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Identificacion de aneuploidias en 24
cromosomas en blastocisto durante
procedimientos de fecundacion in vitro

Sanchez-Usabiaga RA?Y, Vera-Aguado MG?, Batista-Espinoza A%, Ramirez E3,
Marchese MV3, Cruz-Orozco OP?

Resumen

ANTECEDENTES: a pesar de los avances en los procedimientos de
fecundacién in vitro (FIV), en la mayoria de los casos no se logra un
embarazo a término. Se ha sugerido que las aneuploidias embrionarias
son una de las principales causas del fallo del tratamiento. Se han
propuesto nuevas tecnologias moleculares para realizar el tamizaje
genético preimplantacional (PGS) en los 23 pares de cromosomas.

OBJETIVO: determinar la frecuencia de aneuploidias en embriones
logrados en una clinica privada de FIV en México, y su relacién con
la edad materna y origen parental.

PACIENTES Y METODO: estudio prospectivo y descriptivo efectuado
de enero de 2013 a julio de 2015 en el que se analizaron embriones
obtenidos por FIV, estudiados mediante microarreglos de ADN con
base en polimorfismos de nucleétido tnico, denominado parental
support (microarreglo PS). Se analiz6 la frecuencia de aneuploidias
en 4 diferentes grupos (< 35 anos [A], 35-39 afnos [B], 40 afos o mds
[C] y donacién de 6vulos [D]), el tipo de aneuploidia (nulisomia,
monosomia, trisomia, delecion, duplicacion), asi como el origen de
las aneuploidias (materno, paterno o mixto). Todos los embriones se
vitrificaron para su posterior transferencia al ttero.

RESULTADOS: se incluyeron 383 embriones, de los que 44% fueron
aneuploides, con frecuencia de 43, 44 70 y 28% en los grupos A, B,
C y D, respectivamente. Las anormalidades mds frecuentes fueron:
aneuploidias en miltiples cromosomas (34%), trisomias (22%),
aneuploidias en dos cromosomas (19.5%), monosomias (15.5%), y
delecién/duplicacién (9%). En pacientes mayores de 35 afios, mas de
70% de las aneuploidias fueron de origen materno.

CONCLUSIONES: el andlisis genético preimplantacional en los 23
pares de cromosomas demuestra una alta frecuencia de embriones
aneuploides. Las aneuploidias aumentan en relacién con la edad de
la mujer, la mayoria son de origen materno. Esta informacion clinica
es relevante para la asesoria y toma de decisiones de los pacientes
durante procedimientos de FIV, ademas, evita el almacenamiento de
embriones aneuploides.

PALABRAS CLAVE: diagndstico genético preimplantacional, PGS,
microarreglo PS, tamizaje genético preimplantacional, FIV.
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Identification of aneuploidies in 24
chromosomes in blastocyst during
procedures of in vitro fertilization.

Sanchez-Usabiaga RA!, Vera-Aguado MG?, Batista-Espinoza A?, Ramirez E3,
Marchese MV3, Cruz-Orozco OP3

Abstract

BACKGROUND: Despite advances in the methods of in vitro fertiliza-
tion (IVF), in most cases fail to achieve a live birth. It has been suggested
that embryonic aneuploidy are a major cause of treatment failure.
New molecular technologies have been proposed for preimplantation
genetic screening (PGS) in the 23 pairs of chromosomes.

OBJECTIVE: To determine the frequency of aneuploidy in embryos
achieved in a private IVF clinic in Mexico, and its relationship with
maternal age and parental origin.

PATIENTS AND METHOD: A prospective and descriptive study was
done from January 2013 to July 2015, analyzing embryos obtained
by IVF, that were studied by DNA microarrays based on single
nucleotide polymorphisms, known as "parental support" (microarray
PS). The frequency of aneuploidy in 4 different groups (<35 years
[A], 35-39 years [B], 40 years or more [C], and egg donation [D]),
the type of aneuploidy (nullisomy, monosomy, trisomy, deletion,
duplication) and the origin of aneuploidy (maternal, paternal or
mixed) were analyzed. All embryos were vitrified for subsequent
transfer to the uterus.

