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Diagnostico genético preimplantacional no invasivo;

datos preliminares en México

Non-invasive preimplantation genetic diagnosis;

preliminary data in Mexico.

Gerardo Barroso-Villa,"? Maria Eugenia Pdo-Lanillo,® Carlos Valdespin-Fierro,>* Lucia Daniela Garcia-

Montes,* Ana Paula Machargo-Gordillo,* Rosaura Avila-Lombardo®

Analizar las tasas de concordancia, falsos positivos y negativos entre el
ADN embrionario circulante en medio de cultivo y su relacién con los reportes de la
biopsia de trofoectodermo.

Estudio observacional, prospectivo y comparativo, llevado
a cabo en el Centro de Reproduccién Arcos Nascere en noviembre 2018. Criterios:
de inclusién: parejas en esquema de fertilizacién in vitro, con diagndstico genético
preimplantacional de aneuploidias. Criterios de exclusién: pacientes con anomalias
estructurales o enfermedades monogénicas. Criterio de eliminacién: blastocistos
con eclosién asistida. Variables de respuesta: tasa de concordancia, falsos positivos
y negativos entre las biopsias de trofoectodermo y los medios de cultivo. El analisis
estadistico se realizé con SPSS 25.0, con pruebas t de Student y %* con valor de p <
0.05 significativa.

Se analizaron 20 blastocistos de 5 parejas y se obtuvieron resultados
informativos de 17 (amplificacion global exitosa); 70% en dia 5y 100% en dia 6. La
tasa general de concordancia entre las biopsias de trofoectodermo y los medios de
cultivo fue de 68.7% (42.8% en dia 5 y 88.8% en dia 6). En cuanto a las discrepancias,
solo se observaron 2 falsos negativos en los medios de cultivo vs la biopsia de trofoec-
todermo (14.2% en dia 5 y 11.11% en dia 6); hubo 3 casos de falsos positivos (la mitad
en dia 5 y ninguno en dia 6-7).

Con la prueba genética no invasiva de aneuploidias se alcanzaron
altas tasas de concordancia, sobre todo en embriones en dia 6.

Diagnéstico preimplantacional; medio de cultivo; aneuploidias;
fertilizacion in vitro; biopsias; blastocisto.

Analyze the concordance, false positive and false negative rates between
circulating free DNA of the culture media compared to the results of the trophecto-
derm biopsy.

Observational, prospective and comparative study,
conducted at Arcos Reproduction Center S.C. Nascere in november 2018. Couples
with indication of preimplantation genetic diagnosis of aneuploidies undergoing
In vitro Fertilization were included; carriers of structural anomalies or monogenic
diseases were excluded and blastocysts with assisted hatching were eliminated.
The response variables were the concordance, false positives and false negatives
rates between trophoctoctoderm biopsies and culture media. Statistical analysis
was performed with SPSS 25.0, using t-Student and chi-square tests with a value
of p <0.05 significant.

Informative results were obtained in 17 of the 20 culture media (85% success-
ful global amplification); 70% on day 5 and 100% on day 6. The general concordance
rate between trophectoderm biopsies and culture media was 68.7% (42.8% on day 5
and 88.8% on day 6). Regarding discrepancies, only 2 false negatives were observed
in the culture media compared to the trophectoderm biopsy (14.2% on day 5 and
11.1% on day 6). There were 3 cases false positives (42.8% on day 5 and 0% on day 6).
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High rates of concordance were reached with the non-invasive

genetic aneuploidy test, mainly in embryos on day 6.

Preimplantation Diagnosis; Culture Media; Aneuploidies; Fertilization

in vitro; Biopsies; Blastocyst.

La frecuencia de aneuploidias en embriones
humanos varia de 20 a 80%,'? es la mas alta
en comparacion con cualquier otra especie.
La identificacion de anomalias cromosémicas
es especialmente importante en embriones de
pacientes con mayor riesgo de aneuploidia:
edad materna avanzada, fallo de implantacién o
pérdida gestacional recurrente.? Por lo tanto, el
analisis cromosoémico del blastocisto es un factor
con influencia para determinar si un embrién
culminard en un recién nacido sano en casa.

Las técnicas de diagndstico genético preimplan-
tacional que evaltan aneuploidias, analizan el
contenido cromosémico completo de una o
varias células con alta sensibilidad y especifici-
dad.? La muestra de partida se obtiene mediante
una biopsia e implica mayor costo econémico
y un procedimiento invasivo para el embrion,
por lo que un enfoque mas econémico y no
invasivo resultaria mas benéfico para todas las
partes involucradas.

