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1. RESUMEN

La seleccién del mejor o de los mejores embriones entre todos aquellos disponibles como
paso previo a su transferencia es de vital importancia por la mejora que produce en las
tasas de implantacion, embarazo y recién nacido vivo (RNV), a la par de una disminucion
en la tasa de aborto, los costes y el tiempo necesario para la obtencién del embarazo

deseado.

Se profundizard en las actuales técnicas empleadas para la seleccion embrionaria,
recalcando su naturaleza invasiva o no invasiva. En el caso de las invasivas destacan las
técnicas de micromanipulacién, como el Diagnostico Genético Preimplantacional
(Preimplantational Genetic Testing o PGT), mediante la biopsia de los corpusculos
polares, de blastomeras o del trofoectodermo. Esta Gltima es la técnica predominante en

el estudio preimplantacional de la dotacion cromosomica.

Entre los métodos no invasivos destaca la observacion de la morfologia de los embriones
mediante un examen visual bajo microscopio y la anotacion de unos parametros
especificos, un sistema predominante en las clinicas de reproduccion asistida por gozar
de ventajas como su rapidez, bajo coste y su naturaleza no invasiva, pero con
inconvenientes como la subjetividad del observador. La observacion automatica de los
parametros morfocinéticos va adquiriendo protagonismo por todo el mundo, mediante
sistemas de inteligencia artificial como la tecnologia Time-lapse (Sistema de
Monitorizacion o TMS), con importantes ventajas como su objetividad, pero con
inconvenientes como su alto coste economico. Otras prometedoras técnicas no invasivas
que contintian siendo investigadas son el analisis del ADN libre en el medio de cultivo,

denominada niPGT, y la blastocentesis.

Los avances en este campo son continuos, por lo que es responsabilidad de los
profesionales del sector mantenerse informados sobre la evolucion de estas técnicas con

el fin ofrecer los mejores servicios disponibles a los pacientes.

Palabras clave

Seleccion embrionaria, Inteligencia Artificial (1A), TMS, PGT, niPGT.

Pagina | 3



E Universidad IVIRMA

Europea Madrid Global

2. ABSTRACT

The selection of the best embryo among all those available is of vital importance for the
transfer process due to the higher implantation, pregnancy, and live newborn rates, as for
the decrease in the miscarriage rate, the costs and the necessary time period to achieve

the desired pregnancy.

Actual techniques applied in embryo selection will be dived in, discerning their invasive
or non-invasive nature. Regarding the invasive ones, micro-manipulative techniques
stand out, like Preimplantational Genitic Testing (PGT) based in the biopsy of the
corpuscular bodies, embryo blastomeres or trophectoderm. The latest one is the

predominant technique used in the pre-implantation study of the chromosomal condition.

Amongst non-invasive methods, morphological observation of the embryos by manual
examination under microscope and the annotation of specific parameters stand out. This
is the primary system in assisted reproduction clinics due to advantages like its quickness,
low pricing and non-invasive nature, however it doesn’t lack inconveniences such as
observer subjectivity. Automatic observation of morphokinetic parameters is gaining
traction across the world, with artificial intelligence systems like the Time-lapse
technology (TLM), with huge advantages such as its objectivity, but with disadvantages
like its high economic cost. Another non-invasive promising technique that is still being
investigated is the analysis of free DNA found in the culture media, named niPGT, and

blastocentesis.

The advances in this field are nonstop, that’s why it is the professionals of the sector’s
responsibility to be updated about the evolution of these technologies with the purpose of

offering the best services available to the patients.

Key words

Embryo selection, Artificial Intelligence (Al), TMS, PGT, niPGT.
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3. INTRODUCCION

Segln la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la infertilidad se define como
la imposibilidad de conseguir un embarazo después de 12 meses 0 méas de relaciones
sexuales habituales sin proteccién. Esta infertilidad puede ser causada, entre otras cosas,
por la ausencia de gametos o por su mala calidad, tanto en hombres como en mujeres. Es
la mencionada falta de calidad lo que puede producir embriones que sufren de

aneuploidias, anomalias estructurales o abortos espontaneos.

El aumento de aneuploidias estéa directamente relacionado con la edad, especialmente en
el caso de las mujeres, debido a la generacién de ovocitos de peor calidad a partir de los
35 afios. En estos ovocitos son mas frecuentes los errores meidticos durante la
segregacion cromosomica, produciendo un nimero anormal de cromosomas. Tras la
fecundacion pueden generarse embriones aneuploides que pueden dar lugar a fallos de
implantacion, abortos tempranos espontaneos o anomalias congénitas como el sindrome
de Down (trisomia del cromosoma 21), sindrome de Edwards (trisomia del cromosoma
18) o el sindrome de Turner (monosomia X) (1). Debido a esto es muy importante realizar
estudios genéticos a los pacientes y embriones resultantes para determinar cuales son
adecuados para su transferencia, mejorando asi la probabilidad de obtener un Recién
Nacido Vivo (RNV).

Segun los datos publicados por el Instituto Nacional de Estadistica (INE) la edad media
del primer embarazo en Espafia en el 2020 fue de 31,82 afios. Como se ve representado
en la figura 1, la edad del primer embarazo ha ido aumentando ininterrumpidamente,
debido principalmente socioecondmicos: educacion, nutricion, ingresos economicos,
nivel de actividad, etc.

Figura 1:
Evolucién de la edad del primer embarazo en Espafia, de 2006 a 2020
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Las mujeres espafiolas paulatinamente van aumentando su nivel de estudios, por lo que
suelen postergar la maternidad hasta haberlos finalizado y tras lograr la obtencion de un

trabajo que les aporte una estabilidad econémica y mental.
3.1 SET vs DET

Hoy en dia la técnica que predomina es la transferencia de un Gnico embrién, denominada
Single Embryo Transfer (SET), frente a la transferencia de dos embriones, Double
Embryo Transfer (DET) o més. Para que los pacientes puedan decidir a qué método se
van a ajustar es necesario informarles de las desventajas que supone el DET, ya que en
ocasiones insisten en la transferencia de maltiples embriones para acelerar el proceso y
reducir los costes directos del tratamiento. Normalmente se recomienda SET a todas las

pacientes de buen prondstico, raramente se recurre al DET (2).

Aunque si es cierto que generalmente mediante el DET de un embrion de buena calidad
y otro de mala calidad se obtienen mayores tasas de embarazo y RNV en pacientes de mal
pronéstico, cuando se compara con el SET acumulado mediante transferencias de
embriones de buena calidad criopreservados las tasas se igualan. Ademas, el DET
presenta numerosas desventajas frente al SET, como un aumento en la tasa de embarazo
multiple, asociado a un aumento en la mortalidad y morbilidad tanto maternas como
neonatales, aumento de complicaciones como partos pretérminos, la necesidad de la

realizacion de una cesarea u hospitalizacion postparto o preeclampsia (2).
3.2 Consideraciones eticas

Se pueden encontrar numerosas evidencias que apoyan la seleccion embrionaria previa a
la transferencia, como puede ser el aumento de la tasa de implantacion, embarazo, y RNV.
Adicionalmente, las pacientes se sienten mas seguras al saber que se les ha transferido el
mejor embrion de entre los disponibles, lo que puede disminuir sus niveles de estrés. Sin
embargo, todas estas ventajas también vienen acompariadas de connotaciones éticas tanto

para los profesionales como para los pacientes.

