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RESUMEN

Los tratamientos de reproduccion asistida desde sus inicios han estado en
constante evolucion para lograr mejorar sus resultados, una de estos grandes
avances fue el poder identificar los embriones que son euploides, logrando asi
mejorar los resultados dependientes de la calidad embrionaria, sin embargo la
transferencia de embriones congelados es uno de los pasos mas importantes para
lograr el éxito en estos tratamientos, por lo que el conocer si existen beneficios tras
el modo de preparacién endometrial para la transferencia de embriones congelados
euploides es fundamental para nuestro conocimiento actual. Objetivo. Determinar
si existen diferencias significativas en los resultados reproductivos, dependiendo del
método de preparacion endometrial para transferencia de embriones euploides
congelados ya sea con ciclo natural modificado comparado con ciclo artificial.
Material y métodos. Estudio longitudinal, comparativo, observacional, retrospectivo
de las transferencias de embriones congelados euploides de Instituto de Ciencias
en Reproduccién Humana, sede Ledén, Guanajuato, analizados mediante next
generation sequencing. Resultados. Las transferencias de embrién Unico fueron
similares en ambos grupos de estudio 81.25% vs 75.32% (p=0.39) en ciclo natural
comparado a ciclo artificial, y se observan resultados similares en aquellas
transferencias dobles 18.75% vs 24.67% (p=0.39) respectivamente; no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en la tasa de embarazo
51.56% vs 55.84% (p=0.61), tasa de implantacién 47.36% vs 48.95% (p=0.83), tasa
de abortos 12.12% vs 18.6% (p=0.44), tasa de recién nacido vivo 39.06% vs
44.15% (p=0.54) por otro lado la tasa de embarazo bioquimico fue de 6.06% vs 0 %
(p=0.10). En ciclo artificial hay diferencias significativas a favor de grosor
endometrial 8-9.9 mm, cuando se compara con el grupo de 10-12 mm donde
encontramos menores tasas de embarazo. Conclusiones. Ambos métodos son
igualmente efectivos para permitir el embarazo cuando se transfieren embriones
euploides; si se toma en cuenta el grosor endometrial existen mejores resultados
con endometrios entre 7 a 9.9 mm en ciclo artificial, con endometrios menores a 10
mm obtuvimos mejores resultados en ambas preparaciones endometriales.

Palabras clave: Transferencia de embriones congelados, embriones euploides, next
generation sequencing, ciclo natural modificado, ciclo artificial.



MARCO TEORICO

ANTECEDENTES

Desde el inicio de la de reproduccion asistida se ha buscado lograr los mejores
resultados con las distintas técnicas de reproduccion, es por ello que este campo
de investigacion clinica se ha mostrado desde sus inicios en constante desarrollo

para poder optimizarlos.

Uno de los pioneros de la reproduccion asistida el Dr. Patrick Christopher Steptoe
fue un precursor del uso de la laparoscopia en la ginecologia,! con lo que posterior
a sus observaciones de los 6rganos pélvicos femeninos nace un interés especial
por la ovulacién y pronto desarrolla una técnica para obtener los évulos mediante el

uso de laparoscopia por vision directa del ovario 2.

Por otro lado, el Dr. Robert Geoffrey Edwards quien en un principio trabajo con
ovocitos de raton, posteriormente enfoco sus estudios en el desarrollo de los
ovocitos humanos y la posibilidad de lograr su fertilizacibn de manera exégena con
técnicas in vitro,® sin embargo para esos tiempos no era una tarea facil obtener
ovocitos humanos para su estudio y mas aun para su uso en el campo de la
fertilizacion, desde 1968 el Dr. Edwards trabaja conjuntamente con el Dr. Steptoe y
se convierten en los pioneros de la reproduccion asistida y técnicas de fertilizacion
in vitro. Durante los afios siguientes escriben importantes documentos donde
describen sus avances en reproduccion y analizan el espermatozoide,* la técnica
de recuperacion ovocitaria en foliculos preovulatorios,® y los primeros tratamientos

con fertilizacion tubaria ¢ entre otros.

Hacia 1972 comenzaron a realizar sus primeras transferencias embrionarias y
después de intentarlo en 40 pacientes sin resultados favorables, no fue sino hasta
1976 cuando lograron el primer embarazo mediante esta técnica, el cual fue
decepcionante al conocer que se trataba de un embarazo ectépico’, y asi, tras el
fracaso de 102 embriones y un embarazo ectopico fue que finalmente Leslie Brown

logré un embarazo al transferirsele



un embrion de 8 células el cual tras un embarazo con multiples dificultades culminé

con el nacimiento exitoso de Louise Brown el 25 de Julio de 1978 8.

A pesar de ese primer embarazo en sus inicios la fertilizacion in vitro no era una
técnica que tuviera tasas de embarazo elevadas, sin embargo, pronto se
implantaron mejoras en la técnica y asi fue que pasaron de 16.5 % a 30 % en los
primeros afos,® y esto se fue dando gracias a una mejor eficiencia en el desarrollo

de la técnica.

Los protocolos de induccion de la ovulacién fueron progresando a través de los
tiempos, desde el ciclo natural en los primeros tratamientos de fertilizacion in vitro,
pasando por la induccién con citrato de clomifeno y el uso de gonadotropinas
urinarias,'® después a mediados de 1980s aparecen los protocolos con agonistas
de la GnRH,'* vy posteriormente se contd con el desarrollo gonadotropinas
altamente purificadas y recombinantes a principios de los 1990°s, y hacia finales de

esa década el desarrollo de los antagonistas de la GnRH?2,

La captura de los ovocitos también ha tenido una evolucion importante desde sus
inicios cuando se realizaba de manera laparoscépica®, pasando por vias
transabdominales-transvesicales,**  peruretral-transvesical,'* hasta poderlos
obtener via trasvaginal guiada por ultrasonido,'® logrando que la obtencién de los
foliculos fuera un procedimiento menos traumatico, con menor morbilidad, con
menores tiempos quirdrgicos, menos equipo médico y costos mas accesibles
comparados con la via laparoscépica, ademas de lograr mejor aceptaciéon y

tolerancia en la pacientes sometidas a este tipo de procedimientos.

El factor masculino se consideraba uno de los factores que tenia mayor efecto
adverso sobre los tratamientos de infertilidad por lo que el desarrollo de la inyeccién
intracitoplasmatica de espermatozoides descrito por Palermo en 1992 ¢ significd
avances importantes en esta materia mejorando las tasas de fertilizacion in vitro en

este tipo de pacientes.

Tras aumentar la cantidad de ovocitos que se podian obtener por ciclo con el

desarrollo de nuevos y mejores medicamentos para la estimulacion ovarica y



mejorar la captura ovocitaria, surgio la necesidad de poder conservar los embriones
obtenidos por ciclo iniciado. Trounson en 1983 desarrolla técnicas de congelacion
17 que permiten preservar embriones mas alla del ciclo de estimulacion y ademas

disminuir la morbimortalidad por la transferencia de multiples embriones.

Estas técnicas de congelacion también han sufrido modificaciones pasando de
congelacién lenta a vitrificacion descrita por Kuwayama en 2007,'® que persiste
hasta nuestros dias y se ha convertido en el gold estandar para los ciclos de

congelacion embrionaria a nivel global.

Ademas de esto, tras los avances ya descritos se logré identificar que posterior a
los tratamientos de estimulacion ovérica el incremento suprafisiologico del estradiol
produce un efecto deletéreo sobre el endometrio afectando de esta manera los
resultados derivados de ciclos de fertilizacién in vitro'®, ademas de aumentar el
riesgo de sindrome de hiperestimulacion ovarica en las pacientes altas

respondedoras?.

Como podemos ver la evolucion que se ha presentado hasta nuestros dias ha
modificado gran parte de los procedimientos realizados al inicio de la era de
reproduccion asistida y esto solo por mencionar algunos avances que se han llevado
a cabo para buscar ese equilibrio embrion/endometrio que nos lleve al éxito

reproductivo.

En la busqueda de ese equilibrio, la selecciéon del embrion con mayor potencial de
implantacion se ha estudiado a través de multiples pardmetros, desde la extraccién
del ovocito hasta su inyeccion se han establecido evaluaciones que nos puedan
ayudar a seleccionar al mejor. Uno de los mas empleados es su evaluacién
morfolégica en estado de clivaje y su evolucidbn mediante cultivo prolongado a
blastocisto donde se ha observado que su morfologia y su asociacion a viabilidad,
puede variar dependiendo de la edad de la paciente y esto también se relaciona al

ndmero correcto de cromosomas.?122

Se ha evaluado también mediante el empleo de tecnologia como time lapse imaging

donde se evalla la morfocinética de su desarrollo embrionario,?3 otras técnicas de



estudio son la protedbmica ?* y la metabolémica embrionaria,®® todas estas

empleadas como practicas de evaluacion no invasivas al embrion.

