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Incidencia y origen parental de
las aneuploidias en blastocistos:
comparacion entre dos centros de
reproduccion asistida en México

Sanchez-Usabiaga RA,* Gonzéalez-Becerra JE,?> Vera-Aguado MG,? Ramirez
EG,® Durand-Montafio C?

determinar la incidencia y origen de las aneuploidias
en blastocistos de dos centros mexicanos de reproduccion asistida.

estudio de cohorte, retrospectivo,
efectuado entre los meses de enero de 2014 a diciembre de 2015
de blastocistos de dia 5 y 6 obtenidos durante tratamientos de fe-
cundacion in vitro y analizados con el tamizaje genético previo a
la implantacién, en su variante de microarreglos de polimorfismo
de nucleétido tnico (SNP microarrays) con el algoritmo Parental
Support (Natera, USA), que permite evaluar la ploidia de los 24
cromosomas. Comparacién de variables continuas: T de Student
y categoricas .

se analizaron 450 blastocistos de 80 pacientes. En
el centro A: 132 blastocistos fueron de dia 5y 108 de dia 6. En el
centro B: 94 blastocistos fueron de dia 5y 116 de dia 6. Las pacien-
tes del centro A tuvieron mayor edad materna (37.3 + 3.8 vs 32.4
+ 5.6; p<0.05). La incidencia total de blastocistos con aneuploidias
fue similar en ambos centros; al diferenciar entre embriones de dia
5y dia 6 si hubo diferencia. El centro A report6 aumento de blasto-
cistos aneuploides de dia 6 vs blastocistos de dia 5 (61.1 vs 36.3%;
p<0.05). En el centro B la incidencia de embriones aneuploides fue
similar entre blastocistos de dia 5 y dia 6 (48.9 vs 43.1; p > 0.05).
El origen de las aneuploidias fue, principalmente, materno (centro
A, 68.7%; centro B, 60.75%) seguido por origen mixto (centro A,
19.65%; centro B, 28.1%) y, finalmente, origen paterno (centro A,
11.6%; centro B, 11.1%).

la incidencia de aneuploidias embrionarias entre
embriones de dia 5 y dia 6 fue diferente entre centros. El origen fue,
principalmente, materno, seguido de mixto y finalmente paterno.

embrién, estudio o tamizaje genético previo a
la implantacién (PGS), implantacién, blastocisto, aneuploidia, cro-
mosomas.
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Incidence and parental origin of
aneuploidies in blastocysts: comparison
between two centers of assisted
reproduction in Mexico.

Sanchez-Usabiaga RA,* Gonzdlez-Becerra JE,?> Vera-Aguado MG,? Ramirez
EG,? Durand-Montafio C?

To determine the incidence and origin of aneuploidies in
blastocysts of two assisted reproduction centers in México.

Retrospective cohort study. In the pe-
riod from january 2014 to December 2015, we incluided blastocysts
on day 5 and day 6 of developmet, analyzed with preimplantation
genetic screening; in two assisted reproduction centers. Blastocysts
biopsied on day 7 and embryos that did not perform genetic diagnosis
made, were excluded. The comparison of continuous variables: "T of
student", categorical: .

Were analized 450 blastocysts obtained from 80 patients.
In center A, 132 blastocysts were on day five and 108 on day six;
In the center B; 94 blastocysts were on day five and 116 on day six.
Maternal age was higher in center A (37.3 + 3.8 vs 32.4 + 5.6 years,
p <0.05). The total incidence of aneuploid blastocysts was similar in
both centers; By differentiating between embryos from day five and
day six if there was difference. The center A presented aneuploid
blastocysts increase of day 6 compared with blastocysts of day 5
(61.1 vs 36.3%, p <0.05). In Center B the incidence of aneuploid
embryos was similar between blastocysts from day 5 and 6 (48.9 vs
43.1; p> 0.05). In both centers, the main origin of aneuploidies was
the maternal cause (center A, 68.7%, center B, 60.75%), followed
by mixed origin (center A, 19.65%, center B, 28.1%) and finally of
paternal cause (center A, 11.6%, center B, 11.1%).