Un ambito con gran controversia es la creacion de los denominados “bebés medicamento”
0 “hermanos salvadores” (“saviour sibling” en inglés). Estos embriones son
seleccionados especificamente debido a su compatibilidad genética con algiin hermano/a
que sufra una determinada condicion clinica (3). Por ejemplo, en 2011 la cinica VI

permitié la seleccién de un embridn, que posteriormente generé gemelas, compatible con
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otro hijo de la pareja que sufria de adrenoleucodistrofia con el objetivo de realizar un
trasplante de médula 6sea y corddn umbilical sin riesgo de rechazo (4). Algunos
profesionales defienden que los padres solo tienen a estos bebés para cubrir una
necesidad, el tratamiento de la enfermedad de otro hijo ya existente. Sin embargo, este
razonamiento también se podria aplicar a el hecho de tener un segundo hijo para que haga
compafiia al primero, de esta forma dispondria de un compafiero de juegos constante.
También hay que tener en consideracion que la prohibicion de esta técnica podria implicar

la pérdida de vidas que pudieran haberse salvado (3).

Un factor que en la actualidad esta generando cierto grado de controversia es que la gran
mayoria de los preembriones creados mediante las técnicas de FIV no son transferidos
(5). En el articulo 11 de la Ley 14/2006 esta indicado que estos preembriones sobrantes
deberan ser obligatoriamente criopreservados en bancos autorizados para ello, cuyos

destinos posteriores podran ser:

e Donacion a terceros con fines reproductivos.

e Donacion con fines de investigacion o didacticos. Se deberad indicar la
finalidad del proyecto que utilizara los embriones.

e Cese de su conservacion. Siempre y cuando la mujer ya no redna los requisitos

necesarios para someterse a un proceso de reproduccion asistida.

En todos estos casos los pacientes deberan firmar un documento en el que se exponga que
han sido informados al completo de todas las opciones y que han decidido libremente. En
caso en el que finalice el periodo de crioconservacion establecido en el documento se
contactara con los pacientes para saber si desean ampliar el plazo de conservacion de los
embriones 0 no. En el supuesto de no conseguir contactar con ellos por ningiin método
establecido tras dos renovaciones consecutivas los embriones quedaran a disposicién de
la cinica (6).

Otros elementos clave a tener en cuenta sobre esta ley es que supone una infraccion grave
la transferencia de mas de tres preembriones en el caso de FIV y técnicas afines, al igual
que la generacién de un nimero mayor de embriones del necesario para garantizar una

tasa de éxito razonable en cada caso (6).

Hay que destacar que la seleccion de embriones no es en ningun caso la creacion de un

embrion con las caracteristicas deseadas por los padres, simplemente es, como ya se ha
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mencionado, la seleccion del embrién con mayores probabilidades de llegar a término.

En ninguna circunstancia el objetivo sera la mejora de la raza humana, o eugenesia.

4. OBJETIVOS

- Exponer las técnicas mas comunes de seleccion embrionaria, tanto las
empleadas actualmente como las que aln gozan de un gran potencial de
desarrollo.

- Representar los grandes avances que se han hecho en este campo y lo que todavia

queda por descubrir.

5. MATERIALES Y METODOS

En la realizacion de la revision bibliografica he utilizado la herramienta de busqueda
PubMed, seleccionando articulos publicados desde enero del 2019, para basarme en
aquellos mas recientes y actualizados. Unicamente he seleccionado articulos en inglés,
empleando las siguientes palabras clave: Embryo selection, embryo morphokinetics,

Artificial intelligence, ni-PGT, PGT y Time-Lapse.

A la hora de desarrollar el apartado de la bibliografia he empleado el gestor bibliografico

“Mendeley Reference Manager™.

6. RESULTADOS
6.1 PARAMETROS MORFOLOGICOS

La monitorizacion de la morfologia embrionaria desde la fecundacion hasta la
transferencia puede ser realizada de forma manual o automatica (explicada en el apartado
“Inteligencia Artificial”’). En el método manual sera el embridlogo el que determine la
normalidad o la irregularidad de los parametros morfolégicos mediante su observacion
bajo microscopio 6ptico, por lo que la técnica posee un claro elemento subjetivo que
puede producir variaciones en los resultados. Este estudio debera realizarse eficazmente,
sin perder tiempo, ya que es necesario extraer a los embriones del incubador,

produciéndose una variacion en las condiciones de cultivo que podria comprometer su
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viabilidad. Actualmente este método continlia siendo la forma de determinar la viabilidad

embrionaria predominante debido a su relativa simplicidad, rapidez y a su no invasividad.

Durante la evaluacion del embrion se examina el nimero de células que lo componen, su
simetria, grado de compactacién y fragmentacion, presencia de vesiculas citoplasmaticas
o multinucleacién, asi como la apariencia de la masa celular interna (MCI) y el
trofoectodermo junto con la expansién del blastocisto y la evolucion del proceso de
eclosion. La normalidad de estos pardmetros en ningln caso asegura la consecucion de
un embarazo ni de la obtencién de un recién nacido, simplemente supone una mejora de

sus posibilidades.
Los criterios de normalidad segiin ASEBIR son los siguientes (7)(Anexo 1):

e D1: elembrion se encuentra en estado de zigoto, 16-18 horas tras la inseminacion.
Se deben ver los pronucleos y los corpusculos polares. El paso directo de una
célula a tres es indicador de mala calidad, suponiendo el descarte del embrion, al
igual que la presencia de un unico corpusculo polar.

e D2y D3: El numero de blastomeras debera ser de 4 en el dia 2, y mayor de 4 en
el dia 3. Todas las células deben ser uninucleadas ya que lo contrario es indicador
de anomalias cromosémicas. La aparicion de vacuolas con un tamafio menor a 5
pum de diametro no compromete su viabilidad. Con respecto a la zona pelucida,
un buen prondstico esta determinado por su forma redondeada, con un grosor de
en torno a 19,5 um, sin fraccionamiento interno y transparente. La velocidad de
division debera permitir que se doble el nimero de células en un periodo de 24
horas.

e D4: el embrion se debe encontrar compactado o en proceso de compactacion
(>50%), con un numero de células mayor de 8. Las blastomeras que no participan
en el proceso de compactacion tienen una mayor probabilidad de portar una
aneuploidia. Es comun encontrar vacuolas o fragmentos citoplasmaticos
originados durante la apoptosis.

e D5 yD6: la observacion del blastocele en el blastocisto es un buen signo, al igual
que su expansion y el consiguiente adelgazamiento de la zona pelucida. Las
células del trofoectodermo deberan ser lo mas uniformes posible. En el caso de la

masa celular interna, esta debera estar totalmente compactada y poseer una forma
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oval. Pueden aparecer los primeros signos de la eclosion. La aparicion tardia del

blastocisto (a partir del dia 6) es un signo desfavorable.
Los embriones se clasifican segun su calidad en (7):

e Grado A: son los embriones de mejor calidad, por lo que su probabilidad de
implantacion es muy alta.
— Embriones de dia 2 con 4 células, y de dia 3 con 8 células o mas,
uninucleadas y de tamarios similares.
— Porcentaje de fragmentacion inferior al 10% o inexistente.
— Zona peltcida normal.
— Citoplasma claro, sin vacuolas.
e Grado B: son embriones de buena calidad y con una probabilidad de implantacion
alta.
— Embriones de dia 2 con 4-5 células, y de dia 3 con 7-10 células,
uninucleadas, pero de tamafos ligeramente diferentes.
— Porcentaje de fragmentacion de 10-25%.
— Zona peldcida mas gruesa de lo normal.
— Citoplasma claro, con pequefias vacuolas.
e Grado C: son embriones de calidad media y con una probabilidad de implantacion
baja.
— Embriones de dia 2 con 2-6 celulas, y de dia 3 con 6-12 células, habiendo
1 0 2 células multinucleadas y generalmente asimétricas.
— Porcentaje de fragmentacion de 25-35%.
— Zona peldcida mas gruesa de lo normal.
— Citoplasma mas opaco, con grandes vacuolas.
e Grado D: son los embriones de peor calidad, por lo que su probabilidad de
implantacion es muy baja.
— Embriones de dia 2 con 3-6 0 mas células, y de dia 3 con 3-5 0 mas células,
la mayoria siendo multinucleadas y asimétricas.
— Porcentaje de fragmentacion mayor de 35%.
— Zona peltcida mas gruesa de lo normal.

