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Resumen

El mosaicismo cromosémico se define como la presencia conjunta de células con dos 0 mas
constituciones cromosémicas diferentes. A diferencia de anomalias derivadas de la meiosis, las cuales
afectan a todas las células embrionarias, el mosaicismo tiene lugar debido a errores postcigdticos, es
decir errores en la mitosis. De esta forma, los embriones en mosaico pueden albergar tanto células
euploides como aneuploides (mosaicos euploides/aneuploides) o estar completamente compuestos por
células anormales (mosaicos aneuploides). Existe evidencia cientifica de que entre los eventos celulares
que conducen al mosaicismo embrionario se encuentra la no disyuncidn mitética y el fenémeno conocido

como “retraso de la anafase’.

Queda demostrado que tanto las tasas de implantacion como las de embarazo en curso de
embriones mosaicos no son inferiores a las de embriones euploides. Ademas, existe una amplia
variacion de fenotipos en nacidos vivos con mosaicismo cromosémico, lo cual depende en cierta medida
del nimero de cromosomas afectados y de cuales son, por lo que se han confeccionado guias y

recomendaciones para asesorar a pacientes que se vean inmersos en esta situacion.

Aunque en los ultimos afios ha habido grandes avances en las técnicas empleadas para realizar
PGT-A, el diagnostico de mosaicismo esté dificultado por muchos factores. En primer lugar, la capacidad
para detectar mosaicismo cromosoémico en biopsias de trofoectodermo es limitada, debido a que las
células que presentan mosaicismo pueden confinarse exclusivamente a la masa celular interna. Ademas,
el uso de umbrales arbitrarios de numero de copias, que supone la principal estrategia para detectar
mosaicismo presenta la desventaja de no ser un método preciso, principalmente debido a la incapacidad
de distinguir el ruido técnico de la sefial bioldgica. Estos datos nos sirven para argumentar que son
necesarios mejores métodos para predecir la presencia de mosaicismo e interpretar el verdadero
significado clinico del mismo, prevenir el descarte de embriones euploides y reducir asi los dafios

emocionales generados a los pacientes.

Palabras clave: Mosaicismo cromosémico, PGT-A, diagnéstico, asesoramiento, NGS, relevancia clinica.
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1. Introduccion

Las anomalias cromosomicas son una entidad propia dentro de las enfermedades genéticas,
constituyendo una gran proporcion del conjunto de pérdidas reproductivas, malformaciones congénitas
y retraso mental. Estas pueden ser numéricas o estructurales, pero debido al interés y objetivos del

presente trabajo, centraremos nuestra atencion en las primeras.

La etiologia de las anomalias cromosémicas en embriones humanos antes de la implantacion es
multifacética, pues los errores pueden provenir del ovocito, el espermatozoide o producirse durante las

divisiones mitoticas que subyacen a la embriogénesis (1).

De esta forma, la primera anomalia cromosémica y que, también es la mas comun se trata de la
aneuploidia, la cual es causa principal de la implantacién fallida, la pérdida de embarazo y los defectos
congénitos. Consiste en una condicion alterada que implica una desviacion en la dotacion diploide (2n)
normal en células sométicas humanas, dando lugar a diferentes anomalias numéricas (no multiplo de n)
entre las que se encuentran la monosomia y la trisomia, correspondiente a una dotacion genética de 45

y 47 cromosomas, respectivamente (2).

La aneuploidia tiene su origen principalmente en los errores en la segregacion cromosémica y de
las cromatidas, respectivamente (tanto en gameto masculino como en el femenino) que suceden en la
meiosis | y la meiosis Il. Estos errores de la meiosis pueden ser debidos a una no disyuncion, segun la
cual los cromosomas homélogos o las cromatidas hermanas no se separan (Fig. 1A, 1B), dando lugar
asi a gametos disémicos o nulisémicos, resultando, por tanto, en embriones trisomicos y monosdmicos,
respectivamente. Por tanto, en esta no disyuncion clasica, como resultado de errores en el
emparejamiento y/o en la recombinacién se produce una inadecuada segregacion de los cromosomas

o las cromatidas hermanas (3).

o _—

A P N (B) \\ Figura 1. (A) No disyuncion de
( ) ( ) ) cromosomas en la meiosis | y (B) No
3 / ; disyuncion de las cromatidas hermanas
—— ~ en la meiosis Il. (elaboracion propia)
P N N <o £
y h / \
\ / \\ / U\,
/a0 “\\ AYA \ A A A
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Otro de los errores que se pueden producir en la meiosis (en la meiosis materna) consiste en
separacion prematura de los cromosomas homoélogos o las cromatidas hermanas en la meiosis | o la
meiosis Il, respectivamente. Si el fallo se produce en la meiosis I, la separacién prematura de los
homoélogos produce dos univalentes desapareados y, suponiendo una segregacion aleatoria de
univalentes, la produccién de un ovocito con una composicién cromosomica equilibrada o con un
cromosoma extra o faltante es igualmente probable. Si el fallo sucede en la meiosis Il, la pérdida
prematura de cohesion entre los centromeros hermanos da como resultado su segregacion
independiente, produciendo ovocitos con una constitucion cromosdmica equilibrada y con cromatidas

extra o faltantes con la misma frecuencia (3).

La gran mayoria de los errores meiéticos derivan de la meiosis materna (90-99 %). De forma general,

se estima que el 50-70 % se originan en la meiosis | y el 30-50 % se originan en la meiosis Il (2).

Por otro lado, a pesar de que todas las células embrionarias proceden del mismo cigoto, no todas
comparten complementos cromosdmicos idénticos, ya que los errores mitéticos durante el desarrollo del
embrién pueden dar como resultado poblaciones de células cromosomicamente distintas,
denominandose estos embriones mosaico. Por tanto, la definicién de mosaicismo cromosdémico es la
presencia conjunta de células con dos 0 mas constituciones cromosomicas diferentes. EI mosaicismo
puede ocurrir ya en la etapa de 2 células, aunque la deteccion se suele dar en la etapa de blastocisto,

pues en ese estadio evolutivo se pueden analizar mas trofoectodermo (TE) simultdneamente (4).

Mientras que las anomalias derivadas de la meiosis generalmente afectan a todas las células
embrionarias de forma uniforme dando lugar tal y como se ha expuesto anteriormente a embriones
aneuploides, los errores postcigéticos conducen al mosaicismo, es decir, la presencia de células
cromosomicamente distintas en el mismo embridn. De esta forma, los embriones en mosaico pueden
albergar tanto células euploides como aneuploides (mosaicos euploides/aneuploides) o estar
completamente compuestos por células anormales (mosaicos aneuploides). También se han observado
mosaicos de ploidia, que comprenden cualquier combinacion de células haploides, diploides y

poliploides, tanto en la etapa de escisidn del desarrollo como de blastocisto (1).

Entre los eventos celulares que conducen al mosaicismo embrionario se encuentra la no disyuncion
mitotica (falta de disyuncion) y el fendmeno conocido como “retraso de la anafase”. La falta de disyuncion
mitética conduce a anomalias cromosdmicas complementarias (ganancias y pérdidas reciprocas). Se
va a considerar el caso en el que un fallo mittico da lugar a células con dos complementos

cromosomicos diferentes pero reciprocos, es decir, uno con trisomia 14 y otro con monosomia 14. El
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procedimiento habitual de diagndstico consiste en lisar las células del TE biopsiadas y analizarlas como
una sola muestra. Suponiendo que el que numero de células trisémicas y monosémicas en la biopsia
fuera igual, el cromosoma 14 adicional de las células trisdmicas compensaria la falta de uno de los
cromosomas 14 en las células monosémicas, por lo que la cantidad total del cromosoma 14 en el lisado
seria normal, y el resultado pareceria normal (disomia 14), por lo que la presencia de mosaicismo
pasaria desapercibida. Por otro lado, el mosaicismo embrionario también puede estar causado por la
pérdida de un cromosoma cuando se mueve al polo de la célula durante a la anafase, hecho conocido

como “retraso de la anafase” (5,6).

En la etapa de blastocisto, se han descrito cinco tipos de embriones en mosaico segun el linaje
celular afectado. Si existen células euploides y aneuploides en la masa células interna (MCI) y el TE se
observa “mosaicismo total”. Otro caso puede ser que la poblacion en mosaico se confine exclusivamente
a algunas células de la MCI o del TE, observandose asi “mosaicismo MCI” o “mosaicismo TE”,
respectivamente. Por Ultimo, un embrién que contenga todas las células de la MCl o del TE aneuploides

se clasifica como “mosaicismo MCI/TE” (Fig 2) (4).

