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RESUMEN

La edad reproductiva avanzada es una de las causas mas significantes de la caida de la
efectividad en la tasa de embarazo en reproduccion asistida. La fertilidad de la mujer disminuye
en el pasar de los afios a causa de la disminucién de la reserva ovarica y de la disminucion de
la calidad de sus ovocitos, lo cual lleva a un aumento en la aneuploidia en los embriones

producidos a partir de ellos.

Las aneuploidias son las anormalidades mas comunes en la genética humana. Las altas tasas
de aneuploidias en embriones humanos no existen en otra especie de mamifero, y provoca bajas
tasas de implantacién, altas tasas de abortos espontaneos, ademas de un aumento en el riesgo

de enfermedades congénitas en los recién nacidos.

Se ha desarrollado una serie de técnicas para la seleccion de los embriones que se desarrollan
en fecundacién in vitro (FIV), incluyendo procedimientos de screening para anomalias
cromosomicas numéricas o estructurales provenientes de parejas con un cariotipo normal. Estos
procedimientos son comunmente conocidos como diagndstico genético preimplantacional por

screening de aneuploidias (PGT-a).

Las plataformas genéticas empleadas para estos estudios utilizan la amplificacion del genoma
completo, ademas de la hibridaciéon del genoma comparativo (CGH), polimorfismo de un solo
nucleétido (SNP), y la reciente secuenciacién de la segunda generacion (NGS). La reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) también se utiliza para el screening de aneuploidias. Esta
tecnologia se utiliza rutinariamente hace varios afios con el objetivo de mejorar no solo los
andlisis clinicos sino ademas el tiempo de embarazo y, lo més importante, generar el embarazo

a término con un alto nimero de “bebes saludables en casa”.

A través de la evaluacion genética preimplantacional (PGT) se obtiene diferentes resultados,
tales como como: embriones euploides (cuando la evaluacion muestra desviaciones respecto a
la base bioinformatica de referencia para ninguno de los veintitrés cromosomas), embriones
aneuploides (presentan ganancia o pérdida de uno o mas cromosomas), no informativos (cuando
los resultados de la secuenciacion son no concluyentes), y embrién mosaico (cuando coexisten

células euploides y aneuploides en el mismo embrién).

Hasta el presente los grupos de investigacion que trabajaron en la técnica de PGT realizaron la
fecundacion de los ovocitos mediante la técnica de ICSI, pese que no habia indicaciéon en contra
del uso de FIV para esta préctica. La justificacién para el uso de este método de fecundacion
reside en que con la técnica de fecundacion in vitro convencional pueden quedar
espermatozoides adheridos a la zona pellcida y por lo tanto se amplificarian en el PCR utilizado
para la evaluacién genética preimplantacional. Es por eso que en el presente trabajo se estudio
la realizacion de PGT luego de la fecundacién mediante FIV convencional y por otra parte la

comparacion de las tasas de aneuploidias entre amabas técnicas de fecundacion.



Se analizaron 58 embriones de Dia 5 y Dia 6 de cultivo en el estadio de blastocisto expandido,
provenientes de 21 pacientes. Dichos embriones fueron obtenidos en tratamientos de
fecundacion in vitro realizados en Medicina Reproductiva Fertilis entre los meses de agosto de
2019 y diciembre de 2019, en los cuales los pacientes decidieron realizar PGT-a a sus

embriones.

El resultado mas relevante del presente estudio ha sido la confirmacién de que se puede realizar
el andlisis cromosémico de los embriones desarrollados a partir de fecundacién in vitro
convencional. Esto fue confirmado a partir del hecho de no haber encontrado reportes de

mosaicismo y/o embriones no informativos en el andlisis de estos embriones.

Ademas, si bien hubo pocas confirmaciones mediante una herramienta estadistica a causa del
bajo nimero de embriones analizados, se pudo observar una tendencia hacia una mayor tasa
de aneuploidia en los embriones de calidad pobre. Cuando se evalud por separado la calidad de
la masa celular interna y el trofoblasto se observé una marcada disminucién en la tasa de
euploidia junto con la disminucién de la calidad embrionaria. Por altimo, la comparacién de la
tasa de euploidia con respecto a la edad de los pacientes coincide con hallazgos previos que
muestran al igual que el presente trabajo que hay una disminucién en la cantidad de embriones

euploides con la edad.

Los resultados de esta tesis aportan informacion valiosa al uso de la técnica de fecundacion in
vitro convencional para la realizacion de la evaluacion genética preimplantacional. Actualmente
se esté realizando este mismo analisis en cuanto a comparacién de técnicas de fecundacion,
calidad embrionaria y edad de los pacientes sobre esta nueva técnica denominada PGT no

invasivo.

Palabras clave: Embrién - FIV — ICSI - PGT
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INTRODUCCION

El embridn

Desarrollo embrionario

Una vez producida la fecundacién, comienzan a desarrollarse los eventos tempranos de
activacion del oocito, que son inducidos a partir de la penetracion del espermatozoide y tienen
lugar antes de que ocurra la primera division celular (Figura 1). Estos eventos incluyen: la
descondensacién del material genético del nicleo masculino; los eventos tardios implican: que
se complete la meiosis femenina, la descondensacion del material genético de su nucleo, la
formacién de los pronucleos femeninos y masculinos y el reclutamiento de ARNm maternos que

permitan la expresion de nuevas proteinas (Knobil y col; 2005).
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Figura 1: Esquema de los eventos tempranos que ocurren durante el proceso de fecundacion.1-
La capacitacion del espermatozoide se completa en el oviducto. 2- El espermatozoide penetra la
matriz extracelular del cumulus, manteniendo intacto su acrosoma. 3- El espermatozoide alcanza
la zona pelicida y se une a la misma. 4- Se desencadena la reaccidon acrosomal. 5- El
espermatozoide penetra la zona pellicida luego de haber perdido su vesicula anterior. 6- El
espermatozoide se une y luego fusiona con la membrana plasmética del oocito (en el gréfico es
denominado “egg’). 7- La exocitosis de granulos corticales constituye el inicio de la activacion

del oocito (en Knobil y col; 2005).



Desarrollo embrionario

Una vez formados los prontcleos femenino y masculino se produce la unién de ambos, proceso

conocido como singamia (Tabla 1). Luego de este evento tiene lugar el primer clivaje embrionario

entre las 24 y 28 horas siguientes, y el segundo clivaje, que dara un embrién de 4 células, ocurre

unas 12 horas después. Usualmente las blastdmeras (células embrionarias) se dividen cada 16-

24 horas, por lo que en el Dia 2 de desarrollo el embrion tendra 4 células y el de dia 3 tendra 8

células (Figura 2). A partir de ese momento se activara el genoma embrionario y aquellos que lo

hagan con éxito comenzaran a dividirse en forma exponencial alcanzando primero el estadio de

morula (Dia 4) y luego el de blastula o blastocisto (Dia 5) (Thibault y col; 1993). En la Figura 2 se

observan los diferentes estadios embrionarios.

Tabla introduccién 1: Cronologia del desarrollo del embrién

Dia

0

1 Oviducto

2 Oviducto

3 Oviducto

4 Oviducto/Utero
5 Libre en el Gtero
6 Libre en el Gtero
7 Libre en el Gtero

Diferentes etapas antes y

después de la ovulacion

Ovulacién e inseminacion

Fecundacion: Pronucleado

Estadio de 4 blastémeras

Estadio 8 blastomeros

Mérula: 32 a 64 blastomeras - Blastocisto temprano:

100 células

Blastocisto expandido. 500 células

Blastocisto saliendo de la zona peltcida: 700 células

Primeros contactos entre las células del trofoblasto
embrionario y el epitelio del endometrio que sefiala el

inicio de la implantacion: >1000 células

Tiempos
aproximado desde

la ovulacion (hs.)

24
48
72

96



Figura 2: Desarrollo embrionario. A- Pronucleado; B- Embrién de 4 células; C- Embrion de 8
células; D- Blastocisto expandido; E- Blastocisto eclosionando; F- Blastocisto eclosionado.
(Imégenes tomadas con el microscopio invertido de Fertils, aumento 400x)
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El blastocisto

La implantacion del embrién en el Utero es un avance evolutivo reciente asociado a la viviparidad
y toma lugar en la etapa de blastocisto. Esta estrategia reproductiva asegura una eficiente
nutricién y proteccién de los embriones, lo cual promueve su supervivencia. Para que la
implantacion sea exitosa debe existir una sincronizacion precisa entre el desarrollo del blastocisto

y la receptividad uterina al comienzo del proceso.

El desarrollo embrionario hasta el estadio de blastocistos es el resultado del proceso de
compactacion de la morula, producto del incremento de adhesion entre las células exteriores del
embrion en division. Por definicion, el blastocisto es caracterizado por un blastocele, el cual es
una cavidad central rodeada por una monocapa de células o trofectodermo. Un pequefio grupo
de células (un cuarto de las células del blastocisto) resultante de las células interiores de la
morula, es localizada abajo del trofectodermo, y se denomina masa celular interna (MCI). Ambos
tipos de celulares son requeridos para el desarrollo embrionario: el trofectodermo interactia con
el dtero durante la implantaciéon, mientras que la MCI da principalmente origen al embrién
propiamente dicho. A partir de ambos tipos celulares se generaran las diferentes capas
embrionarias: ectodermo, mesodermo y endodermo. La interaccion, asociacion y desarrollo de
estas capas resultard en la diferenciacion de tejidos y 6rganos del feto y también en la formacion

de las membranas extraembrionarias (Jirasek, 2001).

El primer contacto entre el epitelio uterino (endometrio) y el embridén es establecido por el
trofectodermo. Ninguna otra capa celular es capaz de iniciar la implantacion. La principal
caracteristica de las células del trofectodermo son su naturaleza epitelial y su polaridad. La
polaridad aparece primero en la capa celular externa de la mérula compacta. El trofectodermo
es un continuo e impermeable epitelio cuyo rol es aislar el medio embrionario e inducir la
expansion del blastocele. Como consecuencia todo el intercambio materno-embridn es efectuado

por el trofectodermo, al menos durante la fase de vida libre del blastocisto.