The incidence of embryonic aneuploidies between
embryos from day 5 and day 6 was different between centers. The
origin was mainly maternal, followed by mixed and paternal.

Embryo; Preimplantation genetic screening (PGS);
Implantation; Blastocyst; Aneuploidy; Chromosome
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fertilizacion in vitro incluyen errores numéricos
(aneuploidias) y estructurales (pérdidas, dupli-
Las alteraciones en los cromosomas de los  caciones y translocaciones).' Las aneuploidias,
embriones de humanos desarrollados mediante a su vez, coexisten en mas de la mitad de los
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embriones analizados mediante tamizaje gené-
tico previo a la implantacién,? que se reportan
incluso en 100% de aneuploidias en pacientes
de edad avanzada y entre 45 a 54% en pacientes
menores de 35 anos de edad.**

Las aneuploidias embrionarias se asocian con
prondstico reproductivo adverso, como la falla
en la implantacién, mayor ndmero de abortos
del primer trimestre o el nacimiento de un nifio
con alteraciones cromosémicas.®

Diferentes estudios reportan que los blastocistos
de dia 5 de desarrollo tienen menos aneuploi-
dias que los embriones de dia 3, quizas debido
a la activacién del control celular previo a este
estadio, que hace que disminuya el nimero
de embriones aneuploides y permite elegir
blastocistos potencialmente viables para su
transferencia al Gtero.® En ocasiones existe lenta
progresion a blastocisto hasta el dia 6 o 7, lo
que algunos autores relacionan con mayor tasa
de aneuploidias.”®

El objetivo de este estudio es determinar la
incidencia y el origen de las aneuploidias en
blastocistos de dia 5 y 6 de desarrollo; ademas,
analizar la tendencia de estos resultados al
comparar dos clinicas de reproduccién asistida
ubicadas en diferentes estados de la Republica
Mexicana.

Estudio de cohorte, retrospectivo, efectuado con
datos obtenidos de enero de 2014 a diciembre de
2015 de dos centros privados de reproduccién
asistida [centro A (Ciudad de México) y centro
B (Querétaro)]. Se incluyeron blastocistos de
dia 5 y 6 obtenidos durante tratamientos de
fecundacién in vitro y analizados con el tami-
zaje genético previo a la implantacién, en su
variante de micro-arreglos de polimorfismo de
nucleétido Gnico (SNP microarrays) analizados

con el algoritmo Parental Support (Natera Inc.,
USA) que permite evaluar la ploidia de los 24
cromosomas. Se excluyeron los embriones que
las condiciones adecuadas para toma de biopsia
fueron en dia 7 de desarrollo embrionario y los
embriones a los que se tomé biopsia en dia 5 o
6 de desarrollo y no se logré establecer el diag-
nostico genético (no codificacion).

En nuestras instituciones, a partir de 2014, du-
rante el proceso de fecundacion in vitro se ofrece
el diagndstico genético previo a la implantacion;
sobre todo a parejas con edad materna avanzada,
pérdida gestacional recurrente, antecedente de
ciclos de fecundacion in vitro fallidos, factor
masculino alterado severo y transferencia de
embrién Unico.

Todas las participantes firmaron un consenti-
miento informado para la realizacién de los
protocolos de estimulacién ovarica controlada,
FIV y tamizaje genético previo a la implantacion.

