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CAPITULO |

1. RESUMEN

Objetivo: Asociar las caracteristicas morfolégicas de los blastocistos con la
presencia de aneuploidias detectadas por PGT-A en mujeres con edad materna
avanzada.

Material y métodos: Estudio analitico, retrospectivo y transversal, realizado en el
Centro Universitario de Medicina Reproductiva del Hospital Universitario “Dr.
José E. Gonzalez” de la UANL. El estudio incluyo los resultados de PGT-A de 13
pacientes femeninas con una edad igual o mayor a 35 afios que acudieron al
Centro de Medicina Reproductiva en la ciudad de Monterrey, NL, y que fueron
sometidas a tratamientos de reproduccién asistida ICSI con pruebas de
diagndstico genético preimplantacional para aneuploidias (PGT-A), entre el 1 de
Marzo del 2019 y el 31 de Agosto del 2022. Se excluyeron a aquellas con
infertilidad por factor masculino severo, antecedente de cirugia ovarica previa,
patologia sistémica o endocrinoldgica crénica.

El analisis estadistico se realiz6 utilizando el software GraphPad Prism version
8.4.2. Entre las variables de estudio se incluyeron la edad materna al inicio del
protocolo de estimulacion ovarica controlada (EOC), el indice de masa corporal
(IMC), numero de ovocitos maduros en metafase Il (MIl) recuperados, tasa de
fertilizacion, tasa de formacion de blastocisto, y resultado del PGT-A. La
valoracion morfoldgica de los blastocistos se realizé siguiendo los criterios de la

Asociacion para el estudio de la Biologia de la reproduccion (ASEBIR).
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Resultados: Las pacientes se agruparon en dos grupos siendo el grupo A
aguellas con una edad entre 35 a 38 afios y en el B aquellas de mas de 38 afios.
Por lo que se observaron diferencias significativas entre los grupos (p=0.003).
Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en el IMC en ambos
grupos (p=0.8423). Con respecto a los ovocitos recuperados en el grupo A fue
de 14.3 y de 13.8 para el grupo B y de ovocitos en metafase Il 11.1 y 9.8
respectivamente. Se encontré una diferencia en las tasas de fertilizacion entre
los grupos (87.9% vs 100%), de la misma forma que la tasa de conversion a
blastocisto (48.4% vs 38%). A pesar de una mayor tasa de fertilizacion en el grupo
B, el grupo A presentd una mayor proporcion de conversion a blastocisto. No se
observd asociacion entre la calidad del blastocisto, dada por la evaluacién
morfologica y la euploidia de los embriones analizados por PGT-A en el grupo de
edad A en contraste con el grupo B donde si se reporta evidencia.
Conclusiones: Se determiné que independientemente a su capacidad para lograr
el desarrollo a blastocisto, la morfologia de estos no se correlaciono con su
euploidia. Por lo que el uso del PGT-A en pacientes con mayor riesgo de
desarrollar embriones con aneuploidias como lo son pacientes con edad materna
avanzada podria mejorar en mayor medida la eficacia de los tratamientos de
reproduccion asistida al evaluar el estado de euploidia embrionaria en
comparacion con la evaluacion morfologica embrionaria, la cual carece de una
precision diagnostica similar al PGT-A en terminos de euploidia a pesar de una
morfologia embrionaria optima.

Palabras clave: ICSI, PGT-A, aneuploidia, euploidia, morfologia embrionaria
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CAPITULO Il

2. ANTECEDENTES

Una de las principales causas del fracaso de las Técnicas de Reproduccion
Asistida (TRA) se debe a la transferencia de embriones aneuploides (1), donde
la edad materna es un factor decisivo que se encuentra relacionado con la
generacion de alteraciones cromosomicas en el embrion; de modo que a partir
de los 35 afos la tasa de embriones euploides es significativamente menor en

comparacion con mujeres mas jovenes. (2)

En la busqueda por optimizar los resultados reproductivos en TRA, la
clasificacion morfologica de los embriones contintia siendo el método mas
utilizado en las técnicas de Fertilizacion in vitro (FIV) para evaluar y estadificar
la calidad embrionaria, sin embargo, este método se limita a evaluar
caracteristicas morfoldgicas que no necesariamente estan relacionadas con la

presencia de euploidia (3).