Reproduccidn asistida

Definicion de infertilidad

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) define la infertilidad como una enfermedad del
sistema reproductivo determinado por la imposibilidad de concebir un embarazo luego de 12
meses 0 mas de coitos regulares no protegidos si la edad de la mujer es menor a 35 (OMS,
2010). En el caso de mujeres de mayor edad no es aconsejable esperar los 12 meses y se trata
de comenzar los estudios luego de 6 meses. La reproduccion es un proceso natural que tiene

una baja tasa de éxito en la especie humana. Aproximadamente solo el 25% de las parejas
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saludables menores de 30 afios que tengan relaciones regularmente logran producir el

nacimiento de un nifio.

Desde un punto de vista social, para muchas personas, formar una familia y tener hijos es
considerado como objetivos de vida. Cuando esa meta no se alcanza debido a la infertilidad, esto
produce un gran impacto negativo a nivel psicologico, provocando frustraciones, y alteraciones
emocionales. Aproximadamente el 10 al 15% de las parejas experimentan algin problema de
infertilidad durante su vida fértil, esto representa entre 50 y 80 millones de personas a nivel
mundial. Se estima que cada afio se agregan 2 millones de parejas con problemas de infertilidad
en el mundo y que la incidencia esta aumentando (Adamson y col; 2018)

En las Ultimas décadas ha habido un aumento en el nimero de personas que consultan por
infertilidad, y esto puede ser atribuido al menos a tres factores (Wilkinson y col; 2019). En primer
lugar, se destaca la postergacion del momento en que se decide procrear, lo cual esta
relacionado con una mayor participacién de la mujer en actividades profesionales y laborales. En
segundo lugar, el aumento de las alteraciones en la calidad del semen debido a habitos sociales
como el alcoholismo y el tabaquismo. Por udltimo, se pueden mencionar los cambios en la
conducta sexual. Los avances de los métodos anticonceptivos, en muchas ocasiones provocan
el reemplazo del preservativo por métodos que, si bien impiden el embarazo, dejan méas
expuestos los 6rganos reproductivos al contacto intimo, con el consecuente aumento del riesgo
de contraer enfermedades de transmisién sexual. Estas podrian potencialmente alterar la

capacidad reproductiva.

A veces, la fecundacion se ve impedida debido a diversos factores anatémicos y/o fisiologicos.
En estos casos, estamos ante problemas de fertilidad, los cuales pueden ser solucionados
mediante tratamientos de reproduccion asistida. Aunque habitualmente se emplea el término
infertilidad en forma generalizada, no siempre se utiliza correctamente. Se define como
infertilidad primaria aquella situacion en la que no se puede conseguir la concepcion. Mientras
gue se denomina infertilidad secundaria, cuando la pareja ha tenido un hijo previamente, pero no
logra la concepcién cuando busca un nuevo embarazo. En el caso de las parejas igualitarias o
madres solteras por eleccion, hablamos de infertilidad estructural, ya que para lograr la
concepcion de un hijo necesitan una célula del sexo contrario.

El estudio de la pareja infértil siempre ha sido enfocado considerando diferentes factores: el factor
ovulatorio, el factor Utero-tubario-peritoneal y el factor masculino entre otros. Estos factores
pueden combinarse entre si, 0 actuar independientemente (Morente y col; 2013). Globalmente,
el factor masculino y las causas mixtas son las méas prevalentes (Cuadro 1); mientras que en las
pacientes mayores de 40 afios el factor femenino no tubario y las causas mixtas son las mas
frecuentes (Cuadro 2). En cambio, en las pacientes menores de 35 afios, la causa mas frecuente

es el factor masculino (Cuadro 3).
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Factores de infertilidad

B Causas combinadas
m Sin causa

1 Solo masculina

1 Femenina tubarica

B Femenina no tubarica

Cuadro 1: Distribucién de los factores de infertilidad (Morente y col; 2013)

Factores de infertilidad
Mayores de 40 anos

B Causas combinadas
i Sin causa

i S6lo masculina

" Femenina tubarica

B Femenina no tubarica

Cuadro 2: Distribucion de los factores de infertilidad en pacientes mayores de 40 afios.

(Morente y col; 2013)
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Factores de infertilidad
Menores de 35 anos

M Causas combinadas
M Sin causa

i Sélo masculina

Femenina tubarica

B Femenina no tubarica

38%

N

Cuadro 3: Distribucién de los factores de infertilidad en pacientes menores de 35 afios
(Morente y col; 2013)

A continuacién, se analizaran las causas de infertilidad, tanto femeninas como masculinas, asi

como también las que se deben a fallas en la interaccién entre ambos sexos.

- Infertilidad Femenina

La infertilidad femenina tiene su origen en mdltiples factores entre los que se pueden enumerar;
desordenes ovulatorios, alteraciones anatémicas, procesos infecciosos, afecciones congénitas,

causas genéticas, entre otras.

La ovulacion es el fenédmeno mas importante del ciclo menstrual femenino y su ausencia es
responsable de la infertilidad que padecen un gran nimero de mujeres. El hecho de que el évulo
no sea expulsado del ovario se conoce como anovulacién, y es definida como la condicién en la
cual el desarrollo y la ruptura folicular estan alterados. La anovulacién pude deberse a la falta de
estimulo por parte del hipotdlamo o de la hipdfisis, razén por la cual se ve modificada la
produccion de GnRH, FSH y LH; asi como también por alguna falla en la respuesta del ovario
hacia las hormonas antes mencionadas. Esta deficiencia ovéarica puede deberse a factores
genéticos o a causas funcionales como exceso de ejercicio fisico, bajo peso corporal, utilizacién

de drogas y tratamientos oncolégicos (Lania y col; 2019).

El sindrome de ovario poliquistico es la patologia enddcrina mas prevalente en las mujeres y la
causa mas frecuente de anovulaciéon (Sanchez-Garrido y Tena-Sempere, 2020). Los ovarios que

presentan esta afeccidn se caracterizan por secretar una mayor proporciéon de hormonas
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masculinas y por reclutar una gran cantidad de foliculos en cada ciclo menstrual, por lo que la

funcién ovarica normal se ve alterada.

Entre las alteraciones anatomicas mas frecuentes se destacan las adherencias pelvianas,
también llamadas sinequias. Estas son cicatrices que involucran al aparato reproductor
femenino, y que, en general, constituyen una secuela de procesos infecciosos o de
endometriosis. En esta patologia se unen diferentes drganos, alterando tanto la anatomia como

la fisiologia del aparato reproductor femenino (Curry y col; 2019).

La endometriosis puede ser definida como la presencia de tejido endometrial fuera de la cavidad
uterina, y sus causas pueden ser tanto genéticas, como inmunolégicas u hormonales (Freytag y
col; 2020). Dentro de las alteraciones congénitas mas frecuentes se puede destacar la
segmentacion vertical del Gtero (tabicacién), responsable de producir abortos recurrentes, y la
obstruccioén tubaria de las Trompas de Falopio, que puede ser unilateral o bilateral. Esta afeccion

puede ser también producida por una infeccion de las vias reproductivas (Benacerraf, 2019).

La infertilidad femenina puede tener causas genéticas, como pueden ser alteraciones en el
cromosoma “X”, mutaciones en ciertos genes que alteran la anatomia del aparato reproductor,
mutaciones en genes que alteran la funcién de las hormonas esteroideas sexuales, asi como
también mutaciones en los genes que codifican los receptores de hormonas nucleares,

receptores de estrégenos y de andrégenos (Jedidi y col; 2019).

Infertilidad masculina

El espermograma en el cual se realiza el andlisis del semen es el estudio mas importante a
realizar en el hombre cuando la pareja presenta dificultades para concebir. Segun el Manual de
la OMS del 2010 un espermograma se considera normal cuando el volumen de semen es =1.5
ml, y la concentracion de espermatozoides por es =15 millones/ml. Cuando la concentracion de
espermatozoides esta por debajo del nivel considerado como normal, se dice que el individuo
presenta oligospermia, mientras que la azoospermia se define como la ausencia de los gametos

masculinos en el eyaculado (OMS, 2010).

Otros aspectos a tener en cuenta al momento de analizar la calidad del semen, es la movilidad
espermatica, asi como también su morfologia. Una muestra normal debe tener una cantidad de
espermatozoides con movilidad progresiva 230%. En muchos casos la movilidad es anormal, y
esto puede deberse a largos periodos de abstinencia, determinadas condiciones psicoldgicas,
factores inflamatorios, inmunolégicos, congénitos e idiopéaticos o incluso a errores durante la

obtencién y transporte de la muestra (OMS, 2010).

La evaluacién de la morfologia espermética es tan importante como la evaluacion de la

concentracién y la movilidad, ya que si los espermatozoides son morfolégicamente anormales,
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probablemente sean también anormales funcionalmente. La OMS considera normales aquellas
muestras de semen con espermatozoides con morfologia normal 24%. Los resultados de la
evaluacién de la morfologia con criterio estricto se correlacionan con la capacidad de los
espermatozoides de unirse a la zona pellcida, penetrar y fecundar los oocitos y con fallas en la

implantacion y en la concepcion (OMS, 2010).

Dentro de las causas mas comunes de infertilidad masculina se puede mencionar la disfuncién
eyaculatoria junto con todas sus variantes. Estas incluyen la ausencia completa de eyaculacion,
la eyaculacion retrégrada y la eyaculacion prematura. Las dos primeras pueden tener un origen
traumatico, iatrogénico, farmacolégico, metabdlico y psicoldgico, mientras que la eyaculacién

prematura puede deberse a causas sistémicas, inflamatorias o psicolégicas (Shindel, 2019).

El varicocele es una patologia frecuente (10-25% de hombres jovenes sanos) que se caracteriza
por la dilatacion de las venas de los testiculos, la cual provoca una alteracion de los parametros
seminales normales en los individuos afectados, ya que tiene una influencia directa sobre la

espermatogénesis (Shindel, 2019).

