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RESUMEN

Introduccion: Los portadores de anomalias estructurales cromosémicas equilibradas, a pesar de ser fe-
notipicamente normales, tienen una competencia reproductiva disminuida de manera significativa con
respecto a la poblacion general. Esto se debe a que, durante la gametogénesis, dependiendo de cémo se
segregue la alteracién cromosdmica en la meiosis I, se generardn gametos normales, equilibrados o des-
equilibrados en mayor proporcion que en portadores de cariotipos normales. Esta es la causa principal
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de la mayor tasa de abortos y descendencia con alteraciones que presentan los individuos portadores de inversiones y
translocaciones reciprocas o robertsonianas. Otra posible fuente de gametos y/o embriones aneuploides, es el denominado
efecto intercromosémico (EIC), que consiste en una interferencia producida por una alteracién cromosémica estructural
sobre la adecuada disyuncién y segregacion de otros cromosomas no involucrados en dicha alteracion.

Material y Métodos: Un total de 40 parejas fueron incluidas en el estudio, de las cuales 31 pertenecieron al grupo de es-
tudio: catorce translocaciones robertsonianas, trece translocaciones reciprocas y cuatro de inversiones pericéntricas. En
diecinueve casos la mujer era portadora y en los doce restantes era el hombre el afecto. Nueve parejas con cariotipo normal,
portadoras de una mutacién responsable de enfermedad monogénica fueron incluidas en el grupo control. Se realizaron
57 ciclos de PGT-SR y PGT-M+PGT-A, mediante técnicas basadas en NGS y fueron analizados 180 embriones.
Resultados: Se observé que tanto la tasa como el niimero de embriones aneuploides fue mayor en el grupo estudio que
en el grupo control (62,76 % frente a 31,43 %, p =0,011). Entre los diferentes tipos de reordenamientos equilibrados, el
porcentaje de embriones aneuploides fue mayor en translocaciones reciprocas, el porcentaje de embriones euploides fue
mayor en translocaciones robertsonianas y el niimero y la tasa de embriones sin diagndstico fue mayor en inversiones pe-
ricéntricas. Estas diferencias alcanzaron significacion estadistica. No se encontraron diferencias significativas en el efecto
intercromosomico entre portadores de reordenamientos ni comparados con el grupo control. Y los cromosomas maés fre-
cuentemente implicados en aneuploidias fueron el 16, el 22 y el 21.

Palabras clave: Fecundacion in vitro, test genético preimplantacional, reordenamientos cromosoémicos estructurales,
efecto intercromosomico, aneuploidias.

SUMMARY

Introduction: Carriers of balanced structural rearrangements, despite being phenotypically normal, they have a signifi-
cantly decreased reproductive competence compared to the general population. The reason is because, during gametoge-
nesis, depending on how the chromosomal alteration is segregated in meiosis I, normal, balanced, or unbalanced gametes
will be generated in greater proportion than in carriers of normal karyotypes. This is the main cause of the higher rate of
abortions and offspring with alterations that carriers of inversions, reciprocal translocations or Robertsonian translocations
present. Another possible source of aneuploid gametes and/or embryos is the so-called interchromosomal effect (ICE),
which consists of an interference produced by a structural chromosomal alteration on the proper disjunction and segregation
of other chromosomes not involved in the rearrangement.

Material and methods: A total of 40 couples were included in the study, of which 31 belonged to the study group: fourteen
Robertsonian translocations, thirteen reciprocal translocations and four pericentric inversions. As for the affected parent,
in nineteen of the cases the woman was the carrier of the chromosomal alteration and in the remaining twelve it was the
man who was affected. Nine couples with a normal karyotype, carriers of a mutation responsible for monogenic disease,
were included in the control group. 57 cycles of PGT-SR and PGT-M+PGT-A were performed using NGS-based techni-
ques, and 180 embryos were analyzed.

Results: It was observed that the rate and the number of aneuploid embryos were higher in the study group than in the
control group (62.76% vs.31.43%,p =0.011). Among the different types of balanced rearrangements, the percentage of
aneuploid embryos was higher in reciprocal translocations, the percentage of euploid embryos was higher in Robertsonian
translocations, and the number and rate of undiagnosed embryos was higher in pericentric inversions. These differences
reached statistical significance. No significant differences were found in the interchromosomal effect between rearrange-
ment carriers or compared to the control group. The chromosomes most frequently involved in aneuploidies were 16, 22
and 21.

Key words: In vitro fertilization, preimplantational genetic testing, chromosomal structural rearrangement, inter-chro-
mosomal effect, aneuploidy
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INTRODUCCION

Las anomalias estructurales cromosomicas (translocaciones
reciprocas o robertsonianas e inversiones), son alteraciones
en la estructura de los cromosomas causadas por la ruptura
o la unién incorrecta de segmentos cromosémicos y que
pueden producir o no pérdida de material genético. Si no
hay pérdida de material cromosémico, hablamos de reorde-
namientos equilibrados, sin efectos fenotipicos en los por-
tadores, ya que todo el material genético estd presente,
aunque organizado de manera diferente.

Las inversiones se producen cuando un cromosoma se frag-
menta en dos puntos y se vuelve a reconstituir con el seg-
mento entre las dos roturas invertido. Si en el fragmento
invertido no se incluye en el centromero se denominan in-
versiones paracéntricas y si se incluye inversiones pericén-
tricas. En estos casos, cuando en la meiosis I los
cromosomas se aparean, se forma un asa cromosémica, lo
cual puede dar lugar a gametos desequilibrados. Cuando la
inversién es paracéntrica, los cromosomas recombinantes
desequilibrados son tipicamente acéntricos o dicéntricos, es
decir, inviables, aunque existen excepciones (6).

