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Frecuencia de aneuploidias
segmentarias en biopsias de
trofoectodermo durante un ciclo
de FIV y su relacion con la edad
materna

Sanchez-Usabiaga R,%** Ramirez-Rivera EG,*> Durand-Montafio C?

las aneuploidias segmentarias se han propuesto
como posible explicacion para el subgrupo de embriones euploides
transferidos al Gtero, que no logran un recién nacido saludable.

conocer la frecuencia de aneuploidias cromosémicas
segmentarias en biopsias de trofoectodermo durante un ciclo de
fertilizacion in vitro y su relacién con la edad materna.

estudio retrospectivo efectuado en un
centro privado de reproduccion asistida de México de ciclos (2015-
2016) en los que se obtuvieron embriones en estadio de blastocisto
(dia 5 y 6). Analisis mediante tamizaje genético preimplantacional,
en su variante de microarreglos de polimorfismo de nucleétido Gni-
co (SNP microarrays). Anélisis con el algoritmo “Parental Support”
(Natera) que permite la identificacion de aneuploidias numéricas y
segmentarias (pérdidas-duplicaciones).

se incluyeron 615 blastocistos de 148 ciclos; los re-
sultados se dividieron en 4 rangos, dependiendo de la edad materna:
menos de 35, de 35 a 37, de 38 a 40 y mds menos 40 afos de edad.
El 50.3% de los blastocistos fueron aneuploides, y de éstos 10.2%
tuvieron aneuploidias segmentarias (6.8% solo pérdidas-duplicaciones
y 3.4% pérdidas-duplicaciones mds aneuploidias numéricas). Las
pérdidas-duplicaciones disminuyeron con el aumento de la edad
materna. Todos los resultados tuvieron tendencias mds claras cuando
solo se tomaron en cuenta los blastocistos aneuploides.

las pérdidas-duplicaciones se encuentran en gran
porcentaje de embriones en estadio de blastocisto y tienen una rela-
cién inversamente proporcional a la edad materna.

aneuploidias segmentarias, estudio genético pre-
implantacional, FIV, microarreglos, polimorfismo de nucledtido tnico.
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Frequency of segmental aneuploidies in
trophectoderm biopsies during an IVF cycle
and its relationship with maternal age.

Sanchez-Usabiaga R,*** Ramirez-Rivera EG,* Durand-Montafio C?

Segmental aneuploidies have been suggested as a
possible explanation for the subgroup of euploid embryos transferred
to the uterus, which have failed to produce a healthy child.

know the frequency of segmental chromosome aneuploi-
dies in trophectoderm biopsies during IVF cycle and its relationship
with maternal age.

615 blastocysts from 148 cycles (2014-
2016) were included, which were analyzed with preimplantation ge-
netic screening (PGS), in its variant of single nucleotide polymorphism
(SNP microarray), using the algorithm “Parental Support”, which allows
the identification of numerical aneuploidies and segmental aneuploi-
dies (Deletions/Duplications). The results were divided into four ranges,
depending of maternal age "<35", "35 to 37", "38 to 40" and ">41".

50.3% of the blastocysts were aneuploid, of which 10.2%
had segmental aneuploidies (6.8% only Deletions/Duplications and
3.4% Deletions/Duplications plus numerical aneuploidies). Deletions/
Duplications decreased with increasing maternal age. The aforemen-
tioned results presented clearer trends when only aneuploid blastocysts
were taken into account.

The Deletions/Duplications is present in a large
percentage of embryos in the blastocyst stage and show an inversely
proportional relation to maternal age.

Segmental aneuploidies; Preimplantation genetic study;
Microarray single nucleotide polymorphism
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Las alteraciones cromosémicas se encuentran
en 50% de los embriones logrados mediante
fertilizacion in vitro." Estas alteraciones se deben
a una inestabilidad cromosémica que se carac-
teriza por la ganancia o pérdida de cromosomas
completos [aneuploidias numéricas (monoso-

mias y trisomias)] o de segmentos cromosémicos
(aneuploidias segmentarias), como pérdidas o
duplicaciones. Las aneuploidias segmentarias
pueden aparecer en cada ciclo celular debido a
que se generan de novo durante la meiosis cuan-
do se lleva a cabo la gametogénesis y durante
la mitosis en el desarrollo embrionario; ademas,
pueden heredarse de individuos con alteraciones
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estructurales balanceadas, que dan lugar a una
variabilidad de célula a célula.?

