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Repeticion de la biopsia ante una falla
en la amplificacion

Repeat biopsy in case of amplification
failure.

Anna Calull-Bagd,*Maria Teresa lzaguirre-Hernandez,* Alejandra Victores-Monroy,?
Isabela Martinez-Robles,? Claudia Gonzélez-Ortega,® Antonio Martin Gutiérrez-
Gutiérrez'?

Analizar los posibles factores asociados con las fallas en la amplificacion,
los desenlaces de la euploidia y clinicos entre los embriones con repeticién de la
biopsia y los de una sola (grupo control).

Estudio retrospectivo y multicéntrico de anélisis de biopsias
de blastocistos practicadas en 22 centros de reproduccién asistida (noviembre 2017
a febrero 2022). Se analizaron 4,106 blastocistos procedentes de 1,007 ciclos de ICSI
con prueba genética para aneuplidias previa a la implantacién. En los blastocistos re-
portados con falla en la amplificacién se analizé el Centro donde se practicé la biopsia,
el dia en que ésta se tomd, la calidad embrionaria y la incidencia de complicaciones
durante el procedimiento. Los resultados se compararon con la prueba genética para
aneuploidias previa a la implantacién y los desenlaces clinicos entre los embriones
con repeticion de la biopsia y el grupo control.

En el 96.0% (3,942) de los embriones se obtuvo resultado y en el 4.0%
(n = 164) se reportd falla en la amplificacion. La biopsia se repitié en las 99 fallas en
la amplificacion y se obtuvo resultado en el 83.8% de los casos. Las tasas de euploidia
fueron similares entre embriones con repeticién de la biopsia y los controles (34.9 en
comparacion con 39.7%; p > 0.05). El Centro fue el Gnico factor que mostré diferencias
en las tasas de falla en la amplificacién (p < 0.05). No se observaron diferencias en
el dia de la biopsia o la calidad embrionaria. Las tasas de embarazo (51.0 en compa-
racién con 58.3%), implantacién (63.9 en comparacién con 61.5%) y aborto (16.9
en comparacién con 28.6%) fueron similares entre embriones con una sola biopsia o
repeticion de ésta, respectivamente.

El Centro fue el principal factor que influyé en las fallas en la am-
plificacién. Las tasas de euploidia y los desenlaces clinicos no difirieron entre el grupo
control y los embriones con repeticién de la biopsia; por consiguiente, se recomienda
repetir la biopsia en los embriones con falla en la amplificacion.

Falla en la amplificacién; PGT-A; repeticién de la biopsia; blas-
tocisto.

To analyze possible factors associated with amplification failures, euploidy
and clinical outcomes between repeat and single biopsy embryos (control group).

Retrospective multicenter study involving 4,106 blas-
tocysts from 1,007 ICSI cycles with preimplantation genetic testing for aneuploidy
performed by next generation sequencing. In case of DNA amplification failure, the
IVF center where biopsies were performed, the day of biopsy, the embryo quality and
the incidence of complications during biopsy were analyzed. Preimplantation genetic
testing for aneuploidy results and clinical outcomes were compared between re-biopsied
embryos and the control group.
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Of the 4,106 blastocysts included in this study, 96.0% (3,942) obtained a result
while 4.0% (164) had an amplification failure. Ninety-nine embryos with amplification
failure were re-biopsied and 83.8% resulted in an informative diagnosis. Euploidy rates
were equivalent between re-biopsied and control blastocysts (34.9% vs 39.7%, P>0.05).
The only factor significantly affecting the amplification failure rates was the IVF center.
No differences were observed between biopsy days or embryo quality. Pregnancy (51.0%
vs 58.3%), implantation (63.9% vs 61.5%) and miscarriage rates (16.9% vs 28.6%)
were similar between single and repeat biopsied embryos, respectively.

The centre was the main factor influencing amplification failures.
Euploidy rates and clinical outcomes did not differ between the control group and
repeat biopsied embryos; therefore, repeat biopsy is recommended for embryos with

amplification failure.

