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Resum

Els avortaments de repeticio (AR) es defineixen com dos 0 més embarassos clinics fallits documentats per ecografia o
examen histopatologic. Esta descrit que la principal causa de pérdua embrionaria en les primeres setmanes de gestacio
¢€s la presencia d’alguna anomalia cromosomica a I'embri6. Tot i aixi, cal descartar altres possibles causes (anatomiques,
immunologiques, endocrines, hematoldgiques o infeccioses). La realitzacié d'un Test Genétic Preimplantacional
d’aneuploidies (PGT-A) pot ser d’utilitat en els casos de AR en els que s han descartat causes no cromosomiques. L' ob-
jectiu d’aquest treball és avaluar si existeix una associaci6 entre els antecedents reproductius de les pacients amb indi-
cacié de AR i els resultats del cicle de PGT-A. No s’ha detectat correlaci6 entre el nombre d’avortaments previs al cicle
i la taxa d’euploidia dels embrions generats. No obstant, després de la transferéncia d’embrions euploides s ha observat
que les pacients amb 2 o 3 avortaments previs tenen millor pronostic de gestacié en el cicle de PGT-A que aquelles que
n’havien patit 4 o mes. La taxa d’avortament després de la realitzaci6 d’un cicle de PGT-A per AR ha estat molt reduida
(<11%) i no s’han observat diferéncies significatives en relacié al nombre d’avortaments previs.

Paraules clau: Test genétic preimplantacional (PGT), avortament de repeticio, aneuploidia.

Abstract

Recurrent miscarriages (RM) are defined as two or more failed clinical pregnancies documented by ultrasound or histo-
pathological examination. It is described that the main cause of embryonic loss in the first weeks of gestation is the
presence of some chromosomal abnormality in the embryo. However, other possible causes (anatomical, immunologi-
cal, endocrine, hematological or infectious) must be ruled out. The realization of a Pre-implantation Genetic Test of
aneuploidies (PGT-A) may be useful in RM cases in which non-chromosomal causes have been excluded. The objective
of this work is to evaluate whether there is an association between the reproductive history of the patients with indication
of RM and the results of the cycle of PGT-A. There was no correlation between the number of miscarriages prior to the
cycle and the euploidy embryo rate of the embryos generated. However, after the transfer of euploid embryos it has been
observed that patients with 2 or 3 previous abortions have a better prognosis of gestation in the PGT-A cycle than those
who had suffered 4 or more miscarriages. The abortion rate after PGT-A cycle for RM was very low (<11%) and no
significant differences were observed in relation to the number of previous abortions.
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INTRODUCCIO tant, s ha descrit que quan una parella ha patit dos avor-

taments, la probabilitat de patir-ne un tercer incrementa
[’avortament es defineix com aquella pérdua gestacio-  fins al 25-30% (Al-Asmar et al. 2012; Ford et al., 2009).
nal que ocorre abans de les 20 setmanes de gestacié o Per aquest motiu, ¢l diagnostic clinic d’avortaments de
abans que el fetus assoleixi un pes de 500 grams, i sol  repeticié es defineix com la perdua de 2 o més embaras-
comportar, una important carrega tant fisica com emo-  s0s clinics intrauterins documentats bé per ecografia o

cional a les parelles que el pateixen. bé per analisi histopatologica. (Practice Commitee of

S’estima que entre el 2% i el 5% de les parelles en  ASRM 2013; Guideline of the ESHRE, 2017).
edat reproductiva i buscant un embaras experimenten Hi ha diversos factors que poden causar AR a una
aquest fenomen en alguna ocasio (Palter 2009). No obs- pacient, per la qual cosa esta indicada la realitzacio d’un




70

estudi especific complet per tal d’intentar identificar la
causa i poder evitar la recurréncia en futures gestacions.

Entre les causes més comuns associades a avorta-
ments es troben alteracions cromosdmiques en 1’'em-
brid, factors immunolodgics, factors anatomics de 1" Gter
i el cérvix, causes endocrinologiques, factors hemato-
logics, desequilibris en el microbioma endometrial, o,
fins i tot, infeccions (Al-Asmar 2018). Hi ha també un
cert percentatge d’avortaments que son de causa des-
coneguda. La causa més freqiient en avortaments pri-
merencs €s la presencia d’alteracions cromosomiques
en I’embrié. S’ha observat que fins en un 70% dels
casos d’AR dels quals s’han pogut analitzar les restes
abortives, els embrions mostraven anomalies citoge-
netiques (Marquard et al. 2010). Per aquest motiu, i
havent descartat préviament causes no cromosomi-
ques, el test genétic preimplantacional d’aneuploidies
(PGT-A) pot ser una opcié valida per millorar el pro-
nostic en pacients amb AR. Diversos autors han des-
crit un efecte beneficids del PGT-A en pacients amb
algun avortament previ degut a aneuploidies en el fe-
tus (Fiorentino et al. 2014; Rubio et al. 2009; Scott et
al. 2013). Tot 1 aix0, cap d’aquests estudis ha aprofun-
dit en I'existéncia d’una relacié entre els antecedents
reproductius de la pacient amb AR i els resultats obtin-
guts després de la realitzacié d’un cicle de PGT-A per
aquesta indicacio.

