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l.- Introduccion

El éxito de la primera fecundacién in vitro
(FIV) realizada por Edwards y Steptoe (1978) es
considerada un momento histérico en la repro-
duccién humana asistida, a partir del cual se erigié
un hito de esperanza para aquellas parejas/perso-
nas que buscan tener un hijo y no pueden conse-
guirlo de forma natural. En este sentido, la forma-
cién profesional, la introduccién de tecnologfa, la
criopreservacién, los protocolos de estimulacién,
etc., significaron que luego de 40 anos el princi-
pal objetivo de las unidades de fertilidad (centros
de reproduccién asistida) haya sido dirigir sus es-
fuerzos a aumentar las tasas de embarazo y por
consiguiente las tasas de nacidos vivos. A pesar del
evidente incremento de las tasas de embarazo y
de nacidos vivos, la gestacién multiple, que afecta
de manera significativa la salud de los fetos/RN y
de las gestantes, es una de las principales desven-
tajas de los tratamientos de reproduccién asisti-
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da (TRA). Si bien es cierto que el esfuerzo para
reducir la cantidad de embriones transferidos ha
tenido un impacto saludable en la incidencia de
los embarazos muiltiples, este, lamentablemente,
parece ser insuficiente (SART, 2014, 2015).
Actualmente los esfuerzos estdn abocados a la
busqueda de un marcador o marcadores de calidad
embrionaria con el fin de realizar una mejor selec-
cién del embrién para su transferencia. Los méto-
dos cldsicos de seleccién de embriones basaban sus
criterios en las tasas de division y de la morfologfa
embrionaria (nimero de células, simetria, frag-
mentos, etc.), realizadas mediante observaciones
periédicas del embrién. Muchos autores han con-
siderado que, si bien es cierto que la morfologfa
embrionaria es una herramienta ttil y no invasiva,
esta presenta limitaciones como la subjetividad del
operador, ademds del hecho de no estar necesaria-
mente relacionado con la naturaleza cromosémica
del embrién. De esta manera, varios grupos han
defendido los estudios genéticos preimplantato-
rios para aneuploidias (PGT-A) como un método
eficaz para seleccionar “el embrién tnico ideal”
para su transferencia. Sin embargo, cabe destacar
que los que practican este tipo de procedimientos
han publicado que siempre existe un riesgo de que
los embriones teéricamente euploides (nimero
de cromosomas normales) no siempre lleguen a
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implantarse (Harton y col. 2013). De hecho, las
ventajas y las dificultades del PGT-A como mé-
todo de seleccién de embriones han sido debati-
das enérgicamente en varios articulos y congresos
cientificos. Sin embargo, hoy en dia, el debate ya
no parece centrarse en si la aneuploidia es perjudi-
cial para el desarrollo embrionario, sino mds bien
en si los métodos actuales de PGT-A son capaces
de determinar con precisién si un embrién es cro-
mosémicamente normal, aneuploide o mosaico.
El hecho de que la transferencia de embriones
en mosaico haya resultado en embarazos viables
suma a la complejidad del debate (Greco y col.
2015; Munnéy col. 2017). Claramente, pensar en
que el embrién y su naturaleza cromosémica es lo
tnico indispensable para lograr una adecuada im-
plantacién no hace mds que ahondar en el equi-
voco, ignorar el factor endometrial (receptividad
del endometrio), asi como otros factores, implica
desconocer el importante rol de endometrio en la
implantacién; sin embargo, este tépico no es el
que nos lleva a hacer esta revision.

En este sentido, el presente articulo tiene como
objetivo realizar una revisién critica de lo publica-
do y debatido a la fecha respecto de los beneficios
y desventajas de la eleccién de embriones median-
te PGT-A desde diferentes puntos de vista: técni-
co, clinico, econémico, bioldgico.

Il.- PGT-A como método de
seleccion embrionaria

I1.A) Historia

En sus inicios el PGT-A fue duramente criti-
cado, tanto desde un punto de vista clinico como
técnico. De esta manera, los criticos del PGT-A
mencionaban que los primeros trabajos publica-
dos en la década de los 90 e inicios del 2000 eran
considerados de bajo nivel de evidencia (reporte
de casos, estudios de cohorte, estudios compa-
rativos no aleatorizados) (Gianaroli y col. 1997;
Munney col. 1999, 2003; Kahraman y col. 2000).
Afios después, en 2014, Mastenbroek y Repping
publicaron un andlisis respecto de la efectividad
del PGT-A, y ademds de manifestar la debilidad
de los trabajos por sus disefos, criticaron el bajo
ndmero de pacientes, as{ como que el principal re-
sultado clinico analizado fuera la tasa de implan-
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tacién. Para estos autores, esta forma de medir la
efectividad de la técnica resultaba insuficiente, ya
que cuando se pretende evaluar la eficacia de los
tratamientos en parejas infértiles, los resultados a
evaluar deberfan ser la tasa de embarazo en cur-
so o idealmente la tasa de nacido vivo por ciclo
iniciado y acumulado. Este valor serfa de mucha
importancia al momento de evaluar la real eficacia
de la metodologia, ya que entrarfan en juego todas
aquellas pacientes que iniciaron un tratamiento y
no fueron susceptibles de tener un embrién eu-
ploide o, en su defecto, ni un embrién para biop-
siar (Mastenbroek y col. 2005). Para profundizar
esta crisis del entonces PGS, un trabajo prospec-
tivo aleatorizado correctamente disefiado y publi-
cado por Mastenbroek (Mastenbroek y col. 2007)
no solo demostré que el PGT-A no era capaz de
mejorar los resultados clinicos, sino que mds bien
las tasas de embarazo evolutivo fueron significati-
vamente menores en comparacién con pacientes

de fecundacién in vitro (FIV) sin PGT-A.

Posteriormente a esa publicacidn, las diferen-
tes sociedades cientificas de la especialidad (como
ASRM-American Society of Reproductive Medi-
cine, BFS-British Fertility Society, ACOG-Ame-
rican College of Obstetricians and Gynecologists)
establecieron en sus respectivas guifas, que el
PGT-A no presentaba evidencia clinica suficien-
te para justificar su uso rutinario en los procedi-
mientos de FIV (ASRM 2007, ACOG 2009). A
partir de este momento, el PGT-A sufrié un duro
golpe en su esencia y objetivo, y por lo tanto en su
credibilidad; sin embargo, siempre hubo personas
que persistieron en su ejecucién. Anos después,
varios trabajos intentaron poner de manifiesto
que los inconvenientes del PGT-A en su versién
1.0 fueron principalmente técnicos; tal es asi, que
algunos autores publicaron que el estadio de dia 3
del desarrollo embrionario no era el adecuado para
realizar el estudio. Esto se debia a que existia una
limitacién bioldgica al no poder estudiar mds de
una blastémera y el posible dafio que se generaba
en el embridn, y por consiguiente la deteccién del
mosaicismo no era ficilmente realizable (Brown,
2014). Por otro lado, la técnica molecular em-
pleada, como era el caso del FISH (Hibridacién
in situ fluorescente), presentaba una dificultad en
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la propia técnica, sumado al limitado ndmero de
cromosomas a estudiar (Van Echten-Arends y col.
2011, Geraedts y Sermon, 2016). La posibilidad
del cultivo prolongado hasta el estadio de blasto-
cisto (dfa 5, 6 e incluso 7), la biopsia realizada con
ldser, y el avance de las técnicas moleculares (mi-
croarreglos, secuenciacién de nueva generacidn,
etc.) permitieron la aparicién de la nueva versién
del PGT-A: la versién 2.0.

Es importante finalizar esta primera parte se-
falando algunos aspectos a partir de los cuales
los detractores del PGT-A (antes PGS) se basan
para demostrar que este procedimiento atin no
es sustentable y consistente para su realizacién en
la préctica diaria de TRA. Es asi, que Gleicher y
Orvieto (2017) manifiestan que el PGT-A es un
procedimiento que atin no justifica su ejecucidn,
basados en: (i) La mayoria de los ciclos de fecun-
dacién in vitro (FIV) fracasan debido a los em-
briones aneuploides. (ii) La “eliminacién” de estos
embriones antes de su transferencia mejorardn los
resultados de FIV. (iii) Una sola biopsia de tro-
foectodermo (BTE) en la etapa de blastocisto es
representativa de todo el TE. (iv) La ploidia del
TE representa de forma fiable al macizo celular
interno (ICM). (v) La ploidia no cambia a partir
de la etapa de blastocisto.

I1.B) Aspectos técnicos de la biopsia

El PGT-A se refiere a la posibilidad de detec-
tar aneuploidias cromosémicas, especialmente
en pacientes con edad materna avanzada (EMA)
o antecedentes de pérdida recurrente de emba-
razo (PRE), punto que trataremos mds adelante
cuando evaluemos los aspectos clinicos. Con los
avances en el cultivo prolongado de embriones in
vitro, las opciones para realizar la biopsia embrio-
naria han avanzado desde el cuerpo polar (PB),
1 a 2 blastémeras en la etapa de clivaje (dia 3 del
desarrollo), a varias células del TE en la etapa de
blastocisto. Del mismo modo, como menciona-
mos anteriormente, los avances han sido signifi-
cativos en las técnicas moleculares utilizadas para
el andlisis genético y cromosémico (a partir de pe-
queiias cantidades de ADN), incluida la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR), hibridacién in
situ fluorescente (FISH), tecnologfas de microa-

rreglos (microarray), incluyendo los microarrays
de polimorfismo de nucledtido tinico (SNP) y los
microarreglos de hibridacién genémica compa-
rativa (aCGH) y por dltimo la secuenciacién de
nueva generacién (NGS).