Todos los embriones se evaluaron el dia 5 de
desarrollo, segtn la clasificacion de Gardner.
Se determiné el grado de expansién (1-5), ca-
racteristicas de la masa celular interna (A, B y
C) y células de trofoectodermo (A, B y C) para
determinar el dia de la biopsia. Se consideraron
aptos para biopsia los embriones con grado de
expansion 3, 4y 5, masa celular interna grado A
y B y trofoectodermo A y B. Los embriones que
no cumplieron en dia 5 con esas caracteristicas
se reevaluaron 24 horas después (dia 6) para
tomar la biopsia. Si en la segunda evaluacion
tenfan esas caracteristicas (por ejemplo, em-
briones grado 1y 2, mérulas cavitadas en dia 5,
se reevaluaron en dia 6) . Se utilizé una aguja
“Biopsy” MBB-BP-30 de la marca Origio Inc.
(Charlottesville, VA, EUA) y para sujetar a los
embriones se utiliz6 una aguja “Holding” MPH-
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SM-30 de la marca Origio Inc. (Charlottesville,
VA EUA), con ayuda del micromanipulador se
tomaron de 5 a 10 células del trofoectodermo,
desprendiéndolas del blastocisto con ayuda del
laser (Zilos Tk, Hamilton Thorne Biosciences),
incidiendo sobre la superficie de la zona co-
lapsada y con pulsos de una intensidad de 400
microsegundos cada uno, al 100% de potencia.
Seguido de esto, las células biopsiadas permane-
cieron en congelacién a -78°C (hielo seco) para
ser enviadas al laboratorio de Natera, en donde
se llevé a cabo el tamizaje genético previo a la
implanmtacion.

En Natera, las muestras biopsiadas de los
blastocistos de dia 5 y 6 se genotipificaron
con lllumina HumanCyto-12 DNA BeadChips
y analizaron con el algoritmo informético Pa-
rental Support que analiza las mediciones de
los SNP de los padres y de los blastocistos y
permite la comparacion de las copias de ADN
con los blastocistos de los padres; es asi como
se identifican el tipo de alteracién cromosémica
(numérica o estructural) y el origen (materno,
paterno o mixto).’

La comparacién de los datos obtenidos se efec-
tué con t de Student cuando las variables eran
continuas, con evaluacién previa de la normali-
dad. ¢? cuando las variables fueron categoéricas.
En todos los casos se consideré una p < 0.05
como diferencia estadisticamente significativa.
Se utilizé el paquete estadistico SSPS en su ver-
sién 22.0.0.0. en espanol

Se analizaron 450 blastocistos obtenidos de
80 pacientes. En el centro A: 132 (55%) fueron
de dia 5 y 108 (45%) de dia 6, a diferencia del
centro B en donde 94 (44.7%) blastocistos fueron
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de dia 5y 116 (55.2%) de dia 6. En el centro
A hubo aumento estadisticamente significativo
de la edad materna (37.3 = 3.8 vs 32.4 = 5.6)
(p<0.05) al comparar con el centro B (Cuadro 1).
No existi6 diferencia en la incidencia de aneu-
ploidias entre la totalidad de embriones entre el
centro A y B, al diferenciar entre embriones de
dia 5 y dia 6 si hubo diferencia entre centros.
(Cuadro 1)

En el centro A existi6 aumento significativo
de blastocistos aneuploides de dia 6 (61.1 vs
36.3%) (p<0.05) al comparar con los de dia 5
del mismo centro (Cuadro 1); sin embargo, en
el centro B no hubo diferencia de aneuploidias
entre blastocistos de dia 5 y 6.

Al comparar blastocistos de dia 5 del centro A
con blastocistos de dia 5 del centro B (Figura 1)
se determind que no hay diferencia estadistica
del origen materno (63.6 vs 69.2%), paterno
(13.6 vs 10.2%) y mixto (22.7 vs 20.5%) de las
aneuploidias.