Las infecciones en el tracto reproductor masculino pueden contribuir o ser causales de
infertilidad, ya que alteran la espermatogénesis, el almacenamiento de los gametos masculinos
y el transporte en el sistema glandular secretorio, causando inflamaciéon y consecuentemente
esclerosis del sistema de transporte de tabulos, generando infecciones en la préstata y en las
vesiculas seminales, desarrollando anticuerpos antiespermaticos y aglutinacion (Vickram y col;
2019).

Ademas, las infecciones o inflamaciones afectan la funcidn secretora de la préstata y de las
vesiculas seminales. Las infecciones de la préstata causan obstrucciones parciales o totales de
los conductos eyaculadores, causando oligospermia o azoospermia (Wijayarathna y Hedger,
2019).

Existen también factores genéticos responsables de la infertilidad masculina, que se considera
que corresponden a menos de un 5%, y que se clasifican segun si la alteracion se debe a un
Unico gen o a un defecto estructural de los cromosomas. Dentro de las patologias genéticas mas
frecuentes se pueden destacar la fibrosis quistica (1 en 2500), que induce un pobre desarrollo
del conducto de Wolff y una azoospermia obstructiva; y la distrofia mioténica (1 en 8000), que

causa atrofia testicular (Jedidi y col; 2019).

La importancia del diagnéstico genético radica tanto en la posibilidad de realizar diagnésticos
etioldgicos de la afeccion, asi como evaluar los riesgos de transmision a la descendencia (Rey
Valzacchi, 2013).
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Infertilidad causada por combinacién de factores femeninos y masculinos

El contacto entre algunos tejidos de los aparatos reproductores femeninos y masculinos, puede

generar en algunos casos, una respuesta inmune que desencadena dificultades para concebir.

Se ha demostrado, que tanto los hombres como las mujeres pueden desarrollar anticuerpos
antiespermaticos que reaccionardn contra aquellos gametos y que alteraran la capacidad

reproductiva de la pareja (Vickram y col; 2019).

Tratamientos
Tratamiento de baja y alta complejidad

- Antecedentes histéricos

A mediados del siglo XX, y durante muchos afios, los métodos quirtrgicos habian ocupado un
rol principal en el tratamiento de la infertilidad, aplicados a contrarrestar el dafio en determinados
o6rganos reproductores como las Trompas de Falopio. Sin embargo, a la vez fueron
desarrollandose nuevas metodologias menos invasivas. Comenzaron a ser utilizadas la
laparoscopia y la ultrasonografia. Por otra parte, lograron avances en el campo de la
endocrinologia. La induccién de la ovulacion en mujeres aciclicas fue el método endocrinolégico

més utilizado en esos afios y lo sigue siendo actualmente (Huhman, 2018).

Estas nuevas metodologias fueron reemplazando las clasicas técnicas de la medicion del moco
cervical para predecir la ovulacion, y el control de la temperatura corporal basal. La laparoscopia
operatoria se convirtio en la principal opcion al momento de tratar patologias tubo-peritoneales
femeninas, y simultaneamente fueron desarrolladas técnicas como la faloposcopia, la
histerosalpingografia, la microlaparoscopia y la hidrolaparoscopia transvaginal para realizar un

mejor analisis y diagndstico de la patologia tubarica (Dubuisson y col; 1990).

El desarrollo de la fertilizacién in vitro (FIV) ha brindado informacién adicional sobre la
gametogénesis y el desarrollo de los embriones, lo que permitié avanzar en el entendimiento de
la importancia de la calidad oocitaria, asi como también de las alteraciones que pueden ocurrir

al momento de la implantacion (McGowen y col; 2014).

En la busqueda de aumentar la tasa de fecundidad en mujeres infértiles, se comenzaron a
emplear inductores de la ovulacion, que permitieran obtener un mayor nimero de oocitos
disponibles para ser fecundados. A lo largo de los afios, se han utilizado diferentes inductores
como el citrato de clomifeno, las gonadotropinas obtenidas a partir de mujeres menopausicas, la

FSH purificada, y en més recientemente la FSH recombinante (Holesh y col; 2020).

Con respecto a los hombres, ya a principios del siglo XX, se reconoci6 la importancia de la

infertilidad masculina, por lo que comenzaron a surgir nuevas ideas, como la participacion de la

17



FSH en la espermatogénesis, y el rol principal de la cirugia en la reparacién de los vasos
deferentes (Acosta y col; 1991). En la actualidad el tratamiento del factor masculino esta
fuertemente relacionado con la inyeccion citoplasmatica de espermatozoides (ICSl), logrando

muy buenos resultados a partir de esta técnica.

- Técnicas de reproduccién asistida

Las parejas que experimentan dificultades para concebir, en la actualidad tienen a su disposicién
una gran variedad de tratamientos y metodologias que incorporan avances meédicos Yy

tecnoldgicos y que proveen diversas alternativas para lograr una solucion a su problema.

Las técnicas de reproduccién asistida son aquellas que consisten en la asistencia del médico
para facilitar el contacto entre el oocito y el espermatozoide. Se las puede clasificar en las

técnicas de baja complejidad y las técnicas de alta complejidad.
i. Técnicas de baja complejidad

La inseminacion intrauterina es el proceso por el cual el semen es puesto en el Gtero mediante
el empleo de un catéter especialmente disefiado para esta practica. Previo a realizarse este
procedimiento, los espermatozoides son sometidos a un proceso de seleccion en el laboratorio
para el mismo dia en que se producira la ovulacion, logrando asi un encuentro sincronico de las

gametas.

ii. Técnicas de alta complejidad

El 25 de Julio de 1978 naci6 en Inglaterra Louise Brown, el primer “bebé de probeta”, producto
de la fecundacion de un oocito y un espermatozoide in vitro, es decir, fuera de la cavidad uterina.
Fue un hecho de gran impacto social, y que revolucion6 la medicina reproductiva. Este
procedimiento fue realizado por los Doctores Robert Edwards, quien gané el premio Nobel, y
Patrick Steptoe. En la actualidad se estima que el nUmero de bebés nacidos como resultado de
las tecnologias de reproduccion asistida de alta complejidad ha superado los 8 millones (Mouzon
y col; 2020).

Inicialmente, la FIV se indicaba para solucionar la infertilidad relacionada con problemas en las
Trompas de Falopio. Sin embargo, gracias al éxito alcanzado, la técnica se convirtid en el

tratamiento estandar de diversas patologias responsables de producir infertilidad.
Los pasos implicados en un tratamiento de FIV son:

e Hiperestimulacion ovéarica controlada: mediante el suministro hormonal se logra

aumentar el niumero de foliculos preovulatorios.
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e Aspiracion oocitaria: empleando una aguja guiada por ecografia se realiza la puncién de
los foliculos preovulatorios.

e Recuperacion de oocitos: se realiza la captacion de los oocitos aspirados en el
laboratorio.

e Procesamiento de los espermatozoides: mediante centrifugacion se realiza la seleccion
de los espermatozoides para realizar la fecundacién.

e Co-incubacién de los oocitos y los espermatozoides: ambas gametas son incubadas en
conjunto durante 16 a 20 horas para que se produzca la fecundacion

e Cultivo in vitro de los embriones: los embriones producidos son cultivados en los medios
apropiados durante 3 a 5 dias.

e Transferencia embrionaria: mediante un catéter especial se coloca un embrién dentro

del Utero a la espera de lograr la implantacion y el embarazo.

En los casos en que se presente un factor masculino severo (bajo nimero de espermatozoides
0 escasa movilidad de los mismos) se indica la técnica de inyeccion intracitoplasmatica del
espermatozoide (ICSI), la cual consiste en incorporar un Unico espermatozoide directamente en
el citoplasma del oocito, de manera que se logran atravesar las barreras puestas por la zona
pelicida y la membrana plasmatica mediante una microinyeccion empleando una aguja

especialmente disefiada para esta practica (Figura 3).

Figura 3: Inyeccion intracitoplasmatica previo a la liberacion del espermatozoide (Elder y
Dale; 2011).

Factores que afectan la calidad embrionaria en fecundacidn in vitro.

Podemos enumerar cuatro causas principales como las responsables de la mala calidad de los

embriones que se producen en el laboratorio:
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1. Estudio incompleto de la pareja infértil
2. Protocolo de estimulacion inadecuado
3. Condiciones adversas en el laboratorio de embriologia

4. Anormalidades genéticas o citoplasmicas en las gametas

Condiciones del Laboratorio

Es obvio que si las condiciones que encuentran las gametas al entrar al laboratorio son adversas,
el producto final serd de mala calidad. Sélo haciendo un esfuerzo por mantener las condiciones
Optimas lograremos embriones de buena calidad. Para ello podemos considerar al laboratorio
como un sistema con maddulos conectados a los cuales es necesario controlar y mejorar.
Cualquier laboratorio puede producir embriones que sobrevivirian a las condiciones imperantes
dada la elasticidad intrinseca de los mismos. Pero so6lo aquel laboratorio que haya optimizado
todos los aspectos involucrados en el desarrollo in vitro lograra obtener embriones de buena
calidad asegurando un alto potencial de implantacién para desarrollar embarazos viables
(Esfandiari y Gubista; 2020).

Dentro de estos aspectos dedicaremos una particular atencién a los medios de cultivo.
Originalmente se empleaban formulaciones simples de medios para todas las etapas de un ciclo
de produccion in vitro. Hoy sabemos que los requerimientos energéticos, de iones y nutrientes
van cambiando con los diferentes estadios del desarrollo embrionario. Condiciones inapropiadas
de cultivo exponen a los embriones a un stress celular que puede resultar en un clivaje retrasado,
una detencién del clivaje, formacién de fragmentos citoplasmaticos, pobre producciéon de

energia, inadecuada activacion del genoma y deficiente transcripcién génica (Fan y col; 2010).

Aunque estas necesidades embrionarias no son por entero conocidas, hoy contamos con
medios, los cuales son especificos para cada estadio, quimicamente definidos, con los que se
pretende reproducir la situacidon in vivo. Estos son medios salinos suplementados con

aminoacidos, proteinas, factores de crecimiento, entre otro (Gardner y col; 2020).