Para el estudio de las alteraciones cromosémicas,
el andlisis mediante hibridacion fluorescente
(FISH) de gametos y embriones sujetos a diag-
nostico genético preimplantacional (PGD), ha
demostrado que las alteraciones cromosémicas
originadas en meiosis | y Il, asi como las alte-
raciones mitéticas posfecundacién son muy
frecuentes. Esto genera arresto del desarrollo
embrionario, falla en la implantacién o aborto
espontaneo en el primer trimestre de la gesta-
cion.>* A su vez, el estudio molecular detallado
con base en microarreglos de ADN de embrio-
nes en divisién ha permitido la identificacién y
estudio de pérdidas o duplicaciones y otras alte-
raciones indicativas de inestabilidad inherente de
los cromosomas en embriones humanos,>” que
aunado a la alta frecuencia de reordenamientos
cromos6émicos pueden resultar en alteraciones
genéticas y afectar la supervivencia de los em-
briones.”

Las pérdidas o duplicaciones en el area de la
reproduccion asistida humana son una nueva
clase y existen muy pocos estudios en los que
se haya reportado una variacién en la incidencia
que va de 3.9 a 70%.7"? También se ha visto que
la cantidad de embriones afectados por estas
aneuploidias depende del estadio en que se
encuentran, tal como lo observaron Babariya y
colaborores', quienes reportaron mayor inciden-
cia de aneuploidias segmentarias en embriones
de dia 3 (blastémeras) (24.2%) en comparacién
con las de dia 5 (blastocistos) (15.5%), similar a
lo reportado por Fragouli y su grupo,’ quienes
observaron pérdidas o duplicaciones en blasto-
meras (15%) y blastocistos (7%).

El tamizaje genético preimplantacional (PGS)
durante un ciclo de fecundacién in vitro (FIV)
ha aumentado en los Gltimos cinco anos y en
diferentes estudios con asignacion al azar se
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ha demostrado una clara ventaja en los resul-
tados.'*'” Para muchas pacientes que recibiran
fecundacioén in vitro es de gran interés poder
transferir al dtero el embrién con mayor poten-
cial reproductivo, lo que minimiza la frecuencia
de abortos y evita los embarazos mdltiples y con-
sigue el éxito del tratamiento en el primer ciclo.

A pesar de los grandes avances en fecundacién in
vitro un nimero considerable de embriones eu-
ploides, morfolégicamente normales, no logran
el nacimiento de un nifio saludable. Esto se ha
relacionado con posibles alteraciones originadas
en el embrion, endometrio y factores epigenéti-
cos. Son muchos los estudios que sugieren que
las alteraciones subcromosémicas, las pérdidas
o duplicaciones o el mosaicismo embrionario
son la posible explicacién del subgrupo de em-
briones euploides transferidos que no resultan
en el nacimiento de un nifio sano.

El objetivo de esta investiagacién fue: conocer
la frecuencia de aneuploidias cromosémicas
segmentarias en biopsias de trofoectodermo
durante un ciclo de fertilizacién in vitro y su
relacion con la edad materna.

Estudio retrospectivo efectuado en un centro
privado de reproduccién asistida de México.
Se incluyeron los ciclos de pacientes atendidas
entre 2015 y 2016 de los que se obtuvieron
embriones en estadio de blastocisto (dia 5 y 6),
que se analizaron mediante tamizaje genético
preimplantacional y realizé biopsia de células
del trofoectodermo.

Para el analisis de las células del trofoectodermo
se recurrié al tamizaje genético preimplan-
tacional en su variante de microarreglos de
polimorfismo de nucleétido Gnico (SNP microa-
rrays). El andlisis de resultados se efectué con
base en el algoritmo “Parental Support” (Natera
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inc., USA), que permite evaluar la ploidia de los
23 pares de cromosomas y compararla con el
genotipo de los padres.

