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1. INTRODUCCION

1.1 Infertilidad y Técnicas de Reproduccién Asistida

La infertilidad es una enfermedad que se caracteriza por la incapacidad de lograr
un embarazo clinico después de 12 meses de relaciones sexuales regulares sin proteccion
o0 por el deterioro de la capacidad reproductiva de una persona, ya sea como individuo o
con su pareja (Zegers-Hochschild et al., 2017). Se estima que afecta al 8-12% de las
parejas en edad reproductiva, pudiendo alcanzar el 30% en diferentes paises del sur y el
centro de Asia, Oriente Medio, Africa o Europa central y oriental (Vander & Wyns.,
2018).

Uno de los principales factores relacionados con la infertilidad es la edad materna,
ya que existe una disminucion importante de la fertilidad femenina a medida que aumenta
la edad de la mujer. Este efecto se observa desde los 35 afios de edad, pero se dispara a
partir de los 38 afios, de forma que el porcentaje de pérdida de fertilidad aumenta
rdpidamente pasando de ser el 20% a los 38 afios, al 50% a los 41 afios y al 90% a los 45
afios. Esto se puede explicar porque el envejecimiento es responsable del agotamiento de
los ovocitos y del deterioro de su calidad, el reclutamiento prematuro de los foliculos, el
aumento de los trastornos ovulatorios, la reduccion de la frecuencia de la ovulacion o el
deterioro de la fase l0tea (Vander & Wyns., 2018).

Debido a los cambios socio-culturales de las ultimas décadas, la edad a la que las
mujeres tienen su primer hijo es cada vez mayor, lo que esta provocando un aumento en
las tasas de infertilidad junto con otros factores como la pérdida de calidad del semen, el
aumento de la exposicion a disruptores endocrinos o la presencia de enfermedades que
afectan a la funcion reproductora. Todo ello, unido a la aparicién de los nuevos modelos
de familia, lleva a que cada vez sean mas las mujeres y parejas que recurren a las Técnicas
de Reproduccion Asistida (TRA) (Vander & Wyns., 2018).

Las TRA son aquellos procedimientos mediante los cuales se manipulan los
gametos y embriones in vitro con fines reproductivos (Zegers-Hochschild et al., 2017),
es decir, con el objetivo de conseguir un embarazo que dé lugar a un recién nacido sano.
Existen multiples causas que pueden reducir las tasas de éxito de las TRA, pero una de

las principales es la presencia de anomalias genéticas en el embrion. Dichas alteraciones



son comunes en los embriones humanos y muchas veces estan relacionadas con el
envejecimiento del gameto femenino. Las anomalias genéticas pueden ser de diferentes
tipos, como son las alteraciones numericas o estructurales de los cromosomas, las
enfermedades monogénicas o aquellas ligadas a los cromosomas sexuales (ESHRE PGT-
SR/PGT-A Working Group et al., 2020).

Las aneuploidias son alteraciones genéticas causadas por la presencia de un
namero anormal de cromosomas en una célula (Zegers-Hochschild et al., 2017). Las
trisomias son las aneuploidias detectadas con mayor frecuencia (61,2 %), seguidas de las
triploidias (12,4 %), la monosomia X (10,5 %), las tetraploidias (9,2 %) y las anomalias
cromosomicas estructurales (4,7 %) (Soler et al., 2017). A lo largo de los afios se ha
comprobado que las alteraciones en el nimero de cromosomas son las mas comunes en
los embriones humanos (Rubio et al., 2020), estando presente en al menos el 20% de los
casos. Las aneuploidias tienen lugar cuando los cromosomas no segregan correctamente
en la division celular (Yeung et al., 2019) y pueden dar lugar a fallos de implantacion y
abortos recurrentes. No obstante, aunque en muchas ocasiones los embriones aneuploides
no son compatibles con la vida y no llegan a dar lugar a un embarazo clinico, también es
posible que el embarazo transcurra con normalidad y termine con el nacimiento de un

nifio enfermo (Navarro-Sanchez et al., 2022).

Como se puede observar en la Figura 1, la tasa de aneuploidias aumenta con la
edad materna debido al incremento de los defectos de recombinacion meiédtica que se
producen a medida que aumenta la edad de la mujer, pudiendo llegar a afectar al 80% de
los embriones y al 50% de los embarazos (Rubio et al., 2020; Navarro-Sanchez et al.,
2022). Dado que las aneuploidias constituyen una de las causas mas importantes de
fracaso de las TRA (Greco et al., 2020) se han desarrollado diferentes herramientas para
tratar de no transferir un embrién cromosémicamente afectado. Durante afios se ha
realizado una evaluacién morfoldgica o morfocinética de los embriones con el fin de tratar
de identificar aquellos con una dotacion aneuploide porque se pensaba que los embriones
afectos tenian més probabilidades de experimentar un desarrollo anormal. Sin embargo,
se ha comprobado que los embriones morfologicamente normales también pueden tener
anomalias cromosomicas (Yeung et al., 2019). Por ello, se han desarrollado diferentes

técnicas como el diagndstico genético preimplantacional (DGP o PGT), que permite



detectar de forma precisa la presencia de alteraciones genéticas y cromosdmicas en los

embriones antes de que éstos sean transferidos al Utero materno.
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Figura 1. Incidencia de los distintos tipos de anomalias cromosomicas presentes en los embriones

en funcién de la edad de la madre (Navarro-Sanchez et al., 2022).

1.2 Diagnostico genético preimplantacional

El diagndstico genético preimplantacional es una prueba que permite analizar el
ADN de los ovocitos o embriones para detectar la presencia de anomalias genéticas,
cromosOmicas o para la tipificacion de HLA (ESHRE PGT-SR/PGT-A Working Group
et al., 2020). Habitualmente se conoce como DGP, aunque también es habitual Ilamarlo

PGT debido a sus siglas en inglés (Preimplantation Genetic Testing).
Existen diferentes tipos de PGT en funcion de la anomalia que se pretenda detectar:

e EI DGP-A, mas conocido como PGT-A, se utiliza para la deteccion de
aneuploidias (ESHRE PGT-SR/PGT-A Working Group et al., 2020).

e ElI DGP-M o PGT-M, se emplea para detectar la presencia de defectos
monogénicos (ESHRE PGT-SR/PGT-A Working Group et al., 2020).



e EIl DGP-SR o PGT-SR, permite determinar los reordenamientos estructurales
cromosomicos (ESHRE PGT-SR/PGT-A Working Group et al., 2020).

La principal ventaja del PGT es que permite conocer el estatus genético o
cromosomico de un embridn antes de que sea transferido al Gtero materno, es decir, antes
de que se produzca la implantacion. Por tanto, es una herramienta de prevencién que
permite identificar los embriones que no presentan determinadas anomalias genéticas o
cromosomicas con el fin de que éstos sean descartados y no se transfieran. Permite
seleccionar de forma objetiva el mejor embrién para transferir (ESHRE PGT-SR/PGT-A
Working Group et al., 2020; Greco et al., 2020).

Para realizar un PGT es necesario llevar a cabo un ciclo de fecundacion in vitro
(FIV) en el cudl se fecundaran los ovocitos mediante microinyeccion intracitoplasmatica
de espermatozoides (ICSI), se cultivaran los embriones y se realizard una biopsia de
corpusculo polar, de células embrionarias o de trofoectodermo (TE), que se combinara

con un analisis genético de las células obtenidas.

1.2.1 Tipos de biopsia

Desde la aparicion del PGT, la técnica y el momento de biopsia han ido

evolucionando, pasando por las siguientes etapas:

e Biopsia del Corpusculo Polar (CP):

Los CPs son subproductos originados en las divisiones meidticas que experimentan
los ovocitos que no tienen potencial reproductivo. La biopsia de CP es una técnica
invasiva que se puede realizar mediante la extraccion del primer CP del ovocito, del
segundo CP de los ovocitos fertilizados 16 horas después de la realizacién de la ICSI o
de ambos CPs (Greco et al., 2020).

Es el tipo de biopsia menos realizado actualmente, debido a que solo proporciona
informacidn genética materna y a que permite el analisis de poco ADN, ya que este
procede Unicamente de 1 o 2 células. No permite detectar los defectos genéticos o
cromosomicos de origen paterno ni las anomalias que pueden producirse en las divisiones

mitoticas. Ademas, implica que se biopsien innecesariamente ovocitos que podrian no



Ilegar a fertilizarse o no alcanzar la etapa de blastocisto. No obstante, presenta la ventaja
de que no requiere la criopreservacion de los embriones, ya que desde el momento de la
biopsia hasta el de la transferencia embrionaria hay tiempo suficiente para la realizacion
del estudio genético. Esta técnica también es utilidad en algunos paises en los que no esta

permitida la biopsia de embriones (Brouillet et al., 2020; Greco et al., 2020).

e Biopsia de blastomeros:

Este tipo de biopsia se realiza cuando el embrion esta formado por unas 6 u 8 células
y se encuentra en estadio de escision, es decir, aproximadamente 3 dias después de la
fecundacidn. Para llevarla a cabo es necesario hacer una apertura de la zona pellcida (ZP)
utilizando &cido Tyrodes o pulsos laser y emplear un medio libre de calcio y magnesio
con el fin de debilitar las uniones celulares para poder extraer 1 o 2 células del embrién
sin arrastrar el resto. La biopsia de dos células permite obtener un resultado mas preciso,
pero puede afectar al desarrollo del embrion debido a que supone la extraccién de

aproximadamente el 30% de su masa (Greco et al., 2020).

Esta técnica presenta las ventajas de que informa de la contribucién materna y
paterna y de que es compatible con la transferencia de embriones en fresco en estadio de
blastocisto. No obstante, también supone que se biopsien innecesariamente muchos
embriones que no llegaran al estadio de blastocisto y que no podran ser transferidos
(Brouillet et al., 2020; Greco et al., 2020).

e Biopsiade TE:

Es la técnica mas utilizada actualmente. Se realiza el dia 5 o 6 de desarrollo
embrionario, es decir, cuando el embridn se encuentra en estadio de blastocisto. En este
momento, en el embrion se distinguen por un lado la masa celular interna (MCI), que dara
lugar a los tejidos fetales, y por otro lado el TE, que dara lugar a tejidos extraembrionarios

como la placenta (Greco et al., 2020).

Consiste en la extraccion de 4-6 células del TE del blastocisto con la ayuda de
pulsos laser, tal y como se puede observar en la Figura 2. Para ello, algunos profesionales

realizan una eclosion asistida de los embriones en dia 3 0 4 con el objetivo de que en el



momento de la biopsia estos hayan comenzado a eclosionar y las células se puedan extraer
mas facilmente (Greco et al., 2020).

Las principales ventajas de la biopsia de TE son que implica la extraccion de células
que daran lugar a tejidos extraembrionarios y no estan involucradas en la formacion del
feto y que permite realizar un analisis mas preciso que otras técnicas, lo que se debe a que
el embrion ya habré activado su genoma y a que el procedimiento posibilita la extraccion
de un mayor namero de células sin afectar en gran medida al desarrollo embrionario. Por
otro lado, presenta la desventaja de que no es compatible con la transferencia de
embriones en fresco porque no permite que los resultados se obtengan con tiempo
suficiente para transferir el embridn en el mismo ciclo, por lo que aquellos blastocistos
que sean biopsiados tendran que ser criopreservados. Hay que tener en cuenta que para
realizar una biopsia de TE los blastocistos deben cumplir unas determinadas
caracteristicas morfologicas, es posible que los que sean de peor calidad no puedan

someterse a esta técnica (Greco et al., 2020).