Mosaicism Possible Diagnoses Figura 2. Tipos de mosaicismo de
il I blopsy SEUECY blastocisto y posibles opciones de
Toral Mosale Euploid Misdiagnosis biopsia de TE, asi como sus
— Beourdte rgspet’:tlv.as premsu.)n.es en el
diagndstico del mosaicismo. Como
Aneuploid Misdiagnosis se observa en la figura, es incorrecto
ICM Mosaic extrapolar a todo el embrion el
- Misdiagnosis porcentaje de mosaicismo detectado
€/ Euploid (Mosaicism never | en |as células biopsiadas, pues la
detectable) concordancia entre la biopsia de TE y
- el embrion completo puede venir
TeMomle ¢ Euploid Misdiagnosis condicionada por factores como el
@ Mosaic — nimero de cglglas blopgladg§, el
grado de mosaicismo, la ubicacion de
Aneuploid Misdiagnosis la biopsia y la calidad experimental
ICM/TE Mosaic Type | del procedimiento seguido (4).
o Misdiagnosis
) Euploid (Mosaicism never
detectable)
ICM/TE Mosaic Type Il
i - . Misdiagnosis
&Y Aneuploid (Mosaicism never
detectable)
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Existen muchos factores que dificultan el diagnéstico de mosaicismo, ya que un mosaicismo MCI/TE
y mosaicismo MCI no se detectan ante la biopsia de TE, pues un embrién mosaico MCI/TE biopsiado
mostraré los diagndsticos contrarios al observado en la MCl y en el caso del mosaicismo MCI, la biopsia
sera totalmente euploide, generando asi diagndsticos erroneos. Incluso en embriones mosaicos TE, la
deteccion varia segun la ubicacion de la biopsia en funcién de la distribucion tisular de células

aneuploides cromosdmicamente distintas (Fig 2) (4).

Desafortunadamente, el error de muestreo expuesto anteriormente no es el Unico desafio biologico.
También existe la posibilidad de tener células con errores reciprocos contenidas en una sola biopsia, tal

y como se ha expuesto anteriormente.

Ademas, cada laboratorio de Test Genético Preimplantacional (PGT) tiene un enfoque determinado
ala hora de detectar el mosaicismo, los umbrales empleados y la forma de clasificarlos. Para discriminar
entre muestras aneuploides y euploides se hace uso de valores de umbral determinados por medios
estadisticos. De este modo, los embriones se clasifican como mosaicos cuando el resultado cae en un
rango “intermedio” entre los valores de umbral. Los umbrales y rangos varian segun el método
bioinformatico utilizado por el laboratorio de analisis genético. Cuando los rangos de euploides y
aneuploides son estrechos, las biopsias que son diagnosticadas como euploides y aneuploides tienen
menos posibilidades de ser falsos positivos (es decir, es mas probable que sean completamente
euploides y aneuploides, respectivamente). Sin embargo, estos rangos euploides y aneuploides
estrechos conllevan un rango intermedio mas amplio (mosaico) y, por tanto, un mayor nimero de

embriones diagnosticados como diagnéstico incierto (5).

El enfoque actual en las clinicas de fertilidad aboga por conseguir un recién nacido vivo sano
mediante una transferencia electiva de un unico embrion (€SET), con el objetivo de evitar complicaciones

clinicas asociadas a un embarazo multiple.

Debido a que normalmente los pacientes contaran con una cohorte embrionaria extensa disponible
para la transferencia, se pretende clasificar a estos embriones en orden de mayor a menor probabilidad
de éxito de implantacion. Aunque se han desarrollado excelentes sistemas de estandarizacion para
evaluar la morfologia embrionaria, la practica sigue siendo subjetiva y se ha demostrado que la

morfologia por si sola no es un predictor totalmente fiable para el éxito en la implantacién (2).

En el momento en el que se comprendié que los embriones humanos usualmente albergan
anomalias cromosomicas, se empezaron a emplear perfiles cromosoémicos para descartar los embriones
con anomalias en el nimero de copias y anomalias estructurales. De este modo, la primera aplicacion

(a principios de la década de los 90) que se llevd a cabo fue determinar el estado XX/XY de los embriones
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en pacientes con enfermedades hereditarias ligadas al cromosoma X, y para ello se extraia una muestra

celular representativa de cada embrion y se analizaba por métodos moleculares (7).

Posteriormente, se entendi6 que el perfil autosémico también podria volverse clinicamente aplicable,
desarrollandose asi el Test genético preimplantacional para aneuploidias (PGT-A) y reordenamientos
estructurales (PGT-SR). El PGT-A buscan identificar embriones preimplantacionales con un
complemento cromosdémico normal (euploides) y descartar embriones con numero anormal de

cromosomas (aneuploides) (2).

Hay que tener en cuenta que las versiones anteriores del PGT-A eran ineficaces y, en algunos casos
perjudiciales, debido al trauma inducido por la biopsia y a que la tecnologia en ese momento solo podia
analizar una fraccién de todos los cromosomas. De hecho, tradicionalmente se empleaba la hibridacion
fluorescente in situ (FISH) para detectar variaciones en el numero de copias. Posteriormente, se
consiguieron pulir métodos de deteccion de los 24 cromosomas que incluyen la reaccién en cadena de
la polimerasa cuantitativa (qQPCR), matrices de polimorfimos de un solo nucleétido (SNP), matriz de
hibridacién gendémica comparativa (aCGH) y, méas recientemente las técnicas de secuenciacion de

nueva generacién (NGS) (8,9).

Aunque siga siendo controvertida, la aparicion de estas nuevas tecnologias en PGT-A'y el cambio
a una biopsia menos traumatica en estadio de blastocisto han derivado en la aceptacion generalizada
del PGT-A, aunque evaluar el impacto total y la utilidad del PGT-A requiere la consideracion de maltiples
factores, como son el grado de mosaicismo embrionario, la sensibilidad de la plataforma tecnoldgica
empleada, la pérdida de embriones durante el cultivo de los mismos, la criopreservacion de los

embriones y la experiencia del embridlogo (variabilidad interclinica) (9).

Concretamente, aCGH y NGS son lo suficientemente sensibles como para detectar mosaicismo de
bajo grado en una biopsia de TE. Aunque la tasa de mosaicismo real en blastocistos no esta bien definida,
cuando se realiza NGS los datos sugieren que entre el 10 y el 30 % de las biopsias de TE pueden

diagnosticarse como mosaico (8).

En este trabajo, se analizaran principalmente las implicaciones y repercusiones que suponen los
embriones mosaicos preimplantacionales de cara al potencial de implantacion y al futuro RNV y la

utilidad de las pruebas genéticas preimplantacionales (PGT-A) para detectar este mosaicismo.
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2. Objetivos

-Abordar el concepto de embriones mosaicos preimplantacionales y estudiar la repercusion que estos

presentan sobre el éxito de la implantacion y la salud del futuro Recién Nacido Vivo (RNV).

-Detallar los conceptos e interpretaciones que se obtienen a partir del Diagnostico Genético
Preimplantacional, enfocando el interés principalmente en el Test Genético Preimplantacional para
Aneuploidias (PGT-A), considerando las limitaciones que presenta a la hora de la prediccion de

embriones mosaicos.

-Estudiar el efecto de la edad materna sobre los embriones mosaicos, asi como la distribucion de los

mismos por rangos de edad.

-Plantear la forma en que médicos, genetistas y embriélogos deben asesorar a los pacientes cuando se
diagndstica un embrién en mosaico, teniendo en cuenta las consecuencias que puede tener la

transferencia de estos, asi como la relevancia clinica de un embrién con estas caracteristicas.

-Analizar futuras direcciones en el campo de la investigacion de embriones en mosaico y la mejora en

el diagnéstico de los mismos, teniendo en cuenta los avances necesarios para lograrlo.
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3. Materiales y métodos

Para la elaboracion de esta revision narrativa se han recopilado, filtrado y sintetizado articulos
cientificos en las bases de datos de Pubmed y Google Scholar utilizando los siguientes términos en

inglés: “chromosomal mosaicism”, “embryo”, “implantation

next generation sequencing”, “PGT-A",

“‘meiotic errors” “chromosomal abnormalities”, “biopsy”, “blastocyst” en combinacidn con otras palabras
clave relacionadas con el area tematica. Se han discutido criticamente articulos relevantes en idioma

inglés, publicados hasta noviembre de 2021.

En la base de datos Pubmed se han utilizado operadores booleanos u operadores de légica con
el objetivo de acotar mas el resultado de la busqueda. Especificamente se ha empleado el operador
“AND?” (Y), el cual representa la interseccion de dos conjuntos, es decir, obliga a que los dos términos

tengan que estar presentes en los resultados.