Amplification failure; PGT-A; Repeat biopsy; Blastocyst.

La prueba genética previa a la implantacion se
utilizo, inicialmente, a principios del decenio de
1990, con el propésito de evitar la trasmisién de
enfermedades genéticas con herencia ligada al
cromosoma X." Posteriormente, al comprobarse
la relacion de las aneuploidias con los pobres
desenlaces reproductivos en los ciclos de fertili-
zacion in vitro en pacientes de edad avanzada,**
la prueba genética preimplantacional se empezé
a utilizar como herramienta de tamizaje cromo-
sémico para evitar la trasferencia de embriones
aneuploides y mejorar los desenlaces de los
ciclos de fertilizacion in vitro.*

Todas las técnicas disponibles hoy en dia para
practicar una prueba genética preimplantacional
para aneuploidias permiten analizar los 23 pares
de cromosomas; todas comparten el mismo paso
inicial. Este consiste en la lisis de las células
tomadas en la biopsia seguida de una ampli-
ficacion del ADN procedente de estas células
para conseguir una cantidad de ADN suficiente
para poder llevar a cabo el estudio. No obstante,
cuando no se logra obtener el ADN embrionario

para practicar la prueba genética preimplanta-
cional para aneuploidias se denomina falla en
la amplificacién.

Se han descrito posibles factores que pueden
contribuir a esa falla con resultados contradic-
torios: calidad embrionaria, el dia de la biopsia,
cantidad de células obtenidas en la biopsia,
cantidad de pulsos de laser utilizados para la
biopsia y la técnica utilizada.>”

El objetivo de este estudio fue: analizar los
posibles factores asociados con las fallas en la
amplificacién y los desenlaces de la prueba ge-
nética preimplantacional para aneuploidias de
los embriones en los que se repitié la biopsia.
Ademas, evaluar los desenlaces clinicos de sus
transferencias en comparacién con los embrio-
nes a los que solo se les realizé una biopsia
(grupo control).

Estudio retrospectivo y multicéntrico de analisis
de biopsias de blastocistos practicados en 22
centros de reproduccion asistida (noviembre 2017
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afebrero 2022). Se analizaron 4,106 blastocistos
procedentes de 1,007 ciclos de ICSI con prueba
genética preimplantacional para aneuploidias que
se practicaron a 771 parejas (edad materna media:
35.9 £ 6.1, limites de edad 18 y 49 afios). Todas
las biopsias practicadas en los diferentes centros
se enviaron al laboratorio de genética en donde
se llevo a cabo la prueba genética preimplanta-
cional para aneuploidias mediante secuenciacion
masiva siguiendo la metodologia descrita."®

Los posibles diagnésticos de los embriones anali-
zados fueron: 7) euploide: se detecté el nimero
esperado de cromosomas (46) y no se detectaron
ganancias o pérdidas de material genético; 2)
aneuploide: se detect6 una cantidad anormal de
cromosomas o un exceso (duplicacién) o falta
(delecion) de material genético; 3) mosaico: se
detectaron cromosomas con una cantidad inter-
media de copias; 4) falla en la amplificacién:
no fue posible obtener un resultado a partir de
la muestra recibida. Se report6 una falla en la
amplificacién cuando después de la amplifica-
cién del ADN y posterior electroforesis de los
productos de la amplificacion, no se observé una
banda fluorescente en el gel de agarosa (ausencia
de ADN procedente del embrién).

Las parejas con reporte de falla en la amplifica-
cién decidieron, conjuntamente con su médico,
repetir o no la biopsia tomada al embrién. En los
casos en que se decidi6 repetir la biopsia, los
embriones se desvitrificaron, se volvié a tomar la
biopsia, volvieron a vitrificarse y a analizar. Los
que se diagnosticaron euploides se consideraron
idéneos para la transferencia uterina.

