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Estudio genético preimplantacion
para aneuploidias: resultados de
la transicion entre diferentes
tecnologias

Lépez-Rioja MJ,* Aguinaga-Rios M,? Sanchez-Gonzalez CM,* Recio-Lopez Y,*

Zavala- Gonzélez PN,? Garcia-Sanchez R,® Chavez-Badiola A*

Comunicar los resultados obtenidos del andlisis del es-
tudio genético preimplantacién para aneuploidias en dos centros de
reproduccion asistida de México en un periodo de tres afios, utilizando
dos diferentes técnicas moleculares.

Estudio observacional, retrospectivo,
en donde se reporta el resultado de blastocistos sometidos a preim-
plantacién para aneuploidias durante 2014-2017, en dos centros de
reproduccion asistida (Ciudad de México y Guadalajara).

Se analizaron 404 blastocistos de 129 pacientes (edad
promedio 39 + 4 afios). Los embriones se dividieron en dos grupos
seglin la técnica aplicada: 76 por a-CGH y 328 por secuenciacién
de nueva generacion. El porcentaje de embriones euploides fue de
33%. Las aneuploidias numéricas fueron las mas frecuentes. Hasta la
terminacion del estudio se habian transferido 69 embriones euploi-
des con tasas de implantacién de 78% para secuenciacién de nueva
generacion y de 57% para a-CGH.

La tasa de implantacion reportada en este estudio
fue mayor con el anélisis de preimplantacién para aneuploidias por
secuenciacién de nueva generacién. Los resultados reportados en
nuestra experiencia soportan la necesidad de favorecer una opcién
de transferencia de embrién Gnico. Es importante reconocer los retos
de las nuevas tecnologias y la necesidad de técnicas moleculares
mas sensibles.

Prueba genética; aneuploidia; fertilizacion in
vitro; blastocisto; implantacion; transferencia de embrién tnico.
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Preimplantation genetic testing for
aneuploidies PGT-A: Results of the
transition between different technologies.

Lépez-Rioja MJ,* Aguinaga-Rios M, Sdnchez-Gonzalez CM,* Recio-Lépez Y,*
Zavala- Gonzélez PN,? Garcia-Sanchez R,® Chavez-Badiola A*

Communicate the results obtained from the analysis of
the preimplantation genetic study for aneuploidy in two centers of
assisted reproduction in Mexico in a period of three years, using two
differentmolecular techniques.

Descriptive, retrospective study, which
reports the blastocysts PGT-A results, over 2014-2017, in two Fertility
Centers (Ciudad de México and Guadalajara). The embryos where
divided in two groups by their molecular techniques studied: 76 by
a-CGH and 328 by NGS

We analyzed a total of 404 blastocysts from 129 patients
(mean age 39 + 4 years), with two different molecular techniques:
a-CGH and NGS. The euploid embryos percentage was 33%. The
numerical aneuploidies were the most frequent. Up to the ending
of the study, 69% of the euploid embryos had been transferred. The
implantation rates were 78% for those analyzed by NGS and 57%
with a-CGH.

The implantation rate was bigger with the PGT-A by
NGS. Our results reported, supports a single embryo transfer policy.
It is important to recognize the challenges of new technologies and
the need for more sensitive molecular techniques.

Genetic testing; Aneuploidies; In vitro fertilization;
Blastocysts; Implantation; Single embryo transfer.

ANTECEDENTES

La frecuencia de infertilidad es mayor en mujeres
de edad avanzada, en quienes esta documentada
una mayor tasa de alteraciones cromosémicas
numéricas (aneuploidias), que representan la
principal causa de fracaso reproductivo.'? Con
el propésito de optimizar los resultados en las

técnicas de reproduccion asistida de alta com-
plejidad, la biologia molecular se ha dado a la
tarea de desarrollar técnicas de estudio genético
previas a la implantacién (PGT por sus siglas
en inglés preimplantation genetic testing) que
analizan a los embriones antes de su transfe-
rencia e implantacion.?”” La biopsia del embrion
puede realizarse en diferentes estadios: primer o
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segundo cuerpo polar, blastémera o blastocisto.
Se utilizan distintas metodologfas para identificar
anomalias cromosémicas, mutaciones génicas,
concordancia de HLA y otras enfermedades
hereditarias.®

