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1. RESUMEN

El PGT (test genético preimplantacional) es la herramienta utilizada en laboratorios de
reproduccion asistida para la seleccion de embriones euploides. Tradicionalmente este anélisis
se lleva a cabo mediante la biopsia de células de su trofectodermo, procedimiento que resulta
invasivo y puede comprometer en cierta medida la viabilidad embrionaria. Con el
descubrimiento de la presencia de ADN libre en el medio de cultivo embrionario surge un
prometedor enfoque para el diagndstico genético preimplantacional: el niPGT (PGT no

invasivo).

El principal objetivo de este trabajo fue realizar una revision de los avances, eficacia,
limitaciones y potencial del niPGT como herramienta de diagndstico genético, mediante la
busqueda bibliografica en bases de datos especializadas de articulos originales publicados entre
2018 y 2025.

Los resultados muestran que el ADN libre en el medio procede tanto del trofectodermo como
de la masa celular interna, aunque su mecanismo de liberacion permanece todavia en estudio.
Las altas tasas de informatividad junto con su caracter no invasivo y su facil accesibilidad,
hacen que el niPGT se considere una prometedora alternativa para la evaluacion de la ploidia
embrionaria. Sin embargo, las discrepancias interestudio, las diferencias entre las tasas de
concordancia e informatividad o la contaminacion, ponen de manifiesto la necesidad de
estandarizar un protocolo para esta técnica, que a dia de hoy debido a su falta de precision y

reproducibilidad no se puede considerar una técnica diagnostica.

El niPGT representa una linea de investigacion prometedora. Actualmente su aplicacion clinica
se limita a complementar la evaluacion morfoldgica para la seleccién de embriones de cara a la
transferencia, pero en un futuro puede suponer un importante avance en paises en los que la

biopsia embrionaria no este permitida o en entornos con limitaciones econdémicas.

2. INTRODUCCION.

Las anomalias genéticas son una de las principales causas de las pérdidas de embarazo, los
fallos de implantacion y los trastornos congénitos en humanos (Capalbo et al., 2021). Se estima
que entre el 50% Yy el 70% de las perdidas gestacionales del primer trimestre, tanto de embarazos
naturales como asistidos por técnicas de reproduccion asistida, se deben a las anomalias

cromosOmicas numéricas. La mayoria de las aneuploidias embrionarias se asocian a errores en
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la meiosis | materna, cuya incidencia aumenta progresivamente a partir de los 35 afios pudiendo
haber hasta un 70% de aneuploidias a partir de los 43 afios. (Bakalova, D. N. et al., 2025).
Ademés de las aneuploidias los embriones pueden verse afectados por reordenamientos
cromosémicos y anomalias monogénicas, asociadas a un gen concreto y que pueden ser

heredadas de los progenitores o surgir de Novo.

En consecuencia, y con el fin de poder seleccionar los embriones euploides para la transferencia
en tratamientos de reproduccidn asistida, nace el PGT, que permite realizar un analisis genético
de los embriones a partir de unas cuantas células para poder descartar los embriones
aneuploides. EI PGT ha evolucionado a lo largo del tiempo, desde la técnica FISH en los afios
90, cuando se analizaban uno o dos blastdmeros en dia 3. Hasta dia de hoy, que mediante la
técnica del NGS (Next Generation Secuencing) podemos analizar entre cinco y diez células del
trofectodermo obtenidos mediante biopsia embrionaria (Del Collado et al., 2023).

Existen tres tipos de PGT:

- PGT-A (test genético preimplantacional para aneuploidias): detecta si un embrion es
euploide o no, es decir, si tiene el numero correcto de cromosomas.

- PGT-M (test genético preimplantacional para alteraciones monogénicas): se evaltan los
embriones en busca de anomalias en un solo gen relacionadas con enfermedades
especificas.

- PGT-SR (test genético preimplantacional para reordenamientos cromosomicos): detecta
embriones que son portadores de desequilibrios cromosomicos estructurales.

La biopsia embrionaria es la técnica utilizada para obtener células del trofectodermo con el fin
de obtener material genético embrionario para el analisis. Consiste en la retirada de células del
trofectodermo de embriones en dia 5/6, se trata de un procedimiento invasivo y se necesitan
profesionales formados en esta técnica para poder llevarla a cabo. A pesar de que la biopsia de
trofectodermo en dia 5/6 es mucho menos perjudicial para el embrion que la biopsia en dia 3
(donde se extraen uno o dos blastomeros), la implantacion se puede ver afectada por el nimero
de células retiradas (Chow et al., 2024).

En los Gltimos afios, con el proposito de buscar una alternativa a la biopsia embrionaria
(procedimiento invasivo), surgen dos nuevas técnicas: el miPGT (PGT minimamente invasivo)
0 blastocentesis que requiere la extraccion del fluido del blastocele sin necesidad de extraer
ninguna parte del embridn y consiste en analizar el ADN libre en este fluido. A pesar de que

parece prometedor se especula sobre el posible origen en células necréticas y apoptéticas (al
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menos en cierta medida) del ADN libre en este fluido (Bakalova, D. N. et al., 2025). Otra opcion
dentro de esta técnica es el colapso del embrion para que expulse el contenido del blastocele al
medio de cultivo embrionario.

Y el niPGT-A (PGT-A no invasivo), en el que se va a centrar este trabajo, que surge del
descubrimiento de la presencia de ADN libre (cfDNA) de origen embrionario en el medio de
cultivo, siendo esta la base de la técnica. El fin de esta técnica es conocer la ploidia del embrion
sin necesidad de manipularlo, tan sélo analizando el cfDNA libre en el medio de cultivo

embrionario. (Figura 1).