— Citoplasma opaco, con grandes vacuolas.
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Figura 2:
Grados de clasificacion embrionaria segun su calidad

Nota. Domingo, A., Barranquero, A., Recuerda, P., Gdmez, R., et al. (2021). Clasificacion segun
la calidad embrionaria. Reproduccionasistida. https://www.reproduccionasistida.org/transferencia-
de-embriones/

Es necesario enfatizar que puede haber cierto grado de variabilidad interlaboratorio en los
parametros morfocinéticos debido a sus condiciones internas como la temperatura,
humedad o pH, lo que puede llevar a resultados en ocasiones discordantes. Para reducirla
es recomendable realizar controles de calidad internos periodicos y establecer un correcto

plan de formacion continuada de los trabajadores.

6.2 INTELIGENCIA ARTIFICIAL (I1A)

El proceso de evaluacion y seleccion embrionaria esta enfocado en obtener el mejor
embrion a partir de una cohorte completa para su transferencia o criopreservacion, aunque
en la mayoria de las ocasiones algunos embriones de la cohorte son descartados por
diversas razones como puede ser una morfologia anormal o por la detencion de su
desarrollo (8).

En la ultima década se han producido numerosos avances de gran importancia en las
técnicas de seleccion embrionaria, pero algo que destaca es el empleo de inteligencia
artificial basada en la captura y analisis de imagenes mediante un incubador con una
camara y un software especifico. Hoy en dia los incubadores disponibles con estas
caracteristicas son diversos, como EmbryoScope (Vitrolife), Geri (Merck-Serono) y Miri
(Esco Medical). Estos permiten la monitorizacién continua de los siguientes parametros

morfocinéticos:
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Tabla 1.
Parametros morfocinéticos empleados en algoritmos de 1A

Variables individuales Definicién
t0 Tiempo de inseminacion FIV o Tiempo medio de microinyeccion
(Icsi)
tPB2 Tiempo de extrusion completa del segundo corpusculo polar
tPN Tiempo de aparicion de los dos pronucleos
tPNa Tiempo de aparicion de cada uno de los pronucleos
tPNf Tiempo de desaparicion de los prontcleos
tz Tiempo de evaluacion del score pronuclear
t2, t3, t4...19 Tiempo de paso a 2, 3, 4...9 células
tSC Tiempo desde la inseminacion hasta el inicio de la compactacion
tMf/p Tiempo fin de compactacion (moérula); ‘f° corresponde a
compactacion total; ‘p’ corresponde a compactacion parcial
tSB Tiempo inicio de blastulacion (del inglés starting blastulation)
tByz Tiempo de blastocisto completo; “y’ corresponde a la morfologia
de la masa celular interna; ‘z’ corresponde a la morfologia del
trofoectodermo
tEyz Tiempo inicio de expansién; primer signo de afinamiento de la

zona; ‘y’ corresponde a la morfologia de la masa celular interna;
‘z’ corresponde a la morfologia del trofoectodermo

tHNyz Tiempo de extrusion (del inglés hatching); fin de fase de expansion
e inicio de hatching o extrusion
tHDyz Tiempo blastocisto extruido o hatched, es decir, totalmente fuera

de la zona pelucida

Variables calculadas Definicion

VP (tPNf - tPNa) Duracion de la fase en estado pronuclear
ccl (2 - tPB2) Duracion primer ciclo celular
cc2 (t4 - 12) Duracion segundo ciclo celular
cc2a Duracion segundo ciclo de cada blastomera
cc3 (8 - t4) Duracion tercer ciclo celular
cc3a Duracion tercer ciclo de cada blastomera
s2 (t4 - t3) Sincronia segundo ciclo celular
s3 (18 - t5) Sincronia tercer ciclo celular
dcom Duracion de la compactacion
dB (tB-tSB) Duracion de blastulacion
dexp (tHN-tE) Duracion de expansion blastocisto
dcol Duracion colapso de blastocisto
dre-exp Duracion de re-expansion

dHN (tHN-tHD) Duracion del hatching

Gracias al empleo de la A se estan desarrollando métodos objetivos y reproducibles que
permiten aumentar las tasas de éxito de los procedimientos mediante la extraccién de

informacion relevante a partir de imagenes obtenidas por microscopia. La IA puede
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asimilar grandes bases de datos automéaticamente y analizar patrones complejos que no
podrian ser estudiados eficazmente de forma manual. Los estudios retrospectivos actuales
parecen diferir en algunas conclusiones, pero defienden que el uso de IA obtiene mejores

resultados que la evaluacion manual.

Se ha producido una mejora general en los procesos de evaluacion embrionaria, pero a la
hora de la valoracion de los gametos, tanto ovocitos como espermatozoides, se necesita

optimizar la técnica para reducir el nimero de embriones creados (8).

Los ovocitos seleccionados deben cumplir el requisito de ser maduros. Para poder
determinar si esto se cumple es necesario eliminar las células del camulo (CC)
circundantes a él, ya que esta masa impide ver correctamente el estado del primer
corpusculo polar, indicando del grado de maduracion nuclear. La evaluacion de la
maduracion citoplasmatica es mas complicada por lo que actualmente hay lineas de
investigacion activas que estan estudiando métodos no invasivos para su estimacion. Por
ejemplo, se esta comenzando a utilizar machine learning (ML) a la hora de seleccionar
los mejores ovocitos de ratones tras un proceso de maduracion in vitro. En el caso de los
seres humanos la evaluacion ovocitaria usando IA para predecir tasas de fertilizacion,
llegada al estado de blastocisto y potencial de implantacion estéd todavia en una etapa

temprana.

La aplicacion de 1A a la hora de la seleccion de espermatozoides segn su morfologia y
la integridad de su ADN también esta siendo investigada, especialmente en los pacientes
que sufren de infertilidad masculina severa. Cabe destacar el método CASA, que utiliza

ML junto a IA para evaluar automaticamente la calidad de los espermatozoides (8).

Elinicio de la aplicacion de A en la clasificacion embrionaria se dio a partir de un estudio
realizado por Koshravi et al. (9) en 2019 en el que se analizd un conjunto de imagenes
creadas por un sistema de Time-Lapse (TMS) de 10.148 blastocistos D5 obtenidos 110
horas post ICSI. Se vio que la velocidad y el momento en el que se producian los
diferentes pasos en el desarrollo embrionario estaban significativamente relacionados con

la tasa de implantacion.

