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Nacido vivo sano después de la
transferencia de un blastocisto con
tamizaje genético preimplantacional en
mosaico. Reporte de un caso

Healthy live birth after blastocyst transfer
with mosaic preimplantation genetic
screening. Report a case.

Paloma del Carmen Neri Vidaurrit, Juan Pablo Manzo Magafia?, Martin Alan Cuevas

Cervantes?, Ranferi Gaona Arreola*

Resumen

ANTECEDENTES: La evidencia actual acerca de que los embriones pueden resultar
con una composicién mixta de lineas celulares aneuploides y euploides (embriones
en mosaico) en diferentes proporciones ha llevado a algunos grupos a considerarlos
aptos para transferir ante la ausencia de embriones euploides.

CASO CLINICO: Paciente de 37 afios, con baja reserva ovérica y diagnéstico genético
preimplantaconal para seleccién de sexo masculino. Se obtuvieron dos ovocitos M,
inseminados con la técnica de fertilizacién in vitro. En dia 3 de desarrollo se vitrifico
un embrién en 10 células sin fragmentos; posteriormente se desvitrificé y llevé a un dia
de cultivo 5 cuando se obtuvo un blastocisto expandido al que se le tomé una biopsia
de células de trofoectodermo. Enseguida volvio a vitrificarse en espera del resultado
para estudio de aneuploidias con la técnica de secuenciacién de nueva generacion.
El desenlace fue: cariotipo 44,XY,-2,-15. El embridn se transfirié en un ciclo posterior,
después del asesoramiento genético y consentimiento informado de la pareja. A las
siguientes 39 semanas nacié un varén fenotipicamente normal, con cariotipo 46, XY.

CONCLUSION: Hay incertidumbre e inseguridad al transferir embriones mosaico
porque pueden dar lugar a pérdida del embarazo, restriccién del crecimiento uterino,
nacimientos con disomia uniparental o diversas cromosomopatias. Ante casos en
donde solo existe esta opcion deberia considerarse porque hay una probabilidad de
nacimiento de un nino sano, no sin antes disponer del asesoramiento de un médico
con experiencia en las estimaciones de riesgo acorde con los cromosomas implicados
y el grado de mosaicismo.

PALABRAS CLAVE: Tamizaje genético preimplantacional de aneuploidias (PGT-A);
secuenciacion de nueva generacién; mosaicismo, asesoramiento genético.

Abstract

BACKGROUND: Current evidence that sometimes embryos result with a mixed com-
position of aneuploid and euploid cell lines (mosaic embryos) in different proportions
has led some groups to consider them for transfer in the absence of euploid embryos.

CLINICAL CASE: 37-year-old female patient with low ovarian reserve and preim-
plantation genetic diagnosis for male sex selection. Two MII oocytes were obtained,
inseminated with the in vitro fertilisation technique. On day 3 of development an
embryo was vitrified in 10 cells without fragments; it was subsequently devitrified
and taken to culture day 5 when an expanded blastocyst was obtained from which
a biopsy of trophectoderm cells was taken. It was then re-vitrified and analysed for
aneuploidy using the next generation sequencing technique. The result was: a 44,XY,-
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2,-15. The embryo was transferred in a subsequent cycle, after genetic counselling
and informed consent of the couple. At 39 weeks a phenotypically normal male was

born, with karyotype 46, XY.

CONCLUSION: There is uncertainty and insecurity when transferring mosaic embryos
because they can lead to pregnancy loss, uterine growth restriction, births with uni-
parental disomy or various chromosomal disorders. In cases where only this option
is available, it should be considered because there is a probability of a healthy child
being born, but not before seeking the advice of a physician with experience in risk
estimations according to the chromosomes involved and the degree of mosaicism.

KEYWORDS: Preimplantation genetic screening for aneuploidies (PGT-A); Next gen-

eration sequencing.

ANTECEDENTES

El test genético preimplantacional para aneuploi-
dias (PGT-A, por sus siglas en inglés) es un estudio
genético que se practica al embrién durante un
procedimiento de fecundacion in vitro antes de
su implantacion. Su objetivo principal es reducir
el riesgo de concebir un embrién con alguna
alteracion cromosémica. La transferencia de un
embrién sano dard origen a un recién nacido
sano, con menor riesgo de aborto y de tiempo
para conseguir el embarazo. En sus inicios, la
técnica tenia como principales indicaciones:
evitar enfermedades vinculadas al sexo y trans-
ferir solo embriones del sexo indicado para evitar
el nacimiento de un hijo afectado. Ante ello, la
aplicacion de la técnica se fue extendiendo cada
vez mds a pacientes con edad materna avanzada,
aborto recurrente, falla en la implantacién, infer-
tilidad masculina o bien ante el antecedente de
alguna gestacién con cromosomopatia.’