Al comparar los blastocistos de dia 6 del centro
A con los blastocistos de dia 6 del centro B, el
segundo reporté disminucion con significancia
estadistica del origen materno de aneuploidias
(73.8 vs 52.3%) (p<0.05), el origen paterno no
mostré diferencia estadistica (9.5 vs 11.9%) y
el origen mixto tuvo aumento estadisticamente
significativo (16.6 vs 35.7%) (p<0.05) en el
centro B. Figura 1

Al determinar el origen de las aneuploidias:
causa materna o causa paterna, en el centro A el
origen materno como causa de aneuploidias fue
mayor en blastocistos de dia 5 (63.6 vs 13.6%)
(p<0.05) y blastocistos de dia 6 (73.8 vs 9.5%)
(p<0.05). Al realizar la misma determinacion
del origen de las aneuploidias en el centro B,
el origen materno fue mayor que el paterno en
blastocistos de dia 5 (69.2 vs 10.2%) (p<0.05) y
dia 6 (52.3 vs 11.9%) (p<0.05) (Figura 1).
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Cuadro 1. Caracteristicas de la muestra y aneuploidias

I Y S TS NS
n 43 37 NA

Edad materna 37.3+3.8
Blastocistos 240
Blastocistos biopsiados 5.8+2.9

Aneuploides 47.5 (114/240)
Dia de blastulacion Dia 5 Dia 6
Blastocistos 132 108

Edad materna 3745 36.3+4.5
Aneuploides 36.3 (48/132) 61.1 (66/108)

32.4+£5.6 <0.05
210 NA
6.2£1.7 ND
45.7 (96/210) ND
p Dia 5 Dia 6 P
94 116 NA
ND 32.5£5.6 32+4.8 ND
<0.05 48.9 (46/94) 43.1 (50/116) ND

Media + DE y porciento (n/total). NA: no se aplicé andlisis estadistico y ND: sin diferencia estadistica

Al comparar la aneuploidias de origen materno
con las de origen mixto en el centro A, las prime-
ras tuvieron aumento estadistico significativo en
blastocistos de dia 5 (63.6 vs 22.7%) (p<0.05) y
dia 6 (73.8 vs 16.6%) (p<0.05). En el centro B se
llev6 a cabo la misma comparacién y el origen
materno fue mayor que el origen mixto en blas-
tocistos de dia 5 y 6; (69.2 vs 20.5%) (p<0.05)
y (52.3 vs 35.7%), respectivamente (Figura 1).
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Al comparar las aneuploidias de origen paterno
con las de origen mixto en el centro A no hubo
diferencia estadistica significativa en los blas-
tocistos de dia 5 (13.6 vs 22.7) y dia 6 (9.5 vs
16.6%). En el centro B, los blastocistos de dia 5
(10.2 vs 20.5%) no mostraron diferencia estadis-
tica aunque en los blastocistos de dia 6 el origen
paterno de las aneuploidias fue menor que el
origen mixto (11.9 vs 35.7%) (p<0.05) (Figura 1).

La incidencia de mdltiples aneuploidias se
analiz6 entre blastocistos de dia 5 y dia 6 y se
observo que el centro A tuvo mdas embriones con
aneuploidias mdltiples en blastocistos de dia 6
(19.85 vs 32.41%) (p<0.05). En el centro B no
hubo diferencia (22.34 vs 18.97%). Al comparar
los blastocistos de dia 5 del centro A con los del
centro B de dia 5 no hubo diferencia (19.84 vs
22.34%) pero al comparar los blastocistos de dia
6 del centro A con los de dia 6 del centro B en
el primero hubo aumento significativo (32.40 vs
18.96%) (p<0.05). (Figura 2)

Al determinar los errores parciales entre blasto-
cistos de dia 5 y dia 6 se observé que el centro
A tuvo aumento significativo de errores parcia-
les en blastocistos de dia 6 (4.58 vs 12.03%)
(p<0.05). El centro B no mostré diferencia (5.31
vs 4.31%). Al evaluar los errores parciales en
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blastocistos de dia 5 del centro A con los blasto-
cistos de dia 5 del centro B, no hubo diferencia
(4.58 vs 5.31%), pero cuando se compararon los
blastocistos de dia 6 del centro A contra los del
centro B de dia 6, el centro A mostr6 aumento
significativo en la incidencia (12.03 vs 4.31%)
(p<0.05). (Figura 2)