Utilizando las imagenes obtenidas se desarrollé un sistema de 1A denominado STORK,
que permiti6 la clasificacién de blastocistos humanos con una precision del 97,56% en

blastocistos de buena o mala calidad. A su vez se cre6 un arbol de decisiones que
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integraba la calidad del blastocisto y la edad materna, lo que permitié predecir la

posibilidad de obtener un embarazo.

Recientemente se estan incorporando parametros obtenidos de cualquier punto del
desarrollo embrionario, no solo de blastocistos D5, para optimizar lo méximo posible la

seleccidn del mejor blastocisto.

Una tecnologia muy novedosa que se esté estudiando en la actualidad es un sistema para
smartphones que permite la evaluacién de embriones humanos. Se ha aplicado la 1A a
imagenes tomadas a partir de la cAmara de un mévil, con su consiguiente “mala” calidad,
y se esta consiguiendo diferenciar entre blastocistos y no blastocistos con una precision
de en torno al 90% (8).

6.2.1 Evaluacion y seleccion embrionaria mediante 1A

Anotacién automatica

La aparicion de TMS ha sido clave en el ambito de la anotacion automatica. Como ya se
comentara mas adelante el uso de Sistemas de Time-Lapse esta basado en el estudio
variables morfocinéticas. ElI empleo de 1A en esta tecnologia seria una forma de
optimizarlo, ya que en un TMS se anotan de forma manual los procesos clave en el
desarrollo embrionario por lo que hay cierto grado de subjetividad y los resultados
podrian variar entre clinicas. Sin embargo, incorporando el proceso de anotacion

automatica mediante 1A se conseguiria aumentar la precision.

Actualmente algunos TMS comercializados, como EmbryoScope (Vitrolife), Geri

(GeneaBiomedix), y ESCO, incluyen en su software ML.

Los sistemas de anotacion automatica deben ser rapidos, precisos, reproducibles,
especificos y deben tener la capacidad de reconocer cualquier tipo de anormalidad en el
desarrollo celular o nuclear. Para ello el sistema debe poder reconocer el embrion dentro
del medio de cultivo con el fin de crear un area de interés que mantendréa vigilada en todo

momento, y asi determinar si se esta produciendo correctamente o no la division celular.

Calificacion embrionaria

El campo mas estudiado sobre la aplicacion de 1A en reproduccion asistida es la
calificacion embrionaria, especialmente en estadio de blastocisto, debido a que se ha visto

que esta asociado con la tasa de implantacion.
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El proceso de aprendizaje de la maquina consiste en su exposicion a imagenes de
embriones que han sido previamente evaluadas por embriélogos expertos, por lo que este

depende en gran medida de la calidad de la informacion suministrada.

Prediccion de la ploidia embrionaria

Actualmente se estan desarrollando técnicas no invasivas que permitan establecer la
ploidia embrionaria con la mayor fiabilidad posible. Un ejemplo de esto es el estudio de
ADN libre en el medio de cultivo, técnica en la que se profundizard mas adelante. Otro
ejemplo seria el uso de IA, con la que se ha comenzado a relacionar la morfologia
embrionaria y la calificacion del blastocisto con la ploidia, de forma que el blastocisto de
mejor calidad tenia mayor probabilidad de ser euploide. A su vez, los TMS han descrito

una asociacion entre los patrones morfocinéticos y la ploidia (8).

Hay que tener en cuenta que aneuploidias puntuales podrian no afectar al desarrollo
embrionario, es mas sencillo detectar cambios en la carga genética debidos a aneuploidias

mas complejas.

Al igual que las técnicas invasivas, las no invasivas tampoco han sido capaces de detectar
las aneuploidias con una precision del 100%, pero como se ha visto tienen numerosas

ventajas y un gran potencial futuro.
Abortos

La IA se podria usar para predecir las posibilidades de que se produzca una parada
involuntaria del embarazo al analizar bases de datos relacionadas con el latido fetal y el
desarrollo temprano de rasgos fetales. Todavia queda mucho por investigar en este

campo.

Ovario y Utero

Un punto clave en la determinacion de la fertilidad femenina es el estudio de la reserva
ovarica mediante el recuento de foliculos antrales. Actualmente se esta investigando el
empleo de IA en el andlisis de imagenes obtenidas por ecografia para realizar este

recuento.

También se esta indagando en el uso de IA en la evaluacion del endometrio y en la

deteccién de anomalias uterinas, aunque todavia tiene un amplia margen de mejora.
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En el futuro incluso se podria utilizar la 1A en la asignacion de donantes de dvulos a los

pacientes segun su grado de compatibilidad.

6.3 TIME-LAPSE

La posibilidad de clasificar los embriones segln su calidad permite la transferencia del
mejor embrién en primer lugar, reduciendo el tiempo necesario para conseguir un
embarazo, aunque no supone un aumento en la tasa de embarazo y nacimiento acumulada
(10). Ademas, fomenta la transferencia de un Unico embrién, reduciendo las posibles
complicaciones que podrian sufrir la madre y la descendencia debidas a un embarazo
gemelar. La recopilacion de datos por parte de los laboratorios en ocasiones puede tener
cierto grado de confusion por la variacion de sus parametros y de los materiales
empleados, lo que dificulta el desarrollo de estos sistemas. Es por esto que el empleo de

ML puede ser de gran utilidad por la asimilacion y relacion de todos estos parametros.

A la hora de tener un 6ptimo sistema de FIV es fundamental controlar las condiciones del
laboratorio y fomentar la correcta formacion del personal, ya que ambos son los factores
clave que determinaran el éxito o fracaso del proceso. Esto permitird mantener unas
condiciones de cultivo lo méas parecido posible al entorno natural de los embriones,

favoreciendo la fecundacion y su desarrollo.

En la evaluacién manual de los embriones es necesario cambiarlos de placa y medio en
varios momentos determinados (en caso del cultivo secuencial), por lo que las
condiciones de pH y temperatura variaran con respecto a las del incubador, generando un
estrés metabdlico que puede afectar a la viabilidad. Por esta razon el tiempo empleado en
su estudio debera ser el minimo posible, lo que en ocasiones puede hacer que se pase algo

por alto.

Otra desventaja de evaluar el embrion de forma manual es que solo se observa en
momentos determinados, no hay una monitorizacion continda, por lo que se desconoce lo

que ocurre en los espacios entre observaciones.

El TMS permite solventar estos inconvenientes, ya que es capaz de mantener unas
condiciones estables de cultivo, anulando la necesidad de sacar el embrién al medio
externo debido a su constante monitorizacion con una camara acoplada al incubador, lo

que también evita pasar por alto eventos de gran importancia que pudieran alterar la

Pagina | 16



m Universidad IVIRMA

Europea Madrid Global

calidad y el desarrollo embrionario. La toma de imagenes cada 5-20 minutos,
dependiendo de cada sistema, permite crear un video en el que se advierte todo el

desarrollo del embrion, desde la fecundacion hasta su transferencia o criopreservacion.