Por otro lado, se encuentran las técnicas invasivas embrionarias desarrolladas tras
esa necesidad de seleccionar al mejor embrion, debido a que estudios han
demostrado que la aneuploidia embrionaria se asocia fuertemente como una causa
de falla de implantacién,?®?” por lo que el desarrollo del diagnéstico
preimplantacional para aneuploidias (PGT-A) surge como una herramienta mas de

evaluacién embrionaria.

Esta evaluacion se realiza mediante la biopsia de células embrionarias las cuales
también han estado evolucionando a través del tiempo. Para identificacion de estas
alteraciones genéticas se utilizé (FISH) fluorescence in situ hybridization, la cual
consiste en la extraccion de 1 a 2 células del embrion a las cuales se les produce
lisis celular y se fija en un portaobjetos donde se afiade el fluorocromo con el

marcaje especifico de los cromosomas a analizar.

Inicialmente se realizé el marcaje de sondas con fluorescencia para identificar
alteraciones de los cromosomas 13, 18, 21, X, Y,?8 posteriormente se sumaron las
sondas para identificar los cromosomas 15, 16, 17, 22,2° y finalmente el 8, 14, 20.%0
Tras el aumento en el nUmero de cromosomas de estudio se observo a su vez un
incremento en deteccion de embriones mosaico, por lo que se da mas importancia

al potencial de implantacién y efectos en la descendencia de este tipo de embriones.

Este andlisis embrionario se realizaba con embriones en estadio de clivaje en dia 3
y se observo que los resultados comparados con embriones no biopsiados eran
menores en su tasa de embarazo en curso y recién nacido vivo, por lo que se
determina que la biopsia embrionaria en estadio de clivaje embrionario presentaba
un efecto detrimental en el embrién, cambiando de esta manera la perspectiva de
estudio hacia embriones en estadio de blastocisto donde este comportamiento no

se observaba.?t

Sin embargo, la falta de analisis de todos los cromosomas y el nimero limitado de

células analizadas donde podian encontrarse embriones con mosaicismos, dio lugar



al desarrollo de otras técnicas que cubrieran esas deficiencias.?® Debido a esto
surgen diversas plataformas de analisis genético que desarrollaron la capacidad de
poder analizar los 24 cromosomas y han permitido hasta nuestros dias una mayor
capacidad en la seleccién y deteccion del mejor embrién.

El andlisis por Hibridacion Gendmica comparativa (CGH array) compara el ADN del
embridon con un ADN de referencia mediante hibridacion fluorescente in situ tras su
desnaturalizacion para volverlo monocatenario y la hibridacion de las dos muestras

resultantes, de tal manera que detecta ganancias o pérdidas del genoma.3!

Los polimorfismos de un solo nucledtido (SNP array) permiten determinar
alteraciones en el nimero de copias de una region genémica determinada mediante
la emision de fluorescencia con sondas de referencia y su comparacion con

muestras de ADN control y el ADN analizado.3°

El analisis por Reaccion de Cadena de Polimerasa (PCRa) amplifica la secuencia
especifica de ADN de la muestra y realiza la comparacion de esta con el ADN

control.3°

La secuenciacion de nueva generacion (Next Generation Sequencing NGS),
secuencia millones de bases a partir de fragmentos de ADN cortos con la finalidad
de estudiar genomas completos y complejos.3°Esta se ha posicionado por encima
de las otras tecnologias de analisis gendmico como la principal herramienta en el
diagnéstico genético preimplantacional para aneuploidias debido a que a diferencia
de las otras plataformas de analisis permite la deteccion de traslocaciones no
balanceadas, aneuploidias parciales, poliploidias y la deteccion de grados de

mosaicismo mas bajos en comparacion con CGHa, y el resto de las plataformas.3°

El empleo de nuevas tecnologias y en lo particular del NGS ha demostrado ser un
adecuado método para determinar aquellos embriones que son euploides®® y de
esta manera nos permita usarlos para optimizar los resultados de la transferencia
embrionaria, por lo que el empleo de este tipo de tecnologias intenta disminuir las
fallas de implantacion dependientes del embrién en aquellas pacientes que se

someten a tratamientos de fertilidad.



Sin embargo, debemos recalcar que durante la busqueda de ese embrion euploide
los protocolos de estimulacion ovarica controlada buscaran poder generar una
cantidad elevada de ovocitos para poder obtener al menos un embrién euploide, por
lo que el uso de estos protocolos genera niveles elevados de estradiol y
progesterona, que pueden causar efectos deletéreos en la receptividad

endometrial.1®

En ese sentido el desarrollo de las mas recientes técnicas de vitrificacion ha sido un
avance que ha permitido postergar y almacenar embriones en sus diferentes
estadios de desarrollo para su posterior uso,!® evitando de esta manera el efecto
adverso del estradiol sobre el endometrio con excelentes tasas de recuperacion tras
su desvitrificacion, lo cual ha beneficiado y revolucionado los tratamientos de
reproduccion asistida ya que ha permitido preservar, almacenar y postergar el uso
de los embriones hasta el momento deseado, como en el caso de aquellos que
seran destinados a diagnéstico preimplantacional.3?

A pesar de todos los avances y mejoras descritas hay que recordar que, si bien la
seleccién del mejor embrién es primordial para lograr buenos resultados, en mismo
grado de importancia se encuentra la evaluacién endometrial, ya que debemos de

transferir un embrién en un endometrio que sea receptivo.

Las investigaciones que se han realizado con embriones euploides nos han
mostrado tasas de embarazo en curso que van desde 45% en la poblacion con
infertilidad 3334 y de 60% en embriones donados® lo que sugiere que existen

factores independientes del embrion que determinaran el éxito en la implantacion.

Debido a esto ha adquirido mas importancia la manera de preparacion endometrial
durante los ultimos afios desde la evaluacion de la llamada ventana de implantacién
que se ha definido como el periodo de receptividad del endometrio para la
implantacién embrionaria,3¢ donde se sabe que durante este periodo se desarrollan
y expresan multiples marcadores bioquimicos que deben estar presentes para que

el proceso de implantacién se pueda completar.



Debido a esto no solo los criterios de evaluacion ultrasonogréafica que describen
morfologia y grosor endometrial®” o la compactacién endometrial,*® deben de

tomarse en cuenta al momento de preparar la transferencia embrionaria.

Los marcadores bioquimicos y genéticos se han evaluado con el objetivo de
individualizar la transferencia embrionaria y realizarla en un endometrio receptivo
gue sea valorado mediante diferentes medios como la biopsia endometrial o la
medicién en la expresién de genes asociados a la receptividad endometrial;3°4°
todos estos grandes esfuerzos han sido realizados con el Unico objetivo de poder
obtener mayores tasas de éxito en los tratamientos de reproduccion.

Las evaluaciones endometriales mencionadas inician a partir de la preparacion
endometrial la cual se lleva a cabo mediante ciclo natural o ciclo artificial, los cuales
se pueden realizar mediante distintos protocolos de preparacién; ciclo natural, ciclo
natural modificado, ciclo sustituido con o sin empleo de agonistas de la Hormona

Liberadora de Gonadotropinas (agonistas GnRH).

En el ciclo natural el endometrio se desarrolla bajo el estimulo hormonal endégeno
y el tiempo de transferencia se determina mediante la elevacién de la hormona
luteinizante (LH).** En el ciclo natural modificado el endometrio es monitorizado
mediante seguimiento ultrasonografico y la transferencia es programada tras la

induccion de la ovulacién y la administracion de progesterona.*°

Durante el empleo del ciclo artificial o sustituido, se administran estrogenos hasta
alcanzar un engrosamiento endometrial adecuado con la posterior administracion
de progesterona simulando el ciclo endometrial, esta preparacion se puede realizar
con inhibicion de la sefalizacion del eje hipotalamo-hipéfisis-ovario mediante el
empleo de agonistas de la GnRH en fase lutea media del ciclo previo, el cual inhibe
estas sefiales mediante la supresion de los pulsos de GnRH para su funcion

adecuada.*®

El ciclo artificial sin uso de agonistas de la GnRH realiza la inhibicion del eje

hipotalamo-hipdfisis- ovario mediante retroalimentacibn negativa tras la



administracion de estradiol en dosis elevadas después del inicio de la menstruacion

y posteriormente se administra la progesterona para simular el ciclo endometrial.*°

Las ventajas de utilizar protocolos en ciclo natural van enfocadas a evitar el uso de
medicamentos, sin embargo, se requiere de vigilancia ultrasonogréfica,
disponibilidad de la paciente o del centro de fertilidad para los seguimientos, ya que
de no tener esta disponibilidad puede incrementar las tasas de cancelacion. En
cambio, los ciclos artificiales ofrecen mejor control de los tiempos del ciclo
minimizando los riesgos de cancelacion, aunque persiste el uso de medicamentos

gue eleva los costos del tratamiento.

