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En la reproduccién humana las tasas de emba-
razo e implantacién de embriones son inversamen-
te proporcionales a la edad materna. Los resultados
obtenidos a partir de tres décadas de estudios sugie-
ren un aumento en los errores en la segregacién de
los cromosomas durante la ovogénesis de mujeres
mayores de 35 afios. Asi, el aumento de la edad ma-
terna aumenta el riesgo de aneuploidias (alteracio-
nes en el ndmero de cromosomas) embrionarias,
elevando el riesgo de aborto involuntario y una dis-
minucién en la tasa de implantacién del embrién
debido a aberraciones cromosémicas incompati-
bles con el desarrollo y la diferenciaciéon celular.
Otros dos grupos de pacientes con elevada produc-
cién de embriones alterados desde el punto de vista
genético son las parejas con fracasos reiterados en
tratamientos de fertilidad asistida o con abortos re-
currentes, una vez que la tasa habitual de embrio-
nes con alteraciones genéticas ronda el 30%, pero
en estas parejas esta cifra asciende al 70%.

En la actualidad, la asociacién de técnicas de
reproduccién asistida y de investigacién citoge-
nética molecular permite la identificacién de los
embriones cromosémicamente alterados a tra-
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vés del diagnéstico genético preimplantatorio
(DGP) de los ovocitos (cuerpo polar) o blastéme-
ras obtenidas por técnicas de micromanipulacién
de biopsias embrionarias. El uso de la técnica
de FISH (hibridacién in situ fluorescente) para
diagnéstico citogenético del embrién es capaz
de detectar sélo la mitad o menos del cariotipo
humano (de 5 hasta 12 cromosomas) y la efi-
ciencia del diagnéstico se reduce cuando muchos
cromosomas son analizados en el mismo proce-
dimiento. La hibridacién genémica comparada
por arrays (aCGH) es una técnica de citogenética
molecular que permite el andlisis simultdneo de
todos los pares de cromosomas y se puede utilizar
para detectar aneuploidias en células individua-
les. El andlisis cromosémico obtenido por aCGH
permite la transferencia de embriones euploides
para el Utero materno, incrementando la tasa de
implantacién, promoviendo el éxito del embara-
zo y el nacimiento de un hijo sano.

“Danos la biopsia embrionaria Dia+3 o Dia+5
y nosotros nos ocupamos del resto”. Cuando escu-
chamos esas palabras, empezamos a darnos cuen-
ta de que esta metodologia se iba a insertar de
ficil manera en los laboratorios de reproduccién
asistida y que seria el futuro para lograr excelen-
tes tasas de implantacién y embarazo de ninos
sanos. Si el laboratorio de embriologia de una
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clinica de fertilidad no realiza DGP porque la
metodologia para FISH es tediosa, requiere de
manos expertas, es de larga duracién y no se tra-

duce en resultados confiables, la posibilidad de
realizar el andlisis de CGH con arrays viene a re-
solver esos problemas.

Grdfico 1. Representacion esquemdtica del procedimiento de CGH con arrays. Se presentan también algunos ejemplos
de resultados de embriones analizados. Gentileza: Genesis Genetics Brasil.
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¢Qué es un array o microarray de ADN?

Un array de ADN (también conocido como chips
o microchips de ADN) consiste en una superficie s6-
lida a la cual se han adherido unos fragmentos de
ADN. Las secuencias de ADN se adhieren en unos
micropuntos conocidos como spozs (ver Gréfico 1).

¢Como funciona el estudio basado en
microchips?

El ADN se extrae de la célula embrionaria
(blastémera), se lo amplifica por PCR con kizs
para todo el genoma humano (whole genome am-
plification) y se lo mezcla con otro conocido como
normal. Ambos sets de ADN (blastémera y nor-
mal) son marcados con fluorescencia de colores
diferentes (verde y rojo) y luego asociados a placas
con microchips que contienen ADN artificial. Los
dos ADN competirdn por los espacios en el micro-
chip y un software leera el exceso, defecto o balance
en la cantidad de ADN de esa célula (Grifico 1).
Luego de un exhaustivo andlisis de técnicos espe-
cializados y con ayuda del soffware, se entrega un
gréfico en el que se puede visualizar cudles son los
cromosomas afectados por demds o de menos (ver
ejemplos en Gréfico 1).

