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Analisis del mosaicismo en blastocistos mediante
secuenciacion masiva: cromosomas afectados y

relacion con la edad materna

Mosaicism analysis in blastocysts by next-generation
sequencing: affected chromosomes and relationship with

maternal age.
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Resumen

ANTECEDENTES: Si bien la edad materna avanzada se relaciona con mayor tasa de
aneuploidias, no hay suficientes estudios que analicen la relacién entre la edad y el
mosaicismo embrionario.

OBJETIVO: Evaluar la prevalencia de mosaicismo en los cromosomas, su relacién con
la edad materna y describir las caracteristicas de los embriones mosaico.

MATERIAL Y METODO: Estudio retrospectivo de biopsias de trofoectodermo obtenidas
mediante secuenciacion masiva, procedentes de ciclos de PGT-A. Los embriones se
clasificaron por estado de ploidia (PGDIS, 2016): euploide (< 20%), aneuploide (> 80%)
y mosaico (20-80%). Los reportes de las biopsias se estratificaron en dos grupos de edad:
menores de 35 afos e igual o mayores de esa edad. La prevalencia de mosaicismo se
estimé por cromosoma. Para el andlisis estadistico se utilizd6 ANOVA.

RESULTADOS: Se analizaron 470 biopsias procedentes de 106 ciclos de PGT-A. La tasa
de mosaicismo global fue de 22.5% y de euploidia y aneuploidia de 40.8 y 36.7%,
respectivamente. De los embriones mosaico, 30% fueron de tipo aneuploide-aneuploide
y 70% diploide-aneuploide. Los cromosomas en mosaico con mayor prevalencia
fueron el 1, 6 y 20. La tasa de mosaicismo en pacientes menores de 35 afios fue de
26.8% y de 25% en pacientes igual o mayores de 35 afnos. No se encontré diferencia
significativa entre los grupos.

CONCLUSIONES: Si bien existe una relacion directa entre la edad materna y la aneu-
ploidia debido a errores meidticos, el mosaicismo fue independiente de la edad, lo que
es consistente con errores de origen mitdtico y podria estar asociado con otros factores.

PALABRAS CLAVE: Edad materna; aneuploidia; mosaicismo; prevalencia; cromosomas.
Abstract

BACKGROUND: Advanced maternal age is associated with a higher aneuploidy
rate. However, few studies exist that analyse the relationship of age with embryonic
mosaicism.

OBJECTIVE: To evaluate the prevalence of mosaicism in chromosomes and their rela-
tionship with maternal age; in addition, discern the characteristics of mosaic embryos.

MATERIAL AND METHOD: A retrospective analysis of 470 trophectoderm biopsies
by next-generation sequencing analysis from 106 PGT-A cycles. Embryos were classi-
fied by ploidy state (PGDIS, 2016): euploid (< 20%), aneuploid (> 80%) and mosaic
(20-80%). The biopsies results were stratified in two age groups: < 35 years and > 35
years. Incidence of mosaicism was estimated by chromosome. ANOVA test was used
for statistical analysis.

RESULTS: The overall mosaicism rate was 22.5%, whereas the euploidy and aneu-
ploidy rate were 40.8% and 36.7%, respectively. Of the mosaic embryos, 30% were
aneuploid-aneuploid, and 70% were diploid-aneuploid. The chromosomes most af-
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fected by mosaicism were 1, 6 and 20. The mosaicism rate in women younger than 35
years was 26.8% and 25% in patients older than or equal to 35 years. Non-significant

difference between the groups was found.

CONCLUSIONS: Although there is a direct relationship between maternal age and
aneuploidy due to meiotic errors, we found that mosaicism is independent of age,
consistent with mitotic origin errors and it could be associated with other factors.

KEYWORDS: Maternal age; Aneuploidy; Mosaicism; Prevalence; Chromosomes.

ANTECEDENTES

Las alteraciones cromosémicas son la principal
causa de falla en la implantacién en ciclos de
fertilizacion in vitro, abortos espontaneos y
sindromes dismérficos en recién nacidos. Las
aneuploidias, trisomias y monosomias son las
alteraciones mas frecuentes en la concepcion
humana asociadas con la edad materna.” En
mujeres de 35 afios y mas se ha observado una
tasa de aneuploidia de 30% que aumenta a
85% en las mayores de 45 afnos.? Las aneuploi-
dias son la consecuencia de errores meiéticos,
principalmente en el gameto femenino, mientras
que el mosaicismo se origina debido a errores
poscigéticos. Hay estudios que demuestran que
la transferencia de embriones mosaico también
puede contribuir a la disminucién del éxito re-
productivo, con tasas de embarazo de 15 a20%
y aborto espontaneo de 55.6%.'?

