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Sorter de citometria de flujo: repercusiones en los
indicadores clave de rendimiento de un laboratorio

de reproduccion asistida

Flow cytometry sorter: results in the key performance
indicators of an assisted reproductive technology.

Yesenia Recio-Lépez,* Miguel de Jesus Lopez-Rioja,? Cristina Magaly Sanchez-Gonzélez,! Erika Lizette Ifiguez-

Arteaga,® Francia Stephanie Salas-Rosa,® Alejandro Chavez-Badiola*

Evaluar si la manipulacién de gametos con sorter de citometria de flujo
repercute negativamente en los indicadores clave de rendimiento de un laboratorio
de reproduccion asistida.

Estudio descriptivo y retrospectivo, llevado a cabo en pa-
rejas a quienes se efectud fecundacién in vitro mediante inyeccién intracitoplasmatica
de espermatozoides (ICSI), con seleccién espermatica, mediante un sorter de citome-
tria de flujo, para seleccion de sexo. El estudio se efectué en el New Hope Fertility
Center de Guadalajara y Ciudad de México, de junio de 2014 a agosto de 2017. Los
resultados se compararon con un grupo control seleccionado al azar. Se evaluaron
los indicadores decisivos de rendimiento (KPI’s); tasa de fecundacién normal, anormal
(1PN, = 3 PN) y fallida; tasa de degeneracién posterior a ICSI; tasas de segmentacion
o divisién, blastocisto, implantacién (segmentacién y blastocisto) y recién nacido.
Se utilizé la prueba t de Student para dos muestras y se consider6 estadisticamente
significativo el valor de p < 0.05.

Se evaluaron 150 ciclos. Grupo 1: ICSI con seleccion espermdtica y
sorter de citometria de flujo (n = 40); Grupo 2: ICSI sin sorter de citometria de flujo (n
=110). Los indicadores clave de rendimiento del grupo 1 disminuyeron; se reportaron
tasas de fecundacién fallida de 1.6%, blastocisto 17.4%, implantacion en la segmen-
tacién 10%, implantacion en blastocisto 14.2% y de recién nacido 14.5%.

La manipulaciéon de gametos con sorter de citometria de flujo
reporté un efecto negativo en los indicadores clave de rendimiento del laboratorio de
reproduccién asistida, especificamente en las tasas de blastocisto, implantacién de
blastocisto y de recién nacido.

Sorter de citometria de flujo; indicadores clave de rendimiento;
blastocisto; implantacion.

To evaluate if the manipulation of gametes with a flow cytometry sorter
has a negative effect on the key performance indicators (KPI’s).

Descriptive and retrospective analysis, in couples
undergoing In a Vitro Fertilization (IVF) by ICSI, with sperm selection, using a flow
cytometry sorter for sex selection. The study was conducted at the New Hope Fertility
Center in Guadalajara and Mexico City, from June 2014 to August 2017. The results
were compared with a randomly group without a flow cytometry sorter. KPI’s were
evaluated; normal fertilization rate, abnormal (1PN, >3 PN), failed fertilization, ICSI
damage rate, cleavage rate, blastocyst development rate, implantation rate (cleavage
and blastocyst-stage) and live birth rate. A Student's t-test was made for two samples
considering significant differences with p < 0.05.
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150 cycles were evaluated. Group 1: ICSI with sperm selection by a flow
cytometry sorter (n = 40); Group 2: ICSI without sperm selection (n = 110). Observing
with statistical significance a decreased of the KPI’s of Group 1: failed fertilization rate
(1.6%), blastocyst development rate (17.4%), implantation rate (cleavage-stage) (10%),
implantation rate (blastocyst-stage) (14.2%) and live birth rate (14.5%).

The manipulation of gametes with the flow cytometry sorter, has
a negative effect on the assisted reproductive technology KPI’s; specifically, in the

blastocyst rate, blastocyst implantation rate and live birth rate.

Flow cytometer; Key performance indicators; Blastocyst; Implantation.