La técnica de estudio genético preimplantacion
se aplicé por primera vez en 1990, en una biop-
sia de blastémera por dos grupos de estudio.
En Inglaterra Handyside y su grupo detectaron
el sexo fetal en una pareja con riesgo de una
enfermedad ligada al cromosoma X conocida
como deficiencia de ornitin transcarbamilasa.’
En Estados Unidos Verlinsky realizé el estudio
genético preimplantacién en un embrién con
deficiencia de alfa-1 antitripsina.’® A partir de
entonces este estudio se ha efectuado en nume-
rosos centros de reproduccion asistida alrededor
del mundo; para el afio 2010 habian nacido
cerca de 10,000 seres humanos con estudio
genético preimplantacion.™

Las técnicas de diagnéstico preimplantacion han
tenido una transicién tecnoldgica que va desde
la hibridacion fluorescente in situ,'*" el estu-
dio de microarreglos,'®2° hasta la mas reciente
secuenciacion de nueva generacién.”'* La hi-
bridacioén fluorescente in situ tiene la capacidad
de establecer un diagnéstico especifico para un
nimero limitado de cromosomas; es una prueba
rapida, capaz de detectar alteraciones numéricas
y eliminaciones.>" El estudio de hibridacion ge-
némica comparativa con microarreglos (a-CGH)
tiene la capacidad de detectar variaciones en el
nimero de copias (CNVs), con la limitante de
no detectar alteraciones balanceadas o poliploi-
dias. Tiene una tasa de deteccién de mosaicismo
de 4.8 a 32%, con mas de 40% de células
aneuploides.'®2° El microarreglo de polimor-
fismos de secuencia Unica tiene la ventaja de
detectar enfermedades monogénicas, triploidias
y disomia uniparental ademas de variaciones en
el nimero de copias.?® Por Gltimo, el estudio de
secuenciacion de nueva generacion tiene mayor
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resolucién, detecta desequilibrios segmentarios
entre 800 kb a 1 Mb. Tiene una tasa de deteccién
de mosaicismo del 100%, con mas de 20% de
células aneuploides. Puede realizarse en 24 ho-
ras, lo que permite la transferencia de embriones
en fresco.?'?22425En el Cuadro 1 se muestran las
diferentes tecnologias utilizadas para el estudio
genético preimplantacion.

La indicacion mas comdn del estudio genético
preimplantacion es la deteccién de anomalias
cromosémicas numéricas, conocida como estu-
dio genético preimplantacion para aneuploidias.
La transferencia de embriones euploides ha sido
propuesta como una forma de incrementar la
tasa de implantacién y de embarazo, asi como
para disminuir la pérdida gestacional en pa-
cientes que requieran técnicas de reproduccién
asistida de alta complejidad.?

En tres estudios se demostré un aumento en la
tasa de implantacion en pacientes a quienes se
efectud el estudio genético preimplantacion para
aneuploidias, en comparacién con pacientes
sin este analisis.>?*?” E| estudio genético preim-
plantacién para aneuploidias estd indicado en
pacientes con: edad materna avanzada, parejas
con pérdida recurrente en la implantacion, pér-
dida gestacional recurrente o factor masculino
severo.”®

Con la publicacion de los resultados de estudios
controlados y con asignacioén al azar, el Consor-
cio Europeo de PGD recomendé no efectuar el
estudio genético preimplantacién para aneuploi-
dias en blastomeras y no utilizar la técnica de
hibridacion fluorescente in situ.?® La tecnologia
recomendada en la actualidad es la biopsia de
trofoectodermo en etapa de blastocisto.?®

Diferentes estudios indican que entre 40 y
60% de los embriones humanos tienen alguna
aneuploidia, y que este nimero se incrementa
a 51.6% en pacientes mayores de 40 afos.* La
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Cuadro comparativo de las tecnologias utilizadas para el estudio genético preimplantacién para aneuploidias

