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Resumen

Introduccién: El objetivo principal de esta revision sistematica es evaluar la evidencia cientifica
disponible respecto al PGT-A no invasivo en la deteccion de ADN en el medio de cultivo embrionario
(SCM), la amplificacion de cf-DNA y las tasas de concordancia respecto al PGT-A convencional.
Metodologia: Se realiz6 una revision exhaustiva a través de bases de datos, en busqueda de
articulos originales experimentales de un periodo desde su inicio hasta marzo 2020, mediante el
uso de una combinacion de las siguientes palabras clave: liquido blastocele, blastoscentesis,
cf-DNA embrionaria, aneuplodia embrionaria, preimplantacion, biopsia embrionaria preim-
plantatoria, PGT no invasivo, diagnostico preimplantacional, medio cultivo embrionario y
biopsia trofoectodermo.

Resultados: Encontramos 26 estudios para el analisis cualitativo y 15 para el cuantitativo. El cf-
DNA fue detectado en un 100% de los estudios con tratamientos de FIV/ICSI con una tasa de 44,4-
100% de deteccion en las muestras analizadas. La concentracion promedio fue de 37,42 ng/uL.
La concordancia entre cf-DNA y la biopsia de TE/WE oscilo entre el 54,9-100%, (promedio de
78,32% + 14,55). Encontramos discrepancias entre los métodos de niPGT-A en cuanto a: el
volumen de incubacion, la temperatura de almacenamiento, las edades de las mujeres que
donaron los embriones, la calidad embrionaria, el uso de control negativo para la deteccion de
cf-DNA, el tiempo de recoleccion de SCM, y los sistemas de analisis genético.

Conclusiones: Existen medidas para optimizar el proceso de niPGT-A segin la evidencia
cientifica actual; sin embargo, alun persisten incognitas pendientes de estudio para poder
utilizar el niPGT-A en la practica rutinaria de TRA.
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Introduction: The primary aim of this systematic review is to evaluate the available current
scientific evidence on non-invasive PGT-A (niPGT-A) in regards to cell free DNA (cf-DNA)
detection in spent culture media (SCM), cf-DNA amplification, and concordance rates against

Search Methods: We performed an exhaustive systematic search through major databases for
original experimental research, from a period of conception to March 2020, using a combination
of the following search words: blastocele/blastoceol fluid, blastoscentesis, cell-free DNA
embryo, embryo aneuploidy preimplantation, embryo biopsy preimplantation, noninvasive pgt,
preimplantation diagnosis, spent embryo culture media, and trophoectoderm (TE) biopsy.

Results: Our search yielded 26 studies for a qualitative and 15 for quantitative analysis. Our
main results report that cf-DNA is detectable in SCM in 100% of ART (IVF/ICSI) treatments at a
rate of 44.4-100% per sample. The average concentration of cf-DNA is 37.42 ng/uL. General
concordance rates between cf-DNA and TE biopsy range from 54.9 to 100% (average 78.32% +
14.55). We found important discrepancies between niPGT-A methodologies carried out by
different ART centers, such as culture volume, SCM storage temperature, women embryo donors'
age, embryo quality, use of negative/sham controls, time of SCM collection, and genetic analysis

Conclusions: There are many ways in which niPGT-A may be optimized, according to current
scientific evidence. However, there are many important questions that remain unanswered in
order to standardize niPGT-A as routine practice in ART.

© 2021 Published by Elsevier Espaiia, S.L.U. on behalf of Asociacion para el Estudio de la Biologia

de la Reproduccion y Sociedad Espanola de Fertilidad.
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Introduccién

Uso del diagnodstico preimplantacional en la reproduccion
asistida

El objetivo principal del diagndstico genético
preimplantacional (PGT) es seleccionar un embrion para
ser transferido con mayores posibilidades de progresar a un
recién nacido (RN) sano'3. Actualmente, es un método de
rutina en muchas clinicas de reproduccion asistida (De Rycke
et al., 2015). Entre los principales factores genéticos
responsables del fallo de progresion de un embrion, estan
las aneuploidias, tanto en embarazos espontaneos, como
en aquellos obtenidos por las técnicas de reproduccion
asistida (TRA) (Fragouli et al., 2019). El genotipo tiene
un impacto modesto en el fenotipo embrionario, por lo
que embriones de <buena calidad” (seleccionados por
morfologia) pueden no implantarse tras la transferencia
embrionaria o presentar abortos tempranos (Fragouli et al.,
2019). Ademas, los embriones con aneuploidias cromo-
somicas se consideran una causa importante del fallo
de la implantacion y de los resultados adversos en el
proceso de fertilizacion in vitro (FIV), especialmente en las
mujeres de edad avanzada (> 38 anos) (Tsuiko et al., 2020).
El PGT se utiliza para diagnosticar genéticamente em-
briones obtenidos por FIV, evitar la transmision y/o detectar
defectos genéticos monogénicos (PGT-M), alteraciones
cromosomicas estructurales (PGT-SR) y aneuploidias (PGT-
A) (Brouillet et al., 2020; Leaver and Wells, 2020). Para
realizar los diversos tipos de PGT es necesario obtener el
material genético, esto es, ADN del embrién mediante
2 procedimientos: invasivos (iPGT) y recientemente, no
invasivos (niPGT) (Brouillet et al., 2020). Un resumen de las
técnicas de PGT-A se ofrece en la figura 1.

Tipos de PGT invasivo

El iPGT se caracteriza por la biopsia embrionaria, ya sea de
blastomera (una o 2 blastomeras en etapa de clivaje, dia 3) o
de células del trofoectodermo (TE) (5-10 células en etapa de
blastocisto, dia 5/6) (Brouillet et al., 2020; Leaver and
Wells, 2020).

1. Biopsia de blastomeras: para el analisis de la biopsia de
blastomeras en la etapa de clivaje (dia 3), se realiza una
micro-manipulacién de embriones, los cuales quizd no
alcancen la etapa de blastocisto (sin embargo, esto no
implica la imposibilidad de ser transferido). Esta técnica
tiene la ventaja de que al hacer la biopsia en dia 3 del
desarrollo embrionario, existe la posibilidad de realizar la
transferencia embrionaria en fresco o por desvitrificacion.

2. Biopsia de TE: se realiza en embriones que alcanzan la
etapa de blastocisto, lo cual implica un mayor potencial de
implantacion.

Aunque ambas ténicas se siguen utilizando en la
actualidad, es evidente que la biopsia de TE se ha
posicionado por encima de la biopsia en etapa de clivaje,
ya que se obtiene una mayor cantidad de ADN al conseguir un
mayor nimero de células pero con un menor impacto en el
potencial de desarrollo del embrion, reduce el riesgo de
fallo de amplificacion y ADO (allele dropout) y permite una
mayor posibilidad de deteccion de un porcentaje de
mosaicismo (Chang et al., 2016).

Sin embargo, ambas técnicas de biopsia por iPGT
conllevan limitaciones importantes: primero, se realiza en
un momento especifico y requiere de al menos 6 blastdbmeras
o en el caso del blastocisto, una clara diferenciacion entre el
embrioblasto (masa celular interna) y el trofoblasto.
Ademas, ya que la biopsia se limita a un nimero definido
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Métodos invasivos y no invasivos utilizados en diagndstico de PGT-A.A) En los métodos de PGT invasivos, encontramos la

biopsia de blastomera, ya sea en la etapa de clivaje o al momento de blastocisto, utilizando células del TE. B) Se observa la
blastoscentesis para el analisis de liquido del blastocele, el cual se forma durante la etapa de expansion del blastoscisto (D5 de
desarrollo embrionario). C) Encontramos la aspiracion de SCM de un embrion cultivado, en basqueda de cf-DNA, independiente de la
etapa de desarrollo en la que se pueda encontrar ese embrion. Tanto las blastomeras, como el liquido de blastocisto y el SCM, se
pueden analizar por medio de qPCR, aCGH, polimorfismos de nucledtidos puntuales, o el mas frecuentemente utilizado, NGS.

Adaptada de Brouillet et al.

de células, existe un potencial falso positivo/negativo, en
especial en el caso de mosaicismos. Segundo, la pérdida de
células previo a la transferencia embrionaria se puede
asociar a un efecto deletéreo en cuanto a la implantacion/
viabilidad, ya sea por fragmentacién celular, vitrificacion y
desvitrificacion o biopsia por iPGT (Brouillet et al., 2020;
Cohen et al., 2007; Fragouli et al., 2019; Huang et al., 2019).
Tercero, esta técnica conlleva un coste elevado y consume
una gran cantidad de tiempo. Ademas, requiere de una
formacion profesional constante y de material adecuado
(Brouillet et al., 2020).

Es importante mencionar que la biopsia de cuerpo polar,
originalmente propuesta en 1996 por Verlinsky y Kuliev
(Gleicher and Orvieto, 2017), tiene limitaciones
importantes, por lo cual actualmente se encuentra en
desuso.

