tasa acumulada de embarazo y de nacido vivo y realizar las comparaciones
entre los grupos de edad se aplicé el analisis de supervivencia de Kaplan-Meier y el test de
LogRank (Mantel-Cox). El tiempo hasta conseguir embarazo se considera como el
transcurrido entre la fecha de la puncion inicial y la fecha de la transferencia donde se
consegufa un embarazo. Si el embarazo se conseguia en la puncién inicial, el tiempo se
consideré como cero. Los casos donde no se alcanzé embarazo o nacido vivo fueron

censurados a fecha del analisis estadistico.

Todos los test fueron bilaterales con un nivel de significaciéon del 5%. Para el analisis

estadistico se utilizé el sofware IBM® SPSS® Statistics 21.0.

4.2. BLOQUE 2: PACIENTES DE 2 38 ANOS QUE REALIZAN UN CICLO DE

FIV CON CRIBADO DE ANEUPLOIDIAS PREIMPLANTACIONAL

4.2.1. Disefio del estudio
Se realiza un analisis retrospectivo de 142 ciclos de FIV con cribado de aneuploidias,
realizados entre los afios 2011-2014, y de 5 ciclos de criotransferencia resultantes del ciclo

en fresco.

Distinguimos 2 modalidades dentro de los ciclos de cribado de aneuploidias:
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(1) Una tnica estimulaciéon ovarica: si la recuperacion inicial fue de al menos 10 ovocitos

metafase 11

(2) Mas de una estimulaciéon ovarica: si la recuperacion inicial fue menor a 10 ovocitos
metafase II; en este caso se vitrifican los ovocitos con el objetivo de acumularlos y se
realiza la desvitrificacion en el momento en el que la suma de los ovocitos frescos maduros

y los vitrificados alcanza 10.

4.2.2. Pacientes

Se incluyen todos los ciclos de FIV con cribado de aneuploidias preimplantacional con
aCGH en los que la paciente tuviera = 38 afios en el momento del tratamiento. Se excluyen
los ciclos de donacién de ovocitos. Se excluyen los ciclos de diagnéstico genético

preimplantacional y los ciclos de cribado de aneuploidias en los que la técnica utilizada fue

FISH.

Distinguimos cuatro grupos de edad:
- Grupo 1 (G1): 38-39 afios
- Grupo 2 (G2): 40-41 afios
- Grupo 3 (G3): 42-43 afios

- Grupo 4 (G4): = 44 afios

A las pacientes se les realizé un estudio de reserva ovarica en los tres meses previos a la
realizacion del tratamiento con determinacion de FSH y recuento de foliculos antrales entre
el 3°-5° dfa del ciclo menstrual. La hormona antimulleriana no formaba parte del estudio
basico de rutina durante el periodo analizado, asi que en relaciéon a este parametro se

aportan sélo los datos disponibles.
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4.2.3. Variables analizadas

a) Ciclo en fresco
Para cada grupo de edad, se analizaron los siguientes parametros:
- Proporcién de pacientes que realizan acumulacién y nimero medio de ciclos de
estimulacion realizados
- Tasa de supervivencia ovocitaria a la desvitrificacion
- Numero de ovocitos metafase II inseminados
- Tasa de fecundacion (global y desglosado en funcion del origen de los ovocitos)
- Tasa de evolucién embrionaria (global y desglosado en funcién del origen de los
ovocitos, calculada a partir de los ovocitos inseminados)
- Numero de embriones evolutivos biopsiados
- Numero de embriones euploides, aneuploides y sin diagndstico por ciclo
- Tasa de euploidia (global y desglosado en funcién del origen de los ovocitos)
- Tasa de transferencia embrionaria
- Nuamero de embriones transferidos por transferencia
- Tasa de implantacién
- Tasa de embarazo por ciclo y por transferencia embrionaria
- Tasa de aborto
- Tasa de nacido vivo por ciclo y por transferencia embrionaria
- Tasa de congelacion

- Numero de embriones congelados por ciclo
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b) Criotransferencias
Debido al reducido tamafio muestral, los resultados de las criotransferencias se refieren de

forma individual y puramente descriptiva.

c) Tasas acumuladas de embarazo y de nacido vivo
Las tasas acumuladas de embarazo y nacido vivo se calcularon afadiendo los embarazos y

nacidos vivos conseguidos en las criotransferencias a los obtenidos en el ciclo en fresco.

d) Estimacion de las tasas acumuladas a lo largo del tiempo
Para cada grupo de edad, se calcula, por ciclo iniciado, la tasa acumulada de embarazo y de
embarazo que da lugar a nacido vivo a lo largo del tiempo. Se considera tiempo cero al

correspondiente a la primera puncién folicular.

4.2.4. Protocolos de tratamiento, puncion folicular y transferencia embrionaria

El protocolo de estimulacién para los ciclos de FIV / ICSI se eligié en funcién de la edad,
factor de esterilidad, niveles basales de FSH y respuesta ovarica en ciclos previos. La
supresion hipofisaria se realiz6 con antagonistas de la GnRH (ganirelix, cetrorelix) en
protocolo flexible (cuando el foliculo dominante alcanza 14 mm de diametro). Las
pacientes realizaron pretratamiento con anticonceptivos hormonales combinados durante
15-17 dias en el ciclo previo. Todas las pacientes se estimularon con gonadotropinas
recombinantes y/o urinarias (tFSH / hMG). La descatga ovulatoria se realizé con hCG
recombinante (thCG) cuando se detecté en la ecografia la presencia de al menos 3 foliculos

> 18mm de didmetro.

La puncién folicular se realizé a las 36 horas de la descarga ovulatoria. Si la recuperacion
ovocitaria fue de al menos 10 ovocitos metafase 11, se procedi6 a inseminar mediante ICSI

en todos los casos. En el caso de no disponer de al menos 10 ovocitos metafase II tras la
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puncién foliculat, se procedié a vitrificar los ovocitos maduros para realizar otro/s ciclo/s

de estimulacién ovarica, que se programé de igual forma que el primero.

En el ciclo en el cual el namero total de ovocitos metafase 11 fue = 10, considerando los
frescos mas los vitrificados, se procede a la desvitrificaciéon. La inseminacion se realizé

siempre con ICSI.

En el caso de disponer de embriones euploides y morfolégicamente aptos, se realizé la
transferencia de embrionaria bajo control ecografico a los 5 dfas de la puncién folicular
(Coroleu et al., 2000). Los embriones excedentes se criopreservaron con el método de

vitrificacion (Parriego et al., 2007).

Para el apoyo de fase lutea, se administré progesterona por via vaginal (200 mg/8 hrs)
desde el dia después a la puncién folicular hasta beta-hCG negativa en sangre o la semana

sexta de gestacion.

4.2.5. Vitrificacion / desvitrificacion ovocitaria en los ciclos de acumulaciéon

La vitrificacion se realizé inmediatamente tras la denudacién, a las 38 horas de la
administraciéon de thCG. El método de vitrificacion utilizado fue el descrito por Kuwayama
(Kuwayama et al., 2005). A las 2-3 horas de la desvitrificacion, se realizé al inseminacién de

los ovocitos mediante ICSI (Solé et al., 2013).

4.2.6. Biopsia embrionaria

Se consideraron aptos para biopsia aquellos embriones con =5 células y <30%
fragmentacion a las 62-68 horas. Para la perforaciéon de la zona pelicida se utilizé
tecnologfa laser y se aspir6 una unica blastomera por embrion. Las muestras biopsiadas se

procesaron para realizar el analisis genético segin la metodologia descrita previamente por
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otros autores (Fiorentino et al., 2011). La amplificaciéon del genoma, el procesamiento y la
interpretacion de los resultados del aCGH se realizaron segun las instrucciones de la casa

comercial (Sureplex and 24Sure V3, Illumina).

4.2.7. Criotransferencias

Para las criotransferencias, la preparacion endometrial se realiz6 con terapia hormonal
sustitutiva (estrégenos orales y progesterona micronizada via vaginal) tras supresion
hipofisaria con Triptorelina Depot 3.75 mg, segin protocolos ya descritos previamente
(Martinez et al., 2011). Una vez realizada la descongelacién embrionaria, se transfieren los

embtiones evolutivos ese mismo dia.

4.2.8. Diagnéstico de embarazo

El embarazo se diagnosticé con beta-hCG en plasma a los 14 dfas de la puncioén folicular o
de iniciar la progesterona vaginal en los ciclos de criotransferencia y se confirmé con latido
cardiaco fetal en la ecografia a la sexta semana de gestacion, considerandose tan solo estos

ultimos para la evaluacion de los resultados.

4.2.9. Analisis estadistico
Las variables continuas se expresan como medias * DS, mientras que las variables

categoricas se expresan como numero y porcentaje.

La asociacién entre las variables categoricas y la variable edad, se analizé utilizando el test

Chi’. Las variables continuas se compararon con el test de ANOVA.

Para estimar la tasa acumulada de embarazo y de nacido vivo y realizar las comparaciones
entre los grupos de edad se aplicé el analisis de supervivencia de Kaplan-Meier y el test de

LogRank (Mantel-Cox). El tiempo hasta conseguir embarazo se considera como el
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transcurrido entre la fecha de la puncién inicial y la fecha de la transferencia donde se
conseguia un embarazo. Si el embarazo se conseguia en la puncién inicial el tiempo se
consider6 como cero. Los casos donde no se alcanzé embarazo o nacido vivo fueron

censurados a fecha del analisis estadistico.

Todos los test fueron bilaterales con un nivel de significaciéon del 5%. Para el analisis

estadistico se ha utilizado el sofware IBM® SPSS® Statistics 21.0.
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5. RESULTADOS
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5.1. BLOQUE 1: PACIENTES > 38 ANOS QUE REALIZAN UN CICLO DE FIV

Y LAS CRIOTRANSFERENCIAS DERIVADAS DEL CICLO DE FIV.

Se analizan un total de 6348 ciclos de FIV / ICSI realizados a 4570 mujetres = 38 afios. El
71% de las pacientes (3249) hicieron un unico ciclo. Hay 1321 pacientes que realizan mas
de un ciclo (984 pacientes realizan 2 ciclos, 249 pacientes realizan 3 ciclos, 68 pacientes
realizan 4 ciclos, 11 pacientes realizan 5 ciclos, 6 pacientes realizan 6 ciclos y 3 pacientes
realizan 7 ciclos). Asi mismo, se analizan un total de 1522 ciclos de descongelacion

embrionaria resultantes de los ciclos en fresco.

5.1.1. Caracteristicas basales de las pacientes y tipo de tratamiento realizado

La distribucién de ciclos (Figura 40) y pacientes por grupos de edad fue:
- G1 (38-39 anos): 2312 ciclos (1875 pacientes)
- G2 (40-41 anos): 2047 ciclos (1380 pacientes)
- G3 (42-43 afios): 1264 ciclos (833 pacientes)
- G4 (=44 anos): 725 ciclos (482 pacientes)

Figura 40. Distribucion de ciclos por grupos de edad
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En la Tabla 3 se muestran las caracteristicas basales de las pacientes en funcién de cada
grupo de edad, asi como el protocolo de estimulacién realizado. Por definiciéon, hay
diferencias estadisticamente significativas en la edad media de las pacientes a lo largo de los

cuatro grupos. Los parametros de reserva ovarica (FSH basal, recuento de foliculos
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antrales y hormona antimulleriana) también muestran diferencias estadisticamente
significativas, observandose un incremento de la FSH basal y un descenso del recuento de

foliculos antrales y de los niveles de hormona antimulleriana segin aumenta la edad.