De los blastocistos que dieron lugar a falla en
la amplificacion, se analizaron los siguientes
parametros: 1) dia de la biopsia (5, 6 0 7); 2)
centro de reproduccion asistida donde se tomé la
biopsia; 3) calidad embrionaria y 4) incidencia
de complicaciones y observaciones reportadas
por los embriélogos durante la biopsia.
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Para el estudio de los centros se analizaron los
desenlaces de los siete que tomaron biopsias
de embriones (centros 1 al 7) y se agruparon los
de menos biopsias tomadas en un solo grupo
(otros centros). Para el estudio de la calidad
embrionaria, los embriones se clasificaron en
tres grupos (buena, regular y mala) con base en
la clasificacién de Gardner y Schoolcraft." Por
dltimo, para analizar la incidencia de compli-
caciones durante la biopsia en los embriones
que resularon con falla en la amplificacién, se
revisaron todos los comentarios que los embrié-
logos registraron en el formulario de la biopsia
embrionaria y se clasificaron en: 1) relacio-
nados con la calidad de la biopsia o embrién;
2) relacionados con complicaciones durante
el tubing; y 3) los que incluyeron la calidad
afectada de la biopsia o embrién ademds de
problemas durante el tubing.

Ademas, se evaluaron los desenlaces clinicos de
las transferencias de los embriones en los que
se repitié la biopsia y se compararon con un
grupo control. Este incluy6 la cohorte de em-
briones transferidos con repeticion de la biopsia
y vitrificados una sola vez. Se obtuvo la tasa de
embarazo bioquimico (total de transferencias
con fraccién beta de la hormona gonadotropina
coriénica humana mayor de 5 mUI/mL entre la
cantidad total de transferencias practicadas), la
tasa de implantacion (cantidad de sacos gesta-
cionales con latido fetal entre la cantidad total
de blastocistos transferidos) y la tasa de aborto
(porcentaje de embarazos clinicos que esponta-
neamente se abortaron antes de [a semana 12 de
gestacion entre el total de embarazos obtenidos).

Para evaluar diferencias estadisticamente sig-
nificativas se utiliz6 ANOVA en las variables
continuas y y? en las variables categéricas.
Todos los analisis estadisticos se procesaron en
el programa IBM SPSS Statistics version 24. Las
diferencias se consideraron significativas cuando
la p fue menor de 0.05.

https://doi.org/10.24245/gom.v91i2.8276
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La prueba genética preimplantacional para
aneuploidias se practicé en 4,106 blastocistos.
De 3,942 (96.0%) embriones se obtuvo un resul-
tado y 164 (4.0%) dieron lugar a una falla en la
amplificacién. De los embriones con resultado,
el 39.7% se diagnosticaron euploides, el 53.6%
aneuploides y el 6.7% mosaicos. Figura 1

De los 164 embriones con falla en la amplifica-
cién, se repitié la biopsia en el 60.4% (99/164).
De estos, en el 83.8% (83/99) de los casos se lo-
gré6 obtener un resultado mientras que el 16.2%
(16/99) permanecieron sin éste. Los diagndsticos
de la prueba genética preimplantacional para
aneuploidias de los 83 embriones en que se lo-
gr6 obtener un resultado fueron: 34.9% (29/83)
euploides, 57.8% (48/83) aneuploides y 7.2%

(6/83) mosaicos (Figura 1). No se encontraron
diferencias significativas en los reportes de la
prueba genética preimplantacional para aneu-
ploidias entre el grupo control (con una sola
biopsia) y los embriones en los que se repitié la
biopsia (p = 0.065).

Al analizar las tasas de falla en la amplificacion
por centro se observé una gran variabilidad con
un valor minimo de 2.2% en el centro 3 hasta un
9.5%en el centro 7. Los centros 1, 2, 3 y 4 tuvie-
ron tasas de falla de amplificacién por debajo de
lamedia (3.7, 2.6, 2.2 y 2.7% respectivamente),
mientras que los centros 5, 6, 7 y el grupo de
otros centros, reportaron una tasa superior a la
media (6.2, 4.9, 9.5 y 6.6%, respectivamente).
Esto coincidié con que los centros 1, 2, 3y 4
fueron los laboratorios que tomaron la biopsia
a mayor cantidad de embriones, excepto en el