I1.B.1) Biopsia de cuerpo(s) polar(es)

Después del PGT-A 1.0, habifa quedado cla-
ro que la etapa de clivaje no era la etapa Sptima
para realizar la biopsia, especialmente porque se
demostré que la biopsia en la etapa de clivaje era
significativamente perjudicial para el potencial de
implantacién embrionaria, mientras que la biop-
sia en el estadio de blastocisto no parecia ser noci-
va (Scott y col. 2013). Una alternativa existente,
pero no del todo bien estudiada, ha sido la biopsia
del cuerpo polar (PB). Las opciones disponibles
son biopsia solo del primer cuerpo polar (CPI),
solo del segundo cuerpo polar (CPII) o la biop-
sia simultdnea o secuencial de ambos CP (Magli y
col. 2011). El uso clinico de la biopsia de cuerpo
polar se informé por primera vez en 1990, cuan-
do se demostré que no existian efectos adversos
en las tasas de fecundacién posteriores o en el
desarrollo embrionario hasta la etapa de clivaje
en dia 3. El principal inconveniente del estudio
cromosémico de los cuerpos polares es que solo
permite la verificacién de aneuploidias meidticas
maternas, mientras que no permite identificar el
error mitdtico paterno o postzigético. A menudo
los cuerpos polares pueden estar fragmentados y
esta situacién puede dar lugar a errores (Geraedts
y Sermon, 2016). Ademds, a veces la cantidad de
ADN obtenido de cada cuerpo polar es tan peque-
fia, que puede estar sujeta a errores como el “allele
drop-out” en la PCR. Por estas razones, la biopsia
de CP no se usa de manera amplia.

I1.B.2) Biopsia en estadio de clivaje (dia 3)

La biopsia de una blastémera parece ser ven-
tajosa en comparacién con la biopsia de cuerpo
polar, esto debido a que tanto la genética materna
como la paterna pueden analizarse en el embridn.
La biopsia en estadio de clivaje se realiza normal-
mente en el dfa 3 del desarrollo embrionario, con
un embrién de al menos 6 blastémeras. La zona
pelticida puede ser aperturada mediante el uso de
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4cido, ldser o mecdnicamente, y normalmente se
utiliza un medio de cultivo libre de Ca++ y Mg++
con el fin de disminuir la adhesién célula-célula,
y asi facilitar que la blastémera seleccionada sea li-
berada (Cimadomo y col. 2016). Respecto del uso
de este tipo medio de cultivo sin Ca++ ni Mg++,
existen estudios controversiales en el modelo de
ratén, en los cuales se observé que existirfa una
afectacién a nivel de citoesqueleto. Por consi-
guiente, el impacto sobre la subsiguiente compac-
tacién embrionaria podria estar comprometida
(Pey y col. 1998).

La biopsia de blastémera se realiza principal-
mente siguiendo 3 métodos para la apertura de
la zona pelucida: asistida por ldser (Feichtinger y
col. 1992), mecdnica (Cohen y col. 1990), y la
realizada por 4cido Tyrodes (Cohen y col. 1991).
Actualmente el uso del método asistido por ldser
representa el 75% de todos los procedimientos de
biopsia declarados en Recopilacién de datos del
consorcio de ESHRE PGD XII (Moutou y col.
2014). Sin embargo, en manos entrenadas, apa-
rentemente los tres los métodos no parecen tener
impacto en los resultados clinicos aleatorizados
y controlados publicados sobre embriones de la
misma cohorte (Jones y col. 2006; Geber y col.
2011). En este sentido, la razén de la prevalencia
del uso del ldser como método de biopsia reside en
la estandarizacién y reproducibilidad del método
para realizar el agujero en la zona pelucida, y que
al mismo tiempo es menos dependiente del opera-
dor en comparacién con el uso de dcido Tyrodes.
Por otro lado, el uso del ldser parece ser mds pre-
ciso, la eclosién asistida por ldser requiere menos
tiempo y tal vez un periodo de entrenamiento mds
corto. El agujero creado por el uso de 4cido Tyro-
des depende de variables tales como la cantidad
de solucién depositada, el tiempo de exposicién
y las habilidades del operador; por el contrario,
pocos disparos preestablecidos son suficientes de
acuerdo al método asistido por l4ser.

Una vez realizada la biopsia, esta puede verse
afectada por problemas asociados con el anilisis
de las células individuales desde el punto de vis-
ta técnico (por ejemplo, alta tasa de falla de am-
plificacién) (Brodie y col. 2012) y biolégico. En

particular, el mosaicismo cromosémico (presencia
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de células con diferentes cariotipos dentro del
mismo embrién) parece alcanzar su nivel mds alto
en esta etapa del desarrollo, el cual puede llegar a
alcanzar un 60% en su mdximo valor reportado
(Munné y col. 1995; Wells y Delhanty, 2000).
Sin embargo, esto no quiere decir que el “proble-
ma” del mosaicismo es esquivo para estadios mds
avanzados como el dia 5 (blastocisto), punto que
serd tratado de manera especial mds adelante. Para
compensar la posibilidad del mosaicismo en dia
3, fue propuesta la biopsia de dos blastémeros.
Sin embargo, esta estrategia podria implicar una
disminucidn significativa de la masa embrionaria
(alrededor del 25%) y, a su vez, podria afectar los
resultados clinicos debido al retraso del desarrollo
del embrién hasta el estadio de blastocisto, dis-
minuyendo las tasas de implantacién y embarazo
(Cohen y col. 2007). Finalmente, en un estudio
reciente, Scott (Scott y col. 2013) demostré que la
biopsia en dfa 3 podria generar hasta un 39% de
reduccién en la tasa de implantacién.

11.B.3) Biopsia de trofoectodermo (Blastocisto)

La estrategia de realizar la biopsia en el esta-
dio de blastocisto fue un avance importante en la
FIV moderna. Fue reportado por primera vez por
De Boer (De Boer y col. 2004), y los primeros
reportes de nacimientos luego de la BTE fueron
reportados en el afio 2005 (Kokkali y col. 2005;
McArthur y col. 2005). Algunos estudios clinicos
reconocieron prontamente su valor, por lo que en
la actualidad el reemplazo gradual de la BTE fue
relativamente rdpido. La fortaleza de la BTE resi-
de en su mayor robustez técnica y biolégica. Esto
implica una menor influencia de errores en el pro-
cedimiento y un menor impacto del mosaicismo
(20-30%) en el andlisis molecular. El hecho de
obtener un blastocisto en cultivo y su consecuente
transferencia, incrementa de manera significativa
la tasa de nacidos vivos por transferencia en com-
paracion con los embriones de dfa 2-3 (Glujovsky
y col. 2016).

Para realizar la biopsia en el estadio de blasto-
cisto, se requieren altos estdndares de calidad en el
cultivo y en el proceso de criopreservacion, ya que
esta Ultima es una herramienta fundamental en

los programas de PGT-A, dado que la mayoria de
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unidades de fertilidad derivan las células a labora-
torios de genética reproductiva para ser analiza-
das. En este sentido la vitrificacién de blastocistos
ha permitido: disminuir los procesos de degrada-
cién celular luego de la misma y que la tasa de
sobrevida pueda llegar a alcanzar niveles de hasta
el 95% (Cobo y col. 2012; Capalbo y col. 2015).

La biopsia en la etapa de blastocisto se carac-
teriza por realizarse en una poblacién heterogénea
de embriones en términos de morfologfa y tasa de
desarrollo, y, por consiguiente, a la fecha, dos mé-
todos diferentes para realizar la biopsia han sido
publicados. El primer método ha sido descrito
por McArthur (McArthur y col. 2005), e implica
realizar el agujero en la zona peldcida en el dia 3
del desarrollo embrionario. Posteriormente, una
consecuente eclosién no fisioldgica en la etapa de
blastocisto hace que el procedimiento de biopsia
sea mds fdcil; sin embargo, puede ocurrir que el
macizo celular interno (MCI) se localice en la
apertura de la zona, lo cual dificulta la biopsia y en
muchos casos la imposibilita. Una alternativa po-
dria ser realizar el agujero en la zona peldcida en
dfa 4, ya que en este momento es potencialmente
previsible la ubicacién del MCI y por consiguien-
te evitar realizar el agujero cercanamente a ese
punto; sin embargo, hay quienes piensan que re-
tirar al embrién una vez mds (dfa 4) no serfa reco-
mendable para el adecuado desarrollo del mismo.
El segundo método fue descrito por Capalbo y sus
colegas (Capalbo y col. 2014), e implica la aper-
tura simultdnea de la zona y la BTE. El embrién
quedarfa tedricamente en un cultivo inalterado
hasta el dfa 5, dfa 6, o incluso el dfa 7, y posterior-
mente se hace una biopsia exclusivamente después
de alcanzar expansién completa; sin embargo, el
adelgazamiento de la zona peldcida podria signifi-
car un reto técnico para los embriélogos, ya que se
debe evitar dafar las células del TE. Finalmente,
dos aspectos fundamentales respecto de la BTE:
1) ;Porque podemos biopsiar el TE y extrapolarlo
al MCI2. Esto habla de la concordancia cromosé-
mica entre el MCI y el TE; en este sentido se ha
publicado que existirfa una alta correlacién entre
la ploidia entre ambos tipos celulares (Johnson y
col. 2010). Sin embargo, estudios recientes sobre
mosaicismo han revelado que esta correlacién po-

drfa verse alterada y por consiguiente generar se-
veras dudas respecto del PGT-A (Capalbo y col.
2014). 2) Otro punto importante a favor de la
BTE tiene que ver con la baja tasa de no ampli-
ficacién del ADN, esto producto de una mayor
cantidad de células aisladas. Asi, en laboratorios
con buenos estdndares de calidad (biopsia y bio-
logia molecular) este valor deberfa estar cercano
al 1-3% (Capalbo y col. 2014). Esto favorecerfa
la posibilidad de seguir adelante en los estudios
moleculares mediante cualquiera de sus platafor-
mas. En resumen, en la Tabla 1 podemos observar
los aspectos mds relevantes de la biopsia en cuerpo
polar, embrién clivado y blastocisto.

