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ESTADO ACTUAL DEL ARTE

La publicacion en 1978 -—por parte de

Edwards y Steptoe [4]- del caso de Louise Brown
(Figura 1), habla no s6lo del nacimiento de la
primera persona concebida en un laboratorio sino de
una nueva era: la era de la Reproduccion Humana
Asistida, que parece llegar a un punto algido en
1992 con la realizacién de la primera ICSI [6];
aunque desde Aristoteles el asunto de la

reproducciéon ha preocupado a la sociedad tanto

first test-tube arrival

Figura 1: Primer “nifio probeta”.

desde el punto de vista préactico como desde el punto de vista ético [5].

descubrimiento

Figura 2: Primer cariotipo humano.

Finalmente ambos campos, la

i EMBR

En el campo déa genética, son el

de la estructura

molecular del ADN (Watson y Crick,
1953) [7] y la determinacién del ntimero
de cromosomas de nuestra especie (Tjio,
1956) [8] (Figura 2), lo que supone los

mayores avances.
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i s (37 %) developed o the blastocyst stage by day six
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como alternativa al  diagndstico
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A dia de hoy, la secuenciacion completa del genoma de una unica
célula y la incubaciéon embrionaria en condiciones de vigilancia continua
ocupan nuestro empeno.

Podemos, por tanto, resumir que el estudio, comprension y practica de
la reproduccion humana no es s6lo una disciplina que naci6 en 1978, sino
que ha ocupado a la comunidad cientifica a lo largo de los afnos, forjando las
solidas bases que han permitido alcanzar el nacimiento de mas de cinco

millones de ninos hasta el momento actual.

CRITERIOS DEL ANALISIS DE LOS EMBRIONES

La embriologia es el estudio de la formaciéon y el desarrollo de los

embriones, basandose en parametros clasicos relacionados con la viabilidad
y potencial del embrion. La caracterizacion de dichos parametros
morfologicos, reflejo de su fisiologia, s6lo necesita de un microscopio
invertido; es por eso que son de uso comun en todos los laboratorios, ya que
pese a la existencia de otras técnicas, como la metabolomica o la

morfocinética, no todos los laboratorios tienen acceso a esos avances.

Diversos criterios, han sido propuestos por distintos grupos para
ayudar a catalogar y, en ultimo extremo, a elegir los embriones que seran
transferidos prioritariamente.

Asi, en cada etapa del desarrollo embrionario, los parametros a tener

en cuenta varian y son:

= ENELZIGOTO

Aunque la fecundacién es facil de definir [15], implica infinidad de
procesos y reacciones bioquimicas como la reaccién acrosémica, la fusion de
las membranas ovocitaria y espermatica y finalmente la activacién del
ovocito [16-18] que conlleva:

1°.- Descondensacién de la cabeza del espermatozoide y formacion del

PN masculino, en posicion central en el ovocito. El 90% de los ovocitos
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muestran ondas circulares de granulaciéon en este momento, con una
periodicidad de 20-53 minutos [21-22].

2°.- Culminacion de la segunda division meidtica -extrusion del
segundo CP- y formacién del PN femenino cerca de dicho CP [19,22].
Posteriormente se da la polarizacién [19-20]; es decir, la migracién del PN
femenino hacia el masculino, aunque nunca llegan a fusionarse, mientras
van aumentando de tamano y se va dando la reordenacion de los precursores
de los CPN o “nucleolos” hacia la zona de contacto entre PN.

El proceso de la apariciéon y polarizacion de los PN es visible entre las

10-20 horas tras la inseminacién ya sea por FIV o por ICSI [27]. (Esquema 1)

Horas postinseminacion

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 2» 22 23 24

FIV PN visibles

ICS PN visibles

Esquema 1: Aparicién de los pronticleos después de inseminar (FIV) o microinyectar (ICSI) ovocitos humanos. Las
barras de color mds tenue representan el periodo de tiempo que tardan en aparecer 2PN en al menos el 10% de los
ovocitos. Las de color méas opaco representan el periodo de tiempo que tardan en aparecer 2 PN en al menos el 90%

de los ovocitos.

Pese a que la presencia de los 2 PN no es prueba absoluta de
fecundacién normal, los zigotos que presentan 3 o mas PN son descartados,
por inviabilidad, y los que muestran 1 PN se mantienen en observacién para
vigilar su evolucién; la cronologia, morfologia y localizacion de los PN, asi
como la de los nucleolos e incluso su situacion respecto a los CP, se emplea
como factor de clasificacién embrionaria, asumiendo que aquellos embriones
de categoria 1* y 2% tienen mayor probabilidad de implantacion.

La disolucién de los PN, coincide en los mamiferos con la primera fase
del comienzo del desarrollo del nuevo organismo, la condensaciéon del
material nuclear -apareamiento de los cromosomas- y la formacién del huso
mitético de la primera divisién celular y el estado retrasado de los PN [76]
estda asociado a mal desarrollo embrionario, ya que estos defectos suelen
asociarse a la capacidad organizadora de los microtibulos por parte del

centrosoma introducido por el espermatozoide.
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% Bavister [58] fue el primero en buscar criterios de seleccién por
“tiempos criticos” (16-18 h. postinseminacién y 40 h., justo antes de la
transferencia) frente a la examinacién arbitraria que se daba hasta
entonces.
« El tamano y proximidad de los PN y nimero y localizacién de
los nucleolos [24,26] (Figura 4):
Z1: Igual nimero de nucleolos o diferencia en menos de 3. Polarizados
en la zona de contacto entre PN
Z2: Igual nimero de nucleolos pero despolarizados, en ambos PN.
Z3: Asincronia (la polarizacién se da sélo en uno de los PN) y distinto
ntmero de nucleolos (diferencia en més de 3).
Z4: Distinto tamano de los PN, separacion entre ellos o nimero de

nucleolos de menos de 3 en alguno de los PN.

Figura 4: Ejemplos de pares de PN definidos por cada clasificacién.

% La polaridad de los PN
respecto a los CP y magnitud del angulo
comprendido entre la linea imaginaria que
atraviesa ambos PN y el CP mas alejado de
esta linea. Los valores 6ptimos son menores

de 50° [25] (Figura 5).

Figura 5: Angulo entre el eje de los PN y los CP.

s La rotura de la membrana
nuclear (desaparicién de los PN) y el “cleavage”

temprano a 2 céls. [23,40-41] (Figura 6).

Figura 6: Escotadura en el zigoto para primera division

celular y formacién de la membrana intercelular.

16



INTRODUCCION

% La presencia de wuna zona
cortical clara (Figura 7) debida a condensacién

perinuclear en el zigoto [22-23,28].

Una vez se 1inicia la division celular, los criterios de evaluacion
clasicos nos hablan de la “calidad” embrionaria; dichos parametros son:
numero de células —lo que implica ritmo de divisién-, fragmentacién celular
—porcentaje y tipo-, vacuolizaciéon, nimero de nucleos por célula, tamano de
las células —simetria-, compactacion celular...

¢ El nimero de células nos habla del ritmo de divisiéon y éste del
potencial de implantacion embrionaria. Lo ideal es que las divisiones sean
sincrénicas y simétricas [30,54-55].

% La formaciéon de fragmentos es un hecho que se observa con
frecuencia en el desarrollo “in vitro” de embriones humanos. Los fragmentos
son vesiculas citoplasmaticas, con membrana superficial —algo diferente a la
de los blastémeros- y sin ntcleo, que pueden estar relacionados con
desérdenes de cario y citocinesis asi como con procesos de apoptosis [21,45-
49].

¢ La presencia de blastomeras multinucleadas suele considerarse
el mas inexacto de los criterios -al ser un fenémeno temporal y dependiente,
en gran medida, del momento de revision de los embriones- aunque puede
hacer que se descarte un embrién, puesto que esta asociado a bajas tasas de
implantacién [51-55].

Finalmente, dichos criterios pueden resumirse en el siguiente cuadro
propuesto (Esquema 2) [54], que ayuda a clasificar los embriones viables en

cuatro categorias.
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Esquema 2: Esquema de gradacién propuesto, por ASEBIR, para el trabajo diario.

DIAGNOSTICO GENETICO PREIMPLANTACIONAL

EL DPI se presenta como un método de prevencion primaria que

permite evitar la presencia de enfermedades o alteraciones genéticas antes
incluso de que se produzca la gestacién [12]; su procedimiento puede incluir
diferentes modalidades de técnicas citogenéticas, como la hibridacién “in
situ” con sondas de fluorescencia (FISH)- para el estudio de reordenaciones
cromosomicas o aneuploidias- o la reacciéon en cadena de la polimerasa
(PCR) -si se trata de detectar una mutacién o marcador genético— para
enfermedades monogénicas.

Siguiendo las indicaciones de la ley de reproducciéon asistida, la
ESHRE y apoyados en numerosas publicaciones [11,82-87], el DPI se
propone a las siguientes parejas:

a) Pacientes de bajo riesgo, entre las que podemos incluir:

¢ Mujeres con edad materna avanzada (EMA), mayores de

37 afios [181-182].
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& Pacientes estériles con 2 ciclos de FIV sin embarazo
(Fallo de FIV) [243-244].
¢ Abortadoras de repeticién (2 o més abortos previos) [208-
209].
¢ Abortos previos con cariotipo alterado [217-218].
4 Factor masculino severo (azoospermias u
oligozoospermias severas) [230-232,239].
¢ Pacientes con meiosis patologica o resultado de FISH en
espermatozoides alterado [233-235,237,240-241].
b) Pacientes de alto riesgo para transmitir anomalias genéticas
o cromos6micas:
¢ Monogénicas: autondmicas recesivas, dominantes y
ligadas a X.
& Estructurales: translocaciones, inversiones u otras

aberraciones estructurales [205,219].

La técnica del DPI es el resultado de la combinacién de la fecundacion
“In vitro” (realizada habitualmente por ICSI), la biopsia de células
embrionarias por medio de la micromanipulacion y las técnicas de
diagnéstico genético. Tal como se comunica a las pacientes en el
consentimiento informado de nuestro centro (Ginefiv, Madrid) (Anexo 1).

Las TRA tienen como finalidad fundamental la actuacién médica para
facilitar la procreacién cuando otras terapéuticas se hayan descartado por
inadecuadas o ineficaces.

También pueden utilizarse en la prevenciéon y tratamiento de
enfermedades de origen genético o hereditario, cuando sea posible recurrir a
ellas con suficientes garantias diagnodsticas y terapéuticas, y estén
estrictamente indicadas: con razonables posibilidades de éxito y sin riesgo
grave para la salud de la mujer o de la posible descendencia.

El marco juridico regulador del DPI esta constituido basicamente por
la Ley 14/2006 de 26 de mayo sobre TRA, regulada por el Real Decreto

42/2010 que establece que toda intervenciéon sobre el embrion vivo, “in
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vitro”, con fines diagndsticos, no podra tener otra finalidad que la valoraciéon
de su viabilidad o la deteccion de enfermedades hereditarias en los
embriones, a fin de tratarlas o de desaconsejar su transferencia. Asimismo,
cuando los fines que se persiguen son terapéuticos, la intervenciéon no puede
tener otro proposito que el de tratar una enfermedad o i1mpedir su
transmision, con garantias razonables y contrastadas.

Debe significarse, igualmente, la relevancia para ésta técnica del
Convenio de Oviedo sobre derechos humanos y biomedicina, de 1997, que
limita las pruebas predictivas de enfermedades genéticas a fines médicos o
de investigacién médica y con un asesoramiento genético apropiado [2,3].

De cualquier modo, cabe hacer constar que la inmensa mayoria
(>90%) de anélisis realizados en nuestro estudio tenian como finalidad la
deteccion de aneuploidias; y ante esto no se aplica tan estrictamente la
imagen de consejo genético respecto a terapéutica de enfermedades sino al

riesgo de su incidencia y consecuencias.
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HIPOTESIS

Se sabe que las principales causas de fracaso reproductivo —tanto no

gestaciéon como aborto- son incorrecciones genéticas en el embrion; pero la
actual Ley de Reproduccién Asistida 14/2006 [1] no permite realizar
diagnédstico preimplantacional (DPI) més que en determinados casos, en los

que parece objetivo el riesgo de alteraciones genéticas.

Se baraja por tanto la hipdétesis de que la observacion clasica de
factores morfologicos embrionarios nos permite hacer una aproximacion al
estado cromosomico de los mismos.

Mediante un estudio realizado en nuestro centro, Ginefiv (Centro
para el Estudio de la Esterilidad y Fertilizacién “in vitro’, Madrid),
trataremos de encontrar, si lo hay, el modo de correlacionar los criterios de
clasificacién convencionales con el estatus genético de los embriones, a fin de

realizar la mejor de las selecciones posibles.

OBJETIVOS

Mediante este estudio observacional, de caracter prospectivo,

transversal, intentaremos establecer como cierta la hipdtesis de partida
fijandonos los siguientes objetivos principales:
a) Analizando, como objetivos principales, la relacién del resultado
del analisis genético:
1) En funcién de las caracteristicas del zigoto: Z-score, 4ngulo
formado por los CPs y presencia de halo.
2) En funcién de los primeros estados de divisién celular: n° de
céls. en D+2 y D+3, porcentaje de fragmentacién celular en
D+3 y evolucién en D+4, posterior a la biopsia.
3) En funcién de los antecedentes clinicos e indicacién para la

realizacién del DPI.
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b) Analizando, como objetivos secundarios:
4) En funcién de la indicacién para la realizacién del DPI.
5) En funcién del n° de embriones biopsiados.

6) En funcién del n° de embriones normales.
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MATERIAL Y METODO
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SELECCION DE CASOS

En este estudio se analizan 1425 embriones, obtenidos en ciclos de

TRA realizados en nuestro centro (Ginefiv, Madrid) entre el 1 de enero de
2007 y el 31 de diciembre de 2011, biopsiados para la realizacién de DPI, en
los que se determina tanto la clasificacién pronucleolar (“Z-score”) como
otros factores de evolucién cldsicos (nimero y simetria de blastémeras,
porcentaje de fragmentacién celular) y, finalmente, la integridad
cromosomica o el “estado genético”.

Todas las pacientes, con rango de edad entre 25 y 46 afios (media de
36,49 + 3,98 afios), presentaban alguna de las indicaciones para el
tratamiento incluidas entre los casos aceptados por la ley.

La estimulacion ovarica se realiza, segin los protocolos establecidos
en la clinica, atendiendo a las necesidades de cada paciente (Anexo 2); que se
distinguen segun los indicadores de reserva ovarica en: altas respondedoras,
mas de 15 foliculos antrales en ecografia basal o criterios de ovario
poliquistico (PCOS) segtin los Criterios Internacionales de Rotterdam; bajas
respondedoras, segun los criterios internacionales del Consenso de Bologna
2011, y pacientes normo respondedoras, con ciclos regulares, ovulatorios,
ovarios ecograficamente normales y niveles hormonales normales en
analitica basal (TSH, prolactina, FSH, LH y estradiol).

Durante la estimulacion ovarica se emplean analogos de la GnRH
para prevenir los picos endoégenos de LH y evitar ovulaciones prematuras.
Asi se utilizan pautas con agonistas de la GnRH, en pauta larga o corta, y
antagonistas de la GnRH en pauta multidosis en induccion el dia que el
foliculo de mayor tamano alcanza 13 mm.

Se utiliza tratamiento con FSH recombinante o HMG, iniciado desde
dia 2-3, con una dosis entre 150-225 Ul en el grupo de normo respondedoras,
75-150 UI en el grupo de PCOS, y 300-450 UI en el grupo de baja reserva,
segin los protocolos establecidos en el centro. Tras el tercer dia de
tratamiento se realizé ecografia de control para ajustar la dosis segun la

respuesta de la paciente.
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Una pauta larga con agonistas de la GnRH conlleva un refrenado
ovarico previo a la regla (iniciado a los 21 dias) y posteriormente se afiaden
las gonadotropinas para la estimulacién del ciclo, una vez que comienza la
siguiente menstruacion. Finalmente se induce la ovulacion con hCG
recombinante. Esta pauta se empleé en pacientes con reserva ovarica
normal.

La pauta corta, con analogos de la GnRH, empieza con su
administracion desde el primer dia de regla; el tercero se anaden
gonadotropinas hasta la induccién de la ovulaciéon. Esta pauta se usé con
mujeres bajas respondedoras.

La pauta multidosis, con antagonistas, empieza con estimulacién con
gonadotropinas el segundo dia del ciclo y, cuando se miden foliculos mayores
de 13 mm, se inicia el uso de los antagonistas hasta la induccién de la
ovulacion.

La induccion de la ovulacion siempre se realiza con 6500 Ul de hCG
recombinante cuando se observan 3 foliculos de al menos 17mm y 36 h
después se lleva a cabo la puncién ovarica.

En todos los casos se apoy6 la fase latea con progesterona, 200 mg/8 h
via vaginal, desde el dia de la puncidon ovarica hasta la determinacion del
nivel de la subunidad B-hCG en sangre periférica para confirmar o no la

gestacion.

OBTENCION DE EMBRIONES

Tras la puncidon ovarica, realizada en el quiréfano, los liquidos

foliculares llegan al laboratorio donde se procede a la captaciéon de los CCCO
(Figura 8) (Anexo 3). El proceso se
desarrolla bajo un microscopio
estereoscopico, incluido en wuna
cabina de flujo laminar con
superficie calefactada y sistema de

Figura 8: Complejo cimulo-corona-ovocito.
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Los ovocitos se mantienen en incubacién a 37° C, 6% de CO2 y 95% de
humedad relativa, hasta que se realiza la decumulaciéon previa a la ICSI;
dicha decumulacién es un proceso en parte quimico y en parte mecanico,
puesto que se emplea una solucion de hialuronidasa para facilitar su
disgregaciéon al hacerlos pasar por unos capilares de entre 135-150 pm,
acoplados a los correspondientes sistemas de aspiraciéon. Este proceso se da
en las mismas condiciones que la captacion ovocitaria.

Una vez decumulados se confirma, al microscopio, el estado de
madurez de los ovocitos (Figura 9). Este estado puede ser:

v Metafase-II (M-II): apto para la microinyeccién. Pasada la

metafase de la segunda division meidtica, presenta claramente
el primer CP en el EP.

v' Metafase- I (M-D: no muestra CP ya que sigue en la primera

division meidtica. Se mantienen en incubacion a la espera de la
extrusion del CP, lo que permitiria su ICSI. El porcentaje de
fecundaciéon de estos ovocitos, si es que evolucionan a M-II, es
inferior a aquellos que se encuentran en M-II en el momento de
la puncion.

v’ Profase-l (P-): Estan en la primera profase y permiten ver la

vesicula germinal (VG). Su tasa de evolucién, en incubacién, es

muy baja; por lo que su pronodstico es malo en los ciclos de TRA.

R y’ = .»“,——- i /CP
&% A ! bl : "l\,\
b A - ‘ £ 3 '. A .
’ ' 1
\ 7 ,;
) " b &
R T
M-I 3 M-Il ,
Ginefiv J Gmfiv‘;”)l Gmafiv\\/‘J

Figura 9: Estados de madurez ovocitaria.
El proceso de la microinyeccién de los ovocitos que se encuentran en
M-II se realiza en un microscopio invertido, de superficie calefactada, con
micromanipuladores en los que se acoplan micropipetas Holding e ICSI,
para la sujecién y microinyeccién del ovocito respectivamente (Figura 10);

mientras, los ovocitos permanecen en gotas de 20 pl de medio y los
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espermatozoides se inmovilizan en un medio de alta viscosidad, que
ralentiza el movimiento de los espermatozoides para facilitar su selecciéon y

recogida, todo ello cubierto por aceite.

Gt j

Figura 10: Microscopio de microinyeccion.

Pasadas 16-20 horas, se comprueba la fecundacién (en un microscopio
similar al de microinyeccién), otorgando a cada zigoto existente su
clasificacién (Z1, Z2, Z3 o Z4) y descartando, para este estudio, aquellos que
muestren 3 o mas PN, ya que los ovocitos con 1 tnico PN y 2 CP o sélo 2 CP
se mantienen en incubacion y, en caso de evolucionar correctamente en dia

+3, podran someterse a la biopsia igualmente.

BIOPSIA EMBRIONARIA

Pasados 3 dias en incubacién se comprueba la evoluciéon de los

embriones y, si cuentan con 6 células o mas, se procede a la extraccion de
una o dos blastomeras, segin sea necesario en cada caso.