Por ejemplo, la ausencia de material genético paterno, el
hecho de que requiere una labor intensa, pues conlleva
analizar todos los ovocitos maduros obtenidos de los cuales
no todos progresaran a embriones maduros viables; por
Gltimo, tiene una dudosa utilidad diagnostica, pues los
cambios post-meioticos no son valorados. Ademas, este
procedimiento puede aumentar la tasa de fragmentacion
embrionaria y el arresto del desarrollo (Brouillet et al.,
2020).

PGT no invasivo y el analisis genético del SCM

Estos 3 motivos, crean la necesidad fundamental de métodos
de niPGT, que parten de la deteccion de acidos nucleicos
celulares libres (cf-DNA) u otros componentes del secretoma
(proteinas, interleucinas, micro-RNA) al medio de cultivo
utilizado (SCM) por el embrion. Este cf-DNA se ha detectado

en fluido del blastocele (BF) y en el SCM. (Brouillet et al.,
2020; Leaver and Wells, 2020) El método de blastocentesis
fue descrito originalmente en 2013, pero se debe considerar
como un método de «minima invasion”», pues conlleva una
disrupcion de la capa TE por una aguja para acceder al
blastocele, en donde es posible aspirar el contenido
(blastoscentesis), o bien con laser fenestrar el TE vy
recuperar fluido del blastocele del medio de cultivo
(Brouillet et al., 2020; Palini et al., 2013). Ademas, se
debe realizar durante la expansion del blastocisto, para
obtener asi una muestra por BF, descartando la posibilidad
de obtener BF de blastocistos tempranos o la etapa de
clivaje (Brouillet et al., 2020); sin embargo, el BF se puede
retirar con otro motivo, como el de proteger al embrion
previo al proceso de vitrificacion, para evitar la formacion
de cristales al momento de la congelacion (vitrificacion) y
mejorar el supervivencia embrionaria (Tsuiko et al., 2020).
Aunque el embrion previo a la implantacion se encuentra
rodeado de una membrana glicoproteica (zona pellcida),
esta tiene un alto grado de permeabilidad con respecto a
macromoléculas, lo cual permite el paso libre de acidos
nucleicos del embrion hacia el SCM (Leaver and Wells, 2020).

Por lo tanto, el Unico método verdaderamente de niPGT
es la obtencion de cf-DNA a partir del medio de cultivo
embrionario (Brouillet et al., 2020). Existe evidencia que
demuestra que la combinacion de niPGT con BF para el
analisis de ADN conlleva una mayor concordancia que el
PGT-A de solamente biopsia de TE (Kuznyetsov et al., 2018).

La técnica de niPGT inicio en 2016, cuando se analizo ADN
para la deteccion de aneuploidias en el SCM de los
blastocistos humanos (Xu et al., 2016). Este contiene ADN
nuclear (NDNA) y mitocondrial (mtDNA) (Brouillet et al.,
2020). Las tasas de deteccion de cf-DNA y amplificacion son
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dependientes de la cantidad de medio recogido, la cantidad
de cf-DNA detectada, la etapa embrionaria de su desarrollo y
el periodo de incubacion al momento de la recogida de SCM
(Brouillet et al., 2020). Por ejemplo, no se ha detectado cf-
DNA en el periodo de cigoto. Asimismo, aunque el cf-DNA se
libera durante el periodo embrionario temprano, las
cantidades y la calidad de cf-DNA parecen ser mayores en
la etapa de blastocisto (> D5) que en la de clivaje (Brouillet
et al., 2020; Yang et al., 2017). Al parecer, el tiempo
optimo de incubaciéon para la obtencion de una cantidad
adecuada de cf-DNA y sin degradacion de ADN, es de 24-48 h
(Hammond et al., 2017; Kuznyetsov et al., 2018).

El tiempo del proceso se considera relativamente corto,
< 12 h de la recoleccion al analisis (Li et al., 2018). El hecho
de que la cantidad de ADN aumenta durante el cultivo
embrionario, nos sugiere que el material genético detectado
en el SCM es de origen embrionario, a pesar de que ciertos
medios contengan contaminantes de ADN (Leaver and Wells,
2020). Al parecer, el origen del ADN en el SCM proviene de
los fragmentos citoplastmaticos anucleares y no de la
apoptosis (Leaver and Wells, 2020).

Ademas de la técnica de obtencion del material genético,
el uso de un medio Unico o secuencial y el dia de desarrollo
embrionario, existen también otras variables presentes en el
analisis de PGT-A por niPGT: el uso de una eclosion asistida,
métodos de amplificacion, métodos de tamizaje comprensivo
cromosomico (CCS), plataformas de secuenciacion, analisis
bioinformatico y estrategias de identificacion de con-
taminacion por ADN materno (Belandres et al., 2019).

En cuanto al tipo de medio, tanto en el medio Unico,
como en el secuencial se ha detectado cf-DNA. El medio
Unico tiene la desventaja de una mayor degradacion de ADN
y por consiguiente, mas cf-DNA de mala calidad, mientras
que, con el uso de medio secuencial, aunque disminuye el
problema de la degradacion, se podria asociar a una menor
concentracion de cf-DNA (Belandres et al., 2019). En
referencia al momento de vitrificacion y desvitrificacion,
no hay resultados concluyentes por evaluacion sistematica
que sea estadisticamente significativa (Belandres et al.,
2019; Ho et al., 2018; Kuznyetsov et al., 2018). Se podria
intuir que con el uso de la eclosion asistida (assisted
hatching), se obtendria una mayor cantidad de cf-DNA en
el medio, esta opcion se ha descartado recientemente
(Yeung et al., 2019).

Métodos de andlisis genético de cf-DNA en SCM

Los métodos reportados en la deteccion de cf-DNA en SCM
incluyen: 1) cuantificacion de ADN por espectrofotometria
(NanoDrop, Thermo Fisher Scientific™, Massachusetts, USA)
(Li et al., 2018), la cual mide el ADN de doble cadena y otros
acidos nucleicos (ARN, ADN de una cadena y nucleétidos
libres, lo cual podria sobreestimar la concentracion de cf-
DNA) (Brouillet et al., 2020; Garcia-Elias et al., 2017); 2)
fluorescencia (Qubit, Fisher Scientific™, Massachusetts, USA)
(Vera-Rodriguez et al., 2018), el cual solo mide ADN de doble
cadena, pero no discrimina entre las distintas longitudes
de moléculas de ADN, lo cual podria cuantificar dimeros
cebadores y de adaptacion (Brouillet et al., 2020); 3)
electroforesis (Bioanalyzer, Agilent Technologies, Califor-
nia, USA) que permite la valoracion de la calidad del

amplicon y excluye a las pequeiias moléculas. Ademas, la
PCR cuantitativa (gqPCR) se considera el abordaje mas
sensible (Brouillet et al., 2020; Klein, 2002). Sin embargo,
la presencia de cf-DNA extraembrionaria puede aumentar de
forma engafosa la deteccion y amplificacion de cf-DNA
(Brouillet et al., 2020).

Previo al analisis genético, se aumenta la cantidad de
ADN por medio de la amplificacion gendmica (WGA) basado
en 3 estrategias: amplificacion por desplazamiento multiple
(multiple displacement amplification, MDA), PCR y una
combinacion de ambos (ciclos de amplificacion basados en
el bucle y multiple hibridacién, MALBAC, Yikon Genomics).
Al parecer, los métodos de WGA basados en PCR reportan la
mejor reproducibilidad y precision para la deteccion de la
variacion del numero de copias. Por otra parte, MDA y
MALBAC pueden detectar de manera precisa las variaciones
puntuales de nucleotidos con mayor eficiencia y sensibilidad
que el método de WGA basado en PCR. (Belandres et al.,
2019; Brouillet et al., 2020) A pesar de que existe un riesgo
tedrico de error al amplificar el ADN, este riesgo es
minimizado al aplicar la técnicas de secuenciacion de
siguiente generacion (NGS, next generation sequencing),
por su alta tasa de cobertura de secuencias que reducen la
contaminacion y errores aleatorizados (Brouillet et al.,
2020).

Se ha reportado el analisis de PGT-M, PGT-SRy PGT-Aa
partir de SCM. (Jiao et al., 2019; Leaver and Wells, 2020)
A medida que evoluciona el uso de PGT-A en TRA, también
el CCS, en el que se ha progresado de técnicas de
hibridacion fluorescente in situ (FISH) a otras mas
sensibles, como gPCR, hibridacion genémica comparada
(aCGH), microarreglos de polimorfismos de nucleotidos
puntuales y NGS. (Belandres et al., 2019) Sin embargo,
actualmente el NGS se asocia a una mayor sensibilidad,
precision y es una plataforma mas sensible para detectar
mosaicos (Fiorentino et al., 2014; Tortoriello et al.,
2016).

El analisis mediante WGA y NGS del SCM ha reportado
el estado de ploidia exitosamente, aunque el nivel de
concordancia fue variado (Leaver and Wells, 2020;
Shamonki et al., 2016).

El nivel de concordancia tiene distintas implicaciones:
estado de la ploidia (euploide vs aneuploide), concordancia
del sexo, numeros enteros de cromosomas, concordancia de
las aberraciones (mosaicos y aneuploidias segmentarias), y
concordancia de un cromosoma entero (Belandres et al.,
2019).