Existen avances recientes en este campo, el
ADN circulante embrionario se ha identificado
en medios de cultivo, su origen en la etapa de
blastocisto podria atribuirse a la apoptosis que
ocurre durante el desarrollo normal.® Inicial-
mente se efectuaron algunos estudios dirigidos
a detectar genes especificos, algunos de ellos
relacionados con enfermedades monogénicas

(MTHFR9, HBA1/HBA210, SRY11). Posterior-
mente, se llevaron a cabo las pruebas genéticas
no invasivas de aneuploidias, con resultados alta-
mente variables en la tasa de concordancia.®® En
este caso, cada patrén cromosémico observado
en los medios de cultivo se compar6 con el
protocolo estandar de andlisis de las células de
trofoectodermo obtenidas durante la biopsia del
embrion en dia 5-6 de desarrollo. Sin embargo,
la diferencia en los resultados puede relacionarse
con las diferentes metodologias de amplificacion
y deteccion aplicadas. Ademas, las tasas de con-
cordancia se definieron de manera diferente en
cada estudio; es decir, los resultados aneuploi-
des en los medios de cultivo embrionario y la
biopsia de trofoectodermo podrian considerarse
concordantes, a pesar de no mostrar los mismos
cromosomas aneuploides.

La repercusion de las condiciones de cultivo en
la eficacia del enfoque no invasivo la investi-
garon Hammond y colaboradores.® Este grupo
encontré un nivel muy bajo de contaminacién
de ADN (mitocondrial y nuclear) en los medios
de control de tres tipos diferentes de medios co-
merciales, que no habian estado en contacto con
los embriones. Se cree que el bajo nivel basal
de contaminacién del ADN es consecuencia del
suplemento proteico de los medios de cultivo.

El objetivo de este estudio fue: analizar las tasas
de concordancia, falsos positivos y negativos
entre el ADN embrionario circulante en medio
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de cultivo y su relacién con los reportes de la
biopsia de trofoectodermo.

Estudio observacional, prospectivo y comparati-
vo, llevado a cabo en el Centro de Reproduccién
Arcos Nascere en noviembre 2018. Criterio de
inclusion: parejas en esquema de fertilizacion
in vitro, con diagndstico genético preimplanta-
cional de aneuploidias. Criterios de exclusion:
pacientes con anomalias estructurales o enfer-
medades monogénicas. Criterio de eliminacion:
blastocistos con eclosién asistida. A todos los
casos se tomé biopsia de trofoectodermo y los
reportes se compararon con un analisis doble
ciego con el resultado de ADN circulante libera-
do por el mismo embrién en el medio de cultivo.

La biopsia del trofoectodermo se efectué el dia 5
0 6 segln el desarrollo morfolégico del embridn,
y la muestra de cultivo embrionario se recolecté
inmediatamente después de transferir el embrion
a la placa de la biopsia. Después de la recolec-
cién de la muestra de cultivo embrionario, las
muestras se almacenaron en congelacién a -7 °C
antes de enviarlas al laboratorio de genética. Los
resultados de secuenciacién de proxima genera-
cién se analizaron con un algoritmo patentado
por Igenomix para identificar aneuploidias de
cromosomas completos y aneuploidias seg-
mentarias (del/dup> 15 Mb). Este algoritmo
fue disefiado con ADNg de lineas celulares
(Coriell Institute, NJ, EUA) con aneuploidias
conocidas (trisomias 2, 9, 13, 15, 18, 20, 21
y 22). Después de secuenciar las muestras, los
umbrales se calcularon con los datos sin proce-
sar. Para este estudio, los umbrales fueron menos
de 50% de ADN aneuploide para la euploidia
y mas menos 50% de ADN aneuploide para la
aneuploidia.

Las tasas de éxito de amplificacién de ADN (mues-
tras amplificadas con éxito-muestras analizadas

totales) se estimaron individualmente para
biopsias de trofoectodermo y muestras de ADN
circulante embrionario. El porcentaje de falsos
positivos se estimé considerando la cantidad
de biopsias de trofoectodermo euploides con
muestras de cultivo embrionario aneuploide con
respecto a los resultados informativos totales para
ambos tipos de muestras. Los falsos negativos se
calcularon con base en la cantidad de biopsias
de trofoectodermo aneuploide con medio de
cultivo embrionario euploide con respecto a los
resultados informativos totales para ambos tipos
de muestras. Para la concordancia cromosémica
individual se excluyeron los embriones cadticos
(> 6 aneuploidias), porque la baja cantidad o
calidad de ADN también puede dar lugar a este
tipo de perfiles.