Para ello se prepara una placa por cada embrién que se va a biopsiar,
con 2 gotas de medio de biopsia (Anexo 3); dicho medio rompe las uniones
celulares, permitiendo asi la extracciéon de una Unica célula sin arrastrar el
resto ni, por tanto, interrumpir la correcta evolucion del embriéon. En dicho

medio se mantiene el embrion durante el proceso de la biopsia.
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MATERIAL Y METODO

La hendidura en la ZP
(Figura 11) se puede realizar
tanto utilizando el método
quimico —para lo que se
incorpora en la placa una gota
de acido tyrodes con el que,
mediante una pipeta de
“hatching”, se realiza un
pequeno orificio- como
mediante laser, omitiendo
entonces la gota de tyrodes al
preparar la placa. Por Ila

R © Q1 abertura conseguida se

L

Figura 11: Orificio en la ZP (hatching”). introducira la micropipeta de

(a)Método quimico. (b) Con l4ser. . . ,
biopsia para extraer la célula

(Figura 12).

Finalmente, el embriéon biopsiado se
devuelve al medio de cultivo, manteniéndose
en su ubicacion, perfectamente

individualizado, para poder ser distinguido e

identificado con el resultado del estudio

Figura 12: Extraccién de una blastémera

genético.

FIJACION O ENTUBADO CELULAR

Una de las cuestiones mas importantes del estudio genético

embrionario es la trazabilidad, que permitira identificar en todo momento la
célula estudiada correspondiendo asi el resultado que arroje con el embrion
del que procede. La célula extraida del embrién, debe ser etiquetada
claramente.

El procesamiento de la célula (Anexo 4) viene definido por el andlisis

que necesite realizarse:
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- S1 va a ser sometida a analisis mediante sondas de hibridacién,
debe fijarse sobre un portaobjetos de vidrio; utilizando, en primer lugar un
medio hipoténico y posteriormente una solucién (modificacién del método de
Carnoy) que, dejando caer una gota desde una altura de 5 cm aprox.,
producira la rotura de las membranas celulares dejando el material genético
al alcance de las sondas de hibridacién que, en el laboratorio de genética,
permitiran el reconocimiento de los cromosomas a estudiar.

- S1, en cambio, el estudio genético va a ser realizado mediante
analisis molecular de PCR, en lugar de su fijacién en el portaobjetos, debe
entubarse segiin un protocolo que intenta mantener aislados los materiales
que formaran parte de la determinacién genética, evitando contaminacién
de ADN y ARN. Para ello, en una placa petri estéril, con varias gotas de
buffer de lavado por cada embrién, se ira pasando la blastomera
(arrastrando el menor volumen de medio posible), hasta colocarla en el tubo
de PCR, donde se aniadira el buffer de lisis (combinacién de detergentes y
proteinasa K, que ir4a degradando las proteinas de las membranas celulares)
y finalmente una gota de aceite mineral para prevenir la evaporaciéon del
buffer y proteger la muestra durante su traslado al laboratorio de genética.
En paralelo, para cada célula, se debe preparar su control negativo para
asegurar que el proceso de lavado ha sido correctamente realizado,
eliminando todos los posibles contaminantes; dicho control negativo
consiste, basicamente, en seguir los pasos de entubado propiamente dicho —
anadiendo un volumen de la ultima gota de lavado por la que se pasé la
blastomera-, adicién del buffer de lisis y aceite en un tubo que se rotulara

con el mismo numero de su “tubo problema hermano” y la referencia “NEG”.

RESULTADO DEL DIAGNOSTICO

Segun el tipo de estudio que se realice se pueden emitir unos

resultados u otros:
- Estudio cromosémico -Mediante FISH- Se determinan anomalias

numéricas o estructurales.
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En este analisis, llevado a cabo en el laboratorio de genética, se

realiza el recuento de determinados pares de cromosomas (Figura 13) entre

los que se encuentran aquellos que, estadisticamente, han demostrado darse

en un mayor porcentaje de casos de malformaciones fetales, abortos, etc. o

todos los cromosomas:

O
O

Par 18, X e Y: para sexado.

Pares 13, 18, 21, X e Y: pares cuyas alteraciones son
compatibles con la vida.

Pares 13, 16, 18, 21, 22, X e Y: alteraciones de los pares 16 y 22
aparecen, con alta frecuencia, en casos de aborto.

Pares 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X e Y: se dan hasta en el 85%
de casos de anomalias cromosémicas

Pares 2, 4, 13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X e Y: en casos de meiosis
patoldgica suelen verse implicados los pares 2, 4y 9

Todos los pares, los 22 pares comunes ademas de los
cromosomas X e Y. Nos permiten alcanzar un hipotético 100%
de informacién sobre la integridad cromosomica de la

blastémera analizada.

Figura 13: Imagen de un ntcleo analizado por FISH.

También se buscan partes de cromosomas que se saben alterados en

la historia familiar de los pacientes (translocaciones, inversiones, etc.).
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Asi, segun el resultado, se puede determinar el “estado cromosémico”

y caracterizar 10 categorias:

LJ

Normal: Cuando es posible localizar 2 copias de cada uno de los
cromosomas que forman los pares cromosémicos buscados o
muestran equilibrio en el material genético.

Monosomia: Cuando uno de los pares cromosémicos estudiados
presenta una Unica copia (1 cromosoma).

Trisomia: Cuando uno de los pares cromosémicos cuenta con
una copia extra (3 cromosomas).

Monosomia + trisomia: Aparece un caso de monosomia y otro de

trisomia en la blastomera analizada.
Nulisomia: Cuando no aparece ninguna de las copias de uno de
los pares cromosémicos (0 cromosomas).

Cromosomopatias multiples: Cuando mas de 2 de los pares

cromosémicos muestran alteracién (monosomia, trisomia,
nulisomia... en cualquier combinacién posible).

Desequilibrado: Cuando lo que se busca no es cuantificar el

numero de copilas cromosoémicas sino la “cantidad” de
informaciéon genética. Este resultado sélo define anomalias
estructurales.

Heteroploidias: Cuando en todos los pares cromosdémicos

aparece el mismo tipo de anomalia cromosémica (monosomia,
trisomia, cuatrisomia,...) debido a la falta o sobra de un juego
cromosomico completo. Puede ser haploidia, cuando falta, o
poliploidia, cuando sobra.

Mosaico: Ocurre en los casos en los que ha sido necesario
analizar mas de una célula del embriéon con resultado distinto
en cada una de ellas.

Sin diagnédstico: Cuando por alguna razén ha sido imposible

analizar la blastomera.
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- Estudio molecular -Mediante PCR- Se determinan mutaciones
puntuales. Se basa en la realizacion de varias rondas de PCR.

En la primera, de amplificacién, se anaden los 4 nucleétidos (ANTPs),
polimerasa (ADN polimerasa Taq), MgCls, un tampén que mantendra el pH
en los valores 6ptimos y los cebadores (“primers”) externos, que son
determinados, identificados y disenados previamente, mediante el estudio
de informatividad (andlisis de los haplotipos) realizado a la “pareja
problema”.

Posteriormente se realizaran nuevas rondas de PCR que sera -segun
el requerimiento de cada caso, enfermedad o pareja- con digestiéon por
enzimas de restriccién, anidada, de minisecuenciacién, etc. y que nos
proporcionaran unas figuras de picos, referentes a cada marcador genético,
que nos permitiran interpretar el resultado del analisis de la blastomera.

(Figura 14)

Figura 14: Imagen del resultado de un andlisis genético molecular de semisecuenciacién.

TRANSFERENCIA EMBRIONARIA

Una vez recibido el resultado del estudio se procede a la transferencia

embrionaria. Para ello se seleccionara aquel embriéon o embriones con
diagnéstico normal/equilibrado/no afecto (segin la indicacién) otorgandoles
ademas una graduacion siguiendo los parametros de valoracién morfolégica

de ASEBIR [54], visto en el Esquema 2.
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Los embriones se transfieren en el dia de la fase secretora adecuado,
segtin su desarrollo celular (D+4 o D+5 de desarrollo), con el correspondiente
apoyo de fase litea (Anexo 5).

El proceso de la transferencia se realiza bajo control ecografico,
empleando sondas de tipo flexible o rigido, segin la facilidad de acceso al
utero.

En caso de contar con mas embriones viables de aquellos que la
pareja, ya por decisién propia ya por consejo médico, esta dispuesta a
transferir, se procede a su criopreservacion mediante procedimientos de
congelacion lenta o de vitrificacion.

Dichos embriones podran ser transferidos en sucesivos ciclos de
transferencia embrionaria, para los cuales la paciente ya no tendra que ser
sometida a hiperestimulacion ovarica controlada sino, simplemente, a
preparacion endometrial en ciclo sustituido con estradiol, via oral o
transdérmica, desde el segundo dia del ciclo. Se considera endometrio
adecuado al objetivarse, mediante ecografia vaginal, al menos 7 mm de

grosor.

ANALISIS ESTADISTICO

Realizamos un tratamiento de los datos obtenidos en el seguimiento

de cada uno de los embriones, de los que tendremos en cuenta su
clasificacién zigética (Z1, Z2, Z3 y Z4), la divisién celular (ntimero de células
en D+2 y D+3, tasa de fragmentacién); es decir, los pardmetros de seleccién
tradicionales, no invasivos, y el resultado del DPI. Asi como los datos del
ciclo (cantidad de embriones disponibles para la biopsia, nimero de
embriones normales, gestacién o no).

Llevamos a cabo, haciendo uso de herramientas estadisticas del
paquete SPSS (Statistical Package for Social Sciences- SPSS® 15.0 for

Windows) y del proyecto R (www.r-project.org, R Development Core Team),

un estudio con analisis descriptivos, de frecuencias: porcentajes, medias y

medianas y tablas de contingencia, x? de Pearson, andalisis de varianzas

(ANOVA) y curvas COR.
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¢Es predecible el estado genético de un embrién?
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A lo largo de estos meses (enero 2007- diciembre 2011) se analizan
1425 embriones obtenidos en 266 ciclos de DPI, lo cual supuso un 2,16% de

los ciclos realizados en la clinica (266/12290).

Con los datos obtenidos en ese tiempo, se realizan analisis
estadisticos: descriptivos, tablas de contingencia, x? de Pearson y de
ANOVA, que arrojan los resultados tanto por embrién como por ciclo (Anexo

6):

ANALISIS POR EMBRION

Segun la estadistica descriptiva (Anexo 6: I-XX):

La mayoria de los zigotos (94,4%) presentan 2 pronucleos al
revisar la fecundaciéon a las 18-20 h postinseminacion; de ellos, la
proporcién mayor (42,2%) corresponde con una distribucién
uniforme de los nucléolos a lo largo de los PN (Zy).

El 51, 9% de los zigotos tiene una localizaciéon de los CP segtn el
formato de angulo B, seguido del 28,8% en 7.

En el 91,4% de los casos analizados se aprecia halo citoplasmatico.
De las vacuolas resenadas, en el 84,9% de los casos aparecen sélo
en el estado de zigoto.

Al revisar la primera division celular (“cleavagé&mprano), a las 27 h
postinseminacién, sélo en el 26,1% de los caso$aseroducido. Se
confirma la persistencia pronuclear en el 51,8%pde&asos y en un 22% de
los casos su desaparicion. En un 3,1% de los casdes que hay division,
la primera division celular es a mas de 2 céls.

En la revisién del D+2 (a las 44 h aprox.) el 60,5% de los
embriones presenta una situacion de 4 céls. El 24,6% tienen menos
de 4 céls. (15,3% permanece en 2 céls.) y el 14,9% tiene mas (10,7%
estd en 5 céls.).

En el momento de la biopsia (D+3, 72 h aprox.), el 38,4% de los

embriones presenta 8 céls. El 46,8% tienen menos de 8 céls. (7
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céls.- 19,1% y 6 céls.- 13,8%) v el 14,8% tiene mas (6,5% tiene méas
de 10).

También en el momento de la biopsia, D+3, el 51,3% de los
embriones muestran una situacion de baja fragmentacién celular,
<10%, con una incidencia decreciente a medida que aumenta la
tasa de fragmentacion, hasta alcanzar >50% de fragmentacion, en
el 0,4% de los embriones.

Cuando analizamos la capacidad de evolucién de los embriones
después de la biopsia, en D+4, encontramos que el 71% muestra
una evolucién significativa (estado de compactacién, 3 o més
células nuevas), 4,2% una evolucién poco significativa (1-2 células
nuevas) y sélo el 24,8% no muestra ningun tipo de evolucién.

En el 87,9% de los embriones, se observa un tinico nucleo en cada
blastomera, en el 7,8% de los embriones no se visualiza el nucleo
en alguna célula y en el 4,3% al menos una de las blastomeras
presenta 2 o mas nucleos.

En la fijacion del nicleo, para su posterior hibridacion, se observa
un nucleo unico en el 83,7% de los casos, en el 5,6% se visualizan 2
nucleos y en el 3,2% es un nucleo acompanado de un micronucleo.
Los embriones con resultado normal son el 31,3%, seguido de los
embriones con resultado de cromosomopatias multiples, con un
25,8%. En un 3,8% de los embriones no se consiguié un diagnéstico
concluyente tras el estudio genético.

Respecto a los cromosomas analizados, no se aprecian datos
resenables; salvo en el hecho de la gran incidencia de resultados
“no informativos” para el cromosoma 16.

De los embriones con resultado normal, el 73,9% de los embriones
se transfirieron en el ciclo de estudio (“en fresco”), el 14,2% no se
lleg6 a transferir.

El 17,7% se clasificaron como de categoria 1, el 44,8% de categoria

2, el 32,9% de categoria 3 y el 4,7% de categoria 4.
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- Kl 70,4% de los embriones transferidos no produjeron gestacién, el
10,4% si, y un 19,2% de los embriones fueron transferidos en
grupo, de modo que no se puede identificar de cual se dio la
gestacion.

- De las gestaciones logradas, el 59,4% evolucionaron hasta el parto,
el 25,5% evoluciona con aborto bioquimico y el 6,6% en aborto tras

haber sido constatada ecograficamente la implantacién.

Al realizar analisis de contraste y de varianzas, relacionando el
resultado del DGP con los parametros morfolégicos encontramos los
siguientes resultados (Anexo 6. XXV-XXXV). Para dichas comparaciones
algunos datos —tanto los de embriones que en D+2 tienen menos de dos
células como los que en D+3 tienen menos de cinco células- se obvian en el
analisis para evitar relaciones espurias, ya que podria darse la apariencia
de diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) sin serlo.

Tomando como referencia la morfologia que presentan los embriones
que tienen una dotacion genética normal, realizamos comparaciones:

. Morfologia del zigoto:

o] Al relacionar el Z-score —clasificacién de los prontcleos,
segin su aspecto- observamos que la mayoria de los casos (42,2%)
presenta una distribucién uniforme de los nucléolos a lo largo de los
PN (Z,), aunque no hay diferencias significativas en tafatogia de los PN.
Si se observan, en cambio, diferencias significativas entre los
embriones normales, donde ambos PN estan presentes, y aquellos en
los que no aparecen, con mayor incidencia en embriones con
cromosomopatias multiples, poliploides y aquellos en los que no
presentan resultado.

0 Respecto al angulo de los CP, no se aprecian diferencias
en absoluto, debido a su gran dispersion, y aunque la mayoria
(aprox. 52%) presentan angulo B, hay una cierta tendencia al 4ngulo

a entre los embriones normales.
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o] En relacién al halo, tampoco observamos diferencias
entre grupos de resultados, aunque la diferencia es altamente
significativa respecto a la presencia de halo, puesto que es algo
generalizado en todos los ciclos.

0 De las vacuolas, la gran mayoria (cerca del 85%)
aparecen en el zigoto, como rasgo temporal, ya que desaparecen en
las sucesivas divisiones celulares; sin mostrar diferencias
significativas entre grupos de resultado.

Primera divisién celular (o “cleavage” temprano):

0 No se encuentran diferencias significativas entre las
distintas situaciones observadas a las 27 h postinseminacién, en
funcién de la dotacion genética de los embriones.

Morfologia del embrién en D+2:

0 De los embriones normales, el 36,85% tienen 4 céls., el
28,09% tienen 2-3 céls. y s6lo el 17,71% tienen 5-6 céls.

o] Hay diferencias altamente significativas entre los
embriones normales y los que presentan cromosomopatias multiples
o son poliploides, que relacionan situaciones distintas a la presencia
de 4 células con los embriones alterados. También con los embriones
de los que no se consigue diagnostico concluyente.

o] En los embriones analizados por enfermedades
monogénicas no se observan diferencias en ninguin caso.

0 Aunque en los datos de vacuolas durante las divisiones
celulares se aprecian diferencias significativas, cuando se
pormenoriza el estudio se confirma que no hay diferencias entre
grupos sino entre la presencia o ausencia de dichas vacuolas, que,
por otro lado, estan poco presentes ya que sblo en el 6% de los
embriones analizados se resend su presencia.

0 Respecto a los ntcleos observados en D+2, no se observan
diferencias significativas, pero si se puede encontrar que hay mayor

incidencia de céls. sin nucleo en casos de cromosomopatias multiples.

42



Morfologia del embrién en D+3:

0 El nimero de céls. en D+3, muestra también diferencias
significativas, aunque en menor numero de situaciones. Asi, entre
los casos en los que el resultado del diagnéstico es normal, hay mas
embriones con 8 células que en el resto de resultados; ademas, entre
aquellos casos en los que el nimero de céls. es >8 hay diferencias
que si bien no siempre son significativas si marcan una tendencia a
ser embriones alterados, siendo claramente significativas en
aquellos embriones con cromosomopatias multiples, poliploides o con
mas de un tipo de alteracion, sobre todo cuando el namero de céls. es
>10.

0 La fragmentacion celular de los embriones en D+3 no
suele superar el 10% y muy ocasionalmente es mayor del 30% (poco
mas del 7%), por lo que no se encuentran diferencias significativas
salvo en casos en los que el porcentaje de frag. es >50%, cuando los
embriones suelen presentar cromosomopatias multiples, trisomias o
estan desequilibrados (en casos de translocacién).

0 En la fijacién, en el procesamiento de la célula para su
estudio, aunque se encuentran diferencias altamente significativas,
éstas son respecto a que la inmensa mayoria de las veces sdlo se
visualiza un nucleo; pero cuando se encuentra otra situacién, es
altamente probable que el resultado de esa blastomera no sea
normal. Y llama la atencion que en el resultado de cromosomopatias
multiples se puede observar una mayor diversidad de ntucleos en la
fijacion.

Evolucion del embrién en D+4:

0 Cuando analizamos la capacidad de evolucion de los
embriones después de la Dbiopsia, observamos diferencias
significativas. Asi vemos que es mas probable que los embriones
normales evolucionen y que los no evolutivos, pasado el D+3, tengan

algun tipo de alteracion.
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o] Respecto al estado evolutivo de los embriones en D+4,
también podemos resefiar que hay diferencias estadisticamente
significativas entre la evolucién de los embriones en los que se
biopsié una sola célula y aquellos en los que, por no conseguir una
fijacion adecuada del ntucleo en el portaobjetos, se vio necesaria la

biopsia de una segunda o incluso tercera célula.

Aunque la razon inicial del estudio era intentar relacionar los
parametros clasicos de clasificacion morfolégica de los embriones con su
estatus genético, la practica clinica diaria, el trato con los pacientes, crea
otras necesidades: a los pacientes no les interesa tanto como seran sus
embriones sino como sera su ciclo. Asi que también se han realizado analisis
estadisticos relacionando, segun la indicacién, el resultado, los factores
morfolégicos ademas del numero de ciclos realizados, el numero de

embriones obtenidos, embriones transferibles y las tasas de gestacion.

Resultados en relacion a la indicacion

Relacionamos la indicacion para hacer DPI con el resultado de dicho
diagnéstico (Anexo 6. XXXVI) y en este caso, segin tomemos como referencia
la totalidad de los embriones analizados o la relacion de embriones con
resultado normal, podemos encontrar pequenas diferencias.

Como en el estudio segiin el nimero de céls., se obvian del analisis
estadistico para evitar relaciones espurias, los datos referidos a la indicacion
“electivo” al tratarse de un ciclo solo; tampoco se tendran en cuenta las
relaciones de los resultados “afecto” y “desequilibrado” con indicaciones
distintas a monogénicas y translocaciones o inversion, respectivamente, de
las que son exclusivas, porque podria darse la apariencia de diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) sin serlo.

0 En el grupo de EMA, se encuentran diferencias
altamente significativas a favor de cualquier tipo de alteracién y en
contra de la presencia de embriones euploides, salvo para las

monosomias y los casos de embriones sin diagnoéstico.
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0 En los casos de aborto previo cariotipado, se aprecian
diferencias significativas en el grupo de embriones que presentan
monosomias con trisomias asociadas (aneuploidias complejas).

Por otro lado, en los abortos de repeticion aparece un
incremento significativo de monosomias. Ademas, en estos casos de
aborto de repeticion, si bien no se llega a dar significacion
estadistica, si se aprecia una tendencia al alza en embriones
trisémicos (p=0.07).

o] En el grupo de fallo repetido de FIV se observa una gran
proporciéon de embriones con monosomias.