El mosaicismo cromosémico es la coexistencia
de dos o mas lineas celulares con diferentes
complementos cromosémicos provenientes del
mismo embrién. La coexistencia de células eu-
ploides y aneuploides en un mismo blastocisto
dificulta la estimacién de su destino por las
implicaciones clinicas y bioéticas que ocasio-
naria su transferencia. El origen del mosaicismo
reside en errores en la segregacion cromosémi-
ca poscigotica, como consecuencia de una no

disyuncién mitética que produce lineas celu-
lares con cantidad de cromosomas diferentes.
Distintos mecanismos, como el retraso en la
anafase o la endoduplicacion, también se han
considerado posibles causas del mosaicismo,
aunque son menos frecuentes."+° El mosaicismo
en embriones se describié en el decenio de 1990
luego de estudiar cariotipos de blastocistos en
los dias 6 y 8 mediante hibridacion in situ fluo-
rescente (FISH). Sin embargo, esta técnica se ha
reemplazado debido a sus limitaciones en la
cantidad de cromosomas que pueden analizarse
y su baja sensibilidad.”

Hoy en dia existen otras metodologias que anali-
zan los 23 pares de cromosomas con el propésito
de detectar alteraciones cromosémicas en em-
briones derivados de la fertilizacion in vitro antes
de su transferencia: los microarreglos basados en
la hibridacién genémica comparativa (CGHa),
los microarreglos que analizan polimorfismos
de un solo nucledtido (SNPa) y la secuenciacién
masiva (Next Generation Sequencing, NGS).!>®
Recientemente, la biopsia de trofoectodermo en
conjunto con la secuenciacion masiva se utiliza
en la prueba genética preimplantacional para
aneuploidias (PGT-A) porque ha demostrado
mayor sensibilidad de deteccién de mosaicismo,
entre otras ventajas. Una de las ventajas de la
biopsia en los dias 5 o 6 de desarrollo es que
permite obtener varias células de un solo embrién
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y analizar el ADN proveniente de mas de una
célula; también permite encontrar células con di-
ferente complemento cromosomico. En la biopsia
de dia 3 solo se analiza una célula, y su resultado
representa a todo el embrién. En la actualidad,
con la biopsia de trofoectodermo se analizan de
5 a 10 células en las que todas pueden tener el
mismo estado cromosémico euploide (balancea-
do) o aneuploide (desbalanceado), u observar
discrepancias entre los hallazgos de diferentes
células. El limite de deteccién de mosaicismo por
NGS se ha descrito de = 20% por lo que valores
inferiores quizd no se detecten.’

En los dltimos anos se han reportado transferen-
cias de embriones presuntamente diagnosticados
con mosaicos que dan lugar a embarazos evo-
lutivos y nifios con cariotipos euploides.'3 Sin
embargo, no existe un consenso en los criterios
para el diagndstico y transferencia de este tipo
de embriones. En 2016, la Sociedad Internacio-
nal de Diagnéstico Genético Preimplantacional
(PGDIS) propuso contemplar la transferencia
de embriones mosaico ante la ausencia de em-
briones euploides. El criterio de diagndstico se
estratificd por estado de ploidia y se considera
embrién euploide si la aneuploidia es menor de
20%, aneuploide si es mayor de 80% y mosaico
si estd entre 20 y 80%. En cuanto a la transferen-
cia embrionaria, se sugirieron recomendaciones
a seguir en funcion del cromosoma implicado.®

El objetivo de este estudio fue: evaluar la pre-
valencia de mosaicismo en los cromosomas,
su relacién con la edad materna y describir las
caracteristicas de los embriones mosaico.