Los resultados obtenidos del tamizaje genético
preimplantacional se dividieron en cuatro limi-
tes de edad, dependiendo de la edad materna:
menores de 35, entre 35y 37, entre 38 y 40 y
mas menos mayores de 41 afios, incluidos blas-
tocistos euploides y aneuploides.

Todas las pacientes firmaron un consentimiento
informado para la realizacién de los protocolos
de estimulacion ovdrica y estudio genético de
los embriones, en donde se les explicaron las
ventajas, alcances y limitantes del tamizaje ge-
nético preimplantacional.

Los embriones obtenidos por FIV-ICSI se culti-
varon en medios G-Series (Vitrolife) desde el dia
de la fecundacién del ovocito hasta el estadio de
blastocisto (dia 5 o 6 de desarrollo).

Se evaluaron el grado de expansién, caracteris-
ticas de la masa celular interna (MCI) y células
de trofoectodermo, para determinar el dia de
la biopsia. Se utilizé una aguja “Biopsy” MBB-
BP-30 de la marca Origio Inc. (Charlottesville,
VA USA) y para sujetar los embriones se utilizé
una aguja “Holding” MPH-SM-30 de la marca
Origio Inc. (Charlottesville, VA USA), con ayuda
del micromanipulador se tomaron de 4-6 células
del trofoectodermo, desprendiéndolas del blas-
tocisto con ayuda del laser (Zilos Tk, Hamilton
Thorne Biosciences), incidiendo sobre la super-
ficie de la zona colapsada y con pulsos de 400
microsegundos de intensidad cada uno, al 100%
de potencia. Enseguida, las células biopsiadas
se mantuvieron en congelacién a -78°C (hielo

seco) para enviarlas al laboratorio de Natera,
en donde se llevé a cabo el tamizaje genético
preimplantacional.

En Natera (laboratorio de genética), las mues-
tras biopsiadas (células) de los blastocistos se
analizaron y genotipificaron con Illumina Hu-
manCyto-12 DNA BeadChips y evaluaron segin
el algoritmo informdtico “Parental Support”, que
analiza los microarreglos de polimorfismo de
nucledtido Gnico de los padres y de los blasto-
cistos, y permite la comparacion de las copias de
ADN que presentan los blastocistos con el de los
padres. Asi se identifican las aneuploidias [nu-
méricas (nulisomias, monosomias o trisomias) o
segmentarias pérdidas o duplicaciones, minimo
15% del cromosoma afectado), y las disomias
uniparentales (DUP)] y el origen parental (ma-
terno, paterno o mixto).

Se analiz6 el porcentaje de blastocistos ob-
tenidos por ciclo de estimulacién ovérica en
cada uno de los diferentes limites de edad
mencionados, con diagramas de caja y bigotes
(BOX PLOT), y el paquete estadistico SSPS en su
versién 22.0.0.0.

Se tomaron en cuenta los resultados de blas-
tocistos aneuploides por limite de edad, para
evaluar: a) la proporcién de blastocistos con
aneuploidias numéricas, pérdidas o duplicacio-
nes y aneuploidias numéricas junto con pérdidas
o duplicaciones del total de embriones analiza-
dos con tamizaje genético preimplantacional y
b) proporcion de blastocistos con aneuploidias
numéricas, Del/DUP y aneuploidias numéricas
junto con aneuploidias pérdidas o duplicaciones
del total de embriones aneuploides. La tendencia
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de los datos se evalué con un andlisis de regre-
sion lineal y no lineal, para medir la fuerza de
correlacién (R?) en Excel (Office 2016).

Blastocistos de dia 5y 6.

Resultados obtenidos de biopsias de trofoecto-
dermo (4 a 6 células).

Pacientes con pérdida gestacional recurrente
(mds de 2 abortos).

Falla repetida en la implantacion.

Pacientes con edad materna mds o menos mayor
de 35 anos de edad.

Antecedentes de alteraciones cromosémicas en
ciclos previos.

Antecedentes de familiares con algin sindrome
o enfermedad por alteraciones cromosémicas.

