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ANTECEDENTES CIENTIFICOS

La obtencion de un recién nacido sano es el principal objetivo de las técnicas de
reproduccién asistida. Sin embargo existen factores intrinsecos que causan alteraciones
cromosoémicas y asi un desenlace contrario a lo esperado, resultando en abortos o falla en
la implantacion.

El desarrollo humano temprano es un proceso dindmico y desafiante. El ovocito
fertilizado tiene que facilitar la integracion de la informacion genética masculina y
posteriormente iniciar una serie de divisiones celulares para producir un embrién en
estado de clivaje. El embrién debe desencadenar la activacion de su genoma en el estado
de 4-8 células, antes de la etapa de moérula y posterior de blastocisto, donde ya muestra
signos visibles de dos linajes; el trofoectodermo como capa externa que formard la
placenta y otros tejidos extra embrionarios, con un pequefio grupo de células, la masa
celular interna de la cual se derivara el feto. El blastocisto debe entonces eclosionar,
saliendo de la zona pelucida que ha contenido al embridn los primeros 5 dias de desarrollo
para entonces la comunicacidn con el Utero sea iniciada y se provoque la implantacién. !

En la especie humana un 10-30% de los évulos fertilizados presenta un desequilibrio en la
dosis cromosdmica, en su mayoria presentados como monosomias o trisomias causados
por errores meidticos, principalmente la no disyuncion. Agregdndose implicaciones
clinicas importantes. Aproximadamente un tercio de los abortos son causados por
aneuploidias, por lo que es la causa principal de pérdidas tempranas. Las Unicas
aneuploidias que son compatibles con la vida son las trisomias autosémicas 13 (Sindrome
de Patau), 18 (sindrome de Edwards), 21 (sindrome de Down) y la aneuploidia de
cromosomas sexuales, incluida la monosomia X (la Unica monosomia viable), sin embargo
éstas son la principal causa genética de discapacidad, problemas en el desarrollo y retraso
mental.?

A pesar de los avances recientes, sélo un nimero pequeno de embriones que son
designados como de buena y suficiente calidad para ser transferidos, llegan a implantar y
progresar hasta un embarazo a término. De acuerdo al Centro de Control y Prevencién de
Enfermedades en Estados Unidos (CDC por sus siglas en inglés), en su ultimo resumen en
2015 sobre Reproduccidn Asistida, reporta por transferencia de embriones propios una
tasa de embarazo del 45%, de nacidos vivos un 36.7% y de nacimientos de producto Unico
de 28.3%. Afirman que la edad de la mujer es el factor mas importante para tener un
nacido vivo cuando sus se usan Ovulos propios, ya que de los 24 a los 34 afos el
porcentaje de nacidos vivos se encuentra entre el 30 y 40% y éste va disminuyendo si la
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edad aumenta, asi como la tasa de aneuploidias. En mujeres de 40 afios el porcentaje de
nacidos vivos es de 14%, a los 42 de 7% y a mas de 44 afios baja hasta un 1%.3

En México aun no contamos con un registro para la obtencién de éstos datos. Por todo lo
anterior las alteraciones cromosdmicas son importantes a tomar en cuenta para evaluar
las estrategias de valoracion de embriones y su competencia reproductiva.

Causas de aneuploidias

Las aneuploidias pueden ser el resultado de la no disyuncidn en la divisién premeidtica de
las células germinales masculinas o femeninas, en una primera o segunda divisién
meidtica en cualquiera de los padres, o por la no disyuncién postcigética durante la
embriogénesis.

El fin de la meiosis es generar gametos haploides a través de un proceso de divisidon
celular que consiste en una ronda de replicacién de ADN seguido de dos divisiones
celulares. En la primera divisién, o meiosis | (MI) el ADN de las células masculina y
femenina se replica, de manera que cada uno de los 46 cromosomas se duplica en
cromatidas hermanas. Sin embargo a diferencia de lo que pasa en la mitosis, los
cromosomas homodlogos se alinean en parejas, provocando la llamada sinapsis. Este
emparejamiento se realiza de manera exacta excepto por los cromosomas sexuales. La
recombinacion genética consiste en el intercambio de segmentos de cromatidas entre los
cromosomas homodlogos emparejados. Se rompen segmentos de cromatidas que se
intercambian cuando los cromosomas homdlogos se separan. Durante el proceso de
separacion, los puntos de intercambio quedan temporalmente unidos y forman una
estructura parecida a una X llamada quiasma. Los pares homoélogos se separan en dos
células hijas, lo que reduce el nimero de cromosomas que pasa de diploide a haploide. La
meiosis Il (MIl) consiste en la separacion de cromdtidas hermanas, andlogo a una divisién
mitdtica para obtener en cada gameto 23 cromosomas. El resultado de este proceso es
un aumento de la variabilidad genética por la recombinacién que redistribuye el material
genético y a la distribucién aleatoria de los cromosomas homadlogos entre las células
hijas.#, °

La meiosis en los gametos difiere entre mujeres y hombres. En las mujeres, el proceso
meidtico se encuentra extraordinariamente protegido, iniciando la meiosis durante la vida
fetal, pero cuando los cromosomas homologos pasan por el proceso de sinapsis e inician
recombinacion, el oocito entra a un periodo de arresto meidtico. La reanudacién de la



meiosis y la conclusién de la primera divisién ocurre afios después en el ovario de la mujer
adulta, justo antes de que el oocito sea ovulado. Al terminar M, el oocito realiza una
pausa en metafase de la MIl y la segunda divisidon termina sdlo si éste es fertilizado.
Obteniendo un oocito y de dos a tres cuerpos polares por cada célula que entra en
meiosis. En contraste, en los hombres, la meiosis inicia en la pubertad y los eventos
importantes son secuenciales: en el testiculo adulto las células progresan de profase a
metafase | y a metafase Il sin pausa, entonces cada célula que entra a meiosis produce
cuatro espermas. ®

La no disyuncion se refiere a cualquier proceso que causa que dos cromosomas
homdlogos vayan al mismo polo en vez de dirigirse a polos opuestos. Cuando cromosomas
homoélogos fallan al formar pares o al crear el quiasma, se separan y aparecen como
univalentes en diploteno. Estos pueden dirigirse de manera aleatoria a cualquiera de los
polos en la primera division y dividirse regularmente en la segunda. De manera
alternativa, pueden dividirse mitéticamente en la anafase | y en la anafase Il dirigirse a
polos contrarios o fallar en el camino hacia alguno de los polos, rara vez, uno de ellos
puede dividirse por el centrémero, como lo harian los univalentes en la primera divisién
meidtica.’