La tendencia cada vez mayor a nivel global de realizar transferencia de embriones
congelados ha llevado a profundizar mas en la manera en cédmo realizamos la
preparacion endometrial de nuestras pacientes. Los datos disponibles con respecto
a tasa de implantacion, embarazo en curso y tasa de recién nacido vivo no sugieren
diferencias en lo que respecta a embriones congelados transferidos en ciclo natural

comparados con ciclos artificiales.#0:4243

Sin embargo, existen aun pocos estudios con transferencia de embriones euploides
y sus resultados dependientes del modo de preparacion endometrial, ya sea con
ciclo natural comparado con ciclo artificial,***°> en donde el factor embrionario queda

en teoria minimizado.

Greco et al. muestra resultados no concluyentes ya que no evidencia diferencias
significativas entre los protocolos de preparacion endometrial,*> mientras que
Melnick et al. sugiere mejores resultados estadisticamente significativos en el

empleo de ciclo natural modificado.**

Debido a que existen datos limitados para sugerir cuél de los dos métodos de
preparacion endometrial pudiera ofrecer mejores resultados, durante este estudio
se comparo ambos tipos de preparacion endometrial midiendo sus tasas de éxito
en base a tasa de embarazo, tasa de implantacion, tasa de aborto y tasa de recién
nacidos vivo, para poder establecer si es que alguno de los métodos de preparacion

endometrial es superior al otro.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El éxito de los tratamientos de reproduccion asistida es medido en base a los
resultados de embarazos y recién nacido vivos en aquellas parejas que se someten
a este tipo de manejos médicos; es por ello que los esfuerzos e innovaciones en
materia reproductiva van encaminados no solo a mejorar la tasa de fertilizacion,
desarrollo y/o calidad embrionaria, sino también mediante distintos medios lograr

esa sincronizacion efectiva embrién-endometrio.

Una de estas innovaciones nos ha ayudado a identificar la euploidia en los
embriones la cual ha sido directamente relacionada como una causa importante de

falla en los tratamientos de reproduccion asistida. °1°

De este modo, surge la necesidad de conocer cuéles son los factores que pueden
favorecer el éxito de implantacion de estos embriones y su adecuado desarrollo

gestacional.

Es por esto que debemos de buscar la mejor manera de optimizar el endometrio de
las pacientes y que este a su vez se encuentre receptivo, determinando si existe un
impacto positivo o deletéreo dependiente del modo de preparacién endometrial para
la transferencia de embriones congelados euploides, que a su vez nos aporte datos
para poder mejorar los tratamientos de reproduccion asistida.

El planteamiento anterior es la base para la siguiente pregunta de investigacion:

¢Existen mejores tasas de embarazo en transferencia de embriones euploides
congelados, dependiendo de la preparacion endometrial en ciclo natural modificado

comparado con ciclo artificial?



JUSTIFICACION

Hasta el dia de hoy existe poca informacion disponible en la literatura acerca del
impacto de la preparaciéon endometrial en el éxito de la transferencia de embriones

congelados euploides.

El éxito reproductivo se basa en el equilibrio embrién/endometrio; en lo que respecta
al embrion como parte de esta ecuacion se ha logrado disminuir esa brecha de error
mediante el uso de diagnostico genético preimplantacional ya que nos da la certeza
de que el embridn tras ser euploide no sera un factor deletéreo como previamente
se mencionaba sobre todo en aquellos casos de falla de implantacion, por lo tanto,
en el otro componente de ese equilibrio que es el endometrio recae todo el peso del
éxito de los tratamientos por lo que es importante conocer y determinar todos los

factores que puedan mejorar o desequilibrar la receptividad endometrial.

La manera de preparar el endometrio previo a la transferencia embrionaria es una
de las variables fundamentales que debemos de conocer para poder determinar si
existen beneficios o perjuicios dependientes de la manera de preparacion
endometrial ya sea por ciclo natural modificado o ciclo artificial, y asi contribuir a

nuestro conocimiento en busqueda de mejores resultados reproductivos.



OBJETIVOS

e GENERAL
o Determinar si existen diferencias significativas en los resultados
reproductivos, dependiendo del método de preparacién endometrial
para transferencia de embriones euploides congelados ya sea con

ciclo natural modificado comparado con ciclo artificial.

e ESPECIFICOS
o Comparar los resultados reproductivos entre ambos protocolos de
preparacién endometrial, ciclo natural modificado y ciclo artificial:
» Tasa de embarazo
» Tasa de implantacién
» Tasa de embarazo bioquimico
» Tasa de aborto

= Tasa de recién nacido vivo



MATERIAL Y METODOS
TIPO Y DISENO DE ESTUDIO

Estudio longitudinal, comparativo, observacional, retrospectivo de las transferencias
de embriones congelados euploides de Instituto de Ciencias en Reproduccion
Humana, sede Ledn, Guanajuato en el periodo comprendido de enero de 2017 a
diciembre 2020

POBLACION
Seleccién de participantes

Pacientes sometidas a tratamiento de reproduccion asistida mediante fertilizacion in
vitro (FIV), con inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl), y
diagndstico genético preimplantacional para aneuploidias (PGT-A), en Instituto de
Ciencias en Reproduccion Humana en la ciudad de Le6n Guanajuato, México, en
el periodo comprendido entre enero 2017 a diciembre de 2020 y que cuente con al
menos un embrién euploide congelado el cual seréa transferido mediante protocolos
de preparacion endometrial que seran asignados en base a regularidad en los ciclos
de la paciente, dificultad para asistir a seguimientos foliculares o por decisién de

médico tratante.
Criterios de Inclusion

Pacientes de cualquier edad que cuenten con al menos un embrién euploide
obtenido mediante FIV-ICSI y posterior analisis con PGT-A mediante Next
Generation Sequencing, incluyendo ovulos propios u 6évulos donados, transferencia
embrionaria de 1 o 2 embriones euploides, cavidad uterina normal previa revision
endometrial realizada mediante histeroscopia, independientemente del origen de

infertilidad e indicacion de estudio genético preimplantacional.



Criterios de exclusion

Endometrios suboptimos menores a 7 mm, transferencias embrionarias traumaticas
o reportadas como dificiles, transferencias embrionarias con mala visualizacion por
ultrasonido, pacientes que cuenten con informacion incompleta para el analisis del

estudio.

VARIABLES DE ESTUDIO

Variables Independientes

o Ciclo Natural

o Ciclo Artificial

Variables dependientes

o Tasa de embarazo

o Tasa de implantacion

o Tasa de embarazo bioquimico
o Tasa de aborto

o Tasa de recién nacido vivo por transferencia realizada



Tabla 1. Variables Independientes

VARIABLE DEFINICION DEFINICION ESCALA DE | ESCALAY
CONCEPTUAL OPERACIONAL MEDICION | UNIDAD DE
MEDICION
Ciclo Preparacion Preparacion Cuantitativa, | Grosor
Natural endometrial, que se | endometrial sin | continua endometrial,
Modificado | realiza bajo | estimulo endogeno .
estimulo hormonal | que requiere foliculo Millmetros
enddgeno, con | al menos de 16 mm,
induccion de la | con valores séricos
ovulacion mediante | de estradiol >120
HCG. pg/mL, LH <10
mul/mL,
progesterona
<1lng/mL
Ciclo Preparacion Preparacion Cuantitativa, | Grosor
Artificial endometrial, que se | endometrial con | continua endometrial,
con realiza bajo | ingesta de valerato .
agonista de | inhibicion del eje | de estradiol Milimetros
la GnRH hipotalamo- escalonada por 12

hipdfisis-ovario, con
agonista de GnRH
en fase litea media
de ciclo previo, tras
de

menstruacion se

inicio

administra valerato
de estradiol de

manera escalonada

dias donde se
valora grosor
endometrial y

ausencia de foliculo

en desarrollo.




Tabla 2. Variables Dependientes

VARIABLE DEFINICION DEFINICION TIPO DE MEDICION
CONCEPTUAL OPERACIONAL VARIABLE
SEGUN SU
NATURALEZ
A
Tasa de | Presencia de | Evidencia por | Cuantitativa, Porcentaje
embarazo saco gestacional | ultrasonido de saco | continua
donde se observe | gestacional con
embrién y latido | presencia de
cardiaco fetal | embrion latido
después de la | cardiaco fetal
semana 6 de|después de Ila
gestacion, semana 6 de
gestacion.
Tasa de | Presencia de | NUmero de sacos | Cuantitativa, Porcentaje
implantacién | sacos gestacionales continua

gestacionales
observados
mediante

ultrasonido en

relacion al
namero de
embriones
transferidos

dividido sobre el
nimero total de
embriones

transferidos
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Tasa de | Evidencia de | Prueba de | Cuantitativa, Porcentaje
embarazo embarazo  solo | embarazo positiva | continua
bioquimico mediante la | mayor de 20

deteccién de | mUI/mL sin

fraccion beta de | evidencia de saco

gonadotropina gestacional por

coriénica humana | ultrasonido.

mayor a 20

muUl/mL sin

evidencia por

ultrasonido de

saco gestacional
Tasa de | Pérdida Perdida de | Cuantitativa, Porcentaje
aborto espontdnea del | embarazo antes de | continua

embarazo antes | la semana 20 de

de la semana 20 | gestacion en

de gestacién relacion al namero

de pruebas
positivas.

