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Estrategia combinada en fertilizacion in vitro: minima
estimulacion y transferencia de embrion tnico con
diagndstico genético. Experiencia de 3 anos en dos

centros de reproduccion en México

A combined in-vitro fertilization strategy: minimal
stimulation IVF, PGT-A and SET. Results from 3 years’

experience at two IVF centers in Mexico.

Cristina Magaly Sanchez-Gonzalez,* Mdnica Aguinaga-Rios,? Rodolfo Garcia-Sanchez,® Dante Sanchez-Gonzélez,*

Rodrigo Guarneros-Valdovinos,® Alejandro Chavez-Badiola®

Evaluar los desenlaces de una estrategia combinada para fertilizacién in
vitro: minima estimulacién ovdrica, diagnéstico genético preimplantacién para aneu-
ploidias y transferencia de un solo embrién.

Estudio de cohorte, retrospectivo, efectuado en dos centros
de reproduccién de México, en un periodo de tres afos. Se incluyeron pacientes entre
25y 45 afios, en protocolo de fertilizacién in vitro, con minima estimulacién, diagnds-
tico genético preimplantacién para aneuploidias (PGT-A) y transferencia de embrién
Unico. El diagndstico genético preimplantacion se establecié mediante microarreglos
y secuenciacién de nueva generacién (NGS). Para el andlisis estadistico se integraron
5 grupos, segln la edad de las pacientes: menores de 35 afios; 35 a 37 afios; 38 a 40
afios; 41 a 42 anos; y mayores de 42 afos. Mediante estadistica descriptiva se analizaron
las variables numéricas y categéricas.

Se analizaron 175 ciclos, en 125 pacientes (edad promedio: 39 afos
+ 5). Se obtuvieron, en promedio, 5 6vulos por ciclo. La tasa de fertilizacién fue de
86.5% y la de blastocisto por évulo fertilizado de 50.7%. Se tomé biopsia para diag-
nostico genético preimplantacién para aneuploidias a 404 embriones. La tasa general
de euploidia fue de 33%. Se efectuaron 69 transferencias de embrién tGnico, con una
tasa de embarazo por transferencia de 71%. La tasa de nacimiento por transferencia
fue de 60.8% (42 nacimientos).

La combinacién de minima estimulacién, diagnédstico genético
preimplantacién para aneuploidias y transferencia de embrién tnico, es un procedi-
miento adecuado para alcanzar una tasa de nacimiento alta.

Fertilizacion in vitro; diagnéstico genético; aneuploidia; transfe-
rencia de blastocisto; estimulacién minima; tasa de nacimiento.

To evaluate results of a combined approach in IVF, using minimal stimu-
lation, preimplantation genetic testing for aneuploidy, and single blastocyst transfer.

Retrospective cohort study over a three years’ period
in two fertility centers in Mexico. A total of 125 patients were included, between 25
and 45 years old, with minimal stimulation IVF, preimplantation genetic testing for
aneuploidy (PGT-A) and single euploid embryo transfer. PGT was performed using
microarrays and next generation sequencing (NGS).

Atotal of 175 cycles (mean age: 39 years old) were analyzed in 125 patients.
On average, five eggs were collected per cycle; fertilization rate was 86.57%; blastocyst
rate was 50.7% per fertilized egg. Only 33% of embryos were euploid. Pregnancy rate
per transferred embryo was 71%. Live birth rate was 60.8% (42 births).
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A combination of minimal stimulation, PGT-A and single blastocyst

embryo transfer can yield a high live birth rate.

IVF; Genetic testing; Aneuploidy; Blastocyst transfer; minimal stimula-

tion; Birth rate.

Los avances recientes en fertilizacién in vitro,
como la introduccién del cultivo extendido a
blastocisto, el andlisis genético y la mejoria en
las técnicas de criopreservacion (vitrificacién),
han permitido poner en duda los procedimientos
convencionales."?* Ademas de la calidad del
laboratorio, los esfuerzos dirigidos a la obtencién
de mejores resultados en los tratamientos de
fertilizacion in vitro deben considerar distintas
variables, sobre todo: el protocolo de estimu-
lacion ovarica, la seleccion embrionaria y la
cantidad de embriones transferidos.

La estimulacién ovarica durante los tratamientos
de fertilizacion in vitro parece tener repercusién
mas all4 de la cantidad de évulos obtenidos.'*
Los esquemas de minima estimulacién ovarica
ofrecen ventajas potenciales en relacién con los
convencionales: menor dosis de medicamentos
con menos costos relacionados,* menor riesgo de
sindrome de hiperestimulacién ovérica y, quiza,
mayor proporcién de embriones euploides,® con
menor tiempo para lograr el nacimiento.