Edad y alteraciones genéticas

Existen diversas teorias basadas en multiples estudios poblacionales justificando la
aparicion de aneuploidias en el embarazo como la edad materna, el patréon de
recombinacién cromosémica, factores socioecondmicos relacionados con el estilo de vida,
estado de salud, entre otros; que de diferente manera afectan la calidad ovocitaria y el
desarrollo embrionario.?, °

La edad paterna tiene un efecto muy pequefio en la incidencia de la no disyuncién. Se
conoce muy poco del mecanismo en la meiosis | del hombre y su contribucion a la
produccién de espermatozoides aneuploides en edades avanzadas, ya que con las nuevas
técnicas de reproduccidn asistida y los nuevos medicamentos para tratar disfuncién eréctil
hombres mayores han tenido la posibilidad de ser padres. Los estudios hasta ahora
realizados para determinar el efecto potencial de la edad en la frecuencia de
espermatozoides disémicos no han podido demostrar dicha relacidn. Son necesarios
estudios a futuro en hombres seleccionados basados en su edad incluyendo hombres de
60 y 70 afios, para poder determinar si es que la edad paterna aumenta realmente la
frecuencia de espermatozoides alterados y si presenta un riesgo real para la
descendencia. 10, 11



La edad materna es determinante y nos da un prondstico de la calidad embrionaria
esperada en ciclos de fertilizacién in vitro. En mujeres con edad materna avanzada los
ovocitos son mas susceptibles a errores meidticos y resultan en embriones aneuploides.
El incremento exponencial de la frecuencia de no disyunciéon por aumento en la edad
materna se correlaciona con una disminucién en la frecuencia de recombinacién genética,
por ejemplo, para los cromosomas 21, 18,16 y 15. %2,

La incidencia de las alteraciones cromosémicas aumenta con la edad materna, es asi que
mujeres por arriba de los 40 afios cuentan con un 35% al 85% de probabilidades para
aneuploidias, por debajo de los 30 un 10% al 30 %, mientras que una mujer a los 20 afios
s6lo cuenta con porcentajes entre 2-3%.13 Lo anterior visto desde hace mas de 70 afios
cuando se relacionaba la presencia de sindrome de Down con edad materna avanzada,
para lo que se describié una curva en forma de J, la cual mostraba que existe un aumento
en las tasas de aneuploidia en embarazos de mujeres menores de 20 afios (ya se contaba
con un nimero mayor de embarazos), luego una leve caida antes del establecimiento de
un aumento lineal a los 20-30 afios, seguido de un cambio exponencial alrededor de los
30-35 afios.'*

La baja respuesta ovarica es otro dato temprano de envejecimiento ovarico y reduccién de
reserva ovarica. La estimulacion ovarica puede verse como una prueba dinamica para
valorar el grupo folicular en reposo; ya que el tamafio de la cohorte de foliculos
reclutables puede ser un reflejo de la cantidad de ellos.'® Aunado a la disminucién de
foliculos disponibles, la respuesta ovarica a FSH disminuye con el aumento de edad
provocando también disminucion en el nimero recuperado.*® Asi mismo se ha propuesto
que la poca cantidad de oocitos recuperados posterior a la estimulacidén ovarica (3 o
menos), estd asociado con tasas mads altas de aneuploidia. Ya que un numero bajo de
foliculos antrales provoca la seleccién de oocitos subéptimos que son propensos a la no
disyuncion durante la meiosis. Aplicando el criterio anterior no sdélo a pacientes afiosas, si
no también a pacientes con baja respuesta a la estimulacién independientemente de la
edad.'” Sin embargo es una hipdtesis no comprobada en estudios claros o con resultados
que carecen de significancia. 8, *°

Origen parental de las aneuploidias

En estudios realizados en individuos con cromosomas sexuales extras, y por técnicas
basadas en marcadores genéticos, se encontrd que el cromosoma adicional era de origen
materno en un 90% para mujeres XXX y en un 54% para hombres XXY. En aquellas de



origen materno, el error se presentd en Ml en casi dos tercios de los caso, en Mll en cerca
de un cuarto y sélo un décimo para el error mitdtico postcigético. Los erros MI maternos
fueron asociados con la ausencia del quiasma en un 30%, quiasmas mal distribuidos en un
24% y quiasma normal en un 45%. De origen paterno la monosomia X en un 70-80%, 10%
para 47XXX, 50% en 47XXY y 100% para 47XYY). 20, 21

Los cromosomas extras en las trisomias 13,14, 15 y 22 fueron de origen materno en un
88% y paterno en un 12%. Siendo lo anterior en dos tercios del total por error de la Ml y
en un tercio por errores en MIIl. Para el cromosoma 21, el 40% fue por error en la Ml
materna.?%23 En algunos casos descritos como errores en la Mll, éste era realmente una
falla en la segregacion de homdlogos en la MI, ya que la edad materna no afecta la
duracién de la MlIl pero si para la Ml (la cual tarda de 10-40 afios aproximadamente). 25

EXAMEN GENETICO PREIMPLANTATORIO

El determinar qué embriones son los mejores para una transferencia ha sido tema de
debate desde 1970. Tradicionalmente el uso de la morfologia (apariencia embrionaria),
habia sido la principal modalidad para elegir embriones 6ptimos para ser colocados de
manera intrauterina, sin embargo dicho sistema no ha podido aumentar la tasa de
implantacion y embarazo a término.?* Es por ello que en la busqueda de otros métodos
diagndsticos capaces de identificar de manera precisa a los mejores embriones se han
encontrado diferentes tecnologias, desde metabolémica, protedmica, video en tiempo
real y el cribado genético preimplantatorio (prenatal genetic screening [PGS]), ahora
llamado examen genético preimplantatorio para aneuploidias (preimplantation genetic
testing for aneuploidies [PGT-A]).

