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RESUMEN

Introduccion: El diagnostico genético preimplantacional (PGD) por medio de las técnicas de
aCGH y polimorfismo de nucledtido Unico (SNPs - single nucleotide polymorphism) se ha con-
vertido en una herramienta Util en los ciclos de reproduccién asistida, superando al PGD por
hibridacién fluorescente in situ (FISH). Estas técnicas nos permiten conocer las aneuploidias
en cada uno de los cromosomas. Ademas, la SNPs con Parental Support (Natera, Inc) posibilita
conocer el origen de la aneuploidia en los blastocistos, si por el espermatozoide o por el ovo-
cito. Objetivos: Determinar la tasa de aneuplodfas Unicas en embriones humanos obtenidos
por reproduccion asistida, utilizando la técnica de polimorfismo de nucleétido Unico. Disefio:
Estudio retrospectivo. Institucién: Grupo PRANOR, Sede Monterrico, y Genomics Perd, Lima,
Per(. Material biolégico: Embriones humanos. Intervenciones: Andlisis de los registros de
429 embriones estudiados con PGD por SNPs, embriones obtenidos de 105 ciclos de repro-
duccion asistida, entre 2011 y 2013. Principales medidas de resultados: Aneuploidia de
embriones, relacién con edad maternay origen paterno o materno. Resultados: El 48,8% de
embriones resulté normal, con tasa de aneuploidfa de 51,2%. La proporcién de embriones
sanos vari¢ de acuerdo a la edad de la madre, disminuyendo cuando la edad aumentaba. En
todos los grupos etarios estudiados mas de 66% de las aneuploidfas fue de origen materno,
incluyendo el grupo de ovodonacion (OD). Conclusiones: El diagndstico preimplantacional
mediante SNPs tendrfa gran valor prondstico y serfa una herramienta Util para conocer el ori-
gen de las aneuploidias en los embriones de las pacientes que se someten a procedimientos
de reproduccion asistida.

Palabras clave: Técnica de polimorfismo de nucleétido Unico - SNPs, aneuploidias, origen
materno, diagnostico genético preimplantacional.

ORIGIN OF HUMAN BLASTOCYSTS ANEUPLOIDIES ANALYZED BY SINGLE
NUCLEOTIDE POLYMORPHISM MICROARRAY WITH PARENTAL SuppoRT

ABSTRACT

Background: Preimplantation genetic screening (PGS) using comparative genomics hybrid-
ization (aCGH) and single nucleotide polymorphism (SNP) technology has become a useful
tool in assisted reproduction by improving clinical outcomes. Both techniques identify an-
euploidies and chromosomal rearrangement. However, SNPs with Parental Support (Natera
Inc.) give extra information of the aneuploidy origin either from the sperm or the oocyte.
Objectives: To determine single aneuplodies rate in human embryos obtained by assisted
reproduction using single nucleotide polymorphism microarray. Design: Retrospective study.
Setting: Grupo PRANOR, Sede Monterrico, and Genomics Peru, Lima, Peru. Biologic ma-
terial: Human embryos. Interventions: From 2011 to 2013, 105 patients underwent IVF/
ICSI'with SNPs and Parental Support. In total, 429 embryos were analyzed and records were
reviewed. Main outcome measures: Embryos aneuploidy, relation with maternal age and
paternal or maternal origin. Results: From the 429 embryos 208 (48.8%) were chromosomally
normal. The proportion of normal embryos decreased with increasing maternal age. In all age
groups more than 66% of aneuploidies had maternal origin, including the ovodonation group
(OD). Conclusions: PGS by SNPs with Parental Support resulted in good prognostic value and
would be useful in determining the origin of aneuploidy in embryos of patients who under-
went assisted reproduction technology.

Keywords: Single nucleotide polymorphism - SNP, aneuploidies, maternal origin, preimplan-
tation genetic diagnosis.
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INTRODUCCION

De acuerdo a los analisis de diagnostico gené-
tico preimplantacional por FISH, realizado en el
tercer dia de desarrollo, la mayoria de los em-
briones tiene aneuploidias. Y cuando se analiza
los embriones en el dia 5 de cultivo mediante la
técnica de array CGH, aproximadamente el 50 %
de estos presentan aneuploidias™. Actualmente,
el analisis mediante diagnostico genético preim-
plantancional (PGD) para 24 cromosomas por
medio de SNPs (single nucleotide polymorphisms
(SNPs) microarrays con la tecnologia informatica
Parental Support (Natera Inc) permite evaluar los
24 cromosomas del embriént2.

Por medio de técnicas de biologia molecular y
algoritmos computarizados es posible no solo
detectar la presencia o ausencia de los 24 cro-
mosomas en el embrion analizado, sino que
también puede detectar modificaciones cromo-
soémicas que podrian generar embarazos con fe-
notipos anormales, asi como conocer el origen
de las aneuploidias, es decir, si la trisomia 0 mo-
nosomia resultante fue heredada del ovocito o
el espermatozoide 2.