0 En el factor masculino, cuando se unifican todas las
indicaciones, nos encontramos con diferencias significativas en el
resultado de cromosomopatias multiples.

o] Podemos observar que cuando se analizan embriones de
parejas afectas de enfermedades monogénicas aparecen sin
diagnodstico un numero significativamente alto de embriones, pero
ademas podemos comprobar que el diagndéstico no sélo sera afecto o
sano sino que se pueden determinar monosomias si se comprueba la
ausencia de uno de los alelos paternos esperables.

o En las translocaciones vemos diferencias altamente
significativas en contra de embriones normales en la indicacién de

translocacion reciproca.

Finalmente, si intentamos relacionar la indicacién con los parametros

morfolégicos (Anexo 6. XXXVII-XLVIII), tomamos como referencia la

morfologia que presentan los embriones que se analizan por enfermedades

monogénicas, ya que en la mayoria de esos casos las parejas no tienen un

factor de infertilidad asociado.

. Morfologia del zigoto:
0 Al valorar el Z-score, como en relacion al resultado del

DGP, se observa que la gran mayoria son Z2, seguidos de Z3; pero
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llama la atencion que en EMA se da la gran mayoria de la aparicién
de zigotos con un Unico PN en su revision a las 17-20 h, asi como en
los casos de FISH alterado.

0 Respecto al angulo de los CP, no se aprecia nada en
absoluto debido a su gran dispersion.

0 En relacion al halo, cuando se analiza segun la
indicacién, no se ven diferencias.

o] Las vacuolas, al igual que cuando se analiza por
resultado, se aprecian como rasgo temporal y no muestran
diferencias significativas.

Primera divisién celular (o “cleavage” temprano):

0 La primera divisién celular, al menos en los embriones
donde llegd a analizarse, no suele darse; siendo la situacién
mayoritaria a las 27 h la de persistencia de los PN.

o] La primera divisién celular sélo muestra diferencias en
el grupo de fallo de FIV, en donde se aprecia un mayor nimero de
embriones que ya habian realizado la primera divisiéon a las 27 h.

Morfologia del embrién en D+2:

0 El nimero de células en D+2 refleja diferencias
significativas pero no entre indicaciones sino entre aquellos
embriones que presentan 4 células, que son la mayoria (60,5%),
seguidos de aquellos que s6lo han hecho una division celular, y estan
en 2 céls., o los que ya tienen 5. En los casos de cariotipo alterado,
abortos de repeticion, fallo de FIV y meiosis patoldgica, los
embriones mas lentos (<4 céls.) son mas incidentes. Por el contrario,
los embriones méas evolucionados (>4 céls.) se observan en las
translocaciones y abortos de repeticion.

0 En relacion a la multinucleacion, no encontramos
diferencias significativas en cuanto a la multinucleacion en D+2 y en
el nimero de nucleos en la fijacion, al procesar la muestra para su
estudio mediante FISH, tampoco muestra diferencias ya que se ve

claramente en la inmensa mayoria de los casos solo un nucleo se
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confirma, seguido de 2 ntcleos (no siempre en casos donde se

visualizé multinucleacién) o un nicleo acompanado de micronticleos.

Morfologia del embrién en D+3:

0 El numero de céls. en D+3 muestra diferencias
significativas, en cuanto a que la mayoria (38,4%) tienen 8 céls. en el
momento de la biopsia, seguido de 7 y 6 céls. Los casos de fallos de
FIV parecen de los que presentan embriones mas lentos; en cambio
los de FISH alterados suelen ser mas rapidos y en los casos de EMA
se ve una mayor dispersion, ya que se observan tanto lentos como
muy evolucionados.

0 La fragmentacion celular de los embriones en D+3 no
suele superar el 10% y muy ocasionalmente es mayor del 30%, donde
la mayoria son de translocaciéon robertsoniana, EMA y FISH
alterado.

Evolucion del embrién en D+4:

o] Cuando analizamos la capacidad de evolucion de los
embriones después de la biopsia, en relacién a la causa por la que se
realiza el diagnodstico, no se observan diferencias significativas mas
que en un par de situaciones: en Fallo de FIV, con menos casos de
evoluciéon poco significativa, y en FISH alterado, con mayor
incidencia de evolucién poco significativa. Pero, si aunamos las
situaciones de evoluciéon y las enfrentamos a no evolucién, no se
observa absolutamente ninguna diferencia.

0 Respecto a los embriones transferidos, la mayoria son en
fresco; y, aunque parece que hay diferencias significativas estas solo
se ven en la transferencia de embriones vitrificados, siendo
significativamente menor en los ciclos de translocaciones reciprocas
—lo que se puede relacionar con el hecho de que es de las indicaciones
con menor numero de embriones normales, por lo que finalmente no
se consiguen suficientes para poder vitrificarse- al contrario que en

las translocaciones robertsonianas.

a7



o] No se aprecian diferencias significativas respecto a la

clasificacion de los embriones transferidos.

Ya que contamos con los datos de la dotacién cromosémica,

intentamos encontrar patrones de distribuciéon de anomalias en cada

indicacién (Anexo 6. XLIX) pero no encontramos diferencias significativas;

salvo en la distribucién del par sexual, no siendo esta diferencia intergrupos

sino intragrupo, ya que las situaciones normales XX o XY aventaja

enormemente a cualquier otra. Por lo que, finalmente, no se considera un

dato definitorio.

ANALISIS POR CICLO

Si lo que hacemos es analizar los ciclos realizados, en conjunto y no

embrién a embridén, podemos valorar que:

. Segtn la estadistica descriptiva (Anexo 6. XXI-XIV)

0 Los ciclos se conforman mayoritariamente (56,4%) de 3-6
embriones, con una moda de 4 emb./ciclo y una media de 5,36
emb./ciclo. So6lo en un 14,7% de las veces se biopsiaron 1-2
embriones.

o] En casi un 25% de los ciclos hubo que cancelar la
transferencia porque no se encontré ningin embrién viable
(normal/equilibrado/sano). Con una media de 1,67 emb. sanos/ciclo y
una moda=1.

0 En los ciclos transferidos, el 32,6% de las veces se
consigue gestacion.

. Si analizamos los ciclos teniendo en cuenta las indicaciones

(Anexo 6. L-LVID):

0 La indicacion mas repetida es el factor masculino
(uniendo todas las situaciones que implican anomalias en la muestra
de semen, desde parametros de diagnostico clasico a genético: factor
masculino severo, meiosis patolégica o FISH alterado), con un 27,1%,

seguido del factor de edad materna. Sélo el 23,3% se deben a
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pacientes considerados de alto riesgo: 3% portadores de mutaciones,
18,4% portadores de anomalias cromosoémicas estructurales y 1,9%
portadores de un cariotipo alterado —no relacionado con anomalias
estructurales.

0 No hay diferencias significativas en el numero de
embriones analizados y el tipo de paciente.

0 No asi en el nimero de embriones normales/ciclo, donde
se ven diferencias significativas en los ciclos cancelados (ningin
embrién normal) para las indicaciones de EMA y translocacién
reciproca.

0 No se observan diferencias significativas en cuanto a las
tasas de gestacién en funcion de la indicacién analizada ni al
numero de embriones disponibles para la biopsia, aunque cuando se
analizan menos de 2 emb./ciclo, no llega al 5% la tasa de gestacion.

0 En cambio, segiin el nimero de embriones normales, las
tasas de embarazo son significativamente altas cuando se puede
elegir entre 4-5 embriones y significativamente bajas si un unico

embridn es transferible.

Realizando los estudios de ANOVA, segun resultado, se observa
asociacién entre las variables —porque parece que hay significacién
estadistica-, entonces procedemos a evaluar los contrastes “a posteriori”
(pruebas “post hoc”). (Anexo 6. LVIII-LIX) y detectamos que sélo parece
relacionado con los casos de diagndstico “sin resultado”, pero al ser ésta una
situacién que puede ser artefacto del procesamiento de la muestra, no se
considera informativa.

Si dichos andlisis son segun indicacién, dado que el valor f aparece
estadisticamente significativo, nos indica que cada factor va a actuar de
forma diferente sobre la variable que estamos estudiando. En nuestro caso,
al estar intentando ver la influencia de varias indicaciones independientes
sobre el resultado de nuestro estudio, lo esperable es que cada una actie de

forma totalmente independiente. Esto es, cada indicacién no sélo no influye
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sobre el resto (pues son alteraciones de diferentes origenes) sino que cada

una influye de forma distinta sobre el resultado final del ciclo.

Por dltimo, con los datos y las curvas COR resultantes (Anexo 6. LX-
LXVIID no se puede obtener una ecuacién que prediga con total eficacia
como va a ir un ciclo, pero si establecer unas tendencias que nos pueden

servir para aconsejar a los pacientes en el dia a dia de nuestra clinica.
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¢Es predecible el estado genético de un embrién?
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Casi a la par que las TRA surgen las inquietudes sobre como, cuando
y con quién realizarlas. Entre esas técnicas es el diagndstico genético
preimplantacional el que mas controversia suscita, ya que el beneficio —
disminuir el nimero de abortos y nacimientos de bebés enfermos- tiene
como contrapeso nada menos que la biopsia embrionaria.

Asi, se plantea que son las aneuploidias —con mayor incidencia de la
esperada [14,39,65]- las que merman las tasas de éxito de los ciclos, se
preguntan si se incrementan por los tratamientos en si o por la propia
condicién de cada pareja [13,57,106-108,128] y se analizan e intentan
estandarizar las tasas de aneuploidias en cada caso, para definir las
indicaciones [12,61,82-83,181,201,205,281], y conocer cémo esas
aneuploidias afectan a la viabilidad de los embriones [34,41,73,136] y, por

tanto, como afectan en el resultado final del ciclo [44,76,78,84].

ANALISIS POR EMBRION

-Empezando por las primeras etapas de la fecundacién, en la

bibliografia pueden encontrarse articulos que relacionan los parametros de
Z-score y la presencia de halo con la posterior evolucién [13-33,35-38],
aunque no siempre con el estado de ploidia; en este caso tenemos que
discrepar, ya que nosotros no encontramos correlaciéon estadisticamente
significativa entre la calidad del embrién y su estado de zigoto, salvo si lo
que se relaciona es la presencia o no de los dos pronucleos en la primera
revisién (a las 18-20 h), quizéas debido a que la distribucién de los nucléolos
sufre cambios a lo largo del tiempo y puede depender del angulo desde el que
se observe. Respecto a la indicacion, la mayoria de los zigotos con un unico
pronucleo se da en EMA y FISH alterado, por lo que entendemos que se
relacionan en mayor medida con embriones portadores de alteraciones
genéticas, lo que explicaria que la EMA y el FISH alterado se relacionan con
errores en la segregaciéon cromosomica de los gametos y, por tanto, en una

disfuncién en el proceso de fecundacién.
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-Avanzando en la evoluciéon embrionaria, segun los parametros:
presencia de vacuolas o multinucleacién [30,50-52-55], parece que la
bibliografia coincide bastante con nuestra experiencia. En general, aunque
no se consideran factores favorables, tampoco muestran una gran
repercusiéon en la viabilidad de los embriones, pues suelen presentar un
caracter temporal; es decir, parece que la incidencia de su presencia depende
del estadio del embrién en el que aparezcan [22,30,47,54]. En nuestra
experiencia, la presencia de vacuolas es escasa; tampoco respecto a la
multinucleacién encontramos diferencia significativa en D+2 y en el ntimero
de ntcleos en la fijacion. Ademas, en el caso del nimero de nucleos en la
fijacion, resulta complicado distinguir si la multinucleacion es real, y previa,
o se produjo en la manipulacién de la célula, siendo un artefacto de la
fijacién; sobre todo porque muchas veces el nimero total de cromosomas es
correcto en la suma de todas las senales.

-En cambio, la fragmentacién -de la que por cierto ain no se tiene
claro el origen y se discute el mecanismo de aparicién [30,45-49,54-55,137]-
si se considera un factor claro de inviabilidad. Por eso, superado un
porcentaje determinado del volumen total del embrién (>50%), los embriones
son descartados tanto para transferencia como para biopsia. La
fragmentacién celular de los embriones en D+3 no suele superar el 10%,
muy ocasionalmente es mayor del 30% y, cuando ocurre, la mayoria de los
embriones son de translocacién robertsoniana, EMA y FISH alterado.

-Pero el parametro sobre el que nunca se ha dudado, el que parece
mas evidente reflejo de la salud del embrién, el mas intuitivo, es el del
numero de células que va mostrando a lo largo de su linea temporal. A este
respecto se ha acumulado la mayor parte de la bibliografia, mostrando la
evolucion de las técnicas de la embriologia.

* Respecto a la primera divisién celular (“early cleavage”), la

presencia o no de los PN o la consumacién de la primera divisién
celular a las 27 h postinseminacién, es un factor que dejo de
analizarse a lo largo de la recogida de datos, debido a las dificultades

que producia en el dia a dia del trabajo del laboratorio y a que en el
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estudio preliminar, presentado para la suficiencia investigadora, no
se apreciaban diferencias significativas en funciéon de la dotacién
cromosOomica. En este caso, aunque ninguno de los embriones
normales mostr6 mas de dos células en la primera divisién, sélo
encontramos diferencias —si analizamos segun el resultado del DPI-
porque hay mas embriones con 2 células cuando aparece una
combinacion de monosomia y trisomia y, aunque no llega a ser una
diferencia significativa, también se observa una tendencia en los
embriones con cromosomopatias maultiples. En funcién de la
indicacién, paraddjicamente —puesto que en la bibliografia parece un
factor de buen prondstico- se ve un incremento de embriones que
presentan 2 céls. en casos de fallo de implantaciéon tras FIV.

Curiosamente, la mitad de los embriones que se dividen a mas de 2

céls. son provenientes de ciclos por EMA y ninguno de los embriones

normales mostr6 nunca una velocidad de division celular tan
acelerada.

De cualquier modo, es éste un parametro al que se le dio validez de
inicio [30,40-41,43-44,54-55], quedando en desuso hasta la llegada del auge
de la incubacién con vigilancia “time-lapse”. Aunque suele concedérsele un
buen prondstico [159,163], no en todos los estudios se le da tanto peso
[42,150,160,162], sino que la mayoria de los nuevos estudios dan prioridad a
la segunda divisién mitética: el tiempo que dura el estado de 2 céls. Siendo
un dato de buen prondstico, pero relacionado con la implantacién; que no es
tanto el asunto que nos ocupa en esta tesis.

* En el llamado “estado de cleavage”, el de divisién celular (antes de

alcanzar la estructura de blastocisto) se concentran la mayoria de los
parametros morfolégicos de clasificacion embrionaria:

0 En_D+2, se observa que hay mas embriones con nimero
de céls. mayor de cuatro en aquellos embriones con cromosomopatias
multiples, embriones poliploides y  desequilibrados, ademas de

aquellos sin resultado; pudiendo indicar esto que en aquellos

embriones con demasiadas céls. es mas probable que se cometan
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errores de cariocinesis. También podria considerarse esa posibilidad

como explicacion al hecho de que haya mas embriones en los que no se

observa ntucleo en alguna de las células.

Estos datos encajan con la bibliografia que relaciona el estado
de 4 células como el 6ptimo (por potencial de implantacién y estado
cromos6émico) [30-32,37,41-43,54-55,76,135-136,144], aunque en
nuestra experiencia no se encuentran diferencias significativas a ese
nivel.

0 En_D+3, se observan diferencias significativas: el grupo
mayor de embriones es el que muestra 8 céls. (38,4%), seguido del de
7y 6 céls., y también es significativa la incidencia de embriones
alterados cuando llevan una velocidad elevada (>10 céls.). Los
embriones de FISH alterado suelen presentar embriones mas
rapidos, los casos de fallo de FIV son los que presentan embriones
mas lentos y en caso de EMA se da una gran dispersion, ya que se
observan tanto muy lentos como mas evolucionados.

Esto parece concordar con la légica y la bibliografia, que en general
dice que la velocidad embrionaria estd intimamente relacionada con el
estado de ploidia y con el potencial de implantacién [30,55,135,138-141,143-
145,147,151-152,159-162,164-166,168,203,285], aunque no todos estin de
acuerdo [137,155-156,163,167,170,172] y siguen considerando que se puede
matizar. Por otro lado, o a la par, tenemos bibliografia que en el fallo de FIV
[243-245] suelen encontrar anomalias complejas, que parece que afectan
mas durante las tres primeras divisiones mitéticas [246]; en EMA, también
clasicamente, se asume un aumento de alteraciones cromosémicas [181-
184,186-198,201], lo que empeora el prondstico reproductivo de esas
pacientes, aunque paradodjicamente eso lleva a algunos grupos a abogar por
la no utilidad de DPI para esa indicacién, ya que no mejora sus tasas de
gestacién [185,199] al confirmarse la peor calidad y cantidad de los
embriones por ellas generados. Respecto a la influencia del FISH alterado y
el resto del factor masculino (no siempre aunque si a veces relacionado con

patologias de base), también se encuentra bibliografia con diversas razones
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que, al incrementar los riesgos de aneuploidias en los espermatozoides, se
puede relacionar también con el potencial de evolucién [229-234,236-242] —
pese a que se cuenta con técnicas que parece que ayudan a mejorar la
seleccién los especimenes mas probablemente euploides [235].

0 En_D+4, respecto a los embriones ya biopsiados, a su
evolucion en, se observan diferencias altamente significativas a favor
de la no evolucién en aquellos embriones con alteraciones genéticas;
es decir, se observan diferencias sélo en relacion al resultado del DPI.
Aunque en general hay mas embriones que muestran evoluciéon tras
pasar por el proceso de la biopsia, se comprueba que la gran mayoria
de los embriones anémalos detienen su evoluciéon pasado el D+3,
confirmando datos bibliograficos [30,54-55,145,150-151]. Adn asi,
algunos de los que finalmente se revelan como normales
genéticamente hablando también se paran. Esto concuerda con la
nocioén, generalmente aceptada, de que a partir del D+3 el genoma
embrionario se activa y comienza a mostrar su potencial real de
implantaciéon; mientras que hasta ese momento la capacidad de
evolucién viene dada por el material celular que reciben del ovocito.
Quizas eso defiende y motiva la estrategia de biopsia en estado de
blasto, mas en boga en los ultimos anos, que obliga al estudio
mediante técnicas de analisis molecular: arrays CGH, secuenciacion,
etc., validadas y extendidas sobre todo a partir de 2011, para su uso

en determinacién de aneuploidias [250-274,277-307].

Pero finalmente cualquier tipo de seleccién tiene su limitacién. Una
limitacion que va mas alla de la posible subjetividad del observador, si
hablamos de seleccién morfolégica, o de la exactitud de cada técnica
empleada’ la ocurrencia de mosaicismo.

Se conoce como mosaicismo a la presencia de varias lineas celulares,
con informacion genética distinta; fruto de errores postzigdticos, es un
suceso conocido desde hace décadas [88-100,153,265], ante el que no hay

capacidad de maniobra ni de evitaciéon.
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Debido a que la fuente de su estudio son los embriones descartados
para su transferencia, bien por inviabilidad morfolégica bien genética, es
posible que no se pueda llegar a desvelar el verdadero alcance de este hecho
[101-103,152,195]. Pero, habiéndose observado més casos de mosaicismo en
las etapas de divisiéon y en moérulas que en blastos, quizas se confirma ese
mecanismo de autorregulacion que impide la evoluciéon de dichos embriones
y que encaja con los datos en los que se dice que, aunque no hay mayor
numero de embriones normales, estan en mayor proporciéon cuando se
biopsian blastos que cuando se biopsian embriones en D+3. Es decir, no hay
mayor nimero de embriones euploides pero el niimero de los biopsiados (los

que han evolucionado) es menor [30,272,302].

Siguiendo este hilo de discusién podemos enlazar con el hecho de la
biopsia en si. En el caso de nuestro estudio no cupo opcidn, ya que el asunto
esta sujeto al método de trabajo propuesto por quienes se encargan de
realizar el estudio: biopsia de una Unica célula en D+3. En nuestro caso, las
técnicas ofrecidas por el laboratorio colaborador (Centro de Medicina
Embrionaria) eran de FISH para las aneuploidias y de PCR, amplificacién y
secuenciacion para las monogénicas; siguiendo la escuela mayoritaria de
analisis en el entorno.