PGT-A se basa en obtener una biopsia de células de embriones en desarrollo y el realizar
analisis de su composicion genética, en especial la evaluacién para aneuploidias en
embriones con padres cromosdmicamente normales para asi realizar una transferencia
embrionaria dentro del ciclo de fertilizacion in vitro. En datos obtenidos de cribados
preimplantatorios se ha demostrado que mas de la mitad de los embriones producidos
por fertilizacion in vitro son aneuploides.?®

Ha evolucionado desde su uso con biopsias de cuerpos polares, embriones en dia 3 hasta
ahora que se realiza en blastocistos. La biopsia en embriones en estado de clivaje
(usualmente de 6-8 células con bajo porcentaje de fragmentacion [<20%]) consiste en
remover una sola blastdmera pudiendo realizar la transferencia dos dias después en el dia
5 del desarrollo si se cuenta con el resultado. Sin embargo los anteriores se estudiaban
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para un numero limitado de cromosomas (5-14) por hibridizacion fluorescente in situ
(FISH) pero los resultados no fueron los esperados, ya que muchos ensayos randomizados
y controlados fallaban en demostrar un beneficio?®, incluso algunos solo presentando
dafios y disminuyendo la viabilidad embrionaria.?’ La biopsia realizada sélo al cuerpo
polar, para no alterar al embridén, era incapaz de detectar errores derivados del lado
paterno, o algunos presentados después o durante la fertilizaciéon. También el estudio de 5
a 14 cromosomas en vez de los 23 pares presentaba limitacidn para evaluar al embridn de
manera adecuada. Es por ello que el FISH era incapaz de diagnosticar muchas de las
anomalias cromosdmicas encontradas comunmente en embriones en desarrollo.?8, 2° Los
resultados de 11 estudios controlados randomizados de 2004 a 2010 arrojaron resultados
controversiales. La mayoria de ellos demostraron que el cribado con FISH no aumento las
tasas de nacimiento y en algunos casos se asociaron con tasas de nacimiento
disminuidas.3°

Se sabe que los embriones en dia 3 del desarrollo presentan niveles altos de mosaicismo,
el cual es una condicién en la cual la composiciéon de un solo embrién presenta mas de
una linea genética (pueden tener lineas celulares tanto euploides como aneuploides).3?, 32
Existen estudios que han evaluado este fendmeno y concluyen que la mayoria de los
embriones en dia 3 del desarrollo pueden presentar estas caracteristicas.®3 Por lo tanto
una biopsia en un embridn en dia 3 puede tener un resultado que no es representativo del
embrion en su totalidad. Después se descubrié que estos embriones pueden corregir esta
alteracion genética y desarrollarse hasta dia 5 como euploides.34, 3%, 3¢ Ahora se realiza la
biopsia a blastocistos en dia 5 o 6 del desarrollo. Las tasas de embarazo clinico con la
aplicacion de este enfoque ha sido superior, reportado en diversos estudios.?’

Existen diversas técnicas para realizar la evaluacidn de los 23 pares de cromosomas, como
la hibridizacién gendmica comparativa, reacciéon de cadena polimerasa cuantitativa. Sin
embargo estas técnicas presentan niveles variables de fallo en la amplificacion durante la
lisis de célula uUnica. Otro inconveniente de estos métodos es la inhabilidad de diferenciar
entre tipos de ploidias que contienen cuentas cromosdmicas similares (euploidia y
disomia uniparental) o para determinar el origen parental de los cromosomas. 3 Para ello
se utilizd posteriormente el andlisis de polimorfismo de nucledtido Unico por
microarreglos, para determinar cudles haplotipos de qué progenitor eran heredados en
cada embrién. Estos permite inferir de manera correcta el genotipo y asi incrementar
significativamente el poder determinar la ploidia de la blastomera. Esta tecnologia
permite determinar no sdélo la cuenta cromosdmica en una célula si no también el origen
parental de cada cromosoma, asi como inserciones, deleciones y traslocaciones. Este



método puede detectar cuando ambos haplotipos de un solo progenitor estan presentes
en un segmento de cromosoma, lo cual es indicativo de un error meidtico. *°

Ahora para el analisis cromosdmico se utiliza la secuenciacién de ultima generacién. Esta
tecnologia de secuenciacion masiva de ADN, denominada secuenciacién de nueva
generacion (next generation sequencing [NGS]), ha revolucionado la investigacion
gendmica ya que con ella en un solo dia se puede secuenciar el genoma humano
completo.

El uso de estas tecnologias tiene como propdsito mejorar no sélo los resultados clinicos si
no también reducir el tiempo para lograr el embarazo, y lo mas importante aumentar las
tasas de obtencion de un bebé sano. Se han publicado estudios controlados vy
randomizados con pacientes de buen prondstico. Uno de ellos muestra un aumento en la
tasa de implantacion de 27% a 66% comparado con controles, asi como una reduccién en
la tasa de abortos, aunque sin poder obtener confianza estadistica. Sélo un estudio fue
realizado con pacientes de edad avanzada utilizando analisis de los 24 cromosomas en la
union europea. 40, 41, 42

Existen diferentes plataformas de NGS, las cuales realizan la secuenciacion de millones de
pequefios fragmentos de ADN en paralelo. Cada una de las tres billones de bases en el
genoma humano son secuenciadas multiples veces, ayudando a profundizar Ia
informacién para obtener informacién puntual y una visién de la variacién del ADN, a un
costo relativamente menor.