Tasaderecién | NUumero de | Numero de eventos | Cuantitativa, | Porcentaje
nacido vivo | eventos obstétricos con | continua
por obstétricos  que | nacimiento de un

transferencia

realizada

resultaron en al
menos un
nacimiento de un
recién nacido vivo
sobre el numero
de transferencias

realizadas

recién nacido vivo
en relacion  al
numero de
transferencias

realizadas




Euploidia

Condicion en la
que una célula
tiene sus
cromosomas en
un multiplo exacto
del namero
haploide 23
cromosomas; en
el humano este
multiplo es dos.

Por tanto, un

embriébn  normal
euploide se
considera

portador de 46
cromosomas un

namero diploide.

Embrion con
presencia de 46
cromosomas,

diploide.

Cualitativa

Nominal
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DESCRIPCION OPERATIVA DEL ESTUDIO

Se incluyeron en el estudio a un total de 116 pacientes las cuales se sometieron a
tratamientos de FIV-ICSI-PGT-A de los cuales se excluyeron 5 pacientes debido a
datos incompletos en expediente (4) y un paciente con endometrio subéptimo menor
de 7mm, incluyendo todas las causas de infertilidad (edad materna avanzada,
pérdida gestacional recurrente, falla de implantacion, seleccion de sexo, por
decision electiva de la pareja, y se engloba como otras aquellas causas que diferian
de las antes expuestas); transfiriéendose un total de 171 embriones euploides
congelados. La eleccién del protocolo de preparacion endometrial se realiz6 en base
a la regularidad en los ciclos menstruales de la paciente, la dificultad por parte de la
pareja para asistir a los seguimientos foliculares debido a su lugar de origen distinto

al del lugar donde se realiza el estudio o por decision del médico tratante.

Todas las pacientes incluidas en el estudio firmaron consentimiento informado para
procedimientos de fertilizacibn in vitro ademas de diagndéstico genético

preimplantacional para aneuploidias.

Estimulaciéon ovéarica

La estimulacion ovarica controlada se realizé con el uso de gonadotropinas de
origen recombinante, hormona foliculo estimulante (FSHr), (Gonal F, Merk Serono,
Alemania) con dosis que iban de 225 a 300 Ul de acuerdo a los criterios de médico
tratante, en las pacientes mayores de 35 afios o con baja reserva ovarica se utilizo
la combinacion de FSH con LH en relacion 2:1 (Pergoveris, Merk, Serono,

Alemania).

Se utilizaron protocolos de estimulacion flexible con antagonistas de la GnRH
(acetato de Cetrorelix 0.25 mg, Cetrotide, Merk Serono, Alemania) una vez que se
encontraban foliculos con dominancia en 14mm. Al encontrarse por lo menos 3

foliculos de 18 mm de diametro se administraban hormona gonadotropina coriénica



humana (HCG) 10 000 Ul, (Choriomon, Corne, México) via intramuscular o 250 mcg

de HCGr (Ovidrel, Merk, Serono, Italia) via subcutanea.

En caso de riesgo de hiperestimulacion ovérica la maduracion ovocitaria se
realizaba mediante agonista de la GnRH (Acetato de Triptorelina 0.2 mg,
Gonapeptyl Daily, Ferring, Kiel, Alemania).

Después de 36 horas posterior a la administracién de HCG se realiza la captura de

ovocitos mediante puncion trasvaginal guiada por ultrasonido.

ICSI, cultivo y biopsia embrionaria

Previo al proceso de inyeccion intracitoplasmatica, las placas fueron preparadas 24
hrs antes de la microinyeccién dentro de la cabina de flujo laminar y puestas dentro
del incubador trigas Miri™ (ESCO medical) a 37° C a una concentracion de 6 % de
CO?, 5% de O? y un pH de 7.2-7.3 el cual fue analizado con gasémetro Epoc™

(Siemens).

Tras decumulacion ovocitaria se realiza fertilizacion de los ovocitos con inyeccion
intracitoplasméatica de espermatozoide descrita por Palermo (16), la fecundacion fue
evaluada de 16-20 hrs post inyeccién. El cultivo embrionario se realizé con medio
continuo Global Total LP (Life Global) desde cigoto a blastocisto de dia 5 y/o 6 en
una atmdsfera de 6.6% CO?, 5 % O? y un pH de 7.25. Ademas, en dia 4 del
desarrollo embrionario se llevé a cabo la perforacion de la zona pelicida en los
embriones con el uso de laser OCTAX Lasershot 2.2ms (20 m), para permitir la

eclosion del trofoectodermo.

Para el estudio la biopsia embrionaria se llevo a cabo en embriones de dia 5, 6 0 7,
los embriones que fueron aptos para la biopsia fueron transferidos a una placa
preparada el mismo dia de la biopsia con medio HTF Hepes suplementado con
suero albumina humana al 5 % en gotas independientes y cubiertas con Parafina
liquida (Life Global) y las placas colocadas en una superficie caliente a 37° C. La

biopsia embrionaria fue hecha sobre un microscopio invertido IX70 Olympus usando



manipuladores hidraulicos Narashige (Tokio, Japon) y Eppendorf en una superficie
caliente a 37° C. Se tomaron de 5 a 10 células de trofoectodermo para llevar a cabo
el andlisis PGT- A, se realizaron 3 disparos con OCTAX Lasershot 3.2 milisegundos
para después hacer el corte de las células frotando las pipetas entre si, las células
se depositaron en tubos para PCR y se enviaron al laboratorio Vida Genetics (Leon,
Guanajuato, México) para su analisis. Todos los blastocistos biopsiados fueron
vitrificados bajo la técnica de Kitazato descrita por Kuyawama en 2007,'® de manera
individual en espera del resultado del estudio.

Todas las biopsias embrionarias fueron analizadas mediante secuenciacion masiva
para la realizacion del PGT-A. EI ADN de las biopsias embrionarias fue amplificado
mediante la técnica de Whole Genome Amplification (WGA) con el uso del kit lon
SingleSeq (Thermo Fisher Scientific, USA). Posteriormente, el ADN obtenido fue
sometido a una amplificacion isotermal y para la secuenciacion se utilizd el
secuenciador lon Torrent™ PGM siguiendo las especificaciones del protocolo lon
ReproSeq™ PGS Kits (Thermo Fisher Scientific, USA). El analisis del nimero de
copias se realiz6 con el Software lon Reporter (version 5.10.5) (Thermo Fisher
Scientific, USA) mediante el Workflow ReproSeq Mosaic PGS wl.1.

Una vez que se obtenia el resultado de la biopsia y al tener al menos un embrion

euploide, se preparaba a la paciente para la transferencia embrionaria

Ciclo natural Modificado

Se reviso a las pacientes dentro de los 10 a 12 dias posteriores al inicio de su ciclo
menstrual con la finalidad de valorar el desarrollo folicular ademéas del grosor
endometrial sin el efecto de gonadotropinas exdgenas, y a partir de los hallazgos
encontrados se establecia la pauta para revisiones subsecuentes cada 24-48 hrs
segun fuera necesario, o por otro lado realizar mediciones séricas de los niveles de

estradiol, progesterona y hormona luteinizante (LH).
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Los criterios para la administracion de HCG fueron los siguientes: medida de foliculo
dominante al menos de 16 mm, endometrio de aspecto ultrasonografico trilaminar
mayor a 7 mm, progesterona sérica menor a 1 ng/ml, niveles de estradiol sérico

mayor a 120 pg/mL, valor de LH menor de 10 mUl/mL.

Una vez cumplidos estos criterios se indujo la maduracion ovocitaria con 5 000 Ul
de HCG (Choriomon, Corne, México) o 250 mcg de hCGr (Ovidrel, Merk Serono,
Italia), solo se realizaban cancelaciones del ciclo en caso de presentar valores de

progesterona seérica por encima de 1 ng/mL.

En caso de valor de LH menor a 10 mUI/mL la administraciéon vaginal de
progesterona se dio con 200 mg (Endometrin, Ferring, Kiel, Alemania) 6 400 mg de
progesterona micronizada (Geslutin, Asofarma, México) 2 dias después de la
administracion de HCG, la transferencia embrionaria se programé 6 dias después
del inicio de la administracion de la progesterona, tras confirmar el embarazo la
administracion de progesterona se continuo hasta alcanzar la semana 12 de

gestacion.