Tabla 3. Caracteristicas basales y protocolo de tratamiento realizado

Gl G2 (€X) G4 p

N° de pacientes 1875 1380 833 482
Edad (media + DS) 38.510.5 40.420.5 42.4%0.5 45+1.3 <0.001
FSH (UI/ml) (media * DS) 9£7.5 9.4£6.9 11.8£7.4 10.3+5.9 <0.001
RFA (media + DS) 9.2+4.8 8.2%4.6 7.1+4 5.8+3.4 <0.001
AMH (ng/ml) (media + DS)? 1.5%2 1.4£2 1.1£2 0.8+1.6 0.017
Factor de esterilidad (%) <0.001

Femenino 36.8 39.7 42.1 51.4

Masculino 29 25.3 22.2 14.9

Mixto 11.4 10.8 11.2 10.5

Desconocido 22.8 24.2 24.5 23.2
Protocolo de tratamiento (%) <0.001

Agonistas GnRH 66.4 63.1 62.8 623

Antagonistas GnRH 29.7 33.4 33.1 30.3

Otros 3.9 3.5 4.1 7.4

RFA: recuento de foliculos antrales
AMH: hormona antimulleriana, *valores correspondientes a 908 casos

En relacién al factor de esterilidad, observamos cémo las esterilidades de origen mixto o
desconocido se mantienen estables a lo largo de los grupos; sin embargo, el factor
masculino disminuye segun aumenta la edad, mientras que con el femenino sucede lo
contrario. También se observan diferencias estadisticamente significativas a lo largo de los

grupos en el protocolo de estimulacién utilizado.
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5.1.2. Resultados del ciclo de FIV / ICSI en fresco

Los resultados de la estimulacién del ciclo en fresco se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Resultados de la estimulacién de los ciclos de FIV / ICSI

Gl G2 G3
(n=2312) (n=2047) (n=1264)

Tasa de cancelacion (%) 13.1 12.9 18.5 234 <0.001
N° de ovocitos recuperados 7.616.5 6.815.9 5.315.1 3.9+4.4 <0.001
(media * DS)
N° de MII recuperados 6+5.4 5.3%5 41443 3.1+3.8 <0.001
(media £ DS)
Método de inseminacion (%) <0.001

FIV 25.6 29.5 37.7 433

ICSI 67 65.5 58.1 52.9

Combinado 7.4 5 42 3.8
Tasa de fecundacion (%) 69.7 69.8 67.8 67.4 NS
(95% IC) (68.6-70.8) (68.7-70.9) (66.2-69.3) (65-69.9)
N° embriones disponibles 3.7£25 3.512.4 3.1£1.9 2.6+1.7 <0.001
(media + DS)
Calidad embrionaria 6.2123 6.212.2 6+2.1 5.9123 NS
(media + DS)
Tasa de transfer (%) 79.1 77.8 67.6 63.6 <0.001
N° embriones transferidos/

2.1£0.7 2.240.7 2.240.8 2+0.8 <0.001
transfer (media + DS)
Tasa de congelacion (%) 36.3 29.6 20.1 12.3 <0.001
N° embriones congelados/
12423 1+2.1 0.5+1.4 0.3%+1.2 <0.001

ciclo (media * DS)
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La tasa de cancelacion global fue del 15.3% y aumento significativamente con la edad,

pasando de un 13.1% en el G1 a un 23.4% en el G4.

El incremento de la edad se asocié a un menor numero de ovocitos recuperados y menor
numero de embriones disponibles (p<<0.001), por lo que la probabilidad de llegar a
transferencia también disminuy6 de forma significativa; aun asi, el 63.6% de los ciclos en
el G4 llegan a transferencia. El nimero de embriones transferidos, la probabilidad de
criopreservar embriones excedentes y el nimero de embriones congelados, descendieron

de manera significativa con el incremento de la edad (p<0.001).

La tasa de fecundacién global fue del 69.3% (95% IC 68.6-69.9) vy, si analizamos por
grupos de edad, no se observan diferencias estadisticamente significativas entre los grupos;
tampoco obtuvimos diferencias estadisticamente significativas en relacién a la calidad

embrionaria que, sobre un score cuya maxima puntuacion es 10, fue del 6.2 en el G1 al 5.9

en el G4.

La tasa de implantacion en fresco disminuy6 significativamente con el incremento de la

edad (Figura 41).

Figura 41. Tasas de implantacion por grupos de edad
%
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La edad tiene un impacto negativo significativo en las tasas de embarazo, aborto y
nacido vivo (p<0.001) (Figura 42). La tasa de embarazo por ciclo iniciado pasé del 27.9%
en el G1 al 4% en el G4. La tasa de aborto global fue del 31.9% y subi6é de un 24.5% en el
G1 a un 69% en el G4. El ciclo de FIV / ICSI en fresco ofrece unas tasas de nacido vivo

del 20.5% en el G1, 13.3% en G2, 6.1% en G3 y 1.1% en G4 (Figura 39).

Figura 42. Tasa de embarazo (TE) por ciclo, puncién y transferencia; tasas de aborto; tasa
de nacido vivo (TNV)
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La tasa de nacido vivo por transferencia embrionaria fue del 25.9% en el G1, 17% en el

G2,9% enel G3y 1.7% en el G4 (p<0.001).

5.1.3. Resultados de los ciclos de criotransferencia

Del total de los 6348 ciclos de FIV / ICSI analizados, en el 28.2% de ellos se obtienen
embriones excedentes para su criopreservacion. Se realizaron un total de 1522 ciclos de

descongelacion embrionaria, en 168 de ellos (11%) no se llegd a realizar transferencia.

La distribucién de los grupos de edad en los ciclos de criotransferencia se muestra en la
Figura 43 y en la Tabla 5. La tasa global de supervivencia a la descongelaciéon
embrionaria fue del 75% (95% IC 73.4-76.6). No hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los diferentes grupos de edad ni en la supervivencia a la descongelacion

embrionaria ni en el nimero de embriones transferidos.
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Figura 43. Distribucion de los grupos de edad en los ciclos de criotransferencia realizados

45,4%
50% -

45% -
40% -
35% -
30% -
25% -
20%
15% A
10% -

34,1%

15,1%

5,4%

5% A
O(VO T

G1

G2

G3

G4

Tabla 5. Ciclos de criotransferencias

G1

N° ciclos de descongelacion
Supervivencia a descongelacion
()

(95% IC)

N° de ciclos con transfer

N° de embriones transferidos /

transfer (media * DS)

691

75.5
(73.2-77.7)

619

1.9£0.7

519

745
(71.8-77.3)

464

1.9£0.7

230

73.4
(68.6-78.2)

200

1.8£0.7

82
79.4 NS
(72.2-86.7)
71
1.940.7 NS

La tasa de implantaciéon embrionaria disminuyé con el incremento de edad, siendo ésta

significativamente mds baja a partir de los 42 afios

(Figura 44). A pesar de no haber

diferencias significativas en el numero de embriones transferidos, observamos una

reduccion significativa de las tasas de embarazo y de nacido vivo asociado a la edad,

pasando esta ultima de un 13.5% en el G1 a un 1.2% en el G4 (p<0.001). Las tasas de

aborto aumentaron con el incremento de edad, pero las diferencias no fueron

estadisticamente significativas (p=0.068), siendo la tasa global del 40.8% (Figura 45).
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Figura 44. Tasa de implantacion en ciclos de criotransferencia

%

20 ~
18 A
16 - 14,8
14
12
10 A

12,3

4 4,8
43

SN B~ S
1

G1 G2 G3 G4

Gl G2 G3 G4 Global

Tasa implantacién (%) 14.8 12.3 48 43 12
(95% IC) (12.7-16.9) (10-14.5) 2.6-7.1) 0.9-7.7) | (10.7-13.3)

Figura 45. Tasas de embarazo (TE), de aborto y de nacido vivo (TNV) por ciclo de

descongelacion
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5.1.4. Tasas acumuladas de embarazo y nacido vivo por ciclo
Si consideramos las tasas acumuladas de embarazo y nacido vivo resultantes del ciclo en

fresco y las criotransferencias que se derivan del mismo, se observa un descenso
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significativo segun aumenta la edad (p<0.001), siendo clinicamente relevante entre los 41 y
42 anos (tasa acumulada de nacido vivo del 15.8% en G2 y del 6.6% en G3). A partir de los

44 afios la tasa acumulada de nacido vivo es del 1.2% (Figura 40).

Figura 46. Tasas acumuladas de embarazo (TAE) y de nacido vivo (TANYV) por grupos de
edad
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A lo largo de los 13 afios analizados, en el grupo = 44 afios, ha habido 34 embarazos que
han dado lugar a 9 nacidos vivos; de éstos, 8 proceden de los ciclos en fresco y 1 de una
criotransferencia y se reparten de la siguiente manera por edades:

- 5 procedentes de mujeres de 44 afios

- 1 procedente de una mujer de 45 afos

- 1 procedente de una mujer de 46 afios

2 procedentes de mujeres de 47 afos.

Con el objetivo de conocer el beneficio real de la criopreservaciéon embrionaria en este
colectivo de mujeres de edad reproductiva avanzada, se realiz6 un subanalisis de las tasas
acumuladas de embarazo y nacido vivo en funcién de si se habia podido criopreservar
embriones excedentes o no (Figura 47). Cuando la criopreservacion fue posible, las tasas
acumuladas de embarazo fueron significativamente superiores para todos los grupos de
edad (p<0.001); para las tasas acumuladas de nacido vivo, se alcanza significacion

estadistica en los grupos G1, G2 y G3.
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Figura 47. Tasas acumuladas de embarazo (TAE) y de nacido vivo (TANYV) en funcion de

si hay congelacion
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No obstante, el principal beneficio de la congelacién embrionaria no procede de las
criotransferencias en s{ mismas, sino que radica en un incremento de las tasas de nacido
vivo de los ciclos en fresco, tal y como pone de manifiesto la Figura 48 (p<0.001 para

todos los grupos excepto G4).
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Figura 48. Tasas acumuladas de nacido vivo (TNV) desglosadas (fresco + criotransferencia

[CT]) en casos de criopreservacion y tasas de nacido vivo cuando no hay criopreservacion
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5.1.5. Tasas acumuladas de embarazo y nacido vivo por paciente

Teniendo en cuenta que hay 1321 pacientes que realizan mas de un ciclo, hemos querido
calcular asf mismo las tasas acumuladas por paciente, tanto de embarazo como de nacido
vivo (Figura 49). Las tasas acumuladas de nacido vivo por paciente pasan de ser un 32.3%

enel Gl aun 1.7% en el G4.

Figura 49. Tasas acumuladas de embarazo (TAE) y de nacido vivo (TANYV) por paciente
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5.1.6. Modelo predictivo de tasa acumulada de nacido vivo segiin edad y nimero de

ovocitos recuperados

Figura 50. Modelo predictivo de tasa acumulada de nacido vivo segin edad y N° de

ovocitos recuperados
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El modelo predictivo de tasa acumulada de nacido vivo segun la edad y el numero de
ovocitos recuperados pone de manifiesto que, a mayor numero de ovocitos recuperados,
mayor es la probabilidad de nacido vivo (estadisticamente significativo para todos los
grupos). Es mas, se encuentran diferencias estadisticamente significativas (las areas no
sobrelapadas de sombra entre dos grupos indican diferencias significativas) entre los
distintos grupos de edad para un determinado nimero de ovocitos recuperados. Como
ejemplo, 12 ovocitos recuperados proporcionarian una tasa acumulada de nacido vivo del
36% en una mujer de 38-39 anos y del 2% en una de 44 o mas. De hecho, en este grupo de
edad, independientemente del nimero de ovocitos recuperados, no se alcanzarfa nunca una

tasa acumulada de nacido vivo del 3% (Figura 50).

5.1.7. Estimacion de las tasas acumuladas a lo largo del tiempo

Se analizan 2462 ciclos de FIV/ICSI realizados en los ultimos 3 afios del periodo de
estudio. Por ciclo iniciado, a los 6 meses se obtiene una tasa acumulada de embarazo que
da lugar a nacido vivo del 25.1% en el G1, 17.6% en el G2, 8% en el G3 y 2.4% en el G4.
Las diferencias observadas en las tasas acumuladas a lo largo del tiempo entre los diferentes

grupos son estadisticamente significativas (p<<0.001) (Tabla 6 y Figura 51).