Puede ser usada para secuenciar genomas enteros o solo areas especificas de interés
incluyendo todos los 22 mil genes codificantes o numeros pequeifos de genes
individuales. La deteccidon de variantes genéticas a partir de datos de NGS consiste en
identificar diferencias en la secuencia de ADN de un individuo al compararlo con un ADN
de referencia. La NGS tiene el potencial de detectar cualquier tipo de variante gendmica
en un Unico experimento, incluso puede detectar inversiones, una clase de variacién cuyo
estudio resulta muy complicado para la mayoria de las otras técnicas.*3, 44 Por su mayor
rango dindmico tiene la capacidad de detectar mosaicismos en niveles bajos mejor que
tecnologias anteriores, alteraciones mitocondriales en el ADN vy alteraciones genéticas®.
El potencial que tiene para secuenciar minimiza errores, reduce tiempos, y permite mayor

46

rendimiento y consistencia. Es asi que su utilizacién para estudios genéticos

preimplantatorios se vuelve mas accesible para un mayor porcentaje de pacientes.
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En cuanto a sus limitaciones, el NGS aun no puede detectar arreglos cromosdmicos
balanceados, si es que no hay un desequilibrio en el contenido total del ADN. A pesar de
gue el NGS tiene el potencial para detectar haploidias y algunas poliploidias utilizando
proporciones alélicas, la cobertura de secuencias y la profundidad de lectura de este
protocolo es insuficiente para poder realizar deteccién de alelos. Para obtener beneficios
en cuanto al costo es necesario realizar el proceso en un buen numero de muestras.*’

Muchas son las aplicaciones del NGS: en microbiologia para una identificacion gendmica
de patdgenos, los genomas de diferentes tipos de cdncer ya pueden ser estudiados
sistemdaticamente en su totalidad para realizar diagndsticos precisos, clasificacion de la
enfermedad, prondsticos mas certeros, y el manejo personalizado.

SISTEMA DE GRADACION MORFOLOGICA DEL BLASTOCISTO

Con el avance tecnoldgico se logré mejorar los medios de cultivo para lograr que un
embridn se desarrolle hasta la etapa de blastocisto sin presentar alteraciones y con mayor
capacidad de implantacién aumentando las tasas de éxito en procedimientos de
fertilizacion in vitro.*® Este tipo de embriones utilizados hoy en dia para la realizacién del
estudio genético preimplantatorio.

La evaluacién de las caracteristicas fisicas de un embridn en crecimiento, se ha tomado en
cuenta desde hace casi 30 aios en el afan de seleccionar al mejor que tenga mayor
probabilidad de lograr un embarazo. En 1999 Gardner y Shoolcraft introdujeron un
sistema de gradacion que fue rapidamente adoptado por la mayoria de laboratorios de
fertilizacion in vitro®®. A pesar de que este sistema no cubre todos los aspectos de la
morfologia del blastocisto, especialmente la aberrante, ha sido muy util para clasificar el
grado de expansion asi como la apariencia morfolégica de la masa celular interna (MCl) y
el trofoectodermo (TE).

El analisis de la expansién tiene un mérito fisioldgico dado por que la formacién del
blastocele requiere de la formacidn de un epitelio competente con un requerimiento de
energia considerable. Entonces, el embridon debe poseer cierto grado de competencia
metabdlica para crear el gradiente idnico requerido para permitir que se acumule liquido
dentro de la modrula e incorporarse a ella para formar el blastocele. El gradiente idnico
requerido para permitir que se transporte fluido es facilitado por la accién de sodio
potasio (Na/K) ATPasas situadas en la membrana basolateral de las células del
trofoectodermo, y requiere de un gran porcentaje de energia para crear y mantener la
cavidad del blastocele.® Tomando en cuenta que el blastocisto durante su desarrollo
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colapsa y se re-expande de manera natural, accion que repercute en la morfologia y
grosor de la zona pelucida la cual debe ser valorada para detectar cambios en el
blastocisto.

El sistema alfanumérico creado por Gardner y Schoolcraft valora el:

Grado de expansién con numeros:

1 (blastocisto temprano).- el blastocele es menos de la mitad del volumen del embrion.

2 (blastocisto).- blastocele igual o mayor que la mitad del volumen del embridn.

3 (blastocisto completo).- blastocele llenando completamente el embridn.

4 (blastocisto expandido).- el volumen del blastocele es mayor que del blastocisto
completo caracterizado por adelgazamiento de la zona pellcida.

5 (blastocisto en eclosién).- el TE empieza a herniarse a través de la zona pellcida

6 (blastocisto eclosionado).- el blastocisto ha escapado completamente de la zona
pelucida.

Los blastocistos clasificados por arriba del grado 3 de expansion son valorados ahora por
MCIly TE ya que sus células son claramente visibles.

Masa celular interna por tres grados:

A.- MCl compacta con muchas células.

B.- MCl agrupada holgadamente con varias células.
C.- MCl desorganizada con muy pocas células.

Calidad trofoectodermo definido por tres grados:

A.- TE definido con muchas células formando un epitelio cohesivo.
B.- pocas células formando un epitelio suelto.

C.- muy pocas células.