Al parecer, los resultados genéticos obtenidos de iPGT
(biopsia TE) concordaban mas con SCM que con BF. (Capalbo
et al., 2018) Sin embargo, el éxito de obtener ADN de SCM, la
concentracién de ADN y la concordancia con biopsia de TE
varian segln el ano, las técnicas y los materiales empleados
(Belandres et al., 2019).

Es importante validar el niPGT a partir de SCM por muchas
razones: es un procedimiento seguro, no invasivo, con mayor
ventana diagnostica que algunas técnicas de iPGT, apto para
la mayoria de embriones, con buen coste-efectividad, utiliza
poca manipulacion y ademas no requiere habilidades
adicionales por parte del embridlogo (Belandres et al.,
2019; Brouillet et al., 2020).

Debido a esto, la presente revision sistematizada de la
evidencia de niPGT tiene como objetivo evaluar: 1) el éxito
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o tasa de deteccion de cf-DNA en SCM, 2) la amplificacion de
cf-DNA en SCM y sus técnicas y 3) el nivel de concordancia
con PGT-A por biopsia de blastomeras.

Metodologia

Este trabajo es retrospectivo, descriptivo, llevado a cabo
mediante una revision sistematica y realizado segun las
recomendaciones publicadas en Preffered Reporting of
Systematic Reviews and Meta-Analyses (PRISMA, 2009).
(Moher et al., 2009) Por este motivo, no fue necesario
conseguir ninguna aprobacion por el comité de bioética en
investigacion.

Estrategia de busqueda

Se realizd una busqueda electronica de la bibliografia
publicada desde el inicio (concepcion) hasta marzo de 2020
en inglés y en espaiiol, en las bases de datos de Medline a
través de PubMed, EMBASE, ClinicalTrials.gov y Cochrane.
Utilizamos distintas combinaciones de los siguientes
términos y palabras (Medical Subject Headings, MeSH):
preimplantation genetic testing, preimplantation genetic
diagnosis, preimplantation genetic screening, noninvasive
pgt, embryo biopsy, blastocentesis, blastocoel fluid,
trophectoderm biopsy, cell-free DNA, spent embryo culture
media, aneuploidy.

Seleccion de estudios

En este estudio incluimos ensayos clinicos, revisiones
sistematicas, ensayos controlados aleatorizados, estudios
de casos y controles, reporte de casos, estudios de tipo
cohorte, comparativos retrospectivos y transversales que
cumplieran los siguientes criterios: 1) ensayos que incluyen
deteccion de ADN obtenido de embriones de manera no
invasiva (SCM), 2) deteccion y amplificacion del ADN
obtenida de embriones de manera no invasiva con fines de
estudio para valoracion de aneuplodias y 3) medicion de
concordancia entre los resultados del diagnostico pre-
implantacional de ADN obtenida de embriones manera
invasiva (TE/embrion completo, WE) y no invasiva (SCM).
Se hizo uso de aquellos estudios en inglés o en espanol, en
humanos, articulos indexados en las 4 bases de datos
principales utilizadas que contaran con texto publicado en
revistas (ya sea texto completo o presentacion en
congresos). Todos los articulos fueron evaluados por un
revisor y supervisados por una persona mas, de manera
independiente. La elegibilidad de los estudios inicialmente
fue valorada por el titulo del articulo, posteriormente
mediante la lectura del abstract; finalmente, el texto
completo de los articulos potencialmente relevantes fue
evaluado para su inclusion. Cualquier duda de inclusion fue
resuelta a través del supervisor de la busqueda.

Extraccion de informacion

Se retir6 toda la informacion duplicada, se realizd una
revision por parte de 2 revisores (autores del estudio) en 2
pasos: la valoracion del titulo del estudio, abstract, y la

revision completa del texto del estudio en blUsqueda de
informacion elegible para esta revision sistematica. Las
discrepancias y diferencias de opinion en cuanto a los
estudios incluidos se resolvieron por medio de consenso. La
informacion extraida incluye los siguientes dominios:
autores del estudio, ano de la publicacion, edad promedio
de la poblaciéon, método de fecundacion de FIV, muestras
recolectadas, volumen de incubacion, temperatura de
almacenamiento de muestra, nUmero de embriones, uso de
embriones en fresco/criopreservacion, calidad embrionaria
utilizada, dia del estado de desarrollo embrionario, uso de
los controles negativos en la deteccion de cf-DNA, deteccion
de cf-DNA, protocolo diagnostico preimplantacional
utilizado, tiempo de secrecion de cf-DNA en SCM, duracion
de incubacion embrionaria en SCM, método de amplificacion
(kit comercial), analisis genético de ADN, sistema/
plataforma de secuenciacion utilizada, concentracion
promedio de cf-DNA, referencia utilizada para evaluar la
concordancia y la tasa de concordancia general reportada en
porcentaje. Toda esta informacion fue extraida de manera
independiente y luego evaluada por el supervisor del estudio
(JM Moreno-Garcia). Cualquier desacuerdo fue resuelto por
medio de discusion.

Valoracion del riesgo de sesgo (Risk-of-Bias)

La calidad de los estudios obtenidos se valoréd segln
Cochrane Handbook of Systematic Reviews of Interventions,
6.0 (Julio, 2019). Los riesgos valorados fueron: sesgo de
seleccion (generacion en secuencia, secuencia de alocacion
y ocultar), sesgo de desempefio (cegar participantes y
personal), sesgo de deteccion (cegar la valoracion de los
resultados), sesgo de atricion (informacion de los resultados
incompleta) y sesgo de reporte (reporte selectivo de los
resultados). El juicio de los autores se categorizdo como «bajo
riesgo”, «alto riesgo” o «riesgo incierto” de sesgo. Para la
evaluacion de la calidad de los estudios se utilizo la misma
fuente mencionada.

Sintesis de informacion y analisis estadistico

Los resultados agrupados presentados en este trabajo de
revision sistematica en los métodos de niPGT fueron la
cantidad de ADN obtenida, la amplificacion obtenida y el
nivel de concordancia con los métodos de iPGT. Toda la
informacion obtenida fue evaluada por un software
estadistico R: A Language and Environment for Statistical
Computing (R Foundation for Statistical Computing, Vienna,
Austria, 2019) y su package <netmeta» para el analisis de las
medidas de tendencia central. No se utilizd el analisis
inferencial sobre los datos obtenidos.

Resultados
Resultados de busqueda sistematizada

La combinacion de términos utilizados en las distintas bases
de datos arrojo un total de 20.608 resultados provenientes
de 4 de las bases de datos mas importantes. En total, se
analizaron 425 articulos de investigacion experimental que
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cumplian con los criterios de blUsqueda. Se eliminaron los
duplicados entre bases de datos y estos fueron valorados
para cumplir con los requisitos de contestar las preguntas de
investigacion formuladas. Para la evaluacion de las
caracteristicas cualitativas, se obtuvieron 26 estudios en
cuanto a la deteccion o no de cf-DNA en SCM y se obtuvieron
15 articulos para las caracteristicas cuantitativas de la
amplificacion de cf-DNA y la concordancia de deteccion de
euploidia/aneuploidia por medio de niPGT-A vs iPGT-A. El
periodo de los estudios recolectados fue de 2013-2019. El
diagrama de flujo PRISMA de la estrategia de busqueda del
estudio se presenta en la figura 2.

Deteccion de cf-DNA en SCM

Uno de los principales aspectos negativos del caracter
invasivo del PGT convencional es la obtencion de material
genético representativo del genotipo embrionario por medio
de la biopsia de trofoectodermo (TE, con fines de
diagnostico clinico) y el embrion completo (WE, con fines
de investigacion). Aunque existen métodos no invasivos

como el perfil metabdlico embrionario, morfologia
embrionaria y el morfocinética embrionaria que podrian
aportar informacion sobre la ploidia embrionaria, no se
valora el material genético directamente. Dentro de los
resultados de la revision sistematizada, encontramos 26
estudios que analizaron el material genético en el SCM. El
SCM puede ser evaluado con fines de valorar la relacion
mtDNA/gDNA (4/26, 15,38%), seleccion de sexo (SRY) y
polimorfismos (3/26, 11,53%), y por supuesto, PGT (PGT-A,
PGT-M y PGT-SR) (19/26, 73,03%). En estos estudios, la
poblacion de mujeres que recibieron tratamientos de TRA,
oscilaba entre 1 a 143 (18/26 estudios, 8/26 no reportan
poblacion). Dentro de las edades reportadas de las mujeres
de estudio, 11/26 (42,30%) reportan edades promedio de
29,7-43 anos, 3/26 reportan rangos de edad de 20 a 45 anos
y el resto de estudios 12/26 no revelan edades utilizadas. En
cuanto a la metodologia de fertilizacion de gametos, 23/26
(88,46%) estudios reportan ICSI, mientras que 3/26 no
revelan metodologia. La metodologia de fecundacion es
importante, pues evita la contaminacion paterna y limita la
contaminacion por parte de las células del complejo de
cumulus oophorus (CCO). (Hammond et al., 2016) En cuanto
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a la muestra analizada, en 100% (26/26) de los estudios
recopilados se evalud la presencia de cf-DNA en SCM. ELl
volumen del medio en el que se cultivo al embrién oscilaba
entre 10-40 pL en 23/26 (88,46%) estudios y el resto (3/26)
no reveld el volumen de cultivo. Una vez que el SCM fue
recolectado, se almacen6 a un temperatura que oscilaba
entre —20 °Ca —-80 °Cen 18/26 (69,23%) de los estudios y el
resto (8/26) no revelaron la temperatura de
almacenamiento. Cabe mencionar que los estudios no
mencionaron el tiempo que los embriones estuvieron en
almacenamiento a la temperatura reportada, ni el sustento
tedrico de por qué congelar a —20 °C, —60 °C 0 —-80 °C (ver
tabla 1).