FISH Especifico para al- - Prueba rdpida

gunos cromosomas - Alteraciones numéricas

No detecta ganancias
No analiza todos los cromosomas

a-CGH Deteccion de alte- - Detecta variaciones en el nimero de - No detecta alteraciones balanceadas

raciones de 5-Kb  copias (CNVs)

No detecta poliploidias

Mosaicismo >40 células aneuploides

Secuenciacion de Deteccién de alte- - Mayor tasa de deteccion

nueva generaciéon raciones de 1.5Mb - Mayor velocidad
Mejor interpretacién de resultados
Mosaicismo >20 células aneuploides

frecuencia de eliminaciones, o duplicaciones
cromosémicas conocidas como aneuploidias
segmentarias, es de 6 a 7% en estado de blas-
tocisto.*'3? Vera-Rodriguez y colaboradores
analizaron 124 embriones con aneuploidias
segmentarias de los que 62.1% fueron elimi-
naciones y 37.9% duplicaciones.’* Hace poco
Sanchez-Usabiaga y sus coautores reportaron
aneuploidias segmentarias en 10.2% de 615
blastocistos analizados.>*

Fiorentino y su grupo®'y Yang y colaboradores®
no encontraron diferencias en la deteccién de
aneuploidias en embriones analizados por a-
CGH en comparacion con secuenciaciéon de
nueva generacion.

Hoy en dia se ha demostrado que la transferen-
cia selectiva de un embrién dnico (eSET) es util
para reducir la tasa de embarazo muiltiple, sin
que afecte la tasa final de embarazo. Lo anterior
reduce las implicaciones obstétricas, neonatales,
psicolégicas y sociales que esto deriva, por lo
que es muy importante contar con el embrién
con mayor potencial reproductivo, para minimi-
zar la frecuencia de abortos por aneuploidias.**

El objetivo de nuestro estudio es comunicar los
resultados obtenidos del anélisis del estudio ge-
nético preimplantacion para aneuploidias en dos
centros de reproduccién asistida de México en

No detecta aneuploidias segmenta-
rias menores a 800 kb

un periodo de tres afos, utilizando dos diferentes
técnicas moleculares.

Estudio retrospectivo y descriptivo en el que se
reporta el resultado de blastocistos a los que se
tomo una biopsia de trofectodermo, con indica-
cién de estudio genético preimplantacion para
aneuploidias, durante tres afios consecutivos
(junio 2014 a julio 2017), en dos centros de
reproduccion asistida en México.

Con fines de analisis y reporte de resultados, los
embriones se dividieron en dos grupos de acuer-
do con el método diagnéstico aplicado para
analisis genético: grupo 1 blastocistos analizados
con a-CGH (junio 2014 a julio 2015); grupo 2,
blastocistos analizados por secuenciacién de
nueva generacion (agosto 2015 a julio 2017).

La estimulacién ovarica se realiz6 con un pro-
tocolo de minima estimulacién previamente
descrito (miniFIV)®.% Los évulos identificados
durante la aspiracion folicular se colocaron en
Human Tubal Factor (HTF®, Life Global, EUA)
durante dos horas hasta ser decumulados. Dos
horas mas tarde se efectud la inyeccién intraci-
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toplasmdtica de esperma con identificacién de
huso meidtico (SL-ICSI).38 Tras la fecundacion, los
o6vulos se transfirieron a placas NUNC™ 150255
(Nunc, EUA) con medio de cultivo especializado
(Global Total®, Life Global, EUA) y recubiertos
con aceite (Life Guard Oil®, Life Global, EUA)
para ser incubados (Tri-gas; Astec, Japén): CO,
8.5%; O, 6.5%. La fecundacién se verificé 19
horas posteriores a la inyeccion.?® Se continué
el cultivo extendido a blastocisto, sin cambio
en medios de cultivo o valoracién intermedia.
Previo a la biopsia los blastocistos se clasificaron
segln Gardner y Schoolcraft.*

Durante los primeros 12 meses del estudio (gru-
po 1) solo se tomaron biopsias a los embriones
con trofectodermo con clasificaciones A y B.
Para el grupo 2, y siguiendo los cambios en
los protocolos internos, se tomé una biopsia
de trofoectodermo a todo embrién con células
de trofectodermo, independientemente de su
clasificacion (grados A, B y C).*° En todos los
casos se tomaron biopsias de embriones que,
independientemente de su tamafo, tuvieran
masa celular interna grados A y B.

