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Resum

En el context del diagnostic genetic preimplantacional, la biopsia del trofectoderm de blastocists ha demostrat presentar
importants avantatges respecte la biopsia d’un unic blastomer en D+3. Una de les més destacables, és la disminucié
significativa del percentatge d’embrions que queden sense diagnostic (SD) posteriorment a la biopsia i la realitzacié
de I’analisi genetica. Tanmateix, determinades pacients es poden veure especialment afectades per aquest percentatge
residual d’embrions SD. L’objectiu d’aquest estudi ha estat determinar si la re-biopsia i re-vitrificacié de blastocists €s
un procediment valid, segur i raonable per ser aplicat en casos en que no ha estat possible 1’obtencié de resultats a patir
de la primera analisi.

Un total de 33 blastocists de 31 pacients van ser descongelats i se’ls hi va realitzar una segona biopsia i analisi. Un
87.9% dels embrions van sobreviure a la descongelacié i un 86.2% d’aquests es van re-expandir i van poder ser biop-
siats. Dels blastocists re-biopsiats, un 92.0% es van diagnosticar amb éxit, amb una taxa d’euploidia del 69.6%. Vuit
blastocists euploides re-biopsiats i re-vitrificats han estat transferits fins a data d’avui, amb una taxa de supervivencia
i re-expansié post-descongelacié del 100%. S’han aconseguit un total de 5 gestacions cliniques: 3 evolutives i 2 que
van acabar en avortament espontani. Malgrat que el nombre de blastocists re-biopsiats transferits és encara limitat, els
resultats senyalen que 1’estrategia de re-biopsia i re-vitrificacié de blastocists SD pot ser una opci6 valida, recomanable
i que pot oferir bons resultats. Aix{ doncs, la re-bidpsia d’embrions inicialment SD permet rescatar i transferir embrions
euploides, i millorar la taxa d’embaras acumulada per cicle.
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Abstract

In the context of preimplantation genetic diagnosis, trophoectoderm biopsy has shown to offer significant advantages
over blastomere biopsy on D+3. One of the most remarkable ones is the notable decrease in the percentage of undiag-
nosed embryos after performing the biopsy and genetic analysis. However, patients with few or no euploid embryos
can be specially affected by this residual percentage of diagnosis failure. The aim of this study was to assess whether
blastocist re-biopsy and re-vitrification is a reasonable and safe procedure to be applied in cases of inconclusive or no
results after the first PGS analysis. A total of 33 blastocysts from 31 patients were warmed to perform a second biopsy
and genetic analysis. Among them, 87.9% survived after warming, and 86.2% of them re-expanded and could be bi-
opsied again. Out of the re-biopsed blastocysts, 92% could be successfully diagnosed, with an euploidy rate of 69.6%.
Eight euploid re-biopsed and re-vitrified blastocysts have been transferred to date, with a survival and re-expansion rate
of 100% after warming. Five clinical pregnancies have been achieved with 3 ongoing pregnancies and 2 miscarriages.
Although few transfers of re-biopsied and re-vitrified blastocysts have been performed to date, our preliminary results
show that the re-biopsy and re-vitrification of undiagnosed blastocysts is a safe and reasonable approach, as it ultimately
allows the transfer of euploid embryos and good clinical outcomes.
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INTRODUCCIO era pel PGS (revisat per Sermon et al, 2016) i han per-
mes una millora dels resultats obtinguts (Forman et al.,

Les millores introduides en els darrers anys en els cicles ~ 2013; Schoolcraft et al., 2010; Yang et al., 2014).

de Fecundacié In Vitro (FIV) i, en particular, en els Una de les modificacions metodologiques més im-

cicles de FIV amb diagnostic genetic amb cribatge  portants, juntament amb 1’aplicacié de tecniques d’ana-

d’aneuploidies (PGS), han suposat I’inici d’una nova  lisi cromosomica completa, ha estat el canvi en el mo-
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ment de la biopsia de D+3 a I’estadi de blastocist. La
bidpsia de trofectoderm presenta diversos beneficis res-
pecte a la biopsia d’un sol blastdmer en D+3. Per una
banda, s’ha demostrat que, el procediment €s menys
perjudicial per I’embrié i per tant hi ha menys risc
d’afectar-ne la viabilitat (Scott et al., 2013). A més, el
fet de seleccionar els embrions per cultiu fins a blasto-
cist previament a la biopsia suposa un increment en el
cost-eficiéncia de la técnica, ja que el nombre d’embri-
ons a biopsiar €s menor (Adler et al., 2014). Finalment,
I’analisi de multiples cel-lules (4-8) respecte 1’analisi
d’un sol blastomer en biopsies d’embrions en D+3 s’as-
socia a una major robustesa diagnostica. Una altra de les
avantatges associades al major nombre de cel-lules dis-
ponibles per 1’analisi en la biopsia de trofectoderm és la
disminuci6 significativa en el percentatge d’embrions
que queden sense diagnostic concloent després de I’ana-
lisi genetica (del 10% amb biopsia de blastomer fins a
menys del 5% amb biopsia de trofectoderm) (Forman et
al., 2012). Tot i aixi, les pacients sense o amb pocs em-
brions euploides, es poden veure especialment afectades
per aquest percentatge residual de fallada de diagnostic.