Ademas, durante la busqueda bibliografica se han usado eventualmente el uso de restricciones,
sobre todo en las fechas de publicacién y las palabras presentes en el texto, para lo cual se ha empleado

la opcion de “busqueda avanzada” en Pubmed.
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4. Resultados y discusion
4.1. Importancia clinica del mosaicismo

La importancia clinica del mosaicismo cromosémico aun no esta correctamente establecida. En
primer lugar, queda demostrado que los embriones preimplantacionales cuentan con mecanismos
robustos de autocorreccion, tal y como sugieren los datos que muestran que las tasas de mosaicismo
placentario son similares entre mujeres fértiles e infértiles en el momento de la obtencion de la
vellosidades coriales (biopsia corial). En segundo lugar, tal y como se ha explicado anteriormente, las
células del trofoectodermo pueden no presentar la misma dotacion genética que las células de la MCI,
y otros tejidos embrionarios pueden estar compuestos por lineas celulares que difieren de las células
obtenidas durante la biopsia. Finalmente, la distribucién de células anormales en un embrion puede
diferir segun el momento de los eventos mutacionales y el grado de proliferacion de las células
aneuploides versus euploides. Por tanto, los embriones que acaban siendo considerados como
mosaicos por PGT-A tienen el potencial de convertirse en un feto que es cromosémicamente normal,
cromosomicamente anormal 0 mosaico de bajo, medio o alto grado (8). En la Tabla 1 se muestra las

distintas explicaciones para los resultados del PGT-A y los distintos riesgos asociados.

Tabla 1. Posibles explicaciones y riesgos asociados para los resultados de mosaicos después del analisis de PGT

Explicacion Composicion embrionaria Evaluacion de los riesgos

Biopsia completamente .
euploide dentro del rango de Probablemente euploide Riesgo bajo
resultado mosaico
Alto riesgo de fallo de implantacion,
aborto espontaneo o de algun
sindrome dependiendo del
cromosoma involucrado
Bajo riesgo de mal resultado; sin
TE mosaico, MCI euploide embargo, posible riesgo de CPM!
(incluyendo RCIU?) dependiendo del
cromosoma involucrado
Alto riesgo de fallo de implantacion,
Biopsia de mosaico TE mosaico, MCI aneuploide aborto espontaneo o de algun
(euploide/aneuploide) sindrome dependiendo del
cromosoma involucrado
Riesgo en gran parte desconocido;
TE mosaico, MCI mosaico depende del cromosoma implicado,
tipo de tejidos afectados y proporcién
de células aneuploides

Biopsia completamente .
aneuploide dentro del rango de Probablemente aneuploide
resultado de mosaico

Mosaico con anomalias Alto riesgo de fallo de implantacion,
cromosomicas Probablemente aneuploide o aborto espontaneo o de algun
complementarias (gananciasy = mosaico, sin células euploides sindrome dependiendo del
pérdidas reciprocas) cromosoma involucrado

'CPM: Mosaicismo placentario confinado
2RCIU: Restriccion del crecimiento intrauterino
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4.2. Efecto de la edad materna y distribucion de embriones mosaicos por rangos de edad

Se ha demostrado que la transferencia de un blastocisto cromosdémicamente normal da como
resultado una tasa de implantacion que permanece constante independiente de la edad materna (Fig.
3), lo que respalda la hipdtesis de que el PGT-A ayuda en la identificacion de embriones viables y
demuestra que la razon principal (y quizas la unica) de la disminucién en las tasas de implantacion de

embriones por transferencia con el avance de la edad materna es la aneuploidia (10).

80% Figura 3. Las tasas de
Ave: 67% . i
g 70% implantacion de la
g transferencia de
c 60% . .
3 embriones  euploides
£ PGS * son independientes de la
L. | . *
o 40% . edad materna. * 2532
£ o No PGS ciclos de PGT-A por aCGH
con resultado conocido
20% ‘ (2015); ** Datos SART
10% w 2013 (10).
<35 35-37 38-40 41-42 >42

Maternal age

Se sabe que alrededor del 30 % de los blastocistos son mosaicos en la etapa de blastocisto,
cifra cercana a la de hace algunos afios usando FISH, pero ahora ha sido confirmada usando NGS.
Debido a que estas anomalias tienen un origen postmeiético, es concebible que las insuficiencias del
cultivo embrionario desempefien un papel en la génesis de este problema, aumentando el riesgo de
mala segregacion cromosdmica durante la mitosis. Esto sigue siendo muy especulativo en este momento,
pero hay alguna evidencia de que las tasas de mosaicismo de blastocisto pueden variar entre las clinicas
de FIV, lo que sugiere efectos relacionados con el procedimiento. Aunque casi un tercio de los
blastocistos son mosaicos, la probabilidad creciente de aneuploidia meiética (derivada de ovocitos) con
el aumento de la edad materna significa que la proporcion de embriones que son mosaicos
euploides/aneuploides disminuye con la edad, del 26,6 % en mujeres menores de 35 afios al 10,5 % en

mujeres mayores de 42 afios (Tabla 2) (10).

Como se observa en la Tabla 2, conforme aumenta la edad del ovocito, disminuye el porcentaje
de embriones euploides y de embriones mosaicos euploides/aneuploides, y aumenta el porcentaje de
embriones aneuploides y embriones mosaicos aneuploides. Estos datos concuerdan a la perfeccidn con

los resultados proporcionados en numerosos estudios previos, los cuales han indicado el aumento de
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fallos en la meiosis materna y, por tanto, mayor nimero de aneuploidias en los embriones de las
gestantes.

Tabla 2. Distribucién de embriones por grupo de edad y diagnéstico

Mosaico y Mosaico
Edad (afios) | Euploide (%) | Aneuploide (%) ) . . Total
aneuploide (%) euploide/aneuploide
61.2

Donante de

Svulos 14.8 6.5 174 1972
<35 48.2 186 6.6 26.6 2363
35-37 43,9 26.4 9.3 205 1572
38-40 33.1 35.6 135 17.9 1526
41-42 17.0 51.6 175 13.9 689
>42 10.6 57.6 21.2 105 436

4.3. Impacto clinico en nacidos vivos y preocupaciones éticas

La frecuencia de mosaicismo en nacidos vivos es indeterminada, ya que los andlisis
cromosomicos en nacidos vivos, nifios y adultos se realizan en su mayoria solo cuando existe una
indicacion clinica o una fuerte sospecha de un trastorno cromosomico. De hecho, las manifestaciones
clinicas estan representadas por un espectro de fenotipos, y su relacion con diferentes sindromes ha
sido ampliamente descrita. Por ejemplo, se ha informado una mayor incidencia de mosaicismo

cromosomico en personas con trastornos psiquiatricos importantes y enfermedades autoinmunes (4).

La incidencia de mosaicismo en varias enfermedades se ha descrito de la siguiente manera: 3-
18 % en sindromes cromosémicos; 3-5 % en retraso mental y/o malformacion congénita multiple; 16 %
en autismo: esquizofrenia con aneuploidia en mosaico de los cromosomas 1, 18 y X en células de
cerebro esquizofrénico; aneuploidia del cromosoma X en mosaico en linfocitos sanguineos; monosomia
del cromosoma X en esclerosis sistémica (6,2 % de las células); enfermedad tiroidea autoinmune (4,3 %

de las células); y enfermedad de Alzheimer (>10 % en células cerebrales) (11).

Ademas, se han implicado anomalias cromosomicas complejas en las aneuploidias en mosaico
de los nacidos vivos. Se va a comentar un ejemplo sobre un adulto con microcefalia grave y retraso
mental en el que el analisis de linfocitos, fibroblastos de piel, médula dsea y linfocitos mostro mas del
10% de células con trisomia en muchos cromosomas distintos, con la excepcion de los cromosomas 5,
10, 13, 14 y 17. En este caso, la existencia de la trisomia en mosaico predominante en cuatro tejidos

especificos y en cultivos repetidos durante un periodo de 3 afios sugirié que el mosaicismo se debié a
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una anomalia genética que resultd en inestabilidad mitdtica. Se sugirié el término “aneuploidia

abigarrada en mosaico con microcefalia” como término descriptivo para este sindrome (4,12)(Fig. 4).

Figura 4. Paciente con “aneuploidia abigarrada en mosaico con
microcefalia”. (A) Muestra fusion prematura de la sutura sagital y
acortamiento rizomélico leve de la parte superior de las extremidades.
(B, C) Fenotipo destacable de frente con protuberancia frontal, ojos
hundidos, orejas bajas y redondas pequefias y micrognatia (12).