Con resultado
n=23.942
(96.9%)

Ciclos de Blastocistos
PGT-A | biopsiados
n=1.007 n=4.106

Sin resultados
n=164
(4.0%)

Euploides
n=1.564

(39.7%)

Aneuploides

n=2.113
(53.6%)

Mosaicos Euploides
n =265 n=29
(6.7 %) (34.9%)

Con resultado Aneuploides
n=2383 n =48
Repeticién de / (83.80/0) (57.80/0)
la biopsia
n =99
(60.4%) Mosaicos
Sin resultado n=6
n=16 (7.2%)
(16.2%)

Ciclos con prueba genética para aneuploidias previos a la implantacién, blastocistos analizados,
reportes de la prueba y embriones con repeticién de la biopsia.
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Tasas de falla en la amplificacion por centro
en los que se tomaron las biopsias embrionarias. n =
total de blastocistos biopsiados.

centro 6, que se encuentra en segundo lugar
en la frecuencia de embriones analizados. Las
diferencias observadas en las tasas de falla en la
amplificacién entre centros fueron significativas
(p = 0.045).

Se evalud la correlacion entre la morfologia de
los 4,106 blastocistos incluidos en este estudio y
los resultados de la prueba genética preimplan-
tacional para aneuploidias. La tasa de euploidia
fue del 50.1, 46.0 y 30.1% en los grupos de
buena, regular y mala calidad, respectivamente.
La proporcién de blastocistos con falla en la am-
plificacién fue muy similar entre los diferentes
grupos de calidad, sin diferencias significativas
(p = 0.372). Figura 3

Tampoco se observaron diferencias significativas
en la tasa de falla en la amplificacién observadas
por el dia en que se tom6 la biopsia. La tasa de
falla en la amplificacion del total de embriones
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a los que se tomé biopsia en dia 5 fue del 3.9%
(117/3,030), en dia 6 del 4.2% (43/1,022) y en
dia 7 del 7.4% (4/54) (Figura 4). En dia 7, el por-
centaje de falla fue ligeramente superior, aunque
la diferencia en comparacién con los dias 5y 6
de biopsia no fue significativa (p = 0.363). Quiza
esto se debid a que en este grupo hubo menos
cantidad de embriones comparada con los otros
dos dias de biopsia. De los 164 embriones que
dieron lugar a una falla en la amplificacién, a
117 (71.3%) la biopsia se tom6 en dia 5, 43
(26.2%) en dia 6 y 4 (2.4%) blastocistos en dia
7 (7.4%).

Se revisaron las observaciones y los comentarios
de los embriélogos en los formularios de biopsia
embrionaria en los embriones que dieron como
resultado falla en la amplificacién. De los 164
embriones, en 112 (68.3%) los embri6logos
no reportaron ningdn comentario por lo que,
aparentemente, no hubo complicacién durante
la biopsia del blastocisto, mientras que en 52
(31.7%) de los embriones escribieron algtn
comentario en referencia a la biopsia. El 71.2%
(37/52) de los comentarios hicieron referencia a
la calidad de la biopsia o del embrién, como por
ejemplo: células oscuras, blastocisto vacuolado,
biopsia disgregada, pocas células, etc. El 19.2%
(10/52) de los comentarios hicieron referencia a
complicaciones durante el tubing, por ejemplo:
tubing regular o no se observé la biopsia durante
el tubing. Por Gltimo, en el 9.6% (5/52) de los
casos, los comentarios mencionaron problemas
con el tubing ademas de calidad sub6ptima de
la biopsia o blastocisto.