La razén por la que se clasific6 MCl y SE TE basa en el grado de mitosis semi-cuantitativo
ocurrido en cada tipo de célula. En modelos animales el nimero total de células y el
desarrollo de la MCI estan relacionados con desarrollo fetal.>? En estudios en humanos se
ha visto que utilizando este sistema existe una correlacidon entre el resultado clinico
(implantacién, embarazo) y el grado morfoldgico de los blastocistos.>3, 4, >>
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las aneuploidias son las anormalidades genéticas mds comunes en embriones humanos
obtenidos a través de fertilizacidn in vitro; por lo que su identificacidn permite seleccionar
embriones con los que podamos conseguir un embarazo a término y un recién nacido libre
de enfermedades cromosdmicas.

El PGS es un método de identificacién de alteraciones cromosdmicas. Este se realiza para
reducir el riesgo de aborto y el trauma psicoldgico y fisico agregado, asi como para reducir
el tiempo necesario para obtener un embarazo hasta la mitad del promedio.>®

La edad materna avanzada es la indicacién mas comun para realizar un examen genético
preimplantatorio, ya que es el factor causal predominante para aneuploidias e incrementa
de 20% a 60% en mujeres entre 35 a 43 afios.”’ La mayoria de grupos han considerado de
manera tradicional a la edad materna avanzada a cualquier paciente mayor de 37 afios,
sin embargo recientemente se ha movido el punto de corte a 35 afos.

JUSTIFICACION

El realizar andlisis de los embriones obtenidos y seleccionarlos para una transferencia en
pacientes que por edad ya tienen mal prondstico, sirve para aumentar las probabilidades
de un embarazo. El conocer cudles son las alteraciones mas frecuentes determina el riesgo
gue presenta la dotacidn cromosdmica con el paso del tiempo para presentar desde un
hijo enfermo, hasta abortos, fallas de implantacién o pérdidas gestacionales recurrentes.
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METODOLOGIA

Pregunta de investigacion
¢Cudles es la correlacion entre blastocistos aneuploides y sus caracteristicas morfolégicas

analizados por PGT-A/NGS en mujeres con edad materna avanzada?

Tipo de estudio
Observacional, retrospectivo, comparativo, transversal.

Objetivo general
Determinar la correlacién entre blastocistos aneuploides y sus caracteristicas morfolégicas

analizados por PGT-A/NGS en mujeres con edad materna avanzada.

Objetivos especificos
Conocer el tipo de infertilidad de acuerdo a grupos de edad materna avanzada.

Conocer las caracteristicas antropométricas de las pacientes en estudio.

Determinar valores hormonales basales por grupo de pacientes.

Conocer las alteraciones cromosdmicas mas frecuentes en edad materna avanzada
detectadas por PGT-A/NGS.

Comparar las caracteristicas morfoldgicas de los embriones aneuploides y los euploides.

Criterios de inclusion

Pacientes mayores de 35 anos a las que se les realizé ciclo de fertilizacidn in vitro.
Pacientes que aceptaron realizar el examen genético preimplantatorio firmando
consentimiento informado.

Criterios de exclusion
Alteraciones uterinas o en la cavidad endometrial.

Factor masculino alterado.
Falla recurrente de la implantacion.
Patologias endocrinoldgicas o sistémicas.

Criterios de eliminacion
Pacientes menores de 35 afios.

Pacientes con embriones que no llegaron a etapa de blastocisto.
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Poblacion de estudio
Pacientes mujeres mayores de 35 afios, que acudieron al Instituto de Ciencias en

Reproduccién Humana: Vida, en busca de tratamiento de reproduccién asistida.

Ambito geografico donde se desarrollara la investigacion
Instituto de Ciencias en Reproduccién Humana: Vida Guadalajara. Zapopan, Jalisco.

México.

Metodologia de la investigacion

Después de la evaluacion primaria de la pareja infértil y al presentar los criterios de
inclusién las pacientes iniciaron estimulacidn ovarica controlada. Protocolo de
acuerdo a la evaluacidon hormonal realizada por médico tratante.

. Al contar con foliculos de 18 mm de didmetro y endometrio mayor a 8 mm de
espesor, se realiza la administracion de HCG o agonista de GnRH para efectuar
captura folicular 36 horas después.

. La captura folicular se realiza con una puncién vaginal dirigida con ultrasonografia
en quiréfano, adyacente al laboratorio para la recoleccion del liquido folicular,
busqueda de los complejos cumulo-corona-oocito (CCCO) y clasificacion de su
madurez.

. Preparacién del semen se realizan técnicas como el nado hacia arriba y gradientes
de densidad, de acuerdo al criterio del bidlogo.

. Se realiza fertilizacién a base de inyeccién intracitoplasmatica (ICSI) de los ovocitos
en Metafase Il no mas de dos horas posterior a la denudacién, y se colocan en
medio de cultivo para iniciar crecimiento y vigilancia.

Se realiza evaluacion de la fertilizacion 17-20 horas posterior al [ICSI.
Posteriormente se realiza evaluacién del desarrollo embrionario desde la primera
divisién 24-42 horas post inyeccidon, sus caracteristicas e identificacion de
alteraciones o arrestos en las siguientes horas. Evaluacion en dia 3 y valoracion de
los embriones que llegan a la etapa de blastocisto en dia 5 o 6.
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7. A los embriones que llegan a la etapa de blastocisto se les realiza biopsia de
trofoectodermo al quinto o sexto dia de desarrollo embrionario y se envia para su
estudio a Igenomix ®. Posterior a la biopsia se realiza proceso de vitrificacidon con
identificacion de cada embridn.

8. Se reciben resultados de 7 a 10 dias aproximadamente, se registran en base de
datos para realizar analisis estadistico al concluir con el tiempo de recoleccion de
datos.

