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FINALIDAD DE LA FIV

Maximizar el potencial
de embarazo de las pacientes

*Tener ninos a termino sanos y
geneticamente normales

*Minimizar el riesgo de
embarazos multiples




DESARROLLO EMBRIONARIO
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CAMBIOS

 Protocolos de estimulacion
e Cultivo celular
» Técnicas de congelacion

Sincronizacion
Seleccion




CULTIVO CELULAR

AL EMPEZAR A TENER CONOCIMIENTO DE
LOS REQUERIMIENTOS METABOLICOS DEL
EMBRION, AVANZA EL MEDIO DE CULTIVO

e CO-CULTIVO: desde el 88

Menezo y col. 1990 ....Wiemer y col. 1998

« MEDIO SECUENCIAL.: a finales de los 90’

Menezo y col. 1998....Cook 1998, Gardner 1998.

Los Blastocistos tienen diferentes viabilidades



OTROS FACTORES

Ambientes clinicos y de laboratorio
Calidad de control del material descartable
Criopresevacion

Volumen de las gotas de cultivo
Mezclas de gas

Incubadoras

Cultivos en grupo

Gameto masculino




LOS EMBRIONES EN DIA 3 PUEDEN LLEGAR IN VIVO
A BLASTOCISTO PERO NO PORIN VITRO

Gardner y Schoolcraft 1998

Potential Downsides to Extended Culture
Is the Culture System as Good as the Uterus?
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" P<0.01 Number > 8-cell Embryos on Day 3

Conclusion: Day 5 ET decreases the chance of pregnancy
in cases of poor day 3 embryo quality

Racowsky et al Fertil Steril ‘00




SELECCION EMBRIONARIA

FINALIDAD
Reducir las tasas de embarazos multiples
Disminuir el numero de embriones transferidos

SET

MANERA

Valoracion morfologica del embrion: numero, tamano y
forma de las blastomeras, presencia de multinucleacion,
simetria y porcentaje de fragmentos

Diagndsticos preimplantatorios
Time lapse



CLASIFICACION DE OVULOS




FERTILIZACION

MTH

Fertilase®




DESARROLLO EMBRIONARIO




CONSENSO DE ISTANBUL

Human Reproduction, Vol.26, No.6 pp. 1270-1283, 2011
Advanced Access publication en April 18, 2011 doi:1 0.1093 /humrep/der037

human ORIGINAL ARTICLE ESHRE pages
reproduction

The Istanbul consensus workshop
on embryo assessment: proceedings
of an expert meeting’

Alpha Scientists in Reproductive Medicine and ESHRE Special
Interest Group of Embryology

Correspondence addresses. Basak Balaban, ALPHA Scientists in Reproductive Medicine, PO Box 754, CH-3076 Worb, Switzerland, E-mail:
alpha2@bluewin.ch and M. Cristina Magli, ESHRE SIGE (Special Interest Group Embryology), Meerstraat 60, B-1852 Grimbergen (Beijgem),

Belgium, E-mail: cristina.magli@sismer.it

Submitted on January 21, 201 I; resubmitted on January 21, 201 I; accepted on January 24, 201 |

BACKGROUND: Many variations in oocyte and embryo grading make inter-laboratory comparisons extremely difficult. This paper reports
the proceedings of an international consensus meeting on oocyte and embryo morphology assessment.

dny woxy paprojumoc]

METHODS: Background presentations about current practice were given.
RESULTS: The expert panel developed a set of consensus pointsto define the minimum criteria for oocyte and embryo morphology assessment.
CONCLUSIONS: It is expected that the definition of common terminology and standardization of laboratory practice related to embryo

morphology assessment will result in more effective comparisons of treatment outcomes. This document is intended to be referenced as a
global consensus to allow standardized reporting of the minimum data set required for the accurate description of embryo development.