De los 29 embriones euploides obtenidos
después de repetir la biopsia, 13 fueron desvitri-
ficados y transferidos: 11 en transferencias de un
Gnico embrion y 2 en una transferencia doble.
Las tasas de embarazo (7/12, 58.3%), de implan-
tacion (8/13, 61.5%) y de aborto (2/7, 28.6%)
de los embriones euploides con repeticion de la
biopsia no difirieron de los embriones euploides

https://doi.org/10.24245/gom.v91i2.8276
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70 7

Calidad buena
n =667

Calidad regular
n=1,,223

58.7

Calidad mala
n=2216

Reportes de la prueba genética previa a la implantacién para aneuploidias en funcién de la calidad
morfolégica de los 4,106 blastocistos analizados. Azul: tasa de euploidia, naranja: tasa de aneuploidia, gris:
tasa de mosaicismo, amarillo: tasa de falla en la amplificacién. Calidad embrionaria representada en 3 grupos:
buena (3, 4, 5y 6 AA, AB o BA), regular (3, 4, 5, 0 6 BB, AC o CA) y mala (<3BB).

del grupo control, con biopsia y vitrificacién tni-
cas (51.0%, 63.9%, y 16.9% respectivamente)
(Cuadro 1). Hasta la fecha hay cuatro nacidos
vivos sanos de embriones con repeticién de la
biopsia y un embarazo en curso. No se repor-
taron complicaciones obstétricas ni perinatales.

DISCUSION

Las tasas de falla en la amplificacién reportadas
en labibliografia van del 2 al 6%.'*'” No obstan-
te, las causas por las que se originan esas fallas
adn no se conocen con exactitud.

En cuanto a la variabilidad entre centros y
embriélogos, en un estudio de Capalbo y cola-
boradores® se analizaron las tasas de falla en la

amplificacién de 7 embriélogos procedentes de
3 centros de reproduccién asistida. Ellos men-
cionan que no se observaron diferencias entre
operadores; sin embargo, la tasa de falla en la
amplificacién de uno de ellos fue tres veces su-
perior al resto. En este trabajo, en la mayoria de
los casos se observaron menores tasas de falla en
la amplificacion en los laboratorios en los que se
tomé la biopsia a mayor cantidad de blastocistos
y que, por lo tanto, tienen mas experiencia.

Hoy en dia se sabe que la morfologia es el prin-
cipal factor predictor de euploidia y de potencial
de implantacién y de embarazo." Sin embargo,
existe una proporcién nada despreciable de blas-
tocistos de excelente buena calidad que pueden
ser aneuploides (43.6 y 60.9%, respectivamente)
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Dia 5 Dia 6 Dia 7
n=3,030 n=1,022 n=>54

Tasas de falla en la amplificacién en funcién
del dia en que se realiz6 la biopsia embrionaria.

asi como embriones de mala calidad que pueden
llegar a ser euploides (25.5%)."® En nuestro estu-
dio, como era de esperar, se obtuvo una mayor
tasa de euploidia (50.1%) en los embriones con
buena calidad embrionaria mientras que en los
de calidad regular y mala fue menor (46.0 y
30.1%, respectivamente). A pesar de ello no se

2023; 91 (2)

observaron diferencias significativas en las tasas
de amplificacién en embriones de distintas cali-
dades, lo que fue un hallazgo de este ensayo. Sin
embargo, Cimadomo y colaboradores® también
obtuvieron los mismos resultados. En su estudio,
la calidad morfolégica de los blastocistos no se
correlacion6 con el riesgo de falla en la amplifi-
cacion, lo que sugiere que las células obtenidas
de embriones de mala calidad contienen ADN
integro que justifica su biopsia.

También en el estudio de Cimadomo® observaron
una mayor tasa de fallas en la amplificacién en la
biopsia de embriones en dia 5 bajo la premisa de
menor cantidad de células en el trofoectodermo
comparada con los blastocistos de dia 6 y 7.
No obstante, un ano después, Neal y colabo-
radores publicaron una investigacion en la que
no observaron diferencias en funcién del dia
de la biopsia en una muestra mucho mayor de
blastocistos analizados.’ De la misma manera
que Neal, en este trabajo, las tasas de falla en
la amplificacién fueron similares entre los dife-
rentes dias de biopsia con una tendencia a una
mayor tasa de fallas en los embriones con toma
de biopsia en dia 7.