Las Unicas pruebas concluyentes de que un medio es el adecuado luego de los controles de
calidad habituales es la obtencién de tasas adecuadas de fertilizacion (270%), clivaje (295%) y
embarazo e implantacion (proximos al 45% y al 20% respectivamente, para mujeres menores de

39 afios y respuesta ovarica adecuada).

Un punto clave dentro del sistema es la temperatura, ya que los oocitos humanos son
extremadamente sensibles a variaciones momentaneas de este factor. Pequefias disminuciones
de temperatura pueden causar disrupcion irreversible del huso meidtico y dispersion de

cromosomas. Una forma efectiva de solucionar este problema es incorporar al sistema platinas
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térmicas y cubrir las capsulas con aceite mineral (el cual actia de amortiguador de los cambios

atmosféricos).

Calidad de las gametas

La calidad de las gametas que se empleen en el proceso de desarrollo in vitro de embriones
afectard el resultado final del mismo. Ha sido demostrado que tanto la edad de los oocitos como
el origen de los espermatozoides afecta fuertemente la calidad de los embriones producidos a

partir de ellos tanto desde el punto de vista anatémico como genético (Vermey y col; 2019).

En el nacleo de los oocitos se encontraron anormalidades genéticas tales como errores en la
segregacion de cromatidas durante la primera divisibn meidtica, anomalias en la estructura del
huso meidtico y anomalias producidas durante las divisiones mitéticas tempranas. Mientras que
en el citoplasma se han observado anormalidades en la estructura y/o distribucion de proteinas
estructurales y reguladoras, factores de transcripcién y sitios de almacenaje. Debido a que el
desarrollo embrionario temprano esta dirigido por constituyentes ooplasmicos, las anormalidades
mencionadas se traducen en una pobre tasa de division celular, muerte celular y/o fragmentacion
embrionaria. Todos estos factores son responsables, en gran parte, de las fallas de implantacion

y pérdidas de embarazos tempranos.

Es conocida la declinacion en la fertilidad a medida que aumenta la edad materna. Dicha
declinacién es muy marcada a partir de los 35 a 37 afios de edad. Se ha establecido que en
oocitos de mujeres de edad materna avanzada la funcién mitocondrial se halla alterada debido a
un incremento de las especies reactivas de oxigeno, que provocan un aumento del stress

oxidativo y una reduccion de los niveles de ATP (Somigliana y col; 2016).

Pero no sélo el oocito es el responsable de la mala calidad embrionaria. Trabajos recientes han
mostrado evidencias de que los pacientes con factor masculino pueden producir altas tasas de
embriones mosaico y cadticos, aunque el paciente sea cromosdmicamente normal (Colaco y
Sakkas; 2018). Estos autores compararon la constitucion cromosémica de embriones obtenidos
mediante inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides realizada con espermatozoides
provenientes del eyaculado y de aquellos en los que se realizé la recuperacion quirdrgica de
espermatozoides. Como resultado observaron que las anormalidades cromosémicas

(principalmente mosaicismos) eran mayores en el grupo de recuperacion quirdrgica.

Métodos de evaluacién de la calidad embrionaria

La calidad embrionaria es una medida subjetiva de determinar el potencial implantatorio de un
embrion. Algunos parametros embrionarios utilizados para esta evaluacion son la velocidad de

division celular, el aspecto de las blastémeras, la presencia de fragmentacién celular, la
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presencia de uno o mas nucleos en las células, la apariencia de la zona pelicida y la morfologia
de pronucleos y cuerpos polares. Esta forma de evaluacion es no invasiva y facil de llevar a cabo,
pero genera gran variabilidad entre evaluadores (Abeyta y Behr; 2014) y es muy cuestionada.
Esto ha llevado al desarrollo de diferentes técnicas de evaluacion entre las que podemos nombrar
el uso de sistemas timelapse, determinaciones metabélicas del embrién en cultivo, evaluaciones

genéticas, entre otras (Munné y Gallego; 2019).

Se ha observado una menor tasa de implantacion en embriones de clivaje lento, mientras que,
la mala morfologia celular y la pobre adhesion entre células también correlacionan con baja tasa
de implantacion (McCollin y col; 2020).

La fragmentacién es una division celular sin divisién nuclear. Esto provoca una pérdida parcial o
total de la integridad celular, lo cual redunda en una menor tasa de implantacién de estos
embriones (Fujimoto y col; 2019). La emision de fragmentos a partir de las blastémeras es algo
comun en los embriones producidos in vitro, pero se desconoce con qué frecuencia ocurre in

Vivo.

Frecuentemente algunas blastdmeras muestran mas de un ndcleo luego de la primera division
celular. Los mecanismos para que esta multinucleacién se produzca incluyen la cariocinesis sin
citocinesis, la fragmentacion nuclear y/o la migracion anormal de cromosomas durante la
anafase. Diversos estudios han confirmado que los embriones de este tipo tienen una menor
capacidad de alcanzar el estadio de blastocisto. En pacientes que recibieron al menos un
embriébn multinucleado se registraron bajas tasas de implantacion y embarazo (Gardner y
Balaban; 2016).

Para algunos autores la evaluacién de la morfologia de los pronucleos es de gran importancia
para determinar la calidad del embrién. Se ha establecido que un tamafio diferente de los
prondcleos produce arrestos cigéticos con mayor frecuencia, y luego del clivaje se observa un
mayor numero de embriones de dia 2 multinucleados y de embriones de dia 3 con mosaicismo.
Se ha encontrado que los cigotos con sus pronlcleos ubicados en forma contigua y con sus
nucléolos polarizados tienen mayor niumero de células en el dia 3, ademas de menor incidencia

de multinucleacion y arresto embrionario (Bisioli y col; 2002).

Por dltimo, debemos mencionar que ha habido un gran esfuerzo por desarrollar escalas de
clasificacibn embrionaria que asignen un puntaje o nimero a los embriones producidos, con el
objetivo de diferenciar los de buena y mala calidad. La escala més aceptada a nivel mundial y
que ha ganado gran lugar en los laboratorios de embriologia humana es la desarrollada en el
consenso realizado en Estambul en el afio 2011 al cual asistieron representantes de la sociedad
Alpha de embriologia y de la European Society of Human Reproduction and Embriology (ESHRE)
en 2011 (Balaban y col; 2011).
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Como se mencioné anteriormente se estan realizando grandes esfuerzos por desarrollar
métodos objetivos de evaluacion embrionaria. Entre ellos, los que han logrado mayor grado de
desarrollo son los estudios del metabolismo embrionario, los estudios del embrién en cultivo

mediante timelapse y por ultimo la evaluacion genética preimplantacional (PGT).

Se ha establecido que la actividad metabolica de un embrién puede medirse para determinar su
calidad, ya que los embriones de mejor calidad haran un uso diferente de los estratos metabdlicos
que aquellos de calidad pobre (Thompson y col; 2016). Dentro de los métodos utilizados se
destacan el monitoreo de la captacién de piruvato, del consumo de glucosa y la deteccion de
productos derivados del embrién en el medio de cultivo (Bracewell-Milnes y col; 2017).
Recientemente se han logrado grandes avances al determinar que blastocistos de buena calidad
producen algunas sustancias que indican al endometrio su presencia y que permiten que este
reconozca al embriéon permitiendo implantarse (Grasso y col; 2018). El sistema se basa en tomar
una serie de fotografias con espacio de 5 a 10 minutos para componer una pelicula del desarrollo
embrionario de forma abreviada para de esta forma poder determinar mediante algoritmos
computacionales que embrion tiene el mayor potencial de implantacion (Armstrong y col; 2018).
Pese a que esta es una tecnologia muy prometedora, no ha mostrado una mejoria en las tasas
de embarazo e implantacion que justifigue el uso generalizado en los laboratorios de

reproduccién (Reignier y col; 2018).

Finalmente, la técnica de evaluacion embrionaria que mas difusién ha logrado hasta el presente
es la evaluacion genética preimplantacional de los embriones. Mediante esta técnica se puede
evaluar una parte importante de las anomalias genéticas presentes en ellos. La mayoria de ellas
provienen de anomalias de los ovocitos que dieron origen a los embriones. Las mas comunes
son el resultado de errores en la segregacion de las cromatidas durante la primera division
meidtica (Mihajlovic¢ y FitzHarris; 2018). También se han descripto anomalias en el huso meidtico
que contribuyen a una distribucién inapropiada de los cromosomas entre el oocito y el primer
cuerpo polar (Capalbo y col; 2017). Otra fuente de anormalidades genéticas se presenta durante
las mitosis en los embriones tempranos. Adicionalmente, las anormalidades genéticas aparecen
con una frecuencia marcadamente aumentada en embriones de mujeres de edad avanzada. Este
tipo de anormalidades genéticas aparecen frecuentemente en embriones de baja calidad
(Nagaoka col; 2012).

Los avances tecnolégicos en la evaluacién genética preimplantacional hacen posible realizar un
estudio mas detallado de la calidad de los embriones previo a la implantacion, pudiéndose con
estas técnicas analizar todos los cromosomas embrionarios (Kemper y col; 2019). A partir del
conjunto de técnicas de biologia molecular y genética desarrollada en los ultimos afios ha
aparecido un nuevo campo de estudio en las técnicas de reproduccién asistida denominado

“Reprogenética”.
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Reprogenética

La edad reproductiva avanzada es una de las causas mas significantes de la caida de la
efectividad en la tasa de embarazo en reproduccién asistida. La fertilidad de la mujer disminuye
con el pasar de los afios a causa de la disminucién de la reserva ovérica y de la calidad de sus
ovocitos, lo cual lleva a un aumento en las aneuploidias en embriones producidos. Las
aneuploidias son las anormalidades mas comunes en la genética humana. Numerosos trabajos
en los que se estudian la tasa de aneuploidia en los embriones humanos muestran que mas de
la mitad de estos son aneuploidias (Kemper y col; 2019). Estas altas tasas de aneuploidias en
embriones humanos no existen en otra especie de mamiferos y esta implicada en bajas tasas de
implantacion, altos abortos espontaneaos, altos riesgos de enfermedades congénitas y fetos con
anomalias cromosomicas, como el sindrome de Down (Fesahat y col; 2020). En los Gltimos afios
se han desarrollado técnicas para la seleccion de embriones desarrollados en la fecundacién in
vitro (FIV), incluyendo procedimientos de screening para anomalias cromosomicas numeéricas o
estructurales provenientes de parejas con un cariotipo normal. Estos procedimientos son
comunmente conocidos como evaluacién genética preimplantacional (PGT por sus siglas en

ingles).