CONCLUSIONES CONSENSO
EMBRIONES EN DIVISION

NUMERO DE CELULAS:

- 4 células dia 2, 8 células dia 3

- estadios de desarrollo esperados en horas post-inseminacion
- rapidez de division celular

FRAGMENTACION:
- grados: leve (<10%), moderado (10-25%) severo (>25%)
- basado en equivalencia al tamano de célula

MULTINUCLEACION:
- debe hacerse en dia 2
- evaluacién: binaria (presencia o ausencia)

TAMANO DE LAS CELULAS:
-evaluacion: binaria ( simétricas o asimétricas)

CLASIFICACION:

- grado 1: < 10% fragmentos, sin multinucleacién, simétricas

- grado 2: 10-25% fragmentos, sin multinucleacion, la mayoria simétricas
- grado 3: >25% fragmentos, con multinucleacién, asimétricas



PROS

 1.- Menor tasa de cancelacion de
transferencia en casos no seleccionados

Potential Downsides to Extended Culture
Increased Risk of Transfer Cancellation

o | Unselected Patients
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Marek Kolibianikis

*p<0.05 Marek et al 99
**p<0.001 Kolibianikis et al '04

RACOWSKY 2000



PROS

« 2.- Mayores tasas de embarazo en
pacientes de mal pronostico

Aquellos que tienen embriones de baja
calidad en dia 3, o bajas respuestas en los
ciclos de estimulacion



PROS

* 3.- Hay mayor tasa de congelacion de
embriones, lo que eventualmente se
refleja en una mayor tasa de embarazo
acumulado




PROS

» 4 - Hay una menor incidencia de gemelos

Potential Downsides to Extended Culture
Increased Risk of Monozygotic Twins

Fold
Incidence of MZ Twins Increased
Day 3 Day 5 Risk

Rijnders etal '98 0.7% 2.7% 4.0
Milki et al '03 2.0% 5.6% 2.8
Da Costaetal '01 0.7% 3.9% 56
Wright et al '04 0.4% 1.5% 3.8
Behr et al ‘00 - 5.0% n/a

RACOWSKY 2000



PROS

e 5.-La tasa a favor del sexo masculino no
se ve alterada




Controversia: gemelos - sexo

Behr: 2000 JARG Estudio multicéntrico 199 embarazos

Incremento en la tasa de gemelos luego de la
transferencia en blastocisto con hatching asistido.

Papanikolaou: 2010 dice que no hay diferencia en la
tasa de gemelos dia 5

Gemelos y Sexo Masculino podrian estar ligados a el
medio de cultivo, el solo hecho del cultivo celular o a la
seleccion morfologica

Algunos autores dicen que el desbalance se
puede rectificar



PROS

» 6.- No se perturba la expresion genica como en
el cultivo extendido

* No hay evidencia clinica directa para FIV..Estudios en
animales indican alteraciones en los cultivos
extendidos

* Mayor riesgo de Beckwith Weidemann's y Angelman’s

(Maher et al '03; Debaun et al ‘03; Amor et al '08;
Manipalviratn et al '09)

- Estimulacion ovarica
- Sub-fertilidad de los padres

- Medios de cultivo (Doherty et al ‘00; Khosla et al '01;
Rivera et al '08)



PROS

» /.-El laboratorio no requiere de mas
espacio, incubadoras, tiempo del
embridlogo, ni condiciones especiales de
cultivo (como baja concentracion de
oxigeno para mejorar las tasas de
implantacion)



PROS

* 8.- Hay disminucion de bebes pre-téermino
y malformaciones congeénitas



CONTRAS

* 1.- Desventaja con respecto a la receptividad Uterina

Antes de la compactacion el embrion va a estar expuesto a
concentraciones de carbohidratos (Gardner,D.K., Lane,M.,
Calderon,l., and Leeton,J. (1996) Fertil Steril. 65,349-353.) y
amino acidos (Iritani,A., Nishikawa,Y., Gomes,W.R., and
VanDemark,N.L. (1971) J Anim Sci. 33,829-835. Y Miller,J.G.,
Schultz,G.A. (1987) Biol Reprod. 36,125-129.) a los que no
estarian normalmente expuestos.