Aungue numerosos estudios han demostrado que la biopsia de TE apenas perjudica
el desarrollo del embridn, en algunos casos se ha observado que aumenta las tasas de fallo
de implantacion, de aborto y el riesgo de preeclampsia (Chen et al., 2021). Se han
realizado muy pocos estudios en humanos para comprobar si la practica de esta técnica
afecta negativamente al desarrollo a largo plazo del futuro individuo, pero estudios
realizados en animales han encontrado que la biopsia puede afectar al desarrollo
neuroldgico y al desarrollo suprarrenal (Wu et al., 2014; Kimelman et al., 2018; Shitara
etal., 2021).



Figura 2. Pasos a seguir para realizar una biopsia de TE con ayuda de pulsos laser. A) En primer
lugar se debe colocar el blastocisto de forma que la MCI se encuentre lo mas alejada posible del sitio de la
biopsia y se debe sujetar con la aguja de Holding. B) Con ayuda de un l&ser se realiza un agujero en la ZP
del blastocisto y se aspiran suavemente las células del TE con una pipeta de biopsia. C y D) Se extrae un
pequefio grupo de células del TE del embrién y se transfieren a un tubo para su analisis genético (Greco et
al., 2020).

1.2.2 Evolucidn de los diferentes tipos de diagnéstico molecular

Una vez que se ha obtenido la muestra de células procedentes del ovocito o del
embrion se realiza un estudio molecular que permitira conocer la dotacidén genética o
cromosOmica de las células biopsiadas. A lo largo de los afios se han utilizado diferentes
técnicas para realizar estos estudios genéticos pasando por la Hibridacion in situ con
fluorescencia (FISH), la PCR, la hibridacion genémica comparada (aCGH), los
polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) o la secuenciacion de nueva generacion
(NGS). Todas ellas presentan una serie de ventajas y de limitaciones. No obstante, la
técnica mas utilizada actualmente es la NGS (Chen et al., 2020).



El anélisis mediante FISH presenta la desventaja de que Unicamente permite
detectar 5 cromosomas simultaneamente y de que tiene una baja sensibilidad. Por otro
lado, la gPCR requiere cuatro sondas por cada uno de los cromosomas a analizar y permite
detectar el numero de copias de cada cromosoma. Presenta la ventaja de que es una
técnica rapida, barata y con un alto rendimiento. Sin embargo, al igual que ocurre con el
FISH, no permite detectar mosaicismo, aneuploidias segmentarias, disomia uniparental o

translocaciones desequilibradas (Chen et al., 2020; Greco et al., 2020).

Las técnicas de andlisis mediante matrices requieren un paso previo de
amplificacion de todo el genoma (WGA). El aCGH permite detectar variaciones en el
nimero de copias, algunos casos de mosaicismo, aneuploidias segmentarias Yy
translocaciones desequilibradas de los 24 cromosomas al comparar el ADN del material
biopsiado con el de una muestra control (Greco et al., 2020;9) mientras que las matrices
SNP permiten detectar algunos casos de mosaicismo, aneuploidias segmentarias, el
origen parental de las aneuploidias, translocaciones desequilibradas, disomia parental y
poliploidia. Sin embargo, no se utilizan con mucha frecuencia debido a su alto coste y a
su protocolo complejo (Chen et al., 2020).

La técnica mas popular actualmente es la que estd basada en la NGS, ya que
presenta un alto rendimiento, bajo coste, posibilidad de automatizacién, precision y es
capaz de detectar aneuploidias cromosomicas, mosaicismo, triploidias y aneuploidias
segmentarias (Chen et al., 2020). Permite realizar una lectura directa de los fragmentos
de ADN secuenciados y cuantificarlos, de forma que tiene la capacidad de detectar
aneuploidias, deleciones e inserciones de tamafios medianos y trastornos monogénicos,
por lo que permite realizar simultaneamente PGT-A y PGT-M. EIl protocolo de
secuenciacion por NGS tiene 5 pasos principales: procesamiento de la muestra, analisis
de la calidad inicial, preparacion de la biblioteca, secuenciacion y andlisis de datos. Antes
de la secuenciacion es necesario amplificar el genoma (Chen et al., 2020; ESHRE PGT-
SR/PGT-A Working Group et al., 2020; Greco et al., 2020).

Actualmente lo méas habitual es realizar PGT mediante el cultivo de los embriones
hasta que se encuentren en estadio de blastocisto, la realizacién de una biopsia de células
del TE y el anélisis molecular mediante NGS. El tipo de PGT mas utilizado es el que
permite detectar la presencia de aneuploidias (PGT-A).



1.2.3 Indicaciones y limitaciones del PGT

El PGT garantiza, en la medida de lo posible, la transferencia de embriones
euploides, por lo que aumenta la seguridad de las TRA y reduce el tiempo de espera hasta
conseguir un embarazo (Greco et al., 2020). Las principales indicaciones que existen

actualmente para realizar PGT en un ciclo de FIV son:

e Edad materna avanzada: a medida que aumenta la edad materna y se produce un
descenso de la reserva ovarica se experimenta un aumento significativo de la
presencia de anomalias cromosomicas en ovocitos, de manera que a partir de dichos
gametos se obtendran embriones andmalos (Greco et al., 2020).

e Abortos recurrentes: se considera que una pareja 0 mujer ha tenido abortos
recurrentes tras dos 0 mas abortos espontaneos consecutivos antes de las 20 semanas
de gestacién. Dado que las aneuploidias embrionarias pueden ser la causa de los
abortos espontaneos, el PGT esté indicado en el tratamiento de estos pacientes,
especialmente en aquellos casos en los que algunos de los abortos previos tenian
cariotipo alterado (Greco et al., 2020).

e Fallos de implantacion recurrentes: un fallo de implantacion recurrente se define
como la ausencia de saco gestacional en ecografia tras 5 0 mas semanas desde la
trasferencia embrionaria después de al menos 3 transferencias de embriones de alta
calidad o de 10 transferencias de embriones de calidad variable. Diferentes estudios
muestran que las aneuploidias embrionarias pueden ser la principal causa de fallos
de implantacion (Greco et al., 2020).

e Infertilidad por factor masculino: los pacientes con cariotipo anormal, factor
masculino severo, deleciones del cromosoma Y, varicocele, tratamientos previos de
quimioterapia o0 con edad avanzada tienden a producir espermatozoides con un
complemento cromosomico desequilibrado. Por todo ello, el PGT-A esta indicado
en casos con azoospermia, oligoastenoteratozoospermia severa, Sindrome de
Klinefelter o microdeleciones del cromosoma Y, ya que estos varones presentan
mayor riesgo de que se hayan producido fallos en las divisiones meiédticas que se
experimentan durante la espermatogénesis (Greco et al., 2020).

e Pacientes con alto riesgo de transmitir a su descendencia anomalias genéticas

cromosomicas 0 monogénicas (Greco et al., 2020).



e Pacientes de buen prondstico sometidos a transferencia embrionaria Unica (SET) o
con ciclos de ovodonacion con el fin de aumentar las tasas de embarazo clinico y
reducir el tiempo necesario para que se produzca la gestacion, minimizando el riesgo

de embarazo gemelar y multiple (Greco et al., 2020).

Por otro lado, el PGT presenta una serie de limitaciones porque es un
procedimiento invasivo que puede comprometer la viabilidad del embrion. Actualmente,
tiene unos porcentajes de supervivencia muy altos, de aproximadamente el 90%, pero
realizar una biopsia a los embriones o a los ovocitos siempre implica un riesgo. Ademas,
dado que actualmente la biopsia se practica en estadio de blastocisto, conlleva que no se
pueda realizar una transferencia en fresco y que haya que criopreservar los embriones
para que sean transferidos en otro ciclo, lo que se conoce como transferencia en diferido.
Ocasionalmente puede haber fallos en la amplificacién del genoma de las células
biopsiadas o en el analisis genético, dando lugar a resultados no concluyentes. Ademas,
siempre hay que tener en cuenta los problemas derivados del mosaicismo (ESHRE PGT-
SR/PGT-A Working Group et al., 2020; Greco et al., 2020).

1.2.4 Problemas asociados al fendmeno del mosaicismo

El mosaicismo es un fendmeno que se caracteriza por la presencia de diferentes
lineas celulares en un mismo embrién. Su origen es poscigético y esta relacionado con
errores mitoticos que tienen lugar después de la fertilizacion (Greco et al., 2020). Existen
diferentes tipos de mosaicismo en funcién del tipo de células que se ven involucradas y
del momento en el que se produce el error en la mitosis. La tasa de mosaicismo aumenta
cuanto antes ocurre el error mitético, disminuye con la edad materna y puede variar en
funcion de la técnica de analisis utilizada (Vera-Rodriguez & Rubio., 2017; Greco et al.,
2020).

En la Figura 3 se pueden observar los 4 tipos diferentes de embriones mosaicos

en estadio de blastocisto en funcion del linaje celular afectado:

e Mosaico total: existen células euploides y aneuploides en el TE y en la MCI (Vera-
Rodriguez & Rubio., 2017).
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e Mosaico MCI: las células mosaico se encuentran confinadas en la MCI (Vera-
Rodriguez & Rubio., 2017).

e Mosaico TE: las celulas mosaico se encuentran confinadas en el TE (Vera-Rodriguez
& Rubio., 2017).

e Mosaico MCI/TE: tiene lugar cuando el blastocisto presenta todas las células de la
MCI aneuploides y todas las células del TE euploides o viceversa (Vera-Rodriguez
& Rubio., 2017).

La existencia de diferentes tipos de mosaicismo, combinada con otros factores, hace
que sea realmente complicado diagnosticar un embrién mosaico mediante PGT. Esto se
debe a que en estos casos las células que se obtienen mediante la biopsia pueden no ser
representativas de todo el embridn y dar lugar a un diagnostico erroneo (Vera-Rodriguez
& Rubio., 2017; Huang et al., 2019).

Mosaicism Possible Diagnoses
type TE biopsy accuracy
Tt Mosic @) Euploid Misdiagnosis
{’ Mosaic Accurate
. Aneuploid Misdiagnosis
ICM Mosaic
o Misdiagnosis
¢ ) Euploid (Mosaicism never
detectable)
TE Mosaic Q Euploid Misdiagnosis
G Mosaic Accurate
. Aneuploid Misdiagnosis
ICM/TE Mosaic Type |
Misdiagnosis
¢ Euploid (Mosaicism never
detectable)
ICM/TE Mosaic Type Il
. Misdiagnosis
@ Aneuploid (Mosaicism never
detectable)

Figura 3. Tipos de mosaicismo que se pueden observar en blastocistos en funcién del linaje celular
afectado, posibles resultados de biopsias de TE y del diagnéstico genético asociados a cada tipo de mosaico
(Vera-Rodriguez & Rubio., 2017).
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Por tanto, aunque las pruebas genéticas preimplantacionales mediante biopsia de
TE constituyen una técnica rutinaria y fiable en las clinicas de reproduccién asistida,
presentan una serie de limitaciones. Son técnicas invasivas que pueden reducir la
seguridad de las TRA afectando al desarrollo del embrién y a las tasas de implantacion,
solo se pueden realizar en embriones que cumplen determinadas caracteristicas, requieren
mucha experiencia y no superan las limitaciones impuestas por el fenémeno del
mosaicismo, que da lugar a falsos positivos y falsos negativos porque Unicamente implica
el analisis de unas pocas células del TE, no de las células de la MCI, que dan origen al
feto (Figura 4) (Huang et al., 2019).