También presenta otras ventajas, como el hecho de poder ser monitorizado a distancia,
con un software especifico que permite acceder a las imagenes y resultados desde
cualquier lugar de la clinica. La utilizacion de TMS a su vez resulta de gran utilidad a la

hora de formar nuevos embriélogos en la evaluacion de la calidad embrionaria (10).
6.3.1 Evaluacién embrionaria

Con forme se fueron realizando mas estudios acerca del cultivo embrionario hasta el
estado de blastocisto se desarrollaron modelos de prediccion de su evolucion. En 1997 el
grupo encabezado por Gardner y Schoolcraft logré diseiio el primer sistema de
calificacion de blastocistos, denominado “gold standard”, en el que se les asignaba un
namero del 1 al 6 en base a su grado de expansion y de hatching, mientras que el

trofoectodermo y la masa celular interna (MCI) eran calificados con las letras A-C.
6.3.2 Algoritmos de TMS

Esta tecnologia implica diferentes tipos de sistemas, las placas de cultivo y la camara que
pueden formar parte de un sistema separado del incubador (sistema abierto) o pueden
estar ambos integrados, normalmente se trata de un incubador benchtop (sistema cerrado)

acoplado a su vez a un microscopio.

En los diferentes TMS se pueden encontrar diversos softwares, por lo que sus algoritmos
base y el método de calificacion varian. Esto implica que en ocasiones no es posible

comparar los métodos ni los resultados entre estudios o laboratorios.

Los algoritmos utilizados en TMS han sido desarrollados en base al estudio de las
variables morfocinéticas, que son la morfologia y los procesos de division embrionarias
estudiados en momentos determinados del desarrollo. Como se ha comentado
anteriormente algunos ejemplos de estas variables serian la aparicion y desaparicion de
los pronucleos, formacion de las células del blastocisto, etc. En la actualidad la estimacion
de la probabilidad de implantacién y de RNV utilizando estos algoritmos sigue siendo
mas baja de lo deseado. No existen evidencias que muestren que el uso de complejos
sistemas de puntuacion basados en algoritmos sean mas certeros a la hora de elegir el

mejor embrién que los métodos convencionales (10). Sin embargo, su uso si esta
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recomendado a la hora de descartar embriones, ya que se ha visto que ciertas
anormalidades en la division, como el paso directo de una célula a tres, afecta

negativamente al proceso de implantacion.
6.3.3 Determinacion de la ploidia embrionaria mediante TMS

Con respecto a la transferencia embrionaria es de vital importancia seleccionar
Unicamente aquellos que son euploides, ya que son los que mayores tasas de éxito tienen
y se evitan futuras complicaciones. Para ello se estan llevando a cabo una gran cantidad
de estudios que determinen el mejor método de estimacion de la ploidia embrionaria,
especialmente aquellos que utilizan procedimientos no invasivos. El método mas
estandarizado de estimacion de la ploidia es el PGT-A, en el que se profundizara mas

adelante.

Aceptando un enfoque claramente menos invasivo, se esté estudiando como las variables
morfocinéticas en las que se basa el TMS podrian estar influenciadas por la ploidia

embrionaria.

En un estudio llevado a cabo en 2020 por Alejandro Chavez-Badiola et al. se cred y
emple6 un algoritmo de inteligencia artificial denominado ERICA en el analisis de una
Unica imagen obtenida a partir de 1231 embriones cuyos resultados eran conocidos. Este

sistema consiguid predecir la ploidia embrionaria correctamente en el 79% de los casos

(11).

6.3.4 Futuro de TMS

Se esta investigando el uso de Deep Learning, fundamentado en el analisis automatico de
grandes bases de datos de TMS. Para ello inicialmente el sistema hace predicciones al

azar acerca del desenlace estimado, y las compara con el resultado real.

En un estudio realizado por Tran et al. en el que se credé un modelo basado en los videos
time-lapse de 8836 embriones, se observo que el sistema acert6 en la prediccion del latido
fetal en un 93% de los casos (12).

En otro estudio llevado a cabo por Koshravi et al. se tuvieron en cuenta mas de 12.000
imagenes obtenidas por time-lapse de 877 embriones de buena calidad y 887 de mala
calidad. Consiguieron predecir la calidad del blastocisto que se iba a desarrollar en un
98% de las ocasiones, una tasa superior a la obtenida por los embridlogos participantes
(9).
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6.4 DIAGNOSTICO GENETICO PREIMPLANTACIONAL (PGD)

El diagndstico genético preimplantacional (PGD o PGT, del inglés Preimplantation
Genetic Testing) permite conocer el estado cromosdémico de los embriones generados por
FIV previamente a su implantacion mediante la biopsia y analisis del embridn en dia 3 de

desarrollo embrionario, o en estadio de blastocisto (3).

En 1967 los doctores Robert Edwards y Richard Gardner publicaron un trabajo en el que
se describia por vez primera la técnica del PGD, con la que determinaron el sexo de
blastocistos de conejo. Sin embargo, fue a partir de la aparicion de la fecundacién in vitro
en 1978 y de la PCR en 1980 cuando se comenz0 a avanzar en esta técnica. El primer
caso clinico en el que se empled el PGT fue por el grupo de Kontogianni, durante 1989,
en el que se selecciond a los embriones por su sexo para evitar que sufrieran una
enfermedad hereditaria ligada al cromosoma X (13). Debido a los nuevos avances en la
biopsia y en los métodos citogenéticos en la actualidad no solo se pueden detectar
enfermedades monogénicas, si no también otras alteraciones como translocaciones

Robertsonianas, inversiones, deleciones, duplicaciones o inserciones (14).

Desde los afios 90 esta técnica se ha empleado en pacientes que pasan por FIV con el
objetivo de identificar y seleccionar embriones euploides para su transferencia,
aumentando la eficacia de cada ciclo de FIV, mejorando las tasas de implantacion y

reduciendo el tiempo necesario para conseguir un embarazo viable (14).

Actualmente hay una gran variedad de tecnologias que pueden detectar cientos de
alteraciones genéticas, como la hemofilia de tipo A, el sindrome de X fragil o la B-
talasemia, entre muchas otras. El empleo de PGT a la hora de seleccionar los embriones
no garantiza la ausencia de patologias o anormalidades genéticas en la descendencia,
simplemente reduce sus posibilidades de aparicion. Estas alteraciones aumentan con la
edad, por lo que es recomendable el uso de esta técnica en pacientes mayores de 40 afios.
También estd indicada en pacientes con fallos repetidos de implantacion, abortos

recurrentes o con un factor masculino severo (14).

El PGD ha adquirido una mayor popularidad entre profesionales y pacientes frente al
estudio genético prenatal debido a que evita la transferencia de embriones con
anormalidades genéticas con las consecuencias que esto acarrea y supone una reduccion
en la tasa de aborto (3).

Pagina | 19



m Universidad IVIRMA

Europea Madrid Global

En la Ley 14/2006, articulo 12, se indican las circunstancias que se deben cumplir a la

hora de aplicar las técnicas de diagnostico preimplantacional (6):

a) La deteccion de enfermedades hereditarias graves, de aparicion precoz y no
susceptibles de tratamiento curativo posnatal con arreglo a los conocimientos
cientificos actuales, con objeto de llevar a cabo la seleccion embrionaria de los
preembriones no afectos para su transferencia.

b) La deteccion de otras alteraciones que puedan comprometer la viabilidad del

preembrion.

En los siguientes casos es necesaria la aprobacion previa por parte de la Comisién
Nacional de Reproduccién Humana Asistida (CNRHA) (6):

a) EIDPI en los casos en los que no se cumplan los requisitos del articulo 12.

b) Cuando se pretenda usar el DPI en combinacion con la deteccion de los antigenos
de histocompatibilidad HLA. Esto es, cuando se pretenda evitar una enfermedad
hereditaria en el nacido y ademas que éste sea un donante compatible con otro

hermano enfermo.

