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Resumen

Introduccion: De las causas mas conocidas en cuanto a la falta del éxito en el embarazo con tratamientos de reproduccion asistida son
aquellas relacionadas a las aneuploidias cromosémicas presentes en los embriones. El diagnéstico genético preimplantacional (PGD)
es una técnica empleada en reproduccion asistida para detectar estas anomalias, seleccionando aquellos que sean cromosomicamente
normales, para luego transferirlos al utero de la paciente. Los embriones con aneuploidias unicas podrian tener la capacidad de
sobrevivir y lograr la implantacion, y por lo tanto, sin diagndstico previo, estas podrian pasar desapercibidas. Objetivos: Determinar
la incidencia de aneuploidias unicas en embriones de buena calidad embrionaria en el dia 3 de desarrollo hasta blastocisto. Disefio:
Estadistico y experimental. Instituciones: Reprogenetics Latinoamérica y Centro de Reproduccién asistida, de la Clinica Concebir.
Material Biolégico: Muestras de biopsia embrionaria. Metodologia: Andlisis comparativo de resultados a partir de la evaluacion de cada
muestra obtenida por biopsia en el dia tercero y dia quinto de desarrollo embrionario, realizando el PGD por hibridacion in situ (FISH)
y genomica comparada (aCGH), respectivamente. Resultados: EI 62,9% de embriones que presentaron monosomias Unicas al tercer
dia de desarrollo embrionario resultaron ser de 8 células. Pero cuando se evalu6 por aCGH en dia cinco, 42,3% resulté anormal, y de
estos 37,5% pertenecio al estadio de 8 células. El indice de monosomias unicas en blastocisto resulto ser 57,9% de un total de 84,2%
de aneuploidias Unicas. Conclusiones: Los embriones de 8 células en el tercer dia de desarrollo embrionario son los mas probables
de llegar al estadio de blastocisto, asi como presentar aneuploidias Unicas.

Palabras clave: Diagndstico genético preimplantacional-PGD, gendémica comparada - aCGH, hibridizacion in situ - FISH, aneuploidia,
monosomia, trisomia, blastocisto.

Abstract

Background: Known causes of unsuccessful pregnancy in couples undergoing assisted reproduction treatment include embryo
aneuploidies. Preimplantation genetic diagnosis (PGD) is a technique used in assisted reproduction in order to detect these abnormalities,
select embryos chromosomally normal and subsequently transfer to the patients’ uterus. Embryos with single aneuploidies may have
the ability to survive and achieve unnoticed implantation. Objectives: To determine incidence of single aneuploidies in good quality
embryos in third day of development to blastocyst. Design: Statistical and experimental study. Setting: Reprogenetics Latin-America
and Assisted Reproduction Center - Concebir. Biologic material: Samples of embryo biopsies. Methods: Comparative analysis of results
from evaluation of each sample obtained by embryo biopsy on the third and fifth days of embryonic development, performing PGD by
respectively in situ hybridization (FISH) and comparative genomics (aCGH). Results: On third day of embryonic development 62.9% of
embryos with single monosomy had 8-cell morphology. Though when evaluated by aCGH in the blastocyst stage 42.3% were abnormal
and 37.5% of these belonged to the 8-cell stage. Single monosomies index in the blastocyst stage was 57.9% in 84.2% of single
aneuploidies. Conclusions: Eight-cell embryos on the third day of embryonic development are most likely to reach blastocyst stage and
have single aneuploidies.

Key words: Preimplantation genetic diagnosis-PGD, comparative genomics - aCGH, in situ hybridization - FISH, aneuploidy, monosomy,
trisomy, blastocyst.
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INTRODUCCION

Se conoce que méis de la mitad de
embriones obtenidos en los ciclos de
fecundacién in vitro (FIV) presenta
células con aneuploidfas *?, lo cual se
ve reflejado en fallas de implantacion,
abortos esponténeos y el nacimiento de
nifios con trisomfas 4.

Tratando de seleccionar los mejores
embriones para transferirlos al Gtero de
la paciente, se ha desarrollado técnicas

de tamizaje genético preimplantacional
(PGS, por sus siglas en inglés), que per-
miten analizar el contenido cromosé-
mico de cada embrién.

Existen diferentes metodologfas para
el PGS. La primera técnica desarrollada
fue la hibridizacion fluorescente in situ
(FISH, por sus siglas en inglés), con la
cual se puede analizar 5, 9 o 12 cro-
mosomas 2. Luego, aparecieron la
hibridacién genémica comparada por
microarreglos (array) (aCGH) 317y

la realizada en base a polimorfismos de
nucleétido dnico (SNE por sus siglas

) (18-23

en inglés ), técnicas que permiten

evaluar el total de cromosomas.