MATERIAL Y METODO

Estudio retrospectivo de biopsias de trofoectoder-
mo obtenidas mediante secuenciacién masiva,
procedentes de ciclos de PGT-A efectuado entre
junio de 2018 y abril de 2019. La estimulacion
ovarica dependi6 de las preferencias de cada

clinico y las necesidades de cada paciente. En
general, se llevé a cabo con la administracién
de gonadotropinas (FSHr, FSHr+LHr y/o HMQ)
en un protocolo flexible con antagonistas de la
GnRH. La maduracién folicular se efectué me-
diante el disparo con hCGr y se procedié con la
captura de los complejos climulus-ovocito a las
36 horas posteriores al disparo. Los ovocitos se
denudaron y se les practicé ICSI para la insemi-
nacién de los ovocitos maduros. Los embriones
se cultivaron a bajas tensiones de oxigeno y en
un intervalo de pH entre 7.2 y 7.4 hasta el dia
de la biopsia embrionaria. La perforacion de
la zona peldcida se llevé a cabo en el dia 4 de
desarrollo y la biopsia embrionaria se tomé en el
dia 5 0 6, dependiendo de la calidad y grado de
expansion de los blastocistos. Con laser (Octax,
MTG GmbH) se tomaron de 5 a 10 células del
trofoectodermo, se depositaron en tubos para
PCR y se enviaron al laboratorio Vida Genetics
(Leén, Guanajuato, México) para su analisis.
Todas las biopsias de blastocitos se vitrificaron
en espera del reporte del estudio.

Todas las biopsias embrionarias se analizaron
mediante secuenciacion masiva para la realiza-
cién de la prueba genética preimplantacional
para aneuploidias. El ADN de las biopsias em-
brionarias se amplificé mediante la técnica de
Whole Genome Amplification (WGA) con el
equipo lon SingleSeq (Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos). Posteriormente, el ADN obte-
nido se llevé a una amplificacion isotermal. Para
la secuenciacién se utilizé el secuenciador lon
Torrent™ PGM siguiendo las especificaciones
del protocolo lon ReproSeq™ PGS Kits (Thermo
Fisher Scientific, USA). El andlisis de la cantidad
de copias se efectu6é con el programa lon Re-
porter, versién 5.10.5 (Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos) mediante el Workflow ReproSeq
Mosaic PGS w1.1.

Siguiendo las recomendaciones de la Preimplan-
tation Genetic Diagnosis International Society
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(PGDIS, 2016), los embriones con menos de
20% de aneuploidia en las células del trofoec-
todermo se diagnosticaron euploides, los que
tuvieron mas de 80% de aneuploidia se diag-
nosticaron aneuploides y el intervalo entre 20 y
80% de aneuploidia se definié6 como mosaico.

Los embriones mosaico se clasificaron, a su vez,
conforme al tipo de mosaicismo que tuvieron.
Se catalogé mosaicismo aneuploide-aneuploide
a los embriones con aneuploidias y, ademas,
alteraciones cromosémicas en mosaico, y como
mosaicismo del tipo diploide (balanceado)-
aneuploide a los embriones euploides con
aneuploidias en mosaico (Figura 1).

Para evaluar la repercusién de la edad materna
en la tasa de embriones mosaico, las pacientes se
clasificaron en dos grupos: menores de 35 afios
e igual o mayores de 35 afos. La proporcion de
embriones euploides, aneuploides y mosaicos en
el total de embriones biopsiados se calcul6 por
paciente para evitar sesgos debido a la cantidad
de embriones generados por cada paciente.

2020;11

Para el andlisis estadistico se utilizé el programa
IBM SPSS Statistics versién 24. La comparacion
de medias se llevé a cabo con andlisis estadistico
ANOVA. Las diferencias de medias se considera-
ron significativas cuando la p fue menor de 0.05.

RESULTADOS

Se tomo biopsia a 470 blastocistos de 93 pacien-
tes (106 ciclos de PGT-A). La edad media fue de
35.8 £ 6.2 afios, con limites de 20 y 47. De las
470 biopsias, 39 (8.3%) se reportaron con falla
de amplificacion debido a la ausencia de ADN
posterior a la amplificacion.

De los 431 embriones con diagnéstico, 40.8%
(176 de 431) se clasificaron euploides, 36.7%
(158 de 431) aneuploides y 22.5% (97 de 431)
mosaicos. De los 97 embriones clasificados
mosaicos, 68 fueron euploides con una o varias
alteraciones cromosdmicas en mosaico (mosai-
cismo diploide-aneuploide) mientras que 29 de
97 fueron embriones aneuploides con otras alte-
raciones cromosémicas en mosaico (mosaicismo
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Figura 1. Perfiles de embriones mosaico. A. Aneuploide-aneuploide. B. Diploide (balanceado)-aneuploide.
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aneuploide-aneuploide). En el primer grupo,
58 de 68 embriones con mosaicismo diploide-
aneuploide solo 9 tuvieron la combinacién de
alteraciones de cromosomas completos, mas
alteraciones segmentarias, mientras que solo
1 de 68 tuvo aberraciones segmentarias como
Unica alteracion.