Ademas, se debe mencionar que esta Ley también prevé la posibilidad de seleccionar el
sexo de los preembriones, aunque exclusivamente puede aplicarse en enfermedades
graves ligadas al sexo, y siempre que se sepa que la descendencia las vaya a padecer, es
decir, nunca en el caso de los portadores asintomaticos y siempre que no haya otro método

para detectar la enfermedad.

Hay varios tipos de PGT disponibles segun las necesidades que requiera cada caso en
particular: PGT-A, PGT-M, PGT-SR.

6.4.1 PGT-A

El test genético de aneuploidias (PGT-A) es la herramienta empleada en la mayoria de
las ocasiones a la hora de determinar la ploidia embrionaria. Se ha demostrado que el
factor primario implicado en la no consecucion de un embarazo viable es la aneuploidia
embrionaria, por lo que PGT-A es clave en la seleccién de embriones euploides. Estas
aneuploidias suelen ser de origen materno, generalmente originadas durante la meiosis

ovocitaria, y estan favorecidas por el aumento de la edad (5).

La realizacion de PGT-A mediante la biopsia de blastocito y secuenciacion masiva (NGS)

tiene un alto potencial a la hora de realizar el diagndstico de la aneuploidia. La extraccion
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de una sola blastdmera para PGT-A en el estado de division temprana pude disminuir el
potencial de implantacion, pero la extraccion de 5 a 8 células del trofoectodermo del

blastocisto no parece tener consecuencias negativas (15).

A la hora de realizar la biopsia es necesario que el profesional que vaya a realizar la

técnica haya sido correctamente formado y que disponga del equipamiento necesario (16).
El perfil de los pacientes en los que esté indicada la realizacion de PGT-A es el siguiente:

- Edad materna avanzada (>38 afios).

- Abortos recurrentes. Dos 0 méas pérdidas de embarazo antes de la semana 20.

- Fallo de implantacion. Se define como la no obtenciéon de un embarazo tras 3
transferencias embrionarias con embriones de buena calidad o tras un nimero de
maltiples transferencias mayor de 10.

- Factor masculino severo. Referido a todo aquel hombre que presenta unos

parametros seminales alterados.

Desde la aparicion del PGT-A en 1993 se ha producido una gran evolucién y mejora de
la técnica. La obtencion del material genético empleado en el estudio de aneuploidias se

puede realizar de diferentes maneras:

e Biopsia de corpusculo polar: el primer corpusculo polar se extruye cuando el
ovocito alcanza la maduracion, y el segundo Unicamente tras haber sido
fecundado. Estos contienen la mitad del material genético, permitiendo que el
ovocito sea haploide, y finalmente seran degradados por lo que su extraccion no
afecta al desarrollo embrionario (17). Su biopsia se puede hacer en un paso o dos.
El método de un paso consiste en extraer los dos corpusculos polares a la vez, 16
horas post inseminacion. Si se realiza en dos pasos se extrae el primer corpusculo
polar antes de realizar ICSI y el segundo 16 horas después. Esta técnica tiene
desventajas como que solo permite detectar anormalidades genéticas provenientes
de fallos meidticos de la madre, y que es necesario biopsiar los corpusculos de
todos los ovocitos obtenidos, aunque algunos acaben deteniendo su desarrollo mas
adelante. Sin embargo, una ventaja importante es que no es necesario
criopreservar los embriones (5).

e Biopsia de blastomeras: inicialmente esta técnica adquiri6 gran popularidad,
realizandose 72 horas post ICSI, cuando el embrién posee un namero de células

de entre 6-9, de las que se extraian 1 0 2 y se analizaban por PCR, FISH o NGS.
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Para la realizacion de esta biopsia se puede emplear un laser especifico o mediante
acido. La extraccion de una unica célula podria Ilevar a un mal diagnéstico debido
al poco material genético disponible, pero la biopsia de dos células podria afectar
a la viabilidad embrionaria (5). Hay que tener en cuenta que la proporcion de
células mosaico se encuentra en su punto maximo durante el estadio de desarrollo
temprano, lo que podria llevar a errores en el PGT-A (17).

e Biopsia de trofoectodermo: el trofoectodermo no origina tejidos embrionarios,
sino extraembrionarios, como la placenta, por lo que su biopsia no afecta a la
viabilidad. Ademas, esta compuesto por un namero mayor de células, esto implica
que se pueden extraer 5-8 células para su analisis, disponiendo de una
concentracion de material genético superior, aunque la proporcion de células
biopsiadas sea menor que en el caso anterior. Los embriones en estado de
blastocisto ya han activado su genoma, permitiendo un analisis mas certero. A
diferencia de la biopsia del corpusculo polar, una ventaja de esta técnica es que se
tiene en cuenta el material genético tanto materno como paterno. Una clara
desventaja es que al realizar esta técnica en un estadio tan tardio del desarrollo
sera necesario criopreservar los embriones antes de su transferencia con el

objetivo de disponer del tiempo suficiente para su estudio genético (5).
6.4.2 PGT-M

Este analisis esta enfocado a la deteccion de enfermedades monogénicas en parejas con
riesgo de transmitirlas a la descendencia (5). Se suele usar en la deteccidn de alteraciones
autosomicas recesivas como la fibrosis quistica, aunque también se emplea en la
localizacion de mutaciones autosémicas dominantes como la enfermedad de Huntington

y de enfermedades ligadas al cromosoma X como el sindrome X fragil (3).
6.4.3 PGT-SR

Permite detectar alteraciones estructurales en los cromosomas, como las translocaciones,
inversiones, deleciones, duplicaciones o inserciones. Si uno de los progenitores es
portador de alguna de estas alteraciones se pueden producir abortos repetitivos o fallos
repetidos de implantacion (3) por ello su deteccion puede ser de vital importancia en

determinados casos.
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6.5 PGT NO INVASIVO (niPGT)

La técnica actual mas utilizada a la hora de examinar la dotacion cromosomica de los
embriones continta siendo la biopsia del trofoectodermo y el andlisis de su material

genético mediante secuenciacion masiva (NGS).

Sin embargo, y como se ha comentado anteriormente, esto tiene un caracter invasivo por
lo que se necesitan equipamientos muy especificos que pueden llegar a tener un gran coste
econdmico, ademas de la necesidad de formar al personal correctamente ya que cualquier

error podria afectar gravemente a la viabilidad embrionaria.

El objetivo actual de muchas clinicas es desarrollar un método no invasivo para el analisis
cromosoémico de los embriones, mejorando asi el proceso de seleccion embrionaria para
disminuir el nimero de transferencias necesarias a la hora de la obtencién un embarazo,
fomentando a su vez SET (16).

Hoy en dia se puede recurrir a dos métodos no invasivos: la blastocentesis (analisis del

liquido contenido en el blastocisto), y el analisis del ADN libre en el medio de cultivo.
6.5.1 Blastocentesis

Durante el desarrollo embrionario las células se diferencian en la masa celular interna
(MCI) y en el trofoectodermo (TE), generando a su vez una cavidad llena de liquido
Ilamada blastocele. Esta cavidad contiene ADN que puede ser recuperado empleando una
pipeta de ICSI, produciendo un colapso que no deberia tener consecuencias negativas
para el embrion ya que es un fenGmeno que sucede rutinariamente durante el cultivo in

vitro o en la vitrificacion (17).