La seleccién del género ha tenido gran interés a
lo largo de la historia,'? ya sea con la intencién
de encontrar el equilibrio familiar*® o evitar
alteraciones genéticas ligadas al sexo como: sin-
drome X fragil, distrofia muscular de Duchenne,
hemofilia, sindrome de Hunter, enfermedad de
Fabry, entre otras, incluso para quienes la Gnica
forma de prevenirlas era la seleccién del mismo.®

La seleccién del sexo puede efectuarse en dos
etapas: 1) seleccion del espermatozoide porta-
dor del cromosoma X oY, segtn sea el caso’ y
2) transferencia selectiva de embriones previa-
mente analizados y seleccionados con base en
el cariotipo por diferentes técnicas de biologia
molecular, como el diagndstico genético preim-
plantacional.® De manera empirica, las parejas
recurren a cambios de alimentacién, coito progra-
mado y diversas alternativas cuya eficacia no esta
comprobada, pero tienen la finalidad de logar un
embarazo con feto del sexo deseado.’ De forma
poco fundamentada en evidencia, la medicina
ha recurrido a diferentes técnicas (swim-up, gra-
diente de albimina, gradiente de percoll, filtros
de sephadex y métodos inmuno-magnéticos),
desafortunadamente con tasas de éxito defi-
cientes, relacionadas con la seleccion de sexo

y subsiguiente desuso.'®'* Es, hasta hace pocos
afos, que las técnicas de fecundacién in vitro han
abierto la puerta a estudios genéticos confiables y
con capacidad de permitir la seleccién del sexo,
con un margen de error minimo, mediante el
diagndstico genético preimplantacional.’>"

El diagndstico genético preinplantacional con-
siste en el analisis de embriones mediante una
biopsia, previo a su transferencia e implanta-
cién, para identificar anomalias cromosémicas,
mutaciones génicas, concordancia de HLA,
enfermedades hereditarias y seleccién del
sex0.2® En 1990 se realiz6 la primera de estas
técnicas, con una biopsia de blastémera por
dos grupos de estudio: la primera en Inglaterra,
efectuada por Handyside y sus colaboradores,
con la finalidad de seleccionar el sexo fetal en
una pareja con riesgo de enfermedad ligada al
cromosoma X (conocida como deficiencia de
ornitin- transcarbamilasa)®' y la segunda en Es-
tados Unidos, por Verlinsky, para deficiencia de
alfa-1 antitripsina.?? Sin embargo, por recurrir a
un tratamiento de fertilizacién in vitro con fines
exclusivos de seleccion del sexo y la necesidad
de técnicas complejas e invasivas, como la biop-
sia de trofoectodermo, convirtieron esta técnica
en una opcién subdptima y, en ocasiones, de
dificil acceso.?



El Gltimo intento para seleccién espermatica con
fines de seleccion del sexo incluye el sorter de
citometria de flujo, que reporta tasas de éxito
de 75-85%.% Respecto de su uso para seleccién
del sexo, un punto importante a considerar es
el potencial de pérdidas espermaticas durante
cada paso del proceso y clasificacién; asi, estas
pérdidas se asocian, frecuentemente, con las pro-
piedades de la tincién utilizada y la preparacién
del equipo técnico que las realiza.

Entre las ventajas del sorter de citometria de flujo
se encuentran su baja (inseminacion intrauterina)
y alta complejidad (fertilizacién in vitro). Esta
técnica se describié por primera vez en 1983
por Pinkel D, en un modelo animal (Microtus
oregoni), al observar que el espermatozoide X
contenfa 9% mas de ADN que el Y;?*sin embar-
go, fue patentado por Lawrence Johnson (USDA;
U.S. patent 5,135,759), para su aplicacién en
mamiferos.?>?¢ Johnson, en 1993, propuso un
modelo tedrico-practico para el uso de un sor-
ter de citometria de flujo en humanos, con la
finalidad de prevenir enfermedades ligadas al
cromosoma X?7; no obstante, debe considerarse
la manipulacién que reciben los gametos. En
1995, Levinson y su grupo reportaron el primer
embarazo humano logrado mediante sorter de
citometria de flujo.?® Finalmente, en 1998, Fu-
gger report6 el sorter de citometria de flujo con
la primera serie de 13 de 14 recién nacidos vivos
sanos de sexo femenino, con una efectividad de
92.9%,% aprobada por la FDA en 2001, para
la investigacion, prevencion de enfermedades
genéticas y equilibrio familiar.253

Para llevar a cabo esta técnica, la muestra se-
minal se tine con fluorocromo (Hoechst 33342,
BD Pharmingen™, USA), que se adhiere al
ADN del espermatozoide, y de esta forma
produce la fluorescencia al someterse a rayos
ultravioleta. Mediante el citémetro de flujo se
detecta la diferencia de fluorescencia entre los
espermatozoides X y Y (en la especie humana
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el espermatozoide X contiene 2.8% mas de
ADN),?#132 |o que permite seleccionarlos me-
diante un sorter.>*3> Una parte de la muestra se
analiza mediante fluorescencia por hibridacién
in situ (FISH) y se observa que 80-90% de los
espermatozoides seleccionados son X'y 60-70%
Y.36-40 Este procedimiento se ha utilizado de
forma segura durante 17 anos como indicacion
médica o de balance familiar.#'*> De acuerdo
con las estimaciones, hasta el afio 2010 se repor-
taron 1,300 nacimientos con esta tecnologia.*