(A) Trophectoderm biopsy for traditional PGT-A. (B) Blastocoel fluid biopsy for minimally invasive PGT-A. (C) Spent culture media. PGT-A =
preimplantation genetic testing for aneuploidy.

Cinnioglu. A systematic review of noninvasive PGT-A. Fertil Steril 2023.

Figura 1. Tres formas de obtener DNA para realizar PGT: biopsia de trofectodermo, blastocentesis y a través del medio de

cultivo embrionario. (Cinnioglu et al., 2023).

3. OBJETIVOS.

El objetivo principal de este trabajo es realizar una revision bibliografica enfocada en evaluar
los progresos, beneficios y posibles aplicaciones de la técnica de PGT no invasivo.

Ademas, como objetivos secundarios:

- Hacer una valoracion sobre la efectividad del método en comparacion con la biopsia
embrionaria, analizando el grado de concordancia entre ambos y como varia con los
diferentes protocolos

- Revisar los protocolos usados en los distintos estudios y valorar las mejores condiciones
para un protocolo efectivo (condiciones de cultivo, dia de recogida del medio, numero
de lavados y condiciones para evitar la contaminacidn).

- Discutir las posibles aplicaciones de la técnica y su utilidad en el campo de la

reproduccion asistida.
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4. MATERIALES Y METODOS.
Este trabajo consiste en una revision bibliografica cuya finalidad es valorar y analizar los
avances, utilidades y aplicaciones del analisis genético preimplantacional no invasivo de DNA
libre en medio de cultivo embrionario como herramienta en los tratamientos de reproduccion

asistida.

4.1. PROTOCOLO.
El primer paso a seguir en la busqueda bibliogréfica fue establecer los criterios de inclusion de
los estudios:
- estudios originales o revisiones publicadas entre 2018 y 2025.
- Eninglés o castellano.
- Centrados en:
o Descripcion de la técnica de niPGT-A.
o Informacion sobre el origen del material genético libre en el medio.
o Comparacion de niPGT-A con otra técnica (PGT-A, miPGT en liquido de
blastocele...).
o Protocolos de niPGT-A.
Tras la busqueda inicial, se realizd una primera criba tras la lectura de titulos y resimenes.
Posteriormente, se procedio a la lectura completa de los estudios valorando su estructura,
metodologia y relevancia cientifica. Para finalizar, los estudios se clasificaron tematicamente

en varias categorias para facilitar y estructurar el desarrollo del trabajo.

4.2. METODOS DE BUSQUEDA.
Tras establecer los criterios de inclusion, se llevé a cabo una busqueda bibliografica en el motor

de busqueda PubMed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/advanced/), utilizando su modalidad

de busqueda avanzada. Para optimizar la precision de los resultados, se emplearon operadores
booleanos (“AND”, “OR” y “NOT”), combinando estratégicamente distintas palabras clave
relacionadas con el tema de estudio. Las principales palabras clave utilizadas fueron: “non

invasive PGT”, “NICS”, “embryo”, “aneuploidy”, “spare culture medium”, “blastocyst”, “cell

free DNA”, “PGT-A”, “PGT-SR” y “PGT-M".
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5. RESULTADOS.
5.1 ORIGEN DEL MATERIAL GENETICO.
La presencia de material genético liberado por el embrion en el medio de cultivo es la base de
la técnica de niPGT-A. Actualmente, el mecanismo por el cual el embrion libera este material
sigue siendo la principal incognita.

El primer obstéaculo a superar fue determinar si el cfDNA presente en el medio de cultivo es de
origen embrionario. Vera-Rodriguez et al. (2018) realizaron un estudio en el que cuantificaron
la cantidad de cfDNA presente en muestras de medio de cultivo que habian estado en contacto
con embriones y en las que no, con el fin de ver si el material genético presente en las muestras
de medio era realmente de origen embrionario. Observaron que las muestras en las que se
habian cultivado embriones la cantidad de ADN en 20 pl era de 6.7 pg mientras que en las
muestras de control la cantidad de ADN era de 1.4 pg siendo esta diferencia estadisticamente
significativa, indicando que el origen del material genético encontrado en el medio de cultivo
es principalmente de origen embrionario.

Posteriormente, Chen et al. (2021) llevaron a cabo un estudio basandose en las diferencias en
los patrones de metilacion entre las células de origen materno (cimulo), los blastomeros y los
corpusculos polares y observaron que el cfDNA presente en el medio de cultivo tenia origen en
los 3 tipos celulares. En otro estudio Rubio et al. (2020) concluyen que el cfDNA presente en
el medio de cultivo tiene origen en células del trofectodermo y de la masa celular interna
basadndose en el alto grado de concordancia entre el cfDNA, el trofectodermo y la masa celular

interna (87.5% Yy 84.4% respectivamente).

La siguiente incognita es el mecanismo mediante el cual el embrién libera el ADN, punto
respecto al cual hay varias teorias.