I1.C) Aspectos técnicos del andlisis
cromosémico molecular

En este apartado brindaremos informacién de-
tallada sobre las plataformas moleculares existen-
tes para el andlisis cromosémico en el estudio de
embriones humanos preimplantatorios.

II.C.1) Hibridacion In Situ
Fluovescente (FISH)

Las trisomfas autosémicas son el grupo de
anomalfas cromosémicas mds comunes en abor-
tos espontdneos en parejas con cariotipo normal
(26,8%), seguidos de poliploidias (9,8%) y la
monosomia X (8,6%) (Hassold y col. 1996). En
estudios sobre abortos espontdneos, la trisomia en
el cromosoma 16 ha sido la mds frecuentemente
encontrada, seguida por los cromosomas 15, 22,
21 (Stephenson y col. 2002). En este sentido, con
el objetivo de disminuir el riesgo de trisomfas en la
descendencia, el FISH fue empleado para la detec-
cién de aneuploidias en los cromosomas X, Y, 13,
18, 21 (Munné y col. 1993). Asimismo a inicios
de la década del 2000, los cromosomas 1, 15, 16,
17 y 22 también fueron incluidos en la platafor-
ma (Munné y col. 2002). Finalmente, hasta 13
cromosomas fueron incluidos en tres rondas de
hibridacién (Munné y col. 2003). Al igual que en
el cariotipo convencional, la tasa de deteccién del
FISH se encuentra alrededor de 5Mb (Geraedts y
Sermon, 2016).

Un desafio comun que enfrentan muchas uni-
dades de fertilidad es definir qué plataforma de
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Tabla 1. Aspectos a favor y en contra sobre los diferentes momentos de biopsia para realizar el PGT-A.

Biopsia/estadio A favor

En contra

Cuerpo polar

células del propio embrién

Blastomera Técnica muy estandarizada.

Entrenamiento técnico rapido.

Puede realizarse sin necesidad de laser.
Trofoectodermo Remocion de una baja proporcion de células del

total de blastocisto.
Remocion de células del TE, no del MCI.
Exacta, confiable y reproducible.

Muy aceptada desde un punto de vista legal
en aquellos paises donde no se puede biopsiar

Es necesario idealmente la biopsia de ambos cuerpos
polares.

Fragmentacion de CP dificulta la técnica de biopsia.
Disminucion de la tasa de amplificacion.

Exclusion del andlisis del ADN paterno.

Riesgo de no amplificacion y una alta tasa de artefac-
tos técnicos.

Remocion de entre 12,5% y 25% de la masa embrio-
naria.

Impacto negativo sobre el desarrollo embrionario.
Impacto negativo sobre las tasas de implantacion
embrionaria.

Mayor nimero de embriones a estudiar.

Altos niveles de mosaicismo.

Uso necesario del laser.
Mosaicismo.

No tiene impacto sobre la viabilidad embrionaria

y la sobrevida post criopreservacion.

screening usardn para la realizacién del PGT-A.
Hay ciertas tecnologfas, como el FISH, que ya no
son recomendables para su uso de acuerdo con
la literatura médica actual. Esto probablemente
se deba a que todas las plataformas de screening
deberfan ser capaces de detectar los 23 pares de
cromosomas, a fin de aumentar significativamen-
te la eficacia en la identificacién de aneuploidias
cromosémicas. En este sentido, la gran mayo-
ria de empresas destinadas al screening genético
preimplantatorio dejaron de lado el FISH como
método estdndar. A la limitada cantidad de cro-
mosomas a estudiar, se sumd la dificultad técnica,
cierto grado de subjetividad, y el tiempo invertido
en el procesamiento, etcétera.

I1.C.2) Microarreglos

La amplificacién del genoma completo (de sus
siglas en inglés —WGA—“Whole genome amplifi-
cation”), se traduce a la amplificacién de una a
dos copias del genoma; esto es capaz de generar
multiples copias del ADN extraido de las células
embrionarias en poco tiempo, por lo tanto resulta
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en “cantidad suficiente” de ADN para realizar el
PGT-A (Spits y col. 2006). Dependiendo de la
aplicacién que se usard posteriormente, el ADN
post-amplificado puede ser empleado en el andlisis
de los 23 pares de cromosomas mediante: hibrida-
cién genémica comparada en metafase (mCGH)
(Wells y col. 1999); microarreglos de hibrida-
cién genémica comparada (aCGH) (Wells y col.
2008); microarreglos de polimorfismos de nu-
cleétido tinico (aSNP) (Harper y Harton, 2010);
deteccién basada en PCR (Treff y col. 2012); y la
secuenciacién de nueva generacién (NGS) (Fio-
rentino y col. 2014; Kung y col. 2015).

Todos estos métodos se han utilizado para es-
tudiar la aneuploidia completa o parcial para los
23 pares de cromosomas. El umbral de deteccién
mds bajo para las anomalfas segmentarias es dife-
rente para los distintos métodos, y por lo tanto
el tamafo minimo considerado para el PGT-A
2.0 puede variar ampliamente (Tabla 2). Ademds,
con respecto al mosaicismo evaluado en muestras
multicelulares, los diferentes métodos molecula-
res tienen diferentes niveles de deteccién. Esto es
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Tabla 2. Limites de deteccion para anomalias segmen-
tarias en el estudio del genoma humano.

Metodologia Limite de deteccion (Mb)
mCGH 5-20

aCGH (BAC) 5-10 (24 Sure — lllumina)

aSNP 3,5 (GeneChip 262K — Affymetrix)
PCR cuantitativa Desconocido

NGS 5 (VeriSeq MiSeq — lllumina)

1 (HiSeq — lllumina)

importante ya que es una cuestién en debate si la
aneuploidia en él TE es un fiel reflejo de las tasas
de anomalias en el MCI (Capalbo y col. 2013).

La hibridacién genémica comparada conven-
cional (CGH) fue la primera de las metodologfas
de screening cromosémico completo (de sus siglas
en inglés —CCS— “Comprehensive Chromosome
Screening”), esta metodologfa involucra el aisla-
miento y etiquetado del ADN obtenido de una
biopsia de blastémera mediante sondas fluores-
centes y el mismo se compara con el ADN de un
individuo con cariotipo normal. Tanto el ADN
de prueba como el de referencia se hibridan a
nivel de cromosoma metafdsicos durante aproxi-
madamente 3 a 5 dfas (Wilton y col. 2001). Esta
metodologfa se denomina cominmente mCGH
(proviene de hacer la hibridacién en el estado cro-
mosémico de metafase). El indice de deteccién
de esta metodologia estd alrededor de 5 a 20 Mb
(dependiendo de la plataforma empleada). A pesar
de tener un limite de deteccién similar al carioti-
po convencional y el FISH, el punto a favor de
la técnica es el poder explorar la totalidad de los
cromosomas de la blastémera.

El mCGH convencional fue rdpidamente re-
emplazado por microarreglos basados en CGH
(aCGH), que implican la hibridacién de ADN en
un microarreglo que contiene aproximadamen-
te 3000 a 4000 fragmentos de ADN humano, y
la intensidad de ambas sefiales de hibridacién se
miden objetivamente mediante una formula lo-

garitmica (log2Ratio) (Handyside, 2013). La tasa

de detecciéon del aCGH es de aproximadamente
5-10 Mb (Alfarawati y col. 2011) y permite la de-
teccién de aneuploidias cromosémicas completas
y aneuploidfas segmentarias mayores de 10 Mb
(Geraedts y Sermon, 2016). Una limitacién de
aCGH es el limite universal utilizado para asignar
el estado de aneuploidia, lo que podria conducir a
falsos positivos (Capalbo y col. 2015). Segtin estos
autores, el aCGH fue desarrollado para investigar
la genética del cdncer, partiendo de grandes can-
tidades de ADN que hibridan en el microarreglo
durante aproximadamente 72 horas, en compara-
cién con las pequenas cantidades disponibles de
ADN para el PGT-A, y teniendo un corto tiempo
de hibridacién (4 a 12 horas). A pesar de esto, en
esas circunstancias, la BTE con aCGH ha demos-
trado ser altamente sensible (98,8%) y especifica
(99,6%) para la deteccién de aneuploidias cromo-
sémicas (Capalbo y col. 2015).