Con base en lo anterior, el objetivo de este estu-
dio consisti6 en revisar las repercusiones de los
tratamientos de fecundacién in vitro de pacien-
tes a quienes se realizé seleccién espermatica
mediante sorter de citometria de flujo, como
técnica de equilibrio familiar, para evaluar si la
manipulacién de gametos tiene efecto negativo
o repercute negativamente en los indicadores
clave de rendimiento (KPI’s) de un laboratorio
de reproduccién asistida, ademads de estimar las
tasas de fecundacion normal, anormal (1PN,
>3PN) y fallida; tasas de degeneracién posterior
a ICSI, segmentacién o division, blastocisto,
implantacién y recién nacido.

Estudio descriptivo y retrospectivo, en el que
se incluyeron parejas atendidas en el New
Hope Fertility Center de Guadalajara (Jalisco)
y de la Ciudad de México, quienes recibieron
tratamiento de fecundacién in vitro y seleccion
espermdtica mediante sorter de citometria de
flujo para seleccién de sexo por indicacion de
equilibrio familiar, entre junio de 2014 y agosto
de 2017.

Para comparar los indicadores clave de ren-
dimiento del laboratorio se seleccionaron, al
azar, las parejas a las que no se les realiz6 el
sorter (MicroSort®, México). Se eliminaron las
pacientes a quienes se les cancel6 el ciclo por
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falta de respuesta, cuando no se lograron cap-
turar los ovocitos o, bien, de las que no se tuvo
informacién completa.

Se utiliz6 el programa SPSS (Statistical Package
for the Social Science Armong, NY, USA) version
22 y se evaluaron las diferencias emparejadas
de los indicadores clave de rendimiento del
laboratorio de reproduccién asistida, mediante
la prueba t de Student para dos muestras, con y
sin el uso del sorter de citometria de flujo.

La estimulacién ovarica se efectué con protocolo
de minima estimulacion (miniFIV®).4¢La estimu-
lacion se inicio el tercer dia del ciclo, con 50
mg de citrato de clomifeno (Serophene®, Merk,
Italia) y la aplicacién de 150 Ul de gonadotro-
fina coriénica (Merional®, Corne, Suiza) en dias
alternos a partir del tercer dia de estimulacion,
hasta obtener al menos un foliculo dominante
de 18-20 mm, independientemente del nimero
total de foliculos en la cohorte. El seguimiento
folicular se inici6 con el ultrasonido basal (dias
1-3 del ciclo menstrual), seguido de ultrasonido
transvaginal (dias 8-9 y 10-11) y, posteriormen-
te, todos los dias hasta la decisién del disparo,
ademas de la determinacién hormonal periddica,
segln el tamafo del foliculo dominante, con la
finalidad de identificar de manera oportuna los
picos prematuros de LH.

La aspiracién folicular se programé 34-36 ho-
ras posteriores a la aplicacién del agonista de
GnRH (triptorelina 0.5 mg, Gonapeptyl®, Ferring,
Alemania) o 250 pg de gonadotrofina coriénica
(Ovidrel®, Merck, Italia). En pacientes con pico
prematuro de LH (elevacién de LH tres veces ma-
yor que la concentracion basal), la programacion
de la aspiracién folicular se llevé a cabo entre 4
y 34 horas posteriores a la determinacién de LH,

y de acuerdo con los protocolos estandarizados
de practica interna.

La muestra seminal se obtuvo por masturbacion,
con un periodo de abstinencia de 3-5 dias; pos-
teriormente se envi6 al laboratorio de MicroSort®
en la Ciudad de México, en donde se aplic
fluorocromo (Hoechst 33342, BD Pharmingen™,
USA), que se adhiere al ADN y produce una
fluorescencia al exponerlo a rayos UV, para
que mediante la utilizacién de un citémetro de
flujo se detectara la diferencia de fluorescencia
entre los espermatozoides X y Y, permitiendo
seleccionarlos con el sorter.*®

Los évulos identificados durante la aspiracién
folicular se colocaron en Human Tubal Factor
(HTF®, Life Global, EUA) durante dos horas hasta
su denudacién. Dos horas después se aplico
la inyeccién intracitoplasmatica de esperma
con identificacion de huso meidtico (SL-1CSI).
Enseguida de la fecundacion, los évulos se
transfirieron a placas NUNCTM 150255 (Nunc,
EUA), con medio de cultivo especializado (Glo-
bal Total®, Life Global, EUA) y se recubrieron
con aceite (Life Guard Oil®, Life Global, EUA)
para su incubacion (Trigas; Astec, Japdn): CO
8.5%; O, 6.5%.