La primera sugiere que el origen del cfDNA proviene de células apoptoticas (figura 2)
originadas por mecanismos de autocorreccion embrionarios (Handayani et al., 2023). La
segunda teoria situa el origen del cfDNA en vesiculas extracelulares (VE) (figura 2). Las VE
son particulas compuestas por una bicapa lipidica que contienen moléculas sefializadoras, como
ADN gendmico, ademas de mRNA, miRNA, proteinas... Estas vesiculas son liberadas por el
embrion durante todo el estadio preimplantacional, son generadas en la membrana plasmaticas
y son capaces de atravesar la zona pelucida y quedar almacenadas en el medio de cultivo. Se

analizo la ploidia de 7 embriones detenidos en dia 3 y se compar6 con la ploidia de las VE
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contenidas en el medio de cultivo y observaron una concordancia tanto en los embriones
euploides como en los aneuploides, con un pequefio apunte, las VE contenian un mayor nimero

de aneuploidias que los embriones (Handayani et al., 2023).

Elimination of I Extracellular vesicles ’
Aneuploid cells

Authophagy — Apoptosis
—

Secondary necrosis

Cell-Free DNA in
Spent Culture Medium

Figura 2: representacion de mecanismos de liberacion de cfDNA al medio de cultivo embrionario (Handayani et al., 2023).

La tercera teoria plantea que el mecanismo de liberacién del cfDNA esta relacionado con el
mecanismo mediante el cual se crean protrusiones nucleares. Se ha estudiado que el aumento
de la presion intracavitaria del blastocele provoca un cambio en la forma del nicleo de las
células del trofectodermo de una forma esférica a una forma ovalada (Figura 3). La marcacion
del nacleo con SPY650-DNA posibilitd la observacion de las dindmicas nucleares y de la
formacidn de protrusiones. El seguimiento de estas protrusiones permitio ver que se liberaban
al citoplasma produciendo estructuras de ADN citoplasmatico (cytDNA) (Figura 4) (Domingo-
Muelas et al., 2023).

Se cree que estas estructuras (cytDNA) podrian ser el origen del cfDNA, aunque el mecanismo

de liberacion al medio de cultivo necesita estudios adicionales.
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Figura 3: cambio de forma en el nucle de células del troferctodermo debido a la expansion del blastocisto (Domingo-Muelas
etal., 2023).

Human (live) 1

" -

{=0mn

Figura 4: formacion de la protusién nuclear y liberacion al citoplasma. (Domingo-Muelas et al., 2023).

5.2 EFECTIVIDAD DEL ni-PGT-A.

El objetivo principal del niPGT-A es la distincion entre embriones euploides y aneuploides.
Con el fin de comprobar la eficacia del protocolo y de la técnica de niPGT-A, se realiza un
analisis que consiste en comparar los resultados obtenidos a partir de la biopsia de
trofectodermo con los del medio de cultivo (Figura 5). Aungue en algunos casos, también se
utilizan los blastocistos completos como referencia, no solo la biopsia de trofectodermo. Una
mayor concordancia entre los resultados obtenidos mediante niPGT-A y la biopsia de

trofectodermo (o el gold standard que se utilice) indicara una mayor fiabilidad de la técnica.

a) TE biopsy b) SBM aspiration

SBM SBM

TE cells TE cells

Blastocyst Blastocyst

Used in non-invasive PGT-A
Performed at blastocyst stage — day 6/7
Non-invasive
Requires 10-20pl of culture media — volumen
dependent on incubator type

Used in conventional PGT-A
Performed at blastocyst stage - day 5/6
Invasive
Requires 5-10 TE cells

Figura 5: diferencias entre la biopsia de trofectodermo y la recoleccion de medio de cultivo (Bakalova, D. N. et al., 2025).
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Bakalova et al. (2025) enumera los siguientes pardmetros analizados en dichos estudios:

o Grado de informatividad de la muestra, que indica el porcentaje de muestras de medio
de cultivo que nos dan informacion valida (que pueden ser amplificadas).

e Concordancia de ploidia entre el medio de cultivo y la muestra de referencia
(habitualmente la biopsia de trofectodermo) (Figura 6a y 6b).

o Tasa de falsos negativos, es decir, aquellos casos en los que el analisis del medio de
cultivo indica euploidia mientras que la muestra de referencia muestra aneuploidia
(Figura 6d).

o Tasa de falsos positivos, cuando el medio de cultivo indica aneuploidia, pero la muestra
de referencia es euploide.

(a) Euploid, XY concordant (b) Aneuploid, -16, -22 concordant

Nl s e A e 1 e o NS AV AR A A\ o et et s SNt o N

I s AL A e = P et P PN A A i PN P e ot

-~
~~

(©) No DNA detected in SBM (d) False negative

TE

T e T et e A A St ARSI P s It o . NP N e

SBM

Iaa A M Wy I \ A0 »
et e LA AN G e\ g N b A A e e s et N P o et g« st

Figura 6: analisis por NGS de la concordancia entre medio de cultivo embrionario y biopsia de trofectodermo. a) concordancia
entre el medio de cultivo embrionario y biopsia de trofectodermo: perfil euploide masculino; b) concordancia entre el medio
de cultivo embrionario y biopsia de trofectodermo: perfil aneuploide con perdidas en los cromosomas 16 y 22; c) discordancia
entre el medio de cultivo embrionario y biopsia de trofectodermo: medio de cultivo embrionario no informativo, falta de
cromosomas sexuales; d) falso negativo, discordancia entre el medio de cultivo embrionario y biopsia de trofectodermo: la
biopsia de trofectodermo muestra una ganancia en el cromosoma 16 mientras que el medio de cultivo embrionario no
(Bakalova, D. N. et al., 2025).