Los SNPs (Polimorfismo de nucledtido tinico)
son pares de nucledtidos tnicos (A, T, C, 0 G) en
el ADN gendémico. Estos son altamente variables
dentro de una determinada especie. En el contex-
to del PGT-A, los SNP son generalmente evalua-
dos en aquellos segmentos codificantes no exdni-
cos del genoma. Los microarreglos de SNPs en el
PGT-A tipicamente evaldan aproximadamente
300.000 SNP en todo el genoma (Treff y col.
2010; Handyside, 2011). Los microarreglos de
SNPs proporcionan un genotipo (AA, AB o BB)
para cada muestra analizada y se comparan estos
resultados con un genoma humano de referencia.

Estos microarreglos pueden identificar aneu-
ploidias cromosémicas completas y también pue-
de identificar aproximadamente 250 anomalias
cromosomas estructurales comunes en todo el
genoma. Sin embargo, tanto el aCGH como el
aSNP tienen una limitante muy importante, el
hecho de no poder detectar anomalfas estructura-
les balanceadas. Asimismo, hay cientos de anoma-
lias cromosdémicas estructurales de novo que estdn
por debajo del limite de resolucién de los 300.000
SNP utilizados para el PGT-A, lo que podria
desempefiar un papel significativo en las tasas de
implantacién, abortos involuntarios, o dar a luz a
un bebé con un sindrome genético grave. Ademds,
estos microarreglos de SNP poseen una capacidad
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limitada para identificar triploidias, sin embargo,
pueden identificar disomias uniparentales (DUP).
Los microarreglos de SNP pueden identificar el
mosaicismo si las células de TE biopsiadas y ana-
lizadas son suficientes. Una limitacién del aSNP
para PGT-A ha sido descrita por algunos labora-
torios de referencia, la cual es la incapacidad de su
algoritmo para identificar variantes de nimero de
copias (aneuploidfas) cuando el varén y la mujer
estdn relacionados (consanguinidad). Por lo tan-
to, si existe consanguinidad en la pareja, ningin
resultado de aneuploidia puede ser informado.

Las plataformas de aCGH pueden amplificar
ADN y completar todo su andlisis en 12-15 horas.
Esto es un muy ventajoso sobre el aSNP, ya que
este procedimiento toma aproximadamente de
30 a 40 h para completar el andlisis. Como men-
cionamos anteriormente, tanto el aSNP como el
aCGH, no pueden diferenciar entre 46, XX de
69, XXX 0 46, XY de 69, XXY.

En general, cuando el aCGH fue utilizado para
PGT-A por los laboratorios comerciales, estos sa-
bian que solo era util para identificar aneuploi-
dfas cromosémicas completas, ya que en teorfa no
fue disefiado o validado para identificar anoma-
lfas cromosémicas estructurales ni mosaicos. En
este sentido, la plataforma 24Sure V3 (Illumina)
fue disenada para la deteccién de anomalias con
ganancia o pérdidas cromosémicas completas;
sin embargo, la plataforma 24Sure + (Illumina),
al poseer una mayor densidad de fragmentos de
ADN en el microarreglo, pudo ser empleada con
éxito en la deteccién de anomalfas cromosémicas
estructurales, principalmente en translocaciones
robertsonianas (Fiorentino y col. 2011). Respec-
to del mosaicismo, el aCGH ha demostrado tener
una capacidad limitada para identificarlo dentro
de una muestra de TE.

I1.C.3) PCR cuantitativa o PCR en tiempo real

La reaccién en cadena de la polimerasa de tipo
cuantitativa (QPCR) se desarrollé como un mé-
todo de PCR mds rdpido para identificar aneu-
ploidias en los 24 cromosomas. Esta metodologia
fue validada para el andlisis de las BTE (PGT-A)
(Treff y col. 2012). En esta técnica, al igual que
las anteriores, existe un primer paso de preampli-
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ficacién, seguido por una PCR de tipo multiplex.
Las ventajas de la qPCR incluyen un breve tiempo
de andlisis, el cual es de aproximadamente 4 horas,
que permite, de ser necesario, la transferencia de
embriones en el mismo ciclo de FIV. Los valores
de corte para determinar aneuploidias mediante
esta metodologia son bastante especificos, lo que
resulta en una alta precisién diagndstica de 98,6%
(Treff y col. 2012). Se ha demostrado que la tasa
de error después de CCS por qPCR puede llegar a
ser del 0,21% por cada embrién designado como
euploide (Werner y col. 2014). La qPCR presenta
limitaciones en relacién con el pequefio nimero
de muestras que se pueden estudiar simultdnea-
mente. Asimismo, la qPCR tampoco puede detec-
tar aneuploidias segmentarias/estructurales.

I1.C.4) Secuenciacion de nueva generacién (NGS)

La secuenciacién de nueva generacién (NGS)
es una tecnologfa que requiere previamente la am-
plificacién del ADN a fin de optimizarla y reducir
la introduccién de artefactos durante el proceso
de secuenciacién. De persistir artefactos luego de
la amplificacién de ADN, estos pueden ser iden-
tificados y ser eliminados con ayuda del algoritmo
bioinformdtico. En la actualidad, existen princi-
palmente dos plataformas de NGS para PGT-A.
Estas son la plataforma MiSeq de Illumina y la
plataforma PGM de Thermo-Fisher Scientific.
Después de la amplificacién de ADN, aproxima-
damente 50 ng de cada muestra de ADN se digie-
ren enzimdticamente en millones de fragmentos.
Estos fragmentos son posteriormente preparados
para ser parte de la biblioteca genédmica. Después
de la preparacién de la biblioteca, un paso de PCR
en emulsion se realiza en el caso del PGM, o un
paso de PCR tipo puente en el caso del MiSeq.
Al completar estos pasos, existen diferencias signi-
ficativas en la secuenciacién real de los fragmen-
tos de ADN. En este sentido, para MiSeq, ocurre
una secuenciacién por sintesis. Es decir, la adicién
de nucledtidos genera cambios fluorescentes en
los extremos de secuenciacién y estos son detec-
tados por cdmaras de fotos. Posteriormente, un
algoritmo traduce estos cambios luminicos en la
aparicién secuencial de nucledtidos. En el caso

del PGM, emplea la capacidad de deteccién de



Estudio Genético Pre-implantatorio para aneuploidias (PGT-A)

Cristian Alvarez Sedé

los iones hidrégeno que son liberados cuando un
nucledtido es agregado a la secuencia mediante
la accién de la enzima ADN polimerasa durante
la secuenciacién. La liberacién de protones causa
un ligero cambio en el pH del medio de reaccidn,
el cual es detectado por un sensor. Ambas plata-
formas (MiSeq y PGM) secuencian el genoma
completo, sin embargo, la plataforma de Illumi-
na es considerada como de mayor resolucién (hr-
NGS): en este sentido, la plataforma de Illumina
puede llegar a producir 25 millones de lecturas
por corrida (15GB de informacién), mientras
que el PGM produce 4 millones de lecturas por
corrida (2GB de informacién) (Buermans y Den
Dunnen, 2014). Este aspecto es fundamental al
momento de “hilar fino” cuando es importante
establecer ganancias o pérdidas cromosémicas li-
mites (ejemplo en el caso de mosaicismo, trans-
locaciones, etc.) (Figura 1). Por otro lado, la pla-
taforma PGM permite analizar hasta 60 muestras
de ADN, mientras que la de MiSeq puede anali-
zar hasta 22 muestras, diferencia que estd inversa-
mente relacionada con la capacidad de producir

datos de secuenciacién (Buermans y den Dunnen,
2014). Finalmente, ambas plataformas de NGS
brindan informacién simultdnea de la cantidad de
nimero de copias de ADN mitocondrial, el cual
ha sido propuesto como un marcador de seleccién
de embrionaria dentro una poblacién de blasto-
cistos euploides con el objetivo de incrementar la
tasa de implantacién (Fragouli y col. 2015; Diez-
Juan y col. 2015; Alvarez Sedo y col. 2017), sin
embargo, esta aplicacién se encuentra en revision,
ya que existen publicaciones que muestran lo
contrario (Klimezak y col. 2018). La plataforma
MiSeq puede identificar aneuploidias cromosé-
micas completas, mosaicismo (20-80%) y ADN
mitocondrial, y también permite la deteccién de
translocaciones cuando el desbalance es mayor a
10Mb (Fiorentino y col. 2014). Un trabajo donde
se evalud la tasa de error de las plataformas MiSeq
y PGM encontré que esta fue del 0,8% y 1,7%,
respectivamente (Quail y col. 2012).

El uso de NGS fue validado clinicamente en
un estudio de PGT-A (doble ciego y prospectivo)
en el cual se comparé el NGS vs. aCGH después

Figura 1. A) Perfiles de NGS donde se muestra un perfil de un embrién en D5 euploide (46XX), B) monosomia 14
(45XX), C) Trisomia mosaico 19 (22%), D) Translocacién desbalanceada t (10:13) (46XX).
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de una BTE (Fiorentino y col. 2014). En este
estudio se hizo una comparacién pareada para
ambas técnicas, y los resultados revelaron una
concordancia del 99,5% (intervalo de confianza
del 95% [IC] 96,8- 99,9). Asi también, en este
estudio se evidenciaron altas tasas de embarazo
clinico y de implantacién (63,8% y 62,0%, res-
pectivamente). Finalmente, en las Tabla 3 y 4, se

resumen las fortalezas y debilidades de las técnicas
moleculares empleadas en el PGT-A (adaptado de
Brezina y col. 2016).