Legend
O Euploid TE cell

@ Aneuploid TE cell
o Euploid ICM cell
@ Aneuploid ICM cell

False Negative False Positive

Figura 4. Representacion de los posibles falsos positivos y falsos negativos que pueden resultar de
un andlisis genético de células embrionarias obtenidas por biopsia de TE de embriones mosaico (Huang et
al., 2019).

1.2.5 Futuro del PGT

A pesar de que el PGT ha ido evolucionando a lo largo de los afios hasta alcanzar
unas tasas de exito realmente altas (alrededor del 90%), todos los métodos explicados
previamente se basan en la extraccion de células de ovocitos y embriones a partir de las
cuales obtener muestras de material genético. En cualquier caso, se trata de técnicas
invasivas que pueden afectar al desarrollo embrionario y comprometer su viabilidad.
Ademas, presentan un alto coste e implican contar con equipos de micromanipulacion y
de laser muy sofisticados, con una alta disponibilidad de tiempo y con personal altamente
especializado. Todo esto ha provocado que durante los Gltimos afios se haya tratado de
desarrollar nuevas pruebas menos invasivas con las cuales se pueda realizar PGT. Este es

el caso de la blastocentesis o el diagndstico genético preimplantacional no invasivo
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(niPGT) (Leaver & Wells., 2020). Estas técnicas deben cumplir dos requisitos para
garantizar la obtencion de diagnosticos precisos:

e Permitir el aislamiento y analisis del ADN de la muestra obtenida de forma fiable
(Leaver & Wells., 2020).

e Demostrar que el ADN obtenido es representativo del embrion (Leaver & Wells.,
2020).

Si ambos requisitos se cumplen, las nuevas técnicas de PGT menos invasivas
pueden aportar un enfoque méas simple, seguro, accesible y econémico (Brouillet et al.,
2020; Leaver & Wells., 2020).

Como se ha explicado previamente, para que el embrién alcance el estadio de
blastocisto es necesario que sus células se diferencien en células de la MClI y del TE.
Ademas, se tiene que formar una cavidad llena de liquido conocida como blastocele
(Greco et al., 2020).

En 2013 Palini et al. descubrieron que hay ADN embrionario en el fluido del
blastocele (ADN-BF) y que éste puede amplificarse y analizarse dando lugar a una nueva
técnica de PGT conocida como blastocentesis. Desde entonces, también se ha demostrado
la posibilidad de determinar el sexo del embrién directamente a partir del ADN-BF con
el fin de detectar los embriones masculinos con alto riesgo de heredar trastornos ligados
al sexo (Palini et al., 2013).

La blastocentesis es un procedimiento minimamente invasivo. Como se puede
observar en la Figura 5, consiste en la aspiracion del fluido del blastocele de un embrion,
dejandole colapsado, mediante la utilizacion de una pipeta de ICSI con la que se perfora
el TE con cuidado de no dafiar la MCI (Leaver & Wells., 2020). Debe realizarse en
blastocistos expandidos para que se pueda recolectar un volumen suficiente de fluido
blastocélico (Brouillet et al., 2020).
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100 pm

Figura 5. Aspiracion del fluido del blastocele de un blastocisto expandido de dia 5 mediante la

técnica de la blastocentesis (Palini et al., 2013).

Desde que se descubrid la existencia del ADN-BF, se han realizado humerosos
estudios en los que se ha llegado a la conclusién de que, aunque esta técnica presenta las
ventajas de ser menos invasiva para el blastocisto y de requerir menor formacion del
personal y menor gasto, es complicado aislar y amplificar el ADN-BF obtenido porque
es de mala calidad, esta degradado y se encuentra en una baja cantidad en el fluido del
blastocele. Ademas, se sospecha que podria existir contaminacion materna y que dicho
ADN podria provenir de células que estan experimentando procesos de necrosis y
apoptosis, lo que podria afectar a la fiabilidad y representatividad del diagnéstico. Por
todo esto, porque los protocolos aun no estan estandarizados y dado que la técnica no
tiene suficiente reproducibilidad, actualmente la blastocentesis apenas tiene aplicacién
clinica, puesto que puede dar lugar a errores diagnosticos (Chen et al., 2020; Leaver &
Wells., 2020; Chen et al., 2021).

Recientemente se ha demostrado la presencia de ADN libre de células (cf-DNA) en
los medios utilizados para el cultivo de los embriones de FIV (SCM) que podria ser
utilizado para realizar un niPGT. Esta técnica es realmente prometedora y presenta
numerosas ventajas. A diferencia del PGT convencional y de la blastocentesis, el niPGT

es un procedimiento completamente no invasivo (Figura 6). Ademas, la recoleccion del
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cf-DNA es muy sencilla y no requiere una formacion especifica previa, reduce la carga
de trabajo de un laboratorio y no afecta al desarrollo embrionario (Brouillet et al., 2020).

Invasive PGT Non-invasive PGT
1Y l” C \\\
S @)

Collection of spent culture medium
of cleaved embryos or blastocysts

Cleaved embryo Blastocentesis
or blastocyst biopsy or blastocoel collapse

DNA from embryonic cells | Cf-DNA from blastocoel fluid Cf-DNA from spent culture medium

- - - -
g — - - -
.

- Genetic analyses 1 " Genetic analyses
{ l v B J l l [
AN /
N qPCR NGS aCGH SNP AN qPCR NGS aCGH SNP /

___________________________________

Figura 6. Tipos de PGT y andlisis genéticos que se pueden realizar en cada caso (Brouillet et al.,
2020).

1.3 Diagnostico genético preimplantacional no invasivo

El niPGT es una técnica que permite conocer el estatus cromosémico de un embrion
mediante el analisis del ADN libre de células (cf-DNA) presente en el medio de cultivo
en el que se ha desarrollado (SCM). Como el cf-DNA se puede aislar y secuenciar
facilmente, puede aportar un resultado indicativo del estado embrionario (Tomic et al.,
2022).

El cf-DNA se descubrié en 2013, cuando Stigliani et al. se plantearon la posibilidad
de que la fragmentacion embrionaria deberia provocar la liberacion de ADN genomico
(ADNQg) o mitocondrial (ADNmt) al medio de cultivo. Por ello, realizaron un estudio con
el objetivo de comprobar si hay cf-DNA en el SCM. Descubrieron que en el SCM de los
embriones humanos de dia 2 y 3 se podia detectar ADN genémico (ADNg) y mitocondrial
(ADNmt) libre y que éste podria ser utilizado para estudiar el estatus cromosémico de un

embrion. También encontraron una correlacion positiva entre la liberacion de ADN y la
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fragmentacion de los embriones, de forma que se plante6 que el cf-DNA podria ser un
marcador de la calidad del embrion porque se encuentra en mayor cantidad en los medios
de los embriones que se dividen peor y morfoldgicamente parecen de mala calidad.
Ademas, se llegd a la conclusion de que los fragmentos son desechos citoplasmaticos que

surgen durante el proceso de escision (Stigliani et al., 2013).

El origen del cf-DNA auln es desconocido. En primer lugar, se plante6 que podria
ser liberado a partir de células apoptdticas. Dado que las células aneuploides son mas
propensas a la apoptosis que las células euploides, el cf-DNA procedente de estas células
deberia dar lugar a més resultados aneuploides que la biopsia del TE, lo que podria reducir
la fiabilidad de la técnica no invasiva. De hecho, se sugirié que los blastocistos con un
TE aneuploide podrian presentar una mayor concentraciéon de cf-DNA por los
mecanismos embrionarios que existen para corregir las aneuploidias (Magli et al., 2019;
Navarro-Sanchez et al., 2022). Esto parece ser asi en el caso del ADN-BF, pero no en el
del cf-DNA que es secretado al medio de cultivo, de forma que diferentes estudios
sugieren que el cf-DNA del SCM puede proceder tanto de la MCI como del TE (Navarro-
Sanchez et al., 2022; Vera-Rodriguez et al., 2018; Rubio et al., 2020). Ademas,
recientemente se ha comprobado que la apoptosis y la necrosis no son los Unicos
mecanismos liberadores de cf-DNA, ya que todos embriones liberan ADN al medio de
cultivo durante su desarrollo, aunque los mecanismos involucrados en este proceso no

estan claros (Navarro-Sanchez et al., 2022; Kuznyetsov et al., 2020).

No obstante, a la hora de analizar el cf-DNA para realizar un niPGT hay que tener
en cuenta que el cf-DNA del SCM no tiene Unicamente origen embrionario, sino que
existen otras posibles fuentes como es el caso de la contaminacion de los corpusculos
polares, que siguen presentes en aproximadamente el 33% de los blastocistos, de las
celulas del cumulo o contaminaciones externas. Por tanto, es necesario minimizar al
maximo este tipo de contaminacion manipulando los medios en condiciones de asepsia
para asegurar que no se contaminen y tratar de reducir al maximo la contaminacion
materna decumulando muy bien los ovocitos con el fin de que solo se analice el cf-DNA
de origen embrionario (Navarro-Sanchez et al., 2022). También se ha comprobado que la
cantidad de ADNmt libre en el SCM depende de la duracion del proceso de expansion

del embrién y aumenta cuando hay colapsos en estadio de blastocisto. Ademas, se ha
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demostrado que hay menos ADNmt en los medios procedentes de blastocistos que
implantaron con éxito (Kobayashi et al., 2020; Navarro-Sanchez et al., 2022).

El hecho de que el cf-DNA pueda amplificarse con éxito en embriones de distinta
calidad sugiere que realmente podria reflejar el estado cromosomico de un embrion.
Como cada vez hay mas pruebas que respaldan el origen embrionario del cf-DNA del
SCM y dado que parece que este no procede Unicamente de células apoptéticas y
necroticas, el niPGT se presenta como una técnica realmente interesante y prometedora
con muchas ventajas frente al PGT invasivo convencional. Numerosos investigadores han
realizado diferentes estudios con el fin de comprobar la credibilidad de los resultados
obtenidos mediante esta técnica comparandola con los que se obtienen mediante la
biopsia de TE, que han demostrado ser consistentes y fiables (Navarro-Sanchez et al.,
2022).
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2. PREGUNTA DE INVESTIGACION Y OBJETIVOS

A pesar de que las técnicas de PGT convencionales son una herramienta
imprescindible a la hora de seleccionar los embriones que van a ser transferidos al Utero
materno, todas ellas constituyen procedimientos invasivos y presentan numerosas
limitaciones. Esto ha llevado a la aparicion de nuevas técnicas de PGT entre las cuales
destaca el niPGT mediante el analisis del cf-DNA presente en el SCM. Esta metodologia
presenta los beneficios de ser una prueba no invasiva, sencilla y econémica, cuyo empleo
contribuiria al aumento del porcentaje de éxito de las TRA y a la reduccion del tiempo
hasta la consecucién del embarazo. No obstante, ain se trata de una técnica muy
novedosa, desconocida y poco estandarizada, por lo que no se realiza en la enorme

mayoria de las clinicas.