El grado de informatividad y la tasa de amplificacion del genoma de las muestras varia entre
estudios, por lo general es mas bajo en las muestras de medio de cultivo embrionario que en las
de biopsia de trofectodermo debido a la diferente concentracion de material genético de cada
muestra (Huang et al., 2019; Rubio et al., 2019; Nguyen et al., 2025).

La tasa de concordancia en la ploidia del embridn entre la biopsia de trofectodermo y el medio
de cultivo embrionario varia entre diferentes estudios en un rango aproximado de 63.6% a
81.8% (Nguyen et al., 2025; Sialakouma et al., 2021). Este rango es bastante amplio, lo que

indica que no siempre hay una concordancia clara y directa entre la biopsia de trofectodermo y
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el medio de cultivo embrionario. Esta variacion podria deberse, en gran medida, a la amplia
variedad de protocolos seguidos en los diferentes estudios.
Con el fin de unificar esta variabilidad de resultados Rubio et al. (2020) llevaron a cabo un
estudio en 8 centros de reproduccion asistida en 4 continentes (unificando protocolos de cultivo
y de recogida del medio) e incluyendo 1301 blastocistos, obtuvieron una tasa de concordancia
en la ploidia del embrién del 78.2%.
Chow et al. (2024) comparan la eficacia del niPGT-A en medio de cultivo de embriones
obtenidos por FIV (fecundacion in vitro) y por ICSI (microinyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides) en relacion con la biopsia de trofectodermo y no obtuvieron una diferencia
significativa entre los embriones procedentes de FIV e ICSI.
Otros tipos de estudios utilizan como valor de referencia el embrion competo, Huang et al.
(2019) obtuvo una tasa de concordancia en la ploidia del embrion de 93.7% y unas tasas de
informatividad de la biopsia de trofectodermo y de medio de cultivo del 96.1% y e 92.3%

respectivamente.

5.3PROTOCOLO DE CULTIVO.

En los diferentes estudios, cada laboratorio lleva a cabo su propio protocolo de cultivo, (todavia

no hay un protocolo estandarizado para esta técnica). Dentro de los diferentes protocolos de

cultivo utilizados, se siguen algunos estandares (Bakalova, D. N. et al., 2025).:

- Una decumulacién exhaustiva previa al ICSI para eliminar todas las células del camulo y
evitar contaminacion materna o posterior al FIV para evitar la contaminacién materna y
paterna.

- Cultivo embrionario individual, para evitar la contaminacion cruzada.

- Extensién en el tiempo del cultivo embrionario (la mayoria de los cultivos se extienden a
dia 6).

Por lo general el protocolo que se sigue conlleva el cultivo estandar del embrion de cada

laboratorio hasta dia 3-4, en ese mismo dia se realizan una serie de lavados al embrion y se

cambia el medio. EI embrién permanece en la gota de cultivo individual hasta dia de la

recoleccion del medio de cultivo que suele ser el dia 5-6 (Figura 7).

La variabilidad de los resultados reside principalmente en el nimero de lavados que se le

realizan al embridn, el dia de la recogida del medio y la contaminacion.



Universidad IVIRMA

Europea MADRID Global

icsi

IVF
Day4-6

Day0/1-4

Standard embryo culture untl day 4

Figura 7: cultivo embrionario para la recogida del medio de cultivo para niPGT-A (Bakalova et al., 2025).

5.3.1 DIA DE RECOLECCION DEL MEDIO DE CULTIVO.

Se ha observado que a medida que avanza el tiempo de cultivo del embrién, aumenta la
liberacion de moléculas al medio. Teniendo esto en cuenta, podria esperarse que un mayor
tiempo de cultivo conlleva una mayor concentracion de moléculas de cfDNA para analizar y
por tanto una mayor informatividad. La mayoria de estudios reportan que la extension del
cultivo hasta dia 6 aumenta la concentracion de cfDNA en el medio de cultivo haciendo que

aumente la tasa de amplificacion y de concordancia (Bakalova et al., 2025). (Figura 8).

2 % ‘%‘ 4 : %‘ - x /" Coli-tros DNA
+ , @ g =) f { /
Y . :’/ > i1 - .,' \} 5 Extracelbuler vesicles
do % @ .J{:‘" =3 /‘%5 b

.ﬁq Proteins

DAYO DAY 3 DAY 6

DAY 4

Figura 8: diferencias concentracion de DNA en el medio de culivo embrionario entre el dia 3 y el dia 6 (Del Collado et al.,
2023)

En un estudio en el que se analizd el medio de cultivo de 68 blastocistos, Kang et al. (2024)
obtuvieron una tasa de amplificacion tras la recoleccion en dia 6 (100%) mucho mayor que en
dia 5 (75%). Resultados similares obtuvo el grupo de Chow et al., (2024), donde la tasa de
concordancia entre la biopsia y el medio de cultivo es mucho mayor cuando el medio se recoge
en dia 6 (85%) en vez de en dia 5 (60%).

La principal preocupacion frente a la extension del cultivo hasta dia 6 reside en la perdida de
calidad embrionaria y potencial de implantacion del embrion.
Segun Del Collado et al. (2023) esta ampliamente probado que la transferencia de embriones

en dia 5 brinda desenlaces reproductivos mas favorables. En contraposicion, Banti et al. (2025)

10
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estudiaron los posibles efectos negativos de la extensidn del cultivo embrionario hasta dia 6,
comparandolo con los beneficios obtenidos de ello en referencia al niPGT-A, concluyendo: “no
encontramos efectos perjudiciales por prolongar el cultivo. Es decir, el grado de expansion y la
calidad morfoldgica de los embriones fue al menos igual, si no mejor, tras el cultivo prolongado
hasta dia 6” (p.8).