En cuanto a la deteccion de cf-DNA en el SCM, el 100%
(26/26) de los estudios reportaron el nimero de embriones
utilizados para evaluar la presencia de cf-DNA en SCM, el
cual oscilaba entre 1y 800 (promedio de 121,46) embriones.
De estos estudios, 11/26 (42,30%) eran criopreservados, 10/
26 (28,46%) eran en fresco, (15,38%) utilizaron en fresco y
criopreservados, y 1/26 no lo reportd. En cuanto al dia de
recoleccion, muestras de SCM se analizaron de manera
heterogénea en distintos dias desde D1 hasta D7 en 26/26
(100%) de los estudios. Los SCM se compararon con un control
negativo en 14/26 (53,84%). En cuanto a la deteccion de
cf-DNA en SCM, es reportada de manera heterogénea en
los estudios, pero 26/26 (100%) reportaron su deteccion
(tabla 2).

Amplificacion de cf-DNA en SCM

De los 26 estudios que reportaron deteccion exitosa de cf-
DNA en el SCM, utilizamos Unicamente aquellos que habian
evaluado PGT-A en su analisis genético (n = 15). De los 26
estudios que reportaron deteccion de cf-DNA en el SCM, un
total de 25/26 (96,15%) reportaron el nimero de muestras
de SCM en las que detectaron cf-DNA. Este nimero oscila
entre 0y 100%. Sin embargo, si se consideran Unicamente los
estudios en los cuales el SCM se analizd en embriones
mayores de D3, el porcentaje de deteccion de cf-DNA oscilé
entre 44,44-100% (26/26, 100%). Cabe mencionar que un
estudio analizé el SCM de 9 embriones en D1 y D2, de los
cuales no se reportd deteccion de cf-DNA. (Yang et al., 2017)
De los estudios en los que se detecto cf-DNA, se analizaron
15 estudios que evaluaron amplificacion y concordancia de
cf-DNA con el TE o embrién para el analisis de PGT-A. Estos
estudios analizaron el SCM de embriones entre D1 a D7, con
periodos de incubacion entre 15 h y 5 dias (15/15, 100%).
El kit de amplificacion varia entre los estudios que lo
reportaron (14/15, 93,33%) entre SurePlex, PicoPlex/
DOplify, MALBAC y lon ReproSeq. El analisis genético de
ADN se llevd a cabo por medio de NGS (13/15, 86,66%) y
aCGH/lon Proton (2/15, 13,33%). La plataforma utilizada
para la secuenciacion se reporto6 en 13/15 estudios (86,66%);
por ejemplo: HiSeq 2500, HiSeq XTen, MiSeq y VeriSeq de
Illumina (10/15, 66,66%), lon PGM, lon S5 Seq., y lon S5 XML.

En cuanto a la concentracion de cf-DNA, esta fue
reportada en 6/15 (40%) de los estudios con una
concentracion promedio de 37,42 ng/ulL + 34,06 (rango de
15,2-105 ng/ulL) (tabla 3).

Concordancia cf-DNA detectado en SCM y TE/WE para
diagnostico de aneuploidias

De los 15 estudios utilizados para el analisis cuantitativo de
esta revision sistematica, 15/15 (100%) reportaron la
concordancia. La concordancia que se evaludé fue aquella
«concordancia general”, esto es, sano vs no sano. Sin
embargo, algunos estudios también incluyeron «concordancia
completa”, esto es, el numero especifico y el tipo de
alteraciones genéticas. Debido a la disparidad entre los
reportes de la concordancia general y completa, se decidio
reportar la concordancia general, ya que esta se incluia en los
estudios seleccionados. Esta se evalud de acuerdo a la muestra
comparativa de biopsia de TE (8/15, 53,33%), analisis de WE
(3/15, 20,00%) o ambos (3/15, 20,00%). Inclusive en un estudio
(1/15, 6,66%) se compard con la biopsia de cuerpo polar. De
los estudios que reportaron concordancia, el rango oscilé entre
54,9-100%. El promedio de concordancia de los 15 estudios fue
de 78,32% + 14,55. Sin embargo, los promedios segin la
muestra de comparacion de concordancia fueron de 76,18%
con biopsia por TE, 75,18% con WE y 85,70 en comparacion con
TE/WE (ver tabla 3). No obstante, estos resultados pueden ser
producto de las heterogeneidades entre las diversas meto-
dologias, como el tiempo de cultivo, el dia de recoleccion,
la manipulacion embrionaria (eclosion asistida, colapso de
blastocele, etc.), los sistemas de amplificacion y secuen-
ciacion distintos utilizados, y la concentracion de cf-DNA
amplificada.

Discusion

Las aneuploidias cromosdmicas tienen una prevalencia
de entre el 20-80% de los blastocistos humanos (Vera-
Rodriguez et al., 2018).

Las aneuploidias ocurren en 2 momentos importantes: 1)
gametogénesis (errores meioticos) y 2) post-fertilizacion
(errores mitoticos). (Fragouli et al., 2019) Los errores
mitoticos ocurren durante las divisiones de clivaje
embrionarias, con un resultado de viabilidad inversamente
proporcional al momento de presentacién. Ademas, se ha
detectado una elevada cantidad de mosaicismo (presencia de
2 linajes celulares cariotipicamente distintos en un mismo
embrién) en embriones en etapa de clivaje. Existen mosaicos
sin células euploides, que han ocasionado errores mitoticos
sobre aneuploidias meidticas, o alguna combinacion de
anomalias mitoticas. Los mosaicos afectan al 30-40% de los
blastocistos humanos. (Huang et al., 2019; Vera-Rodriguez
et al., 2018) Este tipo de aneuploidias en mosaicos conllevan
una tasa muy baja de viabilidad. (Fragouli et al., 2019) Por
otra parte, aquellos mosaicos con presencia de células
euploides (diploide-aneuploide), con incidencia de 2,0 a
17,3%, también tienen un potencial reducido de viabilidad,
pues el linaje aneuploide interrumpe interacciones criticas
entre célulay célula. (Fragouliet al., 2019; Huang et al., 2019)
Es importante mencionar que algunas guias recomiendan un
linaje adicional menor al 20% para considerarse euploide y no
mosaico. (Gleicher and Orvieto, 2017) Cabe mencionar, que el
sistema regulador de arresto del ciclo celular o las vias de
apoptosis que <regularian” a las células aneuploides, pueden
tener efecto deletéreo sobre la viabilidad embrionaria
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Tabla 1 Resultados de las condiciones generales para deteccion de cf-DNA en SCM (n = 26).
ID Referencia Mujeres Edad Método Muestra Volumen  Temperatura de Protocolo de
Estudio (n) (rango defecundacion recolectada de almacenamiento diagnostico
promedio) incubacion preimplantatorio
1 Ben-nagi 1 43 ICSI TE, BF, SCM 20 pL -80 °C PGTA
et al., 2019
2 Huang et al., 13 35,9 ICSI TE, SCM 10 pL -80 °C PGTA
2019
3 Valeriy 13 37,3 ICSI TE, BF, SCM NA -80 °C PGTA
Kuznyetsov
et al., 2019
4 Sara Stigliani 143 35,4 ICSI SCM 20 pL -20 °C Relacion mtDNA/
et al., 2019 gDNA
5 X. Zhang 52 32,7 ICSI SCM, TE 20 pL NA Relacion mtDNA/
et al., 2019 gDNA
6 J. Zhang NA 29,7 ICSI SCM, BF 20-30 L NA Relacion mtDNA/
et al., 2019 gDNA
7 Rubio, Rienzi, 46 38,8 ICSI SCM, TE 10 pL -20 °C PGT-A
et al., 2019
8 Fang et al., 45 30,7 ICSI SCM 20-25 L -80 °C NICS (PGT-A)
2019
9 Yeung et al., 37 36,8 ICSI SCM, TE 20 uL -20 °C PGT-A, PGT-M,
2019) PGT-SR
10 Jiao et al., 30 NA NA SCM, TE 20 pL -80 °C PGT-A, PGT-SR
2019
11 Ho et al., 2018 3 NA ICSI SCM, TE 25 pL -30 °C PGT-A (Estudio
Piloto, Brazo 1)
12 Li et al., 2018 NA NA ICSI SCM, BF, 25 uL NA PGT-A
TE, embrion
13 Vera- 42 NA ICSI SCM, TE 20-25 L  -80 °C PGT-A
Rodriguez
et al., 2018
14 Kuznyetsov 35 38,2 ICSI SCM, BF, 25 pL -80 °C PGT-A
et al., 2018 TE, WB
15 Capalbo et al., 26 NA ICSI SCM (72), BF 10 pL -80 °C PGT-M
2018 (69), TE (80)
16 Yang et al., NA NA ICSI SCM, BF 10 pL NA SRY
2017
17 Feichtinger NA > 35 ICSI PB, SCM 25 pL -20 °C PGT-A
et al., 2017
18 V. Kuznyetsov NA NA NA SCM, BF, TE 25 pL NA PGT-A
et al., 2017
19 L. Huang NA NA ICSI SCM, TE 15 uL NA PGT-A
et al., 2017
20 Lane et al., 96 37,0 NA SCM, TE NA NA PGT-A, SRY
2017
21 Shamonki 7 25-42 ICSI SCM, TE 15 uL —62 °C PGT-A
et al., 2016
22 Xu et al., 2016 17 NA ICSI SCM, TE 30 pL -80 °C PGT-A
23 Liuetal., 2017 7 NA ICSI SCM, TE 30 pL -20 °C PGT-A, PGT-M
24 Wu et al., 44 20-45 ICSI SCM, TE 40 pL NA Deteccion a-
2015 talasemia >E*
25 Galluzzi et al., NA NA ICSI SCM, BF, TE 10 pL -80 °C Deteccion
2015 polimorfismo
MTHFR C677T
26 S. Stigliani NA NA ICSI SCM NA -20 °C Deteccion gDNA,
et al., 2013 mtDNA
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Tabla 2 (continuacion)