2

La fecundacién se verific6 19 horas posteriores a
la inyeccién, la segmentacién a las 43 horas, y se
continud con el cultivo extendido a blastocisto,
sin cambios en los medios de cultivo o valora-
cién intermedia. Todos los blastocitos obtenidos
en el dia 5 o 6 de cultivo se clasificaron segtin
los criterios de Gardner y Schoolcraft,* asignan-
do un primer nimero al grado de expansién y
eclosion (de 1 a 6). Posteriormente se efectud
una segunda evaluacién, con la finalidad de
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clasificar la masa celular interna y la calidad del
trofoectodermo. Para la masa celular interna se
asignaron los grados A, B y C, que correspondie-
ron a numerosas células, estrechamente ligadas,
células agrupadas, pero no estrechamente liga-
das entre si, y pocas células débilmente unidas.
En cuanto a calidad del trofoectodermo respecta,
en los grados A, B y C se evalud el nimero de
células y tipo de cohesién.

Durante los primeros 12 meses del estudio se
obtuvieron biopsias de los embriones con tro-
foectodermo clasificados en A y B y siguiendo
los cambios en los protocolos internos, se obtuvo
una biopsia de trofoectodermo a todo embrién
con células de trofectodermo, independiente-
mente de su clasificacion (grados A, By C).*® En
todos los casos se tomaron biopsias de embrio-
nes que, ademads de su tamafo, tuvieran masa
celular interna grados A y B.

Para la biopsia de trofoectodermo, el blasto-
cisto se deposita en placas NUNCTM 150265
(Nunc, EUA) con medio HTFw-HEPES® al
10% de HSA (Life Global, EUA), se recubre
con aceite (Life Global Guard Oil, USA) y se
sujeta con una pipeta holding (Origio, EUA)
hasta identificar la masa celular interna. En ese
momento se realizd la eclosién, con disparo
Unico de laser de diodo de 1460 nm (Zylos-
tk® Hamilton Thorne, EUA) y se introdujo una
pipeta de biopsia (28-32 pym, Origio, EUA)
para aspirar entre 4 y 7 células con ayuda
del microinyector (CellTram Oil Vario, Ep-
pendorf, EUA). Durante la aspiracién pueden
efectuarse tres disparos de corte con laser y
las células obtenidas en la biopsia se liberan
en HTFW-HEPES, para posteriormente lavarlas
en solucién salina con fosfato estéril (PBS),
cargarse en un tubo con medio especializado
para la fijacién del ADN (IGenomix, México)
y enviarlas al proveedor para su analisis.
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Debido a la transicién de las técnicas biomo-
leculares, los primeros 12 meses (IGenomix,
México) se efectuaron por hibridacién gené-
mica comparativa con microarreglos (a-CGH)
y posteriormente por secuenciaciéon de nueva
generacion (NGS).

a-CGH: el ADN de las células se amplifica con
el sistema SurePlex (lllumina). La muestra de
los embriones y de los controles femenino y
masculino se marca con los fluoréforos Cy3 y
Cy5 segln las instrucciones del fabricante.*’ Las
muestras se mezclan e hibridan en el microa-
rreglo 24sure (V2 and V3, [llumina) durante 6
a 12 horas. La intensidad de la fluorescencia se
detecta con un escaner con laser (Power scanner,
TECAN) vy los datos se procesan en BlueFuse
Multi (v3.2, lllumina). El estudio se completa en
menos de 24 horas y los resultados se interpretan
de acuerdo con Zegers-Hochschild 2017.5°

NGS: permite la amplificacién de todo el ge-
noma con el sistema de amplificacion SurePlex
(Illumina). Las bibliotecas se comparan con la
incorporacién de cédigos individuales. Después
de la amplificacion isotérmica y el enriqueci-
miento, se efectda la secuenciacion en un chip
de 316 0 318, con el equipo de secuenciacién
PCM (Life-Thermofisher, USA). El anélisis de
las secuencias y la interpretacién de los datos
se procesa en el programa lon Reporter (Life-
Thermofisher, EUA).