5.3.2 CONTAMINACION.
Evitar la contaminacién de las muestras de medio de cultivo es esencial para garantizar la
eficacia del analisis, ya que el medio de cultivo sin contaminacidn tiene tasas de concordancia

mucho maés altas con la biopsia de trofectodermo (73.9%) (Chen et al., 2021).

Se han detectado dos tipos de contaminacion del medio de cultivo: materna y exdgena.

Chen et al. (2021) mediante un analisis scBS-seq (secuenciacion por bisulfito de célula unica)
que permite analizar patrones de metilacion, hallaron el origen de la contaminacion materna.
Analizaron 191 medios de cultivo basandose en los patrones de metilacion de los posibles
componentes del medio de cultivo, los cuales son diferentes entre si, en las células del
blastocisto los niveles de metilacion muy bajos ya que tras la fecundacién se produce una
desmetilacion de todo el genoma, en los corpusculos polares y en las células del cimulo los
niveles de metilacidn muy altos. A través de estos patrones observaron que entre los medios de
cultivo que habian analizado 95 habian sufrido contaminacién por células del cimulo. También
realizaron un analisis en los medios de cultivo no contaminados con células del cumulo con el
fin de evaluar la presencia de contaminacion por parte de los corpusculos polares. Observaron
que en un tercio de las muestras existia esta contaminacion.

La contaminacion por parte de los corpasculos polares implica una complicacion en la técnica
del niPGT-A ya que son mas dificiles de eliminar que las células del camulo que se eliminan

en la decumulacion.

Bakalova et al. (2025) habla de contaminacién exdgena proveniente de plasticos o de los
propios medios de cultivo. Otra fuente de contaminacidn exdgena son los propios embridlogos
y técnicos que manipulan las muestras.

Las estrategias para minimizar la contaminacion se abordan en el apartado: discusion.
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5.3.3 NUMERO DE LAVADOS EMBRIONARIOS.
Entre los dias 3-4 de cultivo se realizan una serie de lavados al embrion con el fin de eliminar
cualquier posible contaminacion ya sea materna, paterna o externa. Para ello, este se transfiere
a una gota de medio fresco y se va afiadiendo y aspirando medio alrededor del embrién con el
fin de efectuar el lavado.

Chow et al., (2024) comparan dos métodos de lavado embrionario: el método secuencial, que
consiste en realizar lavados en 5 gotas de medio para posteriormente transferirlos a una gota de
medio de cultivo, y el método en un solo paso el cual consiste en realizar un solo lavado en una
gota de medio y posteriormente transferir el embrién a la gota de medio de cultivo donde
permanecen hasta dia 5 o 6. Observaron que con ambos métodos se obtenian tasas de
amplificacion similares, pero las tasas de concordancia entre la biopsia de trofectodermo vy el
medio de cultivo fueron superiores en el método secuencial que las observadas en el método en

un solo paso.

La investigacion realizada por Kang et al. (2024) se centra en el método secuencial y evalla el
efecto del nimero de lavados embrionarios en los resultados del analisis de medio de cultivo.
Dividieron la muestra en 2 grupos: NICS 1 en el cual los embriones se sometieron a tres lavados
y NICS 2 en el cual los embriones se sometieron a diez lavados. Posteriormente, los embriones
fueron transferidos a una gota de cultivo individual y cultivados hasta dia 5 0 6, momento en el
que se recoge la muestra de cultivo y se hace la biopsia de trofectodermo. Usando la biopsia de
trofectodermo como referencia detectaron que la tasa de concordancia era mucho mayor en el

grupo sometido a diez lavados (73.5%) que en grupo sometido a tres lavados (43.5%).

534 PROTOCOLO PARA EMBRIONES VITRIFICADOS.

Hasta ahora hemos hablado del protocolo de niPGT-A para embriones no vitrificados, los
cuales nos permiten alargar el tiempo de recoleccidén del medio durante todo su cultivo para
obtener la mayor concentracion de cfDNA posible. Por lo que surge la pregunta: ¢Es posible

realizar niPGT-A en embriones vitrificados?
La principal preocupacién radica en la forma en la que pueda afectar a la viabilidad del embrion

dos ciclos de vitrificacion y desvitrificacién. Lo que implica una primera vitrificacién del

embrion y su posterior desvitrificacion para recultivarlo y recoger la muestra de medio de
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cultivo seguida de una segunda vitrificacién y desvitrificacion previa a la transferencia
embrionaria.

Algunos estudios reportan una tasa de aborto mas elevada en los grupos expuestos a doble
vitrificacion comparada con aquellos expuestos a un tnico ciclo. A pesar de ello no observaron
diferencias en los resultados neonatales. En contraste, otro grupo dentro del mismo articulo de
revision, tras analizar retrospectivamente resultados clinicos de 694 transferencias, no encontré
diferencias en la tasa de embarazo entre los embriones con doble vitrificacion y aquellos con

vitrificacion simple (Bakalova et al., 2025).