RESULTS: Three hundred eighty-three embryos were included, from
which 44% were aneuploid, having a frequency of 43%, 44%, 70%
and 28% in groups A, B, C and D, respectively. The most frequent ab-
normalities were: multiple chromosome aneuploidy (34%), trisomies
(22%), two chromosome aneuploidy (19.5%), monosomies (15.5%),
and deletion/duplication (9%). In patients over 35, over 70% of the
aneuploidies were of maternal origin.

CONCLUSIONS: Preimplantation genetic analysis in the 23 pairs of
chromosomes shows a high frequency of aneuploid embryos. Aneu-
ploidy increases in relation to the age of the woman being mostly of
maternal origin. This clinical information is relevant to the assessment
and decision-making of patients during IVF procedures also avoids
storing aneuploid embryos.

KEYWORDS: preimplantation genetic diagnosis; PGS; microarray PS;
preimplantation genetic screening; FIV
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ANTECEDENTES

En mujeres infértiles sometidas a fecundacion in
vitro (FIV), s6lo 17% de los embriones transferi-
dos durante el mismo ciclo de tratamiento, con
6vulos propios, logran un embarazo clinico.

Diferentes estudios han demostrado que embrio-
nes humanos en etapas tempranas de desarrollo
frecuentemente tienen alteraciones en el nimero
de copias de los 23 pares de cromosomas (aneu-
ploidias)*® y que mas de 50% de los embriones
humanos generados en FIV muestran células
aneuploides (mosaicismo).*

Las aneuploidias embrionarias generalmente
conllevan a resultados reproductivos adversos,
como la falla de implantacién, aborto esponta-
neo o el nacimiento de un nifo con alteraciones
cromosémicas.'®'8

La mayor parte del conocimiento de la ploidia
en embriones humanos en desarrollo se debe al
estudio clasico de cariotipo y a la hibridacién
con inmunofluoresencia in situ (FISH).19-%

El FISH tipicamente identifica el estado de ploi-
dia entre cinco y ocho cromosomas y, por tanto,
pierde un porcentaje considerable de aneuploi-
dias.?*?> Ademas, se asocia con altos indices de
error, lo que pudiera disminuirse si se realizara
con diferentes sondas de ADN.'2¢

Nuevas tecnologias para el tamizaje genético
preimplantacional (PGS), como los microarreglos
de hibridacion genémica comparativa (@CGH),
o los microarreglos mediante polimorfismos de
nucleétido Gnico (aSNPs), permiten estudiar la
ploidia en los 23 pares de cromosomas.?’->

Sin embargo, estas dos metodologias estan
sujetas al fallo en la deteccién de pérdidas de
alelos en un heterocigoto (allele drop-out) y, por
tanto, presentar cambios en la amplificacion del

ADN, que conllevan a alterar los resultados del
estudio.***" Otro inconveniente importante de
estas dos metodologias es la imposibilidad de
diferenciar entre el tipo de ploidias que pueden
tener el mismo nimero de cromosomas (por
ejemplo disomia uniparental) o determinar el
origen materno o paterno de los cromosomas
del embrion.

Johnson y colaboradores validaron un nuevo
método para realizar tamizaje genético preim-
plantacional (PGS) con una precision similar al
estudio clasico de cariotipo en metafase.®

Este método para realizar el PGS, denominado
microarreglo “parental support” (microarreglo
PS), se basa en la identificacién de polimorfis-
mos de nucleétido Gnico de origen parental y
la frecuencia de entrecruzamientos, pudiendo
identificar el origen del haplotipo, ya sea mater-
no o paterno, heredado al embrién. Esto permite
inferir el correcto genotipo del embrién y, por
tanto, aumenta significativamente el poder es-
tadistico para determinar el estado de ploidias
celulares. Ademas, el microarreglo PS permite
identificar las inserciones y deleciones, asi como
translocaciones cromosémicas.