Hasta donde pudimos saber, este es el primer
estudio que analiza los comentarios y observa-

Cuadro 1. Reportes clinicos de las transferencias de embriones euploides con repeticién de la biopsia comparados con los
del grupo control (con una sola biopsia y vitrificacién) (biopsiados y vitrificados una sola vez)

Biopsia tnica de blastocistos Repeticion de
Valor de p
(grupo control) b|0p5|a

Total de embriones transferidos

Total de transferencias 498
Unica 338
Doble 155
Triple 5

Tasa de embarazo (%) 51.0

Resultado positivo-transferencia (254/498)

Tasa de implantacion (%) 63.9

Embriones implantados/transferidos (424/663)

Tasa de aborto (%) 16.9

Abortos-desenlaces positivos (43/254)

12

1]1 NA

0
éi’i) 0.407
o1 0-531
26 -

https://doi.org/10.24245/gom.v91i2.8276
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ciones de los embriélogos durante el proceso de
biopsia embrionaria. De los 164 embriones con
falla en la amplificacién, en el 31.7% de los casos
se report6 alguna complicacién. La mayoria de
los comentarios hicieron referencia a una calidad
subdptima del embrién o de las células biopsia-
das con células disgregadas, oscuras o pegajosas.
Estos comentarios podrian considerarse mejores
predictores de las fallas en la amplificacién que
la calidad embrionaria basada en la morfologia
o el dia de la toma de la biopsia.

Uno de los factores que si parece ser determi-
nante para obtener mayor o menor cantidad de
embriones sin resultado, es la cantidad de células
a las que se toma biopsia. En la publicacion de
Capalbo® observaron que los embriones que re-
sultaron con falla en la amplificacién tenian una
media de células con biopsia inferior en compa-
racion con los embriones con resultado (2.1 en
comparacién con 7.5 células, respectivamente).

En otro estudio llevado a cabo por Zhang y co-
laboradores’ también encontraron una relacion
entre la cantidad de células con biopsia y la tasa
de falla en la amplificacion. En sus resultados
reportaron una tasa de falla en la amplificacién
del 14% cuando la biopsia de trofoectodermo
era de 1 sola célula mientras que esta tasa fue
inferior al 2% cuando se tom6 biopsia de 5 o
mas células. En nuestro estudio no fue posible
analizar la cantidad de células a las que se tom6
la biopsia en relacion con la tasa de falla en la
amplificacién porque no se dispuso del dato en
todas las biopsias. Tomando en cuenta lo anterior
existe la posibilidad que los embriones con falla
en la amplificacién en los que no se registré nin-
guna complicacion durante la biopsia, tuvieran
una baja cantidad de células.

La tasa de euploidia (34.9%) obtenida en los
embriones en los que se repitié la biopsia no
difirié del grupo control (39.7%), en concor-
dancia con investigaciones previas,'>'*'7 lo que

demuestra que repetir la biopsia no afecta los
reportes de la prueba genética preimplantacional
para aneuploidias.

En sincronia con lo asentado en la bibliografia,
también fue posible reafirmar que repetir la
biopsia no afecta los desenlaces clinicos en los
embriones euploides y transferidos, con tasas
de implantacién y de embarazo muy similares
al grupo control.?® En nuestro estudio, la tasa de
aborto fue ligeramente superior a la del grupo
control (28.6 en comparacion con 16.9%); sin
embargo, esta tasa se calculé a partir de 7 emba-
razos de los que 2 abortaron. Es necesario revisar
este dato con una mayor muestra de embarazos
procedentes de embriones con repeticion de la
biopsia.

Hasta la fecha, los datos disponibles relacionados
con las fallas en la amplificacion siguen siendo
limitados. Este trabajo aporta nueva informacion
de las posibles causas y factores asociados con
los embriones sin resultado en la prueba gené-
tica preimplantacional para aneuploidias. En
este estudio, el principal factor asociado con la
tasa de fallas en la amplificacién fue el centro
en donde se tomo la biopsia. Ademas, una ca-
lidad sub6ptima de la biopsia o del proceso de
tubing pueden afectar adversamente la tasa de
resultados informativos. Puesto que las tasas de
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