Se ha visto que todas estas metodo-
logfas tienen un efecto positivo en las
tasas de implantacién y en el progreso

del embarazo, en pacientes con proble-
mas de fertilidad @429

La biopsia para el PGS puede ser he-
cha en el dfa 3 0 5 del desarrollo em-
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brionario, analizindose una bl4astomera
o un trozo de trofoectodermo (4 a 8 cé-

lulas), respectivamente *142728),

La ventaja de realizar la biopsia en
el dfa 3, es que la transferencia embrio-
naria puede realizarse en el mismo ciclo
de estimulacién ovdrica. Pero, ello no
asegura por completo un diagnéstico
correcto, ya que al analizar solo una cé-
lula y de tenerse mosaisismo en el em-
brién, este no podria ser detectable. Por
el contrario, cuando se biopsia en dfa
5, donde se analiza un grupo de células
procedentes del trofoblasto, este riesgo
disminuye @Y. En el afio 2011 ¥, se en-
contrd que con FISH, 75% de los em-
briones era informado como anormal,
siendo 44% de estos mosaico y 56%
presentaba uniformemente anomalias
en todas sus células; por aCGH se de-
tecté también que 60% de los eventos
de aneuploidias tiende a la pérdida de
cromosomas y el 40% restante a la ga-
nancia de algiin cromosoma. De este
grupo, la FISH pudo detectar 41,2%
de los eventos con un anélisis de 9 cro-
mosomas y 54,1% con el examen de
12 cromosomas. En general, la FISH
apenas detecta 81% y 87% de los em-
briones anormales, con las pruebas de
9 y 12 cromosomas. Se ha demostrado
también que la aCGH es robusta en
cuanto a deteccién de aneuploidias, lle-
gando a 2,9% de anlisis sin resultado y
1,9% de tasa de error.

Asi mismo, se sabe que una buena
morfologia embrionaria no garantiza
una constitucién cromosdmica nor-
mal %3V, Al llevar el cultivo de em-
briones al dia 5 de desarrollo, la acti-
vacién del genoma embrionaria ya ha
ocurrido Y, pero ello no asegura que
todos los embriones que llegan al esta-
dio de blastocisto sean cromosémica-
mente normales 439, Por lo tanto, se
recomienda realizar anélisis de aneu-
ploidias.

El objetivo de este estudio ha sido
correlacionar los datos de embriones
obtenidos mediante fecundacién in vi-
tro (FIV) segtn su estado celular en el
dia 3 de cultivo, respecto a su norma-
lidad cromosémica analizada en dia 3
por FISH o en dia 5 por aCGH.

METODOS

Los procedimientos de fecundacién in
vitro fueron desarrollados en el labo-
ratorio de Reproduccién Asistida de la
Clinica Concebir en Lima, de acuerdo
a protocolos ya publicados ©7. Se regis-
tr6 en una base de datos la informacién
de clivaje de los embriones tempranos
en dia de 3 de cultivo, de parejas cu-
yos médicos indicaron que se realizara
PGS, en donde los pacientes firmaron
un consentimiento informado de ma-
nera voluntaria para la participacién en
el estudio. Al azar se seleccioné mues-
tras de parejas para ser analizados por
FISH de una blastémera en dia 3 de de-
sarrollo, asf como muestras para biopsia
de trofoectodermo en dia 5 por aCGH.
Todos los procedimientos de PGS fue-
ron realizados por Reprogenetics Lati-
noameérica, Lima - Per.

Para los casos de evaluacién por
FISH, luego de la biopsia embrionaria
en dia 3, la blastémera fue expuesta a
una solucién hipoténica [0,075 mol/L
KCl suplementada con 0,6% BSA
(p/v)] v luego fijada con solucién Car-
noy 8% sobre una l4mina portaobje-
to, para luego ser sometida al anilisis
por FISH para nueve (13, 15, 16, 17,
18, 21, 22, X e Y) o doce cromosomas
(8,13, 14, 15, 16, 17, 18, 20, 21, 22, X
eY) O,