Gracias al desarrollo de tecnologias moleculares,
aunado a las técnicas de reproduccion asistida,

el estudio cromosémico del embrién ha sido
cada vez mds especifico y completo. En los
inicios del tamizaje genético preimplantacio-
nal para aneuploidias (antes llamado PGD) se
recurria a la técnica de hibridacién in situ con
fluorescencia (FISH), que es rapida y muy eficaz
para estudiar la cantidad y la estructura general
de los cromosomas, pero con la limitacién de
que solo se estudiaban algunos de ellos: 15, 16,
22 Xy Y. Sin embargo, con el paso del tiempo,
esta técnica fue motivo de grandes controver-
sias, debido a la posibilidad de presentacion de
ciertos errores técnicos, atribuibles tanto a defi-
ciencias en la fijacion, como a una inadecuada
interpretacion en la superposicion de sefiales de
hibridacion, con lo que se podian diagnosticar
falsos positivos y, viceversa.

En anos recientes, las técnicas moleculares,
como la hibridacién genémica comparada
(CGH) y la secuenciacion de nueva generacion
(NGS), se han aplicado para investigar la ploidia
completa (46 cromosomas) del embrién en pro-
cedimientos de fertilizacion in vitro.
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Sin embargo, los resultados con estas técni-
cas moleculares tan sensibles, han puesto en
discusién la aplicacion del tamizaje genético
preimplantacional para aneuploidias, por lo
que no queda muy claro porqué debiera ser
una técnica rutinaria para todas las pacientes y,
sobre todo, por la existencia de embriones con
mosaico celular.?

El mosaicismo embrionario consiste en que el
embrion posee una mezcla de células cromo-
sébmicamente normales y anormales (para uno
0 varios cromosomas), estas uGltimas originadas
por falta de disyuncion, retardo en la anafase, sin
disyuncién mitética y division celular prematura
antes de la duplicacién del ADN.?

Greco y colaboradores fueron los primeros en
reportar nacidos vivos sanos después de la trans-
ferencia de blastocistos aneuploides en mosaico
identificados por medio de hibridacién genémi-
ca comparada.* En un estudio de fertilizacién
in vitro, después del asesoramiento genético,
efectuado en 18 pacientes sin embriones euploi-
des que recibieron un embrién en mosaico se
reportaron 8 embarazos de los que 6 resultaron
en recién nacido sano, a término.

El argumento de Greco y su grupo para transferir
este tipo de embriones fue que el mosaicismo
cromosémico es relativamente comin en los
embriones humanos. Los bajos porcentajes de
mosaicismo reportados en muestras prenatales
y la menor incidencia de mosaicismo con el
aumento de las semanas de gestacion sugieren
que hay un mecanismo por el que se corrige la
aneuploidia en mosaico o por el que las células
aneuploides son “superadas” por las células
euploides.*

Poco después de esa publicacién, al menos 13
articulos, hasta el 2021, informaron el nacimien-
to de nifos sanos después de la transferencia
de embriones en mosaico identificados por las
metodologias NGS o CGH en casos en los que

no habia embriones euploides para transferir,
incluso después de 2 o 3 ciclos de in vitro.>"”

Enseguida se describe un caso de nacido vivo
después de la transferencia de un embrién con
mosaicismo, con la correspondiente revisién de la
bibliografia referente al mosaicismo cromosémico
y los desenlaces clinicos de la fertilizacion in vitro.

Caso clinico

Paciente de 37 afios, con estudio basico de pareja
infértil, sin problemas aparentes, posoperada de
oclusion tubaria bilateral. El varon, de 40 afos,
con diagndstico de factor masculino normal. La
pareja fue referida al Centro Especializado en
Esterilidad y Reproducciéon Humana (CEERH).

Antecedentes de interés de la paciente: dos ce-
sareas electivas (2009 y 2011) y posoperada de
salpingoclasia bilateral en su Gltima cesarea, tam-
bién de manera electiva. En 2017 se le practico
una laparotomia exploradora, con recanaliza-
cién tubaria. En el 2019 tuvo otra laparotomia
exploradora, con salpingectomia bilateral, por
embarazo ectépico derecho. Desconocié pa-
decer alguna enfermedad crénico-degenerativa,
alergias, tabaquismo y alcoholismo.