Esta adaptacion en fisiologia y metabolismo le produce estrés al
embrion



CONTRAS

» 2.- No hay una reduccion de las
contracciones uterinas como en el dia 5

Fanchin y Ayoubi 2009



CONTRAS

» 3.- Hay una pequena disminucion en la
seleccion de embriones con aneuploidias

' No hay un aumento en el potencial de implantacion de
los blastos por auto-seleccion

* Morfologia normal..cromosomopatia
* 80-90 % de las fallas de implantacion en dia 3



MAS DE ANEUPLOIDIAS

 Eneldia 3, 59% de los embriones de buena calidad
fueron genéticamente anormales. En el dia 5 solo el
35% (Staessen et al., 2004).

* Revision de Muné (2005) - los embriones con trisomias
alcanzan el estadio de blastocisto — Las aneuploidias no
estan relacionadas al dismorfismo de la division
embrionaria — Las anomalias de las divisiones
tempranas como mosaicismos, trisomias y poliploidias
persisten en los blastocistos y no se pueden eliminar por
completo con el cultivo extendido aunque algunas de
ellas tienen efectos perjudiciales en el desarrollo
embrionario



CONTRAS

* 4 .- El analisis genético esta en desventaja
por ser mas invasivo y utilizar solo una
célula para el diagnodstico




LG her et al. Reproductive Biology and Endocrinology 2014, 12:22

http://www.rbej.com/content/12/1/22 r)rit =~ REPRODUCTIVE BIOLOGY
J-2J i AND ENDOCRINOLOGY

REVIEW Open Access

Preimplantation genetic screening (PGS) still in
search of a clinical application: a systematic review

Vitaly A Kushnir' and D H Barad

21,4% mas aneuploidias d3.. Tasa de implantacion menos 9,6%



CONTRAS

* 5.- Hay mas embarazos multiples




DIA 2 VS DIA 3

« Shen et al., 2006, retrospectivo en pacientes
menores de 40 anos (36), bajas respondedoras
(a las que se les transfiere todo lo que tienen)
Mejor dia 2

« Bahceci et al., 2006, prospectivo randomizado
(al final de la estimulacion) en bajas
respondedoras (menos de 5 foliculos) de 36
anos. Mejor dia 2

« Shahine et al., 2011, prospectivo randomizado
(en el momento de la fertilizacion), bajas
respondedoras (pocos embriones para
transferir). Igual dia 2 que 3



&

THE COCHRANE
COLLABORATION®

Transferencia de embriones al tercer dia versus al segundo dia
después de la fertilizacion in vitro o la inyeccion intracitoplasmatica
de espermatozoides

Oatway C, Gunby J, Daya S

Reproduccién de una revision Cochrane, traducida y publicada en La Biblioteca Cochrane Plus, 2008, Numero 2

Conclusiones de los autores
Aunque se demostré un aumento de la tasa de embarazo clinico con la
transferencia de embriones al tercer dia, actualmente no
existen pruebas suficientes de buena calidad que sugieran una mejoria
en los nacidos vivos cuando la transferencia de embriones
se demora desde el segundo al tercer dia.




Scholtes y Zeilmaker. Blastocyst transfer in day-5
embryo transfer depends primarily on the number of
oocytes retrieved and not on age. Fertil Steril
1998;69:78-83.

Racowsky y col. The number of eight-cell embryos is the
key determinant for selecting day-3 or day-5 transfer.
Fertil Steril 1999:73:558—64

Plachot y col. 2000 Human Reproduction . Grupo de
pacientes seleccionados con buena respuesta a la
estimulacion y por lo menos 8 ovulos M|

Racowsky y col. 2000 pacientes con mas de 3
embriones en 8 celulas. Pacientes jovenes

Takafumi Utsunomiya 2004 HR, cuya seleccion en dia 3
es de 2 o mas fertilizados, y uno de sus criterios de
exclusion son las pobres respondedoras ..y el criterio de
Inclusion del dia 5 son embriones haciendo hatching. En
su trabajo, la tasa de blastulacion es de 35,4%, y la de
hatching de 28,6%..