La evolucion de las TRA y los avances de la biologia molecular han permitido el
desarrollo de nuevas técnicas para analizar el nUmero de cromosomas y
establecer la ploidia embrionaria, en la busqueda de optimizar la transferencia

de embriones cromosdmicamente sanos (4).
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Entre estas destacan las pruebas genéticas preimplantacionales para
aneuploidia (PGT-A), las cuales son una herramienta ideal en la seleccion de

embriones por motivos de euploidia. (5)

La FIV es uno de los procedimientos mas utilizados para el tratamiento de la
infertilidad. Posterior a un ciclo de FIV, es posible realizar una biopsia de los
embriones en etapa de blastocisto. EI material obtenido, en este caso células
del trofoectodermo son posteriormente analizados mediante pruebas
moleculares, previas a la transferencia de los embriones con la finalidad de
detectar aneuploidias e identificar aguellos embriones cromosémicamente

normales o euploides (6,7).

Sin el uso de pruebas genéticas previas a la implantacion, los embriones
transferidos pueden ser aneuploides y, a pesar de contar con una morfologia
optima, es posible que no se implanten de forma adecuada, lo que podria
ocasionar un ciclo de FIV fallido. Mientras que, en los casos en los que
embriones aneuploides se implantaran, podria resultar en la pérdida del

embarazo, finalizacién o, rara vez, un recién nacido con aneuploidias (8).

Idealmente, la decision sobre el uso de PGT-A se toma después de considerar

varios factores clinicos, incluida la edad del paciente y el asesoramiento

exhaustivo del paciente sobre los posibles beneficios (9).

13



A pesar de sus limitaciones, PGT-A a menudo se emplea con el objetivo de
mejorar los resultados del embarazo y permitir la seleccion de embriones para

una posterior transferencia en pacientes con infertilidad (10,11).
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2.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La PGT-A es una herramienta que permite la seleccién de embriones euploides,
y esta recomendada principalmente para una cohorte distintiva de pacientes
entre las que se encuentran: pacientes de edad materna avanzada, pacientes
con diagnadstico de falla de implantacion recurrente y/o pérdida gestacional
recurrente (12).

Sin embargo, su efectividad ain no esté clara, especialmente considerando que
requiere el sometimiento de los embriones a una técnica invasiva y los altos
costos de la prueba. Por lo que la evidencia actualmente disponible es

insuficiente para apoyar el PGT-A en la practica clinica habitual.
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2.2. JUSTIFICACION

La evidencia disponible acerca de las ventajas de la realizacion de PGT-A con
respecto a los resultados reproductivos de las pacientes es aun controversial.
Por lo que surge la necesidad de buscar alternativas menos invasivas, de
menor costo y enfocadas en mejorar los resultados de las TRA. Una alternativa
podria ser, el establecer una asociacion entre las caracteristicas morfologicas
embrionarias con los resultados de las pruebas genéticas preimplantacionales
para aneuploidias, con la finalidad de optimizar los resultados reproductivos en
pacientes sometidas a tratamientos de reproduccion asistida, principalmente en

aguellas con edad materna avanzada.
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CAPITULO Il

3. HIPOTESIS

En pacientes de edad materna avanzada las caracteristicas morfolégicas de los

blastocistos se asocian con la euploidia obtenida de su evaluacion por PGT-A.
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CAPITULO IV

4. OBJETIVOS

Objetivo principal

Asociar las caracteristicas morfolégicas de los blastocistos analizados
por PGT- A con la presencia de aneuploidias en mujeres con edad materna

avanzada.