La desvitrificacio i re-biopsia de blastocists sense di-
agnostic concloent (SD) pot representar una solucié per
a pacients de PGS amb embrions sense diagnostic que,
pel risc augmentat de generar embrions aneuploides, no
solen voler assumir la seva transferéncia sense disposar
de diagnostic.

L’objectiu d’aquest estudi ha estat coneixer si la re-
biopsia i re-vitrificacié de blastocists €s un procedi-
ment justificat i segur que es pot aplicar en casos en
que no s’han obtingut resultats a partir de la primera
analisi de PGS.

MATERIAL I METODES

Estimulacio ovarica, recuperacio d’oocits i cultiu em-
brionari:

Les pacients van ser sotmeses a un tractament inductor de
I’ovulacié amb agonistes o antagonistes de la GnRH.
Tant els protocols per 1’estimulacié ovarica com per la
monitoritzacié del creixement fol-licular mitjangant eco-
grafia i nivells hormonals d’estradiol en sang periferica
van ser els emprats habitualment al nostre centre i han
estat descrits préviament (Barri et al., 2002). La recupera-
ci6 dels oocits es va realitzar sota control ecografic trans-
vaginal 36 hores després de I’administracié de I'"hCG.

Per la manipulacid i el cultiu de gametes i embrions
al laboratori es van utilitzar els medis de la serie Glo-
bal® seguint estrictament les instruccions d’ds recoma-
nades. El cultiu dels embrions es va realitzar en un incu-
bador Embryoscope® amb tecnologia time-lapse, a

37°C de temperatura i concentracions de CO, i O, del
6% 1 5% respectivament.

Biopsia de trofoectoderm:

Tant per I’obertura de la zona pelicida en D+3 com per
a la biopsia dels blastocists (D+5/+6 0 +7) es va emprar
metodologia laser (Veiga et al., 1997, Boada et al.,
1998). Tots els embrions que van assolir I’estadi de
blastocist i van herniar, es van biopsiar, obtenint-se de 4
a 8 cellules de cada trofectoderm embrionari. Immedi-
atament després de la biopsia, els blastocists es van vi-
trificar emprant els medis i protocols habituals al nostre
centre (Solé et al., 2013).

Les cel-lules biopsiades van rentar-se amb una solu-
ci6 de PBS (Phosphate Buffered Saline) al 0.1% de
PVA (Polyvinyl Alcohol) i van dipositar-se en condici-
ons esterils en tubs de PCR en 1.5 ul de PBS. Van man-
tenir-se congelades a -80°C fins al moment de I’analisi
genetica. .

Les mostres van ser processades per amplificar tot el
genoma (WGA, Whole Genome Amplification). Es va
utilitzar el kit comercial Sureplex® DNA Amplification
(Ilumina®) seguint les instruccions descrites pel fabri-
cant. Les mostres de DNA amplificades es van proces-
sar per a la seva analisi mitjancant arrays de CGH em-
prant el kit comercial 24Sure® Microarray Pack
(Illumina®) seguint el protocol recomanat. Per I’analisi
dels arrays es va utilitzar un escaner Innopsys 70 i les
imatges van ser interpretades emprant el software faci-
litat per la casa comercial (Bluefuse®, [llumina®). Els
embrions van ser classificats com normals, anormals o
sense diagnostic concloent (si no s’havia produit ampli-
ficaci6 o els perfils obtinguts no eren interpretables).

Segona biopsia de trofoectoderm:

Des de gener de 2015 va oferir-se a les pacients de PGS
que disposaven d’embrions sense diagnostic concloent
(SD) sotmetre aquests embrions a un segon procés de
biopsia.

Les pacients van rebre informaci6 especifica en rela-
ci6 al procediment a realitzar i a la possibilitat de per-
dua embrionaria degut a la manipulacié addicional.
Aquelles que van accedir van signar un consentiment
informat.

En tots aquests casos, els blastocists SD es van des-
vitrificar seguint el protocol habitual del centre. Els
blastocists supervivents es van deixar en cultiu fins a la
re-expansio i, en els casos en que es va produir, va rea-
litzar-se una segona biopsia seguida d’una re-vitrifica-
ci6. La metodologia emprada tant per a la re-biopsia
com per a la re-vitrificaci6 va ser la mateixa utilitzada
per dur a terme el primer procediment.
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El processat de les cel-lules biopsiades i I’analisi ge-
netica també van realitzar-se emprant els protocols uti-
litzats previament i que ja han estat descrits.

Criotransferencia dels embrions euploides:

La preparaci6 endometrial i els procediments de labora-
tori dels cicles de criotransferéncia van ser els emprats
habitualment en el nostre centre i han estat descrits pre-
viament (Martinez et al., 2006). La transferéncia va re-
alitzar-se amb seguiment ecografic (Coroleu et al.,
2002). El primer control d’embaras va realitzar-se 10
dies post-transferencia.