L’objectiu d’aquest estudi ha estat avaluar si el ante-
cedents reproductius de les pacient amb AR condicio-
nen la taxa d’embrions euploides obtinguts en el cicle
de FIV PGT-A. Per altra banda, també s’ha analitzat si
existeix una associacié entre els antecedents reproduc-
tius de les pacients 1 I’éxit del cicle de PGT-A.

MATERIAL I METODES

Estudi retrospectiu observacional amb 84 cicles de FIV
PGT-A per avortaments de repeticié (AR) realitzats a
69 pacients des de 2015 fins a 2019.

Totes les pacients incloses en aquest estudi havien
patit un minim de 2 avortaments previs documentats per
ecografia (2.89 £1.03).

Per a la realitzacio del cicle de FIV les pacients van
ser sotmeses a un tractament farmacologic inductor de
I’ovulacié amb agonistes o antagonistes de la GnRH.
Tant els protocols per I’estimulacié ovarica com la mo-
nitoritzacié del creixement fol-licular mitjancant eco-
grafia i nivells hormonals d’estradiol en sang periférica
van ser els emprats habitualment al nostre centre i han
estat descrits previament (Barri et al., 2002). La descar-
rega ovulatoria es va realitzar mitjancant I’administra-
cié subcutania d’"HCG i 36 hores després es va dur a
terme la puncié6 fol-licular. La puncié fol-licular, la re-
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cuperacid dels oocits en el laboratori de FIV i el cultiu
de gametes i embrions es van realitzar seguint els pro-
cediments estandarditzats en el nostre centre (Arroyo et
al. 2007). Breument, els embrions van cultivar-se en
incubadors time-lapse (Geri®) a baixa concentracid
d’oxigen i utilitzant medis de cultiu tnics (Global To-
tal® de LifeGlobal® o G-TL de Vitrolife®). El tercer
dia de desenvolupament es va realitzar una obertura a la
zona pel-licida dels embrions evolutius. Aquells embri-
ons que van assolir I’estadi de blastocist es van biopsiar
entre el cinque i seté dia de desenvolupament utilitzant
tecnologia laser (Coll et al. 2018). Es van obtenirde 3 a
8 cel-lules del trofectoderm que van ser aillades en con-
dicions esterils i mantingudes a -80°C fins el moment
del seu processat. Els blastocits biopsiats van ser vitri-
ficats, immediatament després de la bidopsia, emprant
els medis i protocols habituals al nostre centre (Solé et
al., 2008).

L’amplificaci6 total del genoma es va portar a terme
mitjancant el sistema Sureplex® (Illumina®). Fins a se-
tembre de 2017, I'analisi genetica dels DNAs amplifi-
cats es va realitzar amb array-CGH utilitzant els Kkits i
protocols d’lllumina®. La técnica de seqiienciacié mas-
siva d’dltima generaci6 com a técnica d’analisi cromo-
somica es va implementar al laboratori 1’octubre de
2017. Des d’aleshores, 1’analisi genctica es va realitzar
mitjancant els kits, software, hardware i protocols de
Mumina® (VeriSeq™ PGS Kit-MiSeq, MiSeq® se-
quencer, and BlueFuse Multi®).

La transferéncia d’embrions diagnosticats com a eu-
ploides va realitzar-se en un cicle diferit. La preparaci6
endometrial i els procediments de criotransferéncia van
ser els emprats habitualment en el nostre centre i han
estat descrits préviament (Coroleu et al. 2006; Parriego
et al. 2007).

El primer control d’embaras es va dur a terme mesu-
rant el nivell de BHCG en sang 15 dies després de la
puncio fol-licular. La confirmacié de gestacié clinica es
va realitzar mitjangat la visualitzacié ecografica de sac
fetal amb batec cardiac positiu, entre 3-5 setmanes des-
prés de la transferéncia.