En los casos en los que se encontraron valores séricos de LH por encima de 10
mUIl/mL se considero el pico espontaneo de ovulacion por lo que en esos casos se
indujo la maduracién ovocitaria con 5000 Ul de hCG (Choriomon, Corne , México)
0 250 mcg de hCGr (Ovidrel, Merk Serono, lItalia) el mismo dia en que se
encontraban esos valores séricos y se administraba progesterona 200 mg
(Endometrin, Ferring, , Kiel, Alemania) 6 400 mg de progesterona micronizada
(Geslutin, Asofarma, México) al dia siguiente de la administracion de hCG, la
transferencia embrionaria se programé 6 dias después del inicio de la
administracion de la progesterona, en caso de confirmar el embarazo la
administracion de progesterona se continuo hasta alcanzar la semana 12 de

gestacion .



Ciclo Artificial

En todas las pacientes se realizé administracion de agonista de la GnRH de
depdsito (acetato de Triptorelina, Gonapeptyl Depot 3.75 mg, Ferring, Kiel,
Alemania) en el dia 21 del ciclo previo a la preparacién endometrial.

Tras el inicié de la menstruacion se administro valerato de estradiol (Primogyn 2 mg,
Bayer Pharma, Weimar, Alemania), en dosis escalonadas que inician con 4 mg via
oral cada 24 hrs con incrementos de 2 mg cada 3 a 4 dias y hasta alcanzar una
dosis de 8 mg cada 24 hrs, posterior se cita a valoracion ultrasonografica a los 12
dias posterior al inicio del tratamiento, donde se realiza un chequeo ultrasonografico
y se corrobora la ausencia de foliculo dominante ovérico, ademas del grosor
endometrial alcanzado durante el tratamiento, en caso de no cumplir con criterios
de grosor endometrial adecuado se revalora cada 48-72 hrs dependiendo de los

hallazgos encontrados.

Para el inicio de administracion de progesterona se tomaron como criterios:
endometrio de aspecto ultrasonogréfico trilaminar mayor a 7 mm, ausencia de
desarrollo folicular ovarico. Se realiz6 cancelacion de ciclo en caso de endometrio

menor de 7 mm.

Se aplicé progesterona intramuscular (Progesterona en aceite 50 mg, Actaris, EUA)
cada 24 horas una vez que se logran los criterios establecidos, la transferencia
embrionaria se programa 6 dias después del inicio de la progesterona, en caso de
embarazo la administracion de progesterona y valerato de estradiol se contintdan

hasta alcanzar la semana 12 de gestacion.

Transferencia Embrionaria

Todas las transferencias fueron realizadas mediante el apoyo guiado por ultrasonido
transabdominal, para lo cual se les solicitd a las pacientes llenar vejiga previo a la
transferencia embrionaria y generar una ventana acustica y asi obtener una correcta

visualizacion del utero, se colocO a la paciente en posicion de litotomia, tras la



correcta visualizacion del cérvix con espejo vaginal, se realizo aseo con gasa estéril
de la vagina y remocion de moco cervical en orificio cervical externo, para la
transferencia embrionaria se utilizaron catéteres blandos Wallace (Smiths Medical,
Dublin, Irlanda), Frydman (Laboratoire CCD,Paris, Francia) o Kitazato (Kitazato
Corp. Fuji, Japon).Se realizo transferencia de embriones bajo vision guiada por
ultrasonido abdominal a una distancia entre 1 a 2 cm del fondo de cavidad uterina
(cuidando de no tocar el fondo uterino con el fin de evitar contractilidad uterina).
Después de 1 minuto se retira el catéter y se verifica en microscopio estereoscépico

gue no exista retencién embrionaria.

Se realizé prueba de embarazo mediante cuantificacion de la fraccion Beta de la
HCG, a los 12 dias posteriores a la transferencia para determinar embarazo y se
citaron posteriormente dentro de los siguientes 7 a 10 dias para verificar presencia
de saco gestacional y posterior seguimiento de embarazo.

Equipo y recursos

Equipamiento: Archivo clinico del Instituto de Ciencias en Reproduccion Humana.
Lugar: Instituto de Ciencias en Reproduccion Humana.

Materiales: Expedientes clinicos, hojas de reporte de laboratorio clinico, hojas de
reporte de laboratorio de embriologia y resultados de biopsias embrionarias de Vida
Genetics.

Necesidad de apoyo financiero: No



Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se utilizo el Stadistics Package for the Social Sciences
(SPSS version 14.0, Chicago IL, USA). Para diferencias en grupo se utilizé la t de
Student y para comparar las variables categoricas (tasa de embarazo, tasa
implantacion, tasa de aborto, tasa de recién nacido vivo, transferencia de embrion
anico, transferencia doble de embrion) la prueba de Chi cuadrada. Un valor menor

a 0.05 fue considerado como significancia estadistica.



Consideraciones éticas y bioéticas

De acuerdo al reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacion
para la salud, en el Capitulo | de los Aspectos Eticos de la Investigacion en Seres

Humanos, en su articulo 17, el presente estudio se clasifica en:

1.- Investigacion sin riesgo: Son estudios que emplean técnicas y métodos de
investigacion documental retrospectivos y aquellos en los que no se realiza ninguna
intervencion o modificacion intencionada en las variables fisiol6gicas, psicologicas
y sociales de los individuos que participen en el estudio, entre los que se consideran:
cuestionarios, entrevistas, revision de expedientes clinicos y otros, en lo que no se

le identifique ni se traten aspectos sensitivos de su conducta.

Al ser un estudio de tipo observacional, no se realizo intervencion en la exposicion
y evolucién del padecimiento estudiado. Este estudio esté clasificado como una

investigacion sin riesgo.



RESULTADOS

Se incluyeron un total de 116 pacientes de los cuales se excluyeron 5 pacientes
debido a datos incompletos en expediente (4) y un paciente con endometrio
subdptimo menor de 7mm; a los cuales se les realizo un total de 141 transferencias
de embriones euploides, se realizaron 31 transferencias de embrion doble y 110
transferencias de embrion unico, transfiriendo asi un total de 172 embriones.De las
141 transferencias de embriones se realizaron 64 con preparacion endometrial en

ciclo natural, y 77 con preparacion endometrial mediante ciclo artificial.

La tabla 1 nos muestra la distribucion por edad y la indicacién de PGT-A de nuestro
estudio, la edad en ambos grupos fue similar (33.06 £6.20 vs 31.79 £7.01), no
existieron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos en las
indicaciones para realizacion del PGT-A, siendo la mas frecuente la electiva en

ambos grupos (28% en ciclo natural y 34% en ciclo artificial).



Tabla 1 Edad e indicacion de diagnostico genético preimplantacional en ambos
grupos de estudio en transferencia de embriones congelados euploides.

Indicacion de CICLO NATURAL CICLO ARTIFICIAL VALOR DE
PGT-A n=64 45.3% n=77 54.6% P
Edad 33.1 16.2 31.8 7.0 0.26
Seleccion de Sexo 14 22% 11 14% 0.24
Edad Materna 10 16% 18 23% 0.25
Avanzada
Perdida Gestacional 5 8% 7 9% 0.78
Recurrente
Falla de Implantacién 13 20% 10 13% 0.24
Electivo 18 28% 26 34% 0.47
Otras 4 6% 5 7% 0.95

NOTA: Los datos se presentan como media + desviacion estandar y porcentaje, p=
<0.05 estadisticamente significativa, y se expresan en relacion a transferencia de

congelados realizada.



Indicacion PGT-A Ciclo Natural

=

= Seleccién de Sexo = Edad materna Avanzada
= Perdida Gestacional Recurrente = Falla de Implantacion

= Electivo = Otras

Figura 1 Porcentaje por frecuencia de indicacion en transferencia de embriones euploides con
preparacion endometrial en ciclo natural.

Indicacion PGT-A Ciclo Artificial

&S

R

= Seleccién de Sexo = Edad materna Avanzada

= Perdida Gestacional Recurrente = Falla de Implantacién

= Electivo = Otras

Figura 2 Porcentaje por frecuencia de indicacion en transferencia de embriones euploides con
preparacion endometrial en ciclo sustituido.

En la figura 1 y 2 se observa el porcentaje de distribucion de cada una de las
indicaciones de PGT-A por el tipo de ciclo de preparacion endometrial.
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Tabla 2. Comparacién de caracteristicas de ambos grupos de estudio de acuerdo

a su preparacion endometrial en la transferencia de embriones congelados

euploides.

CICLO NATURAL

CICLO ARTIFICIAL

VALOR DE p

ENDOMETRIO

8.7 (x1.0) mm

8.9 (£0.9) mm

0.27

ESTRADIOL DIA
DEL DISPARO
CON HCG (pg/mL)

212.1 (+111.3) pg/ml

NA

NA

LH DIA DEL
DISPARO CON
HCG (mUl/mL)

11.9 (+9.4) mUl/mL

NA

NA

PROGESTERONA
DIA DEL DISPARO
CON HCG (ng/mL)

0.3 (£0.2) ng/mL

NA

NA

DIAMETRO DE
FOLICULO DIA DE
DISPARO HCG
(mm)

17.9 (x1.6) mm

NA

NA

DIA DE DISPARO
CON HCG (n)

12.3 (x2.1)

NA

NA

DIAS DE
ESTRADIOL
ANTES DE INICIO
DE
PROGESTERONA

NA

13.3 (+3.5)

NA

DIA DE INICIO DE
PROGESTERONA

(n)

13.6 (£2.3)

14.2 (£3.5)

0.25

DIA DE BIOPSIA
EMBRIONARIA (n)

5.1 (x0.3)

5.1 (£0.2)

0.75

NOTA: Los datos se presentan como media

+

desviacion estandar, p= <0.05

estadisticamente significativa, y se expresan en relacion a transferencia de

congelados realizada.