Dadas las ventajas que puede ofrecer el niPGT, en el presente trabajo se pretende
realizar una revision bibliografica del estado actual de dicha técnica con el fin de resolver
la siguiente pregunta de investigacion: ¢EI niPGT esta preparado para sustituir a las
técnicas de PGT convencionales? Ademas, se han perseguido los siguientes objetivos

secundarios:

e Comparar la concordancia de los resultados obtenidos con el PGT no invasivo y la
biopsia de TE.

e Comparar el PGT no invasivo y la valoracién morfoldgica de los embriones para la
seleccién de los mejores embriones para transferir.

e Estudiar las aplicaciones clinicas del niPGT.
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3. MATERIALES Y METODOLOGIAS

Para realizar la revision bibliogréfica se ha llevado a cabo una busqueda exhaustiva
de aquellos articulos de investigacion y revisiones disponibles en la base de datos PubMed
que estan relacionados con la situacion actual del niPGT. Se han incluido aquellos
trabajos que estan redactados en inglés y que han sido publicados desde el afio 2016 hasta
la actualidad. No obstante, se ha incorporado bibliografia adicional a partir de la utilizada
por las publicaciones que se consideraron relevantes para el presente estudio.

También se han visualizado diferentes Webinars complementarios impartidos por

expertos en la materia y ofrecidos por la empresa Igenomix.

Las palabras claves utilizadas para realizar la busqueda bibliografica fueron:
niPGT-A, mosaicism, blastocentesis, cfDNA, preimplantation genetic testing, cell free

DNA y spent embryo culture media.
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4. RESULTADOS

Tras el descubrimiento realizado por Stigliani et al. en 2013, numerosos grupos de
investigacion se han interesado en la posible aplicacion clinica del ADN libre liberado al
SCM. Por ello, han realizado diferentes trabajos para comprobar la fiabilidad y eficacia
del niPGT comparando los resultados obtenidos mediante el analisis del cf-DNA frente a
los obtenidos por biopsia de TE, el método de PGT maés utilizado actualmente, el estudio

del embrién completo u otras técnicas de PGT convencionales.

En la Tabla I, que se encuentra al final del presente apartado, se puede observar un
resumen de los resultados obtenidos hasta la fecha. No obstante, a continuacion, se
explican los trabajos mas relevantes para la evolucion del niPGT. En los estudios se han
utilizado distintos protocolos, tipos de analisis genético y se han comparado multiples
técnicas con el fin de descubrir el mejor protocolo a seguir para obtener el porcentaje de

concordancia mas alto.

En 2016 se publicaron los primeros estudios en los que trataron de comprobar si era
posible realizar un cribado genético preimplantacional utilizando técnicas de diagnostico
no invasivas (Shamonki et al., 2016; Xu et al., 2016). Shamonki y colaboradores fueron
los primeros que se interesaron por estas técnicas, aunque sus resultados no fueron muy
prometedores, ya que obtuvieron una tasa de concordancia entre la biopsia de TE y la
prueba no invasiva del 3,5%. No obstante, destaca el estudio realizado por el grupo de
investigacion de Xu. En este trabajo compararon los resultados obtenidos a partir del
analisis del cf-DNA del SCM con los de un analisis cromosomico a partir de los
blastocistos completos. Los embriones fueron fertilizados mediante ICSI y se vitrificaron
en dia 3. Posteriormente, se desvitrificaron y se colocaron individualmente en un medio
de cultivo fresco, donde se desarrollaron hasta dia 5, cuando se recogieron las muestras
de SCM. Tras ello, se analizaron dichos medios y los embriones completos mediante
MALBAC-NGS utilizando una plataforma Illumina (Figura 7) (Xu et al., 2016).
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Figura 7. Protocolo a seguir para realizar el cribado cromosémico no invasivo de los embriones (Xu
et al., 2016).

Obtuvieron resultados de las 42 muestras y observaron que la concordancia entre
las dos técnicas fue del 85,7%. La especificidad de la prueba fue del 84%, la sensibilidad
del 88,2%, el valor predictivo negativo (VPN) fue 91,3% vy el valor predictivo positivo
(VPP) fue del 78,9% (Xu et al., 2016). En la Figura 8 se pueden observar algunos
resultados del estudio.
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Figura 8. Ejemplos de resultados del cribado cromosémico de los embriones comparando la técnica

no invasiva y el andlisis de los blastocistos completos. En la figura A se puede observar un resultado
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concordante que indica que se trata de un embridn euploide. La figura B también muestra un resultado
concordante de un embrion que presenta una pérdida en el cromosoma 18. Por ultimo, la Figura C muestra
resultados discrepantes, de forma que el analisis del embrién completo identifica un embrién normal

mientras que la prueba no invasiva muestra ganancias en los cromosomas 10 y 17 (Xu et al., 2016).

También realizaron un cribado cromosémico no invasivo de 3 embriones de un
paciente con una translocacion equilibrada t(14;15) (q22;24). En 2 de los 3 embriones se
detectaron anomalias cromosomicas, mientras que el otro fue transferido y dio lugar a un
recién nacido sano. Los dos blastocistos afectos se recolectaron y lisaron para comparar
el resultado obtenido con el del analisis del embrion completo y se obtuvieron los mismos
resultados (Xu et al., 2016).

En 2017 Feichtinger et al. realizaron un estudio muy similar a los dos anteriores,
con la diferencia de que evaluaron la concordancia del analisis cromosémico de los CPs
y del estudio del cf-DNA, obteniendo una concordancia del 72,2% (Feichtinger et al.,
2017).

En 2018 el grupo de investigacion de Vera-Rodriguez et al., investigo el origen y
la composicion del cf-DNA presente en los SCM con el fin de saber si realmente

representaba el estatus cromosémico del embrion.

Utilizaron 113 embriones humanos que se fertilizaron mediante ICSI. El dia 3 de
desarrollo embrionario trasladaron los embriones a un medio de cultivo fresco y les
sometieron a eclosion asistida. El dia 5 realizaron las biopsias de TE, vitrificaron los
embriones y recolectaron el medio de cultivo en el que se habian desarrollado desde el
dia 3. Como se explica en la Figura 9, realizaron diferentes pruebas a partir de las

muestras obtenidas.
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Figura 9. Esquema representativo del estudio. Los medios de cultivo recolectados se clasificaron
en funcion de si habian sido amplificados, diferenciando las muestras de SCM y las muestras control.
Ademas, el diagrama de flujo refleja que se utilizaron otras muestras ademas de los SCM para realizar las
diferentes pruebas, como es el caso de biopsias de TE para el estudio de aneuploidias, biopsias de TE y
fluidos foliculares para el estudio de contaminacién materna, y biopsias de TE y blastocistos completos

para el estudio de mosaicismo (Vera-Rodriguez et al., 2018).

En este trabajo analizaron 28 gotas de medio de cultivo como controles. Estas
habian sido mantenidas en las mismas condiciones que el SCM con la diferencia de que
no estuvieron en contacto con embriones. Como se puede comprobar en la Figura 10,
observaron diferencias significativas entre la cantidad mediana de ADN de los medios de
cultivo utilizados y las muestras de control. Ademas, estas diferencias permanecieron
después de la amplificacion. Por otro lado, no se vieron diferencias entre la cantidad de
cf-DNA entre embriones de distinto sexo ni entre embriones euploides y aneuploides
(Vera-Rodriguez et al., 2018).
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Figura 10. Representacién mediante diagramas de cajas del resultado del estudio de cuantificacién
de cf-DNA en SCM y en muestras control (A), en SCM de embriones euploides y aneuploides (B) y en

SCM de embriones femeninos y masculinos (C) (Vera-Rodriguez et al., 2018).

Emplearon 56 embriones para comparar el resultado del estudio cromosémico del
cf-DNA de los medios de cultivo embrionarios y la biopsia de TE y observaron que la
concordancia entre las dos técnicas fue del 30,4%. Se realiz6 secuenciacion por SNP de
muestras de SCM, liquido folicular y biopsia de TE para conocer el origen del cf-DNA
del medio. Gracias a ello, comprobaron que la proporcion de ADN embrionario presente
en el SCM variaba entre el 0 y el 100%, con una mediana del 8%, siendo mayor en las

muestras concordantes y menor en aquellas muestras con alta contaminacion materna.
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Por otro lado, la contaminacién materna fue significativa en todas las muestras, variando
entre el 86% del cf-DNA de origen materno y el 94%, lo que podria explicar la baja tasa

de concordancia obtenida (Vera-Rodriguez et al., 2018).

Por ultimo, se analizaron mediante FISH 12 blastocistos. 11 de ellos presentaban
un patréon en mosaico y en el 75% de los casos los resultados del andlisis del cf-DNA y
del ADN del TE concordaban, de forma que mostraron resultados aneuploides para el TE
y para el cf-DNA (Vera-Rodriguez et al., 2018).

En 2018 también se realizaron dos trabajos diferentes para comprobar si el analisis
mediante NGS del cf-DNA aislado del SCM combinado con el anélisis de ADN-BF
podria usarse de forma fiable para realizar un cribado genético preimplantacional

minimamente invasivo (Kuznyetsov et al., 2018.; Li et al., 2018).

Kuznyetsov y colaboradores emplearon 47 embriones que fertilizaron mediante
ICSI. 28 de los embriones estaban criopreservados en blastocisto porque se les habia
realizado anteriormente un PGT-A mediante biopsia de TE y habian resultado ser
aneuploides, mientras que 19 fueron fertilizados y cultivados individualmente hasta el dia
4, cuando se transfirieron a un nuevo medio de cultivo en el que se desarrollaron hasta el
blastocisto. Tras ello, realizaron una biopsia de TE a los embriones en fresco y colapsaron
los 47 blastocistos mediante pulsos laser para que el fluido del blastocele fuera liberado
y se mezclara con el medio de cultivo. Finalmente, los embriones se vitrificaron y el
medio de cultivo se congeld hasta su analisis. En este estudio, ademas de realizar el
analisis genético de las muestras de medio de cultivo y fluido de blastocele de los
embriones, también analizaron los blastocistos completos que habian sido desvitrificados
(Figura 11) (Kuznyetsov et al., 2018).
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Figura 11. Esquema representativo del procedimiento seguido para la realizacion de las pruebas

genéticas (Kuznyetsov et al., 2018).

Pudieron trabajar con el 100% de las muestras. En el caso de los embriones
desvitrificados la tasa de concordancia entre los resultados del anlisis del SCM frente a
la biopsia del TE fue del 87,5% vy frente al analisis del embrion completo del 96,4%. Por
otro lado, la concordancia entre la biopsia de TE y el analisis cromosémico de todo el
embrion fue del 91,7%. Con los embriones en fresco observaron que la tasa de
concordancia entre el anélisis del medio de cultivo y la biopsia de TE fue del 100%.
También comprobaron que el método no invasivo era capaz de detectar translocaciones

desequilibradas (Kuznyetsov et al., 2018).