Els antecedents reproductius de les pacients incloses
(nombre d’avortaments previs) es van correlacionar
amb la taxa d’euploidia. Aixi mateix, també es van cor-
relacionar amb els resultats reproductius després de la
transferéncia d’embrions euploides. La verificacio de la
independéncia de les variables es va realitzar mitjangant
el test khi quadrat de Pearson, regressio lineal i test de
Wilcoxon i Mann-Whitney. El nivell de significaci6 es-
tadistica s’ha determinat a p<0.05 amb un nivell de con-
fianca del 95%.

Les taxes referents a la primera criotransferéncia (la
CT) obtingudes al llarg de I'estudi s’han calculat en
base a la primera transferéncia embrionaria del primer
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cicle de DGP realitzat. Les dades referents al total de
criotransferéncies s’ha obtingut a partir de totes les
transferéncies derivades de tots els cicles de PGT-A de
les pacients incloses.

RESULTATS

Es van analitzar els resultats de 84 cicles de FIV-PGT-A
realitzats a 69 pacients amb indicaci6 d’avortaments de
repeticié (AR). La mitjana d’edat de les pacients va ser
de 36.4 = 4.01 anys i la mitjana d’avortaments previs al
tractament de PGT-A va ser de 2.9 + 1.03. Del total de
pacients, 30 havien tingut 2 avortaments previs, 24 pa-
cients n’havien tingut 3 i 15 pacients n’havien tingut
quatre 0 mes.

Es van biopsiar i analitzar 458 embrions obtenint un
diagnostic concloent en 442. Un 39.36% (174/442) dels
embrions diagnosticats van ser caracteriizats com a eu-
ploides. (Taula I).

Taula I. Resultats de I’analisi embrionaria.

n (%)
Embrions biopsiats 458
Diagnosticats 442 (95.5)
Euploides 174 (39.36)
Aneuploides 268 (60.63)

Es va observar un percentatge superior d’embrions
euploides en aquelles pacients que havien patit menys
avortaments previs al cicle. No obstant, aquestes dife-
rencies no van assolir significacié estadistica (p-va-
lor=0.06) (Taula II).

Taula I1L. Percentatge d’embrions diagnosticats com a euploi-
des en els cicles de PGT-A en funcié del nombre d’avorta-
ments previs.

No avortaments previs n Taxa d’euploidia
2 30 49.49 + 30.40
3 24 37.87 + 26.42
>3 15 35.05 £ 29.30

Un 81.1% de les pacients (56/69) van generar algun
embri6 euploide en el primer cicle de PGT-A. D aquests
cicles, van transferir-se 59 embrions a 55 pacients (1.07
+ (.26). Una pacient esta pendent de transferéncia. Un
69.1% de les pacients va quedar gestant (38/55) pero 5
gestacions no van resultar evolutives (Taula III).

Taula III. Resultats obtinguts després de la primera criotrans-
feréncia

n (%)
Transferéncies 55
Embrions transferits 59
Embarassos (%) 38 (69.1)
Sacs (%) 38 (66.3)
Avortament (%) 4(10.5)
Embarassos ectopics (%) 1(2.6)

Les pacients que no van aconseguir gestacio i tenien
m¢s embrions euploides van realitzar subsegiients crio-
transferéncies. Per altra banda, 15 pacients que no havi-
en tingut embrions euploides en el primer cicle de PGT-
A van realitzar-ne un segon. L'origen de les 33
transferéncies d’aquests cicles es mostren a la taula IV.

Taula IV. Origen de les subsegiients criotransferéncies.

Cicle pgt-a €T n
I 2a 14
I 3a
2n la
2n 2a 5

Del total de cicles de PGT-A realitzats el 76.2% van
tenir algun embrid transferible (34/84). Tenint en comp-
te el total de criotransferéncies (primeres, segones i ter-
ceres de tots els cicles de PGT-A realitzats) es van trans-
ferir 92 embrions en 87 procediments. Els detalls dels
resultats es resumeixen a la Taula V.

Taula V. Resultats obtinguts tenint en compte el total de crio-
transferéncies

n (%)
Transferéncies 87
Embrions transferits 92
Embarassos (%) 63 (72.4)
Sacs (%) 63 (68.5)
Avortament (%) 11(17.5)
Embarassos ectopics (%) 1(1.6)

Les pacients que havien patit dos o tres avortaments
previs al cicle de PGT-A van assolir unes taxes de ges-
tacié després de la primera criotransferéncia superiors a
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aquelles que havien experimentat 4 o més avortaments
previs (p-valor= 0.04)(Figura I, grafic a). A diferéncia,
els avortaments produits amb posterioritat al tractament
per PGT-A no va mostrar associacié amb el nombre
d’avortaments previs que havien sofert les pacients (p-
valor=0.29)(Figura I, grafic b).