Tabla 6. Tasas acumuladas de embarazo (TAE) y de embarazo que da lugar a nacido vivo

(TAE >NV) en el tiempo

6 meses 12 meses 18 meses

Gl

- TAE 38.8% 40.2% 40.5%

- TAE >NV 25.1% 26.8% 27.1%
G2

- TAE 29.1% 30.2% 30.5%

- TAE >NV 17.6% 18.4% 18.4%
G3

- TAE 16.5% 17% 17.5%

- TAE >NV 8% 8% 8.3%
G4

-  TAE 7.2% 7.2% 7.2%

- TAE >NV 2.4% 2.4% 2.4%
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Figura 51. Tasas acumuladas de embarazo y de embarazo que da lugar a nacido vivo en el

tiempo
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Segin aumenta la edad, la ganancia de embarazos y nacidos vivos en el tiempo es menor.

De hecho, el momento a partir del cual ya no se obtienen mas embarazos es 20 meses en el

G1, 16 meses en el G2, 14 meses en el G3 y 4 meses en el G4.

5.2. BLOQUE 2: PACIENTES DE 2 38 ANOS QUE REALIZAN UN CICLO DE
FIV CON CRIBADO DE ANEUPLOIDIAS PREIMPLANTACIONAL

Se analizan un total de 142 ciclos de FIV con cribado de aneuploidias en mujeres de = 38
afios, de éstos el 33.1% fueron tras una unica estimulacién, mientras que el 66.9%
precisaron mas de un ciclo de estimulacién para lograr disponer de al menos 10 ovocitos

metafase II.

Los resultados de los ciclos de FIV con cribado de aneuploidias se expondran inicialmente
de forma global, incluyendo, dentro de cada grupo de edad, tanto los casos en los que el
analisis se hizo directo tras una tnica estimulacioén ovarica como aquellos en los que fue

preciso realizar mas de una estimulacién para acumular ovocitos.

Al final de este bloque, se expondran los resultados relativos a las principales variables
analizadas desglosados en funcién de si se hizo acumulacién o no, con el objetivo de

ilustrar el aporte adicional de la estrategia de acumulacién de ovocitos.

5.2.1. Caracteristicas basales de las pacientes

Los 142 ciclos se distribuyen de la siguiente forma (Figura 52):

- G1 (38-39 afos): 42 ciclos
- G2 (40-41 afos): 54 ciclos
- G3 (42-43 afos): 29 ciclos
- G4 (=44 anos): 17 ciclos
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Figura 52. Distribucién de ciclos por grupos de edad
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En la Tabla 7 se muestran las caracteristicas basales de las pacientes en funcién de cada
grupo de edad asi como el tipo de ciclo llevado a cabo (una unica estimulacién o mas de
una estimulacion). La estrategia de acumulacion se tuvo que realizar en mas de la mitad de
las ocasiones para cualquier grupo de edad y su frecuencia aumenté con el incremento de

edad.

Tabla 7. Caractetisticas basales y tipo de ciclo realizado (inico / acumulacion)

Edad (media + DS) 39+0.5 40.9%0.5 427405 45409 <0001
FSH (UI/ml) (media + DS) 7.4+2.4 6.8+1.5 6.9+1.6 6.2+1.9 NS
RFA (media + DS) 13.145.5 12.9+4.9 12.845.2 10.2+4.3 NS
AMH (ng/ml) (media + DS)? 2.5%1.9 1.8+1 1.9+1.4 1.340.7 NS

Tipo de ciclo (%):
- Uanico 38.1 31.5 34.5 23.6
- acumulacion 61.9 68.5 65.5 76.4

RFA: recuento de foliculos antrales
AMH: hormona antimulleriana, 2valores correspondientes a 97 casos
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5.2.2. Resultados de los ciclos de FIV ICSI con cribado de aneuploidias

preimplantacional en fresco

A continuacién se describen los resultados globales de los ciclos de FIV con cribado de
aneuploidias, considerando dentro de cada grupo de edad tanto los casos de una tnica

estimulacién como los casos de acumulacién.

La media de ciclos realizados fue de 1.8 a 2, sin haber diferencias estadisticamente

significativas entre los grupos.

Tampoco se observan diferencias estadisticamente significativas en relacién al nimero
medio de ovocitos inseminados (que esta por encima de 10 en todos los grupos de edad), a

las tasas de fecundacién y a la media de embriones biopsiados (Tabla 8).

Tabla 8. Resultados de la estimulacion de los ciclos de FIV con cribado de aneuploidias

N° de ciclos (media + DS) 1.810.8 1.8%0.6 1.9£0.8 2+0.7 NS
N° de MII inseminados

(media + DS)

- totales 13.3+3.8 13.2+4.8 11.9+4 11.4%£3.9 NS
- frescos 9.5+3.3 9.3+4.3 8+3.6 7.4%3.7

-DVI 3.8%13.4 3.913.6 3.9+3.8 413

Tasa de fecundacion (%) 74.7 73.2 70.3 71.6 NS
(95% IC) (70.6-78.8) (69.3-77.1) (65.1-75.5) (64.8-78.5)

N° embriones biopsiados

(media + DS)

- totales 8.5%£3.3 8+3.5 7.1£2.3 7.212.4 NS
- de ovocitos frescos 6.3%3 6.3+3.4 5.3+2.1 5.6%2.9

- de ovocitos DVI 2.5%2.7 2.2%2.4 1.7£1.9 2.1£1.8

DVI: desvitrificados

108




Las tasas de fecundacion, como se ha visto en la Tabla 8, no difirieron de forma
significativa entre los grupos de edad (Tabla 8). Tampoco se observaron diferencias
significativas en funcién de la procedencia de los ovocitos, ni en global considerando todos

los grupos de edad, ni al analizarlo por subgrupos de edad (Figura 53).

Figura 53. Tasa de fecundacion en funcion de procedencia de los ovocitos, para cada grupo

de edad
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DVI: desvitrificados

Tasa de fecundacion (%) Gl G2 G3 G4 Global grupos

Frescos 73.4 72.7 74.1 74.8 73.4
(95% IC) (68.3-78.6) | (68.5-76.9) | (69.1-79.2) | (65.6-84.1) (70.8-76)

Desvitrificados 77.8 74.3 62.6 65.7 71.9
(95% IC) (69.8-85-8) (67.4-81.2) (52.4-72.8) (55.8-75.5) (67.6-76.1)

En relaciéon a la tasa de evolucion embrionaria (calculada a partir de los ovocitos
inseminados), no hubo diferencias estadisticamente significativas entre los 4 grupos. En
global, considerando todos los grupos de edad, la tasa de evoluciéon embrionaria fue
significativamente mas baja con los ovocitos desvitrificados que con los frescos. El analisis
por subgrupos de edad sélo pone de manifiesto diferencias estadisticamente significativas

en el G3 (Figura 54).
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Figura 54. Tasa de evolucion embrionaria para cada grupo de edad, global y desglosada en

funcién de procedencia de los ovocitos
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Tasa evolucion embrionaria G1 G2 G3 G4 Global
(%) grupos
Global ovocitos 63.6 60.8 59.4 62.9 61.6
(95% IC) (56.8-70.5) (55.6-65.9) (54.7-64-1) | (56.1-69.7) (58.5-64.7)
Proceden de ovocitos frescos 66.4 67.9 67.2 75.6 68.1
(95% IC) (57.2-75.6) (63.1-72.8) (60.1-74.4) (56.8-94.4) (64.1-72.1)
Proceden de ovocitos DVI 64.8 55.6 43.5 55.2 55.7
(95% IC) (52.5-77-2) (44.7-66.6) (35-51.9) (41.3-69.2) (49.7-61.7)

DVI: desvitrificados

Con respecto a los resultados del cribado de aneuploidias preimplantacional, el
numero de embriones euploides, aneuploides y sin diagnéstico por cada grupo de edad y en
funcién de la procedencia de los ovocitos se describen en la Tabla 9. Se biopsian un total

de 1120 embriones.
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Tabla 9. Euplodia embrionaria y embriones sin diagndstico por grupos de edad y

procedencia de los ovocitos

G3

(n=29)

N° total de embriones biopsiados 357 435 206 122

N° de embriones euploides

(media + DS)

- totales 1.6£1.6 0.8%1 0.6+0.8 0.1£0.3  <0.001
- proceden de ovocitos frescos 1.2%1.2 0.6+0.9 0.6+0.8 0.1+0.3

- proceden de ovocitos DVI 0.4+0.7 0.2+0.5 0.0£0.1 0.0£0.0

N° de embriones aneuploides

(media + DS)

- totales 6.413.5 6.713.1 5.8+2 7.1%2.6 NS
- proceden de ovocitos frescos 4.612.6 513 4.3+1.9 5%2.7

- proceden de ovocitos DVI 1.812.2 1.7£1.9 1.5£1.7 2417

N° de embriones sin diagnostico

(media + DS)

- totales 0.7+0.8 0.9%1 0.6+0.8 0.5£0.7 NS
- proceden de ovocitos frescos 0.5+0.7 0.6+0.8 0.4+0.7 0.4+0.7

- proceden de ovocitos DVI 0.220.6 0.3+0.6 0.2£0.4 0.1£0.3

DVI: desvitrificados

Para los grupos G1 y G2, con una media de 8 embriones biopsiados, se obtiene una media
de embriones euploides entre 1.6 y 0.8 respectivamente, mientras que para los grupos G3 y
G4, que tenfan biopsiados de media 7 embriones, la media de embriones euploides fue de

0.6 y 0.1 respectivamente.

La tasa de euploidia global fue del 12.3%. Se observa una disminucién asociada a la edad,
pasando de un 19.3% en el G1 a un 1.6% en el G4, siendo el descenso estadisticamente
significativo a partir de los 44 afios. No hay diferencias significativas en la tasa de euploidia
en funcién de la procedencia de los ovocitos, si bien al analizar por subgrupos de edad, en
el G3 es significativamente menor con ovocitos desvitrificados (Tabla 10). La tasa de

embriones sin diagnéstico global fue del 9.6 (IC 95% 7.8-11.4).
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Tabla 10. Tasa de euploidia embrionaria, global y segtin procedencia de los ovocitos

Tasa euploidia embrionaria (%)

Global grupos

Global ovocitos

(95% IC)

(95% IC)

Procedencia de ovocitos DVI

(95% IC)

Procedencia de ovocitos frescos

19.3
(14.1-24.6)

18.9
(13-24.7)

18.1
(10.2-206)

10.8
(7.2-14.4)

10
(6.1-13.8)

10.9
(5-16.8)

9.7
(5.5-14)

12.2
(6.6-17.7)

(0-6.1)

1.6
(0-3.9)

2.1
©0-5

0-0)

12.3
(9.8-14.8)

12.2
(9.6-14.9)

10.6
(6.9-14.3)

DVI: desvitrificados

La probabilidad de llegar a transferencia embrionaria global fue del 50% y disminuy6

de forma significativa con el incremento de edad (Tabla 11).

Tabla 11. Transferencia y congelacion embrionaria ciclos de FIV con cribado de

aneuploidias

Tasa de transferencia (%)

N° de embriones transferidos /
transfer (media * DS)

- totales

- proceden de ovocitos frescos

- proceden de ovocitos DVI

Tasa de congelacion (%)

N° de embriones vitrificados /
ciclo (media * DS)

- totales

- proceden de ovocitos frescos

- proceden de ovocitos DVI

71.4

1.4+0.5
1.1£0.7
0.3£0.6

16.7

0.3+0.7
0.2£0.5
0.1£0.4

50

1.3+0.4
1£0.7
0.3£0.5

13

0.210.5
0.2£0.5
0+£0.1

414

1.3+0.4
1.1+0.5
0.2+0.3

10.3

0.2+0.7
0.2£0.7
0+£0.1

11.8

1+0
1+0
0£0

0£0
0£0
0£0

<0.001

NS

NS

NS

DVI: desvitrificados

112




No se observan diferencias estadisticamente significativas en el numero de embriones
transferidos. La tasa de congelacion global fue del 12% sin llegar a detectarse diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos; tampoco se detectan en el numero de

embriones criopreservados.