A pesar de que los resultados obtenidos en el estudio anterior fueron muy optimistas
(Kuznyetsov et al., 2018), en el grupo de Li et al. también utilizaron una técnica similar,
pero obtuvieron resultados mucho menos prometedores. En el 27,5% de los casos, se
obtuvieron discrepancias entre la biopsia de TE y el embridn, en el 50% hubo resultados
diferentes entre el andlisis del cf-DNA vy el del embrion completo y en el 55% habia
diferencias entre la biopsia de TE y el cf-DNA (Li et al., 2018).
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En 2019 Huang et al. utilizaron 52 embriones vitrificados que habian sido
previamente sometidos a PGT mediante biopsia de TE. Los blastocistos fueron
desvitrificados y cultivados individualmente en microgotas durante 24h. Tras ello,
recolectaron el SCM y analizaron tanto el cf-DNA como todo el embrion mediante NGS
(Figura 12) (Huang et al., 2019).

ICSI embryos
TE biopsy Biopsy sent to TE PGT-A
m— > > result |
for clinical testing lab R
PGT-A TE
l Vs.
Embryos vitrified Embryo

analyzed —

l niPGT-A

Vs.
Embryo
Embryos donated
Embryos thawed 10 ul medium J
_ ==) collected/analyzed
cultured for 24 h by niPGT-A

Figura 12. Esquema representativo del protocolo seguido para realizar el analisis genético a partir
de las diferentes muestras (Huang et al., 2019).

En este estudio todas las muestras amplificaron con éxito, pero solo el 92,3% dieron
resultados informativos (Huang et al., 2019). El trabajo destaca porque para obtener unos
resultados mas fiables, los investigadores establecieron un umbral de mosaicismo para el
niPGT-A que fue del 60%, ya que, como refleja la Figura 13, en este valor el resultado

de falsos negativos fue del 0% y la de falsos positivos era minima (Huang et al., 2019).
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Figura 13. Tabla que refleja la tasa de falsos positivos y falsos negativos obtenidos mediante niPGT-

A en funcion del porcentaje de mosaicismo (Huang et al., 2019).

Obtuvieron una concordancia del 93,8% entre los resultados del niPGT-A vy del
embrion completo y del 82% entre los resultados de la biopsia del TE y del embrién
completo. No se observaron falsos negativos, el porcentaje de falsos positivos fue del
20% mediante niPGT-A y del 50% mediante biopsia del TE y el VPP fue del 91,7%
mediante niPGT-A y del 78% mediante biopsia de TE. Por otro lado, la sensibilidad de
ambas técnicas fue del 100% Yy la especificidad fue del 80% por el anélisis del medio de
cultivo y del 50% mediante la biopsia de TE. Ademas, se observé que el niPGT-A fue
capaz de detectar mosaicismo en un embrién a pesar de que esto no fue posible mediante
la biopsia de TE (Huang et al., 2019).

En otro trabajo publicado el mismo afio con 168 embriones emplearon un umbral
de mosaicismo del 30% y obtuvieron una concordancia del 62,1% para los cromosomas

autosdmicos y del 82,4% para los cromosomas sexuales (Yeung et al., 2019).

Rubio et al. investigaron si el cf-DNA del medio de cultivo es representativo del
estatus cromosomico de los embriones y estimaron la concordancia entre la biopsia de
TE y el cf-DNA del medio de cultivo (Rubio et al., 2019).
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Utilizaron 115 blastocistos fertilizados por ICSI que en dia 4 fueron lavados y
transferidos individualmente a gotas de 10 microlitros de medio fresco para minimizar la
cantidad de medio, lo que permite aumentar la concentracion de cf-DNA y reducir el
porcentaje de ADN degradado. Realizaron una biopsia de TE en dia 5, 6 0 7 de desarrollo
segun la morfologia embrionaria y recogieron y congelaron el medio de cultivo de los
embriones. Obtuvieron resultados informativos para el 99,1% de las muestras de biopsia
de TE y para el 94,8% de las de medio de cultivo. Ademas, observaron que las tasas de
informatividad de las muestras de cf-DNA aumentaron significativamente los dias 6 y 7
respecto al dia 5. Finalmente, la tasa de concordancia entre las dos técnicas fue del 78,7%,
siendo significativamente mayor para las muestras de dia 6/7 que para las de dia 5. La
sensibilidad fue del 94,5% y la especificidad del 71,7% (Rubio et al., 2019).

En el mismo estudio se transfirieron 29 embriones que eran euploides segun los
resultados obtenidos por las biopsias de TE, diferenciando un grupo en el que el resultado
de la biopsia y del niPGT concordaban y un grupo en el que la biopsia indicaba que los
embriones eran euploides mientras que el niPGT determinaba que eran aneuploides. La
tasa de implantacion de aquellos embriones que eran euploides segun las dos técnicas fue
del 52,9% mientras que la de los embriones que eran euploides segun la biopsia de TE
pero aneuploides segun el analisis del medio de cultivo fue del 16,7%. No se observaron
abortos espontaneos en aquellos casos en los que tanto la biopsia de TE como el medio
de cultivo mostraron resultados euploides (Rubio et al., 2019).

Dados los resultados de dicho trabajo, en 2020 se realiz6 un estudio multicéntrico
internacional dirigido por Rubio y colaboradores en el que participaron 8 centros de FIV.
El objetivo era evaluar la concordancia y reproducibilidad de las pruebas no invasivas
realizadas a partir del analisis de cf-DNA presente en SCM y la biopsia de TE

convencional con el fin de valorar la aplicacion clinica del niPGT-A.

Utilizaron 1301 blastocistos humanos procedentes de ovocitos frescos que fueron
fertilizados mediante ICSI o FIV y se cultivaron siguiendo los protocolos habituales de
cada laboratorio hasta el dia 4, cuando se transfirieron individualmente a gotas de medio

de cultivo fresco de 10 microlitros. El dia 6 o 7 de desarrollo recolectaron el medio de
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cultivo de los embriones y lo congelaron. Las muestras se analizaron mediante NGS y los
resultados se compararon con los obtenidos mediante biopsia de TE. Se obtuvieron
resultados informativos para 866 muestras (Tabla I1) y la tasa de concordancia entre las
biopsias TE y cf-DNA fue del 78,2%, variando del 72,5 % al 86,3 % en diferentes centros
(Rubio et al., 2020).

Tabla I1. Tabla que muestra los resultados de concordancia entre las biopsias de TE y el cf-DNA,
de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo y valor predictivo negativo obtenidos en los

diferentes centros participantes en el estudio (Rubio et al., 2020).

TABLE 2
Percentages of concordance between TE biopsies and embryonic cfDNA, sensitivity, specificity, PPV, and NPV per
center

Statistical measures Center 1 Center 2 Center 3 Center 4 Center 5 Center 6 Center 7 Center 8 Total

Concordance 75.6 771 81.8 86.3 84.2 85.0 72.5 77.0 78.2
Sensitivity 80.5 84.8 88.2 86.7 91.3 76.7 76.5 78.9 81.7
Specificity 69.9 2.7 85.2 87.5 80.0 93.3 64.7 78.1 77.4
PPV 837 66.9 79.0 74.3 87.5 92.0 81.3 65.1 75.0
NPV 65.2 88.0 92.0 94.0 85.7 80.0 579 87.7 83.6

cfDNA, cell-free DNA; NPY, negative predictive value, PPV, positive predictive value; TE, trophectoderm.
Rubio. Embryenic cell-free DNA released to the spent blastocyst media. Am J Obstet Gynecol 2020

También realizaron biopsias de la MCI de 81 embriones aneuploides donados para
la investigacion. Obtuvieron resultados informativos en el 97,5% de las biopsias de TE,
el 90,1% de las muestras de cf-DNA y el 90,1 % de las biopsias de MCI. La concordancia
observada entre el cf-DNA vy la biopsia del TE fue del 87,5% y con la MCI del 84,4%
mostrando que el cf-DNA embrionario proviene tanto del TE como de la MCI. Se
comprobd que aquellos casos discordantes se debian al mosaicismo o a la contaminacién
materna (Rubio et al., 2020).

Este trabajo permitié observar como variaban los porcentajes de concordancia entre
las diferentes técnicas en funcion de la edad materna, las técnicas de fertilizacion, las
condiciones de cultivo y de los profesionales que realizaran la técnica demostrando que
los resultados del niPGT-A eran similares entre los distintos centros, lo que tiene
importantes implicaciones para la aplicacion clinica de la técnica, ya que se puede aplicar
en diferentes laboratorios que utilicen un protocolo especifico (Rubio et al., 2020). Los

resultados de algunas de estas pruebas se pueden observar en la Figura 14.
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Figura 14. A) Tabla representativa de las tasas de concordancia de las distintas técnicas en funcion
de la edad materna. No se observaron diferencias significativas, pero si una tendencia al incremento de la
tasa de concordancia a medida que aumenta la edad de la mujer. | B) Tabla representativa de las tasas de
concordancia de las distintas técnicas en funcion de las diferentes marcas de medio de cultivo. No se
encontraron diferencias significativas. C) Tabla representativa de las tasas de concordancia de las distintas
técnicas en funcién de los diferentes modelos de incubadora. No se encontraron diferencias significativas
(Rubio et al., 2020).

En 2021 se realizaron varias investigaciones para valorar si el niPGT estaba

preparado para utilizarse rutinariamente como prueba capaz de detectar la presencia de
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aneuploidias en los embriones (Gombos et al., 2021; Lledo et al., 2021; Shitara et al.,
2021) y valorar la fiabilidad de la técnica con embriones mosaico estableciendo un umbral
de mosaicismo del 50% (Li et al., 2021). También comenzo a valorarse la posibilidad de
utilizarlo para identificar los embriones portadores de defectos monogénicos (Ou et al.,
2022).

Shitara y colaboradores utilizaron 20 blastocistos que se desvitrificaron y se
expusieron a &cido Tyrodes con el fin de eliminar la ZP antes de realizar la biopsia de TE.
En dia 6 los investigadores realizaron una biopsia de TE a todos los embriones, recogieron
y analizaron el SCM. En este caso, los embriones biopsiados se cultivaron hasta el dia 10
de desarrollo, de forma que se evaluaron morfolégicamente los embriones cada 24 horas
y se tomaron muestras de aquellos que pararon su desarrollo en dia 8 0 en dia 9 y de
aquellos que llegaron a dia 10 (Shitara et al., 2021).