La estimulacién ovarica controlada y la induc-
cién de la ovulacion se llevaron a cabo conforme
a la practica clinica habitual. La recuperacién
de ovocitos se efectué con gufa vaginal por
ultrasonido. Horas después de la captura se
denudaron las células del cimulo antes de la
inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoi-
des. Inmediatamente después, los ovocitos se
lavaron en 0.6 mL de medio de manipulacion
multiprop6sito con albdmina de suero humano
al 5% y, finalmente, se transfirieron a gotas in-
dividuales de 30 pL de medio de cultivo tnico
continuo preequilibrado (CSCM; Irvine Scienti-
fic) en aceite mineral (rvine Scientific). El cultivo
de embriones individuales se realiz6 en una
atmosfera humidificada controlada que conte-
nia 5% de oxigeno y 6% de CO,. El dia 4, cada
embrién o mérula compactada se lavo a fondo
en tres gotas secuenciales de 20 pL de medio de
cultivo Gnico continuo preequilibrado (CSCM;
Irvine Scientific) y, finalmente, se traslad6 a una
gota individual de 10 pL. Para cada paciente
se incluy6é una muestra de control negativo de
medios que siguieron el mismo protocolo, pero
sin estar en contacto con el embrién. Los em-
briones que alcanzaron la etapa de blastocisto
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completamente expandido en el dia 5 0 6 de
desarrollo embrionario se trasladaron a una
placa de biopsia y las muestras de medio de
cultivo embrionario se recolectaron en tubos de
reaccion en cadena de la polimerasa manteni-
dos en hielo. El medio de cultivo embrionario
correspondié a medios de cultivo acondicionado
recolectados después de un solo dia en cultivo
(dia 4 al dia 5) o dos dias en cultivo (dia 4 al dia
6). Se tomd biopsia de los blastocistos en su lugar
mediante un método que implica la apertura si-
multanea de la zona pelicida y la recuperacion
de fragmentos de la biopsia de trofoectodermo
(Figura 1). No se realizé eclosion asistida, y a
todos los embriones que alcanzaron la etapa
de blastocisto completamente expandido se les
tomo biopsia, independientemente de su calidad
morfolégica y dia de desarrollo.

La comparacién de los valores cuantitativos
para los resultados de secuenciacion de proxi-
ma generacion de biopsias de trofoectodermo y
medio de cultivo embrionario se efectu6é con
pruebas t de Student de muestra independien-
te, con un valor de p < 0.05 obtenido para una
prueba de dos colas considerada estadistica-
mente significativa. Con la prueba Shapiro-Wilk

Lavar los embriones
en 3 gotas de 20 pL
de medio nuevo

—

Embriones en dia 4

g
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se confirmé una distribucién normal y con la
prueba de Levene para la igualdad de varianzas
la homocedasticidad; por esta razén se eligio
una prueba paramétrica. Para comparar datos
categoricos se realizaron pruebas de x? y se
aplicaron pruebas exactas no paramétricas de
Fisher en casos de bajo nimero. La p < .05 se
considerd estadisticamente significativa. Estos
andlisis estadisticos se realizaron con el progra-
ma SPSS 25.0 (IBM).

Esta investigacion fue aprobada por el Comité
de Investigacion de The American British Cow-
dray Medical Center, I.A.P., con el cédigo
IGXT1-NIP-CS-18-02-SUBT.

RESULTADOS

Se analizaron 20 blastocistos de 5 parejas y se
obtuvieron resultados informativos en 17 (am-
plificacion global exitosa); 70% en dia 5 y el
100% en dia 6. La tasa de amplificacién global
fue de 85% (17 de los 20 medios de cultivo ana-
lizados), en dia 5 fue de 70% en comparacion
con el dia 6 de desarrollo, en donde la tasa de
amplificacion fue de 100% de los medios de
cultivo analizados. Cuadro 1

Cultivar en una gota
de 10 pL durante
30 h minimo

= =

Biopsia en d5-d6-d7
después de la eclosion
‘ (hatching) del embrién

l

| Transferir 10 pL del medio de cultivo embrionario
(contiene ADN circulante) a un tubo
estéril de PCR y congelar inmediatamente

AN ‘

Ejemplificacion del procedimiento para el diagndstico genético preimplantacional no invasivo.
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Comparacion de resultados en dia 5 y dia 6 entre biopsia de trofoectodermo y medio de cultivo

