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Resumen

Se comunica el comportamiento de la segregacion
del trivalente meidtico en un portador de
1(13;14)(q10;q10) que accedié a un PGD por
su criptozoospermia. La mujer de 39 arios res-
pondié con 10 dvulos a la estimulacion ovdrica,
los cuales originaron seis embriones biopsiables al
tercer dia para determinacion de aneuploidias,
no por FISH, sino por PCR ﬂuorescente previo a
la amplificacion del genoma con MDA. Se usa-
ron dos marcadores de los cromosomas 13, 21,
18y X, y uno del 14, 16, 22 ¢ Y. Tres embrio-
nes resultaron con trisomia 13 (uno por segrega-
cion adyacente paterna, otro por no disyuncion
materna en meiosis 1 y el otro por no disyuncion
materna en meiosis 1), uno con una monosomia
14 por segregacion adyacente paterna, otro con
una monosomia 18 por no dz’.ryuncz'o’n maternd,
y otro con una haploidia por activacién parteno-
génica. Todos los embriones resultaron anorma-
les. Si el estudio no se hubiese realizado por PCR
Sfluorescente, muy problamente se hubiese adju-
dicado el resultado a las implicaciones de la
translocacion paterna sobre la segregacidn meid-
tica de los cromosoma, pero solo dos se debieron a
la misma. En el presente caso se infiere que la
edad de la pareja favorecié la produccion de las
restantes aneuploidias. El hecho de que la pareja
no haya podido ser transferida con embriones
concuerda con lo previamente documentado de
que las mujeres con pocos ovocitos embrioge’nicos
tienen el riesgo de no ser transferidas.
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Preimplantation genetics diagnosis
by QF-PCR in a male carrier of
13;14 Robertsonian translocation

Summary

We communicate the chromosome segregation
of the meiotic trivalent in a male carrier of a
Robertsonian translocation t(13;14)(q10;910)
who acceded to a PGD procedure because his
criptozoospermia. The 39 years old wife respon-
ded to ovarian stimulation with 10 oocytes,
which originated six embryos composed of more
than 5 cells, which were analysed by QF-PCR
with the purpose of determining the aneuploi-
dies for chromosomes 13, 14, 16, 18, 21, 22, X
and Y. Three embryos presented with trisomy
13: one due to paternal adjacent malsegrega-
tion of the meiotic trivalent, and two of mater-
nal origin, one due to nondisjunction during
meiosis I and the other during meiosis II. One
embryo had a monosomy 14 due to paternal
adjacent malsegregation, one had a monosomy
18 of maternal origin and one was haploid for
all studied chromosomes probably by partenoge-
nic activation of the oocyte. All the embryos
were abnormal. If the study had not been made
by fluorescent PCR, they would have very pro-
bably been interpreted as the result of the impli-
cations of the segregation of the paternal meio-
tic trivalent. The maternal age could have pre-
disposed to the other chromosomic aneuploidies.
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The fact that the couple could not be transfe-
rred with normal embryos is consistent with
previously documented reports where the
women that produce less than six embryos

have little possibility for embryo transfer.

Key words: PGD, roberssonian translocation,
male factor, QF-PCR, ICSI, abnormal segrega-
tion of the meiotic trivalent, maternal non-dis-
Junction.

Introduccion

Las translocaciones robertsonianas son uno
de los reordenamientos cromosémicos es-
tructurales mds comunes en humanos, con
una incidencia de 1.23 portadores por cada
1.000 nacidos (Nielsen y Wohlert, 1991) y
que aproximadamente en 50% de los casos
aparecen de novo (Shaffer y col, 1992).

La que se observa con mds frecuencia en la
poblacién general es la translocacién t(13;14)
con una incidencia de 0.97 portadores por ca-
da 1.000 nacidos (Nielsen y Wohlert, 1991).
Esta frecuencia puede llegar a incrementarse
hasta 9 veces en poblaciones de individuos in-
fértiles (De Braekeleer y Dao, 1991).

Se considera que la infertilidad en estos in-
dividuos estd directamente relacionada con
las implicaciones del reordenamiento cromo-
sémico durante el proceso meidtico, tales co-
mo la segregacién anormal del trivalente, la
falla en el apareamiento de los cromosomas
involucrados en la translocacién (asinapsis) y
el posible efecto sobre la disyuncién de otros
cromosomas (efecto intercromosémico, Le-
jeune, 1963).