Si bien se ha documentado extensamente el
riesgo asociado de embarazo miltiple,®”® por
mucho tiempo ha permanecido la practica de
transferir varios embriones,® debido a las bajas
tasas de embarazo por embrién transferido® y de
supervivencia con las técnicas de congelacién.™
Los avances recientes han conseguido mejorar
los protocolos, las condiciones del laboratorio, la

seleccion del embrién y el diagndstico genético
preimplantacion de aneuploidias. Aunado a lo
anterior se esperan tasas de supervivencia de
98% con técnicas de vitrificacion eficientes,'
por lo que actualmente es dificil justificar la
transferencia de varios embriones. Ademas, las
tasas acumuladas de nacimiento después de la
transferencia de embrién Gnico pueden, incluso,
ser superiores a las que se observan cuando se
transfieren varios embriones.'?

Para la transferencia de embrién Gnico, el mayor
reto sigue siendo la seleccion del embrion con el
mejor potencial. Con base en las clasificaciones
actuales, la seleccion del embrion se fundamenta
en criterios morfolégicos subjetivos,'*'” pero la
mala correlacién entre la morfologia embrionaria
y el complemento cromosémico han llevado a la
implementacion del diagndstico genético preim-
plantacién para aneuploidias. Esta optimizacion
en la evaluacién de la competencia del embrién
permite una mejor seleccion del embrion, con
el potencial de viabilidad mas alto.

Al utilizar las tecnologias mas recientes de
diagndstico genético preimplantacién de
aneuploidias se ha demostrado un incremento
significativo en las tasas de implantacion,'®'920
menor tiempo para lograr el embarazo®' y de
riesgo de aborto.?? En la actualidad, mediante
la secuenciacion de Gltima generacion para el
andlisis cromosémico del blastocisto, los estu-
dios reportan una tasa de implantacién de 64%,
con una tasa de nacimiento de 62%.?°
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El objetivo de este estudio fue: evaluar los
desenlaces de una estrategia combinada para
fertilizacion in vitro: minima estimulacion ova-
rica, diagndstico genético preimplantacion para
aneuploidias y transferencia de un solo embrién.

Estudio de cohorte, retrospectivo, efectuado en
dos centros de reproduccién de México, en un
periodo de tres afios (junio 2014 a julio 2017).
La estimulacién ovarica, el cultivo a blastocisto y
la preparacion endometrial se llevaron a cabo de
acuerdo con los protocolos descritos por nuestro
grupo.?® La estimulacion se inici6 en los dias 3
a 7 del ciclo menstrual, con 50 mg de citrato de
clomifeno cada 24 horas (Serophene®, Merck,
Italia), seguido de la aplicaciéon de menotro-
pinas (75-150 Ul, Merional®, Corne, Suiza) en
dias alternos, empezando el segundo dia de la
administracion del citrato de clomifeno (Figura
1). La inyeccion del disparo se indicé cuando,
por lo menos, un foliculo habia alcanzado 18
mm con un analogo de GnRH (Triptorelina 0.5
mg, Gonapeptyl®, Ferring, Alemania) o con go-
nadotropina coriénica 250 pg (Ovidrel®, Merck,
Italia). La captura de 6vulos se efectud 36 horas
después del disparo. La inyeccion intracitoplas-
matica de espermatozoides se realizé en todos
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los évulos maduros, con previa identificacion
del huso meidtico, y cultivo subsecuente a la
etapa de blastocisto' para tomar la biopsia del
trofoectodermo.

Biopsia de trofoectodermo y diagnostico
genético preimplantaciéon de aneuploidias

Las pacientes recibieron asesoria genética antes
de iniciar el ciclo de fertilizacion in vitro. Las
biopsias de trofoectodermo se tomaron con las
técnicas convencionales.?* Durante los prime-
ros 12 meses del estudio, las biopsias solo se
tomaron de embriones con clasificacion del
trofoectodermo A y B.>> A partir de junio 2015
y luego de una actualizacién de los protocolos
internos para la biopsia de trofoectodermo, se
tomaron las biopsias en cada uno de los em-
briones con masa celular interna y células del
trofoectodermo, sin importar su clasificacion.

Los microarreglos (aCGH) se consideraron la
tecnologia de eleccion para el analisis del diag-
néstico genético preimplantacién de aneuploidia
de junio 2014 a julio 2015; a partir de entonces
fue mediante secuenciacién de nueva genera-
cién. Después de la biopsia de trofoectodermo
todos los blastocistos se vitrificaron con el méto-
do CryoTop (Kitazato Biopharma, Fuji, Japén),

Estimulacién

Clomifeno 50 mg  + + + + 4b
HMG 150 mg + + +
HCG 250 mcg

Protocolo de estimulacién ovdrica controlada.