Los procesos de vitrificacion y desvitrificacién
se realizan con Cryotop® (Kitazato, Biopharma,
Japén), y de acuerdo con los protocolos pre-
viamente publicados.”' Todos los blastocistos
se vitrificaron inmediatamente después de
la biopsia de trofoectodermo con Kitazato-
Vitrification Kit (Biopharma, Japén), en espera
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del reporte del estudio o diagnéstico genético
preimplantacional para aneuploidias (PGT-a).
Una vez confirmada la euploidia y en el ciclo
de preparacién endometrial con reemplazo
hormonal se desvitrifica solo un blastocisto
(Kitazato, Biopharma, Japén), 4-6 horas antes
de la transferencia.

Para determinar la cantidad de embriones a trans-
ferir en el periodo de segmentacion y blastocisto
sin PGT-a se siguieron los protocolos internos, en
todos los casos en los que se realizé PGT-a, solo
se transfirié un blastocisto euploide (> 180 p).

Los embriones se transfirieron en medio con hialu-
ronato (EmbryoGlue®, Vitrolife, Suecia), con guia
ultrasonografica transvaginal y catéter Kitazato®
(Kitazato, Japén). Entre 7 y 14 dias después de la
transferencia se efectué una prueba de embarazo,
con determinacién cuantitativa de la fraccién beta
hCG en sangre para blastocisto y segmentacién,
respectivamente, continuando el seguimiento
hasta documentar los recién nacidos.

Todas las pacientes firmaron un consentimiento
informado para llevar a cabo los protocolos de
estimulacién ovdrica. Previo a la biopsia de
trofoectodermo todas las pacientes recibieron
asesoria genética y firmaron consentimientos
de acuerdo con los protocolos internos y del
laboratorio de referencia (IGenomix, México).

En el grupo 1 (sorter de citometria de flujo) se
registraron 28 parejas, en quienes se llevaron a
cabo 40 ciclos, pero se cancelaron 2 por falta
de respuesta; por tanto, se estudiaron 38 parejas,
con un promedio de 1.43 ciclos para cada una.
Respecto a la edad de la mujer, el promedio fue
de 36.76 + 4, con promedio de captura de ovoci-

tos de 3.63 por ciclo e inyectando 138 ovocitos.
En cuanto al grupo 2 (sin sorter de citometria de
flujo) se incluyeron 80 parejas, en quienes se
llevaron a cabo 110 ciclos, pero se cancelaron 5;
de esta forma se registraron 105 ciclos totales. En
promedio se efectuaron 1.37 ciclos por pareja.
Respecto a la edad de la mujer, el promedio fue
de 36.1 + 4, con captura de 3.28 ovocitos por
ciclo e inyectando 345 ovocitos. Cuadro 1

Al comparar los indicadores clave de rendimien-
to de un laboratorio de reproduccion asistida
del grupo 1 (sorter de citometria de flujo) versus
grupo 2 (sin sorter de citometria de flujo) se en-
contraron los siguientes resultados:

se obtuvieron valores
significativamente mayores en el grupo 1 para
fecundacién normal 80.4 vs 79.1%. Por el con-
tario, se obtuvieron valores significativamente
mayores en el grupo 2 para tasa de fecundacién
fallida (7.8 vs 9.42%), > 3 prontcleo (4.9 vs
5.07%) y mayores no significativos para tasa de
fecundacién anormal 1 prontcleo (1.7 vs 2.89).
Cuadro 2y 3

Caracteristicas demogréficas de la poblacién con
y sin uso de Microsort®

Variables Con Microsort® | Sin Microsort®
Nimero de parejas 28 80
Ndmero de ciclos 40 110

Promed|9 de ciclos 1.42 137
por pareja
Porcentaje de

. 5% (2/40)  4.5% (5/110)
ciclos cancelados

Ndmero de ciclos

estudiados 38 1105
Edad promedlo de 36.76 + 4 361+ 4
la mujer

Promedio de ovo-

citos capturados 3.63 3.28
por ciclo

Ndmero de ovoci- 138 345

tos inyectados

11
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Cuadro 2. Resultados en los indicadores clave de rendimiento con y sin uso de Microsort®

Variables Con Microsort® Sin Microsort®
Nimero de ovocitos inyectados 138 345

Tasa de fecundacién normal 80.43% (111/138) 79.1% (273/345)
Tasa de degeneracion post-1CSI 2.17% (3/138) 6.4% (22/345)
Tasa de fertilizacion fallida 9.42% (13/138) 7.8% (27/345)
Tasa 1PN 2.89% (4/138) 1.7% (6/345)
Tasa > 3PN 5.07% (7/138) 4.9% (17/345)
Tasa de segmentacién 98.19% (109/111) 93.7% (255/273)
Tasa de blastocisto 42.34% (47/96) 59.8% (122/204)
Transferencias 25 63