Utsunomiya y col. 2004

Table VIII. Papers that compared the result of day 2/3 ET with day 5/6 ET

10T ‘6 Aenuer U0 A D-1TCIND 18 S100s|eulr

Author Journal® Year No. of patients Pregnancy rate (%) Implantation rate (%) Abortion rate (%) Design

Day 2/3 Day 5/6 Day 2/3 Day 5/6  Day 2/3 Day 5/6 Day 2/3 Day 5/6

Gardner et al., USA 1998 . 45 66.0 71.0 370 55.4 Pro
Cruz et al., USA s 1999 15 9.18 40.4% 3.4% 11.3% Retro
Marek er al., USA S 1999 467 292 47 5% 61.6% 233% 32.4% Retro
Patton er al., USA s 1999 30 31.0% 47.0% 17.0% 31.0* Pro
Gardner er al., USA N 2000 107 - 87.0 - 70.0 Retro
Hsieh er al., Taiwan 2000 - 37.3 418 10.8 222 Retro
Milki er al., USA N 2000 66 46.0% 68.0% 20.0% 47,0 Retro
Schoolcraft and Gardner, USA d 2000 113 75.0% 87.6% 47.1* H5.8% Retro
Abdelmassih er al., Brazil 2001 154 34.8 453 1.5 18.5 Retro
Pantos ef al., Greece 2001 ¢ 228 23.6 421 8.6 19.4 Retro
WanLangendonckt, Belgium i 2001 48.7 233 394 82.0 76.0 Pro
Kovavic et al., Slovakia S 2002 132 22.9* 37.3%* 178 34.3 Retro
VanderAuwera, Belgium 2002 63 66 35.0% 6.0 290 46.0 2 Pro
Wilson er al., USA S 2002 570 48.0* 57.0% 27.0% 43.0% . Retro
Scholtes ef ai., The Netherlands  FE 1996 237 410 26.0 250 13.0 12.0 Pro
Coskun er al., Saudi Arabia 2000 100 39.0 390 210 24.0 . Pro
Huisman er al., The Netherlands FS 2000 709 253 278 14.4 15.5 5. Pro
Plachot er al., France 2000 — 41.7 388 189 24.1 Pro
Toledo er al., USA ! 2000 109 61.0 510 350 33.0 Retro
Yoon ei al., Korea £ 2001 1952 34.9 36.1 16.1 16.4 Retro
Balaban er al., Turkey S 2001 158 27.2 335 5.0% 15.0% i 3. Pro
Karaki er al., USA S 2002 82 30 26.0 290 13.0% 26.0* Pro
Levron, Israel S 2002 44 46 45.5% 18.6% 38.7% 20.2% - Pro
Lundqvist, Sweden £ s 2002 103 120 26.0 300 - - 2 Retro
Milki, USA s 2002 48 38 26.3 292 178 34.3 - Retro
Rienzi, Ttaly 2002 - - 58.0 62.0 350 38.0 Pro
Zollner, Germany 002 - 100 - 26.0 - - Pro
Utsunomiya, Japan 2002 184 180 26.5 259 1.7 9.2 333 Pro

C

HR = Human Reproduction; FS = Fernility and Sterilivy, JARG = Joumal of Assisted Reproduction and Genenics; RBO = Reproductive Biomedicine Online;
CEOG = Clinical and Experimenial Obstetrics and Gynecology: AJOG = American Jowrnal of Obstetrics and Gynecology: AOGS = Acta Obsietrica ef
Gynecologica Scandinavica; ZG = Zentralblan Gyndkologie.

Pro = prospective study; Retro = retrospective study.

*Statisitcally significant difference.