I1.D) Mosaicismo

La adecuada transmisién de la informacién
genética es vital para el desarrollo embrionario
humano. La ocurrencia de una segregacién cro-

Tabla 3. Cuadro comparativo (fortalezas y debilidades) de las metodologias moleculares empleadas para el desa-

rrollo del PGT-A.
aSNP aCGH gPCR NGS NGS NGS
(MiSeq) (baja densidad) (PGM)
Aneuploidias completas + + + + +
Mosaicismo + +/- + - +
Triploidias +/- + - +
Grandes deleciones 0
o + +/- - +
duplicaciones (> 50Mb)
Inserciones / + + - +
Deleciones (Depende del tamario (No se recomienda
(1Mb) y de la localizacion Su uso para defectos

cromosomica)

Numero de copias

) ) +
mitocondriales

Disomia uniparental

en genes Unicos)
+ - +

+ - +

Tabla 4. Cuadro comparativo: costo, complejidad, duracidn, limitaciones entre las metodologias moleculares em-

pleadas para el desarrollo del PGT-A.

Metodologia Costode  Complejidad Duracion de Anomalias detectadas Resolucion
inversion procesamiento (h)

aCGH Medio Media +/-12 Aneuploidias completas (+++) Media
Mosaicismo (+)

aSNP Alto Alta Hasta 72 Aneuploidias completas (+++) Alta

Origen parental (+++)

Mosaicismo (+)

gPCR Bajo Baja 4 Aneuploidias completas (+++) Baja

DUP (+)
NGS Alto Alta < 12hs Aneuploidias completas Alta

Mosaicismo (+++)
Numero de copias de ADN mitocondrial (++)
Translocaciones (++)
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mosémica aberrante durante la gametogénesis
o la divisién somdtica produce aneuploidias, las
cuales generalmente producen consecuencias
nocivas para la viabilidad celular (Santaguida y
Amon, 2015). La mayorfa de las aneuploidias
embrionarias pueden surgir durante la forma-
cién/maduracién del ovocito, y esto se ha evi-
denciado con la disminucién de la fertilidad fe-
menina relacionada con el incremento de la edad
(Webster y Schuh, 2017). Aunque su prevalencia
es menor, existe evidencia de que los errores mi-
téticos también son comunes durante las prime-
ras etapas del desarrollo embrionario (Munné y
col. 1994; Vanneste y col. 2009). Estos errores
producen dos o mds células con un cariotipo di-
ferente dentro de un mismo embrién, fenémeno
denominado mosaicismo cromosémico. En rela-
cién con los mecanismos que dan su origen, la
informacién conocida es acotada, lo mds resal-
tante es acerca de su consecuencia para la super-
vivencia embrionaria; sin embargo, los avances
tecnolégicos en genémica molecular han dado
nueva evidencia sobre estos temas. En este senti-
do, creemos que este conocimiento es fundamen-
tal para mejorar el asesoramiento respecto de la
transferencia de embriones detectados como mo-
saicos en PGT-A.

Los estudios de PGT-A han revelado que
mds de la mitad de los embriones en etapa de
clivaje albergan anormalidades cromosémicas,
que van desde la ganancia o pérdida de cromo-
somas individuales hasta aberraciones complejas
que afectan a muchos cromosomas de manera
simultdnea. Las anomalias meidticas, que surgen
abrumadoramente en el ovocito en comparacién
con los espermatozoides, aumentan en frecuen-
cia de un 20% a mds del 60% con el aumento de
la edad materna (McCoy y col. 2015). Ademds,
en este mismo estudio se evidencié que el >25%
de los embriones (dfa 3) presentaban anomalias
mitdticas (mosaicismo), sin embargo, este valor
no variaba en relacién a la edad materna.

I1.D.1) Tipos de mosaicismo

Los mosaicos pueden clasificarse en varios
grupos: el primer grupo, denominado mosaico
aneuploide, se define como una mezcla de com-
plementos aneuploides distintos (es decir, sin cé-

lulas diploides) y se estima que afecta al 15% de
los embriones en fase clivaje (Van Echten-Arends,
2011). Este tipo de mosaicismo ocurre cuando un
error mitdtico surge en un embrién previamente
afectado por error un meidtico o cuando un error
mitético durante el primer clivaje embrionario
produce dos células hijas con aneuploidias distin-
tas. Esto contrasta con la clase mds comdn de mo-
saico, el diploide-aneuploide, que se ha estimado
que afecta aproximadamente a la mitad de los em-
briones en etapa de clivaje (Van Echten-Arends,
2011), aunque otros reportes de datos y enfoques
describen una incidencia algo menor. Los mosai-
cos diploides-aneuploides comprenden una mez-
cla de células normales y aneuploides, y general-
mente surgen debido a un error mitético en una
célula que desciende de un cigoto diploide. Muy
raramente, el mosaicismo diploide-aneuploide
puede surgir cuando la diploidia es rescatada por
un error mitdtico en una célula descendiente de
una aneuploide (Barbash-Hazan, 2009). El tercer
grupo es denominado mosaicos ploides, también
llamados embriones mixoploides; estos compren-
den una mezcla de células con diferentes multi-
plos del ndmero de cromosomas haploides (n =
23 para humanos). Estos pueden incluir cualquier
combinacién de haploidia (n), diploidia (2n) y
poliploidia (>2n) dentro del mismo embridn.
Mientras que los primeros estudios de PGT-A
documentaron una alta frecuencia de mosaicos
diploides-tetraploides en la etapa de clivaje (15%)
(Bielanska y col. 2002), las plataformas molecu-
lares modernas son incapaces de detectar este fe-
némeno, lo cual ha dificultado su cuantificacidn.

Finalmente, la ultima clase de mosaicismo,
que no se excluye mutuamente de los grupos an-
teriores, estd definida no solo por la presencia o
ausencia de células diploides, pero si por su ca-
racteristica cromosémica severa. Los embriones
mosaicos cadticos muestran un patrén severo de
irregularidad y presentan multiples cromosomas
afectados y cada célula que posee un conjunto de
cromosomas aparentemente aleatorios. Esta forma
de mosaicismo sigue siendo el menos comprendi-
do a pesar de su prevalencia en la etapa de clivaje
(25%) (Bielanska y col. 2002), aunque los crite-
rios y estimaciones varfan segin los estudios. En
la Figura 2 se resume lo explicado en esta seccidn.
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I1.D.2) Factores que podrian
generar defectos mitdticos

La baja rigurosidad del control en ciclo celu-
lar ha sido propuesta como una posible causa de
la formacién de errores mitéticos (mosaicos) en
los embriones preimplantatorios. Esto se basa en
los siguientes argumentos: el desarrollo en la eta-
pa de clivaje se caracteriza por la divisién celular
con poco crecimiento celular, de tal manera que la
mérula de 16-32 células ocupa aproximadamente
el mismo volumen que el zigoto original. Como
el genoma embrionario es en gran parte inactivo
hasta la etapa de cuatro a ocho células, el clivaje
inicial se encuentra bajo el control del ARN y pro-
tefnas maternas provistas en el ooplasma (Vassena
y col. 2011). La oscilacién de ciclinas y quinasas
dependientes de ciclina (Cdks) son reguladores
esenciales del ciclo celular. Recientes estudios han
utilizado perfiles de expresién génica en células
individuales para identificar genes (maternos) ex-
presados de manera diferencial entre embriones
mosaicos aneuploide/euploide y en embriones
normales. Asi, se evidencié que los embriones des-
tinados a la detencién mostraron perfiles de des-
regulacién en genes implicados en el control del
ciclo celular y control mitético (CDK1, CDK2,
CHEK?2, BUB1, BUB3, BRCA1 y ATR) (Yanez
y col. 2016).

Otros estudios también han revelado que los
embriones en la etapa de clivaje pueden mostrar
un “debilitamiento” de los puntos de control de la
mitosis, lo que podria facilitar divisiones de esci-
sién rdpida. Estos incluyen los puntos de control
G1 y G2. En células adecuadamente maduras es-
tos puntos de control sirven para detectar ADN
danado o inadecuadamente replicado, lo cual ga-
tilla una sefial para proteinas efectoras que detie-
nen el ciclo celular e inician la apoptosis o la repa-
racién del ADN. Cuando los puntos de control se
debilitan, es posible que el ciclo celular pase a la
fase M antes de que los cromosomas se repliquen
por completo, se alinean en el huso mitdtico o se
eliminan los dafios en el ADN. As{, basdndose en
la pérdida cromosémica de manera excesiva en
comparacién con la ganancia, el retraso de la eta-
pa de anafase ha sido relacionada a este evento,
siendo este mecanismo el causante de la mayorfa
de errores mitdticos en embriones preimplantato-
rios, lo cual explica hasta el 50% de mosaicismo
evidenciado por la técnica de FISH (Coonen y
col. 2004). Estudios recientes realizados mediante
aSNP revelaron un exceso de pérdida cromosémi-
ca hasta de cuatro veces en comparacién con la ga-
nancia cromosémica entre embriones con errores
mitdticos (McCoy y col. 2015).