Promedio de embriones transferidos 1.36 1.31

Tasa de implantacién en general 56% (14/25) 68% (43/63)
Tasa de implantacién en la segmentacion 50% (3/6) 60% (13/20)
Tasa de implantacién en blastocisto sin PGT-a 57.9% (11/19) 72.1% (31/43)
Tasa de recién nacido 32% (8/25) 46.5% (20/43)
Porcentaje de sexo seleccionado en general (X/Y) 80.4% (37/46) NA

Porcentaje de sexo seleccionado X 82.6% (19/22) NA

Porcentaje de sexo seleccionado Y 78.3% (19/23) NA

ICSI: inyeccion intracitoplasmética de espermatozoides, PN: prontcleo, PGT-a: diagnédstico genético preimplantatorio para aneuploidias.

12

Tasa de desarrollo embrionario: la tasa de seg-
mentacion o division fue mayor, sin significacion
estadistica, en el grupo 1 vs el grupo 2: 98.19 vs
93.7%. Por el contrario, la tasa de blastocisto fue
significativamente mayor en el grupo 2: 59.8 vs
42.34%, respectivamente. Cuadro 2y 3

Tasa de implantacion: En el grupo 2 existieron
las tasas significativamente mayores de manera
general 68 vs 56%, para segmentacién 60 vs
50% y blastocisto sin diagnéstico genético pre-
implantacional para aneuploidias (PGT-a) 72.1
vs 57.89%. Cuadro 2y 3

Tasa de recieén nacido: En el grupo 2 fue signifi-
cativamente mayor 46.5 vs 32%. Cuadro 2y 3

Las diferencias entre los indicadores clave de
rendimiento, con vy sin sorter de citometria de
flujo se resumen en la Figura 1.

Sexo seleccionado: El grupo 1 tuvo coincidencia
con el sexo seleccionado en general de 80.4%,
para sexo femenino 82.6% y masculino 78.2%,
por debajo de lo que reporta el sorter de cito-
metria de flujo (MicroSort®, México), de 88, 90
y 78%, respectivamente.? Figura 2

La Figura 3 muestra la comparacién de los in-
dicadores clave de rendimiento del New Hope
Fertility Center de México (NHFC) con los que
sugirié el Consenso de Viena de 2017. %

En relacién con el diagnéstico genético preim-
plantacional para aneuploidias (PGT-a) de las 28
parejas del grupo 1 (con sorter de citometria de
flujo), se analizaron 39 embriones, de los que
51.2% fueron euploides y 48.7% no euploides.
Se trasfirieron 16 embriones y se obtuvo una tasa
de implantacién de 62.5%. Al compararlos con
los resultados publicados, donde se analizaron
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Cuadro 3. Diferencias emparejadas con t de Student para evaluar los indicadores clave de rendimiento con y sin Microsort®

Con y sin uso de Microsort®

estandar

Desviacion

Media [1C95% de la diferencia

Tasa de fecundacién normal -.196 .398
Tasa de degeneracion post ICSI -.138 .346
Tasa de fecundacién fallida -.101 303
Tasa 1 PN -.014 120
Tasa >3 -.072 .260
Tasa de segmentacion -.018 134
Tasa de blastocisto -510 .503
Tasa de implantacion -.440 .507
Tasa de implantacion en la segmentacién -.438 512
Tasa de implantacién en blastocisto -.600 -500
Tasa de recién nacido -.487 .506

ICSI: inyeccion intracitoplasmética de espermatozoides, PN: prondicleo.

404 embriones de mujeres de 39 + 4, 33.16%
fueron euploides y 60.89% no euploides, con
transferencia de 69 embriones, se obtuvo una
tasa de implantacién de 73.9%. Cuadro 4y 5

DISCUSION

Es importante analizar la repercusion de las
técnicas de seleccién de sexo relacionadas con
los resultados clinicos y la perspectiva que debe
ofrecerse a las pacientes en cuanto a su uso y
aplicacion. La seleccion del sexo del futuro
hijo ofrece la posibilidad de disminuir el riesgo
de trasmitir enfermedades ligadas al sexo. En
condiciones normales, la mayor parte de las
muestras de semen contienen alrededor de 50%
del cromosoma sexual X/Y, respectivamente. El
sorter de citometria de flujo (MicroSort®) ha de-
mostrado incrementar la posibilidad de obtener
un hijo del sexo deseado: femenino en 82.6%
y masculino en 78.3%, ambos por debajo de lo
reportado en la bibliografia.?