Al analizar las trisomias embrionarias en blas-
tocistos de dia 5 y dia 6 no se encontraron
diferencia en el centro A (5.34 vs 5.55%) ni en
el centro B (15.96 vs 14.66%). Al comparar entre
centros, el centro B tuvo aumento significativo en
blastocistos de dia 5 (5.34 vs 15.95%) (p<0.05)
y 6 (5.55 vs 14.65%) (p<0.05) de esas trisomias,
al comparar con sus homologos del centro A.
(Figura 2)

Al evaluar la incidencia de trisomias en el centro
B se observé aumento numérico de los cromo-
somas 16 (0.8 vs 2.8%), 22 (0 vs 2.3) y sexual
(XXX + XXY) (0 vs 2.3%), al comparar con el
centro A. (Figura 3)

% de blastocistos

Dia 5 Dia 6 Dia 5 Dia 6

Centro 1 Centro 2

Bl Monosomias
[ Euploides

M Errores parciales
E Miuiltiples aneuploidias

O Trisomias

Tasa de blastocistos euploides y aneuploides
(por tipo).
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DISCUSION

Se reportan los resultados de dos centros de
reproduccion en los que se realizé tamizaje ge-
nético previo a la implantacién (SNPs-array con
“Parental Support”) que aporté informacién de
la incidencia y origen parental (materno, pater-
no y mixto) de las aneuploidias cromosémicas
en blastocistos de dia 5 y 6 en dos centros de
fertilidad.

En el centro A hubo mayor incidencia de em-
briones aneuploides en los que tuvieron retardo
en la blastulacién (dia 6 de desarrollo 61.3%);
nuestros datos coinciden con los de Taylor y
su grupo, quienes efectuaron la comparacién
de embriones de dia 5 y dia 6 de desarrollo
y reportaron mayor incidencia de embriones
aneuploides en dia 6 (57.2%).

En el centro B no se encontré diferencia en
la incidencia de embriones aneuploides entre
blastocistos de dia 5 versus dia 6 (48.9 vs 50%).
Estos resultados coinciden con los de Piccolo-
mini y sus coautores,’ quienes reportan que los
blastocistos de dia 5 y 6 obtenidos de mujeres
jovenes no tienen diferencia de aneuploidias
entre ellos (61.4 vs 69.9%). Resultados similares
a lo publicado por Kroener y su grupo™ que al
comparar blastocistos desarrollados en dia 6 con
los de dia 5 no encontraron diferencia en la tasa
de aneuploidias entre ellos.

Algunas metodologias solo pueden determinar si
el origen de la aneuploidia es materna. Nosotros,
con la metodologia empleada y el algoritmo de
Parental Support determinamos si el origen de
la aneuploidia fue materno, paterno o mixto
(ambos padres). En nuestro grupo de pacientes,
independientemente de la edad y del centro, las
aneuploidias fueron principalmente de origen
materno, lo que coincide con lo reportado en la
bibliografia''* seguido del mixto y, por dltimo,
las de origen paterno.
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Tasa de trisomias por cromosoma.

La incidencia de aneuploidias de origen mixto
fue mayor en embriones de seis dias de desa-
rrollo en el centro B, donde la edad materna
fue menor. Este hallazgo nos hace creer que el
factor edad no es la Gnica causa del aumento de
aneuploidias y que pudieran existir otros facto-
res, como la predisposicion genética parental a
desarrollar embriones aneuploides, debido quiza
a alteraciones en mitocondrias, alteraciones en
el huso meidtico o pérdida de factores de correc-
cién, entre muchos otros, que pueden alterar la
segregacion de los cromosomas.'*!°