Ardestani et al. (2024) realizaron un experimento con el fin de determinar el tiempo de cultivo
Optimo tras la desvitrificacion para que los embriones pudieran liberar el cfDNA necesario para
el analisis al medio. Analizaron el medio de cultivo de 135 blastocistos y sus blastocistos
correspondientes (congelados en dias 5 y 6), con ciclos de PGT-A (N=73) y sin ciclos de PGT-
A (N=62) y obtuvieron sus tasas de informatividad y de concordancia. Tras la desvitrificacion,
los blastocistos se sometieron a lavados seriados (con el fin de minimizar la contaminacion,
tanto materna como externa) y se transfirieron individualmente a una gota de medio. Los grupos
en los que se dividid el trabajo son los siguientes: blastocistos en dia 5 cultivados 8 horas (dia
5 corto), blastocistos en dia 5 cultivados 24 horas (dia 5 largo) y blastocistos en dia 6 cultivados
8 horas (dia 6 corto) (Figura 9). Las tasas de informatividad fueron notablemente mas bajas en
el grupo de dia 5 corto que en los otros dos. Entre los cuales no habia diferencias significativas.
En cuanto a las tasas de concordancia, tampoco se obtuvieron diferencias significativas entre
los 3 grupos: dia 5 corto (90.5%), dia 5 largo (93.6%) y dia 6 corto (92.3%).

Estas tasas de informatividad y concordancia indican que es necesario extender 24 horas el
cultivo de embriones desvitrificados de dia 5 y 8 horas el de embriones desvitrificados de dia 6

para obtener la concentracion de cfDNA necesaria para una tasa de informatividad optima.
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Figura 9: “Disefio experimental: blastocistos donados, tanto de ciclos sin PGT-A como con PGT-A, fueron cultivados durante
8 0 24 horas segun el dia de vitrificacion. Se secuenciaron el medio de cultivo y los blastocistos completos, y se compararon
los perfiles” (Ardestani et al., 2024).

6. DISCUSION.

6.1 IMPORTANCIA DE LA UNIFICACION DE PROTOCOLOS.

El descubrimiento del cfDNA en el medio de cultivo embrionario ha abierto la puerta al
desarrollo de estrategias no invasivas de analisis genético preimplantacional. Hoy en dia el
mayor desafio de la técnica de niPGT-A es la heterogeneidad de resultados reportados entre los
diferentes estudios publicados. Esta variabilidad interestudio, parece estar estrechamente
relacionada con las diferencias en los protocolos empleados, lo que pone de manifiesto la
necesidad de establecer procedimientos estandarizados que favorezcan la reproducibilidad y la
fiabilidad de la técnica.

En base a los resultados recopilados en este trabajo y a pesar de que algunas de ellas se emplean
en la gran mayoria de trabajos, planteamos algunas propuestas de cara a la estandarizacion de

un protocolo:

En cuanto al momento de recogida del medio, el principal debate radica en determinar si la
muestra de medio de cultivo debe recogerse en dia 5, momento en el que se ha probado que la
tasa de informatividad es mucho menor debida a la menor concentracion de cfDNA (Kang
et al., 2024), o en dia 6 cuando dicha tasa de informatividad es mucho mayor (Bakalova et al.,
2025), pero de acuerdo con algunos estudios la calidad embrionaria y la tasa de implantacién
se ven negativamente afectados (Del Collado et al., 2023). En contraste, Banti et al. (2025)
reportaron que la calidad de los embriones no empeora, sino que incluso puede llegar a mejorar

su potencial implantatorio en dia 6. Considerando estos datos, la recogida de medio de cultivo
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para un protocolo estandarizado de niPGT deberia realizarse preferentemente en el dia 6, si bien

son necesarios mas estudios comparativos para comprobar su impacto en los resultados

clinicos.

Otro de los puntos controversiales dentro del protocolo es la contaminacion. Se sabe que los

principales focos de contaminacion son de origen materno, por células del cumulo

principalmente y por los corpusculos polares (Chen et al., 2021) y exdgena, proveniente de

plasticos, medios y trabajadores que manipulen las muestras. Con el fin de minimizar la

contaminacién deberian implementarse las siguientes practicas:

La primera consiste en una decumulacion exhaustiva, ya sea previa al ICSI o posterior al
FIV, con el fin de eliminar cualquier resto de células del cumulo y espermatozoides.

La segunda préctica es la realizacion de lavados embrionarios seriados, tres o cuatro dias
después de la fecundacién, con el objetivo de eliminar cualquier resto de contaminacion
que pudiera estar adherida al ovocito, junto con un cambio de medio para descartar
cualquier posible contaminacion que hubiera presente en el mismo. Chow et al., (2024)
demostraron que los lavados seriados son méas eficaces que en un solo paso, obteniendo
tasas de concordancia superiores. En consonancia con este trabajo, Kang et al. (2024)
evaluaron la eficacia de realizar diez lavados frente a tres, obteniendo tasas de concordancia
considerablemente més altas en las muestras que los embriones sometidos a diez lavados.
En vista de estos resultados, la opcion mas eficaz es realizar diez lavados seriados a los
embriones en dia tres o cuatro, seguidos de su transferencia a un medio de cultivo fresco
que se mantendra hasta la recogida de la muestra en dia seis.

En tercer lugar, se debe establecer un protocolo de trabajo que permita minimizar la
presencia de contaminantes externos, el cual incluya el uso de guantes, mascarilla,
manipulacién de las muestras en una cabina de flujo laminar y la previa desinfeccion del
espacio de trabajo y esterilizacion con luz ultravioleta (Ardestani et al., 2024).

Por ultimo y con el fin de monitorizar los niveles de contaminacion en el medio de cultivo
se debe afadir un control negativo para cada paciente. Este control se realiza mediante la
adicién de una gota de cultivo al lado de las que contienen los embriones, pero sin entrar en
contacto con ellos. Si al analizar esta gota junto con el resto de muestras de medio de cultivo
no se detecta ADN en ella, se presupone que los resultados del resto de muestras no se ven

afectados por contaminacion (Bakalova et al., 2025).