La Tabla 2 muestra las caracteristicas de ambos grupos de estudio durante su
desarrollo. No existe diferencia entre ambos grupos en el caso de grosor
endometrial (8.78 mm +1.03 vs 8.9 mm £0.92 p=0.27), ademas se describen las
caracteristicas hormonales valoradas y medidas durante el ciclo natural y ciclo
artificial, sin presentar diferencias significativas con respecto al dia de inicio de
progesterona (13.65 +2.36 vs 14.25 £3.50, p=0.25) y tampoco en el dia de biopsia
embrionaria(5.1 £0.35 vs 5.09 £0.28, p=0.75).

La figura 3 nos muestra la distribucion de las medidas endometriales en cada tipo
de preparacién endometrial, en ambos grupos las medidas de 8, 9 y 10 mm fueron

las mas frecuentemente observadas durante el estudio.

Medida de Endometrio
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Figura 3. Frecuencia de medida de grosor endometrial en ambos grupos de estudio de acuerdo a su
preparacidon endometrial en transferencia de embriones congelados euploides.

La tabla 3 nos muestra los resultados del objetivo general y especificos del estudio.
Las transferencias de embrién Unico fueron similares en ambos grupos de estudio
81.25% vs 75.32% (p=0.39) en ciclo natural comparado a ciclo artificial, y se
observan resultados similares en aquellas transferencias dobles 18.75% vs 24.67%
(p=0.39)

respectivamente; no se encontraron diferencias estadisticamente

H Natural

m Sustituido
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significativas en la tasa de embarazo 51.56% vs 55.84% (p=0.61), tasa de
(p=0.83), tasa de abortos 12.12% vs 18.6%
(p=0.44), tasa de recién nacido vivo 39.06% vs 44.15% (p=0.54) por otro lado la

implantacion 47.36% vs 48.95%

tasa de embarazo bioquimico fue de 6.06% vs 0 % (p=0.10).

Tabla 3 Resultados clinicos de la transferencia de embriones congelados
euploides en ambos grupos de estudio.

CICLO CICLO Valor de p
NATURAL ARTIFICIAL
RESULTADOS
REPRODUCTIVOS n=64 (45.3%) | n=77 (54.6%)
Transferencia de embrion Unico | 52/64 (81.25%) | 58/77 (75.32%) 0.39
Transferencia doble de embrion | 12/64 (18.75%) | 19/77 (24.67%) 0.39
Tasa de embarazo 33/64 (51.56%) | 43/77 (55.84%) 0.61
Tasa de implantacion 36/76 (47.36%) | 47/96 (48.95%) 0.83
Tasa de embarazo bioquimico | 2/33 (6.06%) 0 (0%) 0.10
Tasa de aborto 4/33  (12.12%) | 8/43 (18.60%) 0.44
Tasa de recién nacido vivo por | 25/64 (39.06%) | 34/77 (44.15%) 0.54
transferencia realizada
Tasa de embarazos dobles por | 5/33 (15.15%) | 5/43 (11.62%) 0.65
transferencia realizada

NOTA: los datos se expresan como porcentaje, p= <0.05 estadisticamente
significativa, y se expresan en relacion a transferencia de congelados realizada.
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Figura 4. Comparacion de los resultados clinicos de embriones congelados euploides en
ambos grupos de estudio de acuerdo a su preparacion endometrial.

Como andlisis adicional a los objetivos primarios y secundarios del estudio se realizd
un subanalisis de las tasas de embarazo en base a su grosor, en la tabla 4 se
muestra que no existe diferencia significativa cuando se agrega el grosor
endometrial y se compara entre ambos grupos, aunque es evidente que la tasa de
embarazos es mas baja en el grupo de 10 a 12 mm con respecto a las otras medidas

de endometrio.
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Tabla 4 Comparacion de ambos grupos de estudio por grosor endometrial

Medida de Endometrio
Resultados Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
7-7.9 mm 8-8.9 mm 9-9.9 mm 10-12 mm
n=16 n=54 n=40 n=31
Ciclo 6/10 (60%) | 12/23 (52.17%) |  9/18 (50%) 6/13 (46.1%)
natural
Ciclo 4/6 (66.6%) | 19/31 (61.24%) | 14/22 (63.6%) 7/18 (38.9%)
sustituido
p 0.78 0.69 0.85 0.79

NOTA: los datos se expresan como porcentaje, p= <0.05 estadisticamente

significativa, y se expresan en relacion a transferencia de congelados realizada

Sin embargo, cuando se analiza de manera separada cada grupo de estudio en
base a su grosor endometrial podemos observar en la tabla 5 que en el grupo de
ciclo artificial hay diferencias significativas a favor de los grupos 2y 3 (8-8.9y 9-9.9
mm respectivamente) cuando se compara con el grupo 4 (10-12 mm) donde
encontramos menores tasas de embarazo, en la Tabla 6 con ciclo natural no se

observan diferencias significativas entre las distintas medidas del endometrio.



Tabla 5 Comparacion de los diferentes grosores endometriales contra el grosor

mayor de 10 mm en ciclo artificial

Grosor endometrial Embarazos Embarazos p
grupo 1,2,3 Grupo 4
7-7.9mm 4/6 (66.6%) 7/18 (38.9%) 0.19
8-8.9 mm 19/31 (61.24%) 7/18 (38.9%) 0.02
9-9.9 mm 14/22 (63.6%) 7/18 (38.9%) 0.03

NOTA: los datos se expresan como porcentaje, p= <0.05 estadisticamente

significativa, y se expresan en relacion a transferencia de congelados realizada

Tabla 6 Comparacion de resultados de los diferentes grosores endometriales

contra el grosor mayor de 10 mm en ciclo natural

Grosor endometrial Embarazos Embarazos p
grupo 1,2,3 Grupo 4
7-7.9mm 6/10 (60%) 6/13 (46.1%) 0.99
8-8.9 mm 12/23 (52.17%) 6/13 (46.1%) 0.84
9-9.9 mm 9/18 (50%) 6/13 (46.1%) 0.90

NOTA: los datos se expresan como porcentaje, p= <0.05 estadisticamente

significativa, y se expresan en relacion a transferencia de congelados realizada



DISCUSION

La transferencia embrionaria es uno de los pasos mas criticos dentro de las técnicas
de reproduccién asistida, ya que tras realizarlo se podra conocer si el proceso fue
exitoso o no. Este proceso dependera no solo de la habilidad y destreza del médico
al momento de realizar la transferencia embrionaria, sino que depende directamente
de la calidad embrionaria, la receptividad endometrial y de una adecuada

sincronizacion entre el embrion y el endometrio.

Ademas de su uso para congelar embriones excedentes de un ciclo de fertilizacion
in vitro con transferencia embrionaria en fresco, la criopreservacién embrionaria ha
sido una herramienta indispensable en aquellos tratamientos en los cuales los
niveles suprafisiolégicos de estradiol derivados de la estimulacion ovarica afectan
la receptividad endometrial 146 Los niveles estrogénicos elevados producen efectos
adversos en caso de implantar, de tal manera que ocasionan alteraciones en la

formacion de la placenta y el desarrollo fetal.4’

La utilidad de la criopreservacion va mas allad de solo esto ya que también ha
permitido la congelacién de embriones, gametos y tejidos para preservacion de la
fertilidad, ademas, tiene un papel fundamental en PGT-A ya que tras su biopsia de
trofoblasto permite mantener en resguardo los embriones en espera de los

resultados genéticos.

En un inicio la criopreservacion se realizaba mediante congelacion lenta, y
presentaba el inconveniente de la formacion de cristales en las células, los cuales
a su vez ocasionaban dafio en la integridad del huso meidtico, alineacion de los

cromosomas, y dafio celular.*®

Estos efectos deletéreos se han evitado gracias a la vitrificacion de ovocitos y
embriones, con buenos resultados tanto en su recuperacién tras la desvitrificacion,

desarrollo embrionario y en los resultados reproductivos.*®

Para valorar los resultados en pacientes con niveles hormonales elevados y la

efectividad del método de vitrificacion, Shapiro demostré desde 2011, que al



congelar los embriones de ciclos con luteinizacion prematura durante la
estimulacién ovarica, obtuvo mejores resultados en aquellos con transferencia
diferida comparado contra aquellas transferencias realizadas en fresco con tasa de
embarazo de 85.3% vs 57.4%, tasa de implantacion 56.8% vs 26.9%, tasa de
embarazo en curso por transferencia realizada de 70.5 % vs 35.2 %, siendo estos
resultados estadisticamente significativos en favor de la vitrificacion embrionaria,®°
presento también resultados similares en pacientes normorespondedoras donde se
describi6 un OR de 2.83 para falla en la implantacion en aquellos embriones

transferidos en fresco en relacién con los criopreservados.®?