ID

Deteccion cfDNA en

deteccion de
negativo cf-DNA en SCM  SCM, (%) n/n

Protocolo de
diagnéstico

Control

Dia de estado
embrionario

Calidad

Fresco/

Embriones

(n)

Referencia

embrionaria

criopreservado

Estudio

preimplantatorio
PGT-A, SRY
PGT-A

(94,00) 167/178
(96,49) 55/57

Si

D3-D5 No

NA

NA

178
57

Lane et al., 2017
Shamonki et al.,

2016

20
21

Si

No

Alta y buena, MCS D5/6

Fresco

PGT-A

(100,00) 42/42

Si

No

Xu et al., 2016 42 Criopreservado, Alta y Buena, MCS D5
fresco

22

(90,90) 80/88 PGT-A, PGT-M

Si

No

D5

Alta, buena y
pobre MCS
> 3 BB

88 Fresco

Liu et al., 2017

23

Deteccion a-Talasemia

SEA

(76,85) 269/350

Si

Si

D3-Dé6

350 Fresco

Wu et al., 2015

24

Deteccion Polimorfismo

MTHFR C677T

(93,7) D3 30/32

Si

Si

D3, D5, D6

NA

Galluzzi et al., 86 Fresco
2015

25

(94,4) D5/6 51/54
(65,87) 527/800

Deteccion gDNA,

mtDNA

Si

No

D2, D3

Alta, buenay
pobre MCS

Fresco

S. Stigliani et al., 800

2013

26

10

al reducir el nimero celular total. Aunque embriones
mosaicos de embriones diploides-aneuploides pueden tener
un potencial implantatorio, este es muy limitado (Fragouli
etal., 2019).

Por lo tanto, no es sorprendente que dentro los
protocolos de PGT, el diagndstico de aneuploidias (PGT-A)
es el mas utilizado (90%) para el analisis del nimero de
copias de los 24 cromosomas, con el fin de transferir solo
aquellos embriones con diagndstico euploide. (Munné, 2018;
Penzias et al., 2018) Igualmente, hasta un 40% de los ciclos
de FIV en Estados Unidos se acompanan de PGT-A. (Munné,
2018) Las indicaciones de PGT-A incluyen: edad materna
avanzada (= 35 afios), pérdida gestacional recurrente, fallo
de implantacion recurrente, factor masculino de infertilidad
severo y para aumentar el potencial de implantacion de un
embrion. (Munné, 2018; Rubio, Rodrigo, et al., 2019) Para
valorar la utilidad de PGT-A, es importante mencionar que el
beneficio de este ha mejorado considerablemente desde sus
inicios, cuando solo valoraba por FISH de 5 a 10 cromosomas.
(Penzias et al., 2018) Actualmente, contamos con ensayos
clinicos aleatorizados (ECA) que han corroborado la utilidad
de este estudio, pero con una mayor utilidad en poblaciones
especificas. Un ECA de 155 pacientes de 32 afos (21-42 afios
de edad) aleatorizadas reportaron la transferencia de un
nimero mayor de embriones en el grupo control que en el
grupo de embriones con CCS (1,8 vs. 2,0; P = 0,0001). (Scott
et al., 2013) Incluso, la tasa de implantacion fue mayor en el
grupo de CCS vs. control (79,8% vs. 62,2%, P = 0,002) (Scott
et al., 2013). De la misma forma, en el grupo con CCS se
reportd una tasa mayor de RN (RR 1,39, IC 95% 1,07-1,60,
P = 0,001) y de embarazo evolutivo (RR 1,15, IC 95% 1,03-
1,43; P =0,03). (Scott et al., 2013) En otro estudio
prospectivo de intervencion a un ciego, se comparé el uso
de la valoracion embrionaria convencional (n = 48) vs. el
analisis genético por aCGH en la biopsia de TE (n = 55), en
pacientes menores de 35 afos. (Yang et al., 2012) Los
resultados reportaron la deteccion de aneuploidias en 44,9%
de los blastocistos biopsiados (35,5% monosomias, 20,9%
trisomias). A todas las pacientes del grupo de estudio (aCGH)
se les transfirio al menos un blastocisto diagnosticado como
euploide y se reporto que este grupo tuvo una tasa mayor de
embarazo evolutivo (69,1 vs. 41,7%, P = 0,009) y embarazo
clinico (70,9 vs. 45,8%, P =0,017). La tasa de aborto
fue menor en el grupo de aCGH, pero de manera
estadisticamente no significativa (2,6% vs. 9,1%, P =
0,597). (Yang et al., 2012) A pesar de estos resultados de
ECA, una revision del sistema nacional de supervision de TRA
reportdé que el PGT no se asocia a mejores tasas de RN
vivo por transferencia de blastocisto en fresco autégeno y
embarazo clinico en las pacientes < 37 afos de edad, sin
importar la indicacion. (Chang et al., 2016; Kushnir et al.,
2016; Penzias et al., 2018) Sin embargo, aquellos embriones
tratados con PGT-A tuvieron mejores tasas de RN vivo en
las pacientes mayores de 37 anos. (Kushnir et al., 2016) Sin
embargo, es importante destacar que este reporte incluye
ciclos de PGT-A con metodologia FISH, actualmente en
desuso, (Penzias et al., 2018) pero podemos concluir que
el PGT-A y la subsecuente transferencia de embriones
euploides tienen una utilidad obvia en TRA y especifi-
camente en las mujeres de edad materna avanzada, por lo
que las ventajas de poder realizar este diagnostico a través
de métodos no invasivos, seria un beneficio obvio.
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Como se menciond previamente, el 100% de los ensayos
estudiados en esta revision sistematica detectaron cf-DNA
dentro del SCM. Es importante partir de la nocion que la
cantidad de cf-DNA detectada es mayor en SCM de cultivos
expuestos a embrion, en comparacion a cultivos que no han
sido expuestos a embrion. Esto se traduce en que cierta
cantidad de ADN embrionario es liberado en el SCM (Cree
and Farquhar, 2020; Hammond et al., 2017; Vera-Rodriguez
et al., 2018); por lo tanto, aunque se ha propuesto que este
ADN proviene de blastomeras sometidas a apoptosis en
correccion de aneuploidias (Hammond et al., 2017), se
reportd que la cantidad de cf-DNA no es mayor en embriones
aneuploides en comparacién con embriones euploides.
(Vera-Rodriguez et al., 2018) Si esta hipotesis fuera
correcta, los embriones aneuploides presentarian mayor
secrecion de cf-DNA al medio debido a una mayor tasa
de apoptosis. Ahora, es importante establecer que
biolégicamente, es el TE y no la masa celular interna (MCl)
el que esta directamente en contacto con el SCM, los cuales
pueden diferir. Aunque previamente se ha reportado una
concordancia de 100% en biopsias de TE y MCI, a pesar de
obtener una tasa de aneuploidias de 38,8-51%. (Fragouli et
al., 2008; Fragouli et al., 2019) Esto es importante, ya que
en el estado de blastocisto, las células de TE son mayores
en cantidad en comparacion de la MCl. Mas aln, las
blastomeras del TE evolucionan a la formacion de la
placenta, la cual puede contener segmentos compuestos de
islotes aneuploides (Gleicher and Barad, 2019; Orvieto
et al., 2016).