Por otro lado, el sistema de control del huso

Figura 2. Tipo de mosaicismo que afectan a embriones pre-implantatorios.

MOSAICO DIPLOIIDE /

MOSAICO ANEUPLOIDE ANEUPLOIDE

O Blastomera diploide
‘ Blastomera no-diploide

Adaptado de McCoy., 2017

MOSAICO PLOIDE

MOSAICO CAOTICO
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mitético también ha sido propuesto como un
punto critico en la generacién de errores mitdti-
cos. Asf, un inadecuado mecanismo de control en
el huso mitdtico puede conllevar a errores a nivel
del cinetocoro (sitio de unién de las cromdtidas
a los microtdbulos del huso) y los microtdbulos.
Esto desencadenarfa una conexién fallida de la
cromdtida hermana al huso mitético y por lo tan-
to ambas cromdtidas hermanas quedarfan fijadas
al mismo polo del huso (Gordon y col. 2012).

Un aspecto muy interesante relacionado con
este tema es que los cromosomas son susceptibles
a dafios severos en el ADN, lo cual puede com-
prometer su capacidad para formar un cinetoco-
ro funcional y por lo tanto someterse a una se-
gregacion adecuada (Vdzquez-Diez y col. 2016).
Las formas de dafio en el ADN incluyen roturas
de doble cadena, cuyo mecanismo de reparacién
puede contribuir a la formacién de patrones de
mosaicos principalmente segmentarios (Vanneste
y col. 2009).

Otros defectos relacionados con la formacién
de mosaicismo son los concernientes a las aberra-
ciones del centrosoma y del huso mitético. El pa-
pel fundamental del centrosoma para asegurar la
fidelidad mitética ha sido reconocido desde hace
muchos afios atrds. El centro organizador de mi-
crottibulos (MTOC) es quien coordina la forma-
cién del huso bipolar; cada vez es mds evidente
que alteraciones en el centrosoma frecuentemente
contribuyen a errores mitdticos catastréficos en
embriones en la etapa de clivaje, los cuales subya-
cen al mosaicismo cadtico. Los ovocitos, a diferen-
cia de los espermatozoides, pierden sus centriolos
por completo durante la ovogénesis; sin embargo,
retienen los ARNm y proteinas centrosomales,
incluyendo la gama tubulina. En muchas espe-
cies, el papel del centrosoma es reemplazado por
un MTOC acentriolar, el cual es funcionalmente
equivalente al ocurrido durante la meiosis femeni-
na (Holubcovd y col. 2015). Es interesante sefialar
que, en este mismo trabajo se demostré que los
humanos somos una excepcién a este hecho, es
decir que los ovocitos humanos organizan el huso
meidtico en ausencia de cualquier MTOC detec-
table, con cromosomas que sirven asimismo como
sitios de nucleacién de microtidbulos (Holubcovd

y col. 2015). Esta distincién fue usada para dar
respuesta hipotética a la inestabilidad inherente
del huso meidtico del ovocito, con un 44% de hu-
sos que atraviesan una etapa apolar y un 38% que
pasan por una etapa multipolar prolongada antes
de establecer la orientacién bipolar. Sorprenden-
temente, el 72% de los ovocitos con husos mul-
tipolares transitorios presentaron un retraso de la
etapa de anafase causada por una alta frecuencia
de alteraciones en la unién del huso al cinetocoro,
lo que se reflejé en una inadecuada segregacién
cromosémica. Luego de la fecundacién, el cen-
triolo espermdtico sufre un proceso de duplica-
cién, principalmente regulada por una proteina
ovocitaria (PLK4). La cantidad de esta proteina es
finamente regulada luego de la fecundacién. Asi,
un ligero incremento en la expresién génica aso-
ciada a esta proteina puede llevar a la formacién
de muiltiples pro-centriolos (Habedanck y col.
2005). La formacién supernumeraria de centrio-
los conlleva a la aparicién extra de centrosomas,
lo cual generarfa husos mitdticos multipolares.
Cuando esto ocurre durante la mitosis, los cromo-
somas se segregan de manera aleatoria a cualquiera
de los polos formados en las células hijas, llevando
a un estado aneuploide cadtico. Deficiencias en
PLK4 han sido relacionadas con la incapacidad
de los embriones en estadio de clivaje de alcanzar
el estadio de blastocisto, asi como la presencia de
perfiles aneuploides tipo caéticos (McCoy y col.
2015). En la Figura3, se muestra una referencia a
lo explicado en este apartado.

Finalmente, el hallazgo del mosaicismo entre
los embriones producidos por FIV plantea ciertas
preguntas sobre la presencia de este fenémeno en
embarazos en la poblacién general sin FIV. Siendo
sinceros, el desarrollo embrionario preimplantato-
rio in vivo sigue siendo una “caja negra”, sin em-
bargo, algunos estudios han abordado indirecta-
mente estas preguntas mediante el estudio sobre la
incidencia de aneuploidias en diferentes protoco-
los de estimulacién ovdrica, condiciones de culti-
vo para FIV y diferentes poblaciones de pacientes.
Inicialmente, un estudio encontrd una variacién
significativa de las tasas de mosaicismo en cuatro
centros de FIV (11% a 52%), asf como diferencias

dentro de un mismo centro de FIV después de
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Figura 3. Modelos que explican la induccién de aneuploidias mitéticas producto de alteraciones centrosomales.
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un cambio en el protocolo de estimulacién hor-
monal (Munné y col. 1997). Sin embargo, estu-
dios recientes contradicen estas conclusiones, no
detectando un impacto significativo de la estimu-
lacién hormonal sobre las tasas de anormalidades
cromosémicas (Labarta y col. 2012; Hong, 2016).
Si bien es cierto que la razén de esta discrepancia
sigue sin ser clara, los estudios recientes se basan
en poblaciones mds grandes y emplean metodolo-
gias de deteccién de PGT-A mejorados.

11.D.3) Efectos de mosaicismo en
el desarrollo embrionario

El error mitético y el mosaicismo cromosé-
mico se reconocen cada vez mds como caracte-
risticas generalizadas de desarrollo embrionario
preimplantatorio. La pregunta es sin duda ;bajo
qué circunstancia esta situacién (mosaico) es im-
portante o relevante? Si bien el progreso en este
aspecto ha sido gradual, los estudios recientes es-
tdn brindando evidencia acerca de esta situacién
frente al PGT-A.

El mosaicismo desde la etapa de clivaje hasta la
etapa de blastocisto sufre una disminucién y esta
se correlaciona directamente con el nimero de
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cromosomas afectados (Vega, y col. 2014). Exis-
ten trabajos publicados donde los embriones en la
etapa de clivaje muestran una mayor incidencia de
complejos aneuploides cadticos (25%) en compa-
racién con los embriones en la etapa de blastocisto
(10%) (McCoy vy col. 2015). Tres modelos que
no son mutuamente excluyentes podrian explicar
la creciente frecuencia de células diploides en el
estadio de clivaje en comparacién hasta el blas-
tocito. El primer modelo es la seleccién de mor-
talidad temprana en contra de embriones con un
alto nivel de mosaicismo. Algunos estudios apo-
yan este modelo al demostrar que los embriones
detenidos estdn fuertemente enriquecidos por un
mosaicismo cromosdmico, en consecuencia con
un mayor {ndice de mortalidad ocurrido antes de
la formacién del blastocisto (Rubio y col. 2007;
Santos y col. 2010). En otras circunstancias, los
embriones mosaicos que no se detienen antes de
la formacién del blastocisto pueden sufrir tasas de
implantacién disminuidas (Fragouli y col. 2015).
Teniendo en cuenta estas observaciones, las pau-
tas para la seleccién de embriones en PGT-A tie-
nen tradicionalmente recomendada la no trans-
ferencia de embriones mosaico. En la préctica,
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biopsias de embriones con un genotipo mosaico
a menudo se clasificaban como normales o anor-
males segiin criterios atin poco estandarizados. Sin
embargo, con una adecuada tasa de deteccidn, se
ha acordado recientemente categorizar al mosaico
como una tercera entidad, es decir, ni euploide ni
aneuploide.

Los nacimientos de nifios “euploides” luego de
la transferencia deliberada de blastocistos con na-
turaleza mosaico han desatado una gran discusién
frente a esta entidad (Greco y col. 2015; Gleicher
y col. 2016). Asumiendo la adecuada precisién
técnica de los resultados del PGT-A, estos infor-
mes resaltan el potencial de algunos embriones
mosaico para “autocorregirse” de manera efectiva
liberdndose del mosaicismo. Estas observaciones
son consistentes con un segundo modelo, llamado
agotamiento clonal, por el cual las células aneu-
ploides se eliminan activamente dentro de em-
briones de mosaico, mitigando su impacto. Un
estudio reciente utilizé un modelo de ratén para
proporcionar un soporte empirico para esta hipé-
tesis, demostrando que los embriones en mosaico
pueden ser rescatados por células diploides si se
presentan con suficiente frecuencia (250%) (Bol-
tony col. 2016). Este experimento también revelé
que el destino de las células aneuploides depende
del tipo de célula afectada. Asi, las aneuploidias
que se producen en el TE se toleraron de mejor
manera en relacién con los del MCI; cuando ocu-
rrieron en este dltimo, los embriones se elimina-
ron por apoptosis antes de su implantacién (Bol-
ton y col. 2016). Si bien esto es esclarecedor, las
conclusiones derivadas de los estudios con ratones
no deberfan aplicarse directamente al modelo hu-
mano, ya que el 80% de los embriones de ratén
forman blastocistos de manera in vitro mientras
que solo el 30-50% de los embriones humanos lo
logran.