- Captura de 6vulos
- SL-ICSI
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con la transferencia de un embrién euploide en
un ciclo subsecuente.

Técnicas citogenéticas

Hibridacion genémica comparativa basada en
microarreglos. El ADN en las células se amplificd
con el sistema SurePlex (Illumina). La muestra
embrionaria se marcé con fluoroforos Cy3 y
Cy5, segln las guias del fabricante. Se llevé a
cabo la mezcla e hibridacién de las muestras en
el microarreglo 24 sure (V2 y V3, lllumina) de 6
a 12 horas. La intensidad de la fluorescencia se
detectd con un escaner de laser (Power scanner,
TECAN), y los datos se procesaron con Blue Fuse
Multi (v3.2, Illumini). Los resultados se interpre-
taron seglin Zegers-Hoschchild.?

Secuenciacion de nueva generacion. La amplifi-
cacion del genoma se efectud con el sistema de
amplificacién SurePlex (Illumina), y los cédigos
individuales se incorporaron a las bibliotecas.
El analisis de las secuencias y la interpretacion
de los datos se realizaron con lon Reporter (Life-
Thermofisher, USA).

El analisis genético y la interpretacion se pro-
cesaron en un laboratorio externo (Igenomix).
Los desenlaces perinatales se clasificaron con-
forme al glosario internacional de infertilidad
2017.2¢

Transferencia embrionaria y prueba de
embarazo

En todos los casos la transferencia de blasto-
cisto Unico se llevo a cabo en ciclos diferidos,
con protocolos de reemplazo hormonal para
la preparacion endometrial. Siete dias después
de la transferencia se hacia una determinacion
cuantitativa sérica de la fraccion beta de hCG.
Dos semanas después de la prueba de embarazo
inicial se practicé un ultrasonido transvaginal.
El seguimiento de los datos del embarazo y del

nacimiento se hizo mediante un interrogatorio
por via telefénica.

Analisis estadistico

El tamafio de la muestra se estimé con Epiinfo (n
= 103 pacientes) con un intervalo de confianza
de 99% y frecuencia esperada de 95%. Para el
andlisis estadistico se formaron 5 grupos, segln
la edad de las pacientes: menores de 35 afios; 35
a 37 anhos; 38 a 40 afos; 41 a 42 afos; y mayores
de 42 afios. Los 6vulos donados se clasificaron
en el grupo correspondiente, segln la edad de la
donadora. Se analizaron las variables numéricas
y categéricas mediante estadistica descriptiva.
Para el andlisis de los datos se utiliz6 el progra-
ma Statistic Package for Social Sciences (SPSS)
de IBM, v. 22.

Aprobacioén ética

Todas las pacientes firmaron el consentimiento
informado para el tratamiento de fertilizacién
in vitro, biopsia de trofoectodermo, criopreser-
vacion y diagnéstico genético, con base en los
protocolos internos del centro de reproduccién
y del laboratorio de referencia. El comité de
ética aprobé el estudio, considerando que es un
analisis retrospectivo de resultados para evaluar
los protocolos de practica actuales.

Se realizaron 175 ciclos en 125 pacientes (edad
promedio: 39 + 5 afios). Se incluyeron todos los
ciclos para su analisis (promedio de 1.3 ciclos
por paciente). La cantidad de pacientes por
grupo de edad fue: 10 menores de 35 anos, 17
entre 35 a 37 afnos, 42 entre 38 a 40 anos, 31 de
41 a 42 ahos, y 25 mayores de 42 afios.

Se obtuvieron 903 6vulos (en promedio 5 6vulos
por ciclo), de los que 91.7% fueron metafase
Il (MII). La tasa de fertilizacién fue de 86.5%.
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El Cuadro 1 muestra la cantidad de ciclos por
grupo de edad y la Figura 2 la respuesta inicial
al tratamiento.

La tasa de blastocisto logrado por évulo en me-
tafase Il fue 60.5%, mientras que 50.7% de los
6vulos fertilizados alcanzaron el estadio de blas-
tocisto. La Figura 3 especifica el porcentaje de
blastocistos obtenidos segln el grupo de edad.