Las translocaciones reciprocas son relativamente frecuentes
y se dan cuando hay un intercambio reciproco de segmentos
entre dos cromosomas no homélogos (en este caso el nu-
mero de cromosomas no cambia). En la meiosis I, los cro-
mosomas de un portador de esta anomalia se aparean
formando un cuatrivalente, para mds tarde segregarse en la
anafase. Lo m4s frecuente es que los cromosomomas se se-
greguen de una de estas tres formas: segregacion alternante,
adyacente-1 y adyacente-2. Las segregaciones adyacentes
dan lugar a gametos desequilibrados y la segregacion alter-
nante, que es la habitual, produce gametos equilibrados.
Estos tres tipos de segregacion son 2:2, es decir, se van dos
cromosomas a cada polo de la célula. Sin embargo, las
translocaciones reciprocas también se pueden segregar en
3:1, dando lugar a gametos con 22 cromosomas y a gametos
con 24 (7.8).

Las translocaciones Robertsonianas ocurren cuando dos
cromosomas acrocéntricos se fusionan cerca de sus regiones
centroméricas, perdiendo los brazos cortos y dando lugar a
un cariotipo con 45 cromosomas en vez de 46. En estos
casos, en la meiosis I, los cromosomas se aparean formando
un trivalente y durante la anafase se segregran de tres for-
mas diferentes: segregacion alterante, segregacion adya-
cente o segregacion 3.0, siendo la segregacion alternante la
mas frecuente y la inica que produce gametos normales o
equilibrados de los cromosomas implicados (6).

En resumen, los individuos portadores de inversiones o
translocaciones, reciprocas o robertsonianas, a pesar de que

su fenotipo es normal, presentan un riesgo mayor que la po-
blacién general de aborto o descendencia con alteraciones.
Esto es asi porque estas alteraciones cromosdmicas produ-
cen una alteracion de la meiosis, dando lugar a gametos des-
equilibrados de dos formas diferentes (9):

- La forma en la que la alteracién cromosémica estructural
se segregue en la meiosis I serd la que determinard, para
los cromosomas implicados, la proporcién de gametos
normales, equilibrados o desequilibrados generados.

- Por otra parte, en portadores de alteraciones cromosomi-
cas estructurales puede producirse el denominado
efecto intercromosémico (EIC), que consiste en una
interferencia producida por una alteraciéon cromosé-
mica estructural sobre la adecuada disyuncion y segre-
gacién de otros cromosomas no involucrados en dicha
alteracién, dando lugar a gametos aneuploides.

El término efecto intercromosémico (EIC) fue descrito por
primera vez en la década de 1920 en Drosophilia, y se uti-
lizaba para describir un cambio en la distribucién del mate-
rial genético en presencia de una inversion (la frecuencia
de entrecruzamiento era menor entre dos cromosomas ho-
mologos si uno de ellos tenfa una inversion, y paraddjica-
mente habia un aumento de entrecruzamiento en otros pares
de cromosomas normales) (10).

Este efecto se ha observado en multiples organismos, y no
fue hasta 1963, cuando dicho término aparecid en la litera-
tura sobre genética humana de la mano de Lejeune. Sin em-
bargo, en este caso se utilizé para describir la hipétesis de
que una anomalia cromosémica estructural de un conjunto
de cromosomas concreto podria inducir la no disyuncién de
cromosomas de secuencia normal que no participan en
dicha anomalia (11).

En la actualidad, el EIC se atribuye a una alteracién de la
meiosis I por la formacidn de apareamientos heterosinapti-
cos entre los cromosomas implicados en el reordenamiento,
que interrumpen la alineacién cromosémica en el huso y al-
teran la correcta segregacion del resto de cromosomas (12).

Es un hecho que los portadores de reordenamientos equili-
brados presentan el riesgo de generar gametos aneuploides
para los cromosomas involucrados en la alteracion. Sin em-
bargo, no estd clara la implicacion del EIC como fuente adi-
cional de riesgo, pues se han hecho diferentes estudios para
observar si existe o no un efecto intercromosémico en los
embriones de portadores de anomalias estructurales cromo-
sOmicas equilibradas pero los resultados no son homogé-
neos. Tampoco se ha descrito un efecto intercromosémico
diferencial en funcién del sexo del portador o de la anomalia
cromosOmica, ni si este fendmeno implica a determinados
Cromosomas.
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Las técnicas de PGT-SR basadas en secuenciacion gené-
mica de dltima generacién (NGS de sus siglas en inglés
Next Generation Sequencing) permiten detectar en embrio-
nes pérdidas o ganancias cromosomicas totales o parciales
y estudiar posibles aneuploidias en los 23 pares de cromo-
somas y, de esta manera, contribuir a aumentar el conoci-
miento sobre el efecto intercromosémico en pacientes
portadores de reordenamientos cromosdmicos estructura-
les.

El objetivo principal de este estudio es analizar el porcentaje
de embriones aneuploides en parejas portadoras de reorde-
namientos estructurales cromosémicos, comparados con un
grupo control de parejas con cariotipos normales y estudiar
posibles diferencias en funcién del tipo de reordenamiento,
en funcién del sexo del progenitor afecto, valorando el
efecto intercromosdmico en estos casos.