Para la biopsia de trofoectodermo, el blastocisto
se deposita en placas NUNC™ 150265 (Nunc,
EUA), con medio HTFw-HEPES® al 10% de HSA
(Life Global, EUA) y se recubre con aceite (Life
Global Guard Oil, USA) y se sujeta con una
pipeta holding (Origio, EUA) hasta identificar la
masa celular interna. En ese momento se realiz6
la eclosién, con disparo tnico de laser de diodo
de 1460 nm (Zylos-tk®; Hamilton Thorne, EUA)
y se introdujo una pipeta de biopsia (28-32 pm,
Origio, EUA) para aspirar entre 4y 7 células con
ayuda del microinyector (CellTram Oil Vario,
Eppendorf, EUA). Durante la aspiraciéon pueden
efectuarse hasta tres disparos de corte con laser
y las células obtenidas en la biopsia se liberan
en HTFW-HEPES para, posteriormente, lavarlas
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en solucion salina con fosfato estéril (PBS),
cargarse en un tubo con medio especializado
para fijacién de ADN (IGenomix, México) y
enviarlas al proveedor para analisis con a-CGH
o0 secuenciacion de nueva generacién (grupos 1
y 2, respectivamente).

Hibridacién genémica comparativa con mi-
croarreglos (a-CGH): el ADN de las células
se amplifica con el sistema de amplificacién
SurePlex (Illumina). La muestra de los embrio-
nes y de los controles femenino y masculino se
marca con los fluoréforos Cy3 y Cy5 segin las
instrucciones del fabricante.*' Las muestras se
mezclan e hibridan en el microarreglo 24sure
(V2 and V3, Illumina) durante 6 a 12 horas. La
intensidad de la fluorescencia se detecta con
un escaner con laser (Power scanner, TECAN) y
los datos se procesan en BlueFuse Multi (v3.2,
[llumina). El estudio se completa en menos de 24
horas. Los resultados se interpretaron de acuerdo
con Zegers-Hochschild 2017.#

Secuenciacion de nueva generacién (NCS):
permite la amplificacién de todo el genoma con
el sistema de amplificacién SurePlex (Illumina).
Las bibliotecas se comparan con la incorpora-
cion de coédigos individuales. Después de la
amplificacién isotérmica y enriquecimiento
se efectla la secuenciacién en un chip de
316 o 318, con el equipo de secuenciacién
PGM (Life-Thermofisher, USA). El andlisis de
las secuencias y la interpretacion de los datos
se procesa en el programa lon Reporter (Life-
Thermofisher, EUA).

Las alteraciones cromosémicas se clasifican en:
a) numéricas: trisomias y monosomias; b) com-
plejas: con mas de dos alteraciones numéricas
o segmentarias y ¢) aneuploidias segmentarias:
mutaciones genéticas con pérdidas y duplica-
ciones.
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El analisis cromosémico se procesé en los labo-
ratorios IGenomix, de Estados Unidos y México.

Los procesos de vitrificacién y desvitrificacién se
efectuaron con Cryotop® (Kitazato, Biopharma,
Japon) siguiendo los protocolos previamente
publicados.** A manera de resumen todos los
blastocistos se vitrificaron inmediatamente
después de la biopsia de trofectodermo con
Kitazato-Vitrification Kit (Biopharma, Japén),
en espera del reporte del estudio genético
preimplantacién para aneuploidias. Una vez
confirmada la euploidia y en ciclo de prepa-
racion endometrial con reemplazo hormonal,
se desvitrifica un Unico blastocisto (Kitazato,
Biopharma, Japén), 4-6 horas antes de la trans-
ferencia.