Finalmente, un modelo que potencialmente
contribuye a la disminucién de la frecuencia de
células aneuploides en mosaico en embriones pre-
implantatorios es el de rescate trisémico/monosé-
mico, por lo que una linea celular aneuploide (de
cualquier origen meidtico o mitético) se corrige
mediante un error mitdtico que rescata la diploi-
dia. El rescate de la trisomia implica la pérdida

de cromosomas mitdticos mientras que el rescate
monosémico implica una ganancia cromosémica
de tipo mitético. La incidencia de este fenémeno
no ha sido adecuadamente cuantificada, ya que los
trabajos que intentaron evaluarla no excluyeron la
posibilidad de mosaicismo, error de muestreo, y/o
la deplecién clonal, lo que podria explicar la di-
ploidia en un embrién con una deteccién previa
aneuploide. Un posible resultado del rescate tri-
sémico o monosémico es la disomia uniparental
(DUP), en la que el error mitdtico produce una
célula diploide que contiene dos cromosomas pa-
ternos o maternos. Aunque a menudo es compati-
ble con la vida, la DUP se asocia con una variedad
de trastornos clinicos segin los cromosomas espe-
cificos que han sido afectados (Eggermann y col.
2015). Sin embargo, la DUP es detectada solo en
el 3% de biopsias de embriones de dia 3 y en me-
nos del 1% en BTE (McCoy y col. 2015). En la
Figura 4 se presentan un resumen de lo mostrado
en este apartado.

I1.D.4) Transferir o no embriones mosaico

La capacidad de NGS para detectar el mo-
saicismo se demostré en un estudio de casos y
controles en el que se seleccionaron muestras de
ADN de blastocitos identificados como euploi-
des por la técnica de aCGH, que resultaron en un
aborto espontdneo o en el nacimiento de un nifio
vivo, y que fueron luego reanalizados por NGS.
De los blastocistos diagnosticados euploides por
aCGH que resultaron en aborto, el 13,6% fueron
diagnosticados como mosaicos y el 5,2% fueron
diagnosticados como poliploides por la técnica de
NGS (Maxwell y col. 2016).

Recientemente, Munné (2018) subscribié una
nota editorial en donde hace hincapié en la evi-
dencia publicada sobre los blastocistos clasificados
como mosaicos en ciclos de PGT-A, generalmente
obtenidos a través de aCGH o NGS. Este hecho
ha producido dos principales eventos: el primero,
el hecho de que algunos de estos embriones lo-
gren implantacién (aunque en menor frecuencia
que un embrién no mosaico) y dar lugar a nifios
nacidos euploides; y segundo, producir abortos
(en mayor frecuencia que los producidos por em-
briones euploides) (Fragouli y col. 2017; Greco
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Figura 4. Modelos que explican la disminucién del mosaicismo desde embriones clivados a blastocistos durante el

desarrollo pre-implantatorio.

-
(o

Mortalidad Embrionaria

@
®——
@
@

o —ilre
dao ecdae

Deplecién Clonal

Rescate Trisomia/Monosomia

Aﬁ
ot SO
odoodso

. Blastomera diploide
‘ Blastémera no-diploide

Error mitético

Adaptado de McCoy. 2017

y col. 2015; Munné y col. 2017; Spinella y col.
2018). En su momento, la Sociedad Internacional
de Diagnéstico Genético Preimplantacional (PG-
DIS), y el Consenso de Controversias en Diagnds-
tico Genético Preconcepcional, Preimplantatorio
y Prenatal (CoGEN) recomendaron priorizar los
embriones euploides sobre los embriones mosaico
para su transferencia, y solo considerar su transfe-
rencia cuando no hay embriones euploides dispo-
nibles. Hasta la fecha, poco mds de 100 embarazos
se han informado luego de la transferencia de em-
briones mosaico, de los cuales 80 estdn en curso y
son aparentemente normales, pero este es un nd-
mero insuficiente para evaluar el riesgo de que di-
chos embriones produzcan un bebé anormal. Asi,
Gratti y col. (2018) propone que la probabilidad
de que un embarazo sea mosaico es del 2,1%, pero
de esos, solo el 0,2% afecta al feto mientras que el
resto estd confinado a la placenta.

Respecto de la transferencia de embriones mo-
saicos, se han hecho recomendaciones con respecto
a qué tipo de mosaicos podrian ser transferidos.
Asi, el PGDIS desalienta la transferencia de mosai-
cos que incluyen cromosomas compatibles con la
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vida, como es el caso de las trisomfas mosaicos de
los cromosomas X, Y, 13, 18, 21, o monosomias
mosaico 45, XO, as{ como también aquellos aso-
ciados a la DUP (cromosomas 7, 14, 15) o aquellos
relacionados con una restriccién en el crecimiento
intrauterino (cromosoma 16). Tanto el PGDIS
como el CoGEN plantean que, en el caso de proce-
der a transferir embriones mosaicos, se tendrfa que
favorecer a aquellos mosaicos monosémicos sobre
los de tipo trisémicos; esto se encuentra fundado
en que a excepcion del XO, el resto de las monoso-
mias completas raramente llegan a implantar (ex-
cepto la monosomia 21). Hay que resaltar que estas
gufas fueron las primeras en aparecer después de
la introduccién de hr-NGS, y por lo tanto fueron
las primeras en plantear la toma de precauciones
respecto de la transferencia de mosaicos.
Recientemente un grupo de investigacidn ita-
liano (Grati y col. 2018) ha reportado un nuevo
sistema de puntuacién para el mosaicismo, el cual
se basa en la observacién del riesgo y evidencia
que pueda llegar a generar una trisomia en mosai-
co (que pueda afectar al feto), o aquellos que estdn
involucrados en las DUP o aquellos relacionados
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en abortos espontdneos. El riesgo fue determina-
do tomando en consideracién el resultado de mds
de 72.000 embarazos evaluados por andlisis de
vellosidades coridnicas y 3800 pérdidas de emba-
razos que fueron evaluados a través del andlisis de
los productos de concepcién. Los investigadores
computaron un score o puntaje basado en un cdl-
culo matemdtico a fin de determinar el riesgo de
que un mosaico esté fuertemente relacionado con
la formacién de un feto afectado, DUP o un abor-
to, con un valor de 5; caso contrario, en aquellos
mosaicos donde su transferencia no conferirfa un
riesgo, se le asigné un valor de 0. Utilizando este
sistema, este trabajo brind6 como resultado: pun-
tuacién de 5 para las trisomfas en mosaico 13, 14,
16, 18,y 21, y 45 X; un puntaje intermedio entre
4y 5 para las trisomfas cromosémicas 8, 20, 47,
XXXy 47, XXY; un puntaje de 3 para mosaicos
en trisomfas 6, 9 y 15; una puntuacién de 2 para
los mosaicos en trisomias de los cromosomas 2, 7,
11, 17 y 22; un puntaje de 1 para las trisomfas en
mosaico 47, XYY, 4 y 5; y una puntuacién de cero
(0) para mosaicos trisémicos en los cromosomas
1, 3,10, 12y 19. En comparacién con las directri-
ces PGDIS y CoGEN, este parece ser un enfoque
mejorado, ya que incluye un riesgo especifico para
cada cromosoma.

En relacién con el porcentaje de mosaicismo
presente en el blastocisto, también se ha reportado
que podria tener implicancia en la mayor o me-
nor posibilidad de implantacién y embarazo evo-
lutivo. Asi, hay quienes consideran un valor del
corte el 50% de mosaico (Spinella y col. 2018) o
aquellos que consideran distintos a los mosaicos
de 20-40% de aquellos de 40-80% (Munné y col.
2017) (Figura 5). En este sentido, se recomienda
transferir aquellos mosaicos con menor nivel de
mosaicismo presente. Asimismo, si el mosaicismo
se presenta en forma segmentaria, esto podria re-
presentar una chance similar de implantacién en
comparacién con aquellos embriones euploides
(Fragouli y col. 2017).