Objetivos secundarios

1. Describir el tipo y factor de infertilidad en las pacientes que se realizaron
PGT-A a una edad materna avanzada

2. Reportar la tasa de desarrollo embrionario a blastocisto en pacientes con
edad materna avanzada que se sometieron a PGT-A

3. Describir las carcateristicas morfolégicas de los embriones aneuploides y

euploides por grupo de edad.
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CAPITULO V

5. MATERIAL Y METODOS

Se realiz6 un estudio observacional, retrospectivo y transversal, con pacientes
femeninas que acudieron al Centro Universitario de Medicina Reproductiva del
Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez” y que fueron sometidas a
tecnologias de reproduccion asistida, especificamente ICSI y pruebas de
diagnéstico genético preimplantacional para aneuploidias (PGT-A), entre el 1 de

Marzo del 2019 y el 31 de Agosto del 2022.

El presente estudio fue autorizado por el Comité de Etica de la Facultad de
Medicina y Hospital Universitario “Dr. José E. Gonzalez” de la UANL, con el
namero de registro G119-00013.

Se accedi6 a la base de datos del Centro Universitario de Medicina Reproductiva
donde se obtuvieron los datos de las pacientes que fueron sometidas a ICSI con
PGT-A.

Se consideraron elegibles para el presente estudio, pacientes de sexo femenino
con una edad igual o mayor a 35 afios que fueron sometidas a un protocolo de
estimulacién ovérica controlada (EOC) para ICSI, y que ademas se les haya
realizado a los embriones obtenidos, pruebas de PGT-A.

Por otro lado, se excluyeron a aquellas pacientes con el diagnostico de infertilidad

por factor masculino severo, antecedente de cirugia ovarica previa, patologia
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sistémica o endocrinolégica cronica, asi como aquellas que contaban con
expediente clinico con registros incompletos.

Para este estudio, no se realizo célculo de tamafio de muestra debido a
gue es un estudio poblacional que incluyé a todas las pacientes que cumplian

con los criterios de seleccion en el intervalo de tiempo previamente mencionado.

Se utilizé la informacidén recabada previamente del expediente clinico de las
pacientes seleccionadas que acudieron al servicio de Biologia de la
Reproduccion Humana del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzalez”
para realizar al menos un ciclo de FIV/ICSI, junto a pruebas de diagndstico
genético preimplantacional para aneuploidias (PGT-A).

Para el analisis estadistico las pacientes se estratificaron en 2 grupos de acuerdo
con la edad materna, el grupo A incluyo a aquellas pacientes de 35-38 afios
mientras que el grupo B incluyo pacientes mayores de 39 afios. Cada uno de
estos se subdividio en dos grupos dependiendo del resultado del PGT-A (embrién
euploide y embrion aneuploide). Ademas, se realizé una segunda subdivisién de
acuerdo con la caracterizacion morfolégica de los blastocistos siguiendo los
criterios de la Asociacion para el estudio de la Biologia de la Reproduccién
(ASEBIR), la cual fue realizada por la embridloga titular del Centro Universitario
de Medicina Reproductiva.

Entre las variables de estudio se incluyeron la edad materna al inicio del protocolo
de estimulacién ovarica controlada (EOC), el indice de masa corporal (IMC),
namero de ovocitos maduros (Mll) recuperados, tasa de fertilizacion, tasa de

formacion de blastocisto, y resultado del PGT-A.
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Para el analisis estadistico los resultados se expresaron como frecuencias y
porcentajes en el caso de variables categoricas. Para las variables cuantitativas
se reportaron como medidas de tendencia central y dispersion (media/mediana;
desviacion estandar/rango intercuartil), previa valoracion de la distribucion de las
variables por medio de la prueba de Kolmogoérov-Smirnov.