MATERIAL Y METODOS

Disefio
Se realizé un estudio retrospectivo de casos y controles.

Pacientes

Entre 2018 y 2021 se llevaron a cabo 57 ciclos de PGT-SR
y PGT-M+PGT-A en 40 parejas, mediante técnicas basadas
en NGS (del inglés, Next Generation Sequencing) en la Uni-
dad de Reproduccién Humana Asistida del Hospital Uni-
versitario y Politécnico La Fe. El grupo de estudio estuvo
formado por 31 parejas, de las cuales, 12 hombres y 19 mu-
jeres eran portadoras de una anomalia estructural cromosé-
mica equilibrada. Dentro este grupo, catorce eran portadores
de translocaciones robertsonianas, trece de translocaciones
reciprocas y cuatro de inversiones pericéntricas. El grupo
control estuvo constituido por nueve parejas en las cuales
uno de los miembros era portador de una mutacién mono-
génica. En la Tabla 1 se muestra la distribucion de las pare-
jas en funcion del grupo y sexo.

Se analizé un total de 180 embriones y se realizaron un total
de 26 transferencias embrionarias.

Criterios de inclusion y exclusion

Los criterios de inclusion y exclusion en este estudio fueron
los generales para cualquier caso de pareja portadora de una
alteracion genética susceptibles de PGT en el Sistema Na-
cional de Salud.

Criterios de inclusion:

- Cumplir los criterios y requisitos recogidos en la legis-
lacién sobre técnicas de reproduccién humana aislada
y firmar el consentimiento informado.

TABLA 1

Distribucion de los pacientes por sexo en los grupos de estudio
y control

TOTAL HOMBRES MUJERES

Control (PGT-M + PGT-A) 9 3 6
Estudio (PGT-SR) 31 12 19
Translocacion Robertsoniana 14 5 9
translocacion reciproca 13 5 8
Inversién pericéntrica 4 2 2

40 15 25

- Ajustarse a los principios éticos fundamentales y a la le-
gislacion vigente.

- Algtin miembro de la pareja portador de una anomalia
genética definida que implique un riesgo relevante de
transmision de una enfermedad grave a su descenden-
cia, en lo que se refiere a severidad de la enfermedad,
precocidad en la edad de comienzo de los sintomas y
efectos sobre la calidad de vida en el futuro, que no
disponga de tratamiento curativo postnatal.

- Disponer del correspondiente consejo genético y estudios
de informatividad.

Criterios de exclusion:

- Diagnéstico genético no posible o incierto mediante téc-
nicas habituales en uso para PGT.

- Posibilidades de éxito no aceptables o contraindicacién para
la aplicacién de las técnicas de reproduccion asistida.

- Edad de la mujer superior a 40 afios.

- Enfermedad grave en la mujer (genética o no) que con-
traindique embarazo.

Estudios clinicos
* Historia clinica, personal y familiar, y comprobacién del
informe de andlisis genético para determinar la facti-
bilidad de la realizacién del tratamiento.

* Estudio basico de esterilidad (EBE): analitica general y
serologias de hepatitis B, C, VIH vy sifilis a ambos
miembros de la pareja, estudio hormonal del ciclo,
AMH vy ecografia vaginal con recuento de foliculos
antrales (RFA) a la mujer y espermiograma al hombre.

¢ Asesoramiento genético y reproductivo, donde se in-
formé de las posibilidades de éxito de tratamiento y
los plazos para su realizacion, riesgos y complicacio-
nes, asi como de las alternativas.
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*Estudio de informatividad, especifico para la optimiza-
cién del protocolo del andlisis genético en cada caso.
Para cada una de las parejas, se llevo a cabo la extrac-
cién de un tubo de sangre de SmL con EDTA a cada
uno de los miembros de la pareja.

En el grupo de estudio, el estado de portador de reordena-
miento equilibrado se confirmé con el andlisis mole-
cular que se realiz6 en los linfocitos obtenidos de la
extraccion de sangre periférica de la pareja a estudio.

En el grupo control, se realiz6 estudio de haplotipos SNP
a partir de muestra de ADN de ambos miembros de la
pareja y de los familiares de primer grado del proge-
nitor afecto de la alteracién genética.

Estimulacion ovarica y recuperacion de ovocitos
En todos los casos se utiliz6 el protocolo corto con antago-
nistas de GnRH, individualizando la dosis diaria de gona-
dotrofinas (FSH o hMG) en funcion de la edad de las
pacientes, de su reserva ovdrica, valorada segutn los niveles
de hormona antimulleriana (AMH), el recuento de foliculos
antrales (RFA) y la respuesta ovdrica a ciclos previos, si los
hubo.

La estimulacién se inici6 en fase folicular temprana de un
ciclo menstrual espontdneo o tras anticonceptivos orales.
La monitorizacion de la estimulacién se realiz6 mediante
ecografia transvaginal y determinacién de estradiol sérico.

Cuando se observé que los foliculos tenian un didmetro
mayor o igual a 14 mm, se inici6 la administracién de anta-
gonistas de GnRH (ganirelix, Orgalutran®, Organon o ce-
trorelix, Cetrotide®, Merck) a dosis de 0,25 mg/dia.
Cuando los foliculos alcanzaron un didmetro medio de 16-
18 mm, se indujo la maduracioén final de los ovocitos admi-
nistrando 650 mcg de Gonadotropina Coriénica Humana
(hCG) (Ovitrelle, Merck, Madrid), programando la puncién
folicular 36 horas después. En caso de detectar riesgo de
sindrome de hiperestimulacién ovdrica por niveles de estra-
diol superiores a 3.500 pg/mL o mds de 20 foliculos de dia-
metro mayor de 14 mm, la hCG fue sustituida por 0,2 mg
de acetato de triptorelina (Decapeptyl,Ipsen Pharma, Bar-
celona).