Finalmente, es importante que todo laborato-
rio que realice PGT-A y que utilice una platafor-
ma de NGS de alta resolucién tenga presente que
el mosaicismo es parte de los resultados esperados.
Por lo tanto, es importante que todos los grupos

Figura 5. A) Perfiles de NGS donde se muestra un per-
[il de un embrién con mosaicismo en el cromosoma 8
del 25%, B) perfil de un embrién con mosaicismo en
el cromosoma 8 del 75%. Ambos mosaicos se muestran
en monosomia.
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tengan en cuenta sus politicas de informacién/
reporte, asi como de transferencia de embriones
mosaicos de forma previa a la realizacién de las
pruebas. Consideramos importante que aquellos
grupos que promuevan la transferencia de em-
briones mosaico lo hagan de una manera adecua-
da, es decir documentando los estudios prenatales
pertinentes, asi como también documentar al na-
cimiento del bebé un examen fisico y un cariotipo
(idealmente molecular) del detalle del mosaico
transferido. En relacién con el asesoramiento ge-
nético pre y post PGT-A, consideramos que es de
suma importancia para dar tranquilidad tanto al
centro como a la pareja que lo realiza. En ese sen-
tido, los pacientes deben conocer de forma feha-
ciente los riesgos a los cuales se someten al trans-
ferir este tipo de embriones. El mosaicismo es solo
uno de los muchos desafios en el asesoramiento
genético que los laboratorios, centros y pacientes
deberdn enfrentar debido al aumento del uso de
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nuevas tecnologfas genémicas en medicina re-
productiva. Serd imperativo para los laboratorios
PGT-A e IVF en colaborar en el disefio de pro-
tocolos de asesoramiento antes y después de las
pruebas genéticas en pacientes infértiles.

II.E) Aspectos clinicos

Como mencionamos al inicio de esta revisién,
desde el primer nacimiento de FIV en el afio 1978,
diferentes tecnologfas, como la inyeccién intraci-
toplasmdtica de espermatozoides (ICSI), el cultivo
extendido a la etapa de blastocisto y la criopre-
servacién (vitrificacidén) ayudaron de manera sig-
nificativa a mejorar las tasas de embarazo en los
tratamientos de FIV. Sin embargo, la alta pro-
porcién de aneuploidias observadas en embriones
humanos dan como resultado una disminucién
en las tasas de implantacién o un incremento de
la tasa de pérdidas tempranas del embarazo. Se
estima que hasta el 50%-60% de las pérdidas de
embarazos en el primer trimestre se deben a aneu-
ploidias embrionarias (Maxwell y col. 2016). La
aneuploidias embrionarias aumentan con la edad
materna, y este aspecto es una consideracién im-
portante, ya que hoy en dia las mujeres retrasan
su maternidad y son tipicamente mayores cuan-
do buscan quedar embarazas de manera natural o
mediante tratamientos de fertilidad. Por lo tanto,
el concepto de que las tasas de embarazo pueden
mejorarse transfiriendo solo embriones euploides
en el ttero podria resultar en una mayor tasa de
implantacién y menor tasa de aborto espontdneo
gracias al PGT-A. Sin embargo, este aspecto cli-
nico es de los mds criticados de esta metodologfa.

Para validar clinicamente el PGT-A, es crucial,
como mencionamos al inicio, evaluar las tasas
de embarazos y nacidos vivos por ciclo iniciado
y acumulada, y no asf por transferencia. Sin em-
bargo, esta limitante es ain permanente en los
trabajos publicados. En ese sentido la tasa de em-
brazo evolutiva o la tasa de nacido vivo por trans-
ferencia es el mejor valor que puede considerarse
para hablar de éxito del PGT-A por diferentes
autores. Asi, en un grupo de mujeres de EMA, la
transferencia de blastocistos euploides, pero que
su ploidia fue confirmada por aCGH después de

una biopsia en dia 3, demostré una mejor tasa de
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implantacién (52,8% vs. 27.6%) y tasa de naci-
dos vivos por transferencia (64,7% vs. 27,4%)
(Rubio y col. 2017). Por otro lado, es un estudio
retrospectivo, cuando se comparé la transferencia
de un dnico embrién con o sin CCS, mediante la
BTE vy evaluacién rdpida con qPCR, resulté te-
ner una mayor tasa de embarazo en curso (55,0%
vs. 41,8%) y una menor tasa aborto involuntario
(10,5% vs. 24,8%) (Forman y col. 2012). En un
ensayo controlado y aleatorizado con 72 pacien-
tes que se sometieron CCS con qPCR, las tasas
de implantacién fueron mds altas en el grupo de
CCS (79,8%) en comparacién con los contro-
les (63,2%) (RR 1,26, IC 95% 1,04-1,39), y el
porcentaje de nacidos vivos fue 66,4% y 47,9%,
respectivamente (RR 1,39; 95% CI 1,07-1,60)
(Scotty col. 2013). Sin embargo, este trabajo jun-
to con los otros trabajos prospectivos aleatoriza-
dos publicados (Yang y col. 2012; Forman y col.
2013) y analizados por Dahdouh (Dahdouh y col.
2015) en un meta-andlisis, fueron realizados en
una poblacién no seleccionada de pacientes, por
lo que si bien es cierto que el beneficio del PGT-A
queda plasmado en los resultados, no interviene
necesariamente un grupo en particular de pacien-
tes beneficiadas.

El grupo de pacientes de EMA se muestra como
un grupo susceptible de realizar PGT-A, sabiendo
que en mujeres fértiles donantes de 6vulos (jéve-
nes) la tasa de aneuploidia estd cerca del 30-40%,
mientras que en mujeres de 41-42 afos, ronda el
valor del 80% (Ata y col. 2012). Por lo que some-
ter a este grupo de mujeres a PGT-A podria fa-
vorecer principalmente dos aspectos: incrementar
la tasa de embarazo evolutivo por transferencia y
disminuir la tasa de aborto temprano, plantedndo-
se el concepto de que, si una mujer de EMA logra
tener un embrién euploide, su tasa de embarazo
evolutivo es similar a la de una mujer joven (Har-
ton y col. 2013). Sin embargo, al parecer vuelve a
surgir el hecho de que las tasas de embarazo acu-
mulado realmente aumentan con el PGT-A, y la
verdad es que no es asi. A pesar de que las tasas de
embarazo acumulado son similares entre hacer o
no PGT-A, se puede argumentar el hecho de que
realizar PGT-A previene de manera significativa la
posibilidad de un aborto y por consiguiente pre-
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vendria el efecto psicoldgico negativo que puede
ocasionar en la pareja. A pesar de esta tltima frase,
que suena bastante 16gica, hay quienes manifiestan
que no es suficiente para someter a una pareja a un
tratamiento de PGT-A. Cabe destacar que en este
grupo de pacientes (EMA), la posibilidad de no te-
ner un embrién euploide para transferir estd cerca
del 31% (Munne y Cohen., 2017). Hay que resal-
tar que atin hacen falta estudios bien disefiados en
otros grupos de interés del PGT-A, como lo son
la falla reiterada de implantacién (FRI) y el grupo
de pacientes con aborto recurrente (AR). En este
sentido, existe una cantidad de trabajos retrospec-
tivos y de cohorte que muestra o no el beneficio
del PGT-A, aunque, no existen atn trabajos bien
disefiados que lo sustenten.

Finalmente, respecto de la “seguridad” del
PGT-A, cabe mencionar que en un estudio rea-
lizado en 88.010 nacidos vivos tnicos después de
ciclos de FIV con PGT-A o sin PGD (87,571),
no se encontré un mayor riesgo perinatal en los
ciclos de PGT-A (Sunkara y col. 2017). De igual
manera, no se demostrado que exista un impacto
negativo de la biopsia de células embrionarias so-
bre los siguientes pardmetros: crecimiento, peso al
nacimiento, hospitalizaciones o malformaciones
congénitas en un seguimiento de hasta 2 anos lue-
go del nacimiento de nifios nacidos por PGT-A
(Desmyttere y col. 2009; Desmyttere y col. 2012).
Estos estudios, en cierta manera, demuestran un
grado de seguridad de la técnica.

Ill) Conclusiones

1.- EI PGT-A no mejora la calidad embrionaria,
es un método de seleccién de embriones en
donde la calidad proviene de diversos factores
(edad, el cultivo, etcétera.).

2.- La correcta medicién de éxito para el PGT-A
deberfa ser la tasa de embarazo evolutivo o na-
cido vivo por ciclo iniciado y acumulado.

3.- La manera mds aceptada de realizar el PGT-A
es mediante una biopsia en blastocisto (dia 5,

6 07)y el uso del ldser.

4.- EI NGS se presenta como la metodologfa mds
precisa para la realizacién del CCS para PGT-A,
sin embargo, hay que recordar que tiene como
punto critico la informacién del mosaicismo.

5.- El mosaicismo en blastocistos es una realidad
dentro los resultados del PGT-A, por consi-
guiente, el establecimiento de normas para
su informacién y posible transferencia deben
quedar claramente establecidas por los centros
que la realizan, asi como el asesoramiento ha-
cia el paciente de manera previa y posterior-
mente al estudio.

[©
\

.- Dependiendo del tipo de mosaicismo, el im-
pacto sobre el desarrollo embrionario puede
ser tan deletéreo que produzca la muerte em-
brionaria o que sea tan “leve” que por diversos
mecanismos produzca una implantacién y de-
sarrollo gestacional normal. En revisién.

~
\

.- Se deben realizar mayores esfuerzos en aquellos
grupos que promueven la transferencia delibe-
rada de embriones mosaico, la adecuada docu-
mentacién de los eventos ocurridos durante la
gestacién y al momento del nacimiento, con
el fin de determinar correctamente el impacto
del mosaicismo.

8.- A excepcién del grupo de pacientes con EMA,

el PGT-A carece de trabajos clinicos bien di-

seflados que puedan sostener su ejecucién de

manera sistemdtica y eficiente en otros grupos

de pacientes (FRI, AR, ovodonacién).
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