Factor masculino severo.

Células de trofoectodermo sin amplificacion
del ADN, necesaria para realizar el tamizaje
genético preimplantacional.

Se analizaron 615 biopsias de trofoectodermo
de las que se tomaron de 4 a 6 células que se
enviaron al laboratorio de Natera en Estados
Unidos para analizarlas con tamizaje genético
preimplantacional. Los resultados se dividieron
por limites de edad de la madre. Cuadro 1

En la Figura 1 se encuentra la cantidad de
blastocistos obtenidos por ciclo y evaluados
con tamizaje genético preimplantacional. En
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Ndmero de blastocistos analizados con PGS

<35 238
35a37 143
38 a40 163
>41 71
Total 615

el limite de edad de mas menos 41 afios hubo
menos blastocistos que en los limites de edad
de menores de 35 afios, 35 a 37 y 38 a 40 afios.
En la misma Figura 1 puede observarse que en
el limite de edad de 35 a 37 afos se obtuvo la
mayor cantidad de blastocistos por ciclo que en
los grupos de menores de 35 afos, entre 38 y
40 y més de 41 anos. Ademas, en el rango de
menores de 35 afnos se obtuvo menor nlimero
de blastocistos por ciclo en comparaciéon con
los grupos de edad de 35 a 37 y 38 a 40 anos.

De los 615 blastocistos analizados con tamizaje
genético preimplantacional, 309 (50.2%) resul-
taron aneuploides, con aumento directamente
proporcional a la edad materna (Figura 2A).

8.00
7.00 —
6.00 —
5.00
4.00
3.00 H
2.00
1.00

T T T T
<35 35a37 38a40 >41

No. de blastocistos

Edad materna

Blastocistos obtenidos por rango de edad
materna.
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De estos 615 blastocistos, 246 (40%) tuvieron
aneuploidias numéricas, 42 (6.8%) pérdidas o
duplicaciones y 21 (3.4%) una combinacién
de aneuploidias numéricas y pérdidas o dupli-
caciones.

El anélisis de los resultados muestra que los
blastocistos con aneuploidias numéricas aumen-
taron conforme mayor fue la edad materna, con
una fuerte relacién lineal (R*=0.98) (Figura 2A
y 2B), mientras que los blastocistos con pérdi-
das o duplicaciones tuvieron una tendencia a
disminuir con el aumento de la edad materna,
con una relacién lineal de R?=0.87 (Figura 2A
y 2C). Ademas, cuando los blastocistos tuvieron
aneuploidias numéricas junto con pérdidas o

duplicaciones, éstas mostraron un tendencia a
disminuir con el aumento de la edad materna;
con una relacién lineal débil (R*=0.59) (Figura
2A'y 2D).

En total 309 blastocistos resultaron aneuploides,
de los que 246 (79.6%) tuvieron aneuploidias nu-
méricas, 42 (13.5%) aneuploidias segmentarias
y 21 (6.7%) una combinacién de aneuploidias
numéricas y segmentarias. Del total de aneuploi-
dias, los embriones con la variedad numérica
aumentaron conforme mayor fue la edad de
la madre, con una estrecha relacion lineal
(R?=0.98) (Figura 3A y 3B). Con el aumento de la
edad materna los blastocistos con pérdidas o du-
plicaciones tuvieron una tendencia a disminuir,
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con una fuerte relacion lineal (R*=0.97) (Figura
3Ay 3C). Cuando los blastocistos tuvieron aneu-
ploidias numéricas y pérdidas o duplicaciones
éstas mostraron una tendencia a disminuir con
el aumento de la edad materna, con una fuerte
relacion lineal (R?=0.96) (Figura 3A y 3D).

DISCUSION

Los resultados de este estudio demuestran que
las aneuploidias segmentarias se encontraron
en las biopsias de trofoectodermo de embrio-
nes humanos logrados mediante fertilizacion
in vitro.