La tasa de implantacion global fue del 51% (95% IC 39.2-62.8) y no difiri6 de forma

significativa entre los diferentes grupos de edad (Figura 55).

Figura 55. Tasa de implantacion en FIV con cribado de aneuploidias preimplantacional
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Tasa implantacion (%) 50 47.2 62.5 50
(95% IC) (31.1-68.9) (28.4-66.1) (27.7-97.3) (0-68.3)

Las tasas de embarazo por ciclo disminuyeron con la edad de forma significativa,
pasando de un 38.1% en el G1 a un 5.9% en el G4 (p=0.024). No obstante, las tasas de
embarazo por transferencia se mantienen estables a lo largo de los cuatro grupos de
edad, con valores entre el 50 y el 66.7%. Las tasas de aborto no difirieron de forma
significativa entre los 4 grupos de edad y se encontraron entre el 18.8% y el 25% (tasa
global del 12.8%). Las tasas de nacido vivo por ciclo iniciado fueron del 31% en el G1,
25.9% en el G2, 20.7% en el G3 y 5.9% en el G4, siendo las diferencias entre los grupos

estadisticamente significativas (p=0.045) (Figura 50).
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Figura 56. Tasas de embarazo (TE) por ciclo, por transferencia y tasa de nacido vivo

(TNYV) en ciclo de FIV con cribado de aneuploidias
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Las tasas de nacido vivo por transferencia embrionaria no difirieron de forma significativa,

siendo del 43.3% en el G1, 51.8% en el G2y 50% en los grupos 3 y 4.

5.2.3. Resultados de los ciclos de criotransferencia
Se han realizado 5 ciclos de criotransferencia, que han dado lugar a 2 embarazos adicionales

y 1 nacido vivo.

5.2.4. Tasas acumuladas de embarazo y nacido vivo

Las tasas acumuladas (transferencia en fresco + criotransferencias) de embarazo y nacido
vivo se muestran en la Figura 57. Se observa un descenso significativo asociado al
incremento de edad para ambos parametros. El cribado de aneuploidias preimplantacional
ofrece una tasa acumulada de embarazo del 40.5% en el G1, que desciende al 5.9% en el
G4 (p=0.014); en relacién a la tasa acumulada de nacido vivo, ésta fue del 31% en el Gl y
desciende 5.9% en el G4 (p=0.044).
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Figura 57. Tasas acumuladas de embarazo (TAE) y de nacido (TANYV) tras ciclo de FIV
con cribado de aneuploidias preimplantacional
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5.2.5. Estrategia de acumulaciéon

Con el objetivo de aportar datos en relacion al posible beneficio de la acumulacién de
ovocitos en los ciclos con cribado de aneuploidias, a continuacién se ofrecen, para cada
grupo de edad, los resultados relativos a las principales variables analizadas, desglosados en

funcion de si se hizo acumulacién o no (Tabla 12).

En la Tabla 13 se muestran datos exclusivamente relativos a los ovocitos vitrificados y
desvitrificados en los casos de acumulacion, con el objetivo de conocer el rendimiento real
de los ovocitos acumulados. Se desvitrifican un total de 701 ovocitos. La tasa de
supervivencia a la desvitrificaciéon global fue del 79.6% (95% IC 75.5-83-7) y disminuy6
con la edad, pero las diferencias entre los grupos no fueron significativas; aun asi, en el G4
sobreviven un 75% de los ovocitos desvitrificados. La estrategia de acumulacién permitié
biopsiar de media entre 4 (G1) y 2.6 (G3) embriones adicionales a los obtenidos en el ciclo

en fresco.
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Tabla 12. Resultados de la estimulacion de los ciclos de FIV con cribado de aneuploidias

en funcién de si se acumula (Ac.) o no (No Ac.)

N° ciclos

realizados?

N ovocitos

inseminados?

N° embriones

biopsiados?

Tasa transfer P

TAEP®

TANV?

Gl (n=42)

2.3+0.6

14.5t4

9.243.6

73.1

50

38.5

1+0.2

11424

72123

68.8

25

18.8

G2 (n=54)

2.1+0.4

14+5

7.9%3.7

56.8

29.7

29.7

1+0.2

11.6t4

8.2+2.9

353

235

235

G3 (n=29)

2.410.6

12.9%4.5

7.512.5

474

26.3

15.8

1+0

10.1£2.1

6.2+1.7

30

30

30

G4 (n=17)

2.3+0.5

11.214.3

72124

7.7

1+0

12125

7£2.9

25

25

25

* datos expresados en media + DS; P datos expresados en %; TAE: tasa acumulada de embarazo; TANV: tasa
acumulada nacido vivo
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Tabla 13. Resultados ciclos de acumulacion: ovocitos desvitrificados

N° de ovocitos DVI / ciclo

7.5%£2.5 7.31£2.9 7.6£3.1 6.8%2.1 NS
(media + DS)
Tasa supervivencia a la DVI (%) 82.7 79 79.3 75.3 s

N

95% IC (75.8-89.5) (71.8-86.1) (70.8-87.8) (59.3-91.3)
N de ovocitos DVI inseminados 6.212.1 5.7£2.9 613 51423 NS
(media + DS)
N° embriones biopsiados 4425 32422 2.6+1.8 2.8+1.5 NS
(media + DS)

5.2.6. Estimacion de las tasas acumuladas a lo largo del tiempo

Se analizan los 142 ciclos de FIV con cribado de aneuploidias preimplantacional. Por ciclo
iniciado, a los 6 meses se obtiene una tasa acumulada de embarazo que da lugar a nacido
vivo del 31% en el G1, 27.8% en el G2, 20.7% en el G3y 5.9% en el G4 (Tabla 14 y Figura
58).

Las diferencias observadas en las tasas acumuladas a lo largo del tiempo entre los diferentes

grupos son estadisticamente significativas (p=0.014).

Segun aumenta la edad, la ganancia de embarazos y nacidos vivos en el tiempo es menor.
De hecho, el momento a partir del cual ya no se obtienen mas embarazos es 9 meses en el

G1, 6 meses en el G2y para los grupos 3 y 4 desde el tiempo del primer transfer.
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Tabla 14. Tasas acumuladas de embarazo (TAE) y de embarazo que da lugar a nacido vivo

(TAE > NV) en el tiempo

6 meses 12 meses 18 meses

G1

TAE 38.1% 40.5% 40.5%

TAE > NV 31% 31% 31%
G2

TAE 27.8% 27.8% 27.8%

TAE 2> NV 27.8% 27.8% 27.8%
G3

TAE 27.6% 27.6% 27.6%

TAE 2> NV 20.7% 20.7% 20.7%
G4

TAE 5.9% 5.9% 5.9%

TAE > NV 5.9% 5.9% 5.9%

Figura 58. Tasas acumuladas de embarazo y de embarazo que da lugar a nacido vivo en el

tiempo
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Figura 58. Tasas acumuladas de embarazo y de embarazo que da lugar a nacido vivo en el

tiempo (continuacion)
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5.3.

RESULTADOS PRINCIPALES DE AMBAS ESTRATEGIAS:
ESTANDAR VS. CRIBADO DE ANEUPLOIDIAS PREIMPLANTACIONAL

FIV

Se muestran de forma descriptiva y grafica, los principales resultados presentados con

anterioridad para cada estrategia (Figuras 59-64 y Tablas 15y 10).

5.3.1. Caracteristicas de la poblacion estudiada

Figura 59. Media de edad para cada grupo de edad
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Figura 60. Media de recuento de

foliculos antrales para cada grupo de edad
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Figura 61. Media de hormona antimulleriana (ng/ml) para cada grupo de edad
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5.3.2. Tasas de transferencia, de implantacion, de aborto y de nacido vivo

Figura 62. Tasa de transferencia embrionaria por grupos de edad
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Figura 63. Tasa de implantaciéon embrionaria por grupos de edad
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Tabla 15. Tasa de nacido vivo en fresco (por ciclo) y acumulada por grupos de edad

Tasa de nacido vivo FIV estandar (%)
- fresco

- acumulada

Tasa de nacido vivo FIV con cribado
de aneuploidias (%)
- fresco

- acumulada

G1

20.5
23.8

31
31

G2

13.3
15.8

25.9
27.8

G3 G4 ‘
6.1 1.1
6.6 1.2
20.7 5.9
20.7 5.9
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Figura 64. Tasa de nacido vivo por transferencia embrionaria, segtin grupo de edad

FIV estandar Cribado de aneuploidias
60 1 60~ 51,8 50 50
50 A 50 4 433
40 - 40
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9
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Nota: los resultados relativos al grupo de cribado de aneuploidias deben ser interpretados con precaucion debido al

tamafio muestral

Tabla 16. Tasas globales de implantacion, aborto y nacido vivo en cada estrategia

FIV estandar Cribado de aneuploidias
(n=6348) (n=142)
Tasa de implantacion fresco (%) 91 51
(95 1C) (8.5-9.7) (39.2-62.8)
Tasa abotto fresco(%o) 31.9 12.8

Tasa nacido vivo (%)
- fresco 13.1 239
- acumulada 15.2 24.6
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6. DISCUSION
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La conducta reproductiva ha cambiado en los ultimos afos, con una tendencia clara al
retraso de la edad de la maternidad; no obstante, los limites de la biologia en relaciéon al
potencial reproductivo no han evolucionado de la misma manera y, por tanto, las mujeres

se enfrentan cada vez mas al problema de la esterilidad asociada a la edad.

El retraso de la edad de la maternidad unido al descenso de la fertilidad ligado a la edad
conlleva un riesgo de quedarse sin descendencia, con el impacto psicolégico que esto

implica, y un incremento del uso de las técnicas de reproduccion asistida.

Las unidades de reproduccién asistida estan experimentando un incremento de la edad
media de las pacientes, por tanto, es crucial conocer la eficacia de las diferentes estrategias

terapéuticas en estas edades.

La donaciéon de ovocitos se erige como la alternativa de elecciéon para mejorar los
resultados de las técnicas de reproducciéon asistida en mujeres de edad avanzada; sin
embargo, muchas mujeres no estin emocionalmente preparadas para perder el vinculo
genético con su descendencia y esta opcidon es inaceptable o se plantea como dltimo

recurso tras haber intentado al menos un ciclo de FIV con ovocitos propios.

6.1. BLOQUE 1: PACIENTES > 38 ANOS QUE REALIZAN UN CICLO DE FIV

Y LAS CRIOTRANSFERENCIAS DERIVADAS DEL CICLO DE FIV

En la primera parte de esta Tesis se analiza el impacto de la edad en las tasas de
implantacién asi como en las tasas acumuladas de nacido vivo y se elabora un modelo
predictivo de tasa acumulada de nacido vivo en funcién de la edad y del nimero de
ovocitos recuperados, con el objetivo de ofrecer a cada paciente un asesoramiento

individualizado sobre su prondstico.

La mayorifa de los trabajos que analizan el éxito de las técnicas de reproduccion asistida en
mujeres de edad avanzada ponen como punto de corte los 40 afios o incluso mas (Ciray,
2006; van Disseldorp, 2007; Tsafrir et al., 2007, Hourvitz, 2009; Serour et al., 2010;
Cetinkaya et al., 2013; De Brucker et al., 2013; Cabry et al., 2014). Basandonos en datos
propios no publicados, nuestro punto de corte para considerar edad reproductiva avanzada

son los 38 afios, lo que coincide con lo establecido por Gleicher y colaboradores (Gleicher

125




et al., 2007), y con el punto de corte a partir del cual la deplecion folicular se vuelve
exponencial (Faddy et al, 1992). Por otra parte, los trabajos que como el nuestro
proporcionan tasas acumuladas de nacido vivo, por lo general se focalizan en las tasas
acumuladas tras varios ciclos de estimulacion ovarica y no todos consideran las
criotransferencias (Klipstein et al., 2005; van Disseldorp et al., 2007; Stern et al., 2009;
Malizia et al., 2009; De Brucker et al., 2013; Cetinkaya et al., 2013). Nuestro trabajo centra
sus resultados en el rendimiento de un dnico ciclo de estimulacién ovarica a una edad
determinada, considerando tanto la transferencia en fresco como las criotransferencias que
se derivan del ciclo en fresco; no obstante, al final se proporcionan también las tasas

acumuladas de nacido vivo no por ciclo sino por paciente.