Desde el punto de vista tedrico los portado-
res de translocaciones t(13;14) tienen 66%
de riesgo para originar gametos con segrega-
ciones anormales, los cuales originan cigotos
anormales. Durante el desarrollo posterior, la
mayoria de estos cigotos anormales se pier-
den en el periodo preimplantatorio y en me-
nor proporcién en el periodo embrionario.
Cuando el portador es un vardn, el riesgo de
66% de aneuploidfa en la fecundacién dismi-
nuye a 1% en el segundo trimestre del emba-
razo. En cambio, cuando la portadora es la
mujer el riesgo disminuye a 5%.

El estudio del semen con FISH en portado-
res de translocaciones robertsonianas eviden-
cia que la mayoria de los varones con translo-
cacién 13;14 tienen mucho menos riesgo que
el tebrico para originar espermatozoides
aneuploides. Asimismo, no todos eviden-
cian efecto intercromosémico para los cro-
mosomas sexuales o los cromosomas 18 y 21

(Coco y col, 2005).

Objetivo

Comunicar los resultados de la segregacién
del trivalente 13; 14 en un portador de t(13;14)
que accedié a un PGD por su infertilidad.

~
~

~
I Sa
vo @
Pacientes y métodos

Se trata de un varén con criptozoospermia
portador de una t(13;14), quiEn accede a un
tratamiento de reproduccién asistida ICSI
por su infertilidad y al mismo tiempo al
PGD para el estudio de las aneuploidias cro-
mosémicas 13, 14, 18, 21, X e Y.

La mujer de 39 anos de edad respondié a la
estimulacién ovdrica con diez ovocitos, los
cuales originaron seis pre-embriones biopsia-
bles al tercer dia para el estudio de las aneu-
ploidias de los cromosomas mencionados, no
por FISH, sino por PCR fluorescente usando
marcadores polimérficos de dichos cromoso-
mas. Se usaron dos marcadores del #13, #21,
#18 y #X; y uno del #14, #16, #22 e #Y.

El ADN de cada una de las células biopsia-
das se amplificé totalmente con el mini 4iz
REPLI-g® (Qiagen). Con el ADN amplifica-

do se realizaron tres multiplex. Una conte-




Diagnéstico preimplantatorio por PCR fluorescente en un varon portador de t(13;14) (q10;q10)

Judith Mincman y col

niendo uno de los STRs para los cromosomas
13, 18, 21, X, Y; otra con los otros STRs de
los mismos cromosomas; y la tercera con los
STRs de los cromosomas 14, 16 y 22.

Los amplicones fueron analizados utilizan-

do el ABI PRISM 310 genetic analizer®

Resultados
De los 6 pre-embriones biopsiados, 3 tuvie-
ron trisomia 13, uno una monosomia 14,
uno una monosoma 18 y uno fue haploide
para todos los cromosomas estudiados.
En la Tabla 1 figuran los resultados de cada

(Applied Biosystems). uno de los marcadores estudiados.
Tabla 1. Resultados de los STRs en los embriones y progenitores.
STRs MADRE | PADRE EMBRIONES
#1 #2 #3 #4 #5 #6
D13S17 194 | 178 | 182 | 190 | 194 182 190 178 | 190 | 194 | 182 | 194 178 (194 152 194 194 182
D13S631 | 195 | 207 | 195 | 211 | 207 195 211 207 | 211 | 207 | 211 | 195 195 (207 211 (207 (207 211
DI18S386 | 357 | 377 | 353 | 345 | 357 | 345 345 | 357 | 353 | 377 357 | 353 357 | 353
DISS1145 | 124 | 124 | 122 | 124 | 124 | 124 124 | 124 | 122 | 124 124 | 122 124 | 122
?
D2151411 | 192 | 200 | 200 [ 200 | 192 | 200 200 | 200 [ 192 [ 200 | 192 192 | 200 192 | 200
>
D21S268 | 130 | 140 | 134 | 134 | 140 | 134 130 | 134 | 130 | 134 | 130 140 | 134 130 | 134
D14S45 | 98 | 100 |98 |98 | 100 |98 98 | 982 | 100 T100 100 | 98 98 | 987
D16S3082 | 146 | 158 | 164 | 164 | 158 | 164 158 | 164 | 158 | 164 | 146 158 | 164 146 | 164
D22583 125 | 131 | 16 | 131 | 125 | 116 125 | 31| 125 | 31 | 131 131 | 131 125 | 131
?
DXS1055 | 109 | 111 | us 109 | 1s i | us | 1 11 i | us 109 | 115
DXI5 148 | 154 | 150 148 | 150 154 | 150 | 148 148 148 | 150 154 | 150
Y93 18 18

STRs expresados en pares de bases. Los recuadros engrosados corresponden a las anomalias halladas.