La puncién folicular se realiz6 mediante una aguja de aspi-
racion acoplada a una sonda transvaginal de 6’5 MHz, en
el quir6fano y con anestesia.

Los liquidos foliculares aspirados de cada una de las pa-
cientes fueron trasladados en tubos estériles de aspiracion
atemperados a 37°C en bloques térmicos, al laboratorio de
FIV contiguo al quiréfano. Se procedi6 a la identificacion
y recuperacién de los complejos cimulo-ovocito (CCO)
presentes en el liquido folicular en una cabina de flujo la-

minar con superficie calefactora a 39°C y bajo condiciones
estrictas de asepsia.

Los CCO fueron identificados bajo un estereomicroscopio
binocular y depositados con una pipeta Pasteur en una pri-
mera placa de lavado. A continuacién, los CCO fueron
transferidos a una segunda placa de lavado para eliminar
restos hemdticos y células de la granulosa. Tras lo cual los
CCO se colocaron en una placa diferente y se dejaron en
incubacién (37°C, 6% CO») entre 2 y 4 horas.

ICSI

Transcurrido el tiempo de incubacién, se procedio a la de-
nudacién ovocitaria, a través de un método enzimatico y
otro mecanico. Tras la denudacidn, los ovocitos fueron cla-
sificados segtn su estadio madurativo y los Metafase II
(MII) fueron microinyectados.

En todos los casos, el proceso de fecundacion se llevo a
cabo mediante ICSI.

A las 16-18 horas de la microinyeccidn se evaluaron los
ovocitos y se seleccionaron solo aquellos que presentaron
signos de una fecundacién normal, es decir, aquellos que
mostraban dos prontcleos y dos corpisculos polares.

Los ovocitos que presentaban uno, tres 0 mas prontcleos
fueron clasificados como ovocitos con fecundacién ané-
mala y por tanto fueron descartados junto con aquellos que
no mostraban signos de fecundacién, ya que no presentaban
ningtn prontcleo.

Los zigotos de fecundacién normal fueron guardados en el
incubador a 37°C y 6% de CO, hasta la evaluacién de la
calidad embrionaria en dia +5.

Entre las 114-118 horas postinseminacion, se evalu6 de
nuevo la morfologia embrionaria. Los embriones que alcan-
zaron el estadio de blastocisto fueron clasificados segin la
caracterizacion tanto de la masa celular interna (MCI) y del
trofoectodermo (TE) segtin los criterios morfolégicos esta-
blecidos por ASEBIR 2015.

Aquellos embriones que eran blastocistos expandidos de ca-
lidad A, B o C, fueron seleccionados para biopsiarlos.

Biopsia embrionaria

Los embriones que eran blastocistos expandidos o cavitados
con MCIT visible fueron biopsiados. Los embriones que es-
taban menos evolucionados de dejaron un dia més en cul-
tivo para valorar su posible biopsia al dia siguiente. Para la
biopsia embrionaria se utilizé un laser RI Saturn 5 Active™
montado en un microscopio invertido Olympus IX70. Para
la manipulacién de los embriones se utiliz6 una pipeta de
sujecion y una pipeta de biopsia.
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Cada uno de los embriones se dispuso en una placa previa-
mente preparada y rotulada. Para realizar la biopsia, con la
ayuda de la pipeta de sujecién se orienté el embrién de
forma que la MCI estuviese cerca de dicha pipeta. Se reali-
zaron de 2 a 4 pulsos laser en la zona peliicida mas alejada
de la MCI del embrién y con la ayuda de la pipeta de biopsia
se biopsiaron de 4 a 8 células del trofoectodermo.

Una vez realizada la biopsia embrionaria, se realiz6 el tub-
bing de las células biopsiadas que fueron remitidas para el
estudio genético.

Diagnéstico genético en células de trofoecto-

dermo

El material obtenido tras la biopsia embrionaria fue utili-
zado para llevar a cabo el PGT mediante NGS para la de-
teccion de alteraciones estructurales desequilibradas
(PGT-SR) o numéricas (PGT-A) y, en caso de PGT-M, el
estudio de los haplotipos basados en SNPs. Para realizar el
estudio genético se amplific el material siguiendo el pro-
tocolo de SurePlex (Illumina, CA, USA), y se congel6 el
material amplificado. Posteriormente, se realizaron las li-
brerias para NGS con el kit VeriSeq PGS (Illumina) y se se-
cuenciaron en el equipo MiSeq (Illumina), siguiendo el
protocolo recomendado por la casa comercial. Este kit per-
mite detectar aneuploidias de cromosomas enteros y tam-
bién delecciones y duplicaciones parciales de gran tamafio
(mayores de 30 Mb en condiciones 6ptimas).

El programa de andlisis utilizado ha sido el BlueFuse Multi
con algoritmos recomendados por la casa comercial (Illu-
mina).