Las ventajas del tamizaje genético preimplan-
tacional mediante SNP microarray segin el
algoritmo “Parental Support”, son que identifica
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paralelamente las aneuploidias numéricas y las
pérdidas o duplicaciones.'®

Puesto que las pérdidas o duplicaciones suelen
afectar un pequefio fragmento del cromosoma, no
pueden identificarse mediante métodos que utili-
zan un solo marcador para cada cromosoma, como
es el FISH u otras metodologias de microarreglos
de ADN. Esto es particularmente importante por-
que, presumiblemente, son menos probables que
resulten en un aborto como suele suceder con las
aneuploidias numéricas, que pueden resultaren el
nacimiento de un nifio gravemente discapacitado
con algtin sindrome, como los de Prader Willi, Wi-
[liams, duplicacién de Xg27.3-g28, entre otros.'!

Las pérdidas o duplicaciones se han reportado en
el orden de 5.3 a 6% en abortos analizados con
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aCGH y NGS,?*2 asi como en 5 de cada 10,000
nacimientos.?* Estas cifras de abortos coinciden
con las aneuploidias segmentarias reportadas en
blastocistos (5.8 al 15%),'%'* " que sugieren que
este tipo de alteraciones cromosémicas deben
considerarse en la practica clinica.

Nuestros resultados mostraron una tasa de
pérdidas o duplicaciones de 10% del total de
blastocistos analizados, similares a las publica-
das por Johnson y colaboradores' y Fragouli y
su grupo.' Ademas, en este estudio se evalud
la tasa de pérdidas o duplicaciones del total de
embriones aneuploides, donde se observé un
valor de 20%.

Faulkner y sus coautores® observaron aneuploi-
dias segmentarias en blastocitos en porcentajes
de 5 a42%, con una relacion inversa con la edad
materna, lo que coincide con nuestros datos, que
con el aumento de la edad materna las pérdidas
o duplicaciones en blastocistos disminuyeron.
(Figuras 2 y 3) Un estudio efectuado en em-
briones de dia 3 (blastémeros) por Rabinowitz
y colaboradores' no mostré diferencia en la
tasa de aneuploidias segmentarias, al comparar
dos grupos de edad materna (menores de 36 y
mayores de esta edad).

Los blastocistos con solo pérdidas o duplicacio-
nes tuvieron mayor incidencia en este trabajo,
en comparacion con los de pérdidas o dupli-
caciones o aneuploidias numéricas (Figura 2 y
3), diferente a Ravinowitz y sus colegas,'" que
reportaron mayor tasa de embriones de dia 3 con
pérdidas o duplicaciones, asociados con otros
tipos de aneuploidias. Fragouli y su grupo™ in-
formaron que la mayor parte de las aneuploidias
segmentarias suelen estar en forma de mosaico,
lo que indica mayor nimero de embriones con
aneuploidias segmentarias y numéricas.

El reciente interés en la posibilidad de identificar
aneuploidias segmentarias en los embriones

humanos surge de la gran cantidad de datos
obtenidos mediante las nuevas tecnologias de
tamizaje genético preimplantacional ?*?® La rele-
vancia de estas alteraciones durante el desarrollo
de embriones humanos sigue siendo cuestio-
nable en los programas de tamizaje genético
preimplantacional, por lo que estas alteraciones
cromosémicas representan una importante drea
de investigacién, sobre todo cuando se trata de
identificar la causa de la falla en la implantacién,
abortos espontaneos y embriones con alguna en-
fermedad o sindrome, al momento de transferir
embriones considerados euploides.

La debilidad de este estudio radica en que
los datos obtenidos representan una pequena
poblacion. Sin embargo, nuestros resultados
describen una tendencia que motiva a ampliar
el estudio y conocer la relevancia clinica de es-
tas alteraciones cromosémicas durante un ciclo
de fertilizacion in vitro con tamizaje genético
preimplantacional.

Las pérdidas o duplicaciones son comunes y
suceden en gran porcentaje de embriones en
estadio de blastocisto; son inversamente propor-
cionales a la edad materna. La alta frecuencia
de estas alteraciones cromosémicas destaca su
importancia en un ciclo de FIV, que representa
un drea de investigacién para conocer su rele-
vancia clinica e integrarlo a la asesoria genética
de los pacientes, antes y después del tamizaje
genético preimplantacional.
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