6.1.1. Caracteristicas basales de las pacientes y tipo de tratamiento realizado

Si bien el grueso de pacientes se concentra en los grupos 1 y 2, es importante sefialar que se
analizan 1264 ciclos en el G3 y 725 ciclos en el G4, que son tamafios muestrales extensos
en comparacion con trabajos similares que, como éste, han sido llevados a cabo en un

unico centro (Klipstein et al., 2005; Cetinkaya et al., 2013).

Como era de esperar, los parametros de reserva ovarica empeoran de forma significativa
con el incremento de la edad. En relacién al factor de esterilidad, se observan diferencias
estadisticamente significativas a lo largo de los grupos, habiendo mas “factor femenino” en
los grupos de mas edad; esto probablemente se deba a que esterilidades cuyo tnico factor
es la edad avanzada se incluyan bajo el epigrafe “factor femenino”. Aun asi, se ha descrito
que en mujeres de edad avanzada, la historia previa de la paciente, incluyendo el factor de
esterilidad y/o embarazos o partos previos, no afecta a las probabilidades de embarazo tras

la FIV (Tsafrir et al., 2007).

En relacién a los protocolos de estimulacién, no puede descartarse la interaccion del
cambio de politica de tratamiento a lo largo de los afios. El uso de antagonistas de la
GnRH ha ido incrementando a lo largo de los ultimos afios desplazando al protocolo largo
o corto de agonistas de la GnRH; segun el Registro de la Sociedad Espafiola de Fertilidad,
el uso de antagonistas de la GnRH ha pasado de ser un 21% en el afio 2002 a un 37% en el
2008, ultimo afio en el que se desglosan los ciclos por el tipo de supresiéon hipofisaria
(Sociedad Espafiola de Fertilidad 2002 y 2008). En el momento actual, en nuestro Centro,

el 90% de los ciclos se programan con antagonistas de la GnRH. No obstante, es poco
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probable que el protocolo de estimulacion (agonistas de la GnRH o antagonistas de la
GnRH) tenga un efecto significativo en las tasas de nacido vivo (Kolibianakis et al., 2000;

Pu et al., 2011; Sunkara et al., 2014).

6.1.2. Ciclo de FIV / ICSI en fresco

La mayoria de los resultados de la estimulacion ovarica empeoran significativamente con el
incremento de edad. La tasa de cancelacidon fue del 13.1% (G1) al 23.4% (G4),
habiéndose descrito tasas de cancelacion a partir de los 40 afios del 15% y 16.6% (Cabry et
al., 2014; Tsafrir et al., 2007). Las tasas de fecundacion se mantuvieron estables a lo largo
de los 4 grupos, lo que coincide con lo publicado por otros autores en mujeres de edad
avanzada (Ciray et al., 2000). Sorprendentemente, no se observan diferencias significativas
en relaciéon a la calidad embrionaria. No obstante, se sabe que en dia 3 del desarrollo
embrionario puede haber anomalias cromosémicas incluso en embriones con morfologia
optima, indicando que la aneuploidia embrionaria tiene poco efecto en el aspecto

morfolégico de los embriones en dicho estadio evolutivo (Fragouli et al., 2014).

Segun nuestros resultados, queda demostrado que la edad tiene un impacto significativo en
las tasas de implantacién, observandose una caida aproximada de 4 puntos entre cada
grupo de edad. Spandorfer refiere un descenso lineal de las tasas de implantacién a partir
de los 36 afos y sus resultados se mantienen incluso cuando se analizan sélo los casos de

esterilidad por factor masculino (Spandorfer et al., 2000).

Las tasas de embarazo por ciclo iniciado, por puncién y por transferencia embrionaria
disminuyen significativamente con el aumento de la edad, mientras que la tasa de aborto
incrementa con la edad y es practicamente del 70% a partir de los 44 afios, lo que conduce
a obtener una tasa de nacido vivo en este grupo de edad del 1.1%. Otros autores publican
tasas de aborto del 75% a los 44 afos (Serour et al., 2010) y del 72.2% a los 45 afios
(Spandortfer et al., 2007).

Los resultados relativos a la tasa de nacido vivo en fresco coinciden con lo publicado por la
Human Fertilization and Embryology Authority para el anio 2009 (Human Fertilization and
Embryology Authority, 2010) y son similares también a los publicados por otros autores, si
bien éstos aportan los resultados estratificando para cada afio de edad (Tsafrir et al., 2007;

Klipstein et al., 2005; Serour et al., 2010).
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6.1.3. Ciclos de criotransferencia

Como es de esperar, la probabilidad de congelar embriones excedentes disminuy6 de forma
significativa con el incremento de edad. Aun asi; en el G4 se congelan embriones
excedentes en el 12.3% de los ciclos. Las tasas de congelacion embrionaria obtenidas en
nuestro estudio (28.2%) son mas elevadas que las publicadas en la literatura en general,
donde se comunican tasas de congelacion a partir de los 40 afios del 5.7% (2705 ciclos en
fresco) (Klipstein et al., 2005) y del 5.2% (2386 ciclos en fresco) (Serour et al., 2010), y del
0% a partir de los 43 afos (118 ciclos en fresco) (Cetinkaya et al., 2013). L.a mayoria de
embriones congelados en este bloque corresponden a embriones en su dia 3 de evolucion y
nuestro criterio para congelar embriones en dia 3 es que los embriones tengan al menos 6

blastémeras y menos del 25% de fragmentacion.

La tasa de supervivencia a la descongelacion no difirié de forma significativa entre los
grupos. La mayor parte de los embriones se criopreservaron con el método de congelacion
lenta pues era el proceder habitual hasta la mitad de 2012. Es cierto que hoy en dfa con la
vitrificacién, podriamos esperar un incremento en las tasas de supervivencia a la
desvitrificacién y esto podria mejorar el rendimiento de los ciclos de criotransferencia pero,
aun asi, es poco probable que el impacto a nivel global fuese significativo (Wang et al.,

2012).

Igual que sucede en fresco, la edad tiene un impacto negativo en las tasas de
implantaciéon, embarazo y nacido vivo. Si comparamos las tasas de implantaciéon en
fresco us. criotransferencias se observa que, globalmente, son significativamente mas altas
en los ciclos de criotransferencia; al analizar por subgrupos de edad, las diferencias son
significativas solo en el grupo de 40-41 afios. Uno de los posibles factores que pueden
explicar este hallazgo es la reduccion de la receptividad endometrial observada en los ciclos
bajo hiperestimulaciéon ovarica controlada (Evans et al., 2014). Aun asi, este hallazgo tendra
poco impacto puesto que, como se vera mas adelante, el beneficio del criotransfer en si
mismo es limitado, quizas porque la tasa de abortos también tiende a ser mas alta en los
ciclos de criotransferencia, siendo asi en todos los grupos de edad excepto en el G4. En
este grupo, que es del de menor tamafio muestral, la tasa de aborto en fresco y tras la
transferencia de embriones congelados se mantiene estable. En lineas generales, se
describen tasas de aborto a partit de los 39 afos tras transferencia de embriones

criopreservados con el método de congelacion lenta del 44.4% (Solé et al., 2011), mientras
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que a partir de los 40 afos, la tasa de aborto en fresco es del 34%, segun datos del Registro

de la Sociedad Espafiola de Fertilidad del afio 2013 (Sociedad Espafiola de Fertilidad).

6.1.4. Tasas acumuladas de embarazo y nacido vivo por ciclo

Las tasas acumuladas de embarazo y nacido vivo disminuyen de forma significativa con el
incremento de la edad. Se obtienen unas tasas acumuladas de nacido vivo del 23.8% en G1,

15.8% en G2, 6.6% en G3y del 1.2% en el G4.

Segun Gleicher, en algunos centros de reproduccion asistida se informa a las pacientes de
forma sistematica que las tasas de nacido vivo a partir de los 40-42 afos son del 1%-2%
(Gleicher et al.,, 2014). Nuestros datos permiten analizar el rendimiento de una unica
estimulacién ovarica, diferenciando aquellos casos de prondstico aceptable (G1 y G2), de
los de pronéstico bajo aunque aun médicamente razonable (G3), de los de prondstico muy

bajo (G4).

Dentro de los estudios que analizan las tasas acumuladas de nacido vivo en mujeres de
edad avanzada, sélo algunos consideran los ciclos de criotransferencia en sus analisis. En el
trabajo de Malizia y colaboradores se incluyen las criotransferencias como evento Gnico
independiente en el calculo de la tasa acumulada de nacido vivo, por lo que no es posible
calcular el rendimiento de un ciclo de estimulacién ovarica con sus criotransferencias;
ademas, en este estudio, a partir de los 40 afos, las pacientes quedan englobadas en el
mismo grupo de edad (Malizia et al., 2009). En el trabajo de Stern, que también considera
las criotransferencias, se subdivide por grupos de edad a partir de los 40 afios y se obtienen
tasas de nacido vivo por ciclo similares a las encontradas en nuestro estudio (Stern et al.,
2009). No obstante, de ninguno de los dos trabajos se desprende el beneficio adicional que

aportan las criotransferencias en mujeres de edad reproductiva avanzada.

En nuestra serie, las tasas acumuladas de embarazo y nacido vivo son superiores cuando
fue posible la criopreservaciéon embrionaria, en concordancia con lo descrito por otros
autores (Klipstein et al., 2005). Sin embargo, Klipstein y colaboradores describen en su
poblacion de estudio una tasa de congelacion del 5.7%, lo que es llamativamente mas bajo a
lo encontrado en nuestros resultados (28.2%), y por tanto no incluyen las criotransferencias
en sus analisis. En nuestra casuistica, los casos en los que la congelaciéon embrionaria fue

posible, tienen una tasa acumulada de nacido vivo 3-4 veces superior a cuando no hubo
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congelacion (estadisticamente significativo para todos los grupos de edad excepto G4,
probablemente debido al reducido tamafio muestral). No obstante, es importante sefalar
que el beneficio real de la criopreservacion no reside en los ciclos de criotransferencia en si
mismos si no mas bien en el incremento del rendimiento del ciclo en fresco, sugiriendo
que, al haber mas embriones disponibles, la seleccién embrionaria en fresco es mejor y en
consecuencia los resultados también. Asi pues, el beneficio extra de la congelacién en si
misma es limitado, sobre todo en los grupos G3 y G4, donde las criotransferencias sélo
contribuyen en las tasas acumuladas de nacido vivo con un 2.3% y un 1.2%

respectivamente.

A pesar de las bajas opciones de éxito observadas a partir de los 44 afos, a lo largo de los
12 afios del estudio, en este grupo de edad hubo 9 nacidos vivos, de los cuales todos menos
uno procedian del ciclo en fresco. La edad maxima a la cual obtuvimos un nacido vivo fue
a los 47 anos, siendo nuestro limite de edad para cualquier técnica de reproduccion asistida

los 50 afios.

En la literatura se han publicado casos aislados de nacidos vivos tras FIV a los 46 afios (Dal
Prato et al., 2005; Trolice et al., 2014) y uno muy recientemente a los 50 afios (Rani et al.,
2015). Segin el Comité de Ftica de la Sociedad Americana de Medicina Reproductiva
(ASRM), con la tasa acumulada de nacido vivo obtenida en el G4 en nuestro estudio, estas
pacientes se clasificarfan como de “muy mal pronéstico” (probabilidad de nacido vivo muy
bajas pero no inexistentes: >1 a <5%), y su recomendacion en estos casos serfa proceder
con técnicas de reproduccién asistida siempre y cuando se estime que el beneficio
fisiolégico y psicologico compense los riesgos (The Ethics Committee of the American

Society for Reproductive Medicine, 2012).