A ese respecto, las técnicas del estudio genético, subsidiarias al DGP,
han ido evolucionando y dandose el relevo, desde el FISH a la secuenciacién
completa del genoma [88,250,261,266-311]. Suscitdandose también debate
sobre las circunstancias de la biopsia — del momento adecuado y del grado
de implicaciéon de los procesos de incubacidn, criopreservacion, etc., en los
embriones- [58-59,111-117], llegando incluso a plantearse la idoneidad de
hacerlo o no. Aunque en la mayoria de casos parece claro que el efecto de la
biopsia no es negativo, en algunos estudios se observa que, en casos en los
que no se encuentra indicacién para DPI, disminuye las tasas de gestacién

[123,125,183],
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ANALISIS POR CICLO

Cuando nos enfrentamos a los ciclos de DGP relacionando la

indicacién para hacer DPI con el resultado de dicho diagnéstico:

* Resulta paradigmatico el grupo de EMA, donde se encuentran
diferencias altamente significativas a favor de practicamente
cualquier tipo de alteracion y en contra de la presencia de embriones
euploides. Esto concuerda no sélo con la mayor dificultad para
conseguir gestacion que tiene este grupo poblacional, sino también
con la mayor tasa de abortos y riesgo de nifios nacidos con sindromes
cromosémicos [184,186,193-194,196-200,292], y encaja con la teoria
asumida de que la edad de los ovocitos esta directamente relacionada
con errores de segregacion.

* En los casos de aborto previo con cariotipo anémalo, se aprecian
diferencias significativas en el grupo de embriones que presentan
aneuploidias complejas. Por otro lado, el hecho de que en abortos de
repeticiéon aparezca un incremento significativo de monosomias,
puede achacarse a que algunas pacientes diagnosticadas en este
grupo lo son sumando gestaciones en las que se ha confirmado
ecograficamente una implantacién y situaciones de aborto bioquimico,
con un estatus a caballo entre el fallo de implantacion/FIV y el aborto.
Ademas, en estos casos de aborto, la tendencia al alza en embriones
trisdomicos va en la linea de la bibliografia; si bien ésta no indica mas
que estan incrementadas respecto a lo esperado para el grupo de edad
[207,209-217], sin desglosar el tipo de aneuploidias detectadas.

* El grupo de fallo repetido de FIV concuerda con lo esperado [243-
244,246], puesto que se considera que las monosomias son mucho mas
deletéreas que cualquier otro tipo de aneuploidia. Salvo el sindrome
de Turner, una monosomia en el par sexual en la que aparece un
Unico cromosoma X, no se conocen monosomias compatibles con la
vida y ni siquiera suelen encontrarse en los restos abortivos de los que
se puede conseguir un diagnostico genético, aunque tampoco aqui se

acostumbra a desglosar el tipo de aneuploidia.
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* Dentro del factor masculino, aunque a veces parece no distinguirse
entre si es la propia técnica de la ICSI o si esta condicionado por la
calidad seminal, reflejo o no de una patologia previa (v.g.: cariotipo
alterado) [229-242], se pueden encontrar razones para ofrecer el DPI
(Anexo 7). De cualquier modo, cabe destacar que la indicacién de
FISH alterado es la que aporta la mayoria de los embriones normales,
aunque, en general, también es la indicacién por la que mas ciclos se
han realizado y mas embriones se han biopsiados.

* En las parejas de alto riesgo, son las portadoras de mutaciones de
enfermedades monogénicas las que paradodjicamente menos ciclos han
realizado [205] —quizds por desconocimiento de las opciones de
seleccién, si no siempre terapéuticas, disponibles-. En las de
anomalias estructurales, translocaciones e inversiones, lo que
encontramos es un significativo bajo nimero de embriones normales,
que se relaciona con los resultados bibliograficos, indistintamente de
la técnica utilizada para analizarlo [220-229]. Aunque, quizés
precisamente debido a dichas técnicas y el procesamiento que
necesitan las células, es donde se dan la mayoria de los embriones sin

diagnostico.

Analizando el conjunto de los ciclos, y sus resultados finales, podemos
hacerlo desde distintos puntos de vista:

* Ya que la media de embriones normales por ciclo es de 1,67 y la
moda de 1, la mayoria de las gestaciones se consiguieron cuando se
pudo contar con 3-7 embriones para biopsia, por lo que una opcién
bastante oportuna podria ser la acumulaciéon de embriones a lo largo
de varios ciclos [122].

* Cuando relacionamos el n° de embriones normales con el n° de
embriones biopsiados y la indicacién, se encuentran diferencias
significativas en los casos de translocacién robertsoniana, abortos (de

repeticién y cariotipados), EMA y FISH alterado.
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Ademas, la inmensa mayoria de las gestaciones se dieron cuando cupo
la opcién de seleccionar los embriones a transferir (4-5 embriones
sanos/ciclo), por lo que los ciclos con mejor pronéstico son aquellos en
los que se pueden biopsiar al menos 5 embriones.

* La tasa de gestacion, una vez realizada la transferencia, se asemeja
—con un 32,6%- a las tasas normales (tasa general de Ginefiv en esas
fechas, 33.5%, y tasa publicada por la SEF, 36.7%) [313].

Los ciclos de mejor prondstico de gestacion son los de factor
masculino; sobre todo FISH alterado, donde mas del 45% de los ciclos
acabaron en embarazo. Aunque no se ven diferencias significativas.

* Pese a esto, de los embriones transferidos vemos que el 70,4% no
llega a dar gestacion. De los que si embarazaron, casi el 60% dieron
gestacion evolutiva, salvo en los ciclos de fallo de FIV — en los que es
significativa la baja tasa de ciclos que concluyen en parto y la alta
frecuencia con la que se acaba en BQ- y los de aborto de repeticién, en
los que sigue siendo significativa la tasa de gestaciones malogradas.
Esto nos lleva a pensar que en estas pacientes puede haber otros
factores, ajenos a la dotaciéon cromosémica de los embriones y por
tanto no analizados en este trabajo, que imposibiliten el desarrollo de
la gestacién a término [207,214].

* De los embriones que se llegaron a transferir, la mayoria se
clasificaron de categoria B, seguido de C y A, lo cual concuerda con la
tipica forma de campana que se ve en casi cualquier distribucién en
biologia. Por otro lado, si aunaramos los embriones que consiguen
gestacion con la mitad de los que se contabilizan dentro de gestacion
indeterminada —debido a que éste grupo esta formado por embriones
transferidos en grupo y de los que no se puede corroborar cual dio
embarazo, v.g.: dos embriones, del mismo sexo, con resultado de
gestacion unica- los embriones de primera categoria presentan una

tendencia muy consistente (p=0.07) a la gestacién.
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PERSPECTIVAS FUTURAS
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En el ambito de la reproduccion, el “Estado actual” no ha hecho mas
que cambiar a “Perspectivas futuras” a lo largo del tiempo, puesto que con
frecuencia aparece una “Review” que recapitula los ultimos estudios
[88,159,171, 285,289,291,294,300,318], un “What next?” abre el debate, un
editorial o carta al director se plantea la idoneidad de las técnicas (de
cultivo o de andlisis genético) [79,123,126-129,133,249,252,256], y las
sociedades cientificas: ESHRE, SEF... presentan sus datos [86,249,312-313].

En este tiempo también nos hemos encontrado con noticias como la
concesién del Premio Nobel al padre de la embriologia moderna [317], lo que
te hace reflexionar sobre el hecho de formar parte de un ambito que ha
cambiado la sociedad, que ha suscitado incluso escritos que plantean
cuestiones éticas o de politica social [130,132,275,314] y se indaga en nuevas
causas que pudieran explicar el mal prondstico reproductivo [319-321], sean
o no susceptibles de beneficiarse del DPI.

Pero sobre todo la sensacién que queda es:

Que la dotacién cromosémica y la apariencia, la morfologia
embrionaria, no siempre van de la mano [166-168,172].

Que, salvo en parejas con riesgo aumentado de generar anomalias
genéticas, se tiende a la seleccion por métodos no invasivos —
basados no ya en el metabolismo [173-179] sino en el intento de
generar algoritmos relacionados con la secuencia de divisiones
celulares [159-160,164-165]- y que esa seleccién va sobre todo
enfocada a la consecucién de la gestacién (potencial de
implantacién).

Que en dichas parejas con “riesgo genético”, la metodologia de
estudio avanza hacia el estudio molecular de aneuploidias
[250,301-303,307,318], cuando no hacia la secuenciacién total del
genoma celular (“next generation sequencing”) [129-131,316], lo
que obliga a la biopsia en blastocisto; aunque ahi aun hay debate
ético.

Que pese a todo esto aun queda algin grupo que sigue aferrado al

analisis cromosémico con FISH [304-306].
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Segun los datos obtenidos en nuestro estudio:

a) Parece validarse la hipé6tesis de partida de que algunos parametros
morfologicos estan directamente relacionados con el estado genético
de un embrién:

1) Respecto al zigoto, la diferencia est4 en la presencia o no de
los 2 PN, pero no el su caracterizacion.

2) Respecto al estado de divisién celular:

+ En D+2, se relaciona la situacion en 4 céls. con mayor
probabilidad de euploidia, siendo mas probables las
aneuploidias a mayor niumero de células.

+ En D+3, hay mayor probabilidad de resultado normal en
embriones de 8 céls., con mayor tendencia a aneuploidia a
medida que crece el nimero de céls. (sobre todo a partir de
10).

+ El grado de fragmentacion celular en D+3, se relaciona
con aneuploidias en grado mayor del 50%.

+ La evolucion del embrion después de la biopsia es mas
probable en embriones normales y en aquellos en los que
solo se extrae una célula.

3) Respecto a los antecedentes y la indicacién de la pareja para
la realizacién del DPI se prevé peor pronodstico en los casos
de EMA y de translocacién reciproca.

b) Segin la evolucién del ciclo:

4) No hay diferencias significativas entre el numero de
embriones analizados y el tipo de paciente.

5) Es altamente probable la cancelacién de ciclos en los que se
biopsian menos de 3 embriones.

6) Cuando se tienen mAas de 4 embriones normales, es
significativa la probabilidad de conseguir gestacién; pero no

hay diferencias en funcién de la indicacion.
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De cualquier modo, debido a la falta de consenso -que salta a la vista
en la bibliografia-, parece que no puede aceptarse como suficiente la revision
de la morfologia a la hora de descartar un embrién en los ciclos en los que
los riesgos de transmisiéon de anomalias genéticas son altos, donde “una
imagen no vale 23 pares de cromosomas”.

S1 bien dichas diferencias parecen permitir, en los ciclos “normales”,
una seleccion bastante atinada del embriéon 6ptimo; probablemente no son
suficientes para cancelar una transferencia si se contara con un solo

embrién, aunque no se ajustase a los parametros deseables.

Aunque los diferentes métodos de seleccion persiguen el mismo
objetivo y, posiblemente, elegirian el mismo embrién como éptimo para la
transferencia, no es mas que el resultado del diagndstico preimplantacional

el que determina su estatus cromosémico.

En definitiva, la ecuacion “1 zigotot X= 1 embriént+ Y= 1 nifio en

casa”, aunque las va desvelando, mantiene sus incégnitas.

Nosotros aspiramos a poder definir el algoritmo que minimice, para

los pacientes, el riesgo de pasar por un ciclo fallido o sufrir un aborto.
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ABR.- Abortos de repeticion.

ADN.- Acido desoxirribonucléico.

Angulo.- Hablamos de angulo para referirnos al angulo que forman los
corpusculos polares entre si y en relacién con el eje imaginario que atraviesa
ambos prontcleos en el estado de zigoto.

ANOVA.- En estadistica, andlisis de la varianza (en inglés, ANalysis Of
VAriance).

Array.- método molecular de estudio genético, basado en la hibridacién
de ADN problema sobre una matriz de ADN conocido.

ART.- Assisted Reproductive Technology/ies (en inglés, técnica/s de
reproduccién asistida).

ASEBIR.- Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Reproduccion.

B

B-hCG.- Unidad beta de la gonadotropina coriénica humana.

Blasto.- Blastocisto. Estado de evolucion embrionaria en el que se aprecia
la diferente estructuraciéon entre trofoectodermo, blastocele y masa celular
interna.

BOE.- Boletin oficial del estado.

BQ.- Bioquimico. Se refiere a la gestacién que sé6lo se confirma mediante
el anélisis de la B-hCG, pero no se confirma ecograficamente.

BSA.- Suero de albimina bovina.

C.- Carbono.

CCCO.- Complejo cimulo-corona-ovocito.

Céls.- Células.

CGH.- Técnica de hibridacién comparada del genoma (en inglés,
Comparative Genomic Hybridization).

CH30H.- Metanol.

CH5COOH.- Acido acético.

COg.- Di6xido de carbono.

COR, curva.- Acréonimo de Caracteristica Operativa del Receptor.
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CP.- Corpusculo polar.

CPN.- Cuerpos precursores de nucléolos.

D+0.- Dia 0: Dia de la puncién ovarica.

D+1.- Dia 1 post puncién ovarica.

D+2.- Dia 2 tras la puncién ovarica.

D+3.- Dia 3 tras la puncién ovarica.

D+4.- Dia 4 tras la punciéon ovarica.

D+5.- Dia 5 tras la punciéon ovarica.

DGP.- Diagnostico genético preimplantacional.

DNA.- ADN.

dNTP.- Desoxirribonucleétido trifosfato. Sustrato para sintetizar nuevo
ADN.

DPI- Diagnéstico preimplantacional.

E

EEVA.- Test de evaluacién de wviabilidad embrionaria, basado en la
tecnologia morfocinética de campo oscuro (en inglés, Early Embryo Viability
Assessment).

EMA.- Edad materna avanzada.

Emb.- Embrién/embriones.

EP.- Espacio perivitelino.

ESHRE.- Sociedad europea de reproduccién humana y embriologia (en
inglés, European Society of Human Reproduction and Embryology).

F

FISH.- Técnica de hibridacién “in situ” con fluorescencia (en inglés,
Fluorescent “In Situ” Hybridization).

FIV.- Fecundaciéon “in vitro”.

FPGD.- DGP mediante FISH.

Frag.- Fragmentaciéon celular. Porcentaje de fragmentacién celular
observada en los embriones en su D+3 de desarrollo.

FSH.- Hormona foliculo estimulante.
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GnRH.- Hormona liberadora de gonadotropinas.

h.- horas.

hCG.- Gonadotropina coriénica humana.

hCG-r.- Gonadotropina coriénica humana recombinante.
HMG.- Gonadotropina menopausica humana.

HMG-p.- Gonadotropina menopausica humana purificada.

HSA.- Suero de albumina humana.

TA.- Inseminacion artificial.

ICSI.- Inyeccién intracitoplasméatica del espermatozoide (en inglés,

IntraCytoplasmic Sperm Injection).

IVF.- FIV.

J
KCl.- Cloruro potasico.

L
LH.- Hormona luteneizante.

M
mg.- Miligramo/s.
MgCls.- Cloruro de magnesio.
M-1.- Metafase I: Estado de metafase de la primera divisién meiética.
M-II.- Metafase II: Estado de metafase de la segunda divisién meidtica.
mm.- Milimetro/s.
MPGD.- DGP con microarrays.
ul.- Microlitro/s.
um.- Micra/s.

N

N
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O

OMICS.- Neologismo informal del inglés, referido a los campos de estudio
en biologia acabados en “-omica” metabolémica, proteémica... (en inglés, -
omics: proteomics, metabolomics...)

P

p.- P valor. En contraste de hipodtesis, en estadistica, es el minimo nivel
de significaciéon para el cual los datos observados indican que habria que
rechazar la hipdtesis nula. En general se acepta como estadisticamente
significativa la diferencia que hace p<0.05.

p.a.- Para analisis.

PBS.- Tampén fosfato salino (en inglés, Phosphate Buffered Saline).

PCOS.- Sindrome de ovario poliquistico (en inglés, Polycystic Ovary
Syndrome), situacién de alta respondedora.

PCR.- Reaccién en cadena de la polimerasa (en inglés, Polymerase Chain
Reaction).

PGD.- Diagnéstico  genético  preimplantacional (en  inglés,
Preimplantation genetic diagnosis).

PGD-A.- DGP para aneuploidias.

PGS.- Cribado genético preimplantacional (en inglés, Preimplantation
genetic screening).

PGT.- Prueba genética preimplantacional (en inglés, Preimplantational
genetic testing).

pH.- Indice que expresa el grado de acidez o alcalinidad de una
disolucion.

P-1.- Profase I. Estado de profase de la primera division meiética.

PLK4.- Proteina de la familia de las polokinasas (en inglés, Polo-Like
Kinase 4), con papel en la mitosis.

PN.- Prontcleo.

PVP.- Polyvinylpyrrolidona: Medio de alta viscosidad que permite

enlentecer el movimiento espermatico.

Q
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R
R., proyecto- Es un lenguaje y entorno de programacion para analisis
estadistico y grafico; proyecto de software libre.
RCT.- Prueba controlada aleatorizada (en inglés, Randomized Controlled
Trial).
S
S, phase.- Fase S del ciclo celular, de sintesis, en la que ocurre la
replicacion del ADN.
SNP.- polimorfismo mononucleétido (en inglés, Single Nucleotide
Polymorphism).
SPSS.-Programa estadistico informético (Statistical Package for Social
Sciences) desarrollado por IBM (International Business Machines Corp.).
T
Taq, ADN polimerasa.- Un tipo de ADN polimerasa termoestable. Taq
proviene de su origen, al ser producida por la bacteria Thermus aquaticus
(T-aq).
Time-lapse.- Tecnologia de videovigilancia y morfocinética, incorporada a
la de incubacién embrionaria.
TRA.- Técnica/s de reproducciéon asistida.
TSH.- Tirotropina, hormona estimulante de la tiroides (en inglés,

Thyroid-stimulating hormone).

U
UlL.- Unidades internacionales.
\Y
Vac./s.- Vacuola/s.
VG.- Vesicula germinal (véase P-1).
W
X
Y
Z

ZP.- Zona pelacida.

Z-score.- Clasificacién pronuclear. Puede ser: Z1, 72, 7Z3 o ZA4.
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Anexo 1 (Informacién a los pacientes y Consentimiento informado)

Grncfiv

DIAGNOSTICO GENETICO PREIMPLANTACIONAL

I. :En gué consiste?

El Diagndstico Genético Preimplantacional (DGP) es un método de diagnostico
prenatal gue se realiza en el embrion antes de su implantacion en el ttero.

En las parsjas con riesgo de transmitir a la descendencia alteraciones cromosémicas o
enfermedades genéticas, e DGP informa sobre el estado de cada uno de los
embriones concebidos y permite que Onicamente los sanos sean transferidos al dtero.
La técnica del DGP es el resultado de la combinacion de 1) la fecundacion “in vitro®
(levada a cabo mediante microinyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides,
ICSI), 2) la biopsia de células embrionarias v 3) las técnicas de diagnostico
citogenético.

II. ;Cuando esta indicado?
Cuando existen dudas fundadas sobre la viabilidad de los embriones o riesgo de que
presenten alteraciones graves del nimero o la constitucion de los cromosomas.
. Procedimiento
1. Obtencion de los embriones. Deben producirse “in vitno™ mediante técnicas de
reproduccion asistida aln cuando la pareja no presente ningln tipo de

anomalia reproductiva que impida la procreacién natural (segin se especifica
en la ley 1472006).

2. Biopsia _embrionaria. La biopsia embrionaria se realiza a las 72-76 horas
posteriores a la ICSH, cuando & embrion se encuentra en estadio de 6-8
células. Consiste en extraer una célula del embrion sin que por ello se
comprometa su desamollo normal. Evitando, salvo que sea estrictamente
necesaria la obtencion de alguna célula mas para poder llevar a cabo el
estudio.

Una vez realizada la biopsia, el embrion es devuelto al incubador donde se
mantendra en cultivo “in vitro” hasta el momento de la transferencia.

3. Apalisis genéfico disgndstico La biopsia obtenida es procesada, segin las
necesidades de cada caso de estudio, para ser sometida a su analisis.

4. Trapsferencia embrignara. El resultado del analisis genético se da a conocer al
centro mediante informe detallado y se decide, en consenso con la pareja
consultante, gqué embriones van a ser transferidos en funcion de la constitucion
cromostmica y las caracteristicas morfologicas de viabilidad embrionaria.
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IV. Resultados

La eficacia global del DGP depende del rendimiento del método de diagnastico, del
nimero de embriones disponibles v de su potencial de evolucion. El registro de
nacidos vivos después de la aplicacion de DGP muestra que &l procedimiento es
eficaz y que no 32 socia a otras anomalias debidas a la técnica.

V. Riesgos

El DGP eleva hasta niveles cercanos a la cereza la probabilidad de gestar individuos
exentos de la enfermedad genética diagnosticada. Sin embargo se aconseja que la
madre s2 someta a un diagnostico prenatal clasico (amniocentesis, biopsia de corion)
para confirmar el diagnostico.