Existen factores que se han asociado con la in-
cidencia de embriones aneuploides, aparte de
la edad materna. En la actualidad son motivo de
controversia: el tipo de estimulacién ovarica,'*"
ciertos medios de cultivo, las condiciones em-
brionarias segin el criterio del embriélogo para
tomar la biopsia, nimero de células para estudio,
condiciones que pueden afectar la incidencia
de anormalidades cromosémicas asociadas con
factores bioquimicos, metabdlicos y condiciones
epigenéticas.'”*

Sills y su grupo®' encontraron que 18% de las
aneuploidias embrionarias fueron de causa
paterna exclusivamente. En nuestro estudio la
incidencia fue de 10.2% (embriones de dia 5
en el Centro B) e incluso 13.6% (embriones de
dia 5 en el Centro B). Aunque la causa paterna

Centro 2

es la menor de las tres, la realizacion de futuras
investigaciones ampliara los limites, el conoci-
miento, el entendimiento del factor paternoy su
papel en el logro del éxito reproductivo con el
nacimiento de un hijo sano en casa.

En el Centro B (mujeres jévenes) los embriones
tuvieron mayor incidencia de trisomfas lo que
coincide con resultados de otros autores.>*22

El aumento en la incidencia de trisomias en el
grupo de menor edad (10% mas) no coincide con
lo descrito en la mayor parte de los estudios que
atribuyen el incremento de trisomias principal-
mente al aumento de la edad materna.?*?% Entre
las trisomias observadas con mayor frecuencia
estuvieron los cromosomas 16, 22 y sexual (XXX
y XXY), lo que coincide con la tendencia de otros
investigadores que han asociado a los cromoso-
mas 16 y 22 con abortos espontaneos.?>2

En el Centro A el desarrollo a blastocisto a seis
dias se asoci6é con incremento en la incidencia
de errores parciales y multiples alteraciones cro-
mosémicas. Si bien el tamano de la muestra fue
limitado para afirmar que existe asociacién para
explicar el retardo en el desarrollo es importante
mencionarlo para futuras investigaciones.

Los datos de la ploidia de los embriones de
este estudio permiten conocer los diferentes
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origenes de las aneuploidias, no solo de ori-
gen materno,’ informacién que puede tener
una repercusion clinica directa en el campo
de la fertilizacion in vitro. Los estudios mas
recientes demuestran una alta frecuencia de
mosaicismo (alteracién cromosémica en la que,
en un mismo individuo, coexisten dos o mas
poblaciones celulares con distinto genotipo) en
embriones humanos y un grado significativo de
autocorreccién.?’-?8

El entendimiento de los diferentes tipos y orige-
nes de las aneuploidias en embriones, aunado
a datos de la evolucién de los embriones con
mosaicismo en su tendencia a la autocorrec-
cién, permitira la seleccién de los que tengan
mayores posibilidades de desarrollarse en un
nifio saludable.?>?? Sin embargo, es importante
considerar que hoy dia la prevalencia del mo-
saicismo y el destino de los embriones solo se
comprenden parcialmente; por esto los datos
aqui reportados no pretenden ser representativos
de la ploidia completa de los embriones, solo
aportar informacién relevante de las células de
trofoectodermo estudiadas.

Un campo de investigacion para determinar
el origen de las aneuploidias embrionarias,
independiente de la edad, permitira explicar
el porqué de las diferencias en aneuploidias
observadas en dos clinicas de reproduccion
asistida. También sera importante determinar las
repercusiones en reproduccién humana.

La frecuencia de aneuploidias fue diferente en
los dos centros entre embriones de dia 5 y dia 6.
El origen de las aneuploidias embrionarias fue,
principalmente, materno, seguido del origen
mixtoy, finalmente, paterno. Se aporta suficiente
evidencia para continuar la investigacion en
esta area. Este estudio puede servir de base para
estudios clinicos prospectivos.
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