En las 97 biopsias afectadas por mosaicismo se
encontraron 251 alteraciones cromosémicas en
mosaico. Los cromosomas mds frecuentemente
afectados fueronel 1 (n=17), el 20 (n=15) y
el 6 (n = 14) y los menos afectados el 8 (n =5),
elY(n=5),el4(n=6)yel 11 (n =6). Se ob-
servo que mas de 5% de las biopsias tuvieron,
simultdneamente, alteraciones en mosaico en los
cromosomas 1,2, 3,6, 16, 19, 20 y X (Figura 2).

Para evaluar la repercusién de la edad materna
en las tasas de euploidia, aneuploidia y mosai-
cismo, las pacientes se clasificaron en jovenes

(menores de 35 afnos, n = 32) y edad materna
avanzada (> 35 anos, n = 61). Cuadro 1

Como era de esperar, las pacientes menores de
35 afios tuvieron una tasa de euploidia signifi-
cativamente mayor comparada con las pacientes
igual o mayores de 35 afnos, 50.5 vs 33.6%
respectivamente (p = 0.012). Sin embargo, las
tasas de mosaicismo entre los dos grupos de
edad fueron similares 26.8 vs 25%, sin diferencia
significativa (p = 0.663).

DISCUSION

Esta reportado que la incidencia de mosaicismo
es menor en el estadio de blastocisto comparado
con estadios mas tempranos del desarrollo, en
parte porque ciertas alteraciones cromosémicas
se asocian con el arresto embrionario y, quiza,
por el propio mecanismo de segregacién de
blastémeras aneuploides del embrién.? Por esto
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Figura 2. Frecuencias de mosaicismo por cromosoma.
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Cuadro 1. Tasas de euploidia, aneuploidia y mosaicismo por edad materna (< 35 y > 35 afios)

Euploidia 50.5
Aneuploidia 22.7
Mosaicismo 26.8

en la actualidad la mayor parte de los centros
de reproduccién asistida prefieren la biopsia de
blastocisto.

Por mucho tiempo, el método mds usado para
realizar la prueba genética preimplantacional
para aneuploidias fueron los microarreglos de
CGH, que solo detectan mosaicismo cuando
al menos un tercio de las células biopsiadas
tienen un componente cromosémico distinto
a las demas. Las técnicas PCR cuantitativa y
los microarreglos de SNPs tienen adn menor
sensibilidad. Con la introduccién de la secuen-
ciacién masiva la deteccion de niveles bajos de
mosaicismo (= 20%) se convirtid en realidad.
Al aumentar la sensibilidad en la deteccién
del mosaicismo, la cantidad de embriones
mosaico encontrados mediante la prueba ge-
nética preimplantacional para aneuploidias ha
aumentado considerablemente.

En el estudio motivo de esta comunicacion,
la tasa de mosaicismo global detectada me-
diante secuenciacion masiva fue de 22.5%,
porcentaje que esta dentro del rango de valores
reportados previamente en otras investigacio-
nes. Entre los estudios mas recientes estd el de
Greco'® que reporta una tasa de mosaicismo de
4.8% con microarreglos de CGH. Otro estudio
comunicé una tasa de mosaicismo de 44%
después de analizar dos biopsias mediante
diferentes técnicas."’ Ruttanajit, mediante se-
cuenciacién masiva, encontré 13% de tasa de
mosaicismo,'?> mientras que Maxwell y Nakhu-
da informaron 31.6 y 30.1% de mosaicismo,
respectivamente.” '3

33.6 =0.012
41.4 =0.014
25.0 =0.663

Entre estos valores existe una elevada heteroge-
neidad; hay varios factores a considerar. Todos
estos estudios utilizaron diferentes plataformas
y la cantidad de blastocistos analizados difirid
ampliamente, por lo que no seria correcto com-
parar sus resultados. Los embriones mosaico del
tipo aneuploide-aneuploide fueron los menos
comunes (30%). En muchos laboratorios este tipo
de embriones se reportan aneuploides porque, a
pesar de tener mosaicismo, son embriones que
también tendran aneuploidias o alteraciones
segmentarias, de uno o mas cromosomas, por
tanto, no se van a transferir.