Crioconservacion y transferencia de embriones
Cada uno de los embriones biopsiados fueron vitrificados
siguiendo el Método Cryotop® hasta conocer el resultado
del estudio genético. Una vez conocido el resultado, tinica-
mente los embriones euploides equilibrados fueron consi-
derados para la transferencia. En el grupo control, ademas,
estos embriones no eran portadores de la mutacién anali-
zada. Para cada uno de los casos se transfirieron un maximo
dos embriones segtin la disponibilidad de embriones sanos
y los deseos de las parejas. El porcentaje de transferencias
de un tnico embridn fue de 92,31 %. En el caso de tener
embriones sanos sobrantes se mantuvieron vitrificados para
intentos posteriores.

Para programar la desvitrificacién y transferencia embrio-
naria, las pacientes recibieron tratamiento con estradiol oral
(Meriestra, Sandoz, Madrid o Progynova, Bayer, Barcelona
hasta 6 mg/dia) o transdérmico (Oestraclin, SEID, Barce-
lona, 5 mg/dia) a partir de una menstruacién durante al

menos 10-12 dias. Cuando se comprob6 ecograficamente
que el grosor endometrial era de al menos 8 mm y tenia as-
pecto trilaminar, se inicid la administracién de 200 mg/8
horas de progesterona por via vaginal, se desvitrificaron los
embriones y se realizo su transferencia 5 dias completos
después de iniciado el tratamiento con progesterona. Ambos
tratamientos se mantuvieron hasta la determinacién de beta-
hCG, 15 dfas después de la transferencia o hasta la semana
10-12 de gestacion, en caso de resultar positiva.

Dos semanas después del resultado de beta-hCG positiva se
realizé una ecografia para el diagndstico clinico de gesta-
cién.

Analisis estadistico
El andlisis de los datos se realiz6 a través del programa es-
tadistico SPSS v.27.

Se realiz el test de Kolmogorov-Smirnov comprobandose
que la poblacion se ajustaba a una distribucién normal para
todas las variables del estudio.

La comparacién de medias entre dos grupos se realizé me-
diante el test t-Student o el test ANOVA para comparaciones
entre mas de dos grupos. Para comparaciones multiples
cuando el test de ANOVA mostr6 diferencias significativas,
se aplicé el test de Bonferroni.

Las diferencias entre variables cualitativas fueron analiza-
das mediante el test de Chi cuadrado.

En todas las pruebas estadisticas de las variables analizadas
se considerd un nivel de significacion estadistica para va-
lores de p < 0,05.

RESULTADOS

La edad de las mujeres fue de 34,20+ 4,03 afios y el IMC
fue de 23,43 + 4. En cuanto a los hombres, la edad media
fue de 35,92 anos + 4,70 afios.

De las 31 parejas incluidas en el grupo de estudio, el sub-
grupo de translocaciones robertsonianas estuvo compuesto
por catorce parejas, habiendo un caso en el que no se llega-
ron a biopsiar embriones. El subgrupo de translocaciones
reciprocas estuvo formado por trece parejas, habiendo tres
casos en los que no se biopsiaron embriones. Y el subgrupo
de inversiones pericéntricas estuvo compuesto por cuatro
parejas, habiendo un caso en el que no se biopsié ningin
embrion.

De este grupo se biopsié un total de 145 embriones, con-
cretamente 76 del subgrupo de translocaciones robertsonia-
nas, 54 del subgrupo de translocaciones reciprocas y 15 del
subgrupo de inversiones pericéntricas (Figura 1).
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Diagrama de flujo con la distribucion del total de los embriones biopsiados
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En cuanto al grupo control, de las nueve parejas incluidas
en el estudio se biopsié un total de 35 embriones (Figura 1).

En un total de 145 embriones analizados del grupo de por-
tadores de un reordenamiento equilibrado, se obtuvieron 39
embriones euploides, 91 embriones aneuploides y 15 sin
diagnéstico; mientras que en los 35 embriones analizados
de las parejas del grupo control, 18 eran euploides, 11 aneu-
ploides y 6 sin diagnéstico. La fragmentacion de la muestra
amplificada y el fallo de amplificacion fueron las causas
principales de embriones sin diagndstico.

Con el fin de obtener unas cifras mds representativas en los
analisis estadisticos, se calculd, a partir de estos datos: tasa
de embriones euploides (definida como: nimero de embrio-
nes euploides/nimero de embriones biopsiados, expresado
en porcentaje), tasa de embriones aneuploides (definida
como: nimero de embriones aneuploides/nimero de em-
briones biopsiados, expresado en porcentaje) y tasa de em-
briones sin diagnéstico (definida como: nimero de
embriones sin diagnéstico/ntimero de embriones biopsia-
dos, expresado en porcentaje) para cada grupo.

De este modo se obtuvo en el grupo control, una tasa de em-
briones euploides del 51,43 %, una tasa de embriones aneu-

ploides del 31,43 % y una tasa de embriones sin diagndstico
del 17,14 % (Figura 2).

Por otra parte, en el grupo de casos, la tasa de embriones
euploides fue 26,90 %, la de embriones aneuploides 62,76
% y la de sin diagnéstico 10,34 % (Figura 3).