Las tasas de concordancia todavia son muy variables entre estudios y se desconoce si este
proceso pudiera afectar a la comunicacion célula-célula, por lo que es necesario
profundizar méas en este area (5). La concentracion de ADN presente en el blastocele varia
significativamente entre embriones, en algunos casos incluso esta ausente al completo, lo
que genera las discrepancias mencionadas. Ademas, el estadio en el que se debe tomar la
muestra, la relevancia de la morfologia del blastocisto y el origen de este material genético

son factores que aun necesitan ser esclarecidos (17).
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6.5.2 Material genético libre en el medio de cultivo

La técnica por la que se realiza un estudio genético y/o cromosémico del ADN
embrionario libre en el medio de cultivo, en inglés denominado Spent Blastocyst Media
(SBM) o Spent Culture Media (SCM), se denomina niPGT. Esta secrecion de
componentes al medio de cultivo (llamado secretoma) puede producirse como
consecuencia de un proceso de apoptosis, necrosis o liberacion por macrovesiculas, y su
origen puede ser embrionario, paterno, materno o extraembrionario (5). El secretoma estéa
compuesto de metabolitos, proteinas, interleucinas, micro-RNA y ADN de origen
gendmico o mitocondrial (17). La concentracién de este ADN puede verse afectada por
el tipo de cultivo embrionario (Unico o en grupo) y por el volumen y naturaleza del medio
de cultivo (secuencial o estatico) (5). En algunos casos la concentracion de ADN libre en
el medio de cultivo es mayor a la encontrada en el blastocele. Hay que tener en cuenta
que al tratarse de un cultivo expuesto en determinados momentos a componentes externos

se pueden dar contaminaciones de diferentes origenes:

Durante el proceso de fabricacion.

- Contaminacién materna por parte de las células del cimulo o corpusculos polares.

- Contaminacién paterna por parte de los espermatozoides, aunque su ADN tiene
un tal alto grado de compactacion que dificulta su amplificacion.

- Personal del laboratorio.

- Microbiota.

Para minimizar el riesgo de contaminacién se recomienda encarecidamente la
decumulacion de los ovocitos, la fecundacion mediante ICSI y el establecimiento de un
buen control de calidad (17).

La zona pelucida que rodea al embrion es una capa glicoproteica altamente permeable, lo
que permite la salida de los &cidos nucleicos desde el interior del embrion hacia el medio
de cultivo, sin embargo, se desconoce el mecanismo exacto por el cual esto ocurre. Se ha
visto que en ciertas ocasiones en las que los embriones sufren divisiones celulares
anormales pueden acabar generando embriones euploides ya que expulsan al exterior a
las células aneuploides originadas, lo que podria cuestionar la validez del analisis del
ADN libre (17).

Es a partir del dia 4 de desarrollo, durante el estadio de mérula, cuando la liberacion de

ADN se hace mas evidente, e ira incrementando a medida que va evolucionando hasta
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alcanzar el maximo nivel de liberacion durante el estadio de blastocisto en el dia 6/7 por

el aumento en el namero de células (5).

Fue hace casi una década cuando se observé por primera vez la presencia de este ADN,
y debido al aumento de su investigacion se han conseguido mejorar las tasas de
concordancia a lo largo de este periodo. En la mayoria de las ocasiones los embriones
fueron sometidos a algin procedimiento como assisted hatching, vitrificacion o biopsia

previo al andlisis del medio de cultivo, lo que podria haber alterado los resultados.

Es por esto que se comenzd a indagar sobre si se obtendria ADN embrionario en el medio
de cultivo en embriones que no habian sufrido manipulacion previa. Rubio et al. publico

sobre esto mismo, logrando un porcentaje de concordancia del 84% en blastocistos de dia
6y7(18).

En un estudio llevado a cabo en 2019 por el grupo de Carmen Rubio (19) en el que se
estudiaron 115 blastocistos llegaron a la conclusion de que la tasa de concordancia total
entre el ADN libre y el trofoectodermo para la estimacion de la ploidia y el sexo bioldgico
era del 78,7%, con una sensibilidad del 94,5%. En ciertos casos en los que los embriones
se cultivaban hasta el estadio de blastocisto D6/7 se lograron alcanzar unas tasas de
concordancia del 84%. Hay que destacar que la concordancia entre el ADN del medio y
el ADN embrionario puede variar mucho entre investigaciones debido a las diferencias
en el procesamiento de las muestras, su analisis y los métodos de comunicacién de los

resultados obtenidos, por lo que la concordancia puede estar entre un 30,3% Yy 85,7%

1n.

Maés adelante, en 2020, este mismo equipo indago en el grado de concordancia entre el
ADN libre con la biopsia de trofoectodermo y la masa celular interna (MCI) en 1301
blastocistos obtenidos en 8 centros distintos. En este caso todos los embriones se
mantuvieron en cultivo hasta el dia 6 o 7. Los resultados obtenidos se reflejan en la
siguiente tabla (18):

Tabla 2.
Resultados del estudio de Rubio C., 2020

Centrol Centro2 Centro3 Centro4 Centro5 Centro6 Centro7 Centro 8 TOTAL
Concordancia 75,6 77,1 81,8 83,6 84,2 85,0 72,5 77,0 78,2

Sensibilidad 80,5 84,8 88,2 86,7 91,3 76,7 76,5 78,9 81,7
Especificidad 69,9 72,7 85,2 87,5 80,0 93,3 64,7 78,1 77,4
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La concordancia obtenida entre el medio y la biopsia de trofoectodermo fue del 78,2%,

con un margen de variabilidad del 72,5-86,3%.

Observaron que la concordancia no se veia afectada por la calidad embrionaria, tipo de
medio de cultivo, incubadora, concentracion de albumina en el medio o por la técnica de

fecundacion empleada (FIV o ICSI).

En 81 de los blastocistos se estudid la concordancia con la MCI, y se obtuvo resultados

en 64 de ellos. Las concordancias obtenidas fueron las siguientes:

- SBM-TE: 87,5%.
- SBM-MCI: 84,4%.
- TE-MCI: 87,5%.

Como se puede ver todos los resultados fueron similares, por lo que parece ser algo

prometedor que merece la pena investigar mas a fondo.

Es preciso sefialar que actualmente el niPGT no sirve como sustituto del PGT debido a
su relativamente “baja” tasa de concordancia, en la actualidad esta técnica esta indicada
para seleccionar embriones en pacientes que no necesiten un PGT. Su capacidad de
determinar la ploidia embrionaria es superior a la de los métodos morfocinéticos o

morfologicos, pero su potencial total todavia no ha sido descubierto en su totalidad.
EMBRACE

IGENOMIX desarrollé una técnica denominada EMBRACE (Embryo analysis of the
culture environment) (20) con el objetivo de determinar la probabilidad que tiene un
embrion de ser cromosdmicamente normal mediante en analisis por NGS del ADN
embrionario presente en el medio de cultivo. Es necesario enfatizar que su finalidad no

es el descarte de embriones, si no su organizacion segun su orden de preferencia.

Este test estd dirigido a cualquier tipo de pacientes que quieran mejorar sus tasas de
embarazo frente a la FIV convencional. Sus ventajas principales son su caracter no
invasivo, no es necesaria la biopsia de trofoectodermo, y la priorizacion de los embriones
ya que si se seleccionan primero los de mejores probabilidades de ser cromosémicamente
normales se reducen el nimero de transferencias necesarias, los abortos, el tiempo y coste
necesarios para conseguir un embarazo a término. Su tasa de concordancia puede alcanzar
unos valores del 84-85% (18).
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La interpretacion de los resultados y que riesgos tomar depende en gran medida de la

edad de la paciente y del riesgo de aneuploidias en funcidn de esta edad.