DOBLE TRANSFERENCIA EMBRIONARIA
D3/D5-6

ety
o 1 6l 5 i o o i o
astory e § S,

iy amveces el paoperra

L
m
i
il

it
gai
i
il
;ila
fil

8

i
HHHE
Hi
il

18 pacientes 37,8% - 62,5% 20,2%



EVIDENCIA COCHRANE

* Primera publicacion en la biblioteca de
Cochrane fué en el 2000 con 10 trabajos.
En el 2003 se agregaron 4 trabajos y se

publico en el |

R. Luego se hace una

actualizacion en el 2005 (7 trabajos fueron
eliminados y 13 se agregaron). En la
actualizacion del 2007 se agregaron 2
para hacer 18. En |la del 2012 se le suman
5 trabajos para 23



THE COCHRANE
COLLABORATION®

Transferencia del embrion en el estadio de division versus estadio
de blastocisto en la concepcion asistida

Blake DA, Farquhar CM, Johnson N, Proctor M

Reproduccién de una revision Cochrane. traducida y publicada en La Biblioteca Cochrane Plus, 2008, Numero 2

Conclusiones de los autores
Esta revision aporta pruebas de que existe una diferencia significativa en las tasas de
embarazo y de nacidos vivos a favor de la transferencia de blastocistos en pacientes con un
buen prondstico, con numeros elevados de embriones de ocho células en el dia 3 que se ven
mas favorecidos en el subgrupo para el que no se observa ninguna diferencia en la interrupcion
del ciclo. Existen pruebas emergentes para sugerir que en los pacientes seleccionados, el cultivo
de blastocistos puede ser posible para la transferencia de un solo embrion.




Cleavage stage versus blastocyst stage embryo transfer in
assisted reproductive technology (Review)

Glujovsky D, Blake D, Farquhar C, Bardach A

THE COCHRANE
COLLABORATION®

La finalidad del trabajo fué: determinar si la transferencia de blastocistos mejora la
tasa de nacido vivo y otros aspectos asociados
Demian Glujovsky, Debbie Blake, Ariel Bardach, Cindy Farquhar



METODOLOGIA

« La busqueda fue hasta Febrero 2012. Solo se incluyeron
trabajos randomizados y comparaban la efectividad de
transferir en dia 3 0 5 de desarrollo embrionario

« Sin restriccion de lenguaje.

* Busqueda inicial: 296 estudios, que cumplian los
criterios de inclusion: 23 RCT (+5 up dates)

« La revision incluye 3823 parejas. La mayoria de los
trabajos se llevaron a cabo en menos de 6 meses, con
trabajos de 12 paises, edades entre 29 y 34 anos, 18
trabajos usaron medios secuenciales

 Hubo 3 grupos: pacientes no seleccionadas — buen
factor pronostico — mal factor prondstico (fallas repetidas
de implantacion o bajas respuestas)



RESULTADOS

La medida de resultado primaria fue
|a tasa de nacidos vivos.

12/23 trabajos reportaron nacidos vivos, con
evidencia de diferencia significativa a
favor de la transferencia en blastocisto

Day 2 to 3: 31%; Day 5 to 6: 38.8%



TASA DE NACIDOS VIVOS

Figure 3. Forest plot of comparison: | Live birth rate, outcome: I.1 Live birth per couple.

Day 5/6 Day 2/3 Peto Odds Ratio Peto Odds Ratio

Study or Subgroup Events Total Events Total Weight Peto, Fixed, 95% CI Peto, Fixed, 95% CI
Brugnon 2010 22 55 21 52 T8% 0.98[0.46,212] —