Aun cuando de manera general la técnica de
seleccion de sexo mediante algin sorter de ci-

de error

estandar
.034 -.263 -.129 -5.773 137 .000
.029 -.196 -.079 -4.677 137 .000
.026 -.152 -.050 -3.933 137 .000
.010 -.035 .006 -1.419 137 .158
.022 -.116 -.029 -3.272 137 .001
.013 -.043 .007 -1.421 110 .158
.051 -.612 -.409 -9.952 95 .000
101 -.649 -.231 -4.342 24  .000
128 -.711 -.164 -3.416 15  .004
.100 -.806 -.394 -6.000 24 .000
.081 -.651 -.323 -6.008 38 .000

tometria de flujo se interpreta como no invasiva,
la técnica descrita incluye la tincién de espermas
con Hoechst 33342,3> y como cualquier método
de manipulacién de gametos, existe riesgo de
alterar los resultados esperados en los indica-
dores clave de rendimiento de un laboratorio
de reproduccion asistida.>>**

Los resultados obtenidos en este estudio sugieren
que, efectivamente, la manipulacién de gametos
con algin sorter de citometria de flujo tiene
efecto negativo en la tasa de fertilizacién y es-
pecificamente de blastocisto generado por ciclo
iniciado de 42.3%, menor a lo reportado en esta
investigacion (59.8%), incluso en el resultado
de 2016 (47% miniFIV® - 60.5% estimulacion
convencional).*

Si se efectda el ejercicio con una pareja joven
(menor de 35 afos) que requiere el protocolo
de seleccion de sexo, en un estudio con sorter
de citometria de flujo, considerando el efecto
negativo de la manipulacién de gametos, al dis-
minuir la tasa de blastocisto a 42.3% y tomando
en cuenta que es capaz de seleccionar 80.4%

13
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90
80
70
60
% 50
40
30

20

0 _J_lLl

Tasade |Tasade | Tasade | Tasa |Tasa3 | Tasa de|Tasa de | Tasa de |Tasade | Tasa de |Tasa de|Tasa de | Tasa de

fecun- | degene- | fecun- | 1PN | o mds |cleavage| blasto- |implanta-fimplanta{implanta- | recién |embrio- | embrio-

dacion | racién | dacién PN cisto |ciénen [ciénen | ciénen [nacido| nes nes

normal |post ICSI| fallida general |Cleavage|blastocisto euploi- no
es | euploi-

es

|lC0nmicrosort® 80.43% | 2.17% | 9.42% | 2.89%|5.07% | 98.19%|42.34%| 56% 50% | 57.89% | 32% [51.28% |48.71%

|ISinmicrosort® 79.13% | 6.37% | 7.82% | 1.73%[4.92% | 93.65%|59.80%| 68% 60% | 72.09% [46.51%(33.16% | 60.89%

Comparacién de los indicadores clave de rendimiento (KPI’s) del New Hope Fertility Center (NHFC)

de la Ciudad de México, con y sin el uso de Microsort®

ICSI: inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides, PN: prontcleo.

de embriones del sexo deseado, serd necesario
disponer de nueve 6vulos para obtener tres
blastocistos y dos embriones del sexo deseado,
mientras que al utilizar otra técnica de seleccién
de sexo (swim up o gradientes de concentracién),
que no afecte los resultados de laboratorio, con
una tasa de blastocisto generado por ciclo ini-
ciado cercano al 60% y considerando que son
capaces de seleccionar 50% de embriones del
sexo deseado, habria que obtener ocho 6vulos,
para de esta forma rescatar cuatro blastocistos
y dos embriones del sexo deseado; es decir,
serfa necesario contar con mayor nimero de

6vulos en el sorter de citometria de flujo para
obtener el mismo ndmero de embriones del sexo
seleccionado con otra técnica no invasiva, con
menor costo.

Si a lo anterior se suma que la probabilidad de
euploidia promedio en pacientes menores de 35
anos es de 48.2%,°* en ambos casos se tendria
un embrién euploide, por lo que no existiria
ventaja al realizar el sorter de citometria de flujo
como técnica de seleccién de sexo en mujeres
jovenes. Sin embargo, en pacientes mayores de
37 afos, en quienes se espera obtener un menor

https://doi.org/10.24245/gom.v87i1.2492
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Porcentaje de certeza femenino

Porcentaje de certeza masculino _

Porcentaje de certeza general

72%  74%  76%  78%  80% 82%  84%  86% 88%  90%  92%

W Reportado por Microsort® ONew Hope con Microsort®

Comparacion del porcentaje de certeza estimado en el New Hope Fertility Center (NHFC) de la Ciudad
de México y lo reportado por Microsort®.