- Se compararon las variables categéricas por medio de la prueba de Chi
cuadrado de Pearson o test exacto de Fisher. Para las variables
cuantitativas se compararon grupos por medio de la prueba de T-student
y/o U de Mann Whitney para grupos independientes.

- Unvalor de p <0.05 se consideré como estadisticamente significativo. Los
analisis estadisticos se realizaron usando el software GraphPad Prism

version 8.4.2.
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CAPITULO VI

6.RESULTADOS

En el presente estudio se incluyeron un total de 13 pacientes, quienes
cumplieron los criterios de seleccion, con una media de edad de 37.7 (rango 35-
42 afos). Se evaluaron los resultados de PGT-A de 43 biopsias de
trofoectodermo, las cuales fueron realizadas en embriones en etapa de
blastocisto, de los cuales 25 fueron embriones de dia 5y 18 de dia 6 de desarrollo
embrionario.

Con la finalidad de evaluar el impacto de la edad materna en los resultados
reproductivos, las pacientes se categorizaron en 2 grupos a acuerdo a la edad
materna al momento de su evaluacion.

Por lo que se observé una diferencia significativa (p=0.003) al comparar la edad
materna de ambos grupos, siendo para el grupo A (n=8) de 36.63 £ 0.9 afios y

para el grupo B de 39.6 + 1.34 afios (Figura 1).
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Figura 1. Comparacion de edad por grupos

Con relacion al IMC de las participantes no se encontraron diferencias
significativas entre los grupos (p=0.8423), por lo que ambos grupos son

comparables con respecto a esta variable (Figura 2).
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30 B
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(é 204
154
10—

Grupo A Grupo B

Figura 2. Comparacién de IMC por grupo
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Con relacion a los resultados obtenidos para las TRA (Tabla 1), la media de
ovocitos recuperados por ciclo para las pacientes en el grupo A fue de 14.3
mientras que para el grupo B fue de 13.8 6vulos. Especificamente en cuanto al
namero de ovocitos maduros o en metafase Il, fue de 11.1 y 9.8 para los grupos

Ay B, respectivamente.

En cuanto a la fertilizacion, esta se evaluo entre 16 y 22 horas post-ICSl,
corroborando la presencia de 2 cuerpos polares y 2 pronucleos. Al comparar las
tasas de fertilizacion normal de ambos grupos (Grupo A=87.9% vs Grupo

B=100%) no se encontrd una diferencia significativa (p=0.07).

De manera similar, la tasa de conversion a blastocisto del Grupo A fue mayor a

la del Grupo B=38.0%, sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente

significativa (p=0.21).
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Grupo A Grupo B Prueba Valor de p

Ovulos 14.3 = 7.96 13.8 £ 12.3  Welch’s t-test 0.94
MII 11.1 £5.96 9.8 £11.4  Mann-Whitney test 0.27
MII inyectados 10.1 + 4.32 9.8 £11.4  Mann-Whitney test 0.27
Fecundados normales 9.0 = 4.34 9.40 £ 10.3  Welch’s t-test 0.93
% Fec. ICSI 87.9 + 15.1 100 £ 0 Mann-Whitney test 0.07
D2 7.5+ 298 8.60 + 10.6  Mann-Whitney test 0.40

87.8 £ 13.8 85.6 £ 22.1  Mann-Whitney test 0.92
D3 4.0 £ 2.07 5.80 + 8.53  Mann-Whitney test 0.34
% Div D3 61.1 £ 30 58.8 £29.5 Welch’s t-test 0.89
% Div D3 (FN) 549 £ 298 58.8 £ 295  Welch’s t-test 0.82
D5 413 £ 2.42 2.0+ 1.41  Mann-Whitney test 0.07
% Div D5 (FN) 48.4 £17.9 38.0 £ 35.4  Mann-Whitney test 0.21