Otras trisomias brindan informacién adicional sobre el impacto del mosaicismo en los nacidos
vivos. La trisomia 18 en mosaico muestra un amplio espectro fenotipico, que va desde los casi normal
hasta la muerte prematura. Aunque es raro, las personas con trisomia 15 en mosaico muestran
caracteristicas similares, que incluyen retraso del crecimiento intrauterino (RCIU), anomalias
craneofaciales y dimorfismos faciales, enfermedad cardiaca, hipopigmentacion, vasculatura cerebral
anormal, rifiones displasicos y otras anomalias organicas. Ademas existe cierta evidencia de que casi

todos los individuos son mosaicos para la trisomia 21 en algunos tejidos (4).

Explicar la amplia variacion fenotipica del mosaicismo no es sencillo. Una posible explicacion
utiliza la inactivaciéon sesgada del cromosoma X (XCI), en la que un cromosoma X se inactiva
preferentemente (en lugar de inactivarse aleatoriamente). La idea es que, en el momento de la
inactivacion del cromosoma X, la presencia de una elevada proporcion de células trisémicas en el
embrién provoque su posterior eliminacion por seleccion. Se propone que en la XCl en tales casos se
dan resultados fetales deficientes porque no todas las células trisomicas se eliminan de los tejidos fetales.
Aun asi, para explicar la amplia variacion en los fenotipos de nacidos vivos con mosaicismo se necesitan
mas datos de resultados clinicos, ademas de estudios con un mayor numero de embriones y un mayor

enfoque en las consecuencias de la transferencia de embriones en mosaico (4).

4.4. Impacto del mosaicismo en la implantacion y eficiencia del diagndstico genético

preimplantacional

Actualmente existen técnicas como la NGS que permiten diagnosticar el mosaicismo
cromosémico en un grupo de células del TE, presentando asi la posibilidad de decidir sobre la

transferencia de embriones en mosaico y hacer un seguimiento de ellas con resultados clinicos, aunque
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los estudios que ofrecen resultados clinicos después de la transferencia de embriones mosaicos siguen

siendo escasos.

Para evaluar la incidencia real y las posibles consecuencias de la transferencia de embriones
mosaicos, el diagnostico debe evaluarse en tres niveles: calidad en la evaluacion del blastocisto y

numero de células analizadas, tasas de implantacion y aborto y salud del bebé (4).
4.4.1. Calidad en la evaluacion del blastocisto y numero de células analizadas

Cuando se habla de diagndstico de blastocisto, lo ideal seria evaluar todas sus células
individualmente con el uso de NGS o aCGH, aunque todavia no se ha conseguido, muy probablemente
debido al alto coste. Otro enfoque seria realizar mas de una biopsia de TE por cada embrién, aunque
en los estudios en los que se ha probado esta alternativa no se han conseguido buenas tasas de
concordancia entre las biopsias realizadas, obteniendo solo un 50 % de reconfirmacién de los mosaicos
diagnosticados en la etapa de blastocisto. Por otro lado, cuando se analizaron embriones de blastocisto
completo con una aneuploidia segmentaria en mosaico a nivel unicelular con el uso de FISH, se encontr6
que nueve de cada diez, es decir el 90 % de las aneuploidias segmentarias detectada por NGS, fueron
reconfirmadas después del analisis unicelular de todo el blastocisto. Esto nos viene a decir que de todos
los embriones diagnosticados como mosaico en la etapa de blastocisto, se reconfirmaran como
mosaicos dependiendo del analisis secundario empleado: biopsia de trofoectodermo o anélisis de

blastocisto completo (4).

Varios laboratorios han demostrado que el mosaicismo se detecta facilmente con NGS cuando
el 20 % o mas de las células de la muestra tienen la aneuploidia. Teniendo en cuenta que las biopsias
de TE generalmente se componen de 5 a 10 células, las células anormales siempre deben detectarse
en biopsias pequefas (5 células), ya que representan el 20 % del total, pero en muestras mas grandes
(10 células) no es asi, pues no esta claro si una sola célula aneuploide, que representa solo el 10 % de

la poblacién sera siempre detectable (10).

Hasta el momento no hay pruebas publicadas de una clara correlacion entre el mosaicismo en
el trofoectodermo y la MCI. Por lo tanto, en algunos casos, un bajo nivel de células anormales en el
trofoectodermo puede estar asociado con un alto nivel en la MCI y viceversa. La deteccion de
mosaicismo en una muestra de biopsia de trofoectodermo indica que el embrién es (o era) mosaico,
pero el porcentaje de células anormales puede no tener sentido en términos del resto del blastocisto.
Por ello, debido a que la extension del mosaicismo en la muestra de la biopsia puede o no tener
relevancia para el resto del embridn, el uso de un umbral para determinar si un embrién en mosaico

debe considerarse normal o anormal no tiene relevancia clinica ni biologica. Por tanto, la mejor
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recomendacion es informar a los pacientes de todos los embriones mosaico detectados como tal,

independiente del porcentaje de células anormales (10).
4.4.2. Tasas de implantacion

Se van a comentar dos estudios en los que se transfirieron embriones en mosaico a pacientes.
En el primero de ellos (13), se analizaron 3802 blastocistos mediante aCGH y se detecté mosaicismo
cromosomico en 181 blastocistos (4,8 %). Los embriones mosaicos se transfirieron a 18 mujeres para
las que la FIV no habia dado como resultado embriones euploides y todas se transfirieron un blastocisto
mosaico en cada caso. Se produjeron ocho embarazos clinicos (B-hCG positivo) de los cuales seis
resultaron en el nacimiento de un bebé unico a término (tasa de implantacion del 45 %). Todos los
embarazos que llegaron a término fueron confirmados con cariotipo normal mediante biopsia corial
(Tabla 3).

En el otro estudio (14) se analizé el material de biopsia mediante aCGH y NGS. Se transfirieron
43 blastocistos mosaicos y sus resultados se compararon con 51 blastocistos uniformemente euploides,
derivados de un grupo de control. De los blastocistos en mosaico, el 62 % no se implantaron, el 12 %
abortaron y solo el 26 % dieron lugar a embarazos evolutivos (tasa de implantacion del 38 %). De este
modo, la comparacién con el grupo control mostré que tanto la implantaciéon como las tasas de embarazo

€en curso se redujeron en comparacion con el grupo control.

En ambos estudios queda patente que la implantacion de embriones mosaicos no es equivalente

a la implantacion de embriones euploides.
4.4.3. Andlisis de POCs

Ademas, es importante analizar la frecuencia de mosaicismo en los POCs (“productos de la
concepcion”) después de la transferencia de blastocistos euploides, para poder asi determinar la tasa
de diagnosticos erroneos debido a mosaicismos. Se ha estimado que la tasa de error de diagndstico
clinicamente reconocible por embarazo en curso varia entre el 0,13 y el 15 %, habiendo bastante
controversia entre distintos estudios, pero evidenciando que el mosaicismo es parte del origen de
diagnosticos erroneos. También hay que destacar que la deteccion del mosaicismo presenta ciertas
complicaciones, ya que depende del nimero de células de cada linea existente, lo que se conoce como
“grado de mosaicismo”, ya comentado anteriormente. Si la celularidad es baja, es posible que las lineas
celulares alteradas se vean enmascaradas por las células normales, o a la inversa, de forma que existiria

un infradiagndstico, o directamente una falta de diagnostico de la condicién mosaico. En este caso, la
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técnica de aSNP es una excelente alternativa en estos escenarios, pues es capaz de detectar mosaicos

de baja frecuencia en muestras de POCs.

Tabla 3. Resultados clinicos de blastocistos linicos mosaicos transferidos.