Para el andlisis de aCGH, la biop-
sia fue realizada con laser en dfa 5, en
estadio de blastocisto. Se tomé una
muestra de células del trofoectodermo
mural y se la procesé de acuerdo a lo
descrito por Gutiérrez y col., 2011. En
breve, se la colecté en tubos de PCR
estériles, libre de ADNsas y ARNisas.
Para la amplificacién genémica de cada
muestra se emple6 el Kit SurePlex, de
acuerdo a las indicaciones de fabrican-
te (BlueGnome). En cada amplifica-
cién se empled como control positivo
1 ng de ADN genémico de una mujer
y como control negativo se usé 2 ulL
del buffer NWB, en el que se realiza la
biopsia (PBS 1X con PVA 0,1%). Las
muestras fueron procesadas de acuerdo
al protocolo Cytochip 2.0 de BlueGe-
nome (disponible en www.cytochip.

com). Las imé4genes fueron analizadas
con el software BlueFuse de acuerdo al
algoritmo Cytochip 2.0.

Entraron al anlisis de datos para el
PGS en dia 3 los resultados de 355 em-
briones diagnosticados como anorma-
les, tomandose de este grupo aquellos
resultados en donde como méaximo se
tuvo dos monosomias tnicas, bajo el
supuesto de que al menos una de estas
monosomias fuera producto de una hi-
bridacién poco clara, como es la sobre-
posicién de sefiales por la cercania de
los cromosomas evaluados. Para el caso
de las muestras para el analisis de PGS
en dia 5, se evalué 52 muestras de tro-
foectodermo que resultaron tener un
perfil genético analizable, lograndose
obtener informacién de su estado em-
brionario en dia 3 solo en 49 de estas
muestras.

RESULTADOS

Se encontrd, por el método de FISH
que, de 355 embriones diagnosticados
como anormales, 7,6% presenté hasta
dos monosomias y 62,9% de estos per-
tenecia al estadio de 8 células (figura

1).

Para el caso en donde se realizé el
PGS por aCGH, se encontrd que 44,9%
de los embriones que fueron biopsiados
en el quinto dfa de desarrollo fue cla-
sificado en dia 3 como perteneciente
al grupo de 8 células; de este grupo,
37,5% resulté anormal luego del aCGH
(figura 2).

Al evaluar el total de embriones que
resultaron anormales (42,3%) luego del
aCGH, encontramos que 84,2% resul-
t6 tener aneuploidfas dnicas, distribu-
yéndose en 26,3% de trisomias tnicas
y 57,9% de monosomias tinicas (figura
3).

DISCUSION

Entre los embriones anormales cromo-
sémicamente, aquellos que presenta-
ron monosomias (nicas con la prueba

de FISH en dia 3, 62,9% estuvo en
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Figura 1. Relacién entre el estadio celular embrionario y la frecuencia de anormalidad evaluada por

FISH como monosomias Unicas.
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Figura 2. Resultados de normalidad y anormalidad por subgrupo de muestras que alcanzaron el

quinto dia y que fueron analizadas por aCGH.
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Resultados de aneuploidias unicas en muestras que alcanzaron el quinto dia y fueron

analizadas por aCGH.
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grado de 8 células, coincidiendo con lo
publicado anteriormente ¥, donde se
estima un 60%. De la misma manera,
cuando evaluamos nuestros resultados
por aCGH encontramos que cerca de
la mitad (44,9%) de los embriones que
llegaron a blastocisto correspondfa a
aquellos que fueron clasificados al ter-
cer dia de desarrollo como de buena ca-
lidad (8 células), lo que inclufa a 57,9%
de los embriones que presenté pérdidas
cromosémicas.

Por lo tanto, aunque el embrién ya
cuente con una propia activaciéon ge-
némica y una buena calidad morfoldgi-
ca, esto no asegura normalidad cromo-
sémica, pudiendo pasar desapercibidas
estas anomalias que conllevarian a
fallos en el embarazo 3. Esto confir-
ma la necesidad del PGS para evitar la
transferencia de embriones aparente-
mente buenos, pero que son cromosé-
micamente anormales.

Los embriones en su tercer dfa de
desarrollo embrionario en reproduc-
cién asistida, presentan un alto ntimero
de aneuploidfas y mosaicismo 1010y
quizés la morfologfa (en dia 3) mejora la
prediccién para los embriones que tie-
nen mayor posibilidad de seguir avan-
zando hasta llegar a blastocisto (dfa 5);
pero, esto no ha de suponer normalidad
cromosémica. Por otro lado, es también
de esperar que se encuentre una mayor
diversidad de anormalidades cromo-
sémicas antes de que se llegue al esta-
dio de blastocisto, tal como muestran
nuestros primeros resultados, en donde

solo un tipo anomalia Gnica representa
cerca del 8%.
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