Los avances y la aplicacién de esta tecnologia
en medicina de la reproduccién estdn generando
resultados muy prometedores. Los expertos en
biologia molecular y genetistas (entre los cuales se
encontré el Dr Mark Hudges a cargo de Genesis
Genetics Institute), discutieron las ventajas de esta
técnica en el congreso general de la Red Latinoa-
mericana de Reproduccién Asistida que se llevé a
cabo en Rio de Janeiro, Brasil, (en mayo de 2011)
y en la ltima reunién americana de Medicina Re-
productiva en Orlando, EE.UU. (ASRM, en oc-
tubre de 2011). En este tltimo evento el Dr Hug-
hes present6 la experiencia con mds de 12.000
embriones mostrando resultados muy promiso-
rios seglin grupos etarios. En ese mismo congreso
se presentaron los resultados de

Genesis Genetics Brasil ([P-392]

Los datos sugieren que el uso de aCGH ele-
va las probabilidades de los embriones de generar
embarazo independientemente de la edad matera.
Si se compara el grupo de aCGH con el Grupo
control, se observa que las tasas de embarazo cli-
nico en mujeres >41 afos son significativamente
mids altas en ciclos que involucran aCGH (50%
vs 6.8%, p=018). Un dato de importancia es que
se reduce de manera significativa el nimero de
embriones transferidos en todos los grupos etarios
cuando se utiliza aCGH (media: 1.5 vs 2.4). En
este pequeno reporte los autores concluyen que la
aCGH es una muy atil tecnologia para incremen-
tar las tasas de embarazo clinico evolutivo en pa-
cientes de pobre pronéstico como son las mujeres
mayores de 41 afos.

¢Qué informacioén nos permite obtener
los aCGH?

Los aCGH nos permiten obtener informa-
cién a nivel de cromosomas. Es decir, podemos
saber si el blastémero tiene un ndmero normal
o anormal de cada cromosoma del genoma hu-
mano y también si ha dado ganancias o pérdidas
de porciones cromosomales. El estudio puede ser
realizado en:

a) Segundo cuerpo polar luego de la fertilizacion.
b) Blastémera de embrién dia 3 (D+3).
¢) Trofoectodermo (embrién de dia 5: blastocis-

to, D+5).

Hoy en Argentina Genesis Genetics nos da la
posibilidad de trabajar de dos maneras para reali-
zar aCGH durante un DGP: en embriones de 8
células (D+3) o en trofoectodermo (D+5, blasto-
cistos). El trabajo se puede plantear de dos mane-
ras principales en el laboratorio (Grafico 2):

* Opcién A: Si se prefiere la biopsia en D+3 por

falta de experiencia con la biopsia de trofoec-

. . . Grupo aCGH Grupo Control
Prezmplanmtzon genetic scree-
ning using array CGH improves Edad materna <37 38-40 =41 <37 38-40 =41
i g g 4 . P Ntmero de pacientes 68 35 28 236 107 94
clinical pregnancy rates in AMA Ciclos sin embriones sanos (%) 41.6 60 60.7 - - -
patients), en los que se mues- Embriones / Transferencia 16 1.55 1.16 2.37 2.67 2.60
Embarazo clinico (%) 59 455 50 49 33.9 6.8

tran las siguientes tendencias:
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todermo o por falta de los materiales técnicos
adecuados (ldser), se puede realizar la biopsia
en todos los embriones disponibles, congelar-
la a -20 °C y dejar en cultivo los embriones
biopsiados hasta el estadio de blastocisto. En el
D+5 se informard a Genesis Genetics Argentina
cudles de las blastémeras serdn procesadas para
aCGH (Opcién A, Grifico 2). La idea es que
s6lo el embrién biopsiado que llegé a blasto-
cisto sea el estudiado por aCGH. A continua-
cidn, el blastocisto es vitrificado y se espera el
resultado final luego de aproximadamente tres
semanas. De esta manera el blastocisto sano
serd transferido en un ciclo subsecuente con
un mejor endometrio.

*Opcidén B: Si se prefieren biopsiar los em-
briones en D+5, las células del trofoectoder-
mo representan la mejor fuente, son varias
decenas y el material es muy informativo.
Luego de la biopsia y al igual que la Opcién
A, el blastocisto es vitrificado y se espera el re-
sultado final luego de aproximadamente tres
semanas (Opcién B, Grifico 2). De la mis-
ma manera, Genesis Genetics realizard la WGA
de todas las células y no de una tnica célula
como es el caso de la Opcién A.

¢Qué ventaja ofrece aCGH frente a la técnica
de FISH?

La ventaja principal frente al método de FISH
es que permite detectar alteraciones numéricas
(aneuploidias) de todos los cromosomas en un
tnico rest. Con la aplicacién del array cromosémi-
co detectamos hasta un 50% mds anomalias que
ante el FISH de 12 cromosomas.