9. Para la valoracién de caracteristicas morfoldgicas, se utilizé el sistema de
clasificacién de Gardner y Schoolcraft (1999), categorizando a los blastocistos en 4
grupos de acuerdo a lo estudiado por Capalbo et al. 2014 e Irani et al. 2017: 1.
Excelente (23AA), 2. Adecuados (3,4,5,6 AB y BA), 3. Promedio (3, 4, 5,6 BB, ACy
CA), 4. Pobres (<3BB).
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Especificacion de las variables

VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO DE ESCALA DE
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE MEDICION

Edad Tiempo vivido de | Tiempo de vida | Cuantitativa Afos

una persona o ser | representado en | continua.

vivo desde su | afios.

nacimiento.
indice de masa | Relacién entre el | Se conoce | Cuantitativa Kg/m?
corporal peso y la altura de | mediante el | continua.

una persona para | calculo del peso

determinar su | entre la talla al

estado nutricional | cuadrado.
Embrion Ovulo fertilizado | Cromosomas de | Cualitativa Si/No
aneuploide con mutaciones | mas o de menos | nominal

cromosémicas presentes en el | dicotomica.

numéricas que | ADN de un

altera el orden y | embridn.

cantidad de

cromosomas.
Embrién Ovulo fertilizado | Numero Cualitativa Si/No
euploide con dotacion de | completo de | nominal

cromosomas cromosomas en | dicotdmica.

adecuado. un embrién.

Analisis estadistico de la informacion

Se realizard andlisis comparativo por grupos de edad y variables con chi cuadrada.

Comparacion de blastocistos por morfologia realizada por Kruskal-Wallis.
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ASPECTOS ETICOS

Los embriones utilizados para realizacion de biopsias derivan de células humanas (padre y
madre), utilizadas uUnicamente con propdsito de investigaciéon para la realizaciéon de
transferencias embrionarias asegurando la colocacién de embriones euploides. Posterior a
la obtencion del consentimiento informado de las pacientes que aceptaron el
procedimiento, y con previa autorizacién del Comité de Etica del Instituto de Ciencias de la
Reproduccién Vida Guadalajara.

Se garantizd la confidencialidad de las pacientes y pareja ya que no se pusieron en
evidencia nombres o datos personas que comprometan a los pacientes. Se tomd en
cuenta de acuerdo a la base de datos para asignar un numero a cada caso a evaluar.

Este estudio se apega a las normas éticas nacionales e internacionales para la
investigacion en salud basandose en las enmiendas de la Declaracién de Helsinki,
Asamblea General 64 Octubre 2013 Brasil, Cédigo de Nuremberg, las Guias para la buena
Practica Clinica.

Basandose en el Reglamento de la Ley General de salud en Materia de Investigacion para
la Salud es un tipo de estudio Categoria | Investigacién sin riesgo: estudios que emplean
técnicas y métodos de investigacion documental retrospectivos y aquellos en los que no
se realiza ninguna intervencién o modificacion intencionada en las variables fisioldgicas,
psicolégicas y sociales de los individuos que participan en el estudio, entre los que se
consideran: cuestionarios, entrevistas, revision de expedientes clinicos y otros, en los que
no se le identifique ni se traten aspectos sensitivos de su conducta.

Este estudio no se realizd con poblacién vulnerable, embarazadas ni en grupos
subordinados.
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Cronograma del proyecto

ACTIVIDAD

MES

INVESTIGACION DOCUMENTAL Y
ELABORACION DEL PROTOCOLO

PRESENTACION DEL PROTOCOLO

RECOLECCION DE DATOS

ANALISIS DE DATOS

OBTENCION DE RESULTADOS

ESCRITURA Y PUBLICACION DEL
INFORME FINAL

DIFUSION

Difusion de resultados

Los resultados se difundiran en forma de tesis publicada para obtener el diploma en

Biologia de la Reproduccion Humana, segun la normatividad de la Universidad Auténoma

de México.
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RESULTADOS

Durante el periodo comprendido entre agosto de 2016 a junio de 2018, se encontraron 43
PGT-A que cumplieron con los criterios de inclusién. Para un analisis mas detallado se
dividié a las mujeres de edad avanzada en dos grupos: de 35 a 39 afios (47%) y el segundo
mujeres igual o mayor a 40 afios (53%).

47%
53% > = 35-39

Gréfico 1. Grupos de edad en edad materna avanzada sometidas a FIV/ICSI (PGT-A).

Tipo de infertilidad

Del grupo de pacientes estudiadas el 58.1% cuenta con infertilidad primaria y el 41.9% con
infertilidad secundaria. Divididas por grupos de edad se observa una mayor tendencia
para infertilidad primaria para el grupo de 35 a 39 afios y para infertilidad secundaria en el
grupo de 240 afios.

INFERTILIDAD PRIMARIA

INFERTILIDAD SECUNDARIA

0 2 4 6 8 10 12 14 16

@>40 ®35-39

Grafico 2. Tipos de infertilidad en grupos de edad materna avanzada. 20



Caracteristicas sociodemograficas y antropomeétricas

Se realizd un andlisis estadistico dividiendo a la poblacién estudiada de acuerdo a la
obtencidn de blastocistos euploides o aneuploides, utilizando chi cuadrada.

En el andlisis comparativo para edad entre la obtenciéon de blastocistos euploides y

aneuploides se hallé significancia estadistica, no asi para indice de masa corporal (IMC),
gestas o el antecedente de nacidos vivos.

BLASTOCISTOS BLASTOCISTOS

EUPLOIDES ANEUPLOIDES Valor P

EDAD 39.46+0.78 40.26+0.57 <0.0001
IMC 25.5140.79 25.33+0.59 0.08
Gestas 1.1140.27 1.2540.13 0.16
Nacidos vivos 0.96+0.3 0.88+0.23 0.22

Tabla 1. Caracteristicas sociodemograficas y antropométricas en edad materna avanzada.