Antecedentes ginecoobstétetricos: menarquia a
los 12 afos, ritmo regular (28 x 4), dismenorrea
leve, cantidad normal, tres embarazos: dos ce-
sareas y un aborto.

El dGltimo Papanicolaou, en el ano previo, se
reporté negativo para malignidad.

La pareja acudi6 a consulta en enero del 2020,
por infertilidad secundaria de un afio, no solo
para lograr un nuevo embarazo, sino que éste
fuera de sexo masculino, en virtud de que los
previos fueron mujeres. Ante esta situacion se
le propuso el procedimiento de fertilizacion in
vitro con tamizaje genético preimplantacional
para aneuploidias (PGT-A).
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En los estudios basicos de la pareja, previos al
tratamiento, se identificé una baja reserva ova-
rica advertida en las concentraciones basales
de la hormona foliculo estimulante (FSH) en 15
mUI/mL y hormona antimiilleriana de 0.5 ng/mL
y factor masculino normal.

En la cita del segundo dia del ciclo se le propuso
un esquema de minima estimulacién: 150 Ul de
gonadotrofina menopausica humana (HMG®)
cada tercer dia, con 50 mg de citrato de clomi-
feno cada 24 horas, por via oral. En el segundo
monitoreo, en dia 5 del ciclo, se advirtieron 3
foliculos de 6, 7 y 8 mm. En la siguiente cita, a
los dias séptimo y noveno del ciclo, se encontré
sin variaciones. Se le practicaron las correspon-
dientes determinaciones séricas de FSH, LH,
estradiol y progesterona.

A la toma de decisién del caso, después de ex-
poner a la pareja las probabilidades del éxito del
tratamiento, considerando la baja respuesta a la
induccion de ovulacién y el tamizaje genético
preimplantacional para aneuploidias, se decidi6
practicarle un disparo en dia 12 del ciclo, con el
desarrollo de dos foliculos mayores de 18 mm
y concentraciones séricas de estradiol de 582
pg/mL, con 250 mcg de HGC se procedi6 a la
puncion folicular a las 36 horas.

Con la puncién folicular en abril del 2020 se obtu-
vieron dos ovocitos maduros a los que se practicd
la técnica de fertilizacion in vitro convencional
con 60,000 espermatozoides méviles por milili-
tro, previamente capacitados que se dejaron en
medio Global total (LifeGlobal®). A las 18 horas
postinseminacién se denudaron y observaron
prontcleos en los dos ovocitos, que siguieron su
proceso en un medio de cultivo nuevo durante 48
horas més. Al tercer dia de desarrollo se observé
un embrién, en 10 células, sin fragmentos y un
embrién bloqueado, en 3 células.

En la fecha sefialada, la RepUlblica Mexicana se
encontraba en emergencia sanitaria, originada
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por la pandemia del virus SARS-CoV-2, que
detuvo muchos procesos, incluido el envi6 de
muestras (en este caso para el andlisis de PGT-A).
Por eso se tomd la decision de vitrificar, con la
metodologia convencional (Cryotech®), el em-
brién en dia 3 de desarrollo y, posteriormente,
desvitrificarlo (Cryotech®), extender su cultivo a
blastocisto y tomar la biopsia para corroborar
la reactivaciéon de su metabolismo y su viabili-
dad, pues solo se tenia un embriéon. En el mes
de junio, luego de advertir que la tendencia no
cambiaba, pero que fue necesario continuar con
las actividades, se programé la desvitrificacion
y la biopsia embrionaria. Una vez desvitrificado
el embrién, por técnicas convencionales, se
realizé la eclosién asistida en dia 5. Se obtuvo
un blastocisto eclosionado al que se le tomé
una biopsia de trofoectodermo con laser Likos®
-Hamilton Thorne, de la que se tomaron entre
5y 7 células. Se corrobor6 su viabilidad y se
volvid a vitrificar.

El resultado del analisis genético por secuencia-
cién de nueva generacién revel6 un cariotipo
44,XY,-2,-15 (Cuadro 1). Ese resultado se entre-
g6 a la pareja, se discutié y tom6 la decision,
conjunta con el comité de ética del CEERH y el
médico genetista, con base a lo que se tenia y las
numerosas publicaciones de nacimientos sanos
con la transferencia de embriones mosaico.