Las muestras se amplificaron (WGA) y analizaron mediante NGS. Obtuvieron
resultados informativos del 95% de las muestras de biopsia de TE y de cf-DNA y del 85%
de las muestras de los embriones de cultivo largo. De los embriones que llegaron a dia
10, el 77,8% eran euploides segun la biopsia de TE, el 80% segun el niPGT-Ay el 87,5%
segun el analisis de la muestra completa, debido a que los embriones aneuploides
presentan un desarrollo deficiente. La tasa de concordancia entre la biopsia de TE y el
niPGT-A fue del 55,6% para cromosomas autosémicos y del 94,4% para cromosomas
sexuales, la tasa de concordancia entre la biopsia de TE y las muestras completas de los
embriones fue del 43,8% para los cromosomas autosomicos y la del niPGT-A 'y la muestra
completa fue del 56,3%. Observaron mayor precision diagnéstica mediante niPGT-A
gracias a la medida de la sensibilidad, especificidad, PPV, tasa de falsos positivos y de
falsos negativos, lo que respalda la importancia de perfeccionar la metodologia del
niPGT-A (Shitara et al., 2021).

En el grupo de investigacion de Lledo realizaron 2 tipos de analisis geneticos
diferentes a muestras de biopsias de TE y de cf-DNA de medio de cultivo utilizado por
92 embriones y no observaron diferencias significativas en la concordancia de las dos
técnicas, que fue del 74,6% y del 72,3% (Lledo et al., 2021).
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Por otro lado, se publicé un estudio con 41 blastocistos mosaicos que valoraba el
potencial del niPGT en aquellos casos en los que el resultado de la biopsia de TE era de
embridon mosaico. En este trabajo establecieron un umbral de mosaicismo del 50% vy la

tasa de concordancia entre las dos técnicas fue del 85% (Li et al., 2021).

Gombos y colaboradores realizaron un estudio con 542 embriones para desarrollar
un meétodo basado en la NGS que permitiera realizar de forma rutinaria pruebas genéticas
preimplantacionales no invasivas. Este trabajo destaca porque se analizd el medio
utilizado por los embriones hasta el dia 3 de desarrollo, cuando fueron sometidos a
eclosion asistida y transferidos a otros medios frescos, con el fin de poder conocer los
resultados del niPGT-A a tiempo para poder realizar una transferencia en fresco.
Posteriormente, los embriones se transfirieron con una tasa de embarazo del 34%. Se
analizaron los medios de todos los embriones que habian resultado en abortos
espontaneos y un numero equivalente de medios de embriones del grupo de recién nacidos
sanos y observaron que en los SCM de los embriones que dieron lugar a un embarazo
exitoso habia menos cf-DNA de origen embrionario que en aquellos embriones que
dieron lugar a un aborto. Ademas, se detectaron aneuploidias en los analisis de los medios
del 75% de los embriones que dieron lugar a aborto y no en aquellos que resultaron en
recién nacidos sanos. Por tanto, demostraron que es posible obtener los resultados de
niPGT en 48 horas a partir de medios de cultivo de embriones de dia 3, lo que muestra
que las técnicas no invasivas podrian utilizarse en transferencias en fresco (Gombos et
al., 2021).

Se planted la posibilidad de si el niPGT podria utilizarse para detectar enfermedades
monogeénicas presentes en los embriones. Para comprobarlo compararon la tasa de
deteccidén de beta-talasemia mediante el uso de PGT, medio de cultivo usado por
embriones que contenia fluido del blastocele y medio de cultivo usado sin fluido del
blastocele. Los embriones se fertilizaron mediante ICSI y fueron trasladados
individualmente a gotas de 25 microlitros de medio fresco el dia 3 de desarrollo. El dia 5
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0 6 de desarrollo realizaron una biopsia de TE a 59 blastocistos que dividieron en 2 grupos
(Figura 15) de forma que el grupo A contaba con 26 embriones que se sometieron a un
procedimiento para liberar el fluido del blastocele al medio de cultivo mientras que el
grupo B contaba con 33 embriones que no fueron sometidos a ningun proceso adicional.
Finalmente, recogieron 20 microlitros de los medios de cultivo de los embriones y
realizaron el estudio genético de las muestras obtenidas. Para ello amplificaron el ADN

mediante WGA y después lo analizaron por Sanger y NGS (Ou et al., 2022).
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Figura 15. Esquema del protocolo seguido para realizar el estudio (Ou et al., 2022).

Por ultimo, la tasa de concordancia para la deteccion de la mutacion de la alfa-
talasemia fue del 73,1% en los embriones del grupo A y del 45,5% en los del grupo B
(Ou et al., 2022).

Otros estudios valoraron el niPGT como estrategia para priorizar los embriones a
transferir. Siguieron protocolos similares y se obtuvieron tasas de concordancia entre el
analisis cromosomico de las muestras de biopsia de TE y del cf-DNA del 81,8%
(Sialakouma et al., 2021) y del 71,43 % (Kulmann et al., 2021), entre el analisis del
embrion completo y el cf-DNA del 78,1% y entre las 3 técnicas del 72,5% (Chen et al.,
2021).
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Tabla I. Resumen de los resultados obtenidos por distintos grupos en relacion con el niPGT.

Estudio

Técnica de analisis

genético utilizada

Técnicas de PGT

comparadas

Concordancia (%)

Shamonki et al., 2016 aCGH niPGT y biopsia de TE 35
Xuetal., 2016 MALBAC-WGA + NGS niPGT Yy blastocistos 85,7
completos
Feichtinger et al., 2017 aCGH niPGT y biopsia CP 72,2
Vera-Rodriguez et al., WGA + NGS niPGT y biopsia de TE 30,4
2018 FISH 75
Kuznyetsov et al., 2018 WGA + NGS niPGT + BF-DNAY 87,5-100
biopsia de TE
niPGT + BF-DNA y 96,4
blastocistos completos
Lietal., 2018 WGA + NGS niPGT + BF-DNA 'y 72,5
biopsia de TE
niPGT + BF-DNA y 50
blastocistos completos
Huang et al., 2019 WGA + NGS niPGT y blastocistos 93,8
completos
Yeung et al., 2019 WGA + NGS niPGT y biopsia de TE 62,1 (crm autosémicos)
82,4 (crm sexuales)
Rubio et al., 2019 WGA +NGS niPGT y biopsia de TE 78,7
Rubio et al., 2020 WGA + NGS niPGT y biopsia de TE 78,2 -87,5
niPGT y biopsia MCI 84,4
Shitara et al., 2021 WGA + NGS niPGT y biopsia de TE 55,6 (crm autos6micos)
94,4 (crm sexuales)
Sialakouma et al., 2021 WGA + NGS niPGT y biopsia de TE 81,8 (crm autos6micos)
100% (crm sexuales)
Kulmann et al., 2021 WGA + NGS niPGT y biopsia de TE 71,43
Lledo et al., 2021 WGA + NGS (NICS) niPGT y biopsia de TE 74,6
WGA + NGS (Veriseq) 72,3
Chenetal., 2021 WGA+ NGS niPGT, biopsia de TE y 72,5
blastocistos completos
niPGT y blastocistos 78,1
completos
Lietal., 2021 WGA + NGS niPGT y biopsia de TE 85
(embrién mosaico)
Ou et al., 2022 WGA + Sanger/ NGS niPGT y biopsia de TE 455-73,1
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5. DISCUSION

El futuro de la medicina esté en las biopsias liquidas, aquellos procedimientos que
consisten en analizar muestras de fluidos corporales que representan a los tejidos de los
que proceden y presentan determinadas células circulantes, acidos nucleicos libres de
células (cf-DNA o cf-RNA) o vesiculas extracelulares que pueden ser analizados y

funcionan como marcadores especificos de determinadas enfermedades (Figura 16).
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Figura 16. Esquema ilustrativo de las aplicaciones de la biopsia liquida y de los componentes
analizables presentes en los fluidos corporales (Schobers et al., 2021).

Estas técnicas tienen aplicaciones en muchos ambitos de la medicina como es el
caso de la Reproduccion Asistida, ya que el analisis de acidos nucleicos libres de células
ha permitido numerosos descubrimientos como es el caso del niPGT o de la presencia de
ADN libre de origen fetal en sangre materna, de forma que su analisis constituye una
prueba prenatal no invasiva (Scalici et al., 2014; Khalife et al., 2021; Schobers et al.,
2021).
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Como se ha ido viendo a lo largo del presente trabajo, el diagndstico genético
preimplantacional no invasivo mediante el analisis del ADN libre de células presente en
el medio de cultivo en el que se han desarrollado los embriones es una técnica novedosa,
prometedora, con aplicaciones clinicas muy interesantes y que estd evolucionando

rapidamente.

Muchos grupos de investigacion han publicado estudios en los que valoraban su
fiabilidad comparando el niPGT con la técnica de PGT mas utilizada hoy en dia, la biopsia
de TE, o con otras técnicas como la biopsia de CP o el anélisis de embriones completos.
A pesar de que los resultados obtenidos en los distintos trabajos han ido mejorando a lo
largo de los afios, las tasas de concordancia entre las diferentes técnicas han sido
enormemente variables. Lo mas probable es que estas discrepancias se deban a que en
cada estudio se ha seguido un protocolo distinto, se han analizado diferentes volimenes
de medio de cultivo, se ha sometido a los embriones a distintos procedimientos como es
el caso de la vitrificacion o de la eclosion asisistida y se han utilizado tiempos de cultivo
variables. Ademas, se han empleado distintos criterios para definir la tasa de concordancia
(Lietal., 2018; Rubio et al., 2020). Esto refleja la importancia de optimizar un protocolo
que permita obtener los resultados mas fiables posible mediante niPGT antes de comenzar

a realizar esta técnica en los laboratorios de reproduccion asistida.

Los estudios también han contribuido al aumento de los conocimientos existentes
respecto al origen del cf-DNA presente en los medios de cultivo de los embriones. Se ha
demostrado que, a lo largo de su desarrollo, los embriones liberan ADN al SCM (Vera-
Rodriguez et al., 2018). Segln los conocimientos existentes hasta la fecha, el cf-DNA de
origen embrionario presente en el SCM (ADNg o ADNmt) procede de células que
experimentan procesos de necrosis y apoptosis, aunque se cree que deben existir otros
mecanismos de liberacion. Dado que tanto las células aneuploides como las euploides
sufren estos procesos y que se ha observado que existe la misma cantidad de cf-DNA en
medios de embriones euploides y aneuploides, el cf-DNA parece provenir de ambos tipos
de células. Ademas, en diferentes trabajos se ha demostrado que el cf-DNA es
representativo tanto del TE como de la MCI (Rubio et al., 2020). De hecho, estudios
realizados en animales demuestran que la proporcion de células apoptéticas es mayor en

la MCI que en el TE, de forma que, segun estos trabajos, el cf-DNA proviene tanto del
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TE como de la MCI y podria reflejar el estatus cromosomico de los blastocistos mejor
que la biopsia de TE (Bolton et al., 2016; Vera-Rodriguez et al., 2018; Huang et al., 2019;
Rubio et al., 2020; Shitara et al., 2021; Sialakouma et al., 2021). No obstante, hay que
tener en consideracion que el genoma embrionario no estad representado de manera
uniforme en los medios de cultivo, ya que mediante un analisis SNP se ha visto que la
proporcién de ADN embrionario en los medios varia entre el 0 y el 100%, con una
mediana del 8% (Vera-Rodriguez et al., 2018). Ademas, es cierto que en algunos estudios
se ha comprobado que hay menos cf-DNA en los medios de cultivo de aquellos embriones
que se desarrollan peor o que dan lugar a abortos (Stigliani et al., 2013; Gombos et al.,
2021).