Resultado informativo Medio de cultivo

Biopsia de trofoectodermo

Concordancia entre biopsia de
trofoectodermo con medio de

Concordancia embrionaria

cultivo
Discordancia embrionaria Falsos positivos
Falsos negativos

Cantidad de muestras

Las biopsias de trofoectodermo mostraron tasas
similares de amplificacién, independientemente
del dia en el que se tomo la biopsia y las horas de
exposicion al medio de cultivo. Por el contrario,
la tasa de amplificacién del medio de cultivo em-
brionario aument6 significativamente cuando se
practico en el dia 6 de desarrollo embrionario en
comparacion con la recoleccién de muestras en
dia 5 (p=.0004). La tasa general de concordancia
entre las biopsias de trofoectodermo y los medios
de cultivo, en términos de diagnéstico, fue de
68.7%: 42.8% para el dia 5 y 88.8% para los
blastocistos del dia 6 (Figura 2). Los resultados
generales de concordancia para el dia 6 fueron
significativamente diferentes en comparacién con
el dia 5. En cuanto a las discrepancias, solo se ob-
servaron 3 falsos negativos en los medios de cultivo
en comparacion con la biopsia de trofoectoder-
mo (tasa de falsos negativos de 14.2% para el dia
5y 11.1% para los blastocistos del dia 6) (Cuadro
1) sin encontrar diferencias estadisticamente signi-
ficativas entre ambos casos (Figura 3). Quiza los
dos casos fueron el resultado de la contaminacién
con ADN materno porque en los dos casos solo se
observ6 un cromosoma aneuploide. Por Gltimo, se
reportaron 3 falsos positivos: 42.8% parael dia 5y
0% para los embriones del dia 6. Figura 4

Este es el primer estudio en México que de-
muestra la consistencia de las pruebas de

70.0 (7/10) 100.0 (10/10) (17/20)
100.0 (10/10) 90.0 (9/10) 95.0 (19/20)
42.8 (3/7) 88.8 (8/9) 68.7 (11/16)
42.8 (3/7) 0 (0/9) 18.7 (3/16)
14.2 (1/7) 11.11 (1/9) 12.5 (2/16)
10 10 20

aneuploidia con un enfoque no invasivo en
comparacién con la biopsia de trofoectodermo,
avanzando un paso hacia la comprensién del
valor clinico agregado de las pruebas genéticas
no invasivas de aneuploidias. Con la incor-
poracién de un enfoque no invasivo, nuestro
objetivo fue considerar las dos limitaciones
principales del andlisis de aneuploidias a través
del diagnostico genético preimplantacional
actual: i) la invasividad y ii) el costo-beneficio
porque al no utilizar material adicional para la
toma de una biopsia se disminuye el costo del
procedimiento.

La concordancia entre el diagndstico genético
preimplantacional de aneuploidias y la prueba
genética no invasiva de aneuploidias ya la re-
portaron otros grupos, pero con una variacion
notable.®'® Sin embargo, estos estudios ana-
lizaron el ADN circulante embrionario desde
el dia 3 hasta el dia 5°7%'° o, incluso, desde el
dia 1.°La cantidad de embriones analizados en
nuestro estudio fue de 20; ademas, en nuestro
caso, programamos la recoleccién de medios de
cultivo embrionario cultivados en condiciones
especificas del dia 4 al dia 5, y del dia 4 al dia
6. Nuestro enfoque fue completamente no inva-
sivo porque no se realizé una eclosién asistida
0 una vitrificacién de espermatozoides, 6vulos
o embriones antes de la biopsia del trofoecto-
dermo en comparacion con otros estudios.®'° A
pesar de estas diferencias, nuestra tasa de am-
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Total concordancia
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Embrién euploide cromosémicamente normal de sexo femenino en el que se obtuvo una concordancia
total en la biopsia de trofoectodermo y muestra de ADN circulante embrionario.

Falso negativo
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Embrién aneuploide cromosémicamente anormal, de sexo femenino, diagnosticado por biopsia de tro-
foectodermo que muestra un falso negativo en muestra de ADN circulante embrionario con un resultado 46 XX.
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Falso positivo
4.5
. . 4
Biopsia de 3-2
trofoectodermo 2-3 .
46, XX 1.5
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) 2 [ T e Nt N =
cultivo 1.15
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Embrién euploide cromosémicamente normal, de sexo femenino, diagnosticado por biopsia de tro-
foectodermo que muestra un falso positivo en muestra de ADN circulante embrionario con un resultado caético.

plificacién global fue de 85% y alcanz6 100%
en el medio de cultivo embrionario cuando los
embriones se cultivaron 48 horas o mas desde
el dia 4 en adelante. La tasa general de concor-
dancia entre las biopsias de trofoectodermo y
los medios de cultivo fue de 68.7% (42.8%
para el dia 5 y 88.8% para los blastocistos del
dia 6). Esta diferencia sugiere que 24 horas de
exposicién adicional al medio pueden conducir
a mayor concentracion de ADN expulsado y, por
lo mismo, a mejores resultados."'2 A pesar de los
diferentes criterios utilizados para definir las ta-
sas de concordancia en otros estudios se alcanzé
un alto nivel de concordancia sin intervencién
previa. Solo Xu y su grupo® tuvieron tasas de con-
cordancia mas altas (85.7%) pero ellos utilizaron
procesos de vitrificacion y calentamiento antes
de tomar la biopsia, lo que podria propiciar la
liberacion de ADN circulante.