Tasas de embriones euploides, aneuploides y sin diagndstico en
el grupo control

Tasa de embriones euploides
. Tasa de embriones aneuploides
Tasa de embriones sin diagndstco
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Tanto el nimero como la tasa de embriones aneuploides
fueron significativamente mayores en parejas portadoras de
una anomalia estructural cromosémica equilibrada compa-
rada con el grupo control (p =0,003 y p=0,011, respecti-
vamente). En cuanto a la tasa de embriones euploides, fue
significativamente mayor en el grupo control que en el
grupo de estudio (p = 0,033). Para el resto de los pardme-
tros, los resultados no mostraron diferencias significativas.
(Tabla 2)

Tasas de embriones euploides, aneuploides y sin diagnéstico en
el grupo de estudio

10%

BTasa de embriones euploides
1 Tasa de embriones anguploides
Tasa e embiones s dgnésicn Resultados en el grupo de estudio segtin el sexo
del progenitor portador
Para las 39 parejas del grupo de estudio, se realizaron com-
paraciones dependiendo del sexo del progenitor portador
del reordenamiento equilibrado para todas las variables de
interés. Al igual que en el caso anterior, se realiz6 el t-Stu-
dent para las variables cuantitativas. Unicamente se obser-

TABLA 2

Prueba T-Student para las caracteristicas clinicas y resultados de las pacientes sometidas a diagnéstico genético preimplantacional. SD,

desviacion estandar

VARIABLE GRUPO n MEDIA (SD) p

Edad mujer (afios) ESTUDIO 31 34,03 (4,48) 0.632
CONTROL 9 34,78 (1,92)

Edad hombre (afios) ESTUDIO 30 35,60 (5,14) 0.441
CONTROL 9 37,00 (2,74)

IMC mujer (kg/m2) ESTUDIO 31 23,61 (4,39) 0.611
CONTROL 9 22,82 (2,22)

REM (millones de espermatozoides) ESTUDIO 31 35,27 (26,58) 0.125
CONTROL 9 19,42 (27,10)

N° ovocitos en Metafase Il (MIl) ESTUDIO 31 15,39 (10,16) 0.747
CONTROL 9 14,11 (11,05)

N° ovocitos MIl fecundados ESTUDIO 31 11,74 (8,84) 0.126
CONTROL 9 7,00 (3,39)

N° embriones biopsiados ESTUDIO 31 4,68 (4,38) 0.602
CONTROL 9 3,89 (1,62)

N° embriones euploides ESTUDIO 26 1,50 (1,58) 0.396
CONTROL 9 2,00 (1,22)

N° embriones aneuploides ESTUDIO 26 3,50 (3,01) 0.003
CONTROL 9 1,22 (1,20)

N° embriones sin diagnostico ESTUDIO 26 0,58 (0,70) 0.744
CONTROL 9 0,67 (0,71)

Tasa de embriones euploides (%) ESTUDIO 26 30,02 (27,87) 0.033
CONTROL 9 53,33 (24,89)

Tasa de embriones aneuploides (%) ESTUDIO 26 58,30 (28,91) 0.011
CONTROL 9 29,26 (25,26)

Tasa de embriones sin diagndstico (%) ESTUDIO 26 11,68 (21,92) 0.49
CONTROL 9 17,40 (18,69)
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varon diferencias significativas en el recuento de esperma-
tozoides méviles (REM), que fue significativamente menor
cuando el hombre era el portador (p = 0,039) (Tabla 3).

Resultados segtn el tipo de reordenamiento equi-
librado

Se realiz6 un test ANOVA para analizar si existian diferen-
cias significativas entre el tipo de anomalia estructural cro-
mosomica equilibrada (translocacién robertsoniana,
translocacion reciproca, inversion pericéntrica) y el nimero
y tasa de embriones euploides, aneuploides y sin diagnds-
tico (Figura 4). Los resultados obtenidos para estas variables
mostraron que la tasa y el nimero de embriones sin diag-
néstico fueron significativamente mayores en las parejas
portadoras de inversiones pericéntricas que en las portado-
ras de translocaciones robertsonianas y reciprocas (p =
0,001 y p =0,010, respectivamente). También se encontrd
que la tasa de embriones euploides fue significativamente
mayor en los portadores de translocaciones robertsonianas
que en los portadores de translocaciones reciprocas o inver-
siones pericéntricas (p =0,013).Y, para finalizar, que la tasa
de embriones aneuploides fue significativamente mayor en

los portadores de translocaciones reciprocas comparado con
translocaciones robertsonianas e inversiones pericéntricas
(p=0,010) (Tabla 4).

Los resultados obtenidos no mostraron ninguna asociacion
metiera a los cromosomas 8 y 12.

DISCUSION

Los portadores de reordenamientos equilibrados tienen sig-
nificativamente reducida la competencia reproductiva y esto
se debe principalmente a la produccién de gametos aneu-
ploides (13, 14). Los resultados de este estudio apoyarian
esta teoria, pues tanto el nimero como la tasa de embriones
aneuploides result6 ser significativamente mayor en el
grupo de estudio que en el grupo control y, por el contrario,
la tasa de embriones euploides fue significativamente mayor
en el grupo control que el grupo de estudio.

Se estudid la posible relacién entre el tipo de anomalia cro-
mosomica estructural equilibrada y la probabilidad de con-
seguir embriones euploides, aneuploides o sin diagnéstico.
Se encontrd que la tasa de embriones aneuploides fue sig-

Prueba T-Student para los resultados del diagnéstico genético preimplantacional del grupo estudio en funcion del sexo del portador. SD

desviacion estandar

VARIABLE SEXO PROGENITOR PORTADOR n MEDIA (SD) p

REM (millones de espermatozoides) HOMBRE 12 23,67 (20,68) 0.039
MUJER 19 42,59 (27,75)

N° ovocitos en metafase Il (mll) HOMBRE 12 15,83 (10,06) 0.85
MUJER 19 15,11 (10,48)

N° ovocitos mll fecundados HOMBRE 12 11,42 (8,40) 0.874
MUJER 19 11,95 (9,33)