RESULTATS I DISCUSSIO

Van desvitrificar-se 33 blastocists procedents de 31 pa-
cients per dur a terme una segona biopsia. Van sobreviu-
re 29 blastocists que es van cultivar (29/33, 87.9%), 25
dels quals es van re-expandir (25/29, 86.2%) i es van
poder re-biopsiar. Va obtenir-se un diagnostic concloent
de 23 dels blastocists analitzats (23/25, 92.0%), dels
quals 16 van resultar euploides (16/23, 69.6%) i es van
mantenir congelats per a ds reproductiu.

El motiu del no diagnostic inicial dels 33 blastocists
desvitrificats va ser en 19 casos la manca d’amplificacié
després d’aplicar el protocol de WGA i en 14 casos la
baixa qualitat dels resultats obtinguts.

La taxa d’euploidia obtinguda després de la re-biop-
sia dels embrions inicialment SD a causa d’abséncia
d’amplificacié gendmica va ser del 50% (7/14). A dife-
réncia, la taxa d’euploidia va resultar del 100% (9/9) en
els casos de baixa confianga dels perfils obtinguts a par-
tir del DNA amplificat de la primera biopsia.

A dia d’avui, 8 dels 16 blastocists re-biopsiats carac-
teritzats com a euploides han estat descongelats per a us
reproductiu. Els 8 blastocists van sobreviure a la des-
congelacid, es van re-expandir després del cultiu in vi-
tro 1 es van transferir a 8 pacients. Es van aconseguir 5
gestacions cliniques, 2 de les quals van acabar en avor-
tament, i les 3 restants evolucionen favorablement i ja
han superat el segon trimestre de gestacio.

Les nostres dades, han mostrat una taxa de supervi-
veéncia a la descongelacié dels blastocists SD pautats
per a re-biopsiar inferior a la observada en els blasto-
cists euploides del nostre programa de PGS (87.9% vs
97.8%). A més, hi ha un cert percentatge de blastocists
que tot i sobreviure a la desvitrificacid, no van aconse-
guir re-expandir-se, no resultant aptes per a la re-biop-
sia (13.8% dels que sobreviuen a la descongelaci6). Es
possible que la causa de no resultat inicial en aquests
blastocists fos intrinseca de 1’embrid, 1 vindria associa-
da a una qualitat compromesa dels blastocists que no

permetria 1I’obtencié d’un resultat concloent després de
la primera biopsia (trofoectoderms amb molt poques
cel-lules, mala qualitat del DNA de les cel-lules biopsi-
ades...). Seria til en aquest sentit, doncs, transmetre la
informacié en relacié a la qualitat dels blastocists als
pacients per evitar generar falses expectatives. Malgrat
tot, la gran majoria dels embrions que van sobreviure a
la descongelacid, es van re-expandir, i van ser biopsiats
per segona vegada, podent ser diagnosticats amb exit.
Aixi, el percentatge d’embrions que després d’una se-
gona biopsia romanen no concloents €s residual.

Tot i que 16 embrions re-biopsiats han estat caracte-
ritzats com a euploides, fins al moment només se n’han
transferit 8. Cal tenir en compte que, en el cas que la
pacient disposés d’altres embrions euploides, sotmesos
a un Unic procediment de bidpsia, es va prioritzar la
transferéncia d’aquests per davant de la transfereéncia
dels embrions re-biopsiats.

La taxa de supervivencia i re-expansio dels blastocists
re-biopsiats en els 8§ cicles pautats per a la transferéncia
va resultar del 100%, podent ser transferits tots els embri-
ons descongelats. Els resultats clinics obtinguts després
de la transferencia d’embrions re-biopsiats resulten satis-
factoris tot i que, la baixa casuistica disponible fins al
moment fa necessari de continuar fent el seguiment de les
gestacions procedents d’embrions re-biopsiats.

Per dltim, no es pot descartar que 1’is de tecniques
diagnostiques més sensibles, com la seqiienciacié mas-
siva, haguessin permes obtenir un diagnostic concloent
a partir de la primera bidpsia en alguns dels embrions
que no van poder ser diagnosticats mitjancant la tecnica
emprada, sense la necessitat de realitzar una segona bi-
opsia. No obstant, aix0 no seria possible en la majoria
dels casos, ja que el no resultat venia donat per una ab-
séncia d’amplificacio.

CONCLUSIO

El nombre d’embrions re-biopsiats que han estat trans-
ferits fins a dia d’avui €s limitat. Tanmateix, els resultats
obtinguts indiquen que la re-biopsia i re-vitrificacid
d’embrions que havien quedat sense diagnostic a partir
del primer analisi pot ser una aproximaci6 valida i reco-
manable, que ofereix uns bons resultats clinics. Aix{
doncs, el procediment de re-bidopsia permet rescatar eu-
ploides amb finalitats reproductives, i en conseqiiencia,
millorar la taxa d’embaras acumulada per cicle.
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