Tabla 1. Resultados ICSI por grupo

En cuanto a los resultados del PGT-A, de los 43 embriones evaluados, 13 fueron
clasificados como euploides, 27 presentaron algun tipo de aneuploidia y en 3 no
se obtuvo resultado debido a una cantidad de muestra insuficiente.
Posteriormente los resultados se agruparon de acuerdo a la edad materna, no se
encontré diferencia significativa (p=0.99) en el numero de embriones euploides

con respecto al grupo de edad de la paciente (Figura 3).
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Figura 3. Resultado de PGT-A por grupo de edad

Con respecto a la evaluaciéon morfolégica embrionaria, 12 embriones fueron
clasificados con una morfologia optima “1”, 13 como de buena calidad “2”, 13 de
morfologia regular “3” y 5 con una morfologia deficiente “4”. Posteriormente, para
evaluar su impacto con respecto a la edad materna. La clasificacion morfologica
se reclasifico en solamente dos categorias, la primera incluyo embriones con
morfologia optima y buena y la segunda incluyo a aquellos embriones de

morfologia regular y deficiente.

En relacién con el objetivo principal de este estudio, la asociacion de la morfologia
embrionaria con los resultados del PGT-A en embriones en etapa de blastocisto,
se evidencio una asociacién significativa (p =0.04) entre la clasificacion
morfologica del embrion con la euploidia de los embriones analizados por PGT-

A (Figura 4).
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Figura 4. Asociacién entre morfologia embrionaria y euploidia

Al reagrupar los datos con respecto a los grupos de edad de las pacientes se
observd que no hubo una asociacién en aquellos que pertenecian al grupo A (p-
0.4290) mientras que si se evidencio en el Grupo B (p=0.0119). El riesgo relativo
(RR) para el Grupo A fue de 1.259 con un IC 95% (0.754 - 1.981), mientras que

para el grupo B fue de RR = =~ con un IC 95% (2 - «).

Grupo A Grupo B
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Figura 5. Asociacion de la clasificacion morfolégica del embridn con respecto al resultado de

PGT-A por grupo
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CAPITULO VII

7. DISCUSION

La evaluacion morfologica ha sido el método principal para seleccionar los
embriones obtenidos por TRA para una posterior transferencia, sin embargo, el
estado cromosoémico de los embriones cultivados in vitro no se puede determinar
con precision mediante una evaluacion morfologica estatica o dinamica (13).

La implantacion exitosa es el principal atributo relacionado con la calidad
embrionaria, y la morfologia y el estado de escision son utilizados para evaluar
el potencial de desarrollo embrionario antes de la transferencia uterina (14).

La evaluacion precisa del potencial de implantacion del embrion se vuelve crucial
cuando se trata de mejorar el resultado del embarazo y reducir las
complicaciones obstétricas y neonatales. Por otro lado, la apariencia morfol6gica
y la tasa de crecimiento de los embriones, que se pueden observar con técnicas
no invasivas, se usan comunmente como parametros para juzgar la calidad del
embrion.

Sin embargo, el poder predictivo general de estos indicadores es débil; incluso
cuando solo se considera la transferencia de embriones de buena calidad, la
correlacion con el embarazo se mantiene relativamente baja. Por lo tanto, aunque
el analisis de divisiébn y morfologia son tecnicas no invasivas para la evaluacién

de la calidad embrionaria, su aplicacién es limitada. Por lo que es necesario
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buscar otros indicadores o biomarcadores para estimar con mayor certeza el
potencial de implantacion (15).

El PGT-A, anteriormente conocido como test de deteccion genética
preimplantacional (PGS), se ha propuesto como un método para la seleccion de
embriones con la finalidad de obtener el mayor potencial de implantacion posible
(16).

Con las mejoras en los cultivos de blastocistos, la vitrificacion de embriones y las
técnicas moleculares para evaluar el ndmero de copias de todos los
cromosomas, varios estudios clinicos aleatorizados (ECA), realizados en la
tltima década han mostrado una mejora significativa en las tasas de embarazo
en curso (OPR) por procedimiento de transferencia de embriones (17, 18).