Cuando se analizaron las discordancias, 18.7%
fueron falsos positivos y 12.5% falsos negativos.
Esos valores fueron adin mejores cuando se consi-
dera en el dia 6 la muestra de cultivo embrionario

(con una media de 50.8 horas en cultivo desde
el dia 4) con 0% de falsos positivos y 11.11%
de falsos negativos.

Se estudio la repercusién potencial de la calidad
del embridn, la edad de la madre y la calidad de
los espermatozoides, y no se observé ninguna in-
fluencia como lo sugieren otros estudios.’'* Con
respecto a la metodologia desarrollada para
nuestro enfoque, el pequefio volumen de medio
utilizado para cultivar los embriones (10 pL)
fue una preocupacion inicial. Minasi'® reporté
que un volumen reducido de medio no es per-
judicial para el embrién, sino que en realidad
mejora su desarrollo a blastocisto. Se cree que
esto es una respuesta al aumento de factores
autocrinos liberados por los embriones previos
a la implantacion.

En este estudio se aporta evidencia de que las
modificaciones de las condiciones de cultivo,
la manipulacién de embriones y el protoco-
lo de secuenciacién de préxima generacion
pueden mejorar la tasa de amplificacién y las
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tasas de concordancia y disminuir el efecto de
las células de la granulosa en la precision del
diagnéstico. Este fue un estudio prospectivo que
probé un nuevo enfoque con diferentes horas de
cultivo de embriones en la gota de 10 pL para
explorar el tiempo 6ptimo en cultivo. Se observa-
ron mejores resultados con el tiempo de cultivo
desde el dia 4 hasta el dia 6 en comparacién
con el tiempo mas corto en el medio de cultivo.

Desde antes se han aplicado diferentes me-
todologias para la amplificacién del genoma
completo (de sus siglas en inglés WGA “Whole
genome amplification”).'® Varios autores uti-
lizaron un solo paso WGA,*'% mientras que
Vera-Rodriguez y su grupo®realizaron una doble
amplificacién. Ademas, la hibridacion genémi-
ca comparativa de la matriz fue la tecnologia
aplicada en algunos estudios,®'® mientras que la
secuenciacion de préxima generacion se ha
aplicado en las Gltimas publicaciones.®”

En este estudio, y en gran parte de los previos,
el andlisis de muestras de medio de cultivo,
falsos negativos y falsos positivos se determiné
comparandolos con la biopsia del trofoecto-
dermo, como el criterio estandar. De hecho, las
biopsias de trofoectodermo son, seguramente,
representativas de errores meiéticos. Sin embar-
go, para la deteccién de errores mitéticos y la
comprensién del mosaicismo, las nuevas fuentes
de ADN, como el ADN circulante embrionario
que potencialmente es liberado por las células
de todo el embridn, podrian proporcionar infor-
macién valiosa adicional y ayudar a dilucidar la
repercusion real del mosaicismo en la clinica.

Se alcanzaron altas tasas de concordancia con
la prueba genética no invasiva de aneuploi-
dias, sobre todo en embriones del dia 6. La
mayor incidencia de fallas de amplificacion
y falsos positivos se reporté con analisis de

2020 junio;88(6)

embriones biopsiados en el dia 5 de desarrollo
embrionario, lo que sugiere que la baja con-
centracién de ADN embrionario en los medios
de cultivo se debe a un tiempo limitado de
exposicién de los embriones al medio de cul-
tivo. Lo aqui expuesto ofrece una herramienta
diagnéstica no invasiva en la evaluacion gené-
tica del embrién en etapa tardia y su potencial
de implantacién.

Los resultados informativos (muestras ampli-
ficadas con éxito-muestras analizadas totales)
se estimaron individualmente para biopsias
de trofoectodermo y muestras de ADN circulante
embrionario. La concordancia embrionaria se
determind por la cantidad de muestras con resul-
tado coalescente entre biopsia de trofoectodermo
con medio de cultivo embrionario con respecto
a los resultados informativos. El porcentaje de
falsos positivos se estimoé considerando el nime-
ro de biopsias de trofoectodermo euploides con
muestras de cultivo embrionario aneuploide con
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