Paciente Constitucion cromosdémica % de Cariotipo* Resultados clinicos
No mosaicismo*
40

arr(4)x1,(10)x 46,XX Recién nacido sano
2 arr(6 )x (1 5) 50 46,XX Recién nacido sano
3 arr(2)x1 40 46,XX Recién nacido sano
4 arr(2)x1 35 46,XY Recién nacido sano
5 arr(5)x1 50 46,XX Recién nacido sano
6 arr(5)x1,(7)x1 40 46,XX Recién nacido sano
7 arr(11)x1, (20)x3, (21)x3 30 NA No embarazo
8 arr(1)x1,(6)x3,(10)x3,(12)x3,(13)x3,(14)x3,(21)x 50 NA No embarazo
3
9 arr(3)x1,(10)x3,(21)x3 35 NA No embarazo
10 arr(1)x3 50 NA Embarazo
bioquimico***
1 arr9p21.2934.3(26,609,645-140,499,771)x3 45 NA Embarazo
bioquimico***
12 arr(15)x3 30 NA No embarazo
13 arr(18)x1 50 NA No embarazo
14 arr(18)x1 50 NA No embarazo
15 arr(18)x1 40 NA No embarazo
16 arr(14)x1 50 NA No embarazo
17 arr(5)x3 40 NA No embarazo
18 arr10g21.3926.3(67,216,644-134,326,648)x3 50 NA No embarazo

NA: no disponible

*Se enumera el porcentaje aproximado de células aneuploides en el blastocisto transferido

**El cariotipo se determind mediante muestreo de vellosidades coriénicas

***E| embarazo bioquimico se definié por la presencia de un pico bajo en los niveles de la subunidad beta de la gonadotropina
coriénica humana (B-hCG) y ningun retraso sustancial en el inicio del préximo periodo menstrual, pero sin deteccién de un
embarazo identificable por medio de un examen ultrasonografico.

4.5. Desafios analiticos en el diagndstico del mosaicismo

Como se ha comentado, la capacidad para detectar el mosaicismo cromosdmico en biopsias de
trofoectodermo presenta muchos desafios analiticos. Si bien superar estos desafios analiticos puede
llegar a ser complejo, llegar a comprender los problemas responsables de esa complejidad es bastante

sencillo.

En primer lugar, la deteccién de mosaicismo es un ejercicio de bioinformatica, pues no se
realizan procedimientos o procesos de laboratorio adicionales. Los protocolos de pruebas analiticas para
aSNP, gPCR, aCGH y NGS no han cambiado en los Ultimos afios. De hecho, los algoritmos de
asignacion de numero de copias y las pruebas estadisticas tampoco han cambiado, aunque la forma en
la que se categorizan los resultados de estos andlisis cuando se asignan los diagnésticos si han sufrido
variaciones (5).
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Para comprender cdmo se asigna un diagnostico de mosaicismo, es util revisar como se
calibraron en un principio los ensayos para distinguir resultados normales de los anormales. Se suele
comenzar por validar un ensayo analizando muestras que contienen un numero minimo de células
(normalmente 5) de lineas celulares totalmente caracterizadas, realizandose en primer lugar para lineas
celulares euploides puras y luego se repite con células aneuploides. Significativamente, las proporciones
reales de log2 para los puntos de datos individuales varian en amplios rangos para todas las muestras
(Fig 5). Es comun que los puntos de datos sin procesar de muestras euploides y aneuploides se
superpongan entre si, pero una vez que se aplican algoritmos estadisticos a los resultados de un

cromosoma dado, se obtiene un promedio ponderado que permite la discriminacidn entre muestras (5).

Idealmente, la distribucion de resultados suavizados estadisticamente para resultados normales
y anormales deberia estar ampliamente separada. Sin embargo, incluso después de un suavizado
6ptimo, normalmente hay poca diferencia entre los limites exteriores de las distribuciones (Fig. 5). Lo
que se hace es seleccionar un valor umbral que discrimine la disomia de las muestras monosémicas y/o
trisémicas. Por lo general, este valor es de 3 desviaciones estdndar de la media de los promedios
suavizados de multiples réplicas de las muestras disémicas. Luego se confirma que los valores de las
muestras anormales caen fuera de este valor umbral, teniendo en cuenta que normalmente no existe un
“término medio” y se utiliza un Unico valor umbral para discriminar las muestras disémicas de las
monosémicas o trisomicas. Para aquellos cromosomas donde las lineas de células monosdmicas o
trisémicas estables no estan disponibles, se calculan los rangos disémicos suavizados y los niveles que

estén fuera de estos rangos generalmente se consideran anormales (5).

Figura 5. llustracion del cambio en la interpretacion
tradicional frente a la interpretacion revisada de los
resultados de aCGH con el cribado genético
preimplantacional (PGS). La interpretacion tradicional busca
solamente separar la disomia de la trisomia, mientras que la
Mosaic interpretacion revisada considera que los valores cercanos al
valor umbral anterior que separa la disomia de la trisomia se
consideran mosaico (5).

Trisomic

Trisomic

Log, Ratio

Disomic

Disomic

Traditional Revised
Interpretation Interpretation

Los autores han tomado estos datos y han creado una nueva “categoria intermedia” que han
etiquetado como mosaico. El rango de resultados para estas muestras en mosaico (media + 3SD) es

bastante amplio y abarca el valor umbral utilizado anteriormente para discriminar entre resultados
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normales y anormales (Fig. 5). Es necesario enfatizar que los analisis previos de muestras disomicas
puras cayeron en la parte inferior de este nuevo rango de mosaico. Por lo tanto, no se espera que el
rango de mosaicos solo contenga muestras consideradas mosaico, es decir, se podria esperar que
estuviera enriquecido con embriones cuyas biopsias cayeron en el umbral de mosaico, pero el hecho de
que los rangos se superpongan con las muestras disomicas significa que los resultados no brindan una
discriminacién clara. De este modo, los embarazos derivados de los resultados de la parte inferior de
este rango de mosaico recientemente definido puede provenir tanto de embriones mosaicos como de

embriones normales cuyo resultado analitico simplemente cayé en la parte superior del rango normal
(5)-

La realidad es que interpretar los resultados es aun mas complicado. Si un resultado parece ser
un 20 % de mosaico, es posible que, debido a errores reciprocos, la muestra sea completamente
anormal, con una mezcla de 40 % de células monosdmicas y 60 % de células trisémicas. Aunque tal
resultado seria indistinguible de una muestra que fuese 80 % disémica y 20 % trisémica. En cada caso,
el cromosoma estaria sobrerrepresentado en aproximadamente un 20 %. Esto es significativo ya que un
embrién cuyos resultados sugieren un mosaicismo de bajo nivel puede, de hecho, ser completamente

aneuploide con todos los riesgos clinicos que esto conlleva (5).
4.6. Eficiencia del PGT-A e interpretaciones erréneas en el diagndstico de mosaicismo

La capacidad del PGT-A para reducir la incidencia de abortos espontaneos y casi eliminar el
riesgo de nifios nacidos con anomalias genéticas graves representa la razon principal por la que los
pacientes encuentran atractivo este enfoque, ya que la pérdida del embarazo o, peor aun, la terminacion
de un embarazo muy deseado debido a una anomalia genética grave es quizas el peor resultado posible
del tratamiento de reproduccién asistida. Aunque los argumentos en contra del PGT-A basados en la
“tasa acumulativa de embarazo” tiene una base ldgica, se debe reconocer que la transferencia de un
embrién cromosdémicamente normal elimina el impacto del avance de la edad femenina en la tasa de

implantacién (Fig. 3), asi como en un menor riesgo de aborto espontaneo (10).

Un aspecto critico ante el PGT-A es que la tasa de error no es 0, por lo que algunos embriones
euploides, que podrian haber producido embarazos viables, se descartan incorrectamente mientras que
otros aneuploides se transfieren erréneamente. En la mayoria de las areas de la genética clinica, aunque
no son deseables los falsos positivos, estos se toleran si al hacerlo se aumenta la sensibilidad de las
pruebas, por lo que esto ha llevado a minimizar los falsos negativos durante los analisis de PGT-A, lo
que reduce el riesgo de emplear embriones anormales. Es cierto que las tasas de error del PGT-A han

disminuido aproximadamente un 7 % con la introduccion de las técnicas de secuenciaciéon masiva, si
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bien siguen produciéndose errores debidos a la presencia de mosaicismo. Esto es debido a que aunque
a menudo los embriones mosaicos no contienen células euploides (mosaicos aneuploides), hay casos
en los que un embrion puede estar compuesto por una combinacion de células normales y anormales
(mosaicos euploides/aneuploides), y son estos embriones los que corren riesgo particular de diagndstico

erroneo (10).

Como se ha comentado, la introduccion de los diagndsticos de embriones mosaicos ha llevado
a una reduccion en la precision del PGT-A. En el ensayo STAR realizado en 2019, los laboratorios de
estudio que incluyeron diagndsticos de mosaico informaron tasas de aneuploidia del 33 al 72 %,
mientras que los laboratorios que no consideraron el diagnostico de mosaicismo informaron tasas de
aneuploidia de 0 al 43 % en el mismo grupo de edad, lo que indica que la inclusién de diagndsticos de
embriones mosaicos da como resultado una sobreestimacion de la presencia de anomalias
cromosomicas, dando lugar a un mayor numero de falsos positivos y a la imposibilidad de demostrar

buenos resultados del PGT-A, especialmente en pacientes menores de 35 afios (15).