En los afios 90 se empleaba la hibridacién fluorescente in situ (FISH) para realizar el PGT tanto
en cuerpos polares como en embriones en estadios tempranos para visualizar cromosomas.
Después de la publicacién de varios estudios retrospectivos, esta técnica se volvié popular.
Numerosos trabajos demostraron que el PGT empleando el FISH no incrementé la tasa de
nacimientos y en algunos casos incluso lo redujo (Cornelisse y col; 2020). Muchos factores son
los responsables de este resultado, incluyendo la ineficiencia del procedimiento FISH, el nimero
limitado de cromosomas analizados, problemas con la cantidad de mosaismos cromosémicas
en la etapa de clivaje, y el hecho que la mayoria de los estudios son con pacientes con mal

prondstico, que producen embriones de mala calidad.

En la década pasada, nuevas tecnologias basadas en la amplificacion del genoma completo a
partir de una sola célula, permitié realizar un screening para 24-cromosomas, asi pudo contribuir
al campo del PGT iniciando una nueva etapa en el diagnéstico. Las plataformas utilizan la
amplificacion del genoma completo, ademas de la hibridaciéon del genoma comparativo (CGH),
polimorfismo de un solo nucleétido (SNP), y la reciente secuenciacion de la segunda generacién
(NGS). La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) también se utiliza para el screening de
aneuploidias. Esta tecnologia se utiliza rutinariamente desde 2008 con el objetivo de mejorar no
solo los analisis clinicos sino ademas el tiempo de embarazo y, lo mas importante el nimero de

“bebes saludables en casa”.
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La finalidad de un programa de screening o tamizaje prenatal es la identificacién de embarazos
de riesgo genético aumentado, sobre todo cuando la mujer tiene menos de 35 afios y la pareja

no tiene antecedentes familiares relevantes de enfermedades genéticas.

El propésito del mismo es intentar detectar riesgo aumentado para trisomias autosémicas fetales,
especialmente la de los cromosomas 21, 18, 13y los defectos de cierre del tubo neural. Existen
los que se realizan antes de terminar el primer trimestre del embarazo (semana 10) y los del

segundo trimestre (semana 15).

Evaluaciéon genética preimplantacional

Aspectos cientificos y técnicos

La evaluacién genética preimplantacional (PGT) es, en forma genérica, el estudio del ADN de
embriones humanos. Un porcentaje elevado de embriones humanos presenta alteraciones
genéticas de distinto tipo, y este porcentaje aumenta con la edad de la mujer (Romanski y col;
2019). Por otro lado, existen enfermedades génicas especificas, portadas por progenitores que
pueden detectarse en el embrién temprano, con la tecnologia disponible actualmente. De dichos
embriones se realiza biopsia de un nimero de células que varia segun el niumero de dias de

desarrollo.
Dentro del concepto de PGT debemaos distinguir algunas opciones:

* PGT-a: es la evaluacién que se realiza para seleccionar embriones cromosémicamente

normales dentro de una cohorte embrionaria.

* PGT-m: es la evaluacién que se realiza para determinar la presencia 0 no de un alelo causante

de una enfermedad genética especifica.

* PGT-sr: es la evaluacion que se realiza para evaluar rearreglos cromosomicos heredables

Procedimiento

En todos los casos antes de comenzar el estudio genético, es necesario realizar una fecundacion

in vitro.
PGT-a:

Es la seleccion de los embriones cromosémicamente normales de una cohorte en la que se
sospecha que estd elevada por encima de lo normal la proporcibn de embriones
cromosGmicamente anormales. Las alteraciones cromosémicas, afectan al nidmero o a la

estructura de los cromosomas. La gran mayoria de los embriones que presentan alterado su
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namero de sus cromosomas, no poseen la capacidad de implantar en el Gtero, 0 en caso de
implantar, detienen su evolucidon generando un aborto. En un muy bajo porcentaje pueden
generar un nacido vivo con una anomalia cromosémica (como el Sindrome de Edwards,
Sindrome de Pateau, Sindrome de Down o Sindrome de Turner), o incluso un tumor trofoblastico

(placentario) gestacional con o sin embrién.

Entre el 0,6 y 6% de los recién nacidos presentan anomalias en el cariotipo: translocaciones
(anomalias en la estructura de los cromosomas) o aneuploidias (alteracién del nimero de
cromosomas). En promedio, el 60% de los abortos espontdneos presentan alteraciones
cromosOmicas, y este porcentaje aumenta significativamente con la edad de la mujer,
representando mas del 80% de los abortos en mujeres mayores de 40 afios. De ahi la gran

importancia de PGT-a.

Existen factores de riesgo que se asocian a una mayor probabilidad de generar un mayor
porcentaje de embriones con anomalias cromosOmicas: edad avanzada, aborto de repeticion sin
causa conocida o con aneuploidias recurrentes, factor masculino severo y falla recurrente de
implantacion. En estos casos muchos grupos recomiendan estudiar genéticamente los
embriones mediante PGT-a para seleccionar los embriones normales cromosémicamente y los

que, por tanto, tendrdn mayor posibilidad de implantar.

Entre el 20 y el 40% de los embriones in vitro son genéticamente anormales segun estudios
cientificos, de hecho, los mas recientes estudios elevan este dato incluso hasta el 50% a 60%, y
este porcentaje aumenta significativamente con la edad de la mujer o con los otros factores
anteriormente mencionados (aborto recurrente, falla recurrente de implantacion, factor masculino

severo o anomalias en el cariotipo de la pareja).

Las anomalias del cariotipo de la pareja se presentan cuando uno de los dos integrantes presenta
translocaciones, inversiones o mosaicismos cromosOmicos. Estos pacientes no presentan
alteraciones fenotipicas y no padecen ninguna enfermedad. Pero presentan una elevada

proporcién de aneuploidias en los embriones que generan (80 a 95%).

Debido a todo lo mencionado, se desprende que un bajo porcentaje de embriones humanos tiene
aptitud genética para implantar, desarrollarse y culminar su proceso como un nacido vivo sano,
este ndmero se ha estimado en un 15-20% de los embriones. Los mas recientes estudios
internacionales, ensayos clinicos aleatorizados que comparan resultados en FIV, haciendo uso
del PGT-a, han arrojado todos resultados similares, incrementando significativamente las tasas
de embarazo, reduciendo las tasas de aborto, y disminuyendo el tiempo necesario para lograr

un embarazo con nacido vivo sano.
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PGT-m:

Es la evaluacién de enfermedades génicas y de anomalias cromosémicas determinadas por
anomalias en el cariotipo parental. Se evallGa el genotipo del embrién respecto a la presencia o
no del alelo causante de una enfermedad especifica o de la alteracion cromosémica que
presentan los progenitores. Permite seleccionar un embrién sano o portador no afectado antes
de ser transferido al Utero. Aproximadamente el 1% de los nifios nacidos sufren algun tipo de
grave enfermedad genética. Hoy se sabe que existen mas de 5000 enfermedades con mutacion
conocida y la lista continla ampliandose. Ejemplos de estas son la enfermedad de Gaucher, la
distrofia muscular, la corea de Huntington, y otras, causantes de discapacidad y deterioro severo
de la salud. En varios paises incluidos Argentina, cuando una pareja tiene una enfermedad
diagnosticada que puede transmitir a su descendencia es obligacién de la clinica de reproduccidn

asistida realizar el PGT-m.

PGT-sr:

Es la evaluacion que se realiza cuando uno de los progenitores presenta una alteracion en la
estructura de sus cromosomas. Con este analisis se detecta si la estructura de alguno o varios
cromosomas esta alterada debido a la ruptura o a la unién incorrecta de segmentos

cromosoémicos.

Pasos para realizar la técnica

» La mujer debe someterse a un tratamiento hormonal para estimular la ovulacion.

* A continuacién se extraen los évulos en el quiréfano y en el laboratorio se realiza la fecundacién

de los évulos con los espermatozoides.
» Se desarrollan los embriones en cultivo

» Se obtienen células del embrién y se evalla la constitucién genética. Al transferir los embriones

sanos la posibilidad de lograr un embarazo con un nacido vivo sano aumenta.

Las células para el andlisis se obtienen haciendo un pequeiio orificio mediante un Laser, sobre
la zona pelacida del embrién. Empleando una pipeta se aspiran las células para su posterior

analisis.

Los embriones pueden ser transferidos en fresco (si la biopsia se realiza en el 3er dia de su
evolucién y el resultado se obtiene en 48 hs o si se biopsia en el 5to dia y el resultado se obtiene
en 12 horas) o ser criopreservados a la espera del resultado del andlisis genético, para luego

transferir aquellos diagnosticados como libres de anomalias genéticas en un ciclo posterior.

27



Resultados esperados

Embrién eupliode: como resultado del andlisis se determina que el embrion posee la

conformacién diploide normal de 23 pares de cromosomas. Es un embrién transferible.

Embrién aneuploide: se determina que el embridn posee algin/os cromosoma/s de mas o de

menos. Estos embriones se denominan anormales y no son transferibles.

Embrién no informativo: es un embrién cuyo resultado no se puede determinar debido a algun
error o problema en la técnica del PGT. Esto puede deberse a la poca cantidad de ADN
recolectado o alguna interferencia en el proceso de amplificacién y lectura. Dado a este resultado
no se puede decir si un embrion es euploide o aneuploide y queda a consideracién del médico y

de los pacientes la decision de transferirlo.