No obstante, aunque estas practicas preventivas se fundamentan en los estudios incluidos en

este estudio, es necesario profundizar en su evaluacion con futuras investigaciones.

15



Universidad IVIRMA

Europea MADRID Global

Por Gltimo, cabe mencionar las propuestas de cara a la estandarizacion del protocolo de niPGT-
A para embriones vitrificados, donde el tiempo de cultivo tras la desvitrificacion es de vital
importancia no solo para permitir la liberacion de una cantidad cfDNA suficiente al medio, sino
para que el embrion no pierda calidad y viabilidad de cara a la transferencia. Se ha estimado
que los tiempos Optimos para alcanzar un equilibrio entre ambas condiciones es de 24 horas
para los embriones descongelados de dia cinco y 8 horas para los embriones descongelados de
dia 6 (Ardestani et al., 2024). Sin embargo, un estudio méas detallado de estos tiempos es

esencial antes de su implementacion.

6.2 APLICACION CLINICA.

6.2.1 BENEFICIOS.

La principal ventaja que representa el niPGT-A radica en su caracter no invasivo, reduciendo
los riesgos asociados a la biopsia embrionaria. A pesar de que actualmente no se puede
considerar una tecnica diagnostica, se presenta como una alternativa prometedora al PGT-A
convencional, con aplicaciones potenciales que podrian transformar el campo de la evaluacion

genética embrionaria.

Hoy en dia, la evaluacion del potencial de desarrollo e implantacion embrionaria se basa
principalmente en la valoracién morfolégica o morfocinética. Sin embargo, a pesar de que es
un procedimiento eficaz, presenta una elevada subjetividad y a menudo se presentan
discrepancias entre embridlogos. Ademés, no es un indicador fiable de la dotacion
cromosomica del embridn, lo que puede conducir a la exclusion de embriones con una dotacion
cromosomica euploide que son erréneamente considerados no aptos para la implantacion. La
implementacién del niPGT-A como herramienta complementaria a la morfocinética para la
priorizacion de embriones en la transferencia brinda un punto de vista objetivo sobre a la ploidia
embrionaria, lo que implica una mayor fiabilidad en la seleccidn de los embriones transferidos.
Ademas, podria reducir el nimero de embriones descartados por su morfologia dando
oportunidad a mas embriones de ser transferidos. Sun et al. (2024) desarrollaron un estudio en
el que comparaban los resultados clinicos de embriones transferidos evaluados mediante
niPGT-A, PGT-A o sus caracteristicas morfologicas. Obtuvieron una mayor tasa acumulada de
nacidos vivos en aquellos embriones evaluados mediante niPGT-A que en aquellos solo
evaluados morfolégicamente, demostrando que la aplicacion del niPGT-A supone un avance

para la priorizacion embrionaria en la transferencia.
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Por otro lado, también podria representar una alternativa a la rebiopsia embrionaria. En
ocasiones, tras realizar la biopsia embrionaria y el correspondiente PGT, los resultados no son
concluyentes o informativos. En estos casos la solucion es desvitrificar el embridn para realizar
una segunda biopsia y volver a vitrificarlo en un segundo ciclo. Guarneri et al. (2024)
estudiaron el efecto que tiene una doble biopsia sobre la tasa de embarazo clinico, obteniendo
unas tasas significativamente menores en aquellas transferencias de blastocistos sometidos a
doble biopsia en comparacion con aquellos que solo fueron sometidos a una. Por ello, una
posible alternativa a la rebiopsia es la realizacion de niPGT-A en embriones con resultados no
informativos en la primera biopsia con el fin de evitar una segunda biopsia. Ademas, con el fin
de evitar la desvitrificacion y segunda vitrificacion, el medio de cultivo embrionario podria
recogerse antes de realizar la primera biopsia embrionaria y almacenarse hasta la obtencion del

resultado de dicha biopsia.

ElI PGT-A implica un elevado coste tanto de equipamiento como de personal, ya que requiere
un microscopio invertido equipado con un laser, ademas de embridlogos especificamente
formados en la realizacion de biopsias embrionarias. Esto hace que el coste de la técnica sea
inalcanzable para clinicas o zonas con recursos limitados. En este sentido, el niPGT-A surge
como alternativa que elimina los costes de material y personal necesarios para la biopsia,

permitiendo el acceso a técnicas de evaluacion genética a una poblacion mas amplia.

En algunos paises la manipulacion embrionaria esta sujeta a una legislacion muy estricta o
incluso esta prohibida. Por ejemplo, en Alemania, la legislacion recientemente ha permitido la
realizacion de la biopsia embrionaria para su aplicacion en PGT-M, practica que también se
lleva a cabo en muchos paises nordicos (Bakalova et al., 2025). En otros paises como Italia y
Francia, la biopsia embrionaria esta permitida bajo condiciones muy estrictas y con
autorizaciones especificas. En este contexto, la aplicacion de niPGT-A constituye una

alternativa no invasiva y viable.

6.2.2 LIMITACIONES.

La principal limitacion del niPGT-A es que, actualmente, no se puede considerar una técnica
diagnostica debido a que su precision, reproducibilidad y fiabilidad son todavia insuficientes,
asi como su falta de concordancia con la técnica de referencia (PGT-A) y a la variabilidad de
resultados entre laboratorios. Estas limitaciones derivan principalmente de la falta de

estandarizacion de la técnica y de la interpretacion de resultados. Partiendo de esto, podemos
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sefialar varias limitaciones que afectan al uso y aceptacion de la técnica niPGT-A en la practica

diaria.