En la mayoria de los estudios realizados hasta la fecha los ovocitos en metafase 11
son decumulados y fertilizados por ICSI y el dia 3 0 4 de desarrollo los embriones se
trasladan individualmente a gotas de medio de cultivo fresco, en las que se desarrollan
hasta el dia 5 0 6, cuando se encuentran en estadio de blastocisto y se puede realizar la
biopsia de TE. Por tanto, lo més habitual es que el cf-DNA analizado provenga de los
medios de cultivo utilizados por los embriones del dia 3 0 4 al dia 5 0 6. No obstante,
también se han realizado estudios con embriones desvitrificados que han sido cultivados
durante periodos de tiempo inferiores y los resultados han sido igualmente exitosos (Xu
et al., 2016; Kuznyetsov et al., 2018; Shitara et al., 2021; Li et al., 2021). Se ha visto que
es posible analizar el ADN libre del SCM en el que se desarrollan los embriones hasta el
dia 3 para conocer los resultados del estudio genético a tiempo para realizar una
transferencia en fresco de los blastocistos, de forma que no fuera necesario
criopreservarlos (Gombos et al., 2021). En algunos estudios también se realiza eclosion
asistida a los embriones en dia 3 para facilitar la futura biopsia y la liberacion de ADN al
medio (Shamonki et al., 2016; Feichtinger et al., 2017; Yeung et al., 2019). Se ha
demostrado que trasladar los embriones individualmente a microgotas con un volumen
minimo de medio de cultivo aumenta la concentracion de ADN libre en la muestra y, si
esto se realiza preferentemente en dia 4, reduce el porcentaje de ADN degradado en el
medio (Rubio et al., 2019). También se ha comprobado que si los embriones se cultivan
hasta los dias 6 0 7 el resultado es mejor que cuando se cultivan hasta dia 5, lo que podria

deberse a que a medida que aumenta el tiempo de cultivo del embrién en el SCM,
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incrementa la cantidad de cf-DNA. (Rubio et al., 2019; Rubio et al., 2020; Lledo et al.,
2021).

Diferentes grupos de investigacion demostraron que, si se libera el fluido del
blastocele para que este se mezcle con el medio de cultivo, aumenta la cantidad final de
ADN libre en la muestra que va a ser analizada, reduciendo los fallos de amplificacion e
incrementando la fiabilidad del anélisis (Kuznyetsov et al., 2018), aunque otros

investigadores no observaron esta ventaja (Li et al., 2018).

El estudio multicéntrico realizado en 2020 en el que se buscaba determinar la
concordancia entre el analisis cromosémico del cf-DNA y de la biopsia de TE es el mas
importante de los que se han realizado hasta ahora debido a su alto tamafio muestral y a
que ha sido realizado simultdneamente en 8 centros diferentes. Tiene una enorme
importancia, ya que utiliza diferentes condiciones de cultivo y fue completamente no
invasivo (Rubio et al., 2020). Ha demostrado que los diferentes protocolos de
estimulacion ovarica, el uso de distintos tipos de medios de cultivo o de incubadores y la
calidad del embrion no afectan a la precision de los resultados del niPGT. En este trabajo
se obtuvo una alta tasa de concordancia media entre los diferentes centros entre la biopsia
de TE y el niPGT (78,2%) (Rubio et al., 2020).

En otro estudio se demostré que la concordancia entre la biopsia de TE y el niPGT

tampoco depende de la técnica de analisis cromosémico utilizada (Lledo et al., 2021).

Diferentes profesionales han llegado a la conclusion de que lo méas habitual es que
los falsos negativos obtenidos mediante niPGT se deban a la presencia de contaminacion
materna en la muestra procedente de células del cimulo (Xu et al., 2016; Feichtinger et
al., 2017; Kuznyetsov et al., 2018; Sialakouma et al., 2021). Debido a ello, se ha intentado
optimizar un protocolo capaz de evitar al maximo la contaminacion de las muestras con
cf-DNA de origen materno o de otras fuentes. Es fundamental denudar los ovocitos con
cuidado de eliminar lo méaximo posible las células del cimulo v, tras ello, lavarlos en
diferentes gotas de medio fresco. También es recomendable que los ovocitos sean
fertilizados mediante ICSI para evitar al maximo que la muestra se contamine por ADN

de origen paterno procedente de los espermatozoides (Sialakouma et al., 2021). No
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obstante, también se puede realizar niPGT mediante FIV convencional, aunque en este
caso seguramente haya que tener esto en cuenta a la hora de realizar el anlisis genético

y mantener una serie de precauciones.

Por otro lado, el origen de los falsos positivos parece explicarse por el fenémeno
del mosaicismo (Xu et al., 2016; Kuznyetsov et al., 2018), aunque también podria deberse
a que la proporcion de cf-DNA de origen embrionario no es la misma en todos los medios
de cultivo (Vera-Rodriguez et al., 2018). Algunos estudios han tratado de solucionar el
problema derivado del mosaicismo estableciendo un umbral de mosaicismo, es decir, un
valor maximo a partir del cual el estudio cromosémico es capaz de detectar aneuploidias
a partir del andlisis del cf-DNA a pesar del mosaicismo, obteniendo mejores resultados
(Huang et al., 2019). No obstante, el valor 6ptimo en el que establecer el umbral de
mosaicismo no esta claro, ya que mientras algunos investigadores han decidido que debe
ser del 30% (Yeung et al., 2019) otros lo situan en el 50% (L. et al., 2021) o en el 60%
(Huang et al., 2019).

También se ha planteado la posibilidad de ir mas alld y utilizar esta técnica para
identificar aquellos embriones con anomalias monogénicas o0 cromosémicas
estructurales. En diferentes estudios se ha demostrado que la prueba no invasiva es capaz
de detectar translocaciones equilibradas (Xu et al., 2016) y desequilibradas (Kuznyetsov
et al., 2018) en los embriones. También se ha comprobado que en el futuro podria
utilizarse para detectar enfermedades monogénicas, lo que seria de especial interés para
pacientes de alto riesgo que tienen embriones que por sus caracteristicas morfoldgicas no
pueden ser biopsiados para realizar PGT-M (Ou et al., 2022; Rogers et al., 2021).
Ademas, se ha visto en algunos estudios que la tasa de deteccién de una mutacion
monogénica mediante niPGT es mayor si se combina el andlisis del ADN-BF con el del
cf-DNA del medio de cultivo en el que se han desarrollado los embriones (Ou et al.,
2022).

Hasta ahora, la eleccion del orden de transferencia embrionaria ha dependido de

criterios morfolégicos o morfocinéticos en aquellos casos en los que no se realizaba PGT.
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La evaluacion morfolégica de los embriones presenta las ventajas de ser una técnica
rapida y no invasiva, pero se ha demostrado que no hay una relacion significativa entre el
estatus cromosomico de los embriones y su desarrollo morfologico, por lo que no evita
transferir aquellos embriones con anomalias cromosomicas (Navarro-Sanchez et al.,
2022; Tomic et al., 2022; Schobers et al., 2021).

El niPGT-A es més fiable que la morfologia embrionaria a la hora de seleccionar el
mejor embridn para transferir, de forma que podria utilizarse para priorizar el orden de
transferencia de una cohorte embrionaria, permitiendo acortar el tiempo hasta la
consecucion de un embarazo y evitar los inconvenientes derivados de las técnicas
invasivas (Yeung et al., 2019). De hecho, se podria establecer un sistema de puntuacién
basado en la probabilidad de que un determinado embrién presente anomalias
cromosOmicas que permitiera priorizar la transferencia de unos embriones frente a otros
(Chen et al., 2021). En un estudio explicado en el apartado anterior se comprobd que
cuando se transferian embriones que eran euploides segln la biopsia de TE y el anélisis
del cf-DNA la tasa de implantacion era més alta que cuando los resultados de ambas
técnicas discrepaban y que no habia casos de abortos espontaneos, mientras que cuando
se transfirieron embriones euploides segun la biopsia de TE y aneuploides segun la prueba
no invasiva las tasas de embarazo se redujeron significativamente y se dieron casos de
abortos espontaneos (Rubio et al., 2019). Estos resultados sugieren que el analisis
cromosomico del cf-DNA presente en el medio de cultivo utilizado por los embriones
seria muy util como prueba complementaria a la biopsia de TE para garantizar la

transferencia de embriones euploides.

Son varios los investigadores que defienden que el niPGT-A tiene el potencial de
superar a la biopsia de TE (Kuznyetsov et al., 2018; Huang et al., 2019; Shitara et al.,
2021). Es evidente que esta técnica presenta ventajas importantes como que no es
invasiva, requiere menos experiencia por parte de los embriologos, es mas economica y
accesible. No obstante, es necesaria la realizacién de mas estudios para seguir mejorando
el protocolo a seguir, comprender mejor el origen del cf-DNA y los mecanismos

involucrados en su liberacién (Rubio et al., 2020).
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El niPGT podria ser especialmente interesante para aquellos pacientes en los que
no esté indicado realizar PGT-A porque a priori parecen fértiles, la mujer no tiene edad
avanzada, no tienen abortos espontaneos previos o fallos de implantacién etc, ya que
podria utilizarse como método de seleccion embrionaria (Kulmann et al., 2021). Lo
mismo ocurre con aquellos pacientes que solo cuentan con blastocistos aneuploides o
mosaicos porque el niPGT podria utilizarse como una herramienta complementaria para

diagnosticar un mosaico y decidir si transferirlo o no (Chen et al., 2021; Li et al., 2021).

Es fundamental que los profesionales que se dispongan a realizar un analisis
genético del cf-DNA presente en el medio de cultivo utilizado por embriones tengan en
cuenta que la forma en la que se manipula el embrion durante su desarrollo es
extremadamente importante, ya que afecta a la cantidad y calidad del cf-DNA y a su
origen, de manera que es imprescindible eliminar al méximo las posibles fuentes de
contaminacion materna y trabajar en condiciones de asepsia (Rubio et al., 2020; Rubio et
al., 2019). Ademas, el volumen del medio de cultivo con el que se trabaja es minimo,
puesto que se ha visto que cuanto mas reducido sea, mejor es el desarrollo del embrion
debido a que aumenta la concentracion de determinados factores autocrinos que el
embrion libera al medio y que contribuyen a que alcance la etapa de blastocisto. No
obstante, para numerosos embridlogos trabajar con volimenes tan pequefios puede
suponer un desafio, afectando al éxito de dicha prueba. También se ha visto que la
cantidad de cf-DNA presente en el SCM aumenta con los dias de desarrollo embrionario,
dando resultados mas fiables. Puede suponer un inconveniente el hecho de que sea muy
recomendable cultivar los embriones hasta dia 6, ya que esto se refleja en un aumento del
tiempo de trabajo y puede comprometer las instalaciones del centro (Rubio et al., 2020).
Ademas, es habitual que los embriones en dia 6 se encuentren totalmente eclosionados,
lo que puede complicar el proceso de vitrificacion reduciendo sus tasas de éxito, que son

excelentes en aquellos casos en los que el embridn esta rodeado por la ZP.