Los métodos mas empleados para predecir el mosaicismo implican el uso de umbrales
arbitrarios de nimero de copias de cromosomas (es decir del 20 % al 80 % de aneuploidia) a partir de
datos de secuenciacion masiva. De este modo, si el niumero de copias de un cromosoma cae fuera del
umbral para un nimero de copias disémico normal de 2 (entre 1,8 y 2,2) y fuera del umbral para
monosomia y trisomia uniforme (por debajo de 1,2 o por encima de 2,8) se determina que ese

cromosoma cae en el ‘rango de mosaico” (1,2-1,8 0 2,2-2,8) (Fig.6).

Al realizar una revision sistematica de estudios que realizaron rebiopsias de embriones
considerados mosaicos segun los umbrales intermedios de numero de copias se revel6 que era poco
probable que la mayoria de esos embriones (57 %) hubieran sido mosaicos. Ademas, se ha encontrado
que muchos embriones con un numero de copias en el rango de mosaico tienen un origen meiético de
aneuploidia consistente en aneuploidia uniforme, lo que confirma la inexactitud de predecir el
mosaicismo por estos métodos. Ademas, hay que tener presente que estudios recientes han demostrado
que los embriones considerados “mosaicos de bajo nivel” tienen un potencial reproductivo equivalente

al de los embriones considerados euploides (15).

Se han considerado los datos de una revision sistematica (15) en la que se evaluaron los
resultados clinicos después de la transferencia de embriones designados como “mosaico”. Todos estos
estudios involucraron el uso de umbrales intermedios de nimero de copias después de realizar PGT-A
para los 24 cromosomas en biopsias de TE. Se identificaron un total de 25 estudios relevantes con
resultados para 2759 embriones mosaico, de los cuales solamente se confirmé 1 resultado de PGT-A
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(0,04 %) en el embarazo en curso resultante, lo que demuestra una notable falta de confirmacion en las
predicciones de PGT-A de mosaicismo en embrién previo a la implantacion, asi como inexactitud de los
umbrales intermedios de nimero de copias de la biopsia embrionaria precia a la implantacién para

predecir el mosaicismo en un embarazo o parto en curso.
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Figura 6. Uso esquematico de umbrales intermedios de numero de copias para designar un embrion
como mosaico. En este caso, el cromosoma 3 cae en el rango de monosomia en mosaico y el cromosoma 22
en el rango de trisomia en mosaico (15).

En principio se podria argumentar que la tasa de mosaicismo esperada en este entorno es baja.
Sin embargo, se ha estimado que la prevalencia del mosaicismo en embarazos en curso después de la
concepcion natural es del 1 al 2 %. Es poco probable que la transferencia de mas de 2500 embriones
mosaicos resulte en una tasa de mosaicismo que sea de 1000 veces menor que la resultante de la

concepcion natural (15).

Este ejemplo da evidencia de que muchos de los embriones considerados mosaicos nunca lo
fueron realmente, es decir, se consideran falsos positivos. Se ha demostrado en varias revisiones
sistematicas que un gran porcentaje de los embriones considerados mosaicos por una sola biopsia de
TE resultaron ser aneuploides uniformes cuando se evaluaron mdltiples rebiopsias. Ademas, el anélisis
de polimorfismo de un solo nucledtido (SNPs) junto con el analisis de numero de copias intermedias
para PGT-A revel6 que los cromosomas con numero de copias intermedias se pueden también originar
a partir de aneuploidias en embriones triploides. Como es ldgico, la transferencia de embriones con este
tipo de diagndstico falso positivo de mosaicismo (falso negativo de aneuploidia uniforme) conduciria a
tasas de éxito reducidas, dado que los embriones con aneuploidia uniforme poseen un potencial

reproductivo cercano al 0 % (15).

Los origenes del mosaicismo falso positivo desde una perspectiva de biologia molecular se
basan en que este tipo de error diagndstico podria surgir cuando se analiza un nimero sub6ptimo de
células trofoectodérmicas. Esto se debe a que la amplificacion del ADN ocurre de manera exponencial
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y como es sabido, durante la fase lineal, el ADN se duplica en cantidad después de cada ciclo de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), pero cuando los componentes de la PCR se vuelven
limitados (saturacidn), el ADN ya no puede duplicarse en cantidad después de cada ciclo, dando como
resultado una disminucion en la diferencia relativa observada entre los cromosomas disémicos y
trisémicos, lo que llevaria a un numero de copias intermedio y a un diagndstico falso positivo de
aneuploidia en mosaico, es decir un falso negativo de aneuploidia uniforme. De forma similar, con muy
pocas células, es posible que la amplificacién no alcance la fase lineal antes de la cuantificacion y dé
lugar a la observacion de un numero de copias intermedio y un mosaicismo de falsos positivos (Fig. 7)
(15).

Too Many Cells Optimum Number of Cells Too Few Cells

J—— 12X = 24 copies
False Positive

Mosaicism Trisomy

DNA

Trisomy
DNA
]— 1.5X = 3 copies Disomy
DNA
True Positive §
Uniform Aneuploidy Trisomy
DNA

Disomy Disomy
DNA

1.2X = 2.4 copies
DNA

False Positive
Mosaicism

; i t

Quantify Quantify Quantify

Figura 7. llustracion del impacto de un niimero de células subdptimo (falta o exceso) que conduce a un
mosaicismo falso positivo de una muestra con aneuploidia uniforme. Demasiadas células pueden provocar
la saturacion de la amplificacidn antes de la cuantificacion y la subestimacion de la cantidad relativa de ADN
(rango de mosaico). Muy pocas células pueden no alcanzar la fase lineal de amplificacion en el momento de la
cuantificacion y dar lugar a una subestimacion de la cantidad relativa de ADN (rango de mosaico) (15).

Por el contrario, muchos embriones designados como mosaico por el anélisis del umbral del
numero de copias son completamente euploides. Ademas, se ha demostrado que los embriones con
mosaicismo de “bajo nivel” poseen un potencial reproductivo equivalente al de los embriones designados
como euploides (15).

Una posible explicacion para este tipo de error de diagnostico puede ser la incapacidad del
analisis simple del numero de copias para distinguir el ruido técnico de la sefial biolégica (Fig.8). Este
problema puede verse amplificado por los desafios asociados con el analisis genético de muy pocas
células, los procedimientos de biopsia que dan lugar tanto a células intactas como a células
fragmentadas (artefactos), o a la lisis incompleta de las células antes de la amplificacion, todo lo cual

puede afectar al nivel de ruido observado (15).
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Figura 8. llustracion del impacto del nivel de ruido en la precision de la prediccion de la euploidia (menos
ruido) y la tasa de error al predecir el mosaicismo (mas ruido) con umbrales de nimero de copias
simples (15).

4.7. Seleccion de embriones y asesoramiento genético a pacientes

Es légico pensar que la deteccion de mosaicismo puede ser una herramienta Util para reducir
una cohorte de embriones a aquellos con la mayor probabilidad de ser completamente euploides, lo que
tiene el potencial de aumentar la tasa de embarazo por transferencia incluso por encima de la que se
observa actualmente con las técnicas estandar de PGS. Sin embargo, para los pacientes que solo tienen
embriones mosaico disponibles, la decision de transferir o incluso almacenar dichos embriones puede
ser increiblemente dificil, ya que existen varios desafios para determinar el pronostico de cualquier

resultado de mosaico dado (8).

Las directrices dadas en 2016 por la Sociedad Internacional de Diagndstico Genético
Preimplantacional (PGDIS) sugieren que la transferencia de ciertos mosaicos es preferible a la de otros.
Especificamente, se recomienda que las monosomias en mosaico se consideren antes que las trisomias
en mosaico. Si bien las monosomias a menudo se perciben como “no viables”, debe tenerse en cuenta
que cada evento de no disyuncion postcigotica genera una célula monosémica y una célula trisomica,
por lo que los embriones considerados mosaicos para una monosomia, también pueden contener células
trisémicas y viceversa. Debido a que las técnicas de NGS no pueden aun distinguir de manera segura
entre monosomia/euploidia en mosaico y monosomia/trisomia en mosaico, se debe tener precaucion al

interpretar los resultados que parecen indicar solo una monosomia en mosaico (5,8,16).