6.1.5. Tasa acumulada de embarazo y nacido vivo por paciente

El concepto de tasa acumulada de embarazo y nacido vivo por paciente y no por ciclo es
realmente atractivo. Diversos trabajos analizan esta variable argumentando que para la

paciente que realiza mas de un ciclo la estimacion del éxito es mas precisa (Tabla 17).

Algunas publicaciones notifican tasas acumuladas de nacido vivo a los 40 afios del 28%

(Klipstein et al., 2005) y entre los 41-43 afios del 17% (Van Disseldorp et al., 2007).
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Tabla 17. Estudios que analizan tasa acumulada de nacido vivo (TANV) en edad avanzada

Autor Edad pacientes N°de ciclos  Ciclos / pte TANV (%)

(afio publicacion) (afios)

284-0

Klipstein (2005) > 40 2705 23 40— 46 aios
— anos

(solo fresco)

41-43 125 17
Van Disseldorp (2007) 1-3
(normoreserva) (solo fresco) (tras 3 ciclos)
27906 8.5
Stern (2009) Todas las edades 1.9
(fresco + CT) (= 43 afios)
12248 42 (optimista)
Malizia (2009) Todas las edades 2.3
(fresco + CT) 23 (pesimista)
(= 40 afios)
431
De Brucker (2013) =40 1.8 16.7

(solo fresco)

168
Cetinkaya (2013) > 43 1-4 9.1
(solo fresco)

Sin embargo, es importante tener en cuenta que las tasas de discontinuacion del
tratamiento estan estrechamente relacionadas con la edad y la probabilidad de éxito del
proceso, incluso cuando los ciclos estan reembolsados. Se describen tasas acumuladas de
discontinuacién del 80% a partir de los 40 afos, siendo la mitad de los abandonos tras el
primer ciclo de FIV (Soullier et al., 2011). Por este motivo, los datos presentados en la
primera parte de este bloque se focalizan en el rendimiento que ofrece un unico ciclo de
estimulacién ovarica a una mujer de una edad determinada, considerando el ciclo en fresco
y las criotransferencias derivadas del mismo. No obstante, teniendo en cuenta que en
nuestra serie el 29% de las pacientes realizan mas de un ciclo, aportamos también los datos

relativos a la tasa acumulada de embarazo y nacido vivo por paciente.
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Nuestros resultados ponen de manifiesto, una vez mas, el impacto negativo de la edad en
las tasas acumuladas de nacido vivo por paciente, y muestran cémo, al comparar las tasas
acumuladas por paciente con el rendimiento por ciclo iniciado, las diferencias son menores
segun aumenta la edad. Este hecho se explica probablemente porque en estos grupos de
edad se repite menos y porque la eficacia de los ciclos, aunque se realicen mas
estimulaciones ovaricas, es muy limitada. No obstante, estos resultados pueden estar
sesgados al no estar considerandose unicamente primeros ciclos (que generalmente son los
de mayor tasa de éxito) y al no estar teniendo en cuenta las pérdidas posteriores. Nuestros
hallazgos concuerdan con los de otros autores, que también encuentran que a partir de los
43 anos las diferencias entre la tasa por ciclo iniciado y la acumulada por paciente son
pequenas (Klipstein et al., 2005). En otros trabajos, los resultados son mas optimistas y se
describen tasas acumuladas de nacido vivo tras 3 ciclos de estimulacién ovarica a partir de
los 43 anos del 8.5% (Stern et al., 2010) y del 9.1% en >43 afos, estableciendo pues en 45
afios el punto de corte a partir del cual habria que pasar directamente a donacién de

ovocitos (Cetinkaya et al., 2013).

6.1.6. Modelo predictivo de tasa acumulada de nacido vivo segin edad y nimero de

ovocitos recuperados

En lineas generales, existe una fuerte asociacion entre el nimero de ovocitos recuperados y
la probabilidad de nacido vivo. Algunos autores encuentran mejores resultados a partir de 4
ovocitos recuperados en las mujeres de 40-41 afios, si bien esta diferencia se minimiza en
edades mas avanzadas (Tsafrir et al., 2007). Otros trabajos establecen el punto de corte en 6

ovocitos (Ciray et al., 20006; Spandorfer et al., 2007; Cabry et al., 2014).

Sunkara encuentra que las mejores opciones de obtener un nacido vivo se alcanzan cuando
se recuperan alrededor de 15 ovocitos (Sunkara et al., 2011). El modelo de prediccion de
nacido vivo que elaboran estos autores incluye un gran nimero de ciclos de FIV (400135
ciclos), pero no tiene en cuenta los ciclos de criotransferencia embrionaria y, ademas, a
partir de los 40 afios las pacientes se incluyen en el mismo grupo, cuando a estas edades

incrementos pequefios de edad pueden suponer diferencias considerables en los resultados.
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El modelo elaborado en nuestro estudio permite predecir, para cada grupo de edad, la tasa
acumulada de nacido vivo (considerando el ciclo en fresco y las criotransferencias) en
funcién del namero de ovocitos recuperados. De esta forma, para alcanzar un 20% de tasa
acumulada de nacido vivo se necesitarfan al menos 5 ovocitos en G1 y 8 ovocitos en G2.
Este 20% de tasa acumulada de nacido vivo no se alcanzarfa a partir de los 42 afios,
independientemente del nimero de ovocitos recuperados. En este grupo, se necesitarfan al
menos 4 ovocitos para obtener una tasa acumulada de nacido vivo del 5%. En relacion al
G4, incluso asumiendo que se recuperan como minimo 15 ovocitos, las tasas acumuladas
de nacido vivo no llegarian al 3% vy, por tanto, en estos casos deberfamos desaconsejar el
uso de técnicas de reproduccion asistida con gametos propios. Para el resto de grupos, el
asesoramiento se hara en funciéon de la edad y la respuesta ovarica esperada, siendo ésta
critica en el G3, puesto que si la respuesta es < 4 ovocitos recuperados la tasa acumulada

de nacido vivo no alcanza el 5%.

El modelo predictivo de tasa acumulada de nacido vivo en funcién de la edad y la respuesta
ovarica esperada es, pues, una herramienta util para asesorar con datos objetivos y de forma
individualizada sobre el prondstico real; sin embargo, es evidente que siguiendo el principio

de autonomia la decision final queda diferida a las preferencias de los pacientes.

Por otra parte, el modelo esta elaborado con el numero de ovocitos recuperados que,
ciertamente, es un dato del que no se dispone a priori. En este sentido, cobran importancia
el recuento de foliculos antrales y la hormona antimulleriana, puesto que han demostrado
ser los marcadores de reserva ovarica con mejor capacidad predictiva de la respuesta al
tratamiento de estimulaciéon (La Marca et al., 2014). Una de las limitaciones de este bloque
es no disponer de los resultados de los marcadores de reserva ovarica de todos los casos; a
pesar de ello, se observa como éstos empeoran de forma significativa con el incremento de
la edad. Tanto el recuento de foliculos antrales como la hormona antimulleriana son utiles
para individualizar el tratamiento de cada paciente que, sin duda, es el camino a seguir en
FIV para maximizar las opciones de éxito y minimizar los riesgos y molestias a cada
paciente en particular. Cabria plantearse si ademas de esta utilidad, la capacidad predictiva
de respuesta de ambos parametros nos permitira elaborar un modelo de predicciéon similar
al presentado, pero partiendo de esta informacién, que esta disponible antes de iniciar la

estimulacion, en lugar de partir del nimero de ovocitos recuperados.
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6.1.7. Limitaciones

A pesar de que se trata de un tamafio muestral extenso y que el trabajo se ha realizado en
un unico centro, no se descarta la existencia de sesgos derivados de la naturaleza
retrospectiva del estudio. Asimismo, dado el extenso periodo de estudio en este bloque,
hay heterogeneidad en los protocolos de estimulacion utilizados a lo largo del tiempo y en
el dia y método de criopreservacion. Otra limitacion es no disponer de todos los datos de

reserva ovarica de la globalidad de la muestra.

6.2. BLOQUE 2: PACIENTES DE 2 38 ANOS QUE REALIZAN UN CICLO DE
FIV CON CRIBADO DE ANEUPLOIDIAS PREIMPLANTACIONAL

Teniendo en cuenta que el principal motivo de las bajas tasas de implantacién y nacido vivo
observado en mujeres de edad avanzada es la aneuploidia embrionaria, se comentan a
continuacioén los resultados obtenidos tras la aplicaciéon de la FIV con cribado de

aneuploidias en este colectivo de edad.

El periodo de analisis es diferente al del primer bloque y, por tanto, las poblaciones
también lo son, si bien se incluyen pacientes a partir de los 38 afios y se clasifican en los
mismos grupos de edad. Somos conscientes de que la metodologia apropiada para poder
comparar las dos estrategias es realizar un estudio aleatorizado, pero esta comparacion no

era el objetivo principal de esta Tesis.

Los resultados relativos a este bloque se presentan a modo descriptivo con la intencién de
evaluar un tema hasta ahora controvertido, como es el beneficio que el cribado de
aneuploidias preimplantacional aporta en mujeres de edad reproductiva avanzada. Diversos
estudios no sélo no evidenciaron un beneficio del mismo, sino que algunos incluso
encontraron que esta estrategia mermaba los resultados, si bien la técnica utilizada en estos

estudios era el FISH (Lee et al., 2015).

El principal motivo por el cual los periodos de analisis entre los bloques 1 y 2 no son los
mismos es que en nuestro Centro se hace cribado de aneuploidias preimaplantacional con
estudio completo de los 24 cromosomas desde el afio 2010; con anterioridad, se utilizaba la

técnica FISH. No hemos querido incluir los casos de FISH puesto que esta técnica solo
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inclufa en su analisis el estudio de 9-12 cromosomas y es bien sabido que en estadios
precoces del embrién la aneuploidia puede afectar a todos los cromosomas. De hecho, ha
sido demostrado que por aCGH se detectan un 42% mas de anomalias y un 13% mas de
embriones aneuploides que con el método de FISH estaindar de 12 cromosomas

(Gutierrez-Mateo et al., 2010).

Se ha visto que el mejor momento para hacer la biopsia es aquel en el que la muestra es lo
mas representativa posible del componente cromosémico del embrién, es decir, el estadio
de blastocisto. La biopsia de blastocisto fue posible con la llegada de nuevas tecnologias de
diagnostico genético diferentes al FISH estandar, que ademas permitieron analizar la
totalidad de los cromosomas. Se han descrito tasas de implantacién tras diagnéstico
genético preimplantacional significativamente superiores tras la biopsia de blastocisto que
tras la biopsia en dia 3 (Harton et al., 2013). En contrapartida, la biopsia de blastocisto
implica, en la mayorfa de las ocasiones, tener que diferir la transferencia hasta que se
disponga de los resultados, con las molestias que esto pueda causar a las pacientes, y tener
que congelar los embriones; por tanto, es preciso disponer de métodos de congelacion

eficientes.

En el ano 2011, la ESHRE empieza a recomendar virar desde la biopsia de dia 3 hacia la
biopsia en estadio de blastocisto (Harton et al., 2011). En nuestro Centro se estan
realizando biopsias de blastocisto desde enero del 2015; hasta entonces, el proceder
habitual era realizar biopsia en difa 3 del desarrollo embrionario y transferencia de

blastocistos en el mismo ciclo.

Con el fin de presentar una muestra lo mas homogénea posible, los datos aqui presentados
corresponden sélo a embriones biopsiados en su tercer dia de desarrollo, asumiendo las
limitaciones que esto pueda tener (mayor riesgo de mosaicismo y, potencialmente, mayor
impacto en la evolucién embrionaria posterior) (Capalbo et al., 2015). No obstante, es
importante seflalar que para realizar la biopsia, en este estudio se aspir6 una unica
blastomera y no dos, y algunos estudios encuentran que tras la biopsia de una unica
blastémera la tasa de blastulacion es similar a no realizar biopsia, mientras que cuando se

aspiran dos blastomeras esta tasa es significativamente mas baja (De Vos et al., 2009).