Esta técnica se realiza por primera vez en el Peru
y se ha demostrado que tiene una confiabilidad
superior al 99%*. Nosotros consideramos que
tiene un valor diagnéstico importante, tanto
para el médico tratante como para la pareja que
se esta sometiendo a procedimientos de repro-
duccién asistida, dado que puede ayudar a to-
mar decisiones, como utilizar semen de donante
u évulos de donante en futuros procedimientos
y ayudar a descubrir en algunos casos el motivo
de la infertilidad en la pareja.

El objetivo del presente trabajo fue describir los
resultados de un programa de diagndstico pre-
implantacional con SNP. Se analiza las tasas de
embarazo y aborto, asi como el aporte mater-
noy paterno a las aneuploidias presentes en los
embriones, en ciclos de FIV/ICSI.

METtobpos

En el presente estudio retrospectivo se analizé
los datos colectados en el programa de SNPs mi-
croarray del Laboratorio PRANOR, sede Monte-
rrico, entre agosto 2012 y julio 2013. Se incluyé
un total de 105 ciclos de fecundaciéon in vitro, en
los que 429 blastocistos fueron analizados.
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El cultivo embrionario in vitro fue desarrollado
siguiendo el protocolo modificado de Sepulveda
y col.®. Brevemente, los embriones fueron culti-
vados en un medio de cultivo Unico (Global Total,
Life Global) hasta el estadio de blastocisto. En el
dia 4 de su desarrollo embrionario se realizé un
canal enla zona peltcida de todos los embriones
(assisted hatching). Para dicho procedimiento se
emple6 un microscopio marca Olympus modelo
Xl 71 y micromanipuladores Narishige, ademas
de un laser (Zilos Tk, Hamilton Thorne Bioscien-
ces), con series de 5 pulsos de 140 microsegun-
dos cada uno, al 100% de potencia.

Se realiz6 la biopsia de trofoectodermo en el dia
5 o 6 del desarrollo embrionario, dependiendo
del dia de blastulaciéon de los embriones. Para
este procedimiento se us6 agujas de vidrio mo-
delo Holding MPH-MED 30 de la marca Origio Inc.
(Charlottesville, VA USA) para sujetar el embrion
y aguja de vidrio modelo Biopsy MBB-FP-L-30
de la marca Origio Inc. (Charlottesville, VA USA)
para extraer las células de trofoectodermo y
despegarlas del blastocisto, ayudado con el laser
(Zilos Tk, Hamilton Thorne Biosciences) por una
serie de pulsos en el area de constriccién. Dichos
pulsos se realizaron a una intensidad de 400 mi-
crosegundos cada uno, al 100% de potencia.

Tras la biopsia de trofoectodermo, los blasto-
cistos fueron vitrificados siguiendo el protocolo
de Kitazato® (Kitazato Corporation, Biopharma),
hasta esperar los resultados del analisis genéti-
co. Todas las transferencias se llevaron a cabo
siempre que el analisis genético tuviera resul-
tados normales, al menos para uno de los em-
briones analizados. En todos los casos donde
la transferencia embrionaria fue realizada, los
embriones fueron descongelados siguiendo el
protocolo de la misma casa comercial.

Las células del trofoectodermo obtenidas por
la biopsia fueron colocadas en un tubo estéril
dentro de 5 pl de buffer para polymerase chain
reaction (PCR), tras una serie de lavados en una
solucion hipoténica. Las muestras de trofoecto-
dermo fueron colocadas en hielo seco y prepa-
radas para su envio al Laboratorio Natera (Nate-
ra, USA), para su procesamiento con SNPs array
con Parental Support.

Una vez recibidas la muestras en el laboratorio,
estas fueron descongeladas y lavadas tres veces
en wash buffer (5,6 mg/mL KCL, 6 mg/mL bovine
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serum albumin). Para la lisis/amplificacion se uti-
liz6 dos protocolos: I) amplificacion gendmica to-
tal de Rubicon con buffer proteinasa K de Sigma;
y, Il) una variacion de la amplificacién desplaza-
da multiple con buffer PKB. Para el protocolo I,
las muestras fueron colocadas en PKB (Artururs
PicoPure Lysis Buffer, 50 mM ditiotreitol) e incuba-
das a 56*C por 1 hora; luego fueron inactivadas
por calor a 95°C por 10 minutos. Las multiples
reacciones de amplificacion desplazadas fueron
incubadas a 30°C por 2,5 horas y luego a 95°C
por 5 minutos.

Para las muestras de sangre y el hisopado bucal
de ambos padres, se utilizé los kits DNeasy para
sangre y para tejidos de Qiagen.

Ambos tipos de muestra fueron genotipificados
utilizando el /llumina Infinium |l genome-wide ge-
notyping microarray (HapMap CNV370Quad o
CytoSNP-12). Para el tejido se utiliz6 el protocolo
estandar Infinium Il y para las muestras de una
sola célula se usé una modificacién del protoco-
lo estandar Infinium II.