Ademas, existen 4 grandes problemas con la deteccion de
cf-DNA en el SCM: 1) la contaminacion materna (la
contaminacion paterna puede ser excluida en gran medida
mediante ICSl), 2) la diferencia en los cromosomas
implicados en muestras concordantes (TE vs. SCM) de
embriones aneuploides, 3) la cantidad de ADN embrionario
presente en SCM dependiendo del dia de cultivo y 4) los
niveles bajos de cf-DNA en el SCM (Cree and Farquhar, 2020;
Hammond et al., 2016; Lane et al., 2017; Vera-Rodriguez
et al., 2018).

En cuanto a la contaminacion materna, su presencia
se ha reportado hasta en un 60% (Ho et al., 2018; Vera-
Rodriguez et al., 2018), la cual puede provenir de liquido
folicular, células del CCO, pero es importante recordar que
la presencia de cromosoma Y (SRY) detectada en SCM
comprueba que si existen fragmentos de ADN que originan
de la moérula/blastocisto(Cree and Farquhar, 2020; Lane
et al., 2017; Vera-Rodriguez et al., 2018; Yang et al., 2017);
por lo tanto, para evitar en mayor medida la contaminacion
del SCM, seria importante realizar la fecundacion por ICSI y
la denudacion extensa del cimulo de los ovocitos obtenidos
por medio de la captacion de ovocitos, asi como el el lavado
para eliminar restos de liquido folicular en los ovocitos
captados (Cree and Farquhar, 2020).

En cuanto a las diferencias de concordancia entre las
biopsia de TE y SCM, pueden ser muchos los factores
implicados. No estd claramente establecido en qué
porcentaje el cf-DNA presente del SCM es proveniente de
la MCI o de las células del TE, si es a través de un mecanismo
de necrosis o apoptosis, o el grado de mosaicismo. Hasta
ahora, distintos autores utilizan diversos umbrales para
establecer mosaicismo, pero existe un consenso general de
establecerlo en cuanto este se encuentra presente en

12

un grado mayor al 30%. (Cree and Farquhar, 2020; Rubio,
Rodrigo, et al., 2019) Sin embargo, este mosaicismo, aunque
sea inferior al 30% tiene mayores implicaciones al establecer
la euploidia en un embrion por medio del analisis de SCM: el
tipo de mosaicismo y la linea celular afectada. Este puede
ser a) mosaico total: este puede presentar un mosaico en MCI
y TE; b) mosaico de MCI: puede presentar un mosaico dentro
de la MCl y contar con un TE euploide; c) mosaico de TE:
puede presentar un mosaico dentro del TE y contar con una
MCI euploide; d) mosaicismo MCI/TE Tipo I: MCI aneuploide
con un TE euploide; e) mosaicismo MCI/TE Tipo II: MCI
euploide con un TE aneuploide. Este puede ser un motivo
de las discordancias entre cf-DNA y la biopsia de TE (Vera-
Rodriguez and Rubio, 2017).

Entre todas las técnicas de analisis genético, actualmente
la NGS es la técnica mas cominmente aplicada para el
analisis de PGT-A. (Rubio, Rodrigo, et al., 2019) Esto se
refleja en nuestro estudio, en el cual el NGS se utilizd en 86%
de los estudios. Esta tecnologia permite que posterior al
WGA, cada secuencia pueda ser alineada con un genoma
humano de referencia, en busqueda de variaciones en el
nimero de copias de cromosomas o grandes deleciones/
duplicaciones mediante la utilizacion de software
especifico. Sin embargo, el protocolo de NGS debe ser
modificado en niPGT-A con el fin de obtener un resultado
mayor amplificacion de ADN y mayores resultados
informativos (Rubio, Rodrigo, et al., 2019).

En un estudio se analizé el SCM de 9 embriones posterior a
las 24 h del cultivo de D1 a D2, y se analizd cada 24 h hasta el
Dé6. Sin embargo, no se detecté material genético en SCM
durante los primeros 2 dias de desarrollo embrionario, solo
se detect6 cf-DNA a partir de D3-Dé6; por lo que el dia de
desarrollo embrionario juega un papel crucial en la
evaluacion de niPGT-A. Esto es una importante ventaja
sobre la técnica de blastoscentesis, ya que el liquido del
blastocele solo es recuperable una vez que se ha formado el
blastocisto (= D5), mientras que el cf-DNA es detectable en
el SCM a partir del dia 3. Sin embargo, la cantidad/calidad
no parece seguir un patron lineal; si bien hay estudios que
reportan la ausencia de cf-DNA en D1-D2, se ha reportado
una tasa mayor en concordancia en cultivos de SCM desde D4
en adelante en comparacion a cultivos de D3-D5. (Lane et
al., 2017; Yang et al., 2017) Esto se podria explicar por los
resultados de numerosos estudios que indican una mayor
proporcion de blastocistos cromosémicamente normales en
comparacion con la etapa de clivaje. (Fragouli et al., 2019)
Inclusive, se ha reportado mayor cantidad de cf-DNA en dia
3, pero mejor calidad de ese ADN en dia 5. (Ho et al., 2018) A
pesar de esto, los resultados reportados han sido mejor en
sistemas de SCM secuenciales que en la recoleccion en la
etapa de blastocisto (Cree and Farquhar, 2020; Leaver and
Wells, 2020).

El cf-DNA encontrado en SCM proviene de 3 sitios: 1)
células (blastomeras) apoptéticas, 2) células necroticas y 3)
productos liberados por células en division activa,
independientemente de un origen euploide o aneuploide.
(Gahan et al., 2008; Ho et al., 2018) Normalmente, consiste
en fragmentos de una longitud < 200 pb, lo cual es mucho
menor si se compara con gDNA. En biopsias de TE, la
cobertura por NGS es de 50-60 millones de lecturas, lo que
equivale a una cobertura de aproximadamente 2% del
genoma; esto se ha podido emular en cf-DNA. Aunque se
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han reportado tasas de lectura similares de NGS en cf-DNA
de SCM en comparacion con biopsia de TE, la habilidad de
secuenciar cf-DNA en D5 no cuenta con una especificidad
suficientemente alta para asegurar la seleccion de un
embrion euploide. (Ho et al., 2018) Sin embargo, para
poder analizar por medio de NGS, se puede presentar un
obstaculo en la amplificacion del cf-DNA en SCM. En un
estudio en el que muestras de SCM fueron amplificadas en D3
vs. D5 por medio de PicoPlex-WGA, solo el 39% de las
muestras de D3 y 80,4% en D5 generaron suficiente ADN para
analizarse por medio de NGS. (Ho et al., 2018; Leaver and
Wells, 2020) Una de las maneras en que la amplificacion de
DNA se podria optimizar, segln los resultados de estudios
previos presentados en esta revision, seria el cultivo
continuo hasta los dias D5-D7. De la misma manera, el
volumen ideal de cultivo es algo que no ha sido
estandarizado y como pudimos encontrar en este estudio,
varia de manera importante a través de cada centro;
(Galluzzi et al., 2015; Hammond et al., 2017; Ho et al.,
2018; Leaver and Wells, 2020; Yeung et al., 2019) inclusive,
el medio de cultivo puede contener componentes
inhibitorios para la adecuada amplificacion de cf-DNA.
(Leaver and Wells, 2020) Por esto y por la caracteristica de
los kits comerciales de WGA disponibles de utilizar muestras
de ADN en volimenes < 10 pL, una recomendacion inicial
podria ser mantener los embriones en volumenes de cultivo
menores, para evitar la dilucion del contenido de cf-DNA en
el SCM; (Huang et al., 2019; Jiao et al., 2019; Leaver and
Wells, 2020; Rubio, Rienzi, et al., 2019) mas aln, el cultivo
en volumen reducido se ha reportado que se asocia a una
tasa mayor de formacion de blastocisto (35 uL vs. 7 uL), lo
cual sugiere un efecto adicional de factores autocrinos
producidos por el embrion, que ejercen un efecto positivo en
ausencia de dilucion. (Leaver and Wells, 2020; Minasi et al.,
2015)

Conclusiones

Las ventajas de realizar PGT-A son claras en los casos
indicados por el fallo de la implantacion repetida, la pérdida
gestacional recurrente y la edad materna avanzada, por lo
que la posibilidad de realizar niPGT-A es muy atractiva, ya
que son indudables las ventajas practicas en cuanto a las
habilidades requeridas por parte del equipo de laboratorio,
el coste-efectividad del procedimiento y por supuesto, la
disminucion de la manipulacion embrionaria que harian
practicamente nulos los riesgos que enfrentaria el embrion
en cuanto a la posibilidad de presentar un dano.

Hemos encontrado que (a excepcion de embriones de DO-
D2) el cf-DNA es detectable en el medio de cultivo
embrionario en la etapa de moérula y blastocisto. La
amplificacion de cf-DNA en SCM es completamente factible,
aunque la cantidad de cf-DNA amplificada varia en términos
de cantidad e integridad, ademas de que aun persiste una
gran cantidad de heterogeneidad entre las técnicas de
protocolos que utilizan los distintos centros que realizan
este procedimiento. Por ultimo, aunque se ha encontrado un
nivel de concordancia con TE de hasta un 100%, el promedio
oscila alrededor de un 78%. Ademas, la concordancia
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especifica en cuanto a cromosomas afectados en embriones
aneuploides podria tener un mayor grado de disparidad.