Luego de haber firmado el consentimiento
informado correspondiente, se llevd a cabo la
preparacién endometrial para la transferencia de
embrién Gnico. La paciente se cité al segundo
dia del ciclo y se practicé un ultrasonido endo-

Cuadro 1. Resultado del andlisis de tamizaje preimplanta-
cional por secuenciacién de nueva generacion

Fecha de recepcion: 18/06/2020

AB1 1 Blastocisto 44, XY,-2,-15  Anormal
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vaginal basal. Se inicié con una tableta de 2 mg
de valerato de estradiol® cada 8 horas y se cit6
para el dia 10 del ciclo.

El dia 10 del ciclo el endometrio se encontr6
trilaminar, de 9 mm y concentraciones séricas
de estradiol de 630 pg/mL. Posteriormente se
inicio la suplementacion litea, con progesterona
micronizada en perlas de 800 mg al dia, por via
vaginal.

En el dia 6, posterior al inicio de la progesterona,
se llevo a cabo la desvitrificacién del embrién y
2 horas después de la descongelacion se efectud
la transferencia embrionaria de embrién mosaico
en dia 5 de desarrollo, en estadio de blastocisto
eclosionado. Figura 1

A los 14 dias postransferencia se hizo la deter-
minacién sérica de la fraccién B-hCG, que fue
de 779.4 mUl/mL. Dos semanas después del
resultado se practicé otro ultrasonido vaginal,
que identificé un saco gestacional, con vitalidad.

Figura 1. Transferencia embrionaria de un blastocisto
eclosionado.

El control prenatal se inicié con ultrasonidos
estructurales del primero, segundo y tercer
trimestres en conjunto con tamizaje prenatal
(cuddruple marcador sérico) para la busqueda
de cromosomopatias. No hubo hallazgos de
anormalidad ni de riesgos, por eso no se sugirié
la amniocentesis.

A las 34 semanas de embarazo tuvo una infec-
cién leve por SARS CoV-2, con recuperacién
satisfactoria.

En el trascurso del tercer trimestre solo se iden-
tifico un feto grande para la edad gestacional. El
embarazo finalizé a las 39 semanas, por trabajo
de parto y cesarea iterativa con la obtencién de
un recién nacido sano, varén, de 4200 g, talla
de 53 cm, Apgar 8-9 y Capurro de 40 semanas
y cariotipo: 46,XY normal. En la actualidad, el
menor tiene un afo de edad y su desarrollo,
desde el punto de vista psiconeurolégico, ha sido
por completo normal y dentro de la percentila
correspondiente.

DISCUSION

Lo aqui publicado describe un caso de un na-
cido vivo, sano, luego de la transferencia de
blastocisto 44,XY,-4,-15 identificado mediante
secuenciacién de nueva generacion. Cuando
un tratamiento de reproduccién falla, una de
las causas mas probable es la aneuploidia em-
brionaria, un tipo importante de anomalia
cromosémica en la que las células del embrién
contienen una cantidad anormal de cromoso-
mas. El tamizaje genético preimplantacional
para aneuploidias se ha utilizado para mejorar
las tasas de implantacion y nacidos vivos en
pacientes de fertilizacién in vitro, sobre todo en
las de edad avanzada'® y con fracaso repetido
de implantacion™ porque tienen una alta preva-
lencia de embriones aneuploides.

Los mecanismos del mosaicismo embrionario
incluyen: la no disyuncién cromosémica y mi-
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tética, el retraso de anafase y la divisién celular
prematura antes de la duplicacién del ADN.?° La
incidencia de mosaicismo embrionario es mayor
en embriones de ocho células (15-90%) que en
blastocistos (30-40%).2" Greco y colaboradores
fueron quienes primero reportaron nacidos vivos
sanos después de la transferencia de blastocis-
tos aneuploides en mosaico, identificados por
medio de hibridacién genémica comparada*
en donde 18 pacientes en tratamiento mediante
fertilizacion in vitro con tamizaje genético pre-
implantacional para aneuploidias no tuvieron
embriones euploides para su transferencia; por
eso recibieron un embrién en mosaico propio,
después del asesoramiento y consentimiento
informado. De ese grupo se reportaron ocho
embarazos, de los que seis resultaron en el
nacimiento de recién nacido sano, a término.