Se ha visto que los factores mas importantes en la determinacion del éxito de un ciclo de
diagnéstico genético preimplantacional son la edad y el nimero de ovocitos recuperados.

El namero de ovocitos recuperados contribuye de forma significativa e independiente al
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resultado acumulado del proceso con una Odds Ratio de 1.02 (Verpoest et al., 2009). No
existe un consenso acerca del punto de partida ideal, en cuanto a nimero de ovocitos se
refiere, en los ciclos de diagnéstico genético preimplantacional. Algunos estudios
encuentran que por debajo de 8-9 ovocitos se observa una reducciéon significativa de los

resultados (Vandervoost et al., 1998; Tur-Kaspa et al., 2007; Gleicher et al., 2008).

Segin un analisis de nuestros datos, que no han sido publicados, si tenemos en cuenta la
tasa de fecundacién y evoluciéon embrionaria, para poder biopsiar al menos 5 embriones se
necesita disponer de al menos 9.3 ovocitos metafase II. Por dicho motivo, nuestro
proceder habitual, si la recuperacion inicial es inferior a 10 ovocitos metafase 11, es vitrificar
los ovocitos para acumularlos con los de un siguiente ciclo. De hecho, la estrategia de
acumular ovocitos ya ha sido descrita para pacientes con baja respuesta en FIV clasico,
observandose una tasa de embarazo por paciente del 36.4% en aquellas que acumulan y del

23.7% en las que no, diferencia estadisticamente significativa (Cobo et al., 2012).

En el diagnéstico genético preimplantacional, esta estrategia ha sido analizada por Milan y
colaboradores en mujeres que hacfan cribado de aneuploidias por edad avanzada mediante
técnica de FISH (Milan et al.,, 2010); otros autores la describen a propésito de un caso
(Chung et al., 2012; Mondadori et al., 2012) o con una serie de 13 casos (Chatziparasidou et
al., 2014).

6.2.1. Caracteristicas basales de las pacientes

Si bien la distribuciéon de la muestra por grupos de edad es similar a la observada en el
bloque 1, con el grueso de ciclos entre los grupos 1 y 2, en este bloque predomina el G2,
indicando que es sobre todo a partir de los 40 afios cuando se empieza a pensar en el

cribado de aneuploidias como estrategia alternativa al FIV estandar.

A diferencia de lo que sucede en el primer bloque, no se observan diferencias significativas
de los parametros de reserva ovarica entre los grupos de edad; sin embargo, el tamafio
muestral es pequefio dentro de cada grupo. No obstante, lo que si que se desprende de los
datos de reserva ovarica de las pacientes sometidas a FIV con cribado de aneuploidias
preimplantacional, es que esta estrategia se plantea a mujeres de edad reproductiva

avanzada pero con una reserva ovarica correcta. De hecho, en nuestra poblacién, las

mujeres de = 38 aflos con valores de hormona antimulletiana <1.05 ng/ml tienen una
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probabilidad del 95.7% de tener <10 ovocitos maduros recuperados tras una unica

estimulacién ovarica.

En nuestra serie, en el 66.9% de los casos hubo que hacer mas de una estimulacién con el
objetivo de disponer de al menos 10 ovocitos metafase 1I; la probabilidad de tener que

acumular incrementd con la edad.

6.2.2. Ciclos de FIV ICSI con cribado de aneuploidias preimplantacional en fresco

En nuestra poblacién sometida a FIV con cribado de aneuploidias, con una media de
ciclos realizados entre 1.8 y 2, se logra alcanzar el minimo de 10 ovocitos metafase II para
inseminar, que es nuestra recomendacién para continuar con el procedimiento en todos los

grupos de edad.

Igual que sucede en fresco, no se observan diferencias significativas en las tasas de
fecundacion a lo largo de los cuatro grupos etarios; tampoco si diferenciamos entre
ovocitos frescos y desvitrificados, si bien parece que a partir de los 42 afios las diferencias

segun la procedencia del ovocito se hacen mas notables.

Segin nuestros resultados, las tasas de evolucién embrionaria no difirieron de forma
significativa entre los 4 grupos de edad. Si consideramos este parametro en funcién de la
procedencia de los ovocitos, en global (todas las edades), la tasa de evolucién embrionaria
fue significativamente mas alta con los ovocitos frescos que con los desvitrificados. Sin
embargo, si analizamos por subgrupos de edad, sélo se observan diferencias
estadisticamente significativas en el G3. En el resto de grupos las diferencias no alcanzan
significacion estadistica. Es posible que los tamafios muestrales reducidos de cada subgrupo
estén afectando a nuestros resultados. En un estudio llevado a cabo en donantes de
ovocitos, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en la tasa de
evolucion embrionaria a dia 3 entre ovocitos frescos y desvitrificados, procedentes de la
misma cohorte folicular (Solé et al., 2013). Si consideramos la tasa de blastulacién, algunos
autores encuentran tasas significativamente menores con ovocitos vitrificados que con
frescos (Forman et al., 2012; Goldman et al., 2013). No obstante, se trata de un tema
controvertido pues otros autores, en donantes de ovocitos, no encuentran diferencias
significativas en la tasa de formacién de blastocistos entre ovocitos frescos y vitrificados

(Cobo et al., 2008; Nagy et al., 2009).
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Teniendo en cuenta que no hay diferencias significativas entre los diferentes grupos de
edad en relaciéon al nimero de ovocitos inseminados, la tasa de fecundacién y de evolucion
embrionaria hasta dfa 3, tampoco las hubo en la media de embriones biopsiados (8.5

embriones en G1 y 7.1 en G4).

La tasa de euploidia disminuy6 con el incremento de edad, pasando de un 19.3% en el
G1 a un 1.6% en el G4. Se objetiva un descenso en la tasa de euploidia clinicamente
relevante pero no estadisticamente significativo entre el G1 y el G2; a partir del G4 el
descenso es significativo. Otros autores, describen tasas de euploidia tras biopsia en dia 3 y
analisis con aCGH del 26.3% a los 38-40 afios, del 14.2% entre los 41-42 afios y del 7.4%
en mayores de 42 afios (Harton et al., 2013). La tasa de euploidia global (todas las edades)
no difirié de forma significativa en funcién de la procedencia de los ovocitos. De nuevo, si
hacemos este analisis por subgrupos de edad, sélo encontramos diferencias significativas en
el G3 a favor de los ovocitos frescos; de hecho, en este grupo la tasa de euplodia en los
ovocitos en fresco probablemente sea mas alta de lo esperado para la edad, mientras que
con los desvitrificados sucede lo contrario, y probablemente por eso las diferencias sean
significativas. Resultara interesante confirmar este resultado con mayor tamafio muestral.
La ausencia de diferencias significativas observadas para el resto de grupos esta en

concordancia con lo descrito por Forman (Forman et al., 2012).

En este estudio la tasa de euploidia se analizé solamente en funcién de los grupos de edad.
Otros autores han intentado buscar asociacion también con el numero de ovocitos
recuperados observando que la tasa de aneuploidia permanece constante

independientemente del nimero de ovocitos recuperados (Milan et al., 2010).

A pesar de que en este estudio se hizo biopsia de una unica blastomera en dia 3 del
desarrollo embrionario, la tasa observada de embriones sin diagnostico fue del 9.6%, que

esta en linea con la tasa publicada en la literatura (Moutou et al., 2014).

La probabilidad de llegar a transferencia disminuyé de forma significativa con el
incremento de edad. Hasta los 41 afos, al menos la mitad de los ciclos llegan a
transferencia embrionaria, a los 42-43 afios llegan un 41.4%, y a partir de los 44 afios cabe
destacar que solo el 11.8% de los ciclos llegan a transferencia, y ello a pesar de que en este
grupo de edad, en el 76.4% de las ocasiones se realiza mas de un ciclo de estimulacién. Es

posible que en el grupo de 42-43 afos, con un ciclo mas de estimulacién ovarica, se lograse
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alcanzar tasas de transfer cercanas al 50%, pero con los resultados obtenidos en este
estudio, teniendo en cuenta las limitaciones del tamafio muestral, parece quedar claro que a
partir de los 44 afios habrfa que hacer tantos ciclos de estimulacién para obtener un
embrién euploide y llegar a transferencia que el beneficio de esta estrategia queda

cuestionado.

Una vez superada la barrera de llegar a transferencia, las tasas de implantaciéon se
mantienen estables a lo largo de los 4 grupos y lo mismo sucede con las tasas de embarazo
por transferencia embrionaria. Si bien se ha descrito que la biopsia en D3 reduce las tasas
de implantacién, incluso comparando con controles no biopsiados (Scott et al., 2013), las
obtenidas en este estudio en los ciclos de cribado de aneuploidias preimplantacional se
encuentran entre el 50% y el 62.5%, siendo la tasa global del 51%. En un trabajo similar al
nuestro pero con menor tamafio muestral (n=25 ciclos), se describen tasas de implantacion
del 48.6% en mujeres = 38 afos tras biopsia en dia 3 y analisis por CGH (Keltz et al.,
2013). En contrapartida, en un estudio aleatorizado en mujeres de = 37afios en el que se
biopsian los embriones en dia 3 y se analizan mediante técnica de FISH, no se observan
diferencias significativas entre el grupo estudio y el control (17.1% »s. 11.5%) (Staessen et
al,, 2004). Schoolcraft, haciendo analisis de los 24 cromosomas con biopsia de
trofoectodermo, encuentra tasas de implantacién cercanas al 70% en mujeres mayores de
35 anos (Schoolcraft et al., 2010). Esta diferencia de resultados entre los distintos estudios
pone de manifiesto, por una parte, la relevancia de analizar los 24 cromosomas y, por otra,

el beneficio de la biopsia de trofoectodermo.

Si bien las tasas de embarazo por ciclo disminuyen con el incremento de edad (38.1% en
G1 y 5.9% en G4), si analizamos este parametro en términos de transferencia, de nuevo,
los resultados se mantienen estables a lo largo de los 4 grupos de edad (entre un 50% y un
06.7%), quedando pues mitigado el efecto de la edad, tal y como refieren otros autores

(Harton et al., 2013; Schoolcraft et al., 2013).

De los embarazos obtenidos en los ciclos de FIV con cribado de aneuploidias
preimplantacional, hubo 5 pérdidas gestacionales, de las que 2 fueron embarazos
extrauterinos y 3 fueron abortos de primer trimestre; desafortunadamente, no se dispone
del estudio del cariotipo de las vellosidades coriales pero tenemos constancia de que uno se

relacioné con un cuadro de sepsis. En global, la tasa de aborto fue del 12.8%, similar a los
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datos aportados por otros autores en edad avanzada, que encuentran una tasa de aborto del

7.1% (Harton et al., 2013) o del 13.3% (Keltz et al., 2013).

Las tasas de nacido vivo por ciclo disminuyeron con el incremento de edad, pasando de
un 31% en el G1, al 25.9% en G2, 20.7% en G3 y 5.9% en G4. Sera importante analizar si

los grupos 2 y 3 siguen manteniendo resultados tan similares con mayor tamafio muestral.

6.2.3. Ciclos de criotransferencia

Se han realizado sélo 5 ciclos de criotransferencia, que han dado lugar a 2 embarazos y 1
nacido vivo. La pérdida gestacional fue un caso de transferencia de embriones que se

criopreservaron sin diagnostico.

6.2.4. Tasas acumuladas de embarazo y nacido vivo

La tasa acumulada de nacido vivo tras el cribado de aneuploidias preimplantacional es del
31% en G1, 27.8% en G2, 20.7% en G3 y 5.9% en G4. Teniendo en cuenta que el periodo
analizado en este bloque es mas reciente, es posible que las tasas acumuladas atn no sean
valorables al completo. No obstante, este dato, en esta estrategia, cobra menos importancia
puesto que uno de los principales beneficios de la misma deberia ser acelerar el tiempo

hasta nacido vivo aumentando la eficacia de la primera transferencia embrionaria.