100
90
80
70
0/0
60
50
40
%0 /.
AY Tasa de Tasa de Tasa de Tasa de Tasa de Tasa de Tasa de Tasa de
fecundacién| Cleavage | blastocisto |implantacién|implantacién|implantacién| embriones recién
normal en general [ en Cleavage [en blastocisto| euploides nacido
—®— NHFC con Microsort® 80.43% 98.19% 42.34% 56% 50.00% 57.89% 62.50% 32.00%
—~8— NHFC sin Microsort® | 79.13% 93.65% 59.80% 68% 60.00% 72.09% 73.91% 46.51%
—@— IDEAL 65.00% 95.00% 40.00% 25.00% 35.00%
BENCHMARK 80.00% 99.00% 60.00% 35.00% 60.00%

Comparacién de los indicadores clave de rendimiento (KPI’s) del New Hope Fertility Center (NHFC)
de la Ciudad de México versus los que sugiere el Consenso de Vienna.*?
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16
14
12
10
%
8
6
4
2 i
v Tasa de degeneracién Tasa de fertilizacién Tasa 1 PN Tasa 3 o mds PN
post ICSI fallida
Il NHFC con Microsort® 2.17% 9.42% 2.89% 5.07%
[1 NHFC sin Microsort® 6.37% 7.82% 1.73% 4.92%
I IDEAL 10.00% 15.00%
I BENCHMARK 5.00% 1.00% 3.00%

Comparacién de los indicadores clave de rendimiento (KPI’s) del New Hope Fertility Center (NHFC)
de la Ciudad de México con los que sugiere el Consenso de Vienna.*
ICSI: inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides, PN: prontcleo.

Cuadro 4. Resultados del PGT-a con y sin Microsort®.

Con Microsort® Sin Microsort®

Resultados del PGT-a

Edad promedio de la mujer 36.76 + 4 394

Embriones analizados 39 404

Embriones euploides 51.3% (20/39) 33.2% (134/404)
Embriones aneuploides 48.7% (19/39) 60.9% (246/404)
Embriones transferidos 16 69

Embriones congelados 23 65

Tasa de implantacién 62.5% (11/16) 73.9% (51/69)

PGT-a: diagndstico genético preimplantacional para aneuploidias.

Por Gltimo, no se evalué el sorter de citometria
de flujo como una técnica de equilibrio familiar
en baja complejidad, que aunque se supone que
el efecto negativo del laboratorio en la manipula-
cién de gametos puede provocar alteraciones en

ndmero de évulos, con mayor nimero de em-
briones aneuploides, la manipulacién invasiva
de gametos tendria mayor efecto negativo en el
pronéstico reproductivo, por lo que no estaria
justificado su uso.

https://doi.org/10.24245/gom.v87i1.2492
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Cuadro 5. Diferencias emparejadas mediante t de Student para dos muestras. Resultados del diagndstico genético preimplan-

tacional para aneuploidias con y sin Microsort®

s ; 1C95% de la diferencia
Con y sin uso de Microsort® Media Dest\ila;mn Medl?,d;
estindar | error estandar
Tasa de embriones euploides -.487 .506 .081 -.651 -.323 -6.008 38 .000
Tasa de embriones no euploides ~ -.438 512 128 -711 -.164 -3.416 15  .004

PGT-a: diagndstico genético preimplantacional para aneuploidias.

la fertilizacién en la salpinge, no hay elementos
para comprobarlo y permanece fuera del alcance
del estudio.

Al término del estudio se habfan efectuado 25
transferencias y de estas 56% tuvieron hGC-f3
positiva y 32% de recién nacidos; sin embargo,
deben considerarse todos los factores implica-
dos en lograr un embarazo exitoso como: edad
materna, calidad de la muestra espermatica, tipo
de procedimiento, entre otros que deben tomarse
en cuenta para lograr un embarazo.

CONCLUSIONES

El sorter de citometria de flujo tiene como
objetivo clasificar a los espermatozoides en X
oY, para de esta forma incrementar la propor-
cién de espermatozoides, segln sea el caso, y
emplearse en técnicas de reproduccién como:
inseminacién intrauterina (IUI), fertilizacién in
vitro (FIV) e inyeccién intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI). Esto representa una
opcién reproductiva para los padres que desean
reducir el riesgo de enfermedades relacionadas
con el sexo. Sin embargo, de acuerdo con los
datos obtenidos en este estudio se demuestra
que la manipulacién de gametos con el sorter
de citometria de flujo repercute negativamente
en los resultados de laboratorio, especificamente
en las tasas de blastocisto generado por ciclo
iniciado, de implantacién de blastocisto y de
recién nacido.
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