El DGP presenta en la actualidad un 7.2% de emor de diagndstico (Munné et al. (2001)
RBMonline 4{2) 183-196) siendo éste debido a la combinacion de las propias
limitaciones de la técnica de FISH y al mosaicismo embrionario. En cuanto a la eficacia
de la técnica de FISH, existe un porcentsje variable de embriones en los que no es
posible obtener ningun resultado concluyente y que el equipo recomendaria no
transferir. En cuanto al mosaicismo embrionario, es posible que las células analizadas
no presenten alteraciones, pero que ofras células del embrion biopsiado =i tengan
anomalias genéticas. Este fenomeno recibe el nombre de mosaicismo embrionario y
puede limitar la eficacia clinica de la técnica. El error de diagnostico por mosaicismo
embrionaric es del 5.6% (Munné et al. (202)RBMonline 4(3): 223-232).

Por otro lado algunos embriones también pueden resultar afectados por la técnica de
biopsia embrionaria en un 0.7%.

Vl. Aspectos legales generales relacionados con la reproduccion asistida v
particulares sobre el diagnastico genético preimplantacional

Las técnicas de reproduccion asistida tienen como finalidad fundamental la actuacion
meédica ante la esteriidad humana, para facilitar la procreacion, cuando ofras
terapéuficas se hayan descartado por inadecuadas o ineficaces.

Tambien pueden ulilizarse en la prevencion y tratamiento de enfermedades de origen
genético o hereditario, cuando sea posible recurmir a ellas con suficientes garantias
diagnosticas y terapéuticas y estén estrictcamente indicadas.

Solo pueden llevarse a cabo cuando haya posibilidades razonables de éxito v no
supongan nesgo grave para la salud de la mujer o de la posible descendencia.

El marco juridico regulador del diagnostico genético preimplantacional esta constituido
basicamente por la Ley 14/2006 sobre Técnicas de Reproduccion Asistida v sus
normas de desammofle. La Ley establece que toda intervencion sobre el embrion vivo,
“in vitro™, con fines diagnosticos, no podra tener ofra finalidad que 1a valoracion de su
viabilidad, o la deteccion de enfermedades hereditarias, a fin de fratarfas o de
desaconsejar su fransferencia. Asimismo, cuando los fines que se persiguen son
terapéuticos, la intervencion no puede tener ofro propasito gque el de tratar una
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enfermedad o impedir su transmision, con garantias razonables y contrastadas, y elio
bajo los siguientes requisitos:

a) Que la pareja haya sido rigurcsamente informada sobre los procedimientos,
investigaciones diagndsticas, posibilidades y riesgos de la terapéutica propuesta v
las hayan aceptado previamente.

b) Cue se frate de enfermedades con un diagnostico muy preciso, de pronostico
grave 0 muy grave, ¥ cuando ofrercan garantias, al menos raronables, de la
mejoria o solucion del problema.

) Que se disponga de una lista de enfermedades en las que la terapéutica sea
posible con criterios estrictamente cientificos.

d) Cue no se influya en los caracteres hereditarios no patologicos, ni se busgque la
seleccion de los individuos.

e} Que se realice en cenfros sanitarics autorizados y por equipos cualificados y
dotados de los medios necesaros.

En cuanto a la necesidad de que los embriones a diagnosticar se obtengan mediante
una fecundacion “in vitno™, dicha obligacién deriva de la prohibicion legal de obtenerlos
por lavado uterino (infraccion considerada muy grave por la ley).

Finalmenie, debe significarse la relevancia para esta técnica del Convenio de Oviedo
sobre derechos humanos y biomedicina, de 1997, que imita las pruebas predictivas de
enfermedades genéficas a fines meédicos o de investigacion médica y con un
asesoramiento genetico apropiado.

VII. Alternativas ante el fracaso de la técnica

- Utilizacion de gametos (ovocitos o semen) de donante, segun sea el portador
de la enfermedadfriesgo de anomalia cromosomica.

- Gestacion natural seguida de diagnostico prenatal, siempre que la pareja
considere la posibilidad de interrupcion voluntaria del embarazo si se detectan
anomalias en el feto.

- Adopcion legal.
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CONSENTIMIENT O INFORMADO DIAGNOSTICO PREIMPLANTACIONAL

Los abajo firmantes,

) ey o el ot b oK by i el i el Kk L I EE 5 R e e
D, e S e DNIn®

Declaran-

- Qe por sus antecedentes persomales o familiares existe resgo de tramsnutic
alguna patologia hereditaria grave a su descendencia Y que con la finalidad de
evitar en lo posible dicha transmmsion, les ha sido explicada la posbilidad de
llevar a cabo, dentro de su ciclo de fecundacion “in vitro™ el estudio y
diagndstico de las alteraciones cromosomicas de sus embriones.

- Haber leido y comprender el sigmente mforme. asi como haber sido nformados,

por parte de los profesionales del Equipo, de cuantos detalles hayan considerado
npmtmsm:pecmaluspﬂmmumsdelaslecmmdelDGP tal como se
especifica en la Ley 142006 de 26 de mayo.

Entienden que con el DGP se detectaran exclusivamente las anomalias genéticas
comespondientes a las alteraciones estudiadas. Elle implica que €l preembricn pudiera
ser portador de alpma otra alteraciom para la cual no se haya realizado el estudio
genético, sin que ello imphique ningyma responsabilidad por parte del Equipo; v conocen
que el DGP presenta en la actualidad un 7.2% de emor diagnostico, para la
deternunacion de alteraciones numéricas cromosomicas; siendo éste debido tamto al
fencmeno del mosaicismo embrionano como a la propia eficacia de la técnica de FISH,
existe un porcentaje varniable de embriones en los que no es posible obtener nimgim
resultade conchayente v que el equipo recomienda no transferir. (Munné et al. (2001)
REMonline 4(2): 183-196) (Munné et al. (2002) EBMonline 4 (3): 223-232).

Por otro lado algunos embriones también pueden resultar afectados por la técmica de la
biopsia embrionaria en wn 0.7%, per lo que remuncian expresamente a cualgquier
reclamacion legal por este motive.

Asimismeo, remmelan expresamente a cualguer tipo de reclamacion legal en caso de que
no se produjera embarazo o en caso de que, en conira del informe emutido por el
Equipo, se demandara por parte de la pareja la tramsferencia de preembricmes
madecuados que dieran lugar a gestaciones de fetos afectados por la enfermedad.
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Por todo ello, consienten en que el Equipo realice el estudio siguiente de DGP (sefialar
la opeicm elegida):
* Screening de aneuploidiasde: 3 03 7 9 24 comosomas,

* Estudio de reorganizaciones:
- Inversiones
- Translocaciones reciprocas
- Translocaciones robertosomianas

* Enfermedad monogénica
En sus preembriones, obtenidos por técnicas de reproduccion asistida.

El DGP eleva hasta niveles cercanos a la certera la probabilidad de gestar ndividuos
exentos de la enfermedad genética diagnosticada; sin embargo se aconseja que la madre
se someta a un diagnostico prenatal clisico (amniocentesis. biopsia de corion) para
confirmar el diagnoshco.

En Madnd, a de de 20 .
Par el equipo GINEFIV Fdo. L. Fdo. D.
Dr.fa.
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Anexo 2 (Estimulacién ovarica)

¢ C(Criterios de estimulacion:

Criterios Internacionales de Rotterdam: “Rotterdam
ESHRE/ASRM-Sponsored PCOS Consensus Workshop Group;
2004~

Criterios internacionales del Consenso de Bologna 2011:
Ferraretti AP, La Marca A, Fauser BC, Tarlatzis B, Nargund
G, Gianaroli L; “ESHRE consensus on the definition of 'poor
response' to ovarian stimulation for in vitro fertilization: the
Bologna criteria. ESHRE working group on Poor Ovarian
Response Definition. Hum Reprod. 2011 Jul; 26(7):1616-24. doi:
10.1093/humrep/der092. Epub 2011 Apr 19.”

» Agonistas de GnRH:
- Leuprolide: Lupron® depot, Abbott Laboratories, Chicago, IL,
Estados Unidos.
Nafarelina: Synarel®, Pfizer, NY, Estados Unidos.
Triptorelina: Decapeptyl® mensual, Ipsen pharma, Paris,
Francia.

e Antagonistas de GnRH:
Cetrorelix: Cetrotide®, Serono, Geneve, Suiza.
Ganirelix: Orgalutran®, Organon espanola, Barcelona, Espana

e Induccién de ovulacidn:
hCG recombinante: Ovitrelle ®, Serono.

Anexo 3 (Obtencién y biopsia de embriones)

e Sistema de captacion:
- Pipeta pasteur estéril (5'75”)- Humagen™  Fertility
Diagnostics, Charlottesville, VA, Estados Unidos.
Jeringa estéril (1 ml)- BD Plastipak; Becton Dickinson S.A.,
Franklin Lakes, NJ, Estados Unidos.
Filtro microporo (0.20 um)- Minisart®; Sartorius AG, Alemania.
Tubo de teflon.

* Placas:
De captacion de ovocitos- Falcon® 100x15 mm; Becton
Dickinson.
De cultivo tras puncién- IVF multidish; Nunc™, Dinamarca.

* Medios de cultivo y trabajo:
De cultivo hasta su decumulaciéon previa a microinyeccion:
Medio tampén bicarbonato, con suero de albiumina humana y
penicilina G- G-FERT™ PLUS; Vitrolife, Suecia.

86



Soluciéon para decumulacion, en relacion 1:9, de HYASET™-10X,
Vitrolife y MOPS PLUS™, Vitrolife.

Estufas de incubacién:
Inkubator-C200; Labotect, Alemania.
Heraeus-BB6060; Heraeus, Alemania.

Sistema de decumulacion:
Pipetas Stripper Tips, Mid-Atlantica Diagnostics o pipetas
Swemed, Vitrolife de 135 0 150 um de diametro.
Sistema de sujecidon/aspiracion para capilares.

Proceso de microinyeccion:

- Micropipetas Holding e ICSI- MICROPIPETS Humagen™,
Medio de trabajo- microgotas de 20 ul de MOPS PLUS™,
Vitrolife.

Medio de alta viscosidad, PVP y albimina humana
recombinante- ICSI™, Vitrolife.

Proceso de biopsia embrionaria:

- Medio de biopsia: G-PGD™ (Vitrolife), tampén, libre de calcio,
magnesio y proteinas, suplementado con HSAT™ (Vitrolife),
suero de albumina humana, en una proporciéon 95:5.
Acido: Acidified Tyrodes Solution, Medi Cult a/s, Dinamarca.
Laser y sistema de captura de imagenes: Saturn Laser System
y Sistema Cronus 3, Research Instruments, Litd, Reino Unido.
Pipeta de “hatching”: Zona drilling pipette, Cook Ireland Ltd.
Pipeta de biopsia: Biopsy micropipets, Humagen™,

Medios de cultivo y trabajo:
De cultivo hasta su biopsia, en D+3: G1 v3 PLUS, Vitrolife.
De cultivo tras su biopsia hasta su transferencia: G2 v3 PLUS,
Vitrolife.

Placas: en todas las placas, tanto de trabajo como de cultivo, los
medios son cubiertos con aceite de parafina filtrado, estéril- Ovoil™,
Vitrolife.

Area de trabajo, todos los procedimientos distintos a los de
micromanipulacién se realizan con el mismo equipo:
Cabina calefactada de flujo laminar - K-Systems, Dinamarca.
Microscopio estereoscopico - Nikon SMZ800, Japoén.

Procesos de  micromanipulaciéon- todos los procesos de

micromanipulacion se realizan con el mismo equipo, que consta de:
Microscopio invertido- Nikon Eclipse TE-200-S, Japon.
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Superficie calefactada- Thermo Plate®; Tokai Hit co, LTD.,
Japon.
Micromanipuladores- Narishinge-Nikon, Japon.

Anexo 4 (Fijacién o entubado celular)

Medio hipoténico:
1 litro de agua ultrapura
5.6 g de KC1
6 g de BSA

Medio de fijacién- es una modificaciéon del método de Carnoy, con una
solucion 3 CHsOH:1 CH3sCOOH de:
CH30H, p.a.- Merck KGaA, Alemania.

CH;COOH (glacial), 100% anhidro, p.a.- Merck KGaA,
Alemania.

Medio de entubado:
Medio tampoén, de lavado, a base de PBS.
Puntas con filtro, libres de ADN.
Tubo de PCR.
Medio de lisis: combinacion de detergentes y proteinasa K.

Anexo 5 (Transferencia embrionaria)

Sistema de transferencia:
Sonda de tipo flexible- Embryo Transfer Catheter Set, Labotect.
Sonda de tipo rigido- Emtrac Set, Gynétics Medical Products,
Bélgica.

Medio de transferencia:
Embryoglue, Vitrolife.
G2 v3 PLUS, Vitrolife.

Apoyo de fase lutea, progesterona natural micronizada, con dosis de
600 mg/dia (200 mg/ 8 h):

Progeffik® Effik, Madrid, Espafa.

Utrogestan®, Seid, Barcelona, Espana.

Preparacion endometrial en ciclo sustituido: estradiol 2 mg/ 8-12
horas o 100-200 mg/ 72 h:

Meriestra- Novartis farmacéutica, Madrid, Espana.

Progynova, Bayer Hispania, Espana.

Estraderm, Novartis farmacéutica.
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Anexo 6 (Resultados)



¢Es predecible el estado genético de un embrién?
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Anexo 6. 1.

Resultado
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Véalidos normal 446 31,3 31,3 31,3
cromos multiples 368 25,8 25,8 57,1
monosomia 157 11,0 11,0 68,1
trisomia 99 6,9 6,9 75,1
monosomia+trisomia 41 2,9 2,9 78,0
poliploide 45 3,2 3,2 81,1
desequilibrado 197 13,8 13,8 94,9
afecto 18 1,3 1,3 96,2
sin resultado 54 3,8 3,8 100,0
Total 1425 100,0 100,0
Resultado
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Porcentaje

Anexo 6. I1.
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204

-
o
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-
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1

Indicacion
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Véalidos  monogenica 38 2,7 2,7 2,7
translocacion reciproca 117 8,2 8,2 21,9
inversion 32 2,2 2,2 24,1
cariotipo alterado 27 1,9 1,9 26,0
aborto cariot. 81 5,7 5,7 31,7
abortos de repeticion 196 13,8 13,8 45,5
EMA 193 13,5 13,5 59,0
fallo de FIV 187 13,1 13,1 72,1
factor masculino severo 50 3,5 3,5 75,6
meiosis patologica 32 2,2 2,2 77,9
fish alterado 306 21,5 21,5 99,4
electivo 9 ,6 ,6 100,0
Total 1425 100,0 100,0
Indicacién
5
rpertcn ks i e namcim  faioges
Indicacion
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Anexo 6. III.

Frecuencia

ZScore
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos Z1 156 10,9 12,6 12,6
z2 524 36,8 42,2 54,8
Z3 359 25,2 28,9 83,7
z4 133 9,3 10,7 94,4
2CP, CP frag 55 3,9 4,4 98,9
1PN 12 ,8 1,0 99,8
2PN poco nit. 1 1 1 99,9
2 céls. 1 1 1 100,0
Total 1241 87,1 100,0
Perdidos  Sistema 184 12,9
Total 1425 100,0
Histograma
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Halo

Porcentaje

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia [ Porcentaje valido acumulado
Vélidos Sin halo 102 7,2 8,6 8,6
Halo 1082 75,9 91,4 100,0
Total 1184 83,1 100,0
Perdidos  Sistema 241 16,9
Total 1425 100,0
Halo
1004
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SinLan Hallo o
Halo @

05

15 2

25

Angulo

3 35

Angulo
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vaélidos Alfa 224 15,7 19,3 19,3
Beta 601 42,2 51,9 71,2
Gamma 334 23,4 28,8 100,0
Total 1159 81,3 100,0
Perdidos  Sistema 266 18,7
Total 1425 100,0
Histograma
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HORAS27 VAC
Porcentaje Porcentaje Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos 2PN 99 6,9 51,8 51,8 Validos Vacuolas en PN 79 55 84,9 84,9
NoPN 42 2,9 22,0 73,8 Vacuolas en division 14 1,0 15,1 100,0
2céls. 44 3,1 23,0 96,9 Total 93 6,5 100,0
>2céls. 6 4 31 100,0 Perdidos  Sistema 1332 93,5
Total 191 13,4 100,0 Total 1425 100,0
Perdidos  Sistema 1234 86,6
Total 1425 100,0
HORAS27 VAC
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s o
o 40
20+
> 20+
104 5
D
]
0 I ° [u]
2PIN NoIPN 2cléls. >2cléls. 93 Vacuolals en PN Wacuolas Ien divisién
HORAS27 VAC
.é

'TA "9 OXoUY



Anexo 6. VIII.
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Anexo 6. X.

8500

500

Frecuencia
iy
[ ]
[ ]
1

200+

Cels2
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vélidos 0 4 '3 '3 3
1 2 1 2 5
2 189 13,3 15,3 15,7
3 110 7.7 8,9 24,6
4 749 52,6 60,5 85,1
5 133 9,3 10,7 95,8
6 42 2,9 3,4 99,2
7 9 ,6 7 99,9
8 1 1 1 100,0
Total 1239 86,9 100,0
Perdidos  Sistema 186 13,1
Total 1425 100,0
Histograma
ey ~]

Cels2

97

10

Media =3,79

Desviacion tipica =1 021
MN=1238



Anexo 6. XI.

G00—

500+

400

Frecuencia
[
[ )
(=]
1

200+

100

Cels3
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado

Validos 2 1 1 1 1
3 4 3 3 4
4 74 52 5,2 5,6
5 117 8,2 8,3 13,9
6 195 13,7 13,8 27,7
7 270 18,9 19,1 46,8
8 542 38,0 38,4 85,3
9 117 8,2 8,3 93,6
10 63 4,4 4,5 98,0
11 11 ,8 ,8 98,8
12 13 9 .9 99,7
13 1 1 1 99,8
14 3 2 2 100,0
Total 1411 99,0 100,0

Perdidos  Sistema 14 1,0

Total 1425 100,0

Histograma
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Frecuencia

Anexo 6. XII.

200

600

400

200

Frag3
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos <10% 725 50,9 51,3 51,3
10-19% 403 28,3 28,5 79,9
20-29% 184 12,9 13,0 92,9
30-39% 62 4,4 4,4 97,3
40-49% 32 2,2 2,3 99,6
>50% 6 4 4 100,0
Total 1412 99,1 100,0
Perdidos  Sistema 13 ,9
Total 1425 100,0
Histograma
Media =079
%‘\—‘ Desviac{jﬂé;tfﬁi;:g =1,024
4

Frag3
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CRM15

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vélidos 0 41 2,9 4,4 4,4
1 176 12,4 18,8 23,2
2 664 46,6 70,9 94,1
3 35 2,5 3,7 97,9
4 18 1,3 19 99,8
7 1 1 1 99,9
8 1 1 1 100,0
Total 936 65,7 100,0
Perdidos  Sistema 489 34,3
Total 1425 100,0
Histograma
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CRM13
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos 0 53 3,7 4,6 4,6
1 157 11,0 13,6 18,1
2 849 59,6 73,3 91,5
3 82 5,8 7,1 98,5
4 13 ,9 1,1 99,7
5 2 1 2 99,8
7 1 1 1 99,9
8 1 1 1 100,0
Total 1158 81,3 100,0
Perdidos  Sistema 267 18,7
Total 1425 100,0
Histograma
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TOT

CRM17

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos 0 39 2,7 4,1 4,1
1 125 8,8 13,1 17,2
2 735 51,6 77,0 94,2
3 36 2,5 3,8 98,0
4 16 1,1 1,7 99,7
5 1 1 1 99,8
7 2 1 2 100,0
Total 954 66,9 100,0
Perdidos  Sistema 471 33,1
Total 1425 100,0
Histograma
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CRM16
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos 0 66 4,6 6,0 6,0
1 202 14,2 18,4 24,4
2 764 53,6 69,5 93,8
3 57 4,0 52 99,0
4 8 6 7 99,7
5 1 1 1 99,8
7 1 1 1 99,9
8 1 1 1 100,0
Total 1100 77,2 100,0
Perdidos  Sistema 325 22,8
Total 1425 100,0
Histograma
500
500
o
o
o
@
23 400
2
('S
2004
Media =1,78
Desviacion tipica =0 72
=1.100
o T T T Ll I I T
2 0 2 4 ] g 10



coT

CRM21

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos 0 59 4,1 51 51
1 211 14,8 18,2 23,3
2 797 55,9 68,7 92,0
3 75 53 6,5 98,4
4 15 1,1 1,3 99,7
5 1 1 1 99,8
7 2 1 2 100,0
Total 1160 81,4 100,0
Perdidos  Sistema 265 18,6
Total 1425 100,0
Histograma
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CRM18
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos 0 46 3,2 4,0 4,0
1 179 12,6 15,5 19,4
2 845 59,3 73,0 92,4
3 69 4,8 6,0 98,4
4 14 1,0 1,2 99,6
5 3 ,2 ,3 99,8
7 2 1 2 100,0
Total 1158 81,3 100,0
Perdidos  Sistema 267 18,7
Total 1425 100,0
Histograma
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Sexo

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vélidos 0 50 3,5 3,9 3,9
XX 539 37,8 42,1 46,1
XY 451 31,6 35,3 81,3
X0 120 8,4 9,4 90,7
oy 38 2,7 3,0 93,7
XXX 25 1,8 2,0 95,6
XXX 12 8 .9 96,6
XXY 14 1,0 1,1 97,7
XXY'Y 9 ,6 7 98,4
XYY 7 5 5 98,9
>XXXX 3 2 2 99,1
Sin diagn./No inform. 11 ,8 9 100,0
Total 1279 89,8 100,0
Perdidos  Sistema 146 10,2
Total 1425 100,0
Sexo
504
40
@
30—
£
]
5
o
204
104
o - ] '_l O 1 o ——— | s—
o 3

T
) Sin diagn.