En todos los casos solo se transfirié un blas-
tocisto (> 180p) en medio con hialuronato
(EmbryoGlue®, Vitrolife, Suecia), con guia ul-
trasonografica transvaginal y catéter Kitazato®
(Kitazato, Japén). Siete dias posteriores a la
transferencia se efectu6 una prueba de embarazo
con determinacién cuantitativa de la fraccion
beta hCG en sangre.

Todas las pacientes firmaron un consentimiento
informado para la realizacién de los protocolos
de estimulacién ovarica. Previo a la biopsia de
trofectodermo todas las pacientes recibieron
asesoria genética y firmaron consentimientos de
acuerdo con protocolos internos y del laborato-
rio de referencia (IGenomix, México).

En el reporte de resultados se incluyeron todos
los blastocistos a los que se tomé una biopsia,
independientemente de la indicacién para el
estudio, edad materna, origen de los évulos

(propios o donados), o diagnéstico de inferti-
lidad. Los embriones que no supervivieron a
la biopsia o los procesos de criopreservacion
y descongelacion también se reportaron. Para
comparar el nimero de embriones euploides,
aneuploides y con ADN no detectado de a-CGH
y secuenciacion de nueva generacion, se realiz6
prueba de 2. Se utilizé el programa SPSS v21.

Se tomaron biopsias de trofoectodermo para
estudio genético preimplantacion para aneuploi-
dias de 404 blastocistos, de 129 pacientes. La
edad materna promedio fue de 39 + 4 afios, con
minima de 27 y maxima de 48. En la Figura 1 se
muestra la distribucién de pacientes por grupo
de edad materna.

Las indicaciones del estudio fueron: edad ma-
terna (definida como mayor de 38 afios) en 86
pacientes y falla recurrente en la implantacién
o pérdida gestacional recurrente en 43 casos.

Para los fines de este analisis, los embriones
generados a partir de 6vulos de donante se
analizaron conforme a la edad de la donante
(28 6vulos).

En esta serie solo hubo un embrién sin desarrollo
posterior a la biopsia de trofoectodermo; como
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las células no se analizaron, el caso se excluy6
del estudio.

El promedio de blastocistos obtenidos por mujer
fue de 3.1. EI 33.1% de los blastocistos tuvieron
un resultado normal, en 24 (5.9%) no se obtuvo
suficiente cantidad de ADN para efectuar el ana-
lisis. En el Cuadro 2 se exponen los resultados
obtenidos del estudio genético preimplantacion
para aneuploidias con ambas técnicas.

Se observé una relacién directa entre el nimero
de embriones con aneuploidia y la edad mater-
na. En el Cuadro 3 se consigna el nimero de
embriones analizados por grupo de edad y el
porcentaje de embriones euploides, aneuploi-
des y con ADN no detectado en relacién con la
edad materna. Las alteraciones cromosémicas
observadas con més frecuencia fueron las ano-
malias numéricas, seguidas de las alteraciones
combinadas (numéricas y segmentarias) y, por
Gltimo, las aneuploidias segmentarias. En la
Figura 2 se muestra el tipo de aneuploidias en-

Cuadro 2. Resultado de estudio de PGT-A

Resultado de PGT-A HORG RN,
Casos

Promedio de embriones por paciente 3.1
33.16% (n=134)
Embriones aneuploides 60.89% (n=246)
DNA no detectado 5.94% (n=24)
Total 100% (n=404)

Embriones euploides
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contradas en relacién con la edad materna. Se
excluyeron los embriones que no se analizaron
por falta de amplificacion del ADN. Las altera-
ciones cromosémicas numéricas mas frecuentes
fueron las trisomias seguidas de las monosomias.
Las trisomias mas comunes fueron las de los
cromosomas 4, 15 y 22. Las monosomias mas
frecuentes fueron de los cromosomas 15,16y 22.