El objetivo de este articulo es determinar la fre-
cuencia de aneuploidias en embriones logrados
en una clinica privada de FIV en México, y su
relacion con la edad materna y origen parental.

PACIENTES Y METODO

Estudio prospectivo y descriptivo, efectuado
de enero de 2013 a julio de 2015, en el que
se analizaron 70 ciclos de mujeres sometidas a
tratamiento de FIV. En todas las pacientes se rea-
lizé protocolo de estudio de la pareja infértil que
incluye: seminograma, valoracién anatémica de
genitales internos femeninos y cavidad uterina,
determinacién de hormona antimiilleriana y
perfil infeccioso (hepatitis, VIH).
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Las indicaciones para realizar FIV fueron en una
poblacién con causas comunes de infertilidad
e incluyeron los siguientes diagnésticos: ovario
poliquistico (21%), factor tubdrico (7%), fac-
tor uterino (8.5%), endometriosis (6%), factor
masculino (14%), baja reserva ovarica (21%),
infertilidad de origen desconocido (20%) y en-
fermedad monogénica (1%).

Todas las mujeres fueron sometidas a estimu-
lacién ovérica controlada con menotropinas
altamente purificadas (Merapur®, Ferring), en
protocolo de antagonistas de la hormona libe-
radora de gonadotropinas (GnRH, Cetrotide®,
Merck). La captura ovocitaria se realiz6 entre
35 y 37 horas posterior a la induccién de la
ovulacién mediante la aplicacién de la hormo-
na gonadotropina corionica humana (hGC) o
andlogos de la GnRH.

Cada paciente firmé el consentimiento infor-
mado para la realizacién de los protocolos de
estimulacion ovérica controlada, FIV y PGS.

Con la intencién de evitar una posible con-
taminacion genética, se realizé inyeccién
intracitoplasmdatica de espermatozoides (ICSI).
Los embriones se mantuvieron en cultivo hasta
el estadio de blastocisto (5-6 dias de desarrollo),
y se realiz6 biopsia de 5-8 células de trofoec-
todermo. Las células biopsiadas se lavaron en
PBS y se colocaron en microtubos para PCR.
Las células se preservaron a -78°C (hielo seco)
hasta el momento de su andlisis. Los 24 cromo-
somas se analizaron mediante microarreglos de
CGH en su variante de a-SNP (Spectrum™) con
informacién genotipica de ambos padres (PS).

El analisis del ADN lo realiz6 el laboratorio
Natera (San Carlos, California, Estados Unidos).

Todos los embriones biopsiados se vitrificaron has-
ta tener los resultados del tamizaje cromosémico.
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El analisis estadistico se realizé usando las
pruebas de x? y Z para datos no paramétricos;
se consider6 diferencia significativa un valor
p menor a 0.05. Se usé el paquete estadistico
SSPS 22.0.0.0.

RESULTADOS

Se realizé biopsia de células de trofectodermo
en 383 embriones obtenidos de 70 parejas so-
metidas a FIV, con intervalo de edad materna
de 20 a 43 afos. Los casos se dividieron en
cuatro grupos: menores de 35 afios, entre 35
y 39 afios, mayores de 40 afos y donantes de
6vulos (Cuadro 1).

Se realiz6 PGS mediante la metodologfa de mi-
croarreglos PS en 336 embriones (88%).

En 47 embriones (12%) no hubo amplificacion
de ADN, por lo que se excluyeron del estudio.
La falta de amplificacion ocurrié en los prime-
ros casos realizados, atribuyéndose a la curva
de aprendizaje del procedimiento (biopsia) y
problemas de logistica de envié de la muestra
al laboratorio de referencia.