Se tomd biopsia para diagnéstico genético
preimplantacion a 404 embriones (tasa de super-
vivencia de 99.8%). La principal indicaci6n del
estudio fue la edad materna avanzada, seguida
de falla repetida en la implantacién. Las razo-
nes para el diagnéstico genético en pacientes
menores de 35 anos fueron: antecedente de
hijo con anomalfa cromosémica, seleccién de
sexo, factor masculino, y antecedente de ciclos
de fertilizacion in vitro fallidos. Se incluyeron 6
ciclos de donacién de évulos con diagnéstico
genético preimplantacion por solicitud de la
paciente, después de la asesoria genética.

Se analizaron 76 embriones con hibridacién
gendmica comparativa basada en microarreglos
y 328 con secuenciacién de nueva generacion.
Las tasas reportadas de euploidia fueron 25 y
35% para hibridaciéon genémica comparativa ba-
sada en microarreglos y secuenciacién de nueva
generacion, respectivamente. Se obtuvieron re-
portes genéticos en 93.7% de los embriones con
biopsia. Ninguno de los embriones analizados
con hibridacién genémica comparativa basada
en microarreglos tuvo falla en la amplificacion
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por fertiliza-

cion regular

M Promedio de évulos recuperados

M Promedio de 6vulos con fertilizacion normal

Desenlaces iniciales de los ciclos con minima
estimulacion por grupo de edad.

del ADN, mientras que en 7.3% de los embriones
analizados por secuenciacién de nueva genera-
cién no se logré la amplificacion. La Figura 3
muestra los desenlaces para el estudio genético
y el porcentaje de embriones en dia 5, segln la
edad materna.

La tasa general de euploidia fue de 33%. Si se
excluia a las pacientes mayores de 42 afos,

Cuadro 1. Cantidad de ciclos realizados y resultados por grupo de edad

Edad (afos) <35 35-37 38-40 41-42 >42
Nudmero de ciclos 22 52 44 25
Nimero de ovocitos recuperados 193 119 247 216 128
Promedio de ovocitos recuperados 9.7 (+ 1.8) 5.4 (+£2.3) 4.8 (+2.5) 4.9 (+2.7) 5.5 (£ 2.8)
por ciclo

Tasa de fecundacion (2PN) 80.4% 91.6% 85.9% 90.6% 82%

https://doi.org/10.24245/gom.v88i8.3490
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este porcentaje se incrementaba a 39.9%. Se
observaron aneuploidias segmentarias aisladas
en 16 embriones (4%). Las alteraciones cromo-
sémicas numéricas y aneuploidias segmentarias
se observaron en 17 embriones (4.2%).

En total, se obtuvieron 133 embriones euploides.
Se efectuaron 69 transferencias de embrién Gni-
co, con una tasa de embarazo por transferencia
de 71% (Cuadro 2). En cuatro casos (8.1%) no se
duplicaron las concentraciones de fraccién beta
de hCG a las 48 horas y no se observé saco gesta-
cional (embarazo bioquimico). Se reportaron tres
abortos de primer trimestre (6.1%), dos de ellos
tuvieron diagnostico genético del producto de
aborto por secuenciacién de nueva generacion:
caso 1, 46,XY. Caso 2, se transfirié un embrion
masculino euploide pero el resultado del andlisis
de los marcadores polimérficos determiné que la
muestra analizada era de origen materno (46XX).
No se establecié el diagnéstico genético en el
producto del tercer aborto.

Cuadro 2. Desenlaces de las transferencias de embriones
euploides

Nudmero de transferencias 69
Nimero de pruebas de hCG positivas 49 (71%)
Embarazo bioquimico 4 (8.1%)
Tasa de embarazo clinico por embrién 45 (65.2%)
transferido

Aborto espontaneo 3 (6.1%)
Tasa de nacidos vivos 42 (60.8%)

La tasa de nacimiento por transferencia fue de
60.8% (n = 42). Se reportd restriccion del creci-
miento intrauterino en 2 casos. El peso promedio
al nacimiento fue 2880 + 120 gramos.

DISCUSION

En este estudio se evaluaron los desenlaces de
una estrategia combinada de fertilizacion in vi-
tro: minima estimulacion, diagnéstico genético
preimplantacién y transferencia de embrién Gni-
co. Los desenlaces de las tasas de fertilizacion, de
blastocisto por évulo fecundado, de embarazo
clinico y de nacimiento, se encontraron por
arriba de los limites de referencia reportados
en la bibliograffa.' 2" 2! No se describi6 la tasa
de nacimientos por ciclo iniciado porque no se
ha transferido la totalidad de los embriones. El
cambio observado en estos desenlaces obliga a
replantear los esquemas clasicos de estimula-
cioén, la seleccién embrionaria y las politicas de
transferencia embrionaria.