Ma inform

CRM22
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos 0 57 4,0 51 51
1 179 12,6 15,9 21,0
2 782 54,9 69,4 90,4
3 84 5,9 7,5 97,9
4 20 1,4 1,8 99,6
5 2 1 2 99,8
7 2 1 2 100,0
Total 1126 79,0 100,0
Perdidos  Sistema 299 21,0
Total 1425 100,0
Histograma
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Porcentaje

NOINFORM

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos 1 1 1 9 ,9
2 1 1 ,9 1,8
4 5 4 4,6 6,4
9 10 7 9,2 15,6
10 1 1 ,9 16,5
13 9 ,6 8,3 24,8
14 1 1 9 25,7
15 21 1,5 19,3 45,0
16 29 2,0 26,6 71,6
17 4 3 3,7 75,2
18 8 ,6 7,3 82,6
19 1 1 9 83,5
21 6 4 55 89,0
22 12 ,8 11,0 100,0
Total 109 7,6 100,0
Perdidos  Sistema 1316 92,4
Total 1425 100,0
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GOT

Porcentaje

BlastBiops
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos 1 1221 85,7 87,2 87,2
2 174 12,2 12,4 99,6
3 6 4 4 100,0
Total 1401 98,3 100,0
Perdidos  Sistema 24 1,7
Total 1425 100,0
BlastBiops
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Porcentaje

Evol4

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos No evolucion 346 24,3 24,8 24,8
Ev olucién significativa 991 69,5 71,0 95,8
Ev olucién poco
significativa 58 41 42 1000
Total 1395 97,9 100,0
Perdidos  Sistema 30 2,1
Total 1425 100,0
Evol4
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Evold
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Frecuencia

2004

1504

100+

50+

Clasificacion
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vaélidos 1 64 4,5 17,7 17,7
2 162 11,4 44,8 62,4
3 119 8,4 32,9 95,3
4 17 1,2 4,7 100,0
Total 362 25,4 100,0
Perdidos  Sistema 1063 74,6
Total 1425 100,0
Histograma
Media =2 25
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Desviacion t%aica =0797
M =362

TITAX "9 oxeuy

Transfer

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos NoTransfer 63 4,4 14,2 14,2
Transfer fresco 328 23,0 73,9 88,1
Transfer desvitri 53 3,7 11,9 100,0
Total 444 31,2 100,0
Perdidos  Sistema 981 68,8
Total 1425 100,0
Transfer
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Porcentaje

EvolGesta
Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Validos Parto 63 4,4 59,4 59,4
Aborto 7 5 6,6 66,0
BQ 27 1,9 25,5 91,5
Ectépico 9 ,6 8,5 100,0
Total 106 7,4 100,0
Perdidos  Sistema 1319 92,6
Total 1425 100,0
EvolGesta
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Porcentaje

Gestacion

80
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Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vélidos No gestacion 257 18,0 70,4 70,4
Gestacion 38 2,7 10,4 80,8
¢ Gestacion? 70 4,9 19,2 100,0
Total 365 25,6 100,0
Perdidos  Sistema 1060 74,4
Total 1425 100,0
Gestacion
T I I
Mo gestacion Gestacion 2 Gestacion?
Gestacion
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NC%mbriones/ciclo

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vélidos 1 13 4,9 4,9 4,9
2 26 9,8 9,8 14,7
3 32 12,0 12,0 26,7
4 44 16,5 16,5 43,2
5 39 14,7 14,7 57,9
6 35 13,2 13,2 71,1
7 24 9,0 9,0 80,1
8 18 6,8 6,8 86,8
9 15 5,6 5,6 92,5
10 3 11 1,1 93,6
11 5 19 19 95,5
12 5 19 19 97,4
13 6 2,3 2,3 99,6
14 1 4 4 100,0
Total 266 100,0 100,0
N%embriones
N Validos 266
Perdidos 0
Media 5,36
Error tip. de la media 172
Mediana 5,00
Moda 4
Desv. tip. 2,800
Minimo 1
Méaximo 14
N"embrionesiciclo
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Indicacion/ciclo

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Véalidos  monogénica 8 3,0 3,0 3,0
trans. robert. 24 9,0 9,0 12,0
trans. recip. 22 8,3 8,3 20,3
inversion 3 1,1 1,1 21,4
cariotipo alterado 5 1,9 1,9 23,3
aborto cariot. 19 7,1 7,1 30,5
abortos de repeticion 38 14,3 14,3 44,7
EMA 42 15,8 15,8 60,5
fallo de FIV 32 12,0 12,0 72,6
factor masculino severo 9 3,4 3,4 75,9
meiosis patologica 5 1,9 1,9 77,8
FISH alterado 58 21,8 21,8 99,6
electivo 1 4 4 100,0
Total 266 100,0 100,0
Indicacionliciclo
254
20+
2 —
ﬁ 15+
c
]
5
? o 104
¥ g
o [ ] . -
'm o T T T ,ﬁ T T T T T T T T T
manogénica I!ngg;. trans. recip. inversion cair;w';\gg ggﬁ&u argg&'iéléd: BvA fallo de FIV m;astg:llﬁ;-\o pg:ig;za alfe‘smio electivo
% Indicacién
[
=

IXX "9 oxeuy



60T

Porcentaje

Gestacién/ciclo

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje vélido acumulado
Validos No gestacién 130 48,9 67,4 67,4
Gestacion 63 23,7 32,6 100,0
Total 193 72,6 100,0
Perdidos  Sistema 73 27,4
Total 266 100,0
Gestacidnlciclo
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Gestacion
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EmbNormales/ciclo

EmbNormales

Porcentaje Porcentaje
Frecuencia | Porcentaje valido acumulado
Vélidos 0 66 24,8 24,8 24,8
1 75 28,2 28,2 53,0
2 57 21,4 21,4 74,4
3 40 15,0 15,0 89,5
4 13 4,9 4,9 94,4
5 8 3,0 3,0 97,4
6 5 19 19 99,2
7 2 ,8 ,8 100,0
Total 266 100,0 100,0
EmbNormales
N Validos 266
Perdidos 0
Media 1,67
Error tip. de la media ,093
Mediana 1,00
Moda 1
Desv. tip. 1,510
Minimo 0
Méaximo 7
EmbNormalesiciclo
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=268
T T T T T T
2 0 2 4 [ 8
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Z1

Z2

Z3

Z4

2CP, CP frag
1PN

2PN poco nit.
2 éls.

OTT

Resultado
B normal

] monosomia
[l trisomia

Bl cromos muitiples

. monasomia+trisomia

[] poliploide
Bl desequilibrado

B afecto

[l sin resultado

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintdtica

Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 111,3672 56 ,000
Razon de v erosimilitudes 80,684 56 ,017
Asociacion lineal por
lineal 4,601 1 ,032
N de casos validos 1241

a. 39 casillas (54,2%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,01.
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ANEXOS

Anexo 6. XXVI.

Analisis de contingencia Resultado*Angulo

Resultado

B normal [ polipioide

[ cromos mutiples [ desequilibrado
. monosomia . afecto

B trisomia [ sinresultado
[2] moncsomia+trisomia

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintotica
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 8,1932 16 ,943
Razén de v erosimilitudes 8,426 16 ,935
ﬁsg:llacmn lineal por 502 1 442
N de casos validos 1159

a. 2 casillas (7,4%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es 2,90.

Anexo 6. XXVII.
Analisis de contingencia Resultado*Halo

Resultado

[ norrrel [[] polipt cide

[ cromos multiples [ desequilibrade
[ mon csomia B sfecto

B trisonia Bl sinresuitado
[ mon csomia+rizsomia

Los sectores muedran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 8,9332 8 ,348
Razdn de v erosimilitudes 8,719 8 ,367
ﬁr?::llamon lineal por 3473 1 062
N de casos validos 1184

a. 4 casillas (22,2%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es 1,46.
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¢Es predecible el estado genético de un embrién?

Vacuolas en PN

Vacuolas en division
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Anexo 6. XXVIII.
Analisis de contingencia Resultado*Vac

Re sultado

[ rormal [ poliploide

[ cromos mutiples [ desequilibrado
[ monesomia [ afecto

B trisomia [B sin resuitado

[E monosomia+trisomia

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado
Sig. asintética
Valor gl (bilateral)

Chi-cuadrado de Pearson 3,1822 ,922
Razon de v erosimilitudes 5,046 ,753
Asociacion lineal por
lineal ,207 ,649
N de casos validos 93

a. 14 casillas (77,8%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,30.

Anexo 6. XXIX.
Analisis de contingencia Resultado*Horas27

Resultado

[ rormal

[ cromos muitiples

. monosomia

B trisomia

. monosomia-+trisomia

[ poliploide

[ desequilibrado
. afecto

[ sin resultado

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 26,4732 24 ,330
Razon de v erosimilitudes 29,394 24 ,206
i’;\r?g:llamon lineal por 584 1 445
N de casos validos 191

a. 23 casillas (63,9%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,09.
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Re sultado
B normal

] monosomia
B trisomia

Bl cromos muitiples

] monosomia+trisomia

[] poliplcide
Bl desequilibrado
B afecto

[ sinresultado

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética

Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 151,5042 64 ,000
Razon de v erosimilitudes 131,313 64 ,000
Asociacion lineal por
lineal 3,341 1 ,068
N de casos validos 1239

a. 51 casillas (63,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,01.
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|:| paliploide
. deseguilibracdo

. afecto
. zin resultado

Vit

3 Resultado
ﬁ B rormal
5 . cromos multiples
g . MONoS0Mmis
E B trizomia
w . monosomia+Hrizomia
12
13
14

Pruebas de chi-cuadrado

Los =ectores muestran frecuencias

Sig. asintética

Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 159,7772 96 ,000
Razon de v erosimilitudes 139,083 96 ,003
Asociacion lineal por
lineal 4,156 1 ,041
N de casos véalidos 1411

a. 73 casillas (62,4%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,01.
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GTT

<10%
10-19%
20-29%
30-3%%
40-4%%
>50%

Resultado

B normal [] poliploide

B cromos multiples B desequilibrado
] monosomia B afecto

[ trisomia B sinresultado

] monosomia+trisomia

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 46,3242 40 ,228
Razon de v erosimilitudes 49,976 40 ,134
i?sg;lacmn ineal por 2,851 1 091
N de casos vélidos 1412

a. 22 casillas (40, 7%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,08.
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No evolucion

Evolucion signfficativa

Evolucion poco significativa

oTT

Re sultado
B normal

Bl cromos multiples
] monosomia
B trisomia

[ monosomia+trisomia

] poliploide
Bl desequilibrado

B afecto

[l sinresultado

Pruebas de chi-cuadrado

Los sectores muestran frecuencias

Sig. asintética

Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 80,1852 16 ,000
Razon de v erosimilitudes 79,469 16 ,000
Asociacion lineal por
lineal 11,010 1 ,001
N de casos vélidos 1395

a. 6 casillas (22,2%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.

La frecuencia minima esperada es ,75.

FTOAT ,OPEBI[NSOY BIOUSSUIIUO0D 9P SISI[RUY

TIIXXX "9 oxauy

Juouquia un ap oonauab opeiss |2 a|qioapald s3?



No evolucién

Evolucién significativa

Evolucién poco significativa
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ANEXOS

Anexo 6. XXXIV.

Analisis de contingencia Resultado*Nucleos2

Resultado
[ normal

B cromos mutiples

] monosomia

B trisomia

[ monosomia+trisomia

[ poliploide

[ desequilibrado
[ afecto

[ sin resultado

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 30,8432 24 ,158
Razon de v erosimilitudes 32,497 24 ,115
ﬁﬁ::llamon lineal por 145 1 704
N de casos validos 1425

a. 18 casillas (50,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,13.

Anexo 6. XXXV.
Analisis de contingencia Evol4*BlastBiops

B2
Os

BlastBiops
M1

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 33,0912 ,000
Razbn de v erosimilitudes 29,936 ,000
ﬁ:;gacmn lineal por 17,704 1000
N de casos validos 1382

a. 3 casillas (33,3%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es ,25.




8TT

monogenica

translocacion robertsoniana
translocacion reciproca
inversion
cariotipo alterado
aborto cariot.
abortos de repeticion
EMA

fallo de FIVY
factor masculino severo
memsls atologica
alteradu
ctivo

Resultado

. normal

. cromos multtiples

. MONoS0Mmia
.trisnmia

. monosomig+Hrizomia

|:| poliploide

. desequilibrado
. afecto

. sin resultado

Loz =ectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 1732,4102 96 ,000
Raz6n de v erosimilitudes 1162,521 96 ,000
ﬁs::llacmn lineal por 254,290 1 1000
N de casos validos 1425

a. 56 casillas (47,9%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,11.
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6TT

Z1
z2
Z3
Z4
2CP, CP frag
1PN
2PN poco nit.
2 céls.

Indicacion

B monogenica B ema

B translocacion robertsoniana [l fallo de FIV

[ translocacion reciproca [l factor masculino severo

Il inersion [l neiosis patologica
[ cariotipo alterado [ fish alterado

[] aborto carict. B eleciivo

. abortos de repeticion

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asint6tica
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 108,9272 84 ,035
Razdn de v erosimilitudes 109,531 84 ,032
i;\:g;lamon lineal por 225 1 635
N de casos validos 1241

a. 59 casillas (56, 7%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,01.
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¢Es predecible el estado genético de un embrién?

Sin halo

Anexo 6. XXXVIII.

Analisis de contingencia Indicacién*Angulo

Indicacion
[ monogenica

[l inersion

[J aborto cariat.

[ translocacion robertsoniana
[0 translocacion reciproca

[=] cariotipo alterado

[l abortos de repeticion

B Ema

[ fallo de FIV
[ factor masculino severo
. meiosis patologica

[ fish alterado

[ electivo

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asint6tica

Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 29,6582 24 , 196
Razon de v erosimilitudes 31,047 24 ,152
Asociacion lineal por
lineal 8,262 1 ,004
N de casos véalidos 1159

a. 4 casillas (10, 3%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es 1,35.

Anexo 6.XXXIX.

Analisis de contingencia Indicacién*Halo

Indicacion
. monogenica

[ translocacion robertsoniana

B Ema

[ fallo de FIV

[ translocacion reciproca
. inversion

[ factor masculino severo
. meiosis patologica

[ cariotipo alterado [ fish alterado
|:| aborto cariot. . electivo
[ abortos de repeticion

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética

Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 16,2142 12 ,182
Razon de v erosimilitudes 21,082 12 ,049
Asociacién lineal por
lineal ,390 1 ,532
N de casos validos 1184

a. 6 casillas (23,1%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es ,60.
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Vacuolas en P

Vacuolas en division

ANEXOS

Anexo 6. XL.

Analisis de contingencia Indicacién*Vac.

Indicacion

N [ monogenica

B aborto cariot.

[l translocacion robertsoniana
[ translocacion reciproca

[3 abortos de repeticion

O ema

B fallo de FIvV
[ fish alterado
B electivo

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 13,4442 8 ,097
Razén de v erosimilitudes 15,762 8 ,046
i?:;)acllamon lineal por 3,855 1 050
N de casos validos 93

a. 12 casillas (66, 7%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,15.

Anexo 6. XLI.
Analisis de contingencia Indicacién*Horas27

2PN Indicacién
. monogenica
NOPN [l translocacion robertsoniana
[OJtranslocacion reciproca
2céls, . inversion
[ cariotipo alterado
>2c8ls. [aborto carict.

. abortos de repeticion

B Ema

[ fallo de FIvV

. factor masculino severo
[ meiosis patologica

[ fish alterado

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética

Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 60,8832 33 ,002
Razon de v erosimilitudes 61,772 33 ,002
Asociacion lineal por
lineal 4,520 1 ,033
N de casos validos 191

a. 39 casillas (81,3%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,16.
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Indicacion
B monogenica

[l inversion

[] aborto carict.

[ cariotipo alterado

[l abortos de repeticion

[l translocacion robertsoniana
[ translocacion reciproca

B Eva

M fallo de FIV

B factor masculino severo
Bl meiosis patologica

[ fish alterado

B eleciivo

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética

Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 136,4852 96 ,004
Razbn de v erosimilitudes 138,411 96 ,003
Asociacion lineal por
lineal ,004 1 ,952
N de casos validos 1239

a. 76 casillas (65,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,01.
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Indicacion
[ monogenica

[l inersion

[] aborto cariot.

[ cariotipo alterado

[l translocacion robertsoniana
[ translocacion reciproca

[l abortos de repeticion

B Eva

Ml fallo de FIV

[ factor masculino severo
Bl meiosis patologica

[ fish alterado

B eleciivo

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética

Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 187,8652 144 ,008
Razbn de v erosimilitudes 175,316 144 ,039
Asociacion lineal por
lineal ,094 1 ,760
N de casos validos 1411

a. 110 casillas (65,1%) tienen una frecuencia esperada inferior
a 5. La frecuencia minima esperada es ,01.
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Indicacion
[ monogenica

[ translocacion reciproca
[l inversion

. cariotipo alterado

[] aborto cariot.

[l abortos de repeticion

[ translocacion robertsoniana

B Ema

B fallo de FIV

B factor masculino severo
[l meiosis patologica

[ fish alterado

B electivo

Los sectores muestran frecuencias

Prusbas s chi-cusdr ado

Elg ashiatiea
valar gl [mlzteral
Chl-zuzdradn de Pearasn {08 25at 1] o[}
Famdn de wanosim IRudss 122,818 1] .0aad
Bcoclodm eal por
el P 3Tz 1 il
i de oo validos 1412

3 39 caslias {50,0%) tlenen una Trecuen<la esperada nfenor a
5. L3 TECUSNGIE MAIMa sEpEm O 85 04,
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No evolucion

Evolucién signfficativa

Evolucién poco significativa

Anexo 6. XLV.

Analisis de contingencia Indicacién*Evol4

ANEXOS

Indicacion

. monog enica

[ translocacion robertsoniana
[ translocacion recipr oca

Il inersion

[ cariotipo alterado

[J aborto cariat.

[ abortos de repeticion

S

[ fallo de FIV

[ factor masculino severo
[ meiosis patologica

[ fish alterado

[l electivo

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 32,0852 24 ,125
Razon de v erosimilitudes 44,520 24 ,007
ﬁr?;:llamon lineal por 147 1 701
N de casos vélidos 1395

a. 9 casillas (23,1%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es ,37.

Anexo 6. XLVI.
Analisis de contingencia Indicacién*Nucleos2

Indicacion

[ monogenica B Ema

[ translocacion robertsoniana [l fallo de FIV

[ translocacion reciproca B factor masculino severo
W inversion [l meiosis patologica

[ cariotipo alterado [ fish alterado

[ aborto cariot. M clectivo

[l abortos de repeticion

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética

\alor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 107,3982 36 ,000
Razén de v erosimilitudes 125,666 36 ,000
Asociacion lineal por
lineal ,809 1 ,368
N de casos validos 1425
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a. 27 casillas (51, %) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,06.




¢Es predecible el estado genético de un embrién?

Anexo 6. XLVII.

Analisis de contingencia Indicacién*Clasificacion

NoTransfer

Transfer fresco

Transfer desvitri

Indicacion

[ monogenica [l abortos de repeticion

[ translocacion robertsoniana [l EMA

[ translocacion reciproca [ fallo de FIv

[l inersion [ factor masculino severo
. cariotipo alterado . meiosis patdogica
[Jaborto carict. [ fish alterado

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 27,2942 33 147
Razon de v erosimilitudes 31,037 33 ,565
ﬁsg;:llamon lineal por 118 1 731
N de casos validos 362

a. 28 casillas (58,3%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,38.

Anexo 6. XLVIII.