El riesgo de contaminacion de la muestra por células maternas es muy elevado y en algunos
casos, dificil de identificar, sobre todo en embriones femeninos. A ello afiadimos la
contaminacion por factores externos, como material de laboratorio, medios o personal, la cual
también es muy comdn. Como se ha discutido en el apartado de estandarizacion del protocolo,
es de vital importancia aplicar medidas para evitar estos procesos de contaminacion del medio
con el fin de hacer un analisis lo méas preciso y fiable posible. No obstante, la identificacion y
cuantificacion de la contaminacion son a menudo muy laboriosas e implican la secuenciacion
de perfiles 0, como en el estudio de Vera-Rodriguez et al. (2018), el analisis de perfiles de
metilacion de los diferentes tipos celulares. Esta barrera técnica supone una limitacion para la

interpretacion de resultados y la toma de decisiones clinicas.

El analisis de muestras e interpretacion de resultados es variable entre los diferentes estudios v,
actualmente no hay guias clinicas que lo regulen. De acuerdo con Bakalova et al. (2025), el
analisis de resultados del niPGT-A deberia realizarse mediante algoritmos personalizados que
tengan en cuenta las caracteristicas del cfDNA y adapten los valores umbrales de aneuploidia
con el fin de aumentar la sensibilidad y especificidad, permitiendo poder compararlos de forma
fiable con la técnica de referencia (biopsia de trofectodermo). Como demostrd6 Huang et al.
(2019), variaciones en los valores umbrales para la deteccion de mosaicismo modificaban las
tasas de concordancia en la ploidia entre el medio de cultivo embrionario y la biopsia de

trofectodermo.

La variabilidad en la interpretacion de resultados sumada a la ausencia de protocolos
estandarizados, dificulta significativamente la comparacion entre estudios y contribuye a la
generacion de resultados no informativos. Por ello, es necesario continuar investigando, son
necesarios mas ensayos clinicos aleatorizados con muestras poblacionales mas amplias ya que
actualmente los datos disponibles son muy limitados. Todo ello es imprescindible para
establecer un protocolo efectivo que permita definir tiempos de cultivo seguros y beneficiosos

tanto para el embrién como para la recogida de medio.

Otro desafio en la interpretacion de resultados es el mosaicismo embrionario, un fendmeno en

el cual coexisten dos 0 mas lineas celulares genéticamente diferentes en el embrién, pudiendo
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permanecer confinadas al trofectodermo, la masa celular interna o a ambas (Bakalova et al.,
2025). Algunos estudios indican que los embriones con mosaicismo de bajo y medio grado
(20%-50% de células aneuploides) presentan un potencial de desarrollo equivalente al de los
embriones totalmente euploides (Capalbo et al., 2021). Por el contrario, los embriones de alto
grado de mosaicismo, expresan comportamientos mas cercanos a los embriones completamente
aneuploides (Capalbo et al., 2021). Por ello, es de vital importancia el poder analizar y
distinguir los diferentes grados de mosaicismo en embriones.

Actualmente, la Gnica forma de detectar mosaicismo embrionario es a través de la realizacion
de la biopsia embrionaria y PGT-A convencional (Bakalova et al., 2025), en ocasiones, ni
siquiera mediante esta técnica se puede detectar este mosaicismo, representando una barrera
para el andlisis genético preimplantacional y un desafio ain mayor para el niPGT-A, el cual no

permite detectar el mosaicismo ni sus distintos grados de forma fiable.

Las limitaciones técnicas y de interpretacion previamente mencionadas no solo afectan
negativamente a la fiabilidad del niPGT-A, sino que plantean importantes cuestiones éticas
sobre su uso en la seleccion embrionaria y la comunicacion de resultados a los pacientes.
Aunque los datos obtenidos mediante niPGT-A son prometedores y presentan un nuevo camino
dentro del campo de la evaluacion genética de embriones, a dia de hoy son incompletos y poco

fiables, suponiendo un riesgo a la hora de tomar decisiones clinicas basadas en estos resultados.

7. CONCLUSIONES.

El niPGT-A presenta una alternativa prometedora para la evaluacion genética de embriones
gracias a su caracter no invasivo, lo que implica ventajas en términos de viabilidad embrionaria,
asi como beneficios tanto econdmicos como sociales. No obstante, su aplicacion clinica como
técnica diagnostica esta limitada principalmente por la falta de resultados concluyentes y la
ausencia de estandarizacion tanto del protocolo como de la interpretacion de dichos resultados,
lo que genera una variabilidad notable de resultados interestudio. Por el momento una
alternativa viable para su aplicacion en la clinica es su uso como herramienta complementaria
a la morfocinética en la priorizacion de embriones para la transferencia.

El avance hacia su implementacion como técnica diagnostica estara condicionado por la
realizacion de ensayos clinicos aleatorizados con un tamafio muestral adecuado, que impulsen

el desarrollo de un protocolo estandarizado que garantice su reproducibilidad.
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Como conclusion, el desarrollo de esta prometedora linea de investigacion que marca el niPGT -
A, determinara su posible implementacién como técnica de evaluacion y diagndstico genético

embrionario, siempre que se logre superar sus limitaciones técnicas y éticas actuales.
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