#
embrion

1

Resultados

Trisomia 13 por seg. adyacente trivalente paterno

Monosomia 18 por nulisomia materna

Tabla 2. Resumen de los resultados

de los estudios cromosémicos en los

embriones.

Monosomia 14 por seg. Adyacente trivalente paterno

Haploide por activacién del ovocito

Trisomia 13 por no disyuncién materna en Ml

Trisomia 13 por no disyuncién materna en Ml
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De los tres con trisomfa 13, el embrién #1
evidencié dos alelos paternos del 13 y uno de
los alelos de la madre (Figura 1, segregacién
adyacente paterna); el embrién #5 evidencid

Figura 1. Trisomia 13 translocada por segregacion
adyacente del trivalente paterno (fecundacion de un
dvulo normal con un espermatozoide anormal con

disomia 13).
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Figura 2. Trisomia 13 por no disyuncién materna
en meiosis 1 (fecundacidn de un ovocito anormal
con no disyuncién del par 13 por un espermatozoi-
de normal).
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dos alelos maternos y uno paterno (Figura 2,
no disyuncién materna en meiosis 1) y el
embrién #6 un alelo materno en proporcién
al doble y uno paterno (Figura 3, no disyun-
cién materna en meiosis II).

Figura 3. Trisomia 13 por no disyuncién materna
en meisois 11 (fecundacién de un ovocito normal con
un espermatozoide normal pero con la subsiguiente
no disyuncion del 13 durante la segunda division
del ovocito).
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La monosomia 14 (embrién #3) evidencié
un solo alelo de la madre (segregacién adya-
cente paterna).

La monosomia 18 (embrién #2) evidencié
un solo alelo del padre (no disyuncién mater-
na).

La haploidia (embrién #4) evidencié un
solo alelo materno para todos los marcadores
(activacién partenogénica).

Discusion

Es conocido que los portadores de translo-
caciones 13;14 tienen un riesgo tedrico para
segregaciones anormales del 66% de acuerdo
con el Esquema 1.

En el presente estudio todos los embriones
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Figura 4. Desarrollo preimplantacional de los huevos fecundados clivados biopsiados.
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Nétese que los embriones #2, #3 y #4 fueron no evolutivos, mientras que los embriones trisémicos (#1, #5 y #6) fueron evolutivos.

estudiados resultaron anormales. Si el estudio  mal del trivalente meidtico paterno. Tres de

se hubiera realizado por FISH, muy probla-  las 4 restantes fueron de origen materno y
mente se hubiesen adjudicado a segregacio-  muy probablemente relacionadas con la edad
nes anormales predispuestas por la transloca-  materna aumentada, mientras que la tltima
cién paterna. El estudio de las aneuploidias ~ anomalia se debié al estimulo mecdnico del
por PCR fluorescente nos permitié determi-  ovocito que entré en embriogénesis al inyec-
nar el origen de las mismas. Solo dos de las  tar el espermatozoide, con la subsiguiente
anomalfas se debieron a la segregacién anor-  eyeccién del mismo (partenogénesis inducida

163



164

Reproduccién - Vol 23 / Ne 4 / Diciembre 2008

Esquema 1. Segregaciones del trivalente meidtico

t(13;14).
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por la manipulacién). Este efecto benévolo
de la translocacién t(13:14) en sus patrones
de segregacién ya fue descripta por otros
autores (Antén y col, 2004; Coco y col, 2005).

Se sefala la importancia de este tipo de
estudios en el esclarecimiento del comporta-
miento de la segregacién del trivalente meid-
tico, que de no haberse realizado con esta
metodologia se hubieran atribuido a las
implicaciones de translocacién t(13;14).
Teniendo en cuenta los datos de riesgo empi-
rico para dicha translocacién en los varones,
la edad materna pareceria que juega el mismo
rol 0 mds en la produccién de aneuploidias
que la translocacién t(13;14).

El hecho de que la pareja no haya podido
ser transferida con embriones normales estd
en acuerdo con lo registrado internacional-
mente, en que mds del 60% de los PGDs
con menos de seis embriones biopsiados no

llegan a la transferencia por ser anormales o
no evolutivos (Data VII PGD consortium
ESHRE, 2008).

Consideramos que serfa interesante ampliar
este tipo de estudios en individuos portado-
res de translocaciones robertsonianas y reci-
procas con la finalidad de aportar mds datos
sobre el comportamiento meidtico del multi-
valente y sus efectos indirectos sobre otros
cromosomas.
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