Determinacion hormonal

De acuerdo a la division de la poblacién estudiada en grupos de edad se realizdé una
valoracion del estado hormonal anterior a la estimulacién ovarica controlada de acuerdo
al perfil ovérico, tomando en cuenta a la hormona foliculo estimulante (FSH), estradiol,
hormona luteinizante (LH), y hormona antimilleriana (AMH). De acuerdo al analisis no se
encontré significancia estadistica para ninguno de los grupos o tipo de hormona.
Encontrando valores similares entre los dos grupos de poblacién. Para la AMH una
disminucion en aproximadamente 0.5 ng/ml posterior a los 40 afios reflejo del
comportamiento de la reserva ovarica a esta edad.

35-39 aiios
BLASTOCISTOS  BLASTOCISTO Valor P
EUPLOIDES ANEUPLOIDES
FSH basal mul/L 6.42+0.42 6.6310.42 0.26
Estradiol basal pg/mi 43.62+3.94 41.53+4.01 0.21
LH basal mUl/L 4.6+0.35 7.212.59 0.44
AMH ng/ml 1.74+0.19 1.76+0.19 0.15

Tabla 2.1. Determinacion hormonal basal en edad materna avanzada (35-39 afios).
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240 ainos

EUPLOIDES ANEUPLOIDES Valor P
FSH basal mUI/L 7.35+0.94 7.57+0.53 0.37
Estradiol basal pg/ml 45.0715.75 48.171£4.15 0.43
LH basal mUI/L 4.03+0.42 4.55+0.30 0.24
AMH ng/ml 1.4+0.39 1.22+0.19 0.029

Tabla 2.2. Determinacion hormonal basal en edad materna avanzada (=40 afios).

Recuperacion ovocitaria y desarrollo embrionario

El total de ovocitos recuperados posterior a la estimulacién ovérica fue de 488, con un
promedio por paciente de 11.3 (12.85 para el grupo de 35-39 afios y de 10.04 para el
grupo 240 afios). De los cuales soélo el 80.9% fueron metafase Il (MIl), adecuados para
realizar la inyeccién intracitoplasmadtica espermatica (ICSI). El 82.02% de los ovulos
inyectados fertilizaron y de ellos el 67.2% llegd a la etapa de blastocisto. Realizando la
biopsia de trofoectodermo al 100% de los anteriores.

Sélo se observé una mayor cantidad de évulos recuperados en el grupo de 35-39 afios, asi
como de ovocitos MIl (257 vs 231 y 215 vs 190 respectivamente), con significancia
estadistica. El resto de pardmetros sin diferencia significativa entre ambos grupos.

35-39 afios 240 aios Valor P
Ovocitos recuperados 257 231 <0,0001
Ovocitos Ml 199 196 0.0079
Fertilizados 162 162 0.0277
Blastocistos 108 107 0.1804
Blastocistos biopsiados 108 107 0.1804

Tabla 3. Recuperacién ovocitaria y desarrollo embrionario por grupo de edad.
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Grafico 3. Recuperacion ovocitaria y desarrollo embrionario por grupos de pacientes en relacion con el total.

PGT-A

De los 215 embriones analizados 77 de ellos resultaron euploides (35.8%), y 138
aneuploides (64.1%).

El 64.9% de los embriones euploides corresponden a mujeres entre 35 a 39 afios, y el
35.1% restante son de mujeres igual o mayor a 40 afios.

En cuanto a los embriones aneuploides el 42.7% de ellos corresponden a mujeres entre
35-39 anos y el 57.3% a mujeres 240 afios.

El 58.4% de los embriones euploides corresponden al sexo masculino, el 41.6% al
femenino. Proporciones similares para embriones aneuploides con el 55% para el sexo
masculino y el 45% para el femenino.

35-39 aiios 240 afos Valor P
EMBRIONES 50 27 0.2034
EUPLOIDES
EMBRIONES 59 79 0.4715

ANEUPLOIDES

Tabla 4. Relacion de embriones euploides y aneuploides por grupo de edad.
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Grafico 4. Relaciéon de embriones euploides y aneuploides por grupo de edad y el total.

Las alteraciones cromosémicas mas frecuentes reportadas en los PGT-A recolectados de
los 138 embriones aneuploides fueron las trisomias en un 51.7%, seguido de las
monosomias en un 39.8%. Pequeiios porcentajes del total se encuentran repartidos entre
las alteraciones debidas a falta o agregacion de material genético en alguno de los brazos
de los cromosomas, ya sea p o g, determinadas como deleciones o duplicaciones. Las
duplicaciones para p en un 1.53%, para q en un 3.06%. Las deleciones para p en un 2.29%
y para g enun 1.53%.

La trisomia mas frecuente es la del cromosoma 21 en un 11.1%, seguida del cromosoma
15 en un 9.6% y el cromosoma 18 en un 8.14%. La monosomia mas frecuente se
encuentra en el cromosoma 22 en el 10.5%, en el cromosoma 16 con un 8.6% y con un
porcentaje de 7.6% en los cromosomas 18 y 21.

Aneuploidias compatibles con la vida: encontradas en 15 embriones con trisomia 21, 8

embriones con trisomia 13, 11 embriones con trisomia 18, 2 embriones con monosomia
X0, 2 embriones con trisomia XXY y 2 embriones con trisomia XYY.
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Grafico 5. Distribucidn de aneuploidias en edad materna avanzada.

Morfologia embrionaria

Se realizé el andlisis comparativo entre los embriones aneuploides y euploides con la
morfologia embrionaria de los blastocistos biopsiados. Dentro del grupo de embriones
euploides se encontré con morfologia denominada como excelente al 11.6%, buena en
10.3%, promedio en un 35% y pobre en el 42.8%

Para el grupo de blastocistos aneuploides se encontraron dentro del grupo de morfologia
excelente al 19.5%, buena 5.07%, promedio 36.9 y pobre al 38.4%.

El analisis entre los 4 grupos por morfologia se realizé utilizando la prueba de Kruskal
Wallis, tanto para blastocistos euploides como aneuploides obteniendo para ambos
grupos significancia estadistica.