Este grupo, tres afios mas tarde, publicé otro
estudio en el que compararon los desenlaces
clinicos de los embriones euploides con los
de los embriones en mosaico, con porcentajes
bajos (menos de 50%) y altos (mas de 50%) de
aneuploidia.™

El embrién Unico transferido a la paciente del
caso fue un embrién de alto mosaicismo. Y
si bien el estudio es el reporte de un caso, lo
conseguido respalda los hallazgos de Greco y
su grupo” referentes a que la transferencia de
blastocistos de alto mosaicismo puede resultar
en un recién nacido sano, a término.

La discusion actual de cudndo y en qué casos
se consideraria transferir embriones mosaico,
se basa en las pacientes de fertilizacion in vitro
que, después de uno o varios ciclos, no cuentan
con embriones euploides disponibles para la
transferencia, recomendaciones publicadas por el
boletin de la Sociedad Internacional de Diagndsti-
co Genético Pre implantacién (PGDIS) de 2016.%2

En la paciente del caso solo se tenia un Gnico em-
briéon mosaico, del sexo deseado por la paciente.
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De acuerdo con las directrices del PGDIS, este
embrién en mosaico pertenecia a una categoria
de transferencia favorable. La paciente dio a luz
un recién nacido vivo, masculino y sano.

Siempre se tuvo el conocimiento de que una
mayor cantidad de ovocitos y embriones
aneuploides se asocia con una edad materna
avanzada.® En contraste, Nakhuda y coautores
sugirieron que la incidencia de mosaicismo por
embrién no aumenta con el avance de la edad
de la madre.?

Los mecanismos potenciales de autocorreccion
de embriones en mosaico incluyen: el creci-
miento superior de las células euploides o la
asignacion favorable de las células normales a
la masa celular interna, la ganancia o pérdida
de cromosomas postcigéticos, la no disyuncion
mitética y el rescate trisémico.?*?% Sin embargo,
estos mecanismos requieren mayor investiga-
cion.

Capalbo llevé a cabo un ensayo multicéntrico,
doble ciego y sin seleccién que incluy6 a 1190
pacientes en protocolo de fertilizacion in vitro
con tamizaje genético preimplantacional para
aneuploidias y secuenciacién de nueva gene-
racién de embriones en etapa de blastocisto.
Después de la transferencia embrionaria, las
pacientes se dividieron en tres grupos con:
transferencia de embriones euploides uniformes
(menos de 20% células aneuploides), transferen-
cia de embriones con bajo grado (20 a 30% de
células aneuploides) y transferencia de embrio-
nes con grado moderado (30 a 50% de células
aneuploides). El objetivo principal fue determi-
nar la tasa de nacidos vivos por transferencia y
el cariotipo del recién nacido.?

Sus hallazgos no mostraron diferencias signi-
ficativas entre los tres grupos y los cariotipos
neonatales también fueron similares y no se
detectaron casos de mosaicismo o disomias uni-
parentales en los recién nacidos después de una
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supuesta transferencia de embriones en mosaico
de grado bajo o moderado. Capalbo concluyé
con una declaracién que para muchas parejas
hubiera cambiado por completo su desenlace
reproductivo: “si los embriones con biopsias de
mosaico de grado bajo o moderado se hubieran
clasificado como cromosémicamente anormales
y, por lo tanto, se hubieran descartado para uso
clinico, la tasa de recién nacido vivo por ciclo
habria disminuido 36%, sin ningln beneficio
clinico.®

Hace poco, Treff emprendié una revisién de
interpretaciones y conceptos erroneos de
los datos que rodean al analisis genético y
la prediccién del mosaicismo en el embrion
preimplantacional. Concluy6 que todos los des-
enlaces clinicos después de la transferencia de
embriones designados como “mosaico” deben
reevaluarse criticamente, con la idea de que
muchos de esos embriones se clasificaron erré-
neamente como mosaico cuando en realidad
son uniformemente euploides o uniformemente
aneuploides.?°

CONCLUSION

El caso aqui reportado confirma que los em-
briones con mosaicismo pueden dar lugar a
recién nacidos euploides sanos y que pueden
obtenerse resultados reproducibles en la practica
clinica utilizando las tecnologias actualmente
disponibles. Esto es el dltimo recurso ante la
ausencia de embriones euploides y con absoluto
conocimiento, estudio del caso y asesoramiento
genético por un médico con experiencia en las
estimaciones de riesgo, acorde con los cromo-
somas implicados y el grado de mosaicismo.
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