6.2.5. Estrategia de acumulacion de ovocitos

Si bien el tamafo muestral es pequefio, nuestros datos ponen de manifiesto que la
vitrificacién de ovocitos para acumular es una estrategia eficaz en casos con respuesta

ovarica insuficiente para realizar un cribado de aneuploidias preimplantacional.

Las tasas de supervivencia ovocitaria a la desvitrificacion disminuyeron segun
aument6 la edad, pero las diferencias no fueron estadisticamente significativas, pasando de
ser un 82.7% en el G1 a un 75% en el G4. Cabe mencionar que en este ultimo grupo el
intervalo de confianza fue amplio, muy probablemente relacionado con el reducido tamafio
muestral. Si bien se ha descrito que, tal y como sucede en fresco, la edad tiene un impacto
negativo en las tasas de éxito también con los ovocitos vitrificados (Goldman et al., 2013),

no se han encontrado datos a cerca del impacto de la edad en la supervivencia a la
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desvitrificaciéon de los ovocitos. En lineas generales, se publican tasas de supervivencia
entre el 82% (pacientes con edad media de 33 afios) (Goldman et al.,, 2013) y 85.6%

(donantes de ovocitos) (Solé et al., 2013).

La acumulacién de ovocitos permite convertir a las pacientes con respuestas inicialmente
insuficientes en normo-respondedoras; tal es asi que, con una media de 2.3 ciclos de
estimulacién en los casos de acumulacion, se equipara no soélo el nimero de ovocitos
inseminados si no también el de embriones disponibles para biopsiar, en todos los grupos
de edad. De hecho, si nos fijamos exclusivamente en los ovocitos desvitrificados, se
observa coémo la vitrificacién de ovocitos permite disponer de 4 embriones adicionales para
biopsiar en el G1, 3.2 en el G2, 2.6 en el G3y 2.8 en el G4. En el G3, que es el grupo en el
cual la tasa de evolucién embrionaria fue significativamente menor con ovocitos
vitrificados, el rendimiento de la acumulacién fue menor a lo esperado. Resultara de interés

conocer si estos resultados se mantienen con mayor tamafio muestral.

6.2.6. Limitaciones

Este bloque tiene dos principales limitaciones, ademas de la derivada de su naturaleza

retrospectiva.

La primera es el pequefio tamafio muestral, sobre todo al haber querido mantener los
grupos de edad del primer bloque, pero consideramos que era importante hacerlo asf para
no perder la coherencia con el primer bloque y poder analizar el impacto de la edad de
forma mas precisa. Esta circunstancia, sin duda, implica precaucion a la hora de interpretar
los resultados de todo este bloque. A excepcion del trabajo de Milan, que cuenta con un
tamafio muestral considerablemente superior (1117 ciclos) pero, en contrapartida, la técnica
utilizada era el FISH (Milan et al.,, 2010), la mayorfa de los trabajos que van en la misma
linea que el presentado se caracterizan por tener tamafios muestrales similares al nuestro o
ligeramente superiores (Staessen et al., 2004; Schoolcraft et al., 2009; Harton et al., 2013;

Keltz et al., 2013).

La otra limitacién es que se comunican resultados referentes a biopsias en dia 3 y, como se
mencioné con anterioridad, esto se asocia a un mayor riesgo de mosaicismos y diagnosticos
erroneos, asi como a menores tasas de implantacién, que cuando se realiza biopsia de

trofoectodermo (Capalbo et al., 2015). Este mayor riesgo de falsos positivos, observado
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con biopsias de una tnica blastomera en dia 3 del desarrollo embrionario, podria interferir
negativamente en los resultados observados en este segundo bloque. En el momento actual
estamos a la espera de analizar nuestra experiencia con las biopsias en estadio de

blastocisto, que se estan realizando desde inicio del afio 2015.

A pesar de que en la actualidad el cribado de aneuploidias preimplantacional debe
concebirse como biopsia de trofoectodermo con el estudio completo de los 24
cromosomas, segun algun autor, no se deben despreciar los resultados aportados en los
estudios de biopsia en dia 3, puesto que con el estudio completo de los 24 cromosomas la
tasa de concordancia de los resultados de dia 3 y blastocisto que obtuvieron para un

embrién dado fue del 94.2% (Keltz et al., 2013).

6.3. DISCUSION SOBRE AMBOS ABORDAJES EN MUJERES DE > 38 ANOS

Tal y como se ha dicho con anterioridad, el tipo de estudio realizado no permite comparar
ambas estrategias (FIV estandar z5. FIV con cribado de aneuploidias preimplantacional)

correctamente pues se trata de poblaciones diferentes y periodos de estudio diferentes.

Ademas, en el grupo de cribado de aneuploidias, casi en el 70% de los casos se ha realizado
mas de un ciclo de estimulacion ovarica, mientras que en FIV estandar estamos analizando
el rendimiento de una dnica estimulacién ovarica. No obstante, de los resultados obtenidos

en ambos bloques se desprenden una serie de reflexiones que se comentan a continuacion.

Si bien las medias de edad dentro de cada grupo fueron similares en ambos bloques, los
datos de reserva ovarica para cada grupo de edad en el bloque del cribado de aneuploidias
son mas favorables que en el de FIV estandar, poniendo de manifiesto que probablemente
esta estrategia se ofrezca sélo en aquellos casos de edad avanzada con prondstico de

respuesta favorable.

La tasa de transfer fue menor en el bloque de cribado de aneuploidias preimplantacional,
para todos los grupos de edad. Si bien estas diferencias se deben principalmente a la
seleccion cromosémica, no podemos descartar la influencia de los diferentes momentos de

la transferencia embrionaria entre ambos bloques (dia 2 6 3 en FIV estandar »s. dia 5 en
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FIV con cribado de aneuploidias). La reduccién de la tasa de transferencia fue de
aproximadamente un 25% en G2y G3, y de un 50% en G4. En G1 la reduccién fue menor
puesto que la tasa de transferencia embrionaria en el grupo del cribado fue elevada, lo que
probablemente se explique porque el numero de embriones disponibles para biopsiar en
este grupo compense la tasa de aneuploidia concreta del mismo. Esto contrasta con lo
publicado en un estudio donde se evidencia que, a partir de los 40 afios, el cribado de
aneuploidias preimplantacional no reduce significativamente la tasa de transfer (Milan et al.,
2010); no obstante, en dicho estudio el tipo de andlisis utilizado era el FISH y
probablemente la discrepancia entre nuestros resultados y los de dicho trabajo se deba a
este factor. En este sentido, cabe mencionar que en un trabajo donde se analiza el impacto
en la seleccién embrionaria que tiene el hacer el cribado de aneuploidias en blastocisto
comparandolo con los criterios morfoldgicos tradicionales, se observd que el 22% de los
embriones seleccionados por morfologia para transferir en dfa 5 eran aneuploides, lo que se

elevo hasta el 31% para las mujeres de = 35 afios (Forman et al., 2013).

Asimismo, mientras que el cribado de aneuploidias ofrece unas tasas de implantacién
estables a lo largo de los 4 grupos de edad, de aproximadamente un 50%, con el FIV
estandar éstas no superan el 15% en el mejor de los casos y disminuyen de forma
significativa con el incremento de edad. Este hallazgo concuerda con lo publicado en una
revision sistemadtica reciente que concluye que el embriéon que ha sido cribado tiene un

potencial de implantacién mayor que el que no lo ha sido (Lee et al., 2015).

En relacion a las tasas acumuladas de nacido vivo, se observa, para todos los grupos de
edad, que éstas son mas altas cuando se hace el cribado de aneuploidias preimplantacional
que en el FIV estandar, siendo las diferencias menos notables en el G4, probablemente
porque se necesitarian mas ciclos de estimulacién ovarica para poder llegar a transferencia y
entonces notar las diferencias. De todas formas, para hacer un analisis justo de ambas
estrategias, deberfamos de incluir sélo aquellos casos de cribado de aneuploidias con una
unica estimulacién ovarica; en nuestro estudio, estos casos son tan reducidos que los
resultados podrian llevar a confusion. Teoéricamente, la tasa acumulada de nacido vivo por
ciclo iniciado, ante igualdad de condiciones, deberia de ser la misma en ambas estrategias
(Capalbo et al., 2015). De hecho, si nos fijamos dentro del primer bloque (FIV estandar),
exclusivamente en los casos en los que fue posible la congelacién embrionaria, queda

cuestionada la utilidad del cribado de aneuploidias (sobre todo para G1 y G2).
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No obstante, el cribado de aneuploidias, al reducir el nimero de transferencias, disminuye
los intentos fallidos de implantacién o productos de gestaciéon con aneuploidias, lo que
contribuye a disminuir la ansiedad de los pacientes, la sensacién de fracaso y la tasa de
abandono del tratamiento. Sin olvidar las limitaciones del presente trabajo para establecer
comparaciones, la tasa de aborto global en FIV estandar fue del 31.8%, mientras que tras
el cribado de aneuploidias se redujo al 12.8%. El impacto emocional del tiempo hasta
nacido vivo es otro factor a considerar. Segun nuestros resultados, incluyendo también los
casos en los que se realiza mas de un ciclo de estimulacién ovarica y considerando la
primera puncién como tiempo cero, a los 6 meses, la tasa acumulada de embarazo que da
lugar a nacido vivo es mayor para todos los grupos de edad en el grupo que hace cribado
de aneuploidias preimplantacional. Las diferencias son menos notables en los grupos
extremos (G1 y G4); de hecho, en G1, a los 18 meses las tasas acumuladas son similares

entre ambos abordajes.

De lo anteriormente expuesto se puede deducir que, si se llega a transferencia, el beneficio
del cribado de aneuploidias preimplantacional es evidente, puesto que las tasas de nacido
vivo son superiores a cuando se realiza el ciclo de FIV estandar y, ademas, se mantienen
estables independientemente de la edad. Es en este punto clave, en la probabilidad de llegar
a transferencia, donde cobra importancia la acumulacién de ovocitos en pacientes con
respuesta inicialmente insuficiente. Cabe destacar que, para que la acumulaciéon de ovocitos
mantenga sus ventajas, hay tres aspectos basicos a considerar: en primer lugar, como ya se
ha mencionado, la correcta seleccion de las pacientes en cuanto a su reserva ovarica; en
segundo lugar, aunque no ha sido objeto de analisis en esta Tesis, la optimizaciéon de la
programacion de los ciclos de estimulacion para minimizar el tiempo total hasta
transferencia y, por ultimo, tener a disposicion un laboratorio de criobiologia que
proporcione buenas tasas de supervivencia a la desvitrificacién ovocitaria en todos los

grupos de edad, para minimizar la pérdida de ovocitos en este proceso.
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7. CONCLUSIONES
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1. Se han identificado parametros, edad y nimero de ovocitos recuperados, con los que
se ha desarrollado un modelo predictivo de tasa acumulada de nacido vivo. El modelo
predictivo permite individualizar el prondstico y asesorar a las pacientes con datos

objetivos:

- a partir de los 44 anos, la tasa acumulada de nacido vivo, independientemente de
la respuesta ovarica, no alcanza el 3% y, por tanto, la recomendacion serfa el uso de

ovocitos donados.

- para el resto de franjas etarias, el asesoramiento se hara en funcién de la edad y la

respuesta ovarica esperada.

2. El cribado de aneuploidias preimplantacional en mujeres = 38 afios con reserva
ovarica favorable, aumenta la tasa de implantacién, disminuye la tasa de abortos y
aumenta la tasa de nacido vivo por transferencia embrionaria. La tasa de transferencia a
partir de los 44 afios no alcanza el 13%, por lo que el principal beneficio en este grupo

de edad se limita a la prevencion de fallos de implantacién y de abortos.
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