N° embriones biopsiados HOMBRE 12 4,25 (4,22) 0.673
MUJER 19 4,95 (4,56)

N° embriones euploides HOMBRE 9 1,33 (0,71) 0.704
MUJER 17 1,59 (1,91)

N° embriones aneuploides HOMBRE 9 3,56 (3,58) 0.947
MUJER 17 3,47 (2,79)

N° embriones sin diagndstico HOMBRE 9 0,78 (0,67) 0.298
MUJER 17 0,47 (0,72)

Tasa de embriones euploides (%) HOMBRE 9 37,14 (29,07) 0.353
MUJER 17 37,14 (29,07)

Tasa de embriones aneuploides (%) HOMBRE 9 51,64 (24,21) 0.404
MUJER 17 61,82 (31,22)

Tasa de embriones sin diagndstico (%) HOMBRE 9 11,22 (10,13) 0.939
MUJER 17 11,93 (26,45)

Pedro Mirete Martinez y cols./ Estudio del efecto intercromosémico en portadores de anomalias cromosémicas” 11



Diagrama de flujo de los resultados obtenidos en el grupo de estudio
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nificativamente mayor en los portadores de translocaciones
reciprocas que en el resto de los reordenamientos equilibra-
dos, dicho resultado ya se ha observado en otros estudios
(15). Por otro lado, se hallé que la tasa de embriones eu-
ploides fue mayor de manera significativa en los portado-
res de translocaciones robertsonianas que en los portadores
de translocaciones reciprocas o inversiones pericéntricas.
Y, por tltimo, tanto el nimero como la tasa de embriones
sin diagnéstico fue significativamente mayor en los por-
tadores de inversiones pericéntricas que en los demds tipos
de reordenamientos equilibrados, sin encontrar una expli-
cacion a este hallazgo. El elevado porcentaje de embriones
sin diagnéstico se atribuyd a la fragmentacion de la mues-
tray al fallo de amplificacién del ADN. Esto puede ser de-
bido a que se biopsiaron no solo embriones de buena

calidad morfolégica (A o B), sino también embriones de
peor calidad (C).

Por otra parte, se intent6 determinar si existia alguna rela-
cién entre el sexo del progenitor portador del reordena-
miento equilibrado y las caracteristicas clinicas y resultados
del DGP. Solo se pudo observan una relacion estadistica-
mente significativa: el recuento de espermatozoides méviles
(REM) fue significativamente menor cuando el hombre era
el portador, siendo muchos los estudios publicados a favor
de dicha asociacién (16, 17).

En este estudio, la tasa de embriones aneuploides no mostré
diferencias entre el sexo del progenitor portador del reorde-
namiento cromosdmico, aunque si una tendencia a mayor
tasa de embriones anormales en mujer, que fue de 61,82 %
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TABLA 4

Prueba ANOVA para los resultados del diagndstico genético preimplantacional del grupo estudio en funcion del reordenamiento equilibrado.

SD, desviacion estandar

VARIABLE TIPO DE REORDENAMIENTO n MEDIA (SD) p
EQUILIBRADO

N° embriones euploides Translocacion robertsoniana 13 2,23 (1,88) 0.053
Translocacién reciproca 10 0,70 (0,68)
Inversion pericéntrica 3 1,00 (1,00)

N embriones aneuploides Translocacion robertsoniana 13 3,15 (2,85) 0.534
Translocacion reciproca 10 4,30 (3,47)
Inversién pericéntrica 3 2,33 (2,08)

N° embriones sin diagnostico Translocacion robertsoniana 13 0,46 (0,66) 0.01
Translocacién reciproca 10 0,40 (0,52)
Inversion pericéntrica 3 1,67 (0,58)

Tasa de embriones euploides (%) Translocacién robertsoniana 13 45,39 (29,10) 0.013
Translocacion reciproca 10 14,76 (17,34)
Inversién pericéntrica 3 14,29 (14,29)

Tasa de embriones aneuploides (%) Translocacion robertsoniana 13 48,83 (27,10) 0.01
Translocacion reciproca 10 78,09 (19,30)
Inversién pericéntrica 3 33,33 (29,74)

Tasa de embriones sin diagndstico (%) Translocacion robertsoniana 13 5,79 (7,86) <0,001
Translocacion reciproca 10 7,14 (15,79)
Inversion pericéntrica 3 52,38 (41,24)

TABLA 5

Prueba Chi-cuadrado para la variable efecto intercromosémico
GRUPO n % dentro de la p
clasificacion

EFECTO . )
INTERCROMOSOMICO Sl ESTUDIO 21 84.00% 0.27

CONTROL 6 66.70%

NO ESTUDIO 4 16.00%
CONTROL 3 33.30%
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TABLA 6