Sin embargo, factores como la contaminacion materna, el
establecer un dia ideal de recoleccion de SCM durante el
desarrollo embrionario, cantidades bajas de cf-DNA
presentes en el SCM y las discrepancias en la concordancia
entre niPGT-A y biopsia de TE, son obstaculos que aun no
permiten el uso de niPGT-A como un método fiable de
analisis de deteccion de aneuploidias. Por lo tanto, se deben
tomar medidas de optimizacion de los protocolos de niPGT-
A, como lo son la fecundacion por ICSI, el lavado de ovocitos
y la denudacion del CCO, el cultivo continuo hasta la etapa
de blastocisto (D5-D7), mantener un volumen reducido del
cultivo embrionario (< 10 uL), y el analisis genético de por
medio de NGS. Por otra parte, quedan incognitas pendientes
de resolver para la estandarizaciéon de niPGTA: el origen de
cf-DNA embrionaria y el mecanismo de secrecion de este
material, la concordancia de mosaicismo en muestras de
SCM y TE/WE, o el establecimiento preciso del mejor dia de
recoleccion de SCM.

Concluimos que aunque niPGTA es una técnica
prometedora que conllevaria un conjunto de beneficios
superiores al iPGT-A, por el momento es necesario seguir
validando esta técnica, obtener un mayor entendimiento de
la fisiologia embrionaria, tener el origen concreto del ADN
extra-embrionario, hacer un protocolo mas homogéneo
entre los distintos centros de reproduccion que estan
utilizando esta técnica y una mayor cantidad de ensayos
clinicos aleatorizados que puedan brindar un mayor sustento
tedrico y practico a este estudio diagnostico. Por esto y
todos los motivos presentados en esta extensa revision
sistematica, concluimos que el niPGT-A no es apto para ser
utilizado en el contexto clinico y debe reservarse para uso en
estudios de investigacion y pre-clinicos hasta que emerja un
consenso de todos los interrogantes tedricos y de protocolos
de procedimiento que aln ofuscan al niPGT-A como un
método alternativo a la biopsia celular.

Bibliografia

Belandres, D., Shamonki, M., Arrach, N., 2019. Current status of
spent embryo media research for preimplantation genetic
testing. J Assist Reprod Genet. https://doi.org/10.1007/
s10815-019-01437-6.

Brouillet, S., Martinez, G., Coutton, C., et al., 2020. Is cell-free
DNA in spent embryo culture medium an alternative to embryo
biopsy for preimplantation genetic testing? A systematic review.
Reprod Biomed Online 40 (6), 779-796. https://doi.org/10.
1016/j.rbmo.2020.02.002.

Capalbo, A., Romanelli, V., Patassini, C., et al., 2018. Diagnostic
efficacy of blastocoel fluid and spent media as sources of DNA for
preimplantation genetic testing in standard clinical conditions.
Fertil Steril. 110 (5), 870-879 e5 https://doi.org/10.1016/].
fertnstert.2018.05.031.

Chang, J., Boulet, S.L., Jeng, G., et al., 2016. Outcomes of in vitro
fertilization with preimplantation genetic diagnosis: an analysis
of the United States Assisted Reproductive Technology Surveil-
lance Data, 2011-2012. Fertil Steril. 105 (2), 394-400. https://
doi.org/10.1016/j.fertnstert.2015.10.018.

Cohen, J., Wells, D., Munné, S., 2007. Removal of 2 cells from
cleavage stage embryos is likely to reduce the efficacy of
chromosomal tests that are used to enhance implantation rates.


https://doi.org/10.1007/s10815-019-01437-6
https://doi.org/10.1007/s10815-019-01437-6
mailto:5555554@gmail.com
mailto:5555554@gmail.com
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2018.05.031
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2018.05.031
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2015.10.018
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2015.10.018

A. Zavala-Garcia y J.M. Moreno-Garcia

Fertil Steril. 87 (3), 496-503.
fertnstert.2006.07.1516.

Cree, L., Farquhar, C., 2020. Cell-free genetic testing of embryos.
Fertil Steril. 113 (2), 258-259. https://doi.org/10.1016/]j.
fertnstert.2019.12.027.

Fiorentino, F., Bono, S., Biricik, A., et al., 2014. Application of
next-generation sequencing technology for comprehensive an-
euploidy screening of blastocysts in clinical preimplantation
genetic screening cycles. Hum Reprod. 29 (12), 2802-2813.
https://doi.org/10.1093/humrep/deu277.

Fragouli, E., Lenzi, M., Ross, R., et al., 2008. Comprehensive
molecular cytogenetic analysis of the human blastocyst stage.
Hum Reprod. 23 (11), 2596-2608. https://doi.org/10.1093/
humrep/den287.

Fragouli, E., Munne, S., Wells, D., 2019. The cytogenetic
constitution of human blastocysts: insights from comprehensive
chromosome screening strategies. Hum Reprod Update. 25 (1),
15-33. https://doi.org/10.1093/humupd/dmy036.

Gahan, P.B., Anker, P., Stroun, M., 2008. Metabolic DNA as the
origin of spontaneously released DNA? Ann N Y Acad Sci. 1137,
7-17. https://doi.org/10.1196/annals.1448.046.

Galluzzi, L., Palini, S., De Stefani, S., et al., 2015. Extracellular
embryo genomic DNA and its potential for genotyping applica-
tions. Future Science OA. 1 (4). https://doi.org/10.4155/fso.
15.62.

Garcia-Elias, A., Alloza, L., Puigdecanet, E., et al., 2017. Defining
quantification methods and optimizing protocols for microarray
hybridization of circulating microRNAs. Sci Rep. 7 (1), 1-14.
https://doi.org/10.1038/s41598-017-08134-3.

Gleicher, N., Barad, D.H., 2019. Not even noninvasive cell-free
DNA can rescue preimplantation genetic testing. Proc Natl Acad
Sci US A. 116 (44), 21976-21977. https://doi.org/10.1073/pnas.
1911710116.

Gleicher, N., Orvieto, R., 2017. Is the hypothesis of preimplanta-
tion genetic screening (PGS) still supportable? A review. J
Ovarian Res. 10 (1), 1-7. https://doi.org/10.1186/s13048-017-
0318-3.

Hammond, E.R., McGillivray, B.C., Wicker, S.M., et al., 2017.
Characterizing nuclear and mitochondrial DNA in spent
embryo culture media: genetic contamination identified.
Fertil Steril. 107 (1), 220-228 e5 https://doi.org/10.1016/
j.fertnstert.2016.10.015.

Hammond, E.R., Shelling, A.N., Cree, L.M., 2016. Nuclear and
mitochondrial DNA in blastocoele fluid and embryo culture
medium: evidence and potential clinical use. Hum Reprod. 31
(8), 1653—1661. https://doi.org/10.1093/humrep/dew132.

Ho, J.R., Arrach, N., Rhodes-Long, K., et al., 2018. Pushing the
limits of detection: investigation of cell-free DNA for aneuploidy
screening in embryos. Fertil Steril. 110 (3), 467—475 e2 https://
doi.org/10.1016/j.fertnstert.2018.03.036.

Huang, L., Bogale, B., Tang, Y., et al., 2019. Noninvasive
preimplantation genetic testing for aneuploidy in spent medium
may be more reliable than trophectoderm biopsy. Proc Nat! Acad
Sci USA. 116 (28), 14105—-14112. https://doi.org/10.1073/pnas.
1907472116.

Jiao, J., Shi, B., Sagnelli, M., et al., 2019. Minimally invasive
preimplantation genetic testing using blastocyst culture me-
dium. Hum Reprod. 34 (7), 1369-1379. https://doi.org/10.
1093/humrep/dez075.

Klein, D., 2002. Quantification using real-time PCR technology:
applications and limitations. Trends Mol Med. 8 (6), 257-260.
https://doi.org/10.1016/51471-4914(02)02355-9.

Kushnir, V.A., Darmon, S.K., Albertini, D.F., et al., 2016.
Effectiveness of in vitro fertilization with preimplantation
genetic screening: a reanalysis of United States assisted
reproductive technology data 2011-2012. Fertil Steril. 106 (1),
75-79. https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2016.02.026.

https://doi.org/10.1016/]j.

14

Kuznyetsov, V., Madjunkova, S., Antes, R., et al., 2018. Evaluation
of a novel non-invasive preimplantation genetic screening
approach. PLoS ONE. 13 (5), 1-15. https://doi.org/10.1371/
journal.pone.0197262.

Lane, M., Zander-Fox, D.L., Hamilton, H., et al., 2017. Ability to
detect aneuploidy from cell free DNA collected from media is
dependent on the stage of development of the embryo. Fertil Steril.
108 (3), e61. https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2017.07.192.

Leaver, M., Wells, D., 2020. Non-invasive preimplantation genetic
testing (niPGT): the next revolution in reproductive genetics?
Hum Reprod Update. 26 (1), 16—42. https://doi.org/10.1093/
humupd/dmz033.