Embrién mosaico: es un embrién que tiene mezcla de células euploides y aneuploides.
Dependiendo del grado de mosaicismo queda a consideracion del médico y los pacientes la

decision de transferirlo.

Técnicas empleadas para la evaluacién genética preimplantacional

La obtencion del material genético puede realizarse en uno de los tres momentos siguientes:
1. Biopsia de cuerpo polar (biopsia del ovocito)

Permite diagnosticar las anomalias genéticas provenientes del ovocito, pero no permite detectar
anormalidades que suceden después de la fecundacién ni las que provienen del espermatozoide.

Dadas estas limitaciones, esta técnica ha sido practicamente abandonada.
2. Biopsia de una blastémera

Esta técnica se realiza en un embrién ya fecundado con un nimero de células entre 6 y 8, al
tercer dia después de la fecundacién. Consiste en extraer una célula de un embrién en desarrollo.
La biopsia embrionaria no suele afectar a la estructura del embrion ni a su desarrollo cuando la

realiza un operador con experiencia.

Esta técnica presenta la limitacion de la extrapolacion de los resultados de una sola célula a las
restantes, de esta forma uno puede estar infiriendo un resultado que solo se da en una célula 'y

en el resto no. Debido a esto esta técnica ha sido practicamente abandonada.
3. Biopsia de tejido extraembrionario

Cuando los embriones llegan a la etapa de blastocito estdn formados por una capa externa de
células (el trofectodermo) dentro de la cual hay una masa celular interna que dara origen al feto.

En este caso las células se extraen del trofoblasto. Existe evidencia demuestra que este tipo de
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biopsia no afecta la viabilidad embrionaria. La biopsia en dia 5 minimiza el riesgo de error
diagnéstico por mosaicismo (ocurre cuando un embrion posee informacion genética distinta en
diferentes células) ya que extrae entre 5 y 10 células. Dado estas ventajas hoy en dia es la

técnica de mayor aceptacion en los laboratorios.

Técnicas a aplicar sobre el material biopsiado

Una vez realizada la biopsia existen distintas posibilidades de estudio:

* Fijar la/s célula/s o el corpUsculo polar y estudiar la conformacién cromosémica mediante la

técnica FISH (se evallan solamente hasta 12 pares de cromosomas).

» Estudio mediante aCGH (array comparative genomic hybridization o hibridizaciéon genémica

comparativa por arrays) (se evallan 23 pares de cromosomas)

* Estudio mediante NGS (next genomic sequencing o secuenciacion de nueva generacion) (se

evallian 23 pares de cromosomas)
* Estudio mediante qPCR (se evaluan los 23 pares de cromosomas)

+ Estudio mediante SNIPS (estudio mediante polimorfismos de base Unica) (se evalian los 23

pares de cromosomas y permite evaluar al mismo tiempo anomalias génicas)

* PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) (permite el estudio de anomalias génicas para

una enfermedad especifica)

Algunas consideraciones con respecto a esta técnica

El PGT no corrige problemas ni mejora la calidad embrionaria. Se trata de un método de
seleccion embrionaria.

Los beneficios de la utilizacion de estas técnicas son:

Cuando se aplica PGT-m por riesgo de una enfermedad génica especifica, se evita su

transmision a la descendencia

Cuando se aplica PGT-a, se evita la transferencia y/o criopreservacion de embriones anormales,
aumentando la tasa de implantacién y la tasa de embarazo por transferencia, se disminuye la
tasa de aborto y disminuye la tasa de nacidos con anomalias cromosémicas. Asi mismo se evita
la pérdida de tiempo (por evitar transferencias de embriones que no tienen la capacidad de
implantar o por disminuir la tasa de aborto). Este punto es de suma importancia en las pacientes

de 35 afios 0 mas.
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Uno de los fines del PGT es el deseo de evitar el nacimiento de nifios con enfermedades
genéticas. Se puede evitar el nacimiento de nifios con enfermedades genéticas como la hemofilia
y algunos tipos de cancer, ademas de enfermedades cromosémicas como el sindrome de Down
o la fibrosis quistica simplemente seleccionando embriones en cuyo genotipo se haya

comprobado que no portan la mutacion correspondiente.

El seleccionar a los embriones mas adecuados puede ayudar a mujeres de avanzada edad o

con problemas de esterilidad a llevar un embarazo a término.

HIPOTESIS

e Los embriones obtenidos a partir de fecundacién in vitro convencional presentaran un mayor
numero de embriones no informativos y/o con mosaicismo debido a la interferencia del ADN
de los espermatozoides eventualmente recolectados durante la biopsia.

e Los embriones obtenidos a partir de fecundacién in vitro convencional tendrdn una menor
tasa de aneuploidias que los embriones producidos por la inyeccion citoplasmatica de
espermatozoides (ICSI).

e Los embriones de pacientes de edad reproductiva avanzada presentaran mayor tasa de
aneuploidias al igual que los embriones de menor calidad.

e Los blastocistos obtenidos en dia 5 de cultivo tendrdn menor tasa de euploidia que aquellos

obtenidos en dia 6.

OBJETIVOS GENERALES

El presente trabajo de investigacion tiene por objetivo estudiar la tasa de aneuploidia que

presentan los embriones producidos en un programa de fecundacion in vitro.
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Objetivos especificos:

e Determinar si es posible obtener resultados del PGT confiables a partir de embriones
obtenidos por fecundacién in vitro convencional.

e Determinar si existen diferencias en la tasa de aneuploidias en los embriones obtenidos
luego realizar la fecundacién mediante la técnica de FIV convencional o de ICSI.

e Determinar si diferentes parametros tienen un efecto sobre la tasa de aneuploidias de los

embriones producidos in vitro

MATERIALES Y METODOS

Se analizaron 58 embriones de Dia 5 y Dia 6 de cultivo en el estadio de blastocisto expandido,
provenientes de 21 pacientes (edad promedio 39.2+5.3; rango etario 27 a 45 afios). Dichos
embriones fueron obtenidos en tratamientos de fecundacién in vitro que se realizados en
Medicina Reproductiva Fertilis entre los meses de agosto de 2019 y diciembre de 2019, en los

cuales los pacientes decidieron realizar PGT-a a sus embriones.

El procedimiento se realizé siguiendo los siguientes pasos:

1. Los pacientes decidieron realizar un tratamiento de fecundacién in vitro. En el
momento de firmar el consentimiento de dicha practica, expresaron su voluntad de
realizar el PGT-a a sus embriones mediante la firma del consentimiento especifico.

2. Estimulacion ovarica y recoleccion de ovocitos:

Todas las pacientes fueron estimuladas con FSH recombinante (Gonal-F, Merck-
Serono, Alemania combinada con HMG (Menopur, Ferring, Suecia). Se administré
una dosis inicial de 150 a 300 IU internacionales de gonadotrofinas durante 5 dias,
ajustdndola de acuerdo a la respuesta ovérica. Al alcanzar un didmetro folicular
promedio de 14 mm o niveles de estrogenos de 300 pg/ml se administré una dosis
diaria de antagonista de GnRh (Cetrorrelix, Cetrotide NR, Merck-Serono, Alemania)
hasta el momento de la descarga, para lo cual se administré una dosis simple de
10.000 IU de HCG (Gonacor 5000, Ferring Pharmceuticals, Suiza) 34-36 hs antes
de la aspiracion folicular. Dicha aspiracién se realiz6 empleando una aguja de

puncién guiada por ecografia.
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10.

Fecundacion in vitro.

Luego de recuperado los ovocitos se colocaron en la incubadora durante 4 horas,
para luego realizar el procedimiento de fecundacion mediante la técnica de FIV
convencional (co-incubar ovocitos y espermatozoides durante 16 a 20 horas) o ICSI
(inyectando un espermatozoide en el citoplasma del ovocito). En el dia siguiente se
constaté la fecundacion y aquellos ovocitos fecundados fueron cultivados hasta el
Dia 3 en medio G1 plus (Vitrolife, Suecia), luego de lo cual fueron colocados en
medio G2 plus (Vitrolife, Suecia) hasta el dia 5 de cultivo. El cultivo se llevé a cabo
en incubadoras de mini volumen ESCO Miri, a 37°C, en 5% de oxigeno y 6% de
dioxido de carbono. Los embriones de Dia 5 y/o 6 fueron evaluados segun el criterio
de Estambul (Balaban y col; 2011), segun esta clasificacién al embrién se le otorga
un valor numérico de acuerdo a la calidad de la masa celular interna y/o del
trofectodermo. Asi el valor 1 significa bueno, el valor 2 regular y el valor 3 malo. Los
embriones que alcanzaron el estadio de blastocisto expandido fueron seleccionados
para realizar el PGT-a.

Se realiz6 la biopsia de 5 a 8 células del trofoblasto del blastocisto empleando un
laser (Lykos, Hamiltong Thorne, USA) para disolver la zona pellcida y permitir de
esta forma el ingreso de una pipeta especialmente disefiada para esta técnica
(Blastomere Biopsy Pipette, Sunlight Medical, USA). Las células extraidas fueron
colocadas en buffer de lisis para ser enviadas a la empresa Igenomix, quien estuvo
a cargo de la evaluacion luego de la amplificacion por PCR y su analisis por NGS.
Los embriones a los que se les realizé la biopsia fueron criopreservados mediante
vitrificacion

Se recibieron los resultados enviados por Igenomix y se les comunicé a los pacientes
la estrategia de transferencia a seguir, decidiendo la fecha de transferencia y que
embrién se transferiria.

Transferencia embrionaria:

Los embriones fueron desvitrificados. Las transferencias se realizaron bajo control
ecografico transfiriendo 1 embrién por paciente empleando un catéter Rocket-
EchoCath (Rocket Medical, England).

Luego de 14 dias realizada la transferencia se realiz6 el andlisis de la concentracion
de beta-HCG para determinar si hubo embarazo.

Luego de 30 dias de la transferencia se realiz6 una ecografia para constatar la
presencia de saco embrionario.