Por otro lado, reduce el posible error asocia-
do a la fijacién de los blastémeras. Ademds, es un

método robusto que ofrece informacién del cro-
mosoma completo, mientras que el FISH basa el
diagnéstico en una pequefia regién del ADN cro-
mosémico en el que hibrida la sonda. Un resumen
comparativo entre ambas técnicas se detalla en la

Tabla 1.

Validacion de la técnica

Una investigacién realizada en Oxford, In-
glaterra, se basé en el trabajo conocido como
“Validation of microarray comparative genomic
hybridation of comprehensive analysis of embryos
(Gutiérrez-Mateo y cols, 2010). El estudio consis-
ti6 en la realizacién de biopsias en embriones do-
nados del dfa-3 y 5. Se dividieron en dos grupos,
los cuales usaron dos protocolos diferentes para el
estudio de los cromosomas. Cada muestra de cada
grupo fue procesada, en primer lugar, utilizando
el método aCGH, y luego re-analizado por la téc-
nica de FISH para posterior comparacién de re-
sultados. Luego de todo el andlisis y la cuantifica-
cién de muestras, se reportaron las anormalidades
cromosdmicas, como aneuploidias, poliploidias y
los cromosomas involucrados; también se estudié
si existia alguna correlacién de estas anomalfas
con la edad de la madre. Se pudo concluir que la
aCGH detecta aproximadamente 42% mds anor-
malidades y un 13% mds de embriones anormales
que el método de FISH. La tasa de aneuploidias
en los embriones analizados fue de 63.2%, por-
centaje que se incrementa con la edad materna.
Los cromosomas mds involucrados fueron el 16,
22,21,y 15.

Luego de la aCGH s6lo el 2.9% de los embrio-
nes fueron no informativos, lo cual la hace una
técnica muy robusta si la comparamos con una
tasa con FISH (de 11.2% en este rubro). Luego

Grdfico 2. Opciones frente a la remocidn de célula vinica en D+3 o trofoectodermo en D+5.
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Tabla 1. Comparativa entre FISH y aCGH.

FISH

aCGH

Cromosomas analizados: 5-7 hasta 12.
Consecuencias:

e Transferencia de embridn aneuploide.

* Para conseguir el andlisis de los cromosomas
se necesitan varias rondas de hibridacion limitando
la sefial (disminuye eficacia de resultado).

Técnica de fijacion. Dificultades:

o Pérdida del ndcleo o pérdida de material
genético: embrion no informativo.

e Siel nicleo se conserva, se puede perder la
estructura tridimensional: errénea interpretacion
de sefiales.

Manipulacién de blastémeras:
e Se requieren habilidades especiales del bitlogo.

e |ugar propicio para manejo de fijadores celulares;

lugar seco y frio (incompatible con laboratorio

de embriologia).

e Requerimiento de tiempo y realizacion de mapas
de células fijadas.

Material de estudio:
Biopsia de una Unica célula con requerimientos
de re-biopsiar.

Alteraciones cromosomicas en cariotipo
de la pareja:
e Se requiere compra especifica de sondas.

Cromosomas analizados: Todos.
Consecuencias:

e Mayor tasa de cancelacion de transferencia.
e Cuando conseguimos transferencia de
embrion/es las tasas de embarazo e implanta-
cion compatibles ¢/ pacientes de grupo etareo
son de buen prondstico.

El ADN amplificado se puede utilizar para
diagnéstico de enfermedades monogénicas (mas
de 2.000, www.genesisgenetics.org/testing).

Técnica de fijacion.
No hay fijacion de células.

Manipulacién de blastémeras:

o Facil.

* No requiere un lugar separado.

e Compatible con laboratorio de embriologia.
e Rapido.

Material de estudio:
Permite biopsia de varias células: trofoectodermo
en blastocisto.

Alteraciones cromosomicas en cariotipo
de la pareja:
e No tenemos que comprar sondas especificas.
e Se pueden estudiar:

a. Traslocaciones.

b. Inversiones.

c. Cromosomas marcadores.

de la aCGH la tasa de error fue de 1.9%, lo cual
la hace muy especifica vs FISH (con una tasa de
9%). Este trabajo proveyé de una validacién im-
portante de la técnica a nivel mundial. Se conclu-
y6 que la aCGH tiene menos limitaciones y mds
ventajas comparada con otras técnicas.

La CGH con arrays combina los ultimos
avances para la visualizacién entera del genoma
pre-embrionario y representa la integracién de la
citogenética tradicional y la molecular. El adve-
nimiento de nuevas metodologias diagndsticas en
medicina reproductiva, y en embriologia en par-
ticular, nos proporciona una herramienta de gran
poder terapéutico a la hora de mejorar las tasas de
implantacién y embarazo evolutivo en pacientes
que asi lo requieran.
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