En 120 embriones se observé una sola aneu-
ploidia, 126 embriones se clasificaron como
complejos (> 2 aneuploidias).*

En promedio, 10.8% (n = 44) de todos los
embriones tuvieron una o mas aneuploidias
segmentarias. En pacientes menores de 35 afos
se observé mayor cantidad de embriones con
estas alteraciones. Las duplicaciones fueron mas
frecuentes que las mutaciones con pérdidas. Las
alteraciones en el brazo corto de los cromosomas
fueron mds comunes que las del brazo largo. No
se encontré una relacion de estas alteraciones
con la edad materna.

Anadlisis cromosémico

En el grupo 1 se incluyeron 76 embriones ana-
lizados con a-CGH (edad: 39 + 4 anos). En el
grupo 2 se incluyeron 328 embriones analiza-
dos con secuenciacién de nueva generacién
(edad: 39 + 3 afios). En la Figura 3 se observa la
diferencia de edad materna de acuerdo con la
tecnologia utilizada.

Cuadro 3. Distribucion por grupo de edad de embriones euploides, aneuploides y ADN no detectado

f::(()js) Euploides Aneuploides ADN no detectado

43.83% 45.20% 10.97%
35-37 53 50.94% 49.06% 0%
38-40 119 36.50% 57.93% 5.57%
41-42 88 26.59% 67.02% 6.39%
>42 55 6.89% 87.93% 5.18%
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Diferencia de la edad materna segin la
tecnologia utilizada.

El 75% de los embriones analizados por a-CGH
y 57.62% de los analizados por secuenciacién
de nueva generacién fueron aneuploides. En
24 (7.3%) casos analizados por secuenciacién
de nueva generacién no se obtuvo suficiente
cantidad de ADN para efectuar el analisis. En
los Cuadros 4a y 4b se muestran los resultados
obtenidos con cada tecnologfa. El estudio de
a-CGH detect6 aneuploidias segmentarias

en 10/76 (13.15%) embriones analizados,
mientras que el estudio de secuenciacion
de nueva generacion detect6 esta alteracién
en 34/328 (10.36%) embriones. En 32/76
(42.10%) embriones analizados por a-CGH y
en 94/328 (28.65%) de los casos analizados por
secuenciacién de nueva generacion se obtuvo
un resultado complejo, con > 2 alteraciones
cromosémicas. El andlisis estadistico mostré
un valor de p no significativo con respecto a
la diferencia de la edad materna entre ambos
grupos.

A la fecha se han transferido 69 embriones eu-
ploides: de 14 embriones analizados por a-CGH,
se obtuvieron 8 (57.14%) pruebas beta-hCG
positivas. De los 55 embriones euploides inda-
gados por secuenciacion de nueva generacion
se obtuvieron 43 (78.1%) beta-hCG positivas
(Cuadros 5a y 5b).

Cuadro 4a. Nimero de embriones euploides, aneuploides
y con ADN no detectado de a-CGH y secuenciacién de
nueva generacion

Secuenciacion de nueva
a-CGH .y
generacion

Euploides 25% Euploides 35.06%

Aneuploides 75% Aneuploides  57.62%

ADN no detectado 0% ADN no 7.31%
detectado

Total 100% Total 100%

Cuadro 4b. Prueba de y* para nimero de embriones eu-
ploides, aneuploides y con ADN no detectado de a-CGH y
secuenciacién de nueva generacion

Pruebas de y?

Valor gl Sig. asintdtica

(bilateral)
%> de Pearson 10.504* 2 .005
Razén de verosimilitudes  14.922 2 .001
N de casos validos 404

a. 1 casillas (16.7%) tienen una frecuencia esperada inferior
a 5. La frecuencia minima esperada es 4.51.
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Cuadro 5a. Ndmero de beta-hCG positivas por grupo de
a-CGH y secuenciacién de nueva generacién

Secuenciacion de nueva
a-CGH 07
generacion

Beta-hCG  57.14% Beta-hCG 78.18%
positivas (N=8) positivas (N=43)

Cuadro 5b. Prueba %? para nimero de beta-hCG positivas
por grupo de a-CGH y secuenciacién de nueva generacién

Pruebas de >

Valor gl Sig. asintdtica (bilateral)
8.0232 3 .046

8.625 3 .035

404

a. Una casilla (12.5%) tiene una frecuencia esperada infe-
rior a 5. La frecuencia minima esperada es 3.39.