Se realiz6 el andlisis estadistico.
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Datos registrados:

Datos principales:

. Datos de los pacientes de la historia clinica

. Datos de la estimulaciéon ovarica y obtencién de ovocitos

. Tipo de fecundacién in vitro

. Ovocitos fecundados y nimero de embriones en desarrollo

. Numero de blastocistos expandidos a los que se les realizara la biopsia

. Resultados del PGT (embridon euploide, embrién aneuploide, embriébn mosaico y

embrién no informativo)

Datos complementarios:

. Embarazo

. Presencia de saco gestacional en la primera ecografia
. Evolucion de la gestaciéon en semana 12

. Nacimientos

. Semana de gestacion

. Peso de los nifios al nacer

. Anomalias congénitas de los nifios nacidos

Andlisis estadistico:

El analisis estadistico se realizé empleando el software GraphPad InStat 7 (Graphpad Software
Inc., San Diego, CA). Se empled el Test Exacto de Fisher y el Test de T segln correspondiera.

Valores de p<0.05 seran considerados significativos.

RESULTADOS

A partir de los resultados del analisis del PGT no se registraron embriones no informativos ni

mosaicos tanto de FIV convencional como de ICSI.
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En la Tabla 1 se detallan los resultados obtenidos luego de la aspiracion folicular de los 21

pacientes y la posterior fecundacién de los ovocitos maduros.

Tabla 1. Resultados obtenidos en los 21 procedimientos de fecundacién in vitro

Cantidad de casos 21
Promedio de edad femenina 38.2+5.3
Promedio de edad masculina 41.1+6.0
Promedio de procedimientos de FIV 1.7+1.4
Promedio de ovocitos totales obtenidos 9.2+3.8
Promedio de ovocitos maduros obtenidos 7.6x2.9
Tasa de fecundacion 89.4% (143/160)
Blastocistos obtenidos 58
Promedio de blastocistos obtenidos 2.9+2.0

A continuacion, se detalla la distribucién de la calidad de los blastocistos expandidos segun la

clasificaciébn embrionaria mediante el consenso de Estambul (Tabla 2)

Tabla 2.- Distribucion de los blastocistos expandidos segun su calidad.

Calidad embrionaria | Totales | FIV | ICSI
11 13 6 7
1.2 16 9 7
13 0 0
2.1 3 0 3
2.2 16 8 8
2.3 6 2 4
3.1 0 0 0
3.2 2 0 2
3.3 2 0 2

58 25 33
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Cuando se comparé el score embrionario a partir de la calidad de los blastocistos obtenidos luego
de la fecundacion in vitro realizada por FIV o ICSI no se encontraros diferencias significativas
(FIV: 3.2+£0.9 vs ICSI: 3.6+0.8; Grafico 1).

Graéfico 1.- Comparacion del score embrionario obtenido a partir de la fecundacion mediante FIV
0 ICSI

Score embrionario

3.60.8 3.2+0.9

HFV =ICSl

Cuando se compard la tasa de euploidia de los embriones obtenidos a partir de la fecundacion
realizada por FIV o ICSI no se encontraron diferencias significativas (FIV: 52.0% vs ICSI.
54.6%; Gréfico 2).

Gréfico 2. Comparacion de la tasa de euploidia de los embriones obtenidos a partir de la

fecundacion realizada por FIV o ICSI
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Euploidias entre FIV-ICSI

18/33 (54.6%) 13/25 (52.0%)

HFIV mICSI

No se encontraron diferencias significativas al comparar la tasa de euploidia cuando se
compararon los blastocistos obtenidos en Dia 5 de cultivo con aquellos obtenidos en Dia 6 (Dia
5: 60.0% vs Dia 6: 38.9%; Gréfico 3)

Grafico 3. Comparacién de la tasa de euploidia entre embriones obtenidos en Dia 5y Dia 6 de

cultivo

Euploidia segun dia de
biopsia

7/18 (38.9%) 24/40 (60.0%)

B Dia5 EDia6
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Cuando se compar6 la tasa de euploidia segun la calidad embrionaria no se encontraron
diferencias significativas entre los embriones de buena calidad y de aquella de mala calidad
(Tabla 3).

Tabla 3: Comparacion de la tasa de euploidia segun la calidad embrionaria

Clasificacién embrionaria | Tasa de euploidia | Calidad embrionaria

1.1 9/13 (69.2%) Buena

1.2 9/16 (56.3%)

2.1 1/3 (33.3%)

2.2 7/16 (43.8%) Regular

2.3 2/6 (33.33%)

3.2 2/2 (100%)

3.3 1/2 (50%) Mala

Al comparar en forma individual la calidad de la Masa Celular Interna (MCI) y la calidad del
Trofoblasto segun el criterio de Estambul no se encontraron diferencias significativas entre los
embriones que tenian buena calidad y aquellos de mala calidad para estos pardmetros (Tabla
4).

Tabla 4.- Comparacion de la calidad de la masa celular interna y del trofoblasto

Calidad MCI Trofoblasto
1 18/29 (62.1%) | 10/16 (62.5%)
2 10/25 (40.0%) | 18/34 (52.9%)
3 3/4 (75.0%) 3/8 (37.5%)
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Al comparar la tasa de euploidia segun la edad femenina se encontraron diferencias significativas
entre aquellas pacientes con edades <30 anos (88.9%) y las pacientes de edad =241 afos
(26.7%), mientras que las pacientes en rango de edad 31 a 35 afios (57.2%) y 36 a 40 afios
(55.5%) no mostraron una tasa de euploidia significativamente diferente al resto (Tabla 5). Por
otra parte, cuando se comparé la tasa de euploidia segun la edad masculina se encontraron
diferencias significativas entre los varones de edad <35 afios (66.6%) y aquellos de los rangos
etarios de 41 a 45 afios (30.0%) y de >45 afios (20.0%), mientras que el rango de edad de 36 a

40 afos (78.1%) no fue significativamente diferente al resto (Tabla 6).

Tabla 5.- Comparacion de la tasa de euploidia segun la edad femenina.

Edad Tasa de
femenina euploidia
<30 8/9 (88.9%) a
31-35 8/14 (57.2%) ab
36-40 11/20 (55.5%) ab
>41 4/15 (26.7%) b

(a,b) valores con diferente letra difieren significativamente (p<0.05)

Tabla 6.- Comparacion de la tasa de euploidia segun la edad masculina.

Edad Tasa de

masculina euploidia
<35 4/6 (66.6%) ab
36-40 23/32 (71.8%) a
41-45 3/10 (30.0%) b
>45 2/10 (20.0%) b

(a,b) valores con diferente letra difieren significativamente (p<0.05)
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A continuacién, se detallan los datos obstétricos obtenidos a partir de embriones euploides

producidos mediante fecundacion in vitro convencional e ICSI (Tabla 7)

Tabla 7. — Resultados obstétricos complementarios obtenidos en el estudio luego de la

transferencia de embriones euploides.

Tipo de embrién transferido ICSI FIV
Cantidad de embriones transferidos por paciente 1 1
Numero de transferencias realizadas 9 11

Tasa de embarazo

6/9 (67%)

7/11 (64%)

Tasa de embrién evolutivo en semana 12

5/9 (56%)

7/11 (64%)

Tasa de nacimientos

5/9 (56%)

7/11 (64%)

Semana de gestacion 37.3+2.1 37.1+2.3
Peso promedio de nacimiento 29531314 | 3015+421
Tasa de anomalias congénitas 0/9 0/11

DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion se evalud la tasa de aneuploidias presentes en embriones
producidos en el programa de fecundacion in vitro de Fertilis Medicina Reproductiva. Es sabido
que una baja cantidad de embriones aneuploides logra realizar una correcta implantacién en el
Utero (Fesahat y col., 2020), por ello se ha buscado durante mucho tiempo una herramienta para
evaluar estas anomalias cromosOmicas con el objetivo de minimizar el tiempo de espera de los
pacientes para lograr el embarazo y/o evitar que, pese a ser una baja proporcién, logren
implantarse embriones con estas anomalias. Como se dijo en la introduccién en la Gltima década
ha sido desarrollada una serie de técnicas de biologia molecular que permiten analizar la
composicién cromosoémica de las células embrionarias (Sedd, 2018). Entre estas técnicas la que
ha cobrado mayor relevancia es la evaluacion genética pre implantacional (PGT por sus siglas

en ingles).

Hasta el presente los grupos de investigacion que trabajaron en la técnica de PGT realizaron la
fecundacion de los ovocitos mediante la técnica de ICSI, pese que no habia indicacién en contra
del uso de FIV para esta préactica, es por eso que en el presente trabajo se estudi6 la realizacién
de PGT luego de la fecundacién mediante FIV convencional y por otra parte la comparacién de

las tasas de aneuploidias entre amabas técnicas de fecundacion.
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Existen numerosos reportes que muestran que diferentes parametros tales como la edad de los
pacientes o la calidad embrionaria estan relacionados con variaciones en las tasas de
aneuploidia, es por eso que parte del disefio experimental planteado en la presente tesis se
realiz6 con el objetivo de estudiar algunos parametros claves tales como la edad de los pacientes

y la calidad embrionaria (Chen HF y col; 2020).

Uno de los resultados mas relevantes del presente estudio ha sido la confirmacién de que se
puede realizar el analisis cromosémico de los embriones desarrollados a partir de fecundacion
in vitro convencional. Esto fue confirmado a partir del hecho de no haber encontrado reportes de
mosaicismo y/o embriones no informativos en el analisis de estos embriones. Quienes sostenia
que esta técnica no se podia emplear lo hacian afirmando que al realzar el PCR amplificando el
ADN embrionario también se amplificaria el ADN de algin espermatozoide remante de la FIV
unido a la zona pellcida embridon y recogido durante la biopsia embrionaria, lo cual agregaria
ADN extraembrionario arrojando resultados falsos. Mas aun, el haber obtenido 7 nacimientos de

niflos normales a partir de estos embriones muestra que los resultados son confiables.