a) Taxa gestaci6 vers avortaments previs
Taxa gestacio total CTs

m Taxa gestacio 1a CT

100,0

o
o

@

40,0

Taxa d'embaras (%)
S

0,0

n2 avortaments previs

b) Taxa avortaments vers avortaments previs

W Taxa avortament 1a CT m Taxa avortament total CTs

100,0

80,0

taxa avortaments

6,7 95
sin B0
2 (n=18 / n=33) 3 (n=15 / n=21) > 3 (n=5 / n=9)

n? avortaments previs

Figura I. a) Taxa de gestaci6 segons el nombre d’avortaments
previs [p-valor | .. = 0.04 / p-valor .. = 0.03]; b) Taxa
d’avortament segons el nombre d’avortaments previs [p-valor
= 0.29/ p-valor = 0.69].

1aCT total CTs

DISCUSSIO

En el nostre treball s’han avaluat els resultats obtinguts
en els cicles de PGT-A en pacients amb avortaments de
repetici6 (AR) intentant determinar la possible influén-
cia de la seva historia reproductiva prévia.

La taxa d’euploidia observada (39.4%) és inferior al
que ha estat descrit pel grup d’edat d’aquestes pacients:
als 36 anys s’observa un 55.8% d’euploidia segons Har-
ton i col-laboradors, i un 64.5% segons Franasiak i col-
laboradors. El fet que aquestes pacients amb AR gene-
rin un percentatge d’embrions aneuploides superior a la
poblacié control podria explicar la seva historia repro-
ductiva desfavorable.
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Teoricament, semblaria que pacients amb histories
reproductives molt desfavorables podrien generar un
percentatge d’embrions aneuploides molt elevat que
justificaria I’alt nombre d’avortaments previs soferts. A
partir de les nostres dades, tot i observar-se una certa
tendéncia de més euploidia quan s’han produit menys
avortaments previs, els resultats no assoleixen significa-
cié estadistica. Per tant, no resulta possible donar un
pronostic en quant a taxa d’euploidia d’una pacient se-
gons el nombre d’avortaments previs que ha patit.

La taxa d’embaras aconseguida després d’un cicle de
PGT-A en aquestes pacients ha estat molt elevada
(69.1% després de la primera transferéncia, 72.4% des-
prés de les transferéncies acumulades). Aquests percen-
tatges de gestacié son superiors als obtinguts global-
ment en els cicles de PGT-A per a totes les indicacions
(62.5%, dades propies). Cal tenir en compte que aques-
tes pacients ja havien aconseguit gestacions previes fet
que explicaria aquest percentatge incrementat.

Els nostres resultats han mostrat que les pacients
que havien sofert 4 o més avortaments previs al cicle de
PGT-A tenen una taxa d’embaras inferior després de la
transferéncia d’un embrié euploide en comparacié a les
pacients que n’havien sofert menys (2 o 3). Una possi-
ble explicacié d’aquesta davallada podria ser el factor
uteri. Els raspats uterins sén freqiients després d’un
avortament 1 poden malmetre la cavitat uterina dificul-
tant la segiient gestacié. Desconeixem si aquest sub-
grup de pacients ha estat exposat a més raspats uterins
per poder corroborar aquestes dades. Altres estudis
també han descrit pitjors resultats en la taxa d’implan-
tacié a partir de 5 avortaments (Rubio et al. 2009). Cal
dir que el nombre de casos del nostre estudi no ha per-
mes fer classificacions més enlla de >3 avortaments
degut a la limitada mida mostral, si bé les nostres dades
assoleixen significaci estadistica a partir de 4 avorta-
ments.

La taxa d’avortament després del cicle de PGT-A ha
estat acceptable (10.5% després de la primera criotrans-
feréncia, 17.5% després de les transferéncies acumula-
des) similar la observada després de PGT-A per altres
indicacions (dades propies). No s’han detectat diferén-
cies significatives en la taxa d’avortament en funcié del
nombre d’avortaments previs experimentats.

Com a limitacié de I’estudi cal dir que no s ha tingut
en compte el periode temporal des del primer fins a 1'il-
tim avortament. Per tant no podem assegurar que paci-
ents amb 2 avortaments n’haguessin pogut patir més si
haguessin trigat més temps a comengar el tractament.

Els avortaments de repeticié constitueixen una causa
comt d’infertilitat en pacients en edat reproductiva. El
PGT-A resulta una estratégia ttil per aquestes pacients
oferint elevades taxes d’embaras i reduides taxes

d’avortament. Una historia reproductiva de 4 avorta-
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ments o més influeix negativament en el pronostic del
cicle reduint probabilitat de gestacio.
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