Los embriones euploides que no habian sido
transferidos al momento de enviar a publicacion
este trabajo (n = 56) permanecen vitrificados.
En el Cuadro 6 se muestra un resumen de los
resultados obtenidos.

Cuadro 6. Resumen de los resultados obtenidos

Nimero de parejas tratadas “

Edad promedio de la mujer 39 +4anos
Media de embriones por mujer 3.1
Ndmero de PGT-A realizados 404
Indicaciones

- Edad materna > 38 afos 86

- Falla repetida de implantacién/ PGR 43
Nimero de embriones biopsiados 404

Nimero de embriones con ADN no 24 (5.94%)
detectado

380 (94.05%)

Nimero de blastocistos euploides trans- 69
feridos

Nimero de embriones diagnosticados

Nimero de hGC positivas (global)* 51 (73.91%)

PGR: pérdida gestacional recurrente.
* Combinacion de resultados de ambos grupos.
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DISCUSION

El éxito de la fertilizacion in vitro depende, en
parte, de la adecuada seleccién del embrién.
Durante mucho tiempo esta seleccién se basé
en criterios morfolégicos y muchas pacientes no
lograban el embarazo a pesar de la transferen-
cia del “mejor” embrién.* Una de las posibles
causas es que los embriones morfolégicamen-
te normales pueden tener alguna alteracién
cromosémica que impide su implantacién o
desarrollo embrionario.* La pobre correlacion
entre la morfologia y el complemento cro-
mosémico llevé a la introduccion del estudio
genético previo a la implantacién, que se ha
propuesto como un método para mejorar la
seleccion de los embriones en pacientes con
algln factor de riesgo, como: edad materna
avanzada, falla recurrente en la implantacion
o pérdida gestacional recurrente.*

En nuestro ensayo encontramos que la in-
dicacién mas comdn del estudio genético
preimplantacién para aneuploidias fue la edad
materna avanzada. El promedio de edad fue de
39 afios y se encontré que 36.5% de los embrio-
nes fueron euploides. Munné y su grupo refieren
que entre los 38 y 40 afios el porcentaje de
embriones euploides es de 33%.*° A mayor edad
mayor porcentaje de embriones aneuploides, lo
que concuerda con lo descrito. En nuestro pais,
el estudio de Sanchez-Usabiaga y colaborado-
res mostré que en 615 blastocistos analizados,
50.2% fueron aneuploides.* En este estudio se
muestra que los blastocistos con aneuploidias
numéricas aumentaron conforme mayor fue la
edad materna. De las pacientes entre 38 y 40
afos, 60% tuvieron algun tipo de alteracién
cromosomica.

Nuestros resultados muestran que 81.6% de las
alteraciones cromosdmicas fueron numéricas.
Llama la atencién que tanto en las trisomias
como en las monosomias los cromosomas
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participantes fueron 15,16y 22, que son los en-
contrados con aneuploidias y mayor frecuencia
en abortos del primer trimestre.

Alrededor de 5.8 a 15% de los blastocistos tiene
mutacién genética con pérdida o duplicacio-
nes.>'32 Este tipo de alteraciones cromosémicas
se encuentra en 6% de los abortos del primer
trimestre.*” En nuestro estudio 10.8% de los
embriones tuvieron una o mds mutaciones
genéticas con pérdida o duplicaciones con o
sin otras alteraciones numéricas. De acuerdo
con lo reportado en la bibliografia se observa
que el mayor nimero de embriones con estas
alteraciones se encontré en el grupo de edad
menor a 35 anos. Sanchez-Usabiaga y su grupo
encontraron que 6.8% de los embriones tuvieron
algln tipo de aneuploidia segmentaria, y que
estas alteraciones tenfan una relacién inversa
con la edad materna.?*