La importancia de esta confirmacion reside en que se logra una disminucion de la complejidad
en el trabajo en el laboratorio de fecundacion in vitro, ya que, la técnica de ICSI es mas laboriosa,
y acarrea mayor gasto de insumos, una mayor tasa de degeneracion de ovocitos luego de la
fecundacion debido a la inyeccion propiamente dicha y como producto de la manipulacion
realizada al tener que denudar los ovocitos e inyectarlos, una calidad embrionaria algo menor
gue los embriones obtenidos con la técnica de fecundacion in vitro convencional (Ruhlmann y
col; 2012). Este ultimo factor redunda en una tasa de embarazo algo menor en aquellos
embriones obtenidos a partir de fecundaciéon mediante ICSI. Por ultimo, la técnica de ICSI
requiere de personal altamente entrenado para realizarla ya que implica una serie de pasos de

gran precision.

Cuando se analiz6 la tasa de aneuploidia segun la calidad embrionaria no se encontraron
diferencias significativas en ninguno de los analisis, pese a ello, se pudo observar una tendencia
hacia una mayor tasa de aneuploidia en los embriones de calidad pobre. Si bien esta tendencia
no fue confirmada mediante una herramienta estadistica es posible que el bajo nimero de
embriones analizados haya tenido un efecto en el analisis. Se evalu6 por separado la calidad de
la masa celular interna y el trofoblasto, particularmente en el trofoblasto y se observé una
marcada disminucién en la tasa de euploidia junto con la disminucién de la calidad embrionaria.
Nuevamente si bien no se pudo comprobar con una herramienta estadistica esta diferencia,
muchos trabajos muestras que hay un alto correlato entre la tasa de implantacién embrionaria y

la calidad del trofoblasto, estos trabajos muestran que esa baja tasa de implantacion correlaciona
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con altas tasas de aneuploidias en el trofoblasto. De hecho, muchos trabajos muestran que una
mala calidad de la masa celular interna tiene bajo impacto en la tasa de implantacion en la medida

que la calidad del trofoblasto sea buena.

Finalmente, la comparacién de la tasa de euploidia con respecto a la edad de los pacientes
coincide con hallazgos previos que muestran al igual que el presente trabajo que hay una
disminucién en la cantidad de embriones euploides con la edad (Dang y col; 2019). De hecho,
hemos encontrado que solo uno de cada cuatro embriones obtenidos de pacientes de 41 afios
de edad o méas es euploide. Lo mismo ocurre con los embriones producidos empleando
espermatozoides de varones de 41 afios 0 mas. Este hallazgo es relevante ya que existe escaza

bibliografia al respecto.

Es importante destacar que hasta el afio 2019 y principios del afio 2020 el andlisis genético pre
implantacional se ha realizado mediante la técnica invasiva descripta en la introduccién. Esta
técnica, como ya se ha dicho, implica realizar la extraccién de entre 5y 10 células de trofoblasto
del embrién e implica aceptar que los resultados obtenidos a partir del trofoblasto se
correlacionan de forma directa con los de la masa celular interna. Recientemente se ha
empezado a utilizar una técnica novedosa la cual implica tomar del medio de cultivo en el cual el
embrion se ha desarrollado hasta el dia 5 0 6 y amplificar el ADN embrionario presente en el
mismo. A priori se pueden identificar 2 ventajas muy importantes de esta técnica que son: no se
necesita dafiar al embrion realizando la extraccion de blastbmeras mediante una biopsia y por
otra parte, el ADN presente en el medio de cultivo es representativo de todo el embrién y no solo
del trofoblasto. Esto Ultimo es muy importante ya que, pese a ho haber encontrado embriones
con mosaicismo en esta tesis, la presencia del mismo es frecuente en los informes de los andlisis

de PGT invasivo.

El mosaicismo presenta un problema a la hora de decidir la transferencia o no de un embrién ya
que se ha visto que embriones con bajo porcentaje de mosaicismo logran implantarse y generar
un embarazo normal el cual llegara a término sin complicaciones con el nacimiento de un nifio
sano. Esto claramente muestra que no todos los mosaicismos del trofoblasto correlacionan con
mosaicos de la masa celular interna. Es por eso que hoy las guias internacionales aconsejan la

transferencia de embriones mosaicos de bajo grado (ASRM., 2020).

Actualmente nos encontramos realizando como extension de esta tesis el mismo analisis en
cuanto a comparacion de técnicas de fecundacion, calidad embrionaria y edad de los pacientes

sobre esta nueva técnica denominada PGT no invasivo.
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CONCLUSIONES

Como conclusiones podemos decir que:

e Hemos demostrado que se puede realizar la evaluacion genética preimplantacional PGT
en embriones obtenidos a partir de la técnica de fecundacion in vitro convencional.

e Hemos confirmado que hay un aumento de las aneuploidias correlacionado con el
aumento de la edad reproductiva de los pacientes tanto femeninos como masculinos.

¢ Sibien no fue confirmado de forma estadistica observamos una tendencia en el aumento

de aneuploidia de embriones de calidad pobre y en los blastocistos obtenidos en dia 6.
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APENDICE

Tabla 1.- Datos obtenidos a partir de la aspiracion folicular de cada caso de PGT iniciado (los

nombres de los pacientes permanecen en anonimato por confidencialidad)

Casos iniciados Pin Edad Mujeres | Edad Varones | N2 de procedimientos
1 #PGTO0119 40 55 2
2 #PGT00219 39 40 1
3 #PGT00220 36 37 3
4 #PGT00319 43 46 1
5 #PGT00320 35 34 2
6 #PGT00420 37 37 1
7 #PGT0O0519 37 38 1
8 #PGT00520 33 43 1
9 #PGTO0619 37 38 2
10 #PGT00620 45 48 7
11 #PGT00719 43 42 2
12 #PGT00720 42 a4 1
13 #PGTO0820 45 52 2
14 #PGT0O0919 29 38 1
15 #PGT00920 40 39 1
16 #PGT01019 42 41 1
17 #PGTO1119 30 45 1
18 #PGT01219 27 40 1
19 #PGT01319 35 36 2
20 #PGT01419 44 28 1
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N? de ovocitos totales | N2 de M2 obtenidos | Tasa de fecundacion | N2 de blastocisto obtenidos
o b 5 2
12 9 9 6
9 b b 2
9 9 8 5
2 5 4 5
8 8 8 5
4 4 3 1
9 8 7 3
12 8 8 3
5 5 4 2
7 6 6 2
o 4 2 1
8 8 8 1
i 7 7 i
15 9 9 1
7 5 4 3
16 13 13 1
15 13 10 1
17 14 11 6
i 7 5 1
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Tabla 2.- Resultados de los informes de PGT de cada paciente

# Edad Varones Dia| Calidad embrionaria Resultado Sexo Tipo de aneuploidia Tranfer Embarazo Aborto Eco sem 12
1 40 5 1.1 Euploide Femeninag - Bioguimico -
2 40 5 1.1 Euploide Masculino -
3 40 ] 11 Aneuploide Femeninao -18
4 40 & 12 Euploide Femenino -
5 40 & 2.2 Aneuploide Masculino :-16,-21
] 40 ] 2.2 Aneuploide Femeninag -6
7 55 5 1.1 Aneuploide - Caotico -
B 55 ] 12 Aneuploide Masculino :-7p, +Bq, 22 - - - -
9 46 5 1.1 Euploide Masculino - 1019 Aborto semana b 1
10 46 & 12 Aneuploide Femenino :-10, +22
11 46 5 1.2 Euploide Masculino -
12 46 5 2.1 Aneuploide Masculino -14
13 45 5 21 Aneuploide Masculino c+lp, +14 +22
14 38 & 2.3 Euploide Femenino -
15 38 5 1.1 Euploide Femenino
16 38 ] 1.2 Euploide Femenino
17 38 & 12 Aneuploide Masculino 1425 1
18 42 5 11 Euploide Femenino - Negativo
15 42 5 12 Aneuploide Femenino -22
20 40 & 2.2 Euploide Femenino - 267 1
21 41 5 1.1 Aneuploide Femenino -11
22 41 5 1.1 Euploide Masculino - 568 1
23 41 5 11 Aneuploide Masculino| - +4 +9 -18 +21
24 38 5 1.1 Euploide Masculino - Embarazo espontanedg 1 21/11/2019%
25 38 5 12 Euploide Masculino
26 38 5 2.2 Euploide Femenino
27 38 5 2.1 Euploide Masculino -
28 38 5 22 Aneuploide Masculino c+lg
29 38 5 3.2 Euploide Femenino -
50 38 & 3.2 Euploide Masculino
31 45 5 1.2 Euploide Femeninag -
32 28 & 2.2 Aneuploide Femenino :+2,-10, -18 -
33 36 5 11 Euploide Femeninao -
|34 36 5 12 Aneuploide - X0
35 36 5 2.2 Euploide Masculino
36 36 5 2.2 Euploide Femeninag
37 36 5 2.2 Euploide Femenino -
38 36 5 23 Aneuploide Femenino :-16,-22
39 34 5 12 Euploide Femenino - Si
40 34 5 2.3 Euploide Masculino -
41 34 ] 2.3 Aneuploide Femenino -2
42 34 & 3.3 Euploide Masculino
43 34 ] 22 Euploide Femenino -
44 37 5 2.2 Aneuploide Masculino -22
45 37 5 2.2 Euploide Masculino
46 37 5 12 Euploide Femenino
47 37 5 1.1 Euploide Femenino -
48 37 5 22 Aneuploide Femenino :-14,-20
48 37 5 12 Euploide Femenino -
50 37 5 12 Euploide Femenino -
51 43 5 2.2 Aneuploide Femenino :+Bp, -18p
52 43 5 2.2 Aneuploide Femenino :+8p, -18p
53 43 5 12 Aneuploide Femenino :+Bp, -18p -
54 48 5 12 Aneuploide Femenino -22
55 48 & 3.3 Aneuploide - :-20, %0 -
56 52 ] 23 Aneuploide Masculino| :+8,-10, +15,-21 -
57 39 5 2.3 Aneuploide Masculino c+16
58 44 1] 22 Aneuploide Femenino -2 -
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