El otro 70% representa un reto para toda la co-
munidad dedicada a la medicina reproductiva.
Transferir o no embriones mosaico (diploides-
aneuploides) es un tema sumamente debatido
por las implicaciones éticas y morales que im-
plica. Estd demostrado que estos embriones
son capaces de dar lugar a un recién nacido
sano.'®'*'* Sin embargo, a pesar de que las tasas
de implantacién y embarazo son menores al
compararlas con embriones euploides y que la
tasa de abortos es mayor,*'° no puede descartarse
la posibilidad de que den lugar a recién nacidos
con alguna cromosomopatia.

En cuanto a las alteraciones detectadas en mo-
saico, se observé que no se distribuyeron de
igual manera entre los diferentes cromosomas.
Los cromosomas 1, 6 y 20 fueron los de mayor
incidencia, por lo que podria pensarse que el
desarrollo embrionario es mas tolerante a estas
alteraciones en mosaico en comparacién con
el resto de cromosomas. Por consiguiente, el
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mosaicismo de los cromosomas 8, 4y 11 es,
te6ricamente, mds nocivo para el embrion.

Otra de las ventajas del avance en las tecnolo-
gias para el PGT-A es la posibilidad de detectar
alteraciones segmentarias. Estas se describen
como una deleciéon o duplicacién de una parte
de un cromosoma, por lo que la cantidad total
de cromosomas no varia. En el estudio aqui
reportado se encontr6 que 1.5% de los embrio-
nes mosaicos diploides-aneuploides tuvieron
alteraciones segmentarias como Unica abe-
rracién. Fragouli y Victor observaron que los
desenlaces reproductivos de la transferencia de
este tipo de embriones fueron similares a los
obtenidos con la transferencia de embriones
euploides.>'® Sin embargo, las deleciones o
duplicaciones de segmentos de cromosomas
pueden llevar a fetos con malformaciones con-
génitas o retraso mental severo. Se requieren
estudios de seguimiento detallados, segin el
cromosoma implicado.

Los resultados del anélisis de la tasa de mosaicis-
mo por edad concuerdan en que el mosaicismo
es un evento poscigotico; por eso la edad mater-
na no afecta su incidencia. Tampoco se observo
repercusion de la edad materna en la incidencia
de embriones mosaico. La tasa de mosaicismo
entre mujeres jovenes menores de 35 afios y
mayores o iguales a 35 afos fue similar (26.8 vs
25%, respectivamente). Hasta donde sabemos,
el primer estudio que reporté la relacion de la
edad materna con la tasa de mosaicismo en
blastocistos, con andlisis de 24 cromosomas,
fue el de McCoy y su grupo.® Ellos observaron,
por primera vez, que a diferencia de los errores
meidticos, los mitéticos no se asociaban con la
edad materna. Posterior a este estudio solo se en-
contraron tres trabajos que analizaron la relacién
de la edad materna con la tasa de mosaicismo.
El primero es el de Escudero y colaboradores,
que analizaron 8555 blastocistos mediante NGS
y en el que observaron que el mosaicismo no se

relacionaba con la edad materna.'” El segundo,
llevado a cabo por Nakhuda y sus coautores,
analiz6 1547 blastocistos, también por NGS, y
encontré que el mosaicismo no varié entre las
mujeres de diferentes edades.” Por tltimo, Chan
y colaboradores, los cuales analizaron 1004
blastocistos igualmente por NGS, observaron
que la tasa de mosaicismo en las pacientes me-
nores de 35 afos fue significativamente menor
comparada con las pacientes mayores o iguales
a 35 afhos.'®

La asociacion de las aneuploidias con la edad
materna es un hecho ampliamente documentado
y, aunque el mosaicismo es un fenémeno solo
poscigético, se ha observado que la cohesién
molecular, que es la responsable de unir las
crométides hermanas, disminuye con la edad,
lo que podria afectar la segregacién de los cro-
mosomas.'” En concordancia con los reportes
de Nakhuda y Escudero, aqui se observé un
efecto de la edad materna en la incidencia de
mosaicismo.

Acorde con los desenlaces de este estudio,
mientras exista una relacién directa entre la
edad materna avanzada y la aneuploidia debido
a errores meidticos, el mosaicismo serd inde-
pendiente de la edad; lo que es consistente con
errores de origen mitético. El mosaicismo podria
estar asociado con otros factores: el cultivo y
la biopsia embrionaria, factores intrinsecos del
desarrollo temprano del embrién y otros que adn
se desconocen.
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