Fiorentino y sus colaboradores reportaron, por
primera vez, la aplicacién de la tecnologia de se-
cuenciacién de nueva generaciéon como método
para el estudio genético previo a la implantacién
en casos de aneuploidias. Ellos demostraron
que este estudio podia detectar aneuploidias y
desequilibrios segmentarios tan pequeios como
de 14 Mb.>

En nuestro estudio observamos que un mayor
porcentaje de embriones analizados por se-
cuenciacién de nueva generacion tuvo falla en
la amplificacion del ADN. Esto puede deberse
al cambio de criterios internos utilizados en la
seleccion de embriones para biopsia. En el gru-
po 2 la biopsia se tomé a todos los embriones
con masa celular interna, independiente de la
clasificacion del trofectodermo.

El 75% de los embriones analizados por a-CGH
mostré una o mas aneuploidias comparados
con 62.1% de los embriones analizados por
secuenciacion de nueva generacion. Esto en

contraste con lo reportado por Yang y su grupo
en un estudio con asignacion al azar, en el que
no se encontré diferencia entre los resultados
de los embriones con ambas tecnologias.?®
También se observé mayor tasa de implantacién
de embriones analizados por secuenciacién de
nueva generacion (78.1%) en comparacién con
aCGH (57.1%). En ambos casos las diferencias
observadas en nuestro estudio pueden deberse
a la diferencia en el nimero de embriones in-
cluido y a que el grupo a-CGH fue una muestra
insuficiente para permitir comparaciones.

La indicacion del estudio genético preimplanta-
cién para aneuploidias suscita controversia por el
mosaicismo en etapas embrionarias tempranas,
estimada entre 5 y 20% de los embriones anali-
zados. En esta serie no encontramos embriones
con mosaico cromosémico. La ausencia de
mosaicos podria estar relacionada con el tipo de
tecnologia aplicada durante la secuenciacion de
nueva generacion.

El nimero de embriones con aneuploidias seg-
mentarias detectadas por ambas metodologias
fue el mismo, con mayor cantidad de embriones
con duplicaciones en comparacién con mu-
taciones genéticas con pérdida. En un estudio
reciente, Vera-Rodriguez y colaboradores repor-
taron una concordancia de 99.8% entre ambas
técnicas.® Sin embargo, ellos reportan mayor fre-
cuencia de embriones con mutaciones genéticas
con pérdida. La relevancia de las aneuploidias
segmentarias en el desarrollo embrionario no se
ha definido en los programas de estudio genético
preimplantacion para aneuploidias. Estas altera-
ciones deben confirmarse con otra tecnologia,
como la hibridacién fluorescente in situ.

El reto del estudio genético preimplantacion
para aneuploidias es el desarrollo de tecnolo-
gias mas sensibles que permita la deteccion de
mosaicos y mejores selecciones y tasas tasas de
implantacion.
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El propésito de cualquier tratamiento de repro-
duccioén asistida se dirige a ofrecer la mejor
oportunidad para que la mujer tenga un recién
nacido sano. La cantidad de grupos que reco-
miendan la transferencia de un embrion dnico
es cada vez mayor, siempre con la esperanza de
ofrecer tratamientos mds eficientes y reducir el
riesgo de embarazos mdltiples.3*37

La tasa de implantacion aqui reportada fue mayor
con el andlisis de estudio genético preimplan-
tacién para aneuploidias por secuenciacién
de nueva generacion, con la limitante en la
diferencia en el nimero de embriones analiza-
dos en cada grupo. La transicion hacia nuevas
tecnologias brinda confianza para efectuar, en
el mismo tiempo, el triple de estudios con se-
cuenciacién de nueva generacién, soportando
nuestro principio de privilegiar la transferencia
de embrién euploide Gnico. En nuestro ensayo
no encontramos algin embrién con mosaico
cromosémico.

Los retos actuales se dirigen a conseguir mayor
tasa de blastocistos, con una buena supervi-
vencia posvitrificacion y mejorar los resultados
de las transferencias en fresco de blastocistos
diagnosticados como euploides, todo esto
acompafiado siempre de la necesaria asesoria
genética a las pacientes.
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