Las pautas de PGDIS establecen que, si se considera la transferencia de una trisomia en
mosaico, se prefieren las que involucran los cromosomas 1, 3, 4, 5,6, 8, 9, 10, 11, 12,17, 19, 20, 22, X
e Y sobre los que involucran los cromosomas 2, 7, 13, 14, 15, 16, 18 y 21 (Tabla 4). Sin embargo, se

Pagina 24 de 33



Universidad IVIRMA

Europea MADRID Global

han documentado aneuploidias en mosaico de practicamente todos los cromosomas en RNV con una
gran variedad de efectos fenotipicos. Si bien los fenotipos mas conocidos como son el sindrome de
Down, el sindrome de Patau, y el sindrome de Edwards (trisomias en cromosomas 21, 13 y 18
respectivamente), asi como los sindromes que involucran los cromosomas sexuales, el retraso del
crecimiento intrauterino (RCIU) y las disomias uniparentales (UPD) deben tenerse en cuenta en las
decisiones de transferencia de embriones, es esencial reconocer que, en teoria, cualquier aneuploidia
puede ser viable en presencia de una linea celular euploide. Por otro lado, estas pautas también
recomiendan que se considere la proporcion de células aneuploides al contemplar la transferencia de
un embrion diagnosticado como mosaico; sin embargo también se debe reconocer que el porcentaje de
mosaicismo en la biopsia de TE no necesariamente se correlaciona con el encontrado en el resto del
embrion (8,16).

Por ultimo, las pautas de PGDIS no abordan las aneuploidias parciales en mosaico (mosaicos
euploides/aneuploides) para las cuales hay aun menos datos disponibles debido a la rareza individual
de cada ganancia o pérdida segmentaria en particular. En general, el mosaicismo de cualquier
aneuploidia total o parcial tedricamente podria resultar en un nacido vivo si el porcentaje de célula
anormales fuera lo suficientemente bajo como para no causar una implantacion fallida o aborto
espontaneo, aunque teniendo en cuenta las posibles anomalias existentes dependiendo del porcentaje
de células y tejidos anormales involucrados. Dicho esto, los médicos encontraran grandes dificultades
para elegir embriones “seguros” que tengan una posibilidad total de dar un RNV sano o de provocar una

implantacién fallida o un aborto espontaneo (8,16).

La posterior declaracion de CoGEN realizada en 2017 sobre el mosaicismo detectado en
biopsias de blastocistos preimplantacionales incluye las siguientes recomendaciones para priorizar
embriones en mosaico para la transferencia: (i) los embriones en mosaico para trisomias capaces de
ser viables dando lugar a RNV (cromosomas 13, 18, 21 y 22) tienen la prioridad mas baja; (ii) los
embriones mosaicos para trisomias asociadas con disomia uniparental son de baja prioridad
(cromosomas 14 y 15); (iii) los embriones mosaicos para trisomias asociadas con IUGR (cromosomas
2, 7'y 16) son de baja prioridad); (iv) el mosaicismo que afecta a los cromosomas 1, 3, 4, 5,6, 8, 9, 10,
11,12, 17, 19 y 20 no se ha asociado con los resultados adversos antes mencionados; y (v) se debe
considerar que las monosomias en mosaico tienen un riesgo similar al de sus trisomias contrapartes (17)
(Tabla 4).
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1 Prioridad 2 Alta prioridad Prioridad 1
2 Prioridad 4 Baja prioridad Prioridad 3
3 Prioridad 2 Alta prioridad Prioridad 1
4 Prioridad 2 Alta prioridad Prioridad 2
5 Prioridad 2 Alta prioridad Prioridad 2
6 Prioridad 2 Alta prioridad Prioridad 4
7 Prioridad 4 Baja prioridad Prioridad 3
8 Prioridad 2 Alta prioridad Prioridad 5
9 Prioridad 2 Alta prioridad Prioridad 4
10 Prioridad 2 Alta prioridad Prioridad 1
1 Prioridad 2 Alta prioridad Prioridad 3
12 Prioridad 2 Alta prioridad Prioridad 1
13 Prioridad 4 Baja prioridad No transferir
14 Prioridad 3 Alta prioridad No transferir
15 Prioridad 3 Alta prioridad Prioridad 4
16 Prioridad 4 Baja prioridad No transferir
17 Prioridad 2 Alta prioridad Prioridad 3
18 Prioridad 4 Baja prioridad No transferir
19 Prioridad 2 Alta prioridad Prioridad 1
20 Prioridad 2 Alta prioridad Prioridad 5
21 Prioridad 4 Baja prioridad No transferir
22 Prioridad 2 Baja prioridad Prioridad 3
XXX >< Prioridad 5
XXY >< Prioridad 5

XYY >< Prioridad 2

45X >< No transferir

Otras monosomias Prioridad 1 Igual que trisomias Igual que trisomias

Tabla 4. Guias y recomendaciones para la priorizacion a la hora de transferir embriones en mosaico
en funcion del cromosoma implicado. La guia PGDIS 2016 muestra una gradacién por prioridades a la
hora de transferir embriones en mosaico trisémicos para un solo cromosoma, de forma que los cromosomas
prioritarios presentan un valor de 2, mientras que los que no lo son presentan una prioridad de 3 y 4, siendo
estos Ultimos los mas desfavorables a la hora de ser transferidos. La guia CoGEN 2017 simplemente
distingue entre alta prioridad para la transferencia y baja prioridad para la transferencia. La guia Grati 2018
muestra una gradacion por prioridades a la hora de transferir embriones segun el cromosoma afectado. La
prioridad 1 es la mas favorable y la prioridad 5 es la mas desfavorable, aunque también se aconseja la no
transferencia cuando se ven implicados ciertos cromosomas.
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Dichas recomendaciones (PGDIS 2017 y CoGEN 2017) brindan alguna orientacion para la toma
de decisiones clinicas hasta que se acumulen suficientes datos prospectivos. Sin embargo, en presencia
de varios embriones mosaicos aneuploides, puede ser dificil asignar la prioridad correcta, ya que no se

proporciona un sistema de puntuacion claro (17).

Por todo ello, en el estudio de Grati realizado en 2018 (17) se busca desarrollar un sistema de
puntuacion para priorizar embriones mosaicos aneuploides preimplantacionales basado en evidencia
clinica derivada de analisis citogenéticos de muestras de vellosidades corionicas (CVS) del primer
trimestre y de POCs. En esta ultima guia se utilizaron la probabilidad de que una aneuploidia en mosaico
detectada en CVS involucre al feto, el riesgo de UPD clinicamente significativa y la posibilidad de que el
mosaicismo culmine en aborto espontaneo para generar un sistema de puntuacion para priorizar los
embriones aneuploides en mosaico detectados por PGS. En la tabla 4 se muestra la puntuacion
compuesta para cada cromosoma. Una puntuacion mas alta implica una mayor probabilidad de un
resultado adverso antes mencionado, por tanto, cuanto menor sea la puntuacién compuesta, mayor sera

la prioridad para la transferencia de embriones (17).

En base a este nuevo sistema de puntuacién, se sugiere que los embriones en mosaico deberian
tener la siguiente prioridad para la transferencia: (i) las trisomias en mosaico 1, 3, 10, 12y 19 tienen una
puntuacion compuesta de 0 y tienen la prioridad mas alta para la transferencia debido a un riesgo muy
bajo de cualquiera de estos resultados adversos; (ii) las trisomias en mosaico 4, 5y 47 XYY tienen una
puntuacién compuesta de 1y son el segundo grupo que se considera para la transferencia, aunque con
una probabilidad ligeramente mayor de aborto espontaneo o una aneuploidia viable; (iii) Las trisomias
en mosaico 2, 7, 11, 17 y 22 tienen una puntuacion compuesta de 2 y son el tercer grupo que se
considera para la transferencia, ya que tienen un riesgo ligeramente mayor de aborto espontaneo o un
riesgo relativamente bajo de UPD (trisomias 7 y 11); (iv) las trisomias en mosaico 6, 9 y 15 tienen una
puntuacion compuesta de 3 debido a un mayor riesgo de aborto espontaneo, UPD o aneuploidia viable.
La posibilidad de transferencia debe considerarse con cautela y solo después de una discusién detallada
con los futuros padres; (v) las trisomias en mosaico 8, 20, 47 XXX y 47 XXY tienen una puntuacion
compuesta de 4 a 5, debido al alto riesgo de compromiso fetal y un riesgo ligeramente mayor de aborto
espontaneo y aneuploidia viable. La posibilidad de transferencia podria considerarse después de una
extensa discusion con los futuros padres sobre las posibles manifestaciones clinicas de la misma; (vi)

es mejor evitar las restantes aneuploidias en mosaico: trisomias 13, 14, 16, 18, 21y 45 X (17).