Analisis de contingencia Indicacién*Transfer

Indicacion

[ monogenica [l abortos de repeticion
[l translocacion robertsoniana [l EMA

[ translocacion reciproca [ fallo de FIV

[l inersion [ factor masculino severo
. cariotipo alterado . meiosis patologica
[ avorto cariot. [ fish alterado

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 36,9862 22 ,024
Razén de v erosimilitudes 43,392 22 ,004
ﬁ::;:llauon lineal por 1.210 1 271
N de casos validos 444

a. 15 casillas (41, 7%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es 1,07.
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translocacion robertsoniana
translocacion reciproca
inversion

cariotipo alterado
aborto cariot.
abortos de repeticion

EM
fallo de FIV
factor masculino severo
meiosis patologica
fish alterado

translocacién robertsoniana
cariotipo aterado
aborto cariot.
abortos de repeticion
EMA
fallo de FIV
factor masculino severo
meiosis patologica
fish afterado
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ANEXOS

Anexo 6. XLIX.

a) Analisis de contingencia Indicacién*Cromosoma 13

CRM13
Mo
[
02
K
o4
Os
g
B s

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 67,3852 70 ,566
Razoén de v erosimilitudes 68,148 70 ,540
i?:g:llacwn lineal por 7,835 1 1005
N de casos validos 1135

a. 58 casillas (65,9%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,02.

b) AnAlisis de contingencia Indicacién*Cromosoma 15

CRM15
Mo
[
Oe
B
Ea4
Oz
K]

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 44,2223 48 ,628
Razon de v erosimilitudes 41,931 48 ,719
ﬁ:g;:lla(:lon lineal por 1,104 1 203
N de casos validos 913

a. 38 casillas (60, 3%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,01.



¢Es predecible el estado genético de un embrién?

¢) Anélisis de contingencia Indicacién*Cromosoma 16

translocacion robertsoniana
translocacion reciproca
inversion
ca\riot;go alterado
orto cariot.
abortos de repeticion
EMA
~ falodeFIlV
factor masculino severo
melossPatologlca
ish atterado
electivo

CRM16
Bo
[
Oz
K
([
Os
g
Bs

Los sectores muestran frecuencias
Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 87,5322 77 ,193
Razbn de v erosimilitudes 60,621 77 ,915
ﬁ:g;:llamon ineal por 808 1 369
N de casos validos 1078

a. 65 casillas (67,7%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,00.

d) Anélisis de contingencia Indicacién*Cromosoma 17

translocacion robertsoniana
cariotipo alterado
aborto cariot.
abortos de repeticion
EMA
fallo de FIV
factor masculino severo
meiosis patologica
fish alterado

CRM17
Bo
[
Oz
K
Oa
Os
[ g

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asint6tica
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 42,1702 48 ,710
Razon de v erosimilitudes 38,950 48 ,821
ﬁ:g;:llacmn lineal por 465 1 495
N de casos validos 932

a. 40 casillas (63,5%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,01.
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ANEXOS

e) Anélisis de contingencia Indicacién*Cromosoma 18

CRM18

translocacion robertsoniana
translocacion reciproca
inversion
cariotipo alterado
aborto cariot.
abortos de repeticion
EMA

fallode FIV
factor masculino severo
meiosis patologica
fish alterado

translocacion robertsoniana
translocacion reciproca
inversion

cariotipo aterado
aborto cariot.
abortos de repeticion

EMA
fallo de FIV

factor masculino severo
meiosis patologica
ish alterado
electivo

Bo
[t
e
[ K
([
Os
g

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 57,2892 60 ,575
Razén de v erosimilitudes 53,227 60 ,720
i?:g:llacmn lineal por 2,215 1 137
N de casos validos 1136

a. 48 casillas (62,3%) tienen una frecuencia esperada inferior a

5. La frecuencia minima esperada es ,05.

f) AnAlisis de contingencia Indicacién*Cromosoma 21

CRM21

Bo
[t
Oe2
[ !
&4
Os
g

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 64,6702 66 ,523
Razon de v erosimilitudes 55,137 66 ,827
ﬁ::;:llamon lineal por 1611 1 204
N de casos vélidos 1138

a. 52 casillas (61,9%) tienen una frecuencia esperada inferior a

5. La frecuencia minima esperada es ,00.
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g) Anélisis de contingencia Indicacién*Cromosoma 22

translocacién robertsoniana
translocacion reciproca
inversion
cariotipo alterado
aborto cariot.
abortos de repeticion
EMA

fallode FIV
factor masculino severo
meiosis patologica
fish alterado

CRM22
Bo
[
Oz
| k!
Oa
s
B

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 65,7412 60 ,285
Razon de v erosimilitudes 69,803 60 ,181
i?:g:llacmn lineal por 1,669 1 196
N de casos validos 1104

a. 45 casillas (58,4%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,05.

h) AnAlisis de contingencia Indicacién*Cromos. sexuales

» monogenica
translocacion robertsoniana
translocacion reciproca.
.. Inversion
wnotio aterado
orto cariot.
abortos de repeticion

EMA
. falode FIV
factor masculino severo
melossrpamolognca
ish alterado
electivo
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Sexo

Bo [l Xxxxx

B xx [ xxy

Oxy B xxvy

Bxo [ xyy

oy [l >xxxx

[ xxx [ sin diagn/No inform.

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 568,1432 132 ,000
Razon de v erosimilitudes 173,514 132 ,009
i?:glzllamon lineal por 945 1 331
N de casos validos 1279

a. 118 casillas (75,6%) tienen una frecuencia esperada inferior
a 5. La frecuencia minima esperada es ,01.



No gestacion

Gestacion

¢ Gestacion?

NoTransfer

Transfer fresco

Transfer desvitri
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ANEXOS

Anexo 6. L.

Analisis de contingencia Indicaciéon*Gestacion

Indicacion
[ monogenica

[ translocacion reciproca
Bl inersion

[ cariotipo alterado

[ aborto cariot.

[l translocacion robertsoniana

[l abortos de repeticion

B Ema

[ fallo de FIvV

[ factor masculino severo
[l meiosis patologica

[ fish alterado

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
alor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 35,2152 22 ,037
Razén de v erosimilitudes 47,237 22 ,001
ﬁ:;:llamon ineal por 3,972 1 046
N de casos validos 365

a. 16 casillas (44,4%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,83.

Gestacion
[ No gestacion
[l Gestacion
O ¢ Gestacion?

Anexo 6. LI.
Analisis de contingencia Transfer*Gestacion

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 11,2982 4 ,023
Razbn de v erosimilitudes 18,449 4 ,001
ﬁ;:;:llacmn lineal por 0,684 1 1002
N de casos validos 365

a. 4 casillas (44,4%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.
La frecuencia minima esperada es ,10.
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Parto

Aborto

Ect6pico

Anexo 6. LII.

Analisis de contingencia Indicacién*EvolGesta

Indicacion
[ monogenica

. translocacion robertsoniana . fallode FIV
[ translocacion reciproca [ factor masculino severo
[l cariotipo alterado

[ aborto carict.

[] abortos de repeticion

B EvA

[l meiosis patologica
[l fish alterado

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintotica
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 73,8942 30 ,000
Razén de v erosimilitudes 73,739 30 ,000
ﬁ::;lacmn lineal por 2111 1 146
N de casos validos 106

a. 37 casillas (84, 1%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,07.

Anexo 6. LIII.

Analisis de contingencia Ciclo_Indicacién*N°embriones

Indicacion
monog énica B Ema
[ trans. robert. [ fallo de FIV
[ trans. recip. [ factor masculino severo
Il inersion [l meiosis patoldgica
[2] cariotipo alterado [ FisH alterado
[J aborto carict. B electivo
[l abortos de repeticion

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 158,2842 156 ,434
Razon de v erosimilitudes 142,222 156 , 778
ﬁ:;:llacmn lineal por 505 1 440
N de casos validos 266

a. 168 casillas (92,3%) tienen una frecuencia esperada inferior
a 5. La frecuencia minima esperada es ,00.
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ANEXOS

Anexo 6. LIV.

Analisis de contingencia Ciclo_Indicacion*EmbNormales

0 Indicacion

1 [ monogénica B EmA

2 [ trans. robert. [ fallo de FIV

3 [ trans. recip. [ factor masculino severo
4 [l inversion [l meiosis patolégica

5 [ cariotipo alterado [ FIsH alterado

6 |:| aborto cariot. . electivo

7 [l abortos de repeticion

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 107,6462 84 ,042
Razdn de v erosimilitudes 103,726 84 ,071
ﬁsg:llacmn lineal por 550 1 458
N de casos validos 266

a. 83 casillas (79,8%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,01.

Anexo 6. LV.

Analisis de contingencia Ciclo_Indicacién*Gestacién

monogénica Gestacion
trans. robert. [ No gestacion
trans. recip. -
~linversion [l Gestacion
cariotipo aterado
abortos d:?&ré%%rnm' Los sectores muestran frecuencias

EMA
. falodeFIV
factor masculino severo

eSS R eado

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética
Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 15,0052 11 ,182
Razon de v erosimilitudes 16,661 11 ,118
ﬁsg;:llamon lineal por 1,910 1 167
N de casos validos 193

a. 12 casillas (50,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a
5. La frecuencia minima esperada es ,98.
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ESB':B O~NOUTRWN=

Anexo 6. LVI.
Analisis de contingencia Ciclo_N°Emb.*Gestacion

Gestacion
[ No gestacion
[l Gestacion

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética

Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 13,7442 13 ,392
Razon de v erosimilitudes 15,650 13 ,269
Asociacion lineal por
lineal 1,262 1 ,261
N de casos validos 193

a. 15 casillas (53,6%) tienen una frecuencia esperada inferior a

Gestacién
[ No gestacion
[ Gestacion

5. La frecuencia minima esperada es ,33.

Anexo 6. LVII.

Analisis de contingencia Ciclo_Emb.Normales*Gestacion

Los sectores muestran frecuencias

Pruebas de chi-cuadrado

Sig. asintética

Valor gl (bilateral)
Chi-cuadrado de Pearson 29,9742 6 ,000
Razon de v erosimilitudes 30,734 6 ,000
Asociacion lineal por
lineal 20,462 1 ,000
N de casos validos 193

a. 7 casillas (50,0%) tienen una frecuencia esperada inferior a 5.

La frecuencia minima esperada es ,65.
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Descriptivos

Anexo 6. LVIII.

Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite Varianza entre
N Media tipica Error tipico | Limite inferior | superior Minimo Maximo componentes
Cels2 normal 394 3,74 ,868 ,044 3,65 3,82 0 7
cromos multiples 315 3,73 1,211 ,068 3,59 3,86 0 8
monosomia 135 3,88 1,015 ,087 3,71 4,05 2 7
trisomia 81 3,83 ,863 ,096 3,64 4,02 2 5
monosomiattrisomia 31 3,71 ,902 ,162 3,38 4,04 2 6
poliploide 38 3,82 1,249 ,203 3,41 4,23 2 6
desequilibrado 183 3,92 ,913 ,068 3,78 4,05 2 7
afecto 15 3,87 ,516 ,133 3,58 4,15 2 4
sin resultado 47 3,79 1,413 ,206 3,37 4,20 0 6
Total 1239 3,79 1,021 ,029 3,73 3,85 0 8
Modelo Ef ectos fijos 1,022 ,029 3,73 3,85
Ef ectos aleatorios ,0292 3,722 3,862 -,002
Cels3 normal 444 7,35 1,373 ,065 7,23 7,48 4 13
cromos multiples 362 7,28 1,750 ,092 7,10 7,47 3 12
monosomia 155 7,43 1,486 ,119 7,19 7,66 3 12
trisomia 98 7,39 1,537 ,155 7,08 7,70 4 11
monosomiattrisomia 40 7,35 1,942 ,307 6,73 7,97 4 14
poliploide 44 7,14 1,825 ,275 6,58 7,69 4 14
desequilibrado 197 7,38 1,669 ,119 7,14 7,61 2 14
afecto 18 7,28 ,895 ,211 6,83 7,72 5 9
sin resultado 53 6,36 1,606 ,221 5,92 6,80 3 12
Total 1411 7,30 1,586 ,042 7,22 7,39 2 14
Modelo Efectos fijos 1,579 ,042 7,22 7,39
Ef ectos aleatorios ,089 7,10 7,51 ,030
Frag3 normal 444 ,71 ,963 ,046 ,62 ,80 0 4
cromos multiples 362 ,88 1,022 ,054 ,78 ,99 0 5
monosomia 155 ,68 ,952 ,076 ,53 ,83 0 4
trisomia 99 ,76 1,107 ,111 ,54 ,98 0 5
monosomia+trisomia 40 ,65 ,921 ,146 ,36 ,94 0 3
poliploide 44 75 ,918 ,138 47 1,03 0 3
desequilibrado 197 ,82 1,153 ,082 ,66 ,98 0 5
afecto 18 ,89 ,963 ,227 41 1,37 0 3
sin resultado 53 1,13 1,161 ,159 .81 1,45 0 4
Total 1412 ,79 1,024 ,027 74 ,84 0 5
Modelo Efectos fijos 1,021 ,027 74 ,84
Ef ectos aleatorios ,044 ,69 ,89 ,006
Nucleos2  normal 446 ,99 ,300 ,014 ,96 1,01 0 3
cromos multiples 368 ,94 ,435 ,023 ,89 ,98 0 3
monosomia 157 ,98 ,400 ,032 ,92 1,04 0 3
trisomia 99 ,98 ,285 ,029 ,92 1,04 0 2
monosomia+trisomia 41 1,05 ,498 ,078 ,89 1,21 0 3
poliploide 45 ,98 ,260 ,039 ,90 1,06 0 2
desequilibrado 197 ,98 ,404 ,029 ,92 1,04 0 3
afecto 18 1,00 ,000 ,000 1,00 1,00 1 1
sin resultado 54 ,96 ,513 ,070 .82 1,10 0 3
Total 1425 ,97 377 ,010 ,95 ,99 0 3
Modelo Efectos fijos ,377 ,010 ,95 ,99
Ef ectos aleatorios ,0102 ,952 1,002 ,000
a. Adv ertencia: La varianza entre componentes es negativa. Ha sido reemplazada por 0,0 al calcular esta medida para los ef ectos aleatorios.
Prueba de homogeneidad de varianzas ANOVA
Estadistico Suma de Media
Ces? de Lev; 234 g1 3 glfzm Slg,boo cuadrados gl cuadratica F Sig.
Cels3 3,660 8 1402 ,000 Cels2 Inter-grupos 6,845 8 ,856 820 585
Frag3 1,369 8 1403 ,206 Intra-grupos 1283,752 1230 1,044
Nucleos2 5,365 8 1416 ,000 Total 1290,597 1238
Cels3 Inter-grupos 53,943 8 6,743 2,705 ,006
Pruebas robustas dellgualadad de las medias ° . Intra—grupos 3494,624 1402 2’493
T T s T T et Total 3548,567 1410
Brown-Forsy the ,813 8 378,210 ,592
— o Y 5260 e o Frag3 Inter-grupos 15,052 8 1,882 1,804 ,072
Brown-Forsy the 2,658 8 | 476,675 ,007 Intra-grupos 1463,477 1403 1,043
oo \l;:z:/(\:/:-l:orsy&he 1:2?13 : Allsi:;ij :;s: Total 1478'529 1411
Nucleos2  Welch Nucleos2  Inter-grupos ,824 8 ,103 , 725 ,670
Brown-Forsy the
a. Distribuidos en F asintéticamente. Intra-grupos 201‘ 109 1416 ’142
b. No se pueden realizar las pruebas robustas de la igualdad de medias Total 201,933 1424

para Nucleos2 porque al menos un grupo tiene varianza 0.

135




Descriptivos

Interv alo de confianza para
la media al 95%
Desviacion Limite Varianza entre
N Media tipica Error tipico | Limite inf erior superior Minimo Maximo componentes
Cels2 monogenica 31 3,94 574 ,103 3,73 4,15 2 5
translocacion robertsoniana 152 3,80 963 078 3,65 3,96 0 6
translocacion reciproca 103 4,04 ,816 ,080 3,88 4,20 2 7
inversion 32 4,16 1,081 ,191 3,77 4,55 2 6
cariotipo alterado 27 3,44 1,050 ,202 3,03 3,86 2 6
aborto cariot. 64 3,562 ,976 ,122 3,27 3,76 2 5
abortos de repeticion 149 3,79 1,042 ,085 3,62 3,96 o] 6
EMA 162 3,72 ,960 ,075 3,57 3,87 1 6
fallo de FIV 157 3,49 1,107 ,088 3,32 3,66 1 7
factor masculino sev ero 50 3,54 973 ,138 3,26 3,82 2 5
meiosis patologica 26 3,35 ,936 ,183 2,97 3,72 2 5
fish alterado 277 4,01 1,077 ,065 3,88 4,13 [0 8
electivo 9 4,11 ,601 ,200 3,65 4,57 3 5
Total 1239 3,79 1,021 ,029 3,73 3,85 [0 8
Modelo Ef ectos fijos 1,003 ,029 3,73 3,84
Ef ectos aleatorios ,077 3,62 3,96 ,041
Cels3 monogenica 38 7,18 1,136 ,184 6,81 7,56 3 9
translocacion robertsoniana 157 7,22 1,665 133 6.95 7.48 4 14
translocacion reciproca 117 7,45 1,453 ,134 7,19 7,72 2 14
inversion 32 8,63 1,561 ,276 8,06 9,19 6 12
cariotipo alterado 27 6,93 1,685 ,324 6,26 7,59 4 11
aborto cariot. 80 6,94 1,562 ,175 6,59 7,29 3 10
abortos de repeticion 196 7,39 1,520 ,109 7,17 7,60 4 14
EMA 193 7,32 1,764 ,127 7,07 7,57 3 13
fallo de FIV 176 6,93 1,507 ,114 6,71 7,16 4 12
factor masculino sev ero 50 7,10 1,581 ,224 6,65 7,55 4 12
meiosis patologica 32 7,41 1,775 ,314 6,77 8,05 4 11
fish alterado 304 7,47 1,515 ,087 7,30 7,64 4 12
electivo 9 7,44 1,014 ,338 6,67 8,22 6 9
Total 1411 7,30 1,586 ,042 7,22 7,39 2 14
Modelo Ef ectos fijos 1,568 ,042 7,22 7,39
Ef ectos aleatorios ,101 7,08 7,52 ,067
Frag3 monogenica 38 ,92 1,024 ,166 ,58 1,26 o 4
translocacion robertsoniana 157 o1 1,129 1090 73 1,09 0 4
translocacion reciproca 117 .87 1,149 ,106 ,66 1,08 o 5
inversion 32 ,06 ,354 ,063 -,06 19 o 2
cariotipo alterado 27 ,59 747 ,144 ,30 ,89 o 2
aborto cariot. 81 ,65 ,809 ,090 ,48 ,83 o 3
abortos de repeticion 196 ,50 ,781 ,056 ,39 ,61 o 4
EMA 193 .84 1,121 ,081 ,69 1,00 o) 5
fallo de FIV 176 .73 ,981 ,074 ,59 ,88 [0 5
factor masculino sev ero 50 ,70 ,909 ,129 44 ,96 o] 3
meiosis patologica 32 ,69 ,859 ,152 ,38 1,00 o] 3
fish alterado 304 1,02 1,094 ,063 ,89 1,14 [0 5
electivo 9 ,89 , 782 ,261 ,29 1,49 o 2
Total 1412 79 1,024 ,027 74 .84 o 5
Modelo Efectos fijos 1,008 ,027 74 ,84
Ef ectos aleatorios ,073 ,63 ,95 ,037
Nucleos2 monogenica 38 1,00 ,000 ,000 1,00 1,00 1 1
translocacion robertsoniana 157 97 438 035 o1 1,04 0 3
translocacion reciproca 117 ,99 ,383 ,035 ,92 1,06 o 3
inversion 32 1,00 ,000 ,000 1,00 1,00 1 1
cariotipo alterado 27 ,78 ,424 ,082 ,61 ,95 o] 1
aborto cariot. 81 1,02 ,222 ,025 ,98 1,07 1 3
abortos de repeticion 196 1,01 ,358 ,026 ,95 1,06 o] 3
EMA 193 ,94 377 ,027 ,88 ,99 [0 3
fallo de FIV 187 ,98 ,231 ,017 ,95 1,01 o 2
factor masculino sev ero 50 1,00 ,000 ,000 1,00 1,00 1 1
meiosis patologica 32 1,00 ,000 ,000 1,00 1,00 1 1
fish alterado 306 ,96 ,511 ,029 ,90 1,02 o 3
electivo 9 .67 ,500 ,167 ,28 1,05 o 1
Total 1425 ,97 377 ,010 ,95 ,99 [0 3
Modelo Ef ectos fijos ,376 ,010 ,95 ,99
Ef ectos aleatorios ,014 ,94 1,00 ,001
Prueba de homogeneidad de varianzas ANOVA
Estadistico ) Suma de Media
= de "e"segzg gii = 9'5226 Slgboo cuadrados gl cuadratica F Sig.
Cels3 1,820 12 1398 1040 Cels2 Inter-grupos 56,468 12 4,706 4,675 ,000
Frag3 4,795 12 1399 ,000 Intra-grupos 1234,129 1226 1,007
Nucleos2 9,685 12 1412 ,000 Total 1290,597 1238
Pruebas robustas de iguadad de las medias ? Cels3 Inter-grupos 111,582 12 9,298 3,782 /000
e T oz S0 Intra-grupos 3436,985 1398 2,459
Cels2 Welch 4,658 12 | 175,640 ,000 Total 3548,567 1410
Brown-Forsy the 5,270 12 592,878 ,000
Cels3 Welch 3.760 2| 185487 000 Frag3 Inter-grupos 57,256 12 4,771 4,697 ,000
Brown-Forsy the 3,971 12 603,508 ,000 -
Fraga Welch 12,300 12 | 188,780 1000 Intra-grupos 1421,273 1399 1,016
Brown-Forsy the 5,631 12 662,372 ,000 TOtaI 1478,529 1411
Nucleos2  Welch Nucleos2  Inter-grupos 2,733 12 ,228 1,614 ,081
Brown-Forsy the
a. Distribuidos en F asintéticamente. Intra—grupos 1991199 1412 !141
b. No se pueden realizar las pruebas robustas de la igualdad de medias Total 201,933 1424
para Nucleos2 porgue al menos un grupo tiene varianza 0.
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Anexo 6. LX.