Li, P., Song, Z., Yao, Y., et al., 2018. Preimplantation genetic
screening with spent culture medium/blastocoel fluid for in vitro
fertilization. Sci Rep. 8 (1), 1-10. https://doi.org/10.1038/
s41598-018-27367-4.

Minasi, M.G., Fabozzi, G., Casciani, V., et al., 2015. Improved
blastocyst formation with reduced culture volume: comparison
of three different culture conditions on 1128 sibling human
zygotes. J Assist Reprod Genet. 32 (2), 215-220. https://doi.
org/10.1007/s10815-014-0399-5.

Moher, D., Liberati, A., Tetzlaff, J., et al., 2009. Preferred
reporting items for systematic reviews and meta-analyses: the
PRISMA statement. PLoS Med. 6 (7). https://doi.org/10.1371/
journal.pmed.1000097.

Munné, S., 2018. Status of preimplantation genetic testing and
embryo selection. Reprod Biomed Online. 37 (4), 393-396.
https://doi.org/10.1016/j.rbmo.2018.08.001.

Orvieto, R., Shuly, Y., Brengauz, M., et al., 2016. Should pre-
implantation genetic screening be implemented to routine
clinical practice? Gynecol Endocrino. 32 (6), 506—508. https://
doi.org/10.3109/09513590.2016.1142962.

Palini, S., Galluzzi, L., De Stefani, S., et al., 2013. Genomic DNA in
human blastocoele fluid. Reprod Biomed Online. 26 (6),
603-610. https://doi.org/10.1016/j.rbmo.2013.02.012.

Penzias, A., Bendikson, K., Butts, S., et al., 2018. The use of
preimplantation genetic testing for aneuploidy (PGT-A): a
committee opinion. Fertil Steril. 109 (3), 429-436. https://
doi.org/10.1016/j.fertnstert.2018.01.002.

Rubio, C., Rienzi, L., Navarro-Sanchez, L., et al., 2019. Embryonic
cell-free DNA versus trophectoderm biopsy for aneuploidy
testing: concordance rate and clinical implications. Fertil Steril.
112 (3), 510-519. https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2019.
04.038.

De Rycke, M., Belva, F., Goossens, V., et al., 2015. ESHRE PAGES
ESHRE PGD Consortium data collection XllI: cycles from January
to December 2010 with pregnancy follow-up to October 2011.
Hum Reprod., 1-27 https://doi.org/10.1093/humrep/dev122.

Scott, R.T., Upham, K.M., Forman, E.J., et al., 2013. Blastocyst
biopsy with comprehensive chromosome screening and fresh
embryo transfer significantly increases in vitro fertilization
implantation and delivery rates: a randomized controlled trial.
Fertil Steril. 100 (3), 697-703. https://doi.org/10.1016/].
fertnstert.2013.04.035.

Shamonki, M.l., Jin, H., Haimowitz, Z., et al., 2016. Proof of
concept: preimplantation genetic screening without embryo
biopsy through analysis of cell-free DNA in spent embryo culture
media. Fertil Steril. 106 (6), 1312—1318. https://doi.org/10.
1016/j.fertnstert.2016.07.1112.

Tortoriello, D.V., Dayal, M., Beyhan, Z., et al., 2016. Reanalysis of
human blastocysts with different molecular genetic screening
platforms reveals significant discordance in ploidy status. J
Assist Reprod Genet. 33 (11), 1467—1471. https://doi.org/10.
1007/510815-016-0766-5.

Tsuiko, O., Zhigalina, D.l., Jatsenko, T., et al., 2020. Karyotype of
the blastocoel fl uid demonstrates low concordance with both
trophectoderm and inner cell mass. Fertil Steril. 109 (6).


mailto:Abrahamzavala60@hotmail.com
mailto:Abrahamzavala60@hotmail.com
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2019.12.027
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2019.12.027
https://doi.org/10.1093/humrep/deu277
https://doi.org/10.1093/humrep/den287
https://doi.org/10.1093/humrep/den287
https://doi.org/10.1093/humupd/dmy036
https://doi.org/10.1196/annals.1448.046
https://doi.org/10.4155/fso.15.62
https://doi.org/10.4155/fso.15.62
https://doi.org/10.1038/s41598-017-08134-3
https://doi.org/10.1073/pnas.1911710116
https://doi.org/10.1073/pnas.1911710116
https://doi.org/10.1186/s13048-017-0318-3
https://doi.org/10.1186/s13048-017-0318-3
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2016.10.015
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2016.10.015
https://doi.org/10.1093/humrep/dew132
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2018.03.036
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2018.03.036
https://doi.org/10.1073/pnas.1907472116
https://doi.org/10.1073/pnas.1907472116
https://doi.org/10.1093/humrep/dez075
https://doi.org/10.1093/humrep/dez075
https://doi.org/10.1016/S1471-4914(02)02355-9
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2016.02.026
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197262
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197262
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2017.07.192
https://doi.org/10.1093/humupd/dmz033
https://doi.org/10.1093/humupd/dmz033
https://doi.org/10.1038/s41598-018-27367-4
https://doi.org/10.1038/s41598-018-27367-4
https://doi.org/10.1007/s10815-014-0399-5
https://doi.org/10.1007/s10815-014-0399-5
https://doi.org/10.1371/journal.pmed.1000097
https://doi.org/10.1371/journal.pmed.1000097
https://doi.org/10.1016/j.rbmo.2018.08.001
https://doi.org/10.3109/09513590.2016.1142962
https://doi.org/10.3109/09513590.2016.1142962
https://doi.org/10.1016/j.rbmo.2013.02.012
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2018.01.002
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2018.01.002
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2019.04.038
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2019.04.038
https://doi.org/10.1093/humrep/dev122
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2013.04.035
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2013.04.035
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2016.07.1112
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2016.07.1112
https://doi.org/10.1007/s10815-016-0766-5
https://doi.org/10.1007/s10815-016-0766-5
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(21)00018-9/rf0200
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(21)00018-9/rf0200
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(21)00018-9/rf0200

Medicina Reproductiva y Embriologia Clinica 9 (2022) 100108

Vera-Rodriguez, M., Diez-Juan, A., Jimenez-Almazan, J., et al.,
2018. Origin and composition of cell-free DNA in spent medium
from human embryo culture during preimplantation develop-
ment. Hum Reprod. 33 (4), 745-756. https://doi.org/10.1093/
humrep/dey028.

Vera-Rodriguez, M., Rubio, C., 2017. Assessing the true incidence
of mosaicism in preimplantation embryos. Fertil Steril. 107 (5),
1107-1112. https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2017.03.019.

Xu, J., Fang, R., Chen, L., et al., 2016. Noninvasive chromosome
screening of human embryos by genome sequencing of embryo
culture medium for in vitro fertilization. Proc Natl Acad Sci U S
A. 113 (42), 11907-11912. https://doi.org/10.1073/pnas.
1613294113.

15

Yang, L., Lv, Q., Chen, W., et al., 2017. Presence of embryonic
DNA in culture medium. 8 (40), 67805—-67809.

Yang, Z., Liu, J., Collins, G.S., et al., 2012. Selection of single
blastocysts for fresh transfer via standard morphology assess-
ment alone and with array CGH for good prognosis IVF patients:
results from a randomized pilot study. Mol Cytogenet. 5 (1), 24.
https://doi.org/10.1186/1755-8166-5-24.

Yeung, Q.S.Y., Zhang, Y.X., Chung, J.P.W., et al., 2019. A
prospective study of non-invasive preimplantation genetic
testing for aneuploidies (NiPGT-A) using next-generation se-
quencing (NGS) on spent culture media (SCM). J Assist Reprod
Genet. 36 (8), 1609—1621. https://doi.org/10.1007/s10815-019-
01517-7.


https://doi.org/10.1093/humrep/dey028
https://doi.org/10.1093/humrep/dey028
https://doi.org/10.1016/j.fertnstert.2017.03.019
https://doi.org/10.1073/pnas.1613294113
https://doi.org/10.1073/pnas.1613294113
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(21)00018-9/rf0220
http://refhub.elsevier.com/S2340-9320(21)00018-9/rf0220
https://doi.org/10.1186/1755-8166-5-24
https://doi.org/10.1007/s10815-019-01517-7
https://doi.org/10.1007/s10815-019-01517-7

	Diagnóstico genético pre-implantacional no invasivo como método de detección de aneuploidías embrionarias: una revisión sis...
	Introducción
	Tipos de PGT invasivo
	PGT no invasivo y el análisis genético del SCM
	Métodos de análisis genético de cf-DNA en SCM

	Metodología
	Estrategia de búsqueda
	Selección de estudios
	Extracción de información
	Valoración del riesgo de sesgo (Risk-of-Bias)
	Síntesis de información y análisis estadístico

	Resultados
	Resultados de búsqueda sistematizada
	Detección de cf-DNA en SCM
	Amplificación de cf-DNA en SCM

	Discusión
	Conclusiones
	Bibliografía