Excelente Bueno Promedio Pobre Valor P
Euploides 9 8 27 33 <0,0001
Aneuploides 27 7 51 53 <0,0001

Tabla 5. Patron morfoldgico por grupo entre embriones euploides y aneuploides.
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EXCELENTE BUENO PROMEDIO POBRE

Grafico 6.1. Patron morfoldgico por grupo en embriones euploides.

EXCELENTE BUENO PROMEDIO POBRE

Grafico 6.2. Patron morfolégico por grupo en embriones aneuploides.
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DISCUSION

La asociacion de edad y fertilidad se sabe y esta bien documentado ya por muchos afos.
Para la realizacion del andlisis de resultados se dividié al grupo de edad materna avanzada
en dos grupos: mujeres de 35 a 39 afios y mujeres con 40 aifos o mds. De acuerdo a la
revision de resultados se encontré que el grupo de mas de 40 aios representaba el mayor
porcentaje con 53%. Visto en lo reportado para transferencias de embriones que para
1988-89 se reportaban en menos de 200 en mujeres mayores de 40 afnos comparada con
los mas de 17 000 ciclos realizados para 2012 en el mismo grupo de mujeres reportado
por el Centro de Prevencion y Control de Enfermedades (CDC).>®

Como un parametro importante a conocer se valoré el tipo de infertilidad asociada a cada
grupo de pacientes encontrando que en el grupo de 35 a 39 anos predomina el tipo de
infertilidad primaria, la cual esta asociada al retraso de maternidad observado en la
sociedad en los ultimos afios como lo comenta Sauer MV. En el grupo 240 afos la
infertilidad secundaria, sin embargo presente en un buen porcentaje para la primaria.>®

La valoracion de la edad en base a la obtencién de embriones euploides y aneuploides
tuvo significancia estadistica aunque la diferencia en afios fue minima para la media y
error estandar. La media para el indice de masa corporal (IMC) en limites bajo para
sobrepeso en ambos grupos, sin significancia estadistica como registrado en el estudio de
Goldman KN et al., al no encontrar relacién entre el IMC y euploidia.®®

La determinacién hormonal basal realizada se realizd para valorar la reserva ovarica como
potencial de fertilidad y euploidia, dar una pauta para el régimen de estimulacidn, asi
como prondstico para la recuperacidon ovocitaria, tomando en cuenta pardametros
establecidos de normalidad a tomar en cuenta que los rangos varian de mujer a mujer a
pesar de la edad. En el estudio los pardmetros para los dos grupos de edad fueron
similares, sin encontrar significancia estadistica para embriones euploides y aneuploides a
pesar del margen de afios estudiados. A diferencia de lo reportado por Shahine LK et al.,
donde se encontré relacién entre la disminucidn de la reserva ovarica y porcentaje de
embriones aneuploides. Se confirma disminucién en la funciéon ovarica de acuerdo a la
relacion hormonal que describe la literatura inicia a partir de los 35 afios.®?, 62

La cantidad de ovocitos recuperados para edad fue mayor a lo esperado, con un promedio
mayor en el grupo de 35 a 39 afos por ende también la proporcién de ovocitos metafase
Il adecuados para realizar ICSI. La tasa de fertilizacién se encontrdé por arriba de lo
reportado por Tournaye et al.?3, y recientemente por Johnson LN, et al.®*, asi como la tasa
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de formacién de blastocisto estudiada en mujeres normorrespondedoras con peso
adecuado de 57.2% vs 43.6% en pacientes con IMC >25 (Comstock JA et al.).5>

La disminucién de la fertilidad relacionada con la edad va de la mano con el aumento
significativo en las tasas de aneuploidia y aborto espontaneo, Balasch et al.%, corroborado
en el estudio observando la proporcién de embriones aneuploides contra los euploides en
el total y en la comparacion por grupos de edad.

Concuerda con la literatura, donde se observa una tasa de aneuploidia en mujeres
acercandose a los 40 afios de 75% como lo refiere Fragouli E, et al.®’

El hallazgo mas frecuente son las trisomias el cual estd relacionado al menos en parte, a
cambios y alteraciones en el huso meiético, que predispone a la no disyuncién.®®, & Existe
una alta prevalencia de aneuploidia en mujeres con edad materna avanzada aun en
embriones morfolégicamente normales seleccionados para transferencia en ciclos de
fertilizacion in vitro.”®
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CONCLUSIONES

El reconocer el efecto de la edad en la fertilidad es esencial para una mejor evaluacién,
consejo y tratamiento para las parejas que acuden a la consulta.

En pacientes de edad avanzada, las caracteristicas morfoldgicas embrionarias no son
suficientes para asegurar un de embrién sano.

La morfologia del blastocisto independientemente de su capacidad para llegar a dia 5 no
tiene correlacién con su contenido genético.

El promover el uso del PGT-A en éste grupo de pacientes, aumenta la eficacia y seguridad
de las técnicas de reproduccion asistida.

Es necesario complementar este estudio con los resultados reproductivos de las pacientes
posterior a la transferencia de todas las incluidas en el analisis.
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ANEXOS
Hoja de obtencion de datos

EXAMEN GENETICO PREIMPLANTATORIO PARA ANEUPLOIDIAS (PGT-A) EN EDAD
MATERNA AVANZADA: CORRELACION DE ANEUPLOIDIAS Y SU EVALUACION

MORFOLOGICA

Nombre:

Edad:

Antecedentes obstétricos: Gestas Partos Cesareas Abortos

1. Peso Talla IMC

2. Perfil ovarico: FSH LH E2

AMH

3. Ovocitos recuperados: Fertilizados:

Blastos biopsiados:

4. Blastos euploides: Sexo:

Blastocistos:

5. Blastos aneuploides: Sexo:

6.Alteracion cromosémica:

7. Morfologia:

11. Observaciones
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