Devreker 2000 3 11 1 12 1.0%  3.53[0.43, 29.14]
Elgindy 2011 52 100 35 100 148% 1.99[1.14, 3.48]
Emiliani 2003 33 g2 41 89 12.6% 0.791[0.43,1.44]
Frattarelli 2003 18 29 a8 28 42% 287 [0.90, 7.35]
Levitas 2004 3 23 3 31 1.6% 1.40[0.26, 7.65]
Levron 2002 a8 46 15 44 52% 0.42[0.16,1.08]
Livingstone 2002 14 30 11 29 44% 1.42[0.481, 3.96]
Fapanikolaou 2005 a0 23 a4 11.6% 2.35[1.25,4.43]
Papanikolaou 2006 175 176 20.7% 1.70[1.08, 2.72]
Rienzi 2002 50 48 T4% 0.92[0.42, 2.03]
Yan der Auwera 2002 70 515 8.6% 1.491[0.72,3.10]

Total (95% Cl) 751 759 100.0% 1.40[1.13, 1.74]
Total events 292 237

Heterogeneity: Chi*=18.43, df=11 (P=0.07); F= 40%

Test for overall effect: £=3.07 (P=0.002)

0.02 0.1 10 &0
Favours day 213 Favours day 56

Glujovsky et al. 2012




RESULTADOS

Las medidas de resultado secundarias

« Tasa de embarazo clinico por pareja 23/23 NS
« Tasa de embarazo clinico acumulado 4/23
56.8% d3 - 46.3% d5
 Embarazo multiple 16/23 NS
* Aborto espontaneo 14/23 NS
* Fracaso en la transferencia de embriones 16/23 1 d3

3.4% d3 - 8.9% d5
* Criopreservacion 11/23 1d3



TASA DE EMBARAZO ACUMULADO

Day 5/6 Day 2/3 Peto Odds Ratio (Non-event) Peto Odds Ratio (Non-event)
Study or Subgroup Events Total Bvents Total Weight Peto, Fixed, 95% CI Peto, Fixed, 95% Cl
Brugnaon 2010 (1) ! 55 15 52 21.5% 1.19 [0.56, 2.559]
Emiliani 2003 473 99 4 39.0% 1.90 [1.08, 3.34]
Rienzi 2002 50 - 48 5.5% 3.281[1.35,8.02]
Van der Auwera 2002 513] 22 63  24.0% 0.94 [0.46,1.93

Total (95% CI) 270 257 0% 1.58 [1.11, 2.25]
Total events 122 144

Heterogeneity: Chi*=5.84, df=3(F=014) F= 46%

Test for overall effect: Z=2.55 (P = 0.01)

0102 0.5
Favours Day af

(1) Study had policy of single embryo fransfer

Glujovsky et al. 2012



CONCLUSIONES

Esta revision aporta evidencia de que existe una pequefa
pero significativa diferencia en las tasas de nacidos vivos a
favor de la transferencia de blastocistos (dia 5 a 6)
comparada con la transferencia en estadio de division (dia
2 a 3). Sin embargo la tasa de embarazo clinico acumulada
de divididos (derivada de ciclos frescos y congelados)
resulto ser mas alta que para ciclos de blastocistos. La
explicacion mas adecuada para esto son las mas altas
tasas de embriones congelados, y las mas bajas tasas de
falla de transferencia obtenidas de protocolos en estadio de
division. Trabajos futuros deben reportar abortos, nacidos
vivos y tasas de nacidos vivos acumulada para ofrecer un
servicio que ayude a tomar decisiones bien informadas con
respecto a la mejor opcion de tratamiento disponible.



CONCLUSIONES

* No esta claro el margen de beneficio de la transferencia
dia 5 sobre dia 3

* Que la transfer de blastocistos parece ser una buena
opcion para un subgrupo de pacientes con una buena
cantidad de embriones de buena calidad

* Que pacientes a los que se les transfiere en dia 3 y se
congelan los embriones restantes, tienen una mayor
tasa de embarazo acumulado

« Latasa de congelacion y la tasa de falla de transferencia
hablan a favor de la transfer en dia 3

* Los autores sugieren que los proximos trabajos deben
reportar tasas de perdidas, de embarazos acumulado e
iInvestigar en el criterio de inclusion para la seleccion
embrionaria
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