En los ciclos de estimulacion convencional se
espera obtener, un promedio, de 4 embriones
en dia 5 por ciclo (de un promedio de 10 évulos
capturados por ciclo), lo que significa una tasa de
embrién en dia 5 por cada metafase Il de 40%?y,
por lo tanto, menor tasa de blastocistos por cada
ciclo iniciado.??' En comparacion, nuestro estu-
dio reporté una tasa de blastocisto por metafase
Il de 60.5%, mayor que la tasa calculada en los
estudios revisados,?> ¥’ |o que podria estar rela-
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cionado con ovocitos de mejor calidad logrados
en un ciclo con estimulacién minima.*?

Con base en estos desenlaces, los protocolos de
minima estimulacion en condiciones éptimas
de laboratorio se muestran como una opcién
eficiente para los tratamientos de fertilizacién in
vitro porque disminuyen los riesgos de sindrome
de hiperestimulacién ovarica y de embarazo
mdltiple, mientras se mantienen tasas altas de
blastocistos generados y de nacimiento.* 5252829
Cuando se considera la cantidad potencial acu-
mulada de blastocistos puede obtenerse una tasa
acumulada de nacimientos en un ciclo especi-
fico de fertilizacién in vitro o, incluso, en varios
ciclos de FIV durante un periodo especifico,
comparable con los que se obtienen mediante
la estimulacién convencional.’

El andlisis genético podria ser, hasta ahora, la
Unica herramienta objetiva de seleccién em-
brionaria que ha comprobado su capacidad para
disminuir el tiempo de espera para un embarazo
exitoso.?! En nuestro estudio se encontré que
33% de los embriones eran euploides. Este por-
centaje es similar al observado por Fiorentino
(2014) y Rubio (2017), quienes reportaron una
tasa de embriones euploides de 38.5 y 21.4%,
respectivamente, en pacientes con edad similar
a la de nuestras pacientes.?>?" Como es de es-
perarse, la edad materna mas avanzada significa
mayor frecuencia de aneuploidias. Sin embargo,
en pacientes menores de 35 afos, 42.7% de los
embriones fueron euploides. Esto pudo deberse
a los indicadores en este grupo de pacientes;
se ha observado que los pacientes con factor
masculino severo o con antecedente de un hijo
con alteracion cromosémica, tienen mas riesgo
de alteraciones cromosémicas.’ El porcentaje de
embriones con aneuploidias es comparable con
el reportado por otros autores.*°

Nuestra tasa de embarazo clinico, mediante la
transferencia de embrion Gnico euploide, fue
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de 65.2%, similar a la reportada por Fiorenti-
no?® y Friedenthal®® y superior a la referida por
Rubio.?’ La transferencia de embrién tnico ha
demostrado una disminucion significativa de
la tasa de embarazos mdltiples sin afectar las
tasas generales de éxito,® lo que ha obligado a
las asociaciones médicas a recomendar la trans-
ferencia de un solo embridon. A partir de 2017
la American Society for Reproductive Medicine
and Assisted Reproductive Technology (ASRM)
recomendo la transferencia de embrién Gnico
como primera eleccién en mujeres menores
de 38 afos y en pacientes con embriones eu-
ploides.?

Fortalezas y debilidades del estudio: la fortaleza
de este estudio estriba en que trata un tema con
una cohorte relativamente rara en la practica
actual de la fertilizacién in vitro en México. Muy
pocas clinicas aplican este protocolo combinado
junto con la congelacion electiva; por lo tanto,
estos hallazgos podrian otorgar informacién til
para mejorar los desenlaces clinicos en ciclos de
fertilizacion in vitro con minima estimulacién. En
cuanto a las limitaciones del estudio, la muestra
fue pequena y la tecnologia de secuenciacion
de nueva generacién no detectaba mosaicismo.
Otra limitante concierne a la naturaleza retros-
pectiva del estudio. Se necesitan méas estudios
clinicos, a mayor escala, para validar nuestros
desenlaces.

En el futuro queda dar respuesta a la pregunta
sEl grado de mosaicismo no detectado mediante
la tecnologia aplicada puede explicar la tasa de
aborto observada en nuestro estudio?

Mediante la combinacién de minima estimu-
lacion, diagnéstico genético preimplantacion
y transferencia de embrién tnico puede alcan-
zarse una tasa de nacimiento alta. Consideramos
que lo observado en estos desenlaces obliga a

https://doi.org/10.24245/gom.v88i8.3490



Sanchez-Gonzalez CM y col. Estrategia combinada en fertilizacion in vitro

replantear los esquemas clasicos de estimula-
cioén, la seleccién embrionaria y las politicas de
transferencia embrionaria.
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