Frecuencias observadas de aneuploidias por cromosoma en ambos
grupos, excluyendo los cromosomas implicados en la translocacion g
inversién en el grupo de estudio
CROMOSOMA  GRUPOL GRUPO TOTAL
AFECTO CONTROL ESTUDIO
16 2 9 11 (13,41%)
22 2 6 8 (9,75%)
21 1 6 7 (8,53%)
4 2 4 6 (7,31%)
7 0 5 5(6,10%)
X 0 5 5(6,10%)
3 0 4 4 (4,88%)
5 0 4 4 (4,88%)
9 2 2 4 (4,88%)
1 1 3 4 (4,88%)
15 1 3 4 (4,88%)
2 1 2 3 (3,66%)
10 0 3 3 (3,66%)
20 0 3 3 (3,66%)
14 1 1 2 (2,44%)
17 0 2 2 (2,44%)
18 0 2 2 (2,44%)
19 1 1 2(2,44%)
1 0 1 1(1,22%)
6 0 1 1(1,22%)
13 0 1 1(1,22%)
82 (100%)

frente al 51,64 % observado en hombres. Estos resultados
concuerdan con los observados por Mateu-Brull y cols., que
reportan un aumento en el porcentaje de embriones aneu-
ploides en mujeres portadoras de translocaciones, aunque
esto no ocurre en inversiones. Para la gametogénesis, es ne-
cesario que se lleven a cabo dos divisiones celulares secuen-
ciales: la meiosis I y la meiosis II. En la meiosis I, los
cromosomas homologos (formados por dos cromadtides) se
segregan en diferentes células hijas y en la meiosis II las
cromdtides hermanas se separan. Aunque en un principio
este proceso es idéntico en hombres y mujeres, el marco de
tiempo y la susceptibilidad a los defectos cromosémicos no
lo son. Esto se debe principalmente a que el punto de control
del huso mitético, encargado de comprobar la correcta se-
gregacion cromosomica, es menos sensible detectando las

aberraciones cromos6micas en mujeres que en hombres
(18-20). Esto podria justificar la tendencia a una mayor tasa
de embriones aneuploides en mujeres que en hombres.

En cuanto al efecto intercromosdmico, los resultados obte-
nidos en otros estudios son heterogéneos, observando este
fendmeno en algunos casos (21-23) y en otros no (24-26).
Es posible que el dia de la realizacién de la biopsia tenga
relevancia a la hora de estudiar este fendmeno, ya que
Mateu-Brull y cols. Observaron un aumento significativo
de aneuploidias en los embriones biopsiados el dia 3 de por-
tadores de translocaciones robertsonianas cuando se com-
paran con translocaciones reciprocas e inversiones, que no
se reprodujo cuando los embriones se biopsiaban en dia 5/6.
En este estudio, en el que todas las biopsias embrionarias
se realizaron en dia 5/6, el efecto intercromosomico obser-
vado no mostrd diferencias significativas entre los distintos
tipos de reordenamientos analizados ni cuando se compard
con el grupo control. Tampoco se observaron diferencias
cuando se analiz6 el efecto intercromosémico en funcién
del sexo del progenitor portador del reordenamiento. Fueron
los cromosomas 16,22 y 21 (en ese orden) los mds frecuen-
temente implicados en aneuploidias; esto también se ha ob-
servado en otros estudios (27, 28).

La técnica de PGT-SR es un buen método para conseguir
una competencia reproductiva en portadores de reordena-
mientos equilibrados (29-31) similar a parejas portadoras
de enfermedades monogénicas con cariotipos normales, que
podrian extrapolarse a la poblacién general. Estos resultados
han podido comprobarse al analizar los embriones mediante
Secuenciacién de Nueva Generacion (NGS) que permite de-
tectar no solo las aneuploidias para los cromosomas impli-
cados en la alteracion, sino para todos los cromosomas.

A pesar de que uno de los factores que favorecen la genera-
ci6én de aneuploidias en el ser humano es la edad materna
avanzada (32-34), en este estudio, no deberia ser la causa
principal de las aneuploidias observadas pues la edad media
de las mujeres incluidas en la muestra analizada fue de
34,20 afios.

Entre los puntos fuertes de este estudio cabe destacar que
todos los diagnésticos genéticos fueron realizados en el
mismo laboratorio del Hospital Universitario y Politécnico
La Fe y con la misma metodologia. Ademads, todos los em-
briones fueron biopsiados el dia 5/6 en estadio de blastocisto
mediante NGS, en un periodo de 3 afios, por tanto, la varia-
bilidad fue minima.

Otro de los puntos fuertes ha sido incluir un grupo control
de parejas en las que los cariotipos tanto de la mujer como
del hombre eran normales, por lo que las aneuploidias ob-
servadas no fueron atribuibles a reordenamientos ni a la
edad de los progenitores.
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No obstante, este estudio también tiene importantes limita-
ciones: el reducido tamafio muestral y el elevado porcentaje
de embriones sin diagnéstico. En cuanto al tamafio mues-
tral, solo fueron incluidas 31 parejas en el grupo de estudio
y 9 en el grupo control. Sin embargo, se analizé un total de
180 embriones, con lo que se considera que el nimero es
adecuado para obtener conclusiones. El elevado porcentaje
de embriones sin diagndstico puede atribuirse a que se biop-
siaron también los embriones de peor calidad morfoldgica,
con mayor porcentaje de fallo de amplificacion en el ADN
de estas células.

En conclusion, la tasa de embriones aneuploides en parejas
con una persona portadora de un reordenamiento cromosé-
mico estructural equilibrado duplica la de las parejas con
cariotipos normales que realizan tratamientos mediante test
genético preimplantacional y es significativamente mayor
en portadores de translocaciones reciprocas comparada con
portadores de translocaciones robertsonianas o inversiones
pericéntricas. El sexo del progenitor portador no evidencié
diferencias en la tasa de embriones aneuploides. No se ob-
servo diferencias significativas en el efecto intercromosé-
mico en el grupo control y la tasa de embriones aneuploides
que present6 el grupo de estudio, siendo los cromosomas
mads frecuentemente implicados en aneuploidias el 16, el 22
yel 21.
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