Para la mayoria de las parejas que se someten a tratamientos de FIV ICSI con
diagndéstico genético preimplantacional la oportunidad de realizar esa transferencia
puede ser irrepetible por las dificultades que implica el poder obtener ese embrion
euploide independientemente de la causa de infertilidad. La manera de preparacion
endometrial es entonces parte esencial de ese anhelado éxito, por ello el conocer
si existe una tendencia de mejores resultados con el empleo de uno u otro método

es crucial para nuestro conocimiento.

En la literatura diversos textos han comparado los distintos métodos de preparacion
endometrial, sin embargo, estos resultados en su mayoria se limitan a la
comparacion de los diferentes protocolos, pero utilizando embriones vitrificados sin

PGT-A, donde existen resultados a favor de uno u otro método de preparacion.

En lo que respecta a ciclo natural varios autores apoyan resultados con su empleo,
Chang et al. en 648 ciclos comparo el uso de ciclo natural, ciclo natural con
induccion de la ovulacién con HCG vy ciclo artificial sin agonista de GnRH, se
transfirieron solo embriones en estadio de blastocisto, obtuvo tasas de embarazo
clinico de 41.9%, 41.8%, 30.4% respectivamente con resultados estadisticamente
significativos a favor de ciclo natural, sin mostrar diferencias en la comparacion de
ciclo natural y ciclo natural con induccién con HCG 41.8 % vs 41.9 %, > esta
informacion es importante para nuestro estudio debido a que nosotros realizamos

induccién de la ovulacion con HCG.



Levron et al. analizé los resultados de 12 afios en 1235 ciclos comparando las
transferencias de embriones congelados con preparacion en ciclo natural y ciclo
artificial, sin embargo en este estudio se utilizaron solo embriones vitrificados en
estadio de clivaje mostrando tasas de embarazo e implantacion de 17.5% y 6.47%
respectivamente en ciclo natural comparado con 13.5% y 4.26% respectivamente
en ciclo artificial, que son tasas bajas si comparamos con respecto a ciclos en
estadio de blastocisto por lo que a pesar de contar con un gran numero de
embriones limita sus aportaciones al momento de tomarlo en cuenta para elegir un

protocolo de preparacion.®3

Morozov et. al también encontré mejores resultados en ciclo natural comparado con
artificial con tasas de embarazo de 36.7 % vs 22.9% en 242 ciclos de transferencia
de embriones congelados, aunque solo emplearon embriones en estadio de clivaje,
observaron un mayor grosor endometrial en aquellas pacientes en preparacion en
ciclo natural comparado con ciclo artificial, ademas asociaron un mayor niumero de

embarazos en aquellas pacientes con niveles fisiol6gicos de estrégeno.>*

La preparacién en ciclo artificial se puede realizar con el empleo en ciclo previo de
agonistas de GnRH para asi obtener una supresion pituitaria, aunque también se
puede realizar el mismo efecto ejerciendo una retroalimentacién negativa con la

administracion de dosis altas de estrogenos tras el inicio del ciclo.

Hill et al. recolecté los resultados de 1391 transferencias de embriones congelados,
observo que el ciclo artificial presentaba mejores resultados que el ciclo natural con
un OR de 1.46 a favor del ciclo artificial con tasas de gestacion de 49.7 % vs 39 %,
en este estudio se incluyeron embriones en estadio de blastocisto, sin embargo el
grupo de estudio de ciclo artificial era superior al de ciclo natural (1151 vs 240),
ademas el numero de embriones transferidos fue significativamente mayor en este
grupo lo que pudo favorecer los resultados hacia el grupo con ciclo artificial, y
aunque presento mas embarazos, la tasa de embarazo bioquimico fue mayor en

ciclo artificial.>®



Zheng et al. comparo en 5414 pacientes con preparacion en ciclo artificial sin uso
de agonista, semi artificial y ciclo natural encontrando resultados mas favorables en
la tasa de gestacién en aquellas pacientes bajo preparacion artificial 48.7 %
comparado con ciclo natural y semi artificial 42.7% y 36.1% respectivamente.
Observo que en aquellas que presentaron ovulacion a pesar de la retroalimentacion
negativa con estradiol obtuvo mejores resultados en las que no presentaron
ovulacion comparado con aquellas que ovularon 49.5 % vs 26.3%, durante su
preparacion en ciclo natural realizaron mediciones séricas de progesterona 3 dias
después de la ovulacién que identificaban tras el aumento en los niveles séricos de
LH, sin embargo esta elevacién no tomaba en cuenta el valor de progesterona en
ese momento sino hasta 3 dias después donde tras encontrar valores de
progesterona superiores a 5 ng/mL programaban la transferencia, esto pudo afectar
de manera directa los resultados en ciclo natural, debido a una asincronia del

embriéon con el momento de la ovulacion.>®

Diversos autores realizaron estudios para poder determinar si el uso de los
agonistas de la GnRH en fase latea del ciclo previo proveia mejores resultados
comparado con aquellos en que solo se empleaba dosis altas tras el inicio del ciclo,
y encontraron que en los resultados de tasas de embarazo, implantacion y aborto
no se observaban diferencias significativas, ademas en aquellos casos en que no

se empleaba el agonista de GnRH, la tasa de cancelacion oscilaba alrededor del

4% 57,58,59

No obstante, los resultados a favor de uno u otro protocolo, la mayoria de los
metaanalisis en la literatura no demuestran mayor efectividad de un método de
preparacion endometrial sobre otro, uno de ellos publicado por Groenewoud en el
2013 que incluye 8152 ciclos de 8 estudios de cohorte retrospectivos y un estudio
randomizado aleatorizado con 111 ciclos no encuentra diferencias significativas en
las tasas de embarazo y recién nacido vivo cuando compara ciclo natural contra
ciclo artificial, con un OR de 1.2 para ambos resultados, ademas, compara ciclo
natural con ciclo artificial con uso de agonistas de la GnRH donde incluye 4 estudios

retrospectivos con 2485 ciclos y un estudio prospectivo quasi randomizado con 304



ciclos en los cuales no encuentra diferencias significativas entre ambos

protocolos.41:42.60

Como ya se mencion0, existe literatura comparando los métodos de preparacion
endometrial con los diferentes protocolos, sin embargo, las diferencias entre los
estudios en la transferencia de embriones en estado de clivaje o blastocisto y los
diferentes criterios que toman en cuenta al momento de decidir la induccion de la
ovulacion en ciclo natural, hace que el conocimiento obtenido no sea suficiente al
momento de decidir si existen diferencias entre estos, ademas son pocos los
estudios que describen estos resultados con transferencia de embriones euploides,

4344 donde el embriéon tendra un mayor potencial de implantacion.

En nuestro estudio obtuvimos tasas de embarazo en ciclo natural y ciclo artificial de
51.56% vs 55.84%, sin mostrar diferencias estadisticamente significativas (p=0.61),
gue son comparables a las obtenidas en el estudio de Greco* et al. (54.1% vs 50.4
%) respectivamente y en comparacion al estudio de Melnick* et al. la tasa en ciclo
natural fue superior a la nuestra con 66.2 % y la de ciclo artificial menor a la nuestra
con 43.18%.

En la tasa de implantacion nuestros resultados en ciclo natural y ciclo artificial fueron
de 47.36% vs 48.95 %, sin mostrar diferencias estadisticamente significativas, hay
que considerar que en nuestro estudio realizamos transferencias de embriones
dobles a diferencia de los otros donde solo se realiz6 transferencia de embrién
anico; el estudio de Greco reporta 54.1% vs 50.4% respectivamente, Melnick obtuvo
mayor tasa de implantacién en ciclo natural 66% con respecto a ambos estudios,
observandose menor tasa en ciclo artificial con 44% comparado a nuestro estudio y
al de Greco.

Melnick atribuye sus mejores resultados en ciclo natural argumentando que son
derivados de la existencia de un mejor medio hormonal en la preparacion
endometrial en ciclo natural, ademas propone un efecto benéfico al aumento gradual
de progesterona tras la ovulacion, ya que en ciclo artificial se somete a una

exposicion alta de progesterona desde un inicio. Las pacientes sometidas a ciclo



artificial eran pacientes anovulatorias, el autor considera que esto pudo influir de
alguna manera en sus resultados debido al ambiente hormonal previo. Sin embargo,
no comenta la manera de preparacion de la cavidad uterina previa a la transferencia,
ya que debido a la naturaleza de este grupo la presencia de alteraciones en su
endometrio derivada de los ciclos anovulatorios pudo influir en mayor medida a sus

resultados, donde desconocemos si realizaron histeroscopia previa.