Todos estos descubrimientos han permitido que la empresa Igenomix haya creado
y comercializado un test basado en el niPGT conocido como EMBRACE (Embryo

Analysis of Culture Environment) que clasifica los embriones en funcion de su estatus
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cromosomico (lgenomix; 2019). Para que los resultados obtenidos por EMBRACE sean
fiables se ha optimizado el siguiente protocolo (Figura 17):

1. Denudacién del ovocito (dia 0) o del cigoto (dia 1) en funcion de la técnica de
fertilizacion utilizada.

2. Lavado de los ovocitos o cigotos denudados individualmente en 6 gotas de 20
microlitros de medio de cultivo fresco.
Cultivo del dia 0 al dia 4, cuando el embridn se encuentre en estadio de morula.

4. Lavado de las mérulas de forma individual en 6 gotas de 20 microlitros de medio de
cultivo fresco.

5. Cultivo individual de los embriones en 10 microlitros de medio de cultivo hasta el
dia 6 o 7 (>40h).

6. Vitrificacion de los embriones en estadio de blastocisto.

7. Recoleccion del medio de cultivo utilizado por los embriones entre el dia 4 y el dia
6 0 7 con ayuda de una pipeta automatica y entubado de las muestras.

8. Congelacion a -20°C de las muestras de medio de cultivo al menos durante 12 horas.

9. Envio de la muestra a Igenomix para la realizacion del analisis cromosémico.

Lab protocol Igenomix
Oocyte/Zygote denudation Conventional culture Study culture conditions
(day 0/day 1) (day O - early day 4) (day 4 - day 6/7)

Morula Stage
Individual washings
(6 drops x 20pl)

S

Individual washings Individual culture
(6 drops x 20u1) (10u! drop x 240h)

@@

A
Shipping Storage at -202C Medium Collection Vitrification
(up to two weeks) (at least 12 hrs) (day 6/7) (day 6/7)
Igenomix Thermic Box Cool-rack Automatic pipette \ Blastocyst Stage
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< B gf "%U / 4-\ N
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Figura 17. Protocolo de laboratorio a seguir para realizar EMBRACE (Igenomix; 2019).
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EMBRACE permite que a cada muestra de medio de cultivo se le asigne una
puntuacion basada en las probabilidades que hay de que el embrion que se ha desarrollado
en ese medio sea euploide. Por tanto, aquellas muestras que obtengan la puntuacion mas

alta se transferiran antes que el resto (Igenomix; 2019).

Tras el analisis la empresa envia a la clinica un informe que recoge los resultados
del test, entre los que se incluye el resultado del niPGT-A vy el orden de prioridad en el
que se recomienda transferir los embriones utilizados (Igenomix; 2019).

EMBRACE es una prueba no invasiva, objetiva, eficaz, segura, econémica y
accesible para un mayor nimero de pacientes. Presenta las mismas limitaciones que el
resto de técnicas de niPGT, como la alta probabilidad de contaminacion de la muestra,
que la muestra de medio de cultivo se debe recoger el dia 6 o 7 de desarrollo embrionario,
aumentando las posibilidades de que los embriones eclosionen y compliquen los procesos
de vitrificacion y transferencia, y que ocasionalmente la calidad o la cantidad del cf-DNA
de la muestra de medio de cultivo puede ser baja impidiendo la realizacion de la prueba
genética, por lo que en algunos casos puede ser necesario realizar una biopsia de TE para

asegurar los resultados del estudio (Igenomix; 2019).

A pesar de todo ello, ya se esta realizando EMBRACE en numerosos laboratorios
de reproduccidn asistida porque ha demostrado ser capaz de dar el mejor orden en el que
se deben transferir los embriones en funcion de su anélisis cromosémico. Gracias a esto,
reduce el tiempo hasta la consecucién de un embarazo y de un recién nacido sano en casa.
Esta técnica estd indicada para los pacientes con abortos de repeticion o fallos de
implantacion recurrentes, pero es de especial interés en los casos en los que una mujer o
pareja es de alto riesgo y cuenta con embriones que no se pueden biopsiar o en aquellos
en los que simplemente se quiere reducir el nimero de transferencias embrionarias que

son necesarias para lograr un embarazo (Igenomix; 2019).

Actualmente Igenomix esta organizando un estudio en el que participaran, al
menos, 8 centros de todo el mundo con el objetivo de comprobar si el niPGT-A mejora
las tasas de embarazo evolutivo en la primera SET de un ciclo en comparacion con la

valoracion morfolégica de los embriones.
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En mi opinion, el futuro del niPGT es realmente esperanzador y creo que las
biopsias liquidas van a marcar un antes y un después en la medicina. Se trata de una
técnica que presenta muchisimos beneficios porque permite eliminar el riesgo asociado a
las biopsias, es relativamente sencilla, por lo que a diferencia de lo que ocurre con las
técnicas de PGT convencionales, puede ser realizada por embridlogos con menos
experiencia y también es economica, lo que facilitard& que muchos de los pacientes
dubitativos con indicacion de PGT decidan realizar niPGT. El hecho de que ademas de
econdmica no sea una prueba invasiva, hara que muchas parejas que, en principio no
tienen recomendacion de PGT, se planteen realizarlo para mejorar conseguir antes el

ansiado recién nacido sano en casa.

Sin embargo, las clinicas que quieran comenzar a realizar niPGT tienen que tener
muy en cuenta una serie de consideraciones. Para realizarla es recomendable aumentar el
tiempo de cultivo hasta dia 6 y se requiere vitrificar los embriones, por lo que el
laboratorio debe contar con el tiempo necesario, las instalaciones adecuadas para ello
(incubadores, tanques de almacenamiento) y con buenas tasas de éxito en programas de
vitrificacion y desvitrificacion. También es necesario lavar a los embriones y cambiarlos
de medio de cultivo en dia 3 o0 4, en funcion del protocolo. Aunque esto puede parecer
insignificante, es necesario dedicar tiempo para realizarlo y también implica un aumento
del gasto en medios de cultivo, placas etc. Se ha planteado que puede suponer una
dificultad trabajar con gotas de medio de cultivo de un volumen tan pequefio, pero los
embridlogos estan acostumbrados a lavar y decumular los ovocitos en microgotas, por lo
que, en mi opinion, con el adiestramiento necesario esto no deberia suponer un reto
adicional. Hay que mantener muchisimas precauciones para evitar al maximo contaminar
con ADN el medio de cultivo. A dia de hoy ya se trabaja en cabinas de flujo laminar y se
intenta que las condiciones sean lo mas estériles posible, pero para realizar niPGT todos
estos aspectos deben cuidarse al maximo porque la contaminacién podria alterar el
resultado del estudio. También hay que decumular muy bien los ovocitos para evitar que
haya contaminacion materna porque no se hayan eliminado bien las células del camulo.
Lo maés habitual ya es realizar ICSI a aquellos embriones a los que se les van a realizar
pruebas genéticas para evitar la contaminacion paterna por la posible presencia de ADN
de las cabezas de los espermatozoides que quedan adheridos a la ZP cuando se realiza
una FIV convencional. En principio, esto seria igual en el caso del niPGT y no tendria
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por qué suponer un desafio excepto en el caso de aquellas clinicas que no realicen PGT.
De todas formas, se ha comprobado que también es posible practicar un niPGT si se ha

realizado FIV, pero es necesario decumular muy bien después de la fecundacion.

Considero que, dados los inconvenientes expuestos y los resultados obtenidos por
los diferentes grupos de investigacion, esta técnica alun no esta preparada para sustituir a
la biopsia de TE y utilizarse de forma exclusiva como herramienta de diagndstico, aunque
en el futuro podria llegar a superar a las técnicas convencionales de PGT. No obstante, ha
demostrado ser eficaz como herramienta de cribado capaz de determinar de forma
objetiva el mejor orden en el que se deben transferir los embriones de una paciente en
funcién de su condicion genética o cromosomica. Opino que esta aplicacién del niPGT
puede ser realmente interesante para aquellas parejas que no tienen un riesgo alto de
transmitir una determinada anomalia genética 0 cromosémica a su descendencia, ya que
contribuiria a conocer lo que se puede esperar de cada embrion, a que las mujeres se
quedaran embarazas lo antes posible y a que los embarazos siguieran un curso normal,
dando lugar a un recién nacido sano. Ademas, la combinacion de esta técnica con la
biopsia de TE garantizaria ain mas la transferencia de embriones euploides y podria

ayudar a tomar la decision de si transferir embriones mosaicos.

También me parece muy importante que los pacientes que acudan a esta técnica y
decidan realizar EMBRACE sean correctamente asesorados, de forma que logren
comprender que lo que se les ofrece no es un diagnoéstico como tal, sino que la prueba
indica la probabilidad que hay de que un determinado embrién sea euploide y, basandose

en ello, el orden en el que se recomienda transferir los embriones.

Siempre que se trabaje con un protocolo optimizado como es el caso del de
Igenomix (EMBRACE) y que el laboratorio esté preparado para ello, considero que la
técnica es suficientemente eficaz y fiable, por lo que es muy recomendable ofrecérsela a
los pacientes. No obstante, no debe reemplazar a la biopsia de TE, especialmente en los

casos de alto riesgo.

Es necesario que los diferentes grupos sigan investigando para que los protocolos
se sigan optimizando hasta alcanzar las mejores tasas de concordancia entre la biopsia de

TE y el niPGT. Ademas, también es interesante que se desarrolle la posible aplicacion del
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niPGT como herramienta para detectar la presencia de enfermedades monogeénicas y de
alteraciones cromosomicas estructurales en los embriones, ya que en este aspecto aln

queda mucho trabajo por realizar.
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6. CONCLUSIONES

A pesar de que hace menos de 10 afios desde que se descubrié que era posible

desarrollar una técnica de niPGT basado en el analisis de cf-DNA presente en el SCM, el

tema ha sido objeto de tanto interés que se han publicado numerosos estudios en los que

se buscaba comprobar si esta técnica es eficaz. Para ello, se han seguido distintos

protocolos para encontrar el procedimiento mas Optimo, se han obtenido diferentes

resultados y se ha llegado a distintas conclusiones en cuanto a la posible aplicacién de

dicha técnica y a si esta esté suficientemente preparada como para ser implementada.

Segun los resultados expuestos:

En los Gltimos trabajos publicados se han observado altas tasas de concordancia
entre el analisis del cf-DNA del SCM vy la biopsia de TE o el estudio del

blastocisto completo, demostrando que el niPGT es una técnica fiable.

La valoracion morfolégica de los embriones no es indicativa de su estatus genético
0 cromosomico por lo que el niPGT constituye una herramienta mas objetiva para

elegir el orden de transferencia de una cohorte embrionaria.

Se ha comprobado la presencia de ADN libre de células en el medio de cultivo
utilizado por los embriones cuyo analisis permite realizar un diagnostico genético
preimplantacional no invasivo. Sin embargo, a pesar de los resultados expuestos,
el niPGT no esté preparado para sustituir a las técnicas convencionales de PGT,
pero es una técnica muy interesante que podria aplicarse para priorizar el orden
de transferencia embrionaria y para cambiar las metodologias utilizadas

actualmente para la seleccion de embriones a transferir en los laboratorios de FIV.
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