El 56% de los embriones analizados (188/336)
fueron euploides y el 44% (148/336) tuvie-
ron algln tipo de aneuploidia. Se observé un
incremento significativo de aneuploidias en
pacientes de mas de 40 afios (p=0.001). Cuadro
1y Figura 1.

Entre las aneuploidias identificadas, en todos
los embriones analizados las mds frecuentes
fueron en multiples cromosomas (50/148, 34%),
seguidas de las trisomias en un s6lo cromosoma
(33/148, 22%). Cuadro 2

Un dato importante es el porcentaje elevado
de trisomias en casos con donacion de 6vulos
(31.5%, p<0.05).
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Cuadro 1. Edad promedio de las pacientes, embriones biopsiados y analizados en cada grupo de estudio

_ Menores de 35 afios | De 35 a 39 aflos | Mayores de 40 afios
20 25 11 14 70

Ndm. de casos

Edad promedio (anos) 29.7 36.5 41.2 28.3 33.6

. o 115 142 46 80
o fiens lofiojs e os (5.8+1.9)* (5.7+2.1)* (4.222.0)* (5.7+2.8)* S
Embriones analizados 98 127 44 67 336

. 56 (57%) 71 (56%) 13 (29.5%) 48 (72%) .
Bujplaiidtes (2.8+2.1)%* (2.8+2.2)** (1.241.5)%* (Bt ) LBBIGET)
Aneuploides 42 (43%) 56 (44%) 31 (70%)? 19 (28%) 148 (44%)

* Promedio de embriones biopsiados por paciente (+ desviacion estandar).
** Promedio de embriones euploides por paciente (+desviacién estandar).

1 p=0.001.
100
80 7045F 7164
6015714 55.91
42.86 44.09
401 29.55 836
201
0 ] ] ]
< 35 afos 35-39 >40 Donacion
de 6vulos

O Euploides W Aneuploides

Figura 1. Resultados del tamizaje de aneuploidias
en 24 cromosomas en 336 embriones analizados.
Se observa un incremento significativo de embriones
aneuploides en mujeres mayores de 40 afios, p=0.001.

Se determiné el origen de las aneuploidias, se
observé un incremento significativamente mayor
en las de origen materno a medida que aumen-
taba la edad de la paciente (p=0.01). Cuadro 3

DISCUSION

En este articulo se comunican los resultados
de la frecuencia de aneuploidias en embriones
logrados mediante FIV en una poblacién general
infértil. Las indicaciones para realizar la FIV y

del estudio PGS fueron diversas, pudiéndose
generalizar los resultados de aneuploidias en
parejas infértiles sometidas a esta técnicas de
reproduccién asistida. Ademads, se incluyeron
pacientes normo, bajas e hiperrespondedoras y
donadoras de ovocitos, lo que representa dife-
rentes grupos de pacientes.

Por tanto, estos resultados tienen implicaciones
de amplio alcance, que incluyen: nueva infor-
macién proporcionada para el asesoramiento
del pronéstico reproductivo de los pacientes
y conocer la prevalencia de las aneuploidias
en diferentes grupos de edades en poblacién
mexicana.

Los resultados se obtuvieron utilizando una tec-
nologia innovadora de microarreglos PS que fue
desarrollada con el propésito de proporcionar un
andlisis preciso del nimero de copias en los 23
pares de cromosomas y el tipo de aneuploidia.®

Encontramos que las aneuploidias mas comu-
nes fueron en un solo cromosoma (47%), que
incluyeron: delecion-duplicacién, monosomias
y trisomias, seguidas de las anormalidades en
multiples cromosomas (34%); a diferencia de
lo reportado por Franasiak y su grupo, quienes
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Tipo de aneuploidias identificadas
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Monosomia en un solo cromosoma 4.76

Trisomfa en un solo cromosoma 19.05
Delecién/duplicacion 14.29
Anormalidad en dos cromosomas 14.29
Anormalidad en miltiples cromosomas 47.62*
*p<0.05.

Las cifras representan porcentajes.