En nuestro estudio obtuvimos solamente 2 embarazos bioquimicos en el grupo de
ciclo natural que corresponden al 6.06 %, y en ciclo artificial no hubo embarazos
bioguimicos, lo cual fue una tasa menor comparada con los estudios de Greco (ciclo
natural 8.2% vs 11.4% ciclo artificial) y Melnick (ciclo natural 9.2% vs 14.6% ciclo

artificial).

Estos resultados nos sugieren que en nuestro estudio tras ocurrir la implantacion
las condiciones endometriales y la sincronizacion embrién-endometrio, se dio de
manera adecuada y se mantuvieron las condiciones ideales para que el desarrollo
del embarazo continuara, a diferencia de los otros estudios donde se present6 en
mayor numero en el ciclo artificial, podriamos pensar que esto ocurrié debido a un

mayor desequilibrio de estas condiciones en este tipo de preparacion.

La tasa de aborto en nuestro estudio fue de 12.12% en ciclo natural y de 18.6% en
ciclo artificial, en el estudio de Greco fue de 5.5% en ciclo natural y de 7 % en ciclo
artificial, mientras que Melnik reporta 3.1% en ciclo natural y 6.2% en ciclo artificial,

en ambos estudios se encontrd por debajo de lo encontrado en nuestros resultados.

Para poder explicar el motivo por el cual se pierden los embarazos posteriores a
analisis genético se ha determinado mediante estudios comparativos con CGH
array y Next generation sequencing (NGS), que la razén es debido a que mediante
el uso de CGH array los casos de mosaicismos bajos y las triploidias no son
detectadas por esta tecnologia, y tras compararse con NGS se detectd que hasta
un 36.8% de estos embriones eran realmente aneuploides, argumentando que esta

pudo ser la razén que contribuyé a la perdida temprana del embarazo.5?



Entonces podemos decir que las lineas celulares en mosaico pueden estar
distribuidas esporadicamente dentro de un embrion y, por lo tanto, pueden ser un
indicador de un potencial reducido para nacidos vivos para aquellos embriones

portadores.

Sin embargo, en nuestro estudio utilizamos NGS para la deteccion de aneuploidias
por lo que podemos detectar estas alteraciones, asi que es posible determinar que
en nuestro estudio esto no es una causa que influya directamente en las pérdidas

de los embarazos.

Otra causa relacionadas a las pérdidas de embarazos de transferencias de
embriones euploides, es la asociacion de los antecedentes reproductivos de la
pareja, donde la edad es el componente mas importante en este sentido ya que
existen mejores resultados no solamente en la tasa de euploidia en pacientes mas
jovenes sino también en las tasas de éxito.®? Sin embargo, también se ha asociado
a perdida gestacional recurrente y falla de implantacibn, ambos diagnosticos
considerados multifactoriales ya que involucran diversas etiologias, que ain no son

claramente determinadas.®?

Cimadomo en un estudio retrospectivo con 2676 ciclos describe los resultados de
la primera transferencia de embriones euploides y su asociacion con pérdidas
gestacionales previas, reporta la tasa de aborto en pacientes sin perdida gestacional
(13%), comparada con aquellas pacientes con antecedente de 1 perdida (15%) y
con antecedente de mas de 1 perdida (15%), descartando una asociacion directa

relacionada con este diagndstico.%?

En ese mismo estudio relaciona los resultados en aquellas pacientes que contaban
con antecedente de falla en transferencia de embriones, compardé pacientes sin falla
previa, con pacientes con 1,2 o mas fallas previas de transferencia embrionaria
observando una menor tasa de implantacion a mayor numero de fallas 54%, 50%,
46%, 43% respectivamente, sin embargo, la tasa de aborto se mantuvo similar en

todos los grupos 14%, 14%, 13%, 15% respectivamente.?



En nuestro estudio de las pacientes que presentaron aborto, 5 de ellas contaban
con antecedente de falla de transferencia en ciclo de fertilizacion in vitro previo y 3
mas presentaban edad materna avanzada, y aunque no existe evidencia
contundente de que estos antecedentes contribuyeran a una mayor tasa de abortos,
nuestra tasa de abortos es similar a la reportada por Cimadomo con embriones

euploides.

Entonces podemos mencionar que a pesar de contar con embriones euploides,
existen otros factores independientes al embrién que contribuyen a que se den las
pérdidas de los embarazos, ya que el proceso de implantacion es un proceso que
involucra una interaccidén precisa entre un embridbn competente y un endometrio
receptivo que son regulados por una serie compleja de vias de sefalizacion entre

las células del embrién y endometrio, la cual a la fecha es pobremente entendida.®?

La tasa de recién nacido vivo por transferencia realizada en nuestro estudio fue de
39.06% para ciclo natural y de 44.15 % para ciclo artificial, comparada con los
estudios de Greco (45.8% vs 41.5%) respectivamente y en el de Melnick (63.1% vs
37.5% respectivamente), con mejor resultado en el estudio de Melnick esto asociado

a su mayor tasa de embarazo e implantacion.

En el subanalisis observamos que cuando se toma en cuenta el grosor endometrial
no existen diferencias significativas cuando comparamos los diferentes tipos de
preparacién endometrial. Sin embargo, en el ciclo artificial encontramos diferencias
significativas a favor cuando el grosor endometrial se encontraba entre 8 a 9.9 mm
comparado con grosores mayores, ademas, parece existir un efecto deletéreo en
relacion a endometrios mayores de 10 mm sin importar el tipo de preparacién
endometrial, y aunque esto podria reflejar una pequefa tendencia a favor del ciclo
artificial es necesario que estos resultados sean validados por otros estudios con

mayor nimero de casos.

Nuestro estudio presenta limitaciones al ser un estudio retrospectivo y con un
namero de pacientes limitados, donde se concentra a todas nuestras pacientes

sometidas a diagnostico preimplantacional, incluyendo ovulos propios y donados, lo



cual puede ser considerado como un sesgo del estudio. Sin embargo, debido a la
naturaleza del estudio con el uso de embriones euploides, compara si algin
protocolo de preparacion endometrial es superior independientemente del origen
del ovocito, estamos valorando el resultado en funcion de su interaccion con el
endometrio y su adecuada sincronizacion, ya que existen factores adicionales a la

euploidia que determinaran su adecuada implantacion.

Dentro de las fortalezas de nuestro estudio la primera de ellas es usar solamente
embriones euploides que elimina el sesgo por la edad materna avanzada como
factor negativo en los resultados, ademas de equilibrar los resultados dependientes
del factor embrionario independientemente del origen del ovocito. También esta el
empleo de la tecnologia de NGS gque como mencionamos previamente tiene la
ventaja de detectar embriones con presencia de mosaicismos bajos y poliploidias,
lo cual comparado con otras tecnologias ha dado como resultado una mayor
deteccion de embriones con alteraciones genéticas, por lo tanto, las tasas de
implantacion encontradas son elevadas con respecto a FIV sin PGT-A, ademas en
nuestro estudio tomamos en cuenta los valores séricos de progesterona asociados
con la elevacion de LH, con la finalidad de decidir el momento adecuado para la
induccion de ovulacién y asi obtener una mejor sincronizacién del embrion y el
tiempo de transferencia que es algo que no se describe en lo estudios previos con
ciclo natural. El realizar histeroscopia a todas las pacientes previo a su transferencia
es una mas de las fortalezas del estudio ya que con esto, el factor anatdbmico se
descarté previamente como efecto negativo para nuestros resultados, ademas,
debemos de mencionar también que es el primer estudio en México en el cual se
comparan los resultados de los diferentes métodos de preparacion endometrial con

embriones euploides.



CONCLUSIONES

La preparacion endometrial para la transferencia de embriones euploides
congelados es uno de los procesos mas importantes dentro de las técnicas de
reproduccion asistida, no encontramos diferencias significativas en nuestros
resultados entre ambos métodos de preparacion endometrial por lo que concluimos
gue ambos métodos son igualmente efectivos para permitir el embarazo cuando se
transfieren embriones euploides; si se toma en cuenta el grosor endometrial existen
mejores resultados con endometrios entre 7 a 9.9 mm en ciclo artificial, y aunque
hacen falta mas estudios de manera prospectiva y con mayor nimero de pacientes
gue puedan validar nuestros resultados, el contar con endometrios menores a 10

mm en general nos dio mejores resultados en ambas preparaciones endometriales.

El endometrio y los métodos de preparacion son solo uno de los campos que
merecen un mayor conocimiento para obtener mejores resultados, sin embargo, los
mecanismos que regulan la receptividad endometrial, las interacciones que se dan
entre el embridon y endometrio, asi como los mecanismos inmunolégicos asociados
a su preparacion son un campo en el cual ain no hemos alcanzado los
conocimientos suficientes para mejorar la eficiencia de la fertilizacion in vitro, por lo
que lograr entender la interaccion entre todos estos nos aportara las herramientas

necesarias para poderlo llevar a cabo.
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