Como ya se ha mencionado anteriormente, el proceso por el cual se produce la liberacion
del ADN y su finalidad todavia se desconoce, por lo que las oportunidades de

investigacion y desarrollo de este test son amplias.

7. DISCUSION

La meta principal de los tratamientos de reproduccion asistida es conseguir un embarazo
a término con el menor grado de intervencién posible. Hay una gran cantidad de factores
externos que pueden afectar a este objetivo, como la cualificacion del personal del
laboratorio, las condiciones de cultivo, o la transferencia embrionaria, por lo que ninguna

técnica de evaluacion embrionaria puede asegurar al 100% el éxito del procedimiento.

El método mas aceptado y empleado actualmente en Espafia para determinar el cual es el
embrion de mejor calidad es el estudio de las caracteristicas morfologicas embrionarias,
siguiendo las directrices de ASEBIR, debido a la rapidez y facilidad de su evaluacion,
pero no es un método fiable al 100% por su alta subjetividad. Ademas, hoy en dia la
determinacion de los patrones morfocinéticos mediante el uso de incubadores con un
sistema de Time-Lapse integrado esta proporcionando grandes bases de datos de estudio.
Sin embargo, no todos los laboratorios gozan de estos sistemas debido a su alto coste
econdmico, por lo que una posible reduccion en su precio podria ser el impulso que

necesita para su estandarizacion.

La lA en el campo de la reproduccion asistida esta enfocada en la clasificacion y selecciéon
embrionaria basdndose en la anotacién automética de patrones en el desarrollo
embrionario, generando grandes bases de datos que son analizados a una velocidad y
precision mucho mayor a la que seria posible por los seres humanos gracias a complejos

algoritmos.

En el dltimo lustro la aplicacion de IA a la reproduccion asistida ha ido adquiriendo
popularidad de forma significativa debido a su alto grado de automatizacion y precision.
Los pacientes tienen en alta estima la posibilidad de monitorizar en todo momento,
incluso a distancia, el desarrollo de sus embriones, en ocasiones incluso pudiendo obtener

el video resultante al finalizar el proceso. Esta tecnologia favorece la estabilizacién de las
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condiciones de cultivo, sin ser necesario exponer al embrion a elementos externos al
incubador para su evaluacion y permite la recopilacién de informacién relevante que

aporta nuevos conocimientos sobre el desarrollo embrionario.

Ademas, el software puede realizar recomendaciones acerca del destino de los embriones,
segun si considera que deberian ser transferidos, criopreservados o descartados. Sin
embargo, esto son meras recomendaciones, la decision final siempre recae sobre los

hombros del embri6logo.

Por otra parte, el empleo del PGT dentro de sus limites legales ha reducido la incidencia
de las principales enfermedades genéticas en los tratamientos de reproduccion asistida al
realizar un estudio cromosémico a los pacientes susceptibles de transmitirlas a la
descendencia. Al tratarse de un estudio preimplantacional en caso de detectar cualquier
anomalia cromosomica no se produciria la transferencia embrionaria, evitando las
consecuencias fisicas y sicologicas que esto podria acarrear, y disminuyendo a su vez las
posibles complicaciones asociadas a los estudios prenatales, como un aborto involuntario.
En algunas ocasiones, incluso tras la realizacion de un estudio genético, se ha visto que
los embriones no producen un RNV, por lo que se ha llegado a la conclusidn de que serian
necesarios otros marcadores adicionales en el analisis de la competencia embrionaria. En
ningun caso se debera emplear esta técnica de forma discriminatoria, para elegir el sexo
de la descendencia segun la voluntad paterna sin justificacion sanitaria, o buscando
caracteristicas fisicas especificas por capricho ya que podria desembocar en eugenesia.
Las desventajas mas importantes que supone este procedimiento son su naturaleza
invasiva, elevado precio y la necesidad de criopreservar todos los embriones resultantes.
La clinica debe emplear tiempo y dinero en formar a sus profesionales en el ambito de la

biopsia, lo que puede hacer gue ciertas clinicas mas pequefias no se lo puedan permitir.

Un método que podria ser capaz de paliar estas consecuencias es el niPGT. Si finalmente
se demuestra sin ninguna duda que el material genético extraembrionario representa
adecuadamente la carga genética del embrion esta resultaria ser una técnica mas sencilla
y segura que el PGT. Sus costes econdmicos se reducirian considerablemente lo que

aumentaria la demanda por parte de los pacientes.
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8. CONCLUSIONES

- Enla actualidad no existe ningin método de seleccion embrionaria que asegure al

100% la obtencion de un recién nacido sano ya que estos no tienen en cuenta

factores extraembrionarios como el estado endometrial o uterino.

- A la hora de realizar un estudio genético preimplantacional predominan los
meétodos invasivos, aunque el estudio de los no invasivos alberga un gran

potencial.

- La biopsia de trofoectodermo durante el estado de blastocisto (D5/D6) es la

técnica mas empleada en el diagndstico genético.

- El niPGT es un método por el que se establece un orden de prioridad en la

transferencia de los embriones disponibles.

- Los incubadoras con sistemas de Time-Lapse e Inteligencia Artificial integrados
han mejorado considerablemente el proceso de seleccion embrionaria por el

aumento en la estabilidad de las condiciones de cultivo.
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11. ANEXOS

Anexo 1:

Actualizacion en los esquemas de clasificacion de ASEBIR, 2021

RITMO DE DIVISION
N° células D+2 N° células D+3

o A| ey
2 cél. c <:3 5 cél.
6-9 cél. ———————————>

3 cél.

< 45c8 ———
= 6-9 cél.—

5cél., —»
6cél. —>
7 cél. ——
4cél. — A 8cél, —m
9 el ————
10 cél. ——
11-12 cél, ——————>
6cél, — ——»
5cél. — B <7-10 cél, ——»
11-12 cél, ——————>
7 cél., —mm
6cél. — C <
8-12 cél. —————

>6cél. —» D —— >1cél. mas que D+2—»

o = R

O N U NwWwpg N WwW>» WNO

OTRAS CARACTERISTICAS

% Fragmentacion Zona Pelucida

<10% et S normal

>10 - 25% B i anormal

... 25 -35% =
Grave alteracién

>35% citoplasmatica................. D
Multinucleacién
A sin multinucleacién

Morfologia A con 1 cél. bn en D+2
Morfologia A con 1-2 cél. bn en D+3
B scsisiaiisicio Cualquier otra multinucleacién

Simetria (Se valora en estadios de 3, 4y 8 cél.)

D+2 X D+3
o 4 cél. EE 8 cél. EE
C il 4 cél. EE 8 cél. NoEE
......... 4 cél. NoEE 8 cél. EE/NOEE

B 3 cél. NoEE

EE: Estadio especifico NOEE: No estadio-especifico

Vacuolas

| m———" Sin vacuolas

B. ..... < 50% cél. con vacuolas pequefas
S ———. < 50% cél. con vacuolas grandes
0 [REAIR. > 50% cél. con vacuolas pequefas

Embriones excluidos de la clasificacién por probabilidad de
implantacién practicamente nula: Falta de divisién en 24h;
>50% de fragmentacion; vacuolas grandes en >50% de
células; combinacién de >2 anomalias propias de grado D.
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