ROC

“Score  BY Resultado (1)

/PLOT = CURVE (REFERENCE)

/PRINT = SE COORDINATES

JCRITERIA = CUTOFF (INCLUDE) TESTPOS (LARGE)
DISTRIBUTION|(FREE) CI(95)

JMISSING = EXCLUDE . frea bajo 13 cuna

varBbles Eesulado de contrasies Z3cne

mitans ao da ol RS

Resumen del proceso de casos Sees s
Limie
FIr— Area | emmp® | =g ssmoms® | Lmee nreor | soperor
N \{a ido | ] T T Y] Gl
Resuft ado sequn lista Lawvarkble fo varkabke) de rewutade de sontracte : ZEoore (Ene al
ed
T MEnos LN empae atre &l gupo de estado £al pasivo § el gpo de
SItiv R 302 £5tado =3l negEil 0. Los estzdistions puetel e5tErsesqeios
. Baio el supuesto no paEmatico
Negativo £ 2 e
g 8 g 2 HidtesE B 2eE veradera=03
Perddo 164

Los valorcs mayores cn la varnadlc do resuftedo do contraste
incican una mayor evidencia de un estado real positiv o.

a El estado real positiv o es romal.

Curva COR
104
0 &+
T
Coordenadas de la curva f
gﬂ.ﬁ'
Variables resultado dz contraste: ZScore 5
Positiv o si g
es mayor o 1- 1 0.4
igual que® | Sensibilidad | Especificidad '
00 1.000 1,000
1,50 888 868 1
2,50 423 AEBs '
3.50 148 A7
4,50 033 066 00
5,50 002 015 " : _ | 10
6.50 .000 .002 1 -Especificidad
7.50 oo oo
9.00 oo oo Los segmentos diagonales son producidos por los empaes.

La variable jo variables) de resultado de contraste:
Z5zore tiene al menos un empate entre el grupo de
estado -eal positivo y el grupc de estado real negati o.

a. O meror valor de corte es el v alor de contraste
observado minimo mencs 1, mientras que el
mayor v aler de cort2 es el valor de ceontraste
obgervado madmo mas 1. Todos los demas
v alores de corte son la media de dos valores de
contraste cbserv ados ordenados y consecutiv os.
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ROC

HCRASZY BY Resultado |
/ELOT = CURVE (REFERENC=
/JEFRINT = SE CODRLIMNATES
JCOCRITERIA = CUTOFE({ ZNCLUDE)
)

DISTRIBUTION(FREE. CI 95

JMTSSTNG = FEXCTULE

Resumen dd proceso de casos

N valido
Resuftado | s=gun lista)
Positiveoa 10
MNegativo 142
Herdido 1234

arkcha meulado da contimaie

1)
)

TESTPOS (LARCE )

Anexo 6. LXI.

frsabalo b cure

HORAS 3T

niey 3l de conflarneza
Finmdlico al 85%

mte
Arsz Emortin® |Sig asimdtics’ | LmRelnfeior | superor
33 7 AT &1 )

AuATRENR fouaidanks) e =Rl e oot Ee e S0 RARTT flene 3l
menos un empete entie el grpodeestado kalpsRuoy 21 gnpo oe

estack mal negatvo Los sstad istbos pusden estar sesgedos
3. B30 el supuesio no parEmetco
0. Hipotzsks nula: areavendades = (5

Los vaores may cres en la v aiable d= rasultado de c onfraste

indican ura may or evidencia de un estadoreal positivo.

a2 El estadoreal postivo es normal.

Coordenadas de la curva

\farigbles resultado ce contraste: HORAS2T

Mositiv o si

G5 may or o 1
igaal que® | Sensibilidad | Especif cidad
.00 1,200 1,000
1.50 444 483
2,50 245 268
3.50 .J00 42
5.00 ,J00 000

_avariable io vanables) de resultado de cortraste:
H4CRASZT tienz al menos un empate entre €l grupo de

astado real positivo v el grupo de estado real negativ o.

3. F mernr v alor de cote es el valor de contraste
nhservadn minimo menas 1, mientras que @
mayor v alor de corte es el valor de contrastz
observado maximo mas 1. Todos los cemas
valores de corte son la media de dos valores de

contraste observ ados o-denados v consecuti os.
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Anexo 6. LXII.

ROC
Cels 3Y Resultado ()
/EFLOT = CURVE (REFERENCE )
JERINT = SE COORDINATES
JCRTTRERTA = CUTOFF(TNCTIIDE) TRERST=0S (TARGE)

DISTRIBUTION (FEEE) CI (95)
/MISSING = EXCLUDE .

4yea bao 2 cune

Resumen del proceso de casos

Los valores may ores en la v ariable de
indcan una mayor cvidencia do un ost:

a. El estado real positivo es nomal.

Cocrdenadas de la curva

Wankanles resuladn de cnnfmsie DRl

nenab de conflana
35 hidlco ala5%

Limie
Sl Arsz Emriip® | Sp ssirdtcd | Limle iWenor | suoesar
M 1'4_51“':.10‘ {_' 431 a1y B3 EE] 514
Resuftado sequn lista) La varknk (ov arkbks) de esuRado de contmste: Cak2 tkne al
po M0 W eMpEte etie &l gupo de estak Ralposiio ¢ & gum g8
Positivee 394 28100 B2l NeEIVO L0 eEaIElons puecen sEtErEesgans
M egati'-m 845 3 BEj0 8l supuEsto mo pEEm Ay
b Hesk ruila- Ana wertisE =05
Perddo 186

Curva COR

084

E
2061
\ariables resultzdo de contraste: Cels: o /
Posiivo si c
B Iy uou 1- -::'11.4— /
iguzl me® | Sansibilidad | Fsperificidad
-1.00 1,000 1.000
A0 A97 .996
1.50 A97 994
240 458 Rl
3.50 104 740 | | | |
4,60 084 180 D4 13 L 10
550 013 .056 1-Especificidad
6.50 005 003 Los segmencos diagonales son producidos por les empates.
750 000 001 ;
9.00 000 .0oa

La variable (o variakbles) de resultado dz contrzste: Cels2
tienc al menos un empate entre ¢l grups de estado real
positvoy el grupo ce estaco real negativo.

a. El menar valor de conte es el valor de contraste
observ ado mirimo menos 1, mientras que el
mayor valer de cote es el valor de contraste
observ ado maximo mas 1. Todos los demas
v alores de corte son la media de dos v alores de
contraste observ ados ordenados y ConSeCUty os.
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Anexo 6. LXIII.

ROC

Cels3 BY Resultado (1)

/2LOT = CTURVE |EEFERENCE)

/ZRINT = EE COORDINATES

/CRITERTA = CUTCFFE(INCLJDE) TIZSTPOS ( LARGH
CISTRIBUTICK (FREE) I (C5)

/MISSING = EXCLUDE . Arsa tajo Ia cuna

wArk hbes B ulada de nnirasie TelRS

nitensab oe corf BnE
Resumen del proceso de casos ezl E%
=
Zr Arsz Ermnip® | Sig ssiectics’ | Lmes nfenor | supeior
M Va“dD{ 516 016 2 485 548
Resurado | segun lIsta) L3 variane o Jarknks) de resulad oe comrase: Calss tere al
TET k- al=4 Jﬁﬁm:mﬂmﬁlg’Jmm“:m nilmitbﬂ:.‘ﬁlg’JNm
Positivee 444 estach real neEN. Los S5tacistos puaten estar sesgpdo
" Bajoe| SUPUEsta N paERet o
Negativn 067 2 e
Pg O HipdteskE nuk- 2eE verEderz =05
Morddo 14

Los valcres mayores en la varable de resutado de contraste
indican une mayorevidenzia de un esiaco real positivo.

a. [ estaco regl postivo es nomal

Curva COR
1.1+ /
Coordenadas de la curva 03+ /
Varables resultadode contraste: Cels3 //
- - - 4
Positiv o si L /
2 054 ¢
&5 may o o 1- = /f
igual que® | Sensibiidad | Fspecificidad % /_/
1,00 000 1,000 <
250 ©.020 993 @ 04 /
3,50 *.000 995 //
450 .957 933 /
5,50 094 045 029 V4
6.50 758 702 N/
750 551 513 /4
8.50 15 162 0= ' ' 1 ' '
: : : 0o 02 04 0g 08 110
250 045 073 1-Especificidad
10 50 007 023
11.50 004 015 Los segmentos dagonaes son producidos por los empales
12,50 002 003
13,50 000 003
1500 000 007

La v ariakla (o v ariables) de resultado de contraste: Cals3
tienz ¢l menos un cmpatz ontre ¢l grupo de cstado real
postivo v el grupo de estado ezl negativo.

. Bl menor v alor dz2 corte es el v alor de confraste
cbserv ado minimo mencs 1, mientras que el
mayor valor de core 25 el v alor de contraste
cbser ado maximo mas 1. Todos los demas
valores de corte son |3 media de dos v alores de
rontraste nhservadns nrdenadns v consecutic ns
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ROC

Frag3
/FLOT =
/S PRINT =

BY Resuvltado
CJORVE (REFERENCE)
5B COORDINATES
JORAITERIA — CUTORF | INCLUDE)
DTSTATRIITTON(FEFR)

JMISSING = EXCLUDE

Resumen del proceso de casos

W vaido {
=esutado | segun lista)
Zosity @ 444
Yegativo 963
“erdido 13

Anexo 6. LXIV.

(1)

TESTPOS {LAAGE )

07 (e5)

Area bajo 18 conva

Warkhles Baibain g oot Frags

mteny alo & conflenza
Ehnidtko 3l 25T
Linke
A Erorip® | Sl ssntlied | LmRe infaror | sugarbr
i1 [l 120 4 e

La varkble (D vanatks) de resulad de comdle: Fd tkne 3l
mens un empake entre =l gupo de 2stad0 kalpostvoy el grpo de
s tmdo nal ragEtiv o, Lo ed@ted sikos puedan eslal sasgados

3. Bajo elsupuesio M [@EmA o

0. Hipdtes b mula: dres vedadera =035

Los valores mayores enla v arizble ce -esullado de contraste
indiczn una mayor evidenr a de ur estadn real postivn

a. [l estado real positv o es nommal.

Coordenadas de la curva

Variables resultado de contreste: Mragd

Positvo =i
£S Mayoro 1-
igua lql.,b-:ﬂ;3 Zensibilidad | Especificidad
-1,00 1.C00 1,000
.90 462 405
1.50 A7 215
2,30 L5e JTa
3,90 .L27 27
2,80 ,Co0 005
k.00 JLLou R

Curva COR

01,84 /

Sensibilidad
N

AN

00 ﬁ) . .

| I
0p 02 04 0E na ‘A
1 . Especificicad

Los segmentos diagonsles son producides por log empates

La v arizble (> variables) de resultado de contraster Frag3

tonc al menos un cmpatc crtrc o gupo de cstado rcal

posilivo y el gupo de eslzdo el negalivo.

A El menor valor de cote es el valor de contraste

observaday minimo menos 1, mientras que &l
mayorvalorde cote es el valorde confraste
observads maxime mas 1. Todos los demas
VElores dz2 corne sonla media de dos valoes oe
contraste observados ordenados y consecutiv os.
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Anexo 6. LXV.

ROC

Fvold BY Resultado (1)

/PLOT = CURVE (REFERENCE )

/PRINT = SE COORDINATES

JCRITERIA = CUTOFF (INCLUDE) TESTPOS (LARGE)
DISTRIBEUTION(FREE) CI (95)

JMISSING = EXCLUDE .

Area bajo B cuna
arlbles Bsulado de contraste: Evald

mienak de conf B
Resumen del proceso de casos Ertlco 31 5%

Limte
M v alida |: Arzz Ermriip® | Sig ashwoics” | Limee nfenar | superor
i 557 16 | 5% 558
Fesult ado Segun |ISTE:|' Lavarkbke { varkoks) de resulad de conftrasie: Evold tiene al
e Menos un empate enire el grupo de estado mal posivo § el gnipo de
Positiv ¢® 443 25tac0 resl negEv o, Los estadistices pueden estar sesgedos
NEQEH'I.-'D 952 2. Bajo el supuesto no paEmetnic
. 0. Hipitesk MUl area verdadera= 0.5
Perdido 30

Los valores mayores en la v ariable de resultado de contraste
indican una mayor evidencia de un estado real positiv o.

a. El estado real positiv o es normal.

CurvaCOR
1.0+
0.8+

T
Couvrdenadas de la curva .g 06
Variables resultado de contraste: Bv ol4 E
Positivo si c
gs mayor o 1- ;D.-i-
igual gue® | Sensibilidad | Especificicad
-1.00 1,000 1,000
A0 .549 07
1,50 023 050
3,00 000 000
La v ariable (o variables) de resultado de contraste: Bv oM

R | I
liene al menos un empate entre el grupo de estado real 04 06 08

1.0
positivoe v el grupo de estado real negativo. 1 -Especificidad
a. B menor valor de corte es el valor de contraste
observ ado minimo menos 1, mientras que &l Los segmentos diagonaes son producidos por los empates

mayor v alor de corte es el v alor de contraste
observ ado maximo mas 1. Todos lcs demas
valores de corte son la media de des v alores de
contraste observados ordenados y consecutw os.
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ROC

Trndicacidn

3Y Re=1n1 tadco

Anexo 6. LXVI.

(1)

/FPLOT = CURVI (REFERENCE )

/ERINT =

EXCLJDE

ok COORDIMNATES
JCRITERTA = CUTORE ( ZNCLUDE)

DISTRIBUTION (FREE)
JMISSING =

CI 951

Area balo la curva
Varlaokes resuRiado de confrasie: Indicacon

TESTPCS ( LARGE)

Resumen del proceso de casos

Resultado

b valico (
segln lista)

Mositive
Megativo

445

nien alo de conflarza
s matko @19

LimRe
AT Ermrip® | 5ig ik | Linke Werr | supenor
B3 o7 046 50 66

Lav arkbk jo v zriabks) de resalady de comtaste Indzackn tene al
Menos un empatk anine &l gupo de estado real poaBive § & gnapo de

a7

Los valores mayores enlav anakble de res

estadoreal negelivo. Los estacBlbxs pueden estar sesg@dos
2. Bajo el supuesio no parametreo
D I mpdtaads ruls dnea v ardadem — 9,0

irdican ura may or evidencia de un estado real positivo.
2. El estado real posifiv o es nomal.

Coordenadas de la curva

Variables resultado de conraste: Indicacicn

Fositive si

es may or o 1-
Iguzl que Sensinhdad | Especiticidad
.00 1,30C 1,000
1,50 1.1 -1
250 B4t 871
3,50 .30¢ L7685
4,50 ras 145
5,50 760 30
6,50 397 676
7.50 .361 bl
8,50 AN 342
9,50 336 252
10,50 291 222
11.50 .260 203
12,50 .Joc 008
14.00 A0C nan

La wariable (o v anables) de resulada dz contrasze:
Indicacidn tiene al menos un empate entre el grupo de
estado real positivo v el gupo de estado real negativ o.

a. El menor v zlor de corte es 2| valcr dz contrase
obser ado minime menos °, mientras que &l
mayor valor de corte es el valor de contraste
obserr ado maxima mas 1. Todos los demés
v alores de corte son la media de dos v aloras de
coitraste obse-vados ordenados y consecativ os.

Curva COR
111
M=
k=]
]
g &
B
] =
EI‘M- //
N2 //
00 "f

T
1]

I I

T T T
02 0s V5 08 11

1- Especificidad

Lus segmenivy dagenales son producidus por los emples
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ROC
Clazificacion BY Gestacion
FPLOT = CURVE (REFZREMNCE )
JERINT = SE COORDINATES
JCRITERIA = CUTOFZ({ _NCLUDE)
DISTRIBUTION|(FREE) CI (05)
JWNISSING = EXCLUDI

Resumen del proceso de casos

M v alido {
Gegtacion | seqgun | sta)
Mesitiv o Ja
Megativo 310
Perdde 1077

_osvaorzs mayores en la v aiable de resultado de contrzste

(1)

Anexo 6. LXVII.

TESTECS (LARGE )

freabalp 15 curva

Vb es 1esulado de coflade. Chsllbachn

Area

Emrip”

3y ashwes®

Ry a3k de conlldne:
Eotaled el

LimRe Inferir

Limke
supamr

43

045

131

34

29

La varkzble o vanzbles) dz esulado de coniraske: Chsllcackn tkne
al menoc wn cmpat cate el orupe o colade Kal pockie y elgnpo
g2 estado ralnegativo. Los estad (sticos puaden edtar sesg@dos

2 Bgjo el swuesto o EEmeatrco

0 Hbdeskmlx 293 rendadera =0,35

ndican una mayor ev idencia ce un estado rea postw o.
a. E estado real positiv o es Cestaciin,

Ccordenadas de [a curva

Varlapl2s resultado de Contraste. Clasimicacion

Positivo =i

Csmayo o -
lgual [:|LJEEI Sersibllidad | Especiiicldad
0 1.000 1.000
1,50 [ TB3 JB23
2,50 2R3 a7
3,50 026 J0a2
3,00 000 L0

L3 variabe (ov ariables) de resultado ce contracte

Clasficacion fiene al menos un empate entre &l gupo de

estado real positivo y el grupo ce 2stado real negativo.

a. El menor valorde core 25 el valor de contraste

obsarv ado minmo menos 1, mientras que &l
mayor valorde cone es el valor de conmrasie
obsarv ado maximomas 1. Tocos los demas
valores de corfe son la media dedns valoes de
contrastz obsenv ados odenados ¥ consec utiv os.
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Resumen del proceso de casos

Anexo 6. LXVIII.

(1)

ROC
Zlazificacion BY EvolGezta
/ EPLOT CURVE (REEFZRENCE)
JEPRZNT = 5E CCOORDINATES

/CRCTERIA — CUTOFT { INCLUDZ |
CTi95)

DISTRZBEUTION (FEEE)

TESTPOS | LARGE |

JHMISSING = EXCLUDZ

M valido {
Fv nlGesta | segin ista)
Fosgitiv o8 53
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Ferdidn 1324
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ey Gl deconlEn s
AsInilon Al G5
. Limite
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g2 estEto B2l negEth 0. Los 2EtEd s Bo0E puedeneEtar S68 003
2. Ba &l supeesh nopaEmatio:

0. Hipitesk mila: arezvedadera = 0.3

Laswvalores mayores en la v aiable dz2 resultado de contraste
irdican una mayor ev idercia ce un estadc real positiv o.

. El estado real positiv o os Parto.

Coordenadas de lacurva

Vanables resultado de contraste: Clasificacion

Positiv o si

&5 May or C 1-
igual yue® | Sensibilivad | Bspecilicidad
0C 1,000 1,000
1.60 TS LEDS
250 230 263
350 16 .26
A.00 00 00

La v arable (ov ariables) d= rzsaltade de contraste:

Clasificecion tiene al menos un empate entrz el grupo de
estado real pesitiv 2y el gupo de estado real negatw c.

a B meno valor de cote es el valor de contraste

obser ado minimoe meros 1, mientras que «l
may or valor de corte es el valor de contraste
obsew adu maimoe mas 1 Todus lus demas

valores de corte sonla madia de dos valares de
contrastz observ ados crdznados y consecutivos.
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