El objetivo principal del PGT-A es realizar una transferencia embrionaria que
maximice el potencial de implantacion al mismo tiempo que minimice el riesgo de
pérdida gestacional (19).

A pesar de que la aplicacion de PGT-A se ha utilizado durante casi 30 afios,
todavia existe una controversia sobre su eficacia. En 2019, la Comunidad
Internacional de Diagnostico Genético Preimplantacional (PGDIS) publicé una
declaracion de posicion en la que concluy6 que el PGT-A mejora las tasas de
implantacion, embarazo y nacidos vivos (20).

Sin embargo, todavia existe una gran controversia con respecto a la eficiencia de
PGT-A. La naturaleza multifacética del PGT-A es una limitacion a la hora de
interpretar los resultados. Al informar sobre el éxito por ciclo de PGT-A, se debe
distinguir entre la eficiencia del diagndstico y el resultado con respecto a lograr

un embarazo que conduzca a un nacido vivo sano (21).
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En multiples estudios se ha evaluado y confirmado la existencia de una relacion
lineal entre el aumento de la edad materna y la tasa de desarrollo de embriones
aneuploides, siendo esta mas marcada a partir de los 35 afios. Para el analisis
de resultados en el presente estudio se realizé una division de las participantes
en dos grupos de acuerdo a la edad al inicio del protocolo de EOC: el primer
grupo formado por pacientes con una edad de entre 35 a 38 afios de edad y un
segundo grupo con una edad = 39 afios.

Los resultados de este estudio mostraron una cantidad mayor de ovocitos
recuperados en el grupo de 35-38 afios, en comparacion con el grupo de mayor
edad, de la misma forma que la proporcién de ovocitos Mll recuperados por ciclo,
sin embargo esta diferencia entre los grupos no fue significativa.

De forma similar la diferencia en la tasa de fertilizacion normal, asi como la tasa
de desarrollo embrionario a etapa de blastocisto de dia 5 no evidencié una
diferencia significativa entre grupos en relacion con la edad materna.

A pesar de una mayor tasa de desarrollo de embriones aneuploides en el grupo
de mayor edad, esta diferencia no fue significativa al comparar ambos grupos de
edad.

Por otro lado, no se encontré una asociacion entre la morfologia embrionaria y el
estado de euploidia sin importar el grupo de edad materna.

Por otro lado, ante una morfologia embrionaria clasificada como regular o
deficiente se evidencio una asociacion estadisticamente significativa con el

estado de aneuploidia.
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Sin embargo, los resultados de este estudio deben ser tomados con cautela,
debido al numero limitado de participantes, por lo que son necesarios estudios

con un namero mayor de participantes que respalden estos resultados.
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CAPITULO VI

8.CONCLUSION

A pesar de una correlacion existente entre la evaluacion morfolégica
embrionaria con los resultados reproductivos en TRA, se determind que la
morfologia de los blastocistos independiente de su capacidad para llegar a un
desarrollo embrionario de dia 5 y 6 no presentaron una correlacién directa con el
estado de euploidia, determinando que los resultados del estado de euploidia por
el PGT-A no presenta una relacion directa con la evaluacion de la morfologia
embrionaria.

Por lo que el uso del PGT-A en pacientes con mayor riesgo de desarrollar
embriones con aneuploidias como lo son pacientes con edad materna avanzada
podria mejorar en mayor medida la eficacia de los tratamientos de reproduccion
asistida al evaluar el estado de euploidia embrionaria en comparacion con la
evaluaciéon morfologica embrionaria, la cual carece de una precision diagnostica
similar al PGT-A en terminos de euploidia a pesar de una morfologia embrionaria
optima.

Sin embargo ebido al numero limitado de participantes, se necesitan mas

estudios para poder corroborar los resultados obtenidos en este estudio.
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