Cuadro 3. Origen parental de las aneuploidias detectadas
en cada grupo de estudio

edad | Materno | _Paterno | _Mixto

<35 anos 26.19 14.29 45.24
35-39 anos 73.21* 5.36 14.29
>40 ahos 77.42* 0 22.58
Ovodonacién 42.11 26.32 15.79
*p=0.01.

Las cifras representan porcentajes.

encontraron 64% de aneuploidias en un solo
cromosoma y 16% en miltiples cromosomas.*

Otro dato importante es que en mujeres jévenes
(incluyendo donantes), el porcentaje de trisomias
en un solo cromosoma no es significativo en
comparacion con mujeres de edad avanzada
(29 vs 13%, p>0.1), contrario a lo reportado en
otros estudios.*

Un estudio publicado con una serie conside-
rable de pacientes report6 que incluso en 25%
de los casos no hubo embriones euploides,* en
nuestro estudio, 20% de los casos (14/70) no
tuvieron embriones euploides. Estos hallazgos
permiten no sélo una mejor orientacion de los
pacientes, sino también mayor comprensién de
la biologia reproductiva; también son una valiosa
herramienta que sirve como patrén de referencia
de los nuevos estudios en PGS.

25.00 9.68 21.05 15.54
26.79 12.90 31.58* 22.30
7.14 0 15.79 8.78

17.86 32.26* 15.79 19.59
23.21 45.16* 15.79 33.78*

A la fecha, no hay informacién de la frecuen-
cia de aneuploidias embrionarias evaluadas
mediante microarreglo PS en México. Ademas,
en nuestra poblacién, el tamizaje genético se
realiz6 en pacientes que buscan atencién de su
infertilidad por afecciones frecuentes; la distri-
bucién del nimero de embriones evaluados por
edad es similar a la observada en la poblacion
general infértil. Por tanto, estos datos sirven
como una referencia y permiten comparaciones
de cara al futuro en la aplicacién de estas nuevas
tecnologias, ya que no sélo mejoran la precision
en los resultados en el ndmero de copias de
cromosomas, sino ademas informan acerca del
origen parental de cada cromosoma analizado
en la biopsia del embrién.

Ademas de la distribucion de aneuploidias, los
porcentajes de alteracion cromosémica, Unica,
doble o mdiltiple, asi como la relacién de monoso-
mias/trisomias ayudan a tener un panorama claro
de las aneuploidias en reproduccién humana.?*

Otro aspecto importante es limitar el nimero de
embriones criopreservados a sélo los que son
euploides, disminuyendo considerablemente la
cantidad de embriones almacenados.

Reconocemos las limitaciones de nuestro estu-
dio, ya que el nimero de embriones estudiados
es bajo; sin embargo, la tendencia de nuestros
resultados es similar a trabajos previamente
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publicados con mayor nimero de embriones
analizados.

CONCLUSIONES

Nuestros resultados invitan a continuar la apli-
cacion de esta tecnologia, con el fin de mejorar
sus ventajas y disminuir sus limitantes en la
practica clinica cotidiana. Debemos destacar
tres situaciones fundamentales para la asesoria
de la pareja.

El primer punto es conocer el porcentaje de em-
briones aneuploides. Los datos en los diferentes
grupos de edades sirven para iniciar el asesora-
miento de los pacientes, dado el porcentaje de
aneuploidias observadas en mujeres menores de
35 afios, con aumento progresivo con la edad
materna.

El segundo punto de asesoramiento es la proba-
bilidad de no tener embriones euploides para su
transferencia al Gtero.

Por Gltimo, el tercer punto para el adecuado
asesoramiento es identificar el origen parental
de las aneuploidias (materno o paterno), dando
informacién importante a las parejas acerca de
su futuro reproductivo. Al considerar estos datos,
puede ser razonable recurrir a un nuevo ciclo
de tratamiento con opciones alternativas, como
la ovodonacion.
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