Las puntuaciones de prioridad antes mencionadas con respecto a las trisomias autosomicas

también deben aplicarse a las respectivas monosomias autosdémicas en mosaico. Esto se debe a que lo
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mas probable es que sean resultado de la no disyuncidn postcigoética que daria lugar a dos células hijas:
una trisomica y otra monosdmica, ademas de la linea celular euploide ya presente. En tales
circunstancias, la posibilidad de una linea celular trisémica complementaria en el embrion sigue siendo
una posibilidad (17).

En relacién a la discusion clinica referente a los embriones mosaicos, hay que tener presente
que los avances en las tecnologias genomicas para el diagndstico genético previo a la implantacion han
revolucionado la capacidad para detectar anomalias genéticas de diversos tipos a nivel de una sola
célula o de un pequefio numero de células. Estos avances en sensibilidad y resolucion han permitido
detectar el mosaicismo cromosémico, fendmeno que ocurre en una pequefia minoria de embriones, lo
cual representa un desafio clinico en el manejo de los pacientes, particularmente en aquellos con mal
prondstico y/o sin embriones euploides disponibles para la transferencia. Por ello, la transferencia de
blastocistos en los que solo se hayan detectado aneuploidias en mosaico solo debe considerarse
siguiendo el consejo de expertos y el asesoramiento genético adecuado a las pacientes. Por todas estas
razones es necesario informar a los pacientes sobre el razonamiento detras de cualquier inquietud con

respecto a la transferencia y la idoneidad del seguimiento, como la amniocentesis (16).

Como conclusion al uso de todas estas guias y recomendaciones, aunque la transferencia de
embriones en mosaico puede estar asociada con un peor resultado, también existe la preocupacién de
que los embriones viables puedan descartarse injustificadamente debido al diagnéstico del mosaicismo.
Por lo tanto, hasta que se disponga de mas estudios prospectivos de seguimiento sobre la transferencia
real de embriones aneuploides en mosaico, se sugiere utilizar este sistema de puntuacion (Tabla 4)
como una herramienta para médicos y embriologos, tanto para priorizar los embriones a transferir, como

para ser de ayuda al analizar los posibles resultados después de la transferencia (17).
4.8. Direcciones futuras

Aunque el desarrollo de la secuenciacion de nueva generacion (NGS) ha proporcionado mejoras
importantes en la precision diagnostica de PGT-A, su sensibilidad mejorada ha introducido
inherentemente nuevos desafios para la interpretacion de los resultados, en particular con respecto al

mosaicismo cromosémico (8).

Paradéjicamente, las plataformas menos sensibles facilitaron una toma de decisiones clinicas
mas sencilla, ya que los embriones podian clasificarse mas faciimente como euploides o aneuploides.
Sin embargo, en la era del progreso tecnoldgico constante, tanto en el diagnéstico como en los enfoques
de investigacion, las incertidumbres que desafian el manejo clinico en PGT-A son quizas inevitables. En

ultima instancia, cuanto mas fino sea el enfoque, mayor sera la incidencia de diagnosticos de significado
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clinico desconocido. Por lo tanto, una mayor estandarizacion de las practicas clinicas y de laboratorio
sera fundamental para lograr la coherencia y corroborar los hallazgos relevantes. En el contexto de
mosaicismo cromosomico, la mejora de la toma de decisiones clinicas se basara inevitablemente en
estandares basados en la evidencia. Ademas, los esfuerzos futuros para definir las caracteristicas
embrionarias que son importantes para mantener la estabilidad cromosdmica pueden proporcionar una
evaluacién mas definitiva del impacto del mosaicismo cromosomico en el desarrollo humano temprano,
y, por tanto, esclarecer estas incertidumbres finalmente allanara el camino hacia una mejor seleccion de

embriones y manejo clinico(1).

Por otro lado, la idea erronea de que el mosaicismo se puede predecir con precision en el
embrion previo a la implantacion y la mala interpretacion de los perfiles de numero de copias simples
han llevado a un desperdicio significativo de embriones, pérdida de recursos financieros, confusion entre
médicos y embridlogos y, lo que es mas importante, dafio a los pacientes. Esta claro que los umbrales
de nimero de copias no son capaces de predecir con precision el mosaicismo en el embridn previo a la
implantacién ni sus resultados clinicos reales, por lo que eliminar la practica actual de predecir el
mosaicismo mediante umbrales intermedios de numero de copias puede ayudar a reducir las tasas de
falsos positivos, evitar el descarte de embriones sanos, reducir la carga de asesoramiento genético y

mejorar la utilidad y la precisién del cribado de aneuploidias (15).

Hay que tener presente que el PGT-A puede no ser adecuado para todas las poblaciones de
pacientes de FIV o centros de FIV, ya que el uso exitoso de PGT-A requiere una aplicacién cuidadosa
de los procedimientos de embriologia disponibles, métodos de genética molecular y enfoques validados

para la interpretacion de datos complejos (15).

Lo que esta claro es que el mosaicismo existe en embriones preimplantacionales, pero se
necesitan mejores métodos, con menos falsos positivos antes de considerar el uso de PGT-A para
predecir la presencia e interpretar la verdadera importancia clinica del mosaicismo. El interés comercial
en la deteccién del mosaicismo no se basa en la evidencia de que la FIV es un factor de riesgo para el
mosaicismo. De hecho la prevalencia del mosaicismo en embarazos provenientes de tratamientos de

reproduccion asistida es la misma que la de las concepciones naturales (15,18).

Actualmente estan surgiendo nuevos métodos que pueden mejorar la especificidad de la
prediccion del mosaicismo en el embridn previo a la implantacion. Por ejemplo, determinar el origen de
la divisidn celular de la aneuploidia puede evitar falsos positivos al proporcionar un segundo analisis

independiente de los cromosomas que se encuentran en el rango “mosaico” mediante el analisis del
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numero de copias, de forma que en los casos en los que el origen es mitético, se pueden lograr tasas

més altas de mosaicismo verdadero positivo (19).

Hasta que se realicen mejoras en la precision de la prediccion del mosaicismo, se debe
reconsiderar la validez de los diagnosticos de mosaicismo originales y utilizar términos como embriones
mosaicos “putativos” o embriones con perfiles PGT-A “consistentes con posible mosaicismo”. Dicho esto,
todos los resultados clinicos después de la transferencia de embriones designados como “mosaico”
deben reevaluarse criticamente, con la idea de que muchos de estos embriones se han clasificado

errbneamente y en realidad son uniformemente euploides o uniformemente aneuploides (15).
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5. Conclusiones

El trabajo aqui presentado nos permite concluir que:

Queda patente que tanto la implantacién como las tasas de embarazo en curso de embriones
mosaicos no son equivalentes a las de embriones euploides.

Para poder explicar la amplia variacion en los fenotipos de nacidos vivos con mosaicismo se
necesitan mas datos de resultados clinicos, ademas de estudios con un mayor numero de
embriones y un mayor enfoque en las consecuencias de la transferencia de embriones en
mosaico.

Conforme aumenta la edad el ovocito, disminuye el porcentaje de embriones euploides y de
embriones mosaicos euploides/aneuploides, y aumenta el porcentaje de embriones aneuploides
y embriones mosaicos aneuploides.

El diagndstico de embriones en mosaico supone un gran desafio analitico. El hecho de que los
rangos de muestras en mosaico se superpongan con los rangos de muestras disémicas significa
que los resultados no brindan una discriminacion clara, pudiendo afectar a las decisiones
clinicas y suponer riesgos clinicos asociados.

Debido a que la extension del mosaicismo en la muestra de la biopsia puede o no tener
relevancia para el resto del embrién, el uso de un umbral para determinar si un embrién en
mosaico debe considerarse normal 0 anormal no tiene relevancia clinica ni bioldgica.

Existe gran evidencia de la existencia de un gran numero de falsos positivos en el diagnostico
de embriones en mosaico por PGT-A, lo que se explica por la incapacidad del analisis simple
del numero de copias para distinguir el ruido técnico de la sefal biologica.

Hasta que se disponga de mas estudios prospectivos de seguimiento sobre la transferencia real
de embriones aneuploides en mosaico, se sugiere utilizar las guias y recomendaciones
expuestas como una herramienta para médicos y embridlogos, tanto para priorizar los
embriones a transferir, como para ayudar a analizar los posibles resultados después de la
transferencia.

Se necesitan mejores métodos para predecir la presencia de mosaicismo e interpretar el
verdadero significado clinico del mismo, para conseguir asi reducir las tasas de falsos positivos,
prevenir el descarte de embriones euploides, y reducir asi los dafios emocionales generados a

los pacientes.
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