Para el andlisis de los resultados se utilizé un
novedoso algoritmo, el cual usa mediciones de
los SNPs de los padres y de los embriones para
determinar el niUmero de copias de los cromoso-
masy, a su vez, discernir el origen de la aneuploi-
dia ®%. El método es muy importante en analisis
de muestras de ADN muy pequefias, en las que
las mediciones directas son muy susceptibles al
error. No depende solamente de la intensidad
de los resultados como otras pruebasy funciona
excepcionalmente incluso en la presencia de ta-
sas altas de allele dropout .

REsuLTADOS

Resultados por embrién

Se estudidé 105 ciclos de reproduccién asistida,
lo que resultd en 429 embriones analizados, de
los cuales se obtuvo 208 embriones con resulta-
do normal (48,5%) y 222 embriones anormales
(51,7%). Cuando se analiz6 la tasa de embriones
euploides con respecto a la edad de la madre,
se encontr6 que la tasa cay6 cuando la edad de
la madre aumentaba. En mujeres de 35 afios o
menores, el 68% de los embriones analizados
fue normal y en mujeres mayores de 35 afios,
la tasa de embriones normales disminuyé a 33%
(figura 1).

FIGURA 1. PORCENTAJE DE EMBRIONES EUPLOIDES DE ACUERDO A LA
EDAD DE LA MUJER.
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Cuando las anormalidades fueron separadas
segln su origen materno o paterno y se ana-
lizé los resultados segun la edad materna, ob-
servamos que siempre el mayor aporte a los
embriones aneuploides provenia del ovocito
(figura 2).

En el grupo mujeres entre 30 y 34 afios (28 ca-
sos - 125 embriones analizados), el 66,7% de las
aneuploidias fue de origen materno. En el grupo
de mujeres entre 35y 38 afios (33 casos - 133
embriones analizados) el 82,1% de las aneuploi-
dias fue de origen materno, y en el grupo de
mujeres mayores de 38 afios (30 casos - 105
embriones analizados), el 93,7% de las aneuploi-
dias fue de origen materno.

En el grupo de las donantes (OD) con un prome-
dio de edad de 24 afios (14 casos - 66 embriones
analizados), el 76,5% de las aneuploidias fue de
origen ovocitario (figura 2).

FIGURA 2: PROPORCION DE ANEUPLOIDIAS DE ORIGEN MATERNO Y
PATERNO, DE ACUERDO A LA EDAD DE LA MUJER.
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Resultados por ciclos

De 105 ciclos de reproduccion asistida con ana-
lisis por SNPs, 18 no tuvieron embriones sanos
para transferir, con una tasa de cancelacion de
17,1% (tabla 1).

De 60 ciclos desvitrificados y transferidos se ob-
tuvo 37 embarazos clinicos, dando una tasa de
embarazo de 61,7%. Hasta la fecha, solo 2 ciclos
han abortado espontaneamente (5,1%) (tabla 1).

DiscucioN

En los procedimientos de reproduccion asistida
se ha demostrado que los embriones humanos
en estadios temprano sufren de anomalias cro-
mosomicas®” y que mas de la mitad de los em-
briones generados durante un ciclo de FIV con-
tienen células aneuploides®9.

Es conocido que las anomalias cromosémicas
conducen siempre a resultados negativos, como
la falla en la implantacién, abortos espontaneos
y hasta nacimientos de nifios con varios tipos de
trisomias‘’?. Es por eso que, el poder compren-
der la mecanica de las aneuploidias junto con su
origen parental deberia ayudarnos a mejorar las
tasas de éxito en los procedimientos de repro-
duccion asistida.

La técnica de SNPs microarray se realiza por
primera vez en el Perl y consideramos que es
una técnica util para el paciente que se somete
a algun procedimiento de reproduccion asistida,
Poder tener la mayor cantidad de informacion
sobre los gametos y embriones siempre ha sido
uno de los fines de todas las investigaciones en
el area reproductiva y mientras mas informacion
tengamos mejores decisiones tomaremos para
conseguir el embarazo de la paciente. Uno de

TABLA 1. RESULTADOS DE LOS CICLOS DE REPRODUCCION ASISTIDA.

105
Ciclos cancelados 18

Tasa de cancelaciéon 17,1%

Ciclos transferidos 60
Embarazos clinicos 37

Tasa de embarazo 61,7%
Abortos 2

Tasa de aborto 51%
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los aportes importantes de esta técnica es sa-
ber de quién es heredada la aneuploidia, si del
ovocito o del espermatozoide. Esta informacion
le permite al médico tratante plantear diferentes
estrategias para los siguientes procedimientos.

Los resultados encontrados en este estudio su-
gieren que el responsable de la gran mayoria de
aneuploidias es el ovocito, sin importar la edad
materna.

En conclusion, el diagndstico preimplantacional
mediante SNPs tendria gran valor pronostico y
seria una herramienta util para conocer el ori-
gen de las aneuploidias en los embriones de las
pacientes que se someten a procedimientos de
reproduccion asistida. Los resultados muestran
que las aneuploidias embrionarias provienen en
su mayoria del ovocito y que estas aumentan de
acuerdo a la edad, sugiriendo errores de disyun-
cion durante la meiosis del ovocito ©.
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