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RESUMEN

ANTECEDENTES: El mosaicismo embrionario se ha convertido en un fendmeno de gran
interés en los ultimos afios; no obstante, se trata de en un tema muy controvertido por su
potencial viabilidad. En muchas clinicas de reproduccidn, los embriones mosaicos no se
consideraban para la transferencia en los tratamientos de FIV debido a los posibles riesgos
asociados con la presencia de anomalias cromosdmicas en mosaico. Sin embargo, estudios

recientes han demostrado que algunos embriones mosaicos tienen la capacidad de desarrollo.

OBIJETIVO(S): Esta revisidon tiene como objetivo analizar los resultados de los estudios
publicados entre 2017 y 2020 sobre la transferencia de embriones mosaicos. También se
compararan los resultados con los embriones euploides, se analizardn las tasas de las diferentes

categorias de mosaicismo y las practicas actuales en las clinicas de reproduccién asistida.

METODOS DE BUSQUEDA: La situacién actual de los embriones mosaicos se determiné
mediante una busqueda bibliogréfica exhaustiva a través de la base de datos PubMed. Las
palabras clave utilizadas en la busqueda fueron las siguientes: embryonic mosaicism,
euploid/aneuploid embryo, mosaic embryo, mosaicism and IVF or ART, implantation and mosaic
embryos, y transfer and mosaic embryos. Se revisaron los articulos relevantes escritos en inglés

y espaiiol publicados desde enero de 2017 hasta diciembre de 2020.

RESULTADOS: El andlisis de los estudios ha mostrado que los embriones mosaicos tienen
un potencial de implantacion menor y una mayor tasa de aborto que los euploides, pero que
una minoria tiene la capacidad de dar lugar a recién nacidos sanos. Se ha visto que tanto el tipo
de aneuploidia involucrada en el mosaicismo como su extensidon también influyen en los
resultados clinicos. No obstante, pocas las clinicas de reproduccién asistida han realizado

transferencias de embriones mosaicos debido a la falta de un protocolo estandarizado.

CONCLUSION: Los resultados obtenidos sugieren que los embriones mosaicos deben
considerarse como una tercera categoria entre los embriones euploides y aneuploides ya que
se ha demostrado su potencial viabilidad. Sin embargo, alin existe cierta incertidumbre entre los
centros de reproduccion asistida respecto a la transferencia de embriones mosaicos, por lo que

se necesita mas investigacion para obtener un enfoque estandarizado.

Palabras clave: Mosaicismo embrionario / embrién diploide/aneuploide / blastocisto /
trofoectodermo / masa celular interna / test genético preimplantacional de aneuploidias /

resultado clinico / manejo clinico / clinica de fecundacién in vitro



ABSTRACT

BACKGROUND: Embryonic mosaicism has become a phenomenon of great interest in
recent years; however, it is a highly controversial issue due to its potential viability. In many
reproductive clinics, mosaic embryos were not considered for transfer in IVF treatments due to
the possible risks associated with the presence of mosaic chromosomal abnormalities. However,

recent studies have shown that some mosaic embryos have developmental potential.

OBIJETIVE(S): This review aims to analyze the results of studies published between 2017
and 2020 for the transfer of mosaic embryos. The results will also be compared with euploid
embryos and the rates of the different categories of mosaicism and current practices in assisted

fertilization clinics will be analyzed.

SEARCH METHODS: The current situation of mosaic embryos was determined via a
thorough literature search through the PubMed database. The keywords used in the search
were as follows: embryonic mosaicism, euploid/aneuploid embryo, mosaic embryo, mosaicism
and IVF or ART, implantation and mosaic embryos, and transfer and mosaic embryos. Relevant
articles written in English and Spanish and published from January 2017 up to December 2020

were reviewed.

OUTCOMES: Analysis of studies has shown that mosaic embryos have a lower
implantation potential and a higher abortion rate than euploid embryos, but that a minority
conduce to the birth of healthy newborns. Both the type of aneuploidy involved in mosaicism
and its extent has also been shown to influence clinical outcomes. However, few assisted
reproduction clinics have performed mosaic embryo transfers due to the lack of a standardized

protocol.

CONCLUSION: The results obtained suggest that mosaic embryos should be considered as
a third category between euploid and aneuploid embryos since their potential viability has been
demonstrated. However, there is still some uncertainty among assisted reproduction centers
regarding mosaic embryo transfer, so more research is needed to obtain a standardized

approach.

Key words: Embryonic mosaicism / diploid/aneuploid embryo / blastocyst /
trophectoderm / inner cell mass / preimplantation genetic testing for aneuploidy / clinical

outcome / clinical management / in vitro fertilization clinics
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INTRODUCCION

Los ultimos avances en genética y su aplicacién en reproduccién asistida han permitido
poder mejorar los resultados en las clinicas de fertilidad. La aplicacion del estudio genético en
los embriones y el desarrollo de técnicas con mayor sensibilidad y especificidad, como el aCGH
(array comparative genoma hybridization, array de hibridacion gendmica comparada) y la NGS
(next-generation sequencing, secuenciacion masiva), ha permitido que se pueda determinar el
embridon sano o alterado y se emitan informes genéticos con resultados de embriones mosaicos.
No obstante, alin no hay un consenso sobre como deben ser interpretados estos datos en el

manejo clinico *2.
Conceptos

El mosaicismo embrionario se define como la presencia de mas de una linea celular
genéticamente diferente dentro de un mismo embridn. Se trata de un evento postcigético como
resultado de errores durante la mitosis del embridn o de la correcciéon de un error meidtico en
los gametos. Estos sucesos pueden resultar en diferentes grupos mosaicos segun la dotaciéon

genética de las células sexuales (figura 1) 3>:

1. Mosaico aneuploide. El embrion presenta dos o mas lineas celulares anormales
diferentes, sin células diploides. Este tipo ocurre cuando se produce un error mitdtico
en un embrién previamente afectado por un error meidtico o cuando el error durante
la etapa de divisién da lugar a dos células hijas con aneuploidias distintas.

2. Mosaico diploide-aneuploide. El embrién presenta una linea celular normal y otra
aneuploide y, normalmente, se debe a un error mitdtico en una célula proveniente de
un cigoto diploide. Se trata del tipo de mosaicismo mas comun, también conocido
como mosaico verdadero.

3. Mosaico ploide. El embrién se compone por una combinacién de células con
diferentes multiplos del nimero de cromosomas haploides. Puede haber cualquier
mezcla de haploidia, diploidia y poliploidia dentro de un mismo embridn.

4. Mosaico caédtico. El embrion se caracteriza por un patrén severo de irregularidad
cromosdmica ya que cada célula tiene un conjunto de cromosomas aparentemente
aleatorio con muchos de ellos afectados. Los criterios y estimaciones para la

caracterizacion de este tipo varian mucho entre diferentes grupos de investigacion.



Mosaico aneuploide Mosaico diploide-aneuploide Mosaico ploide Mosaico cactico
P

. P SR
&__/' Célula no diploide

[ YO
\__/ Célula diploide

*N Homdlogos maternas extra f perdidos

*N Homdlogos paterncs extra / perdidos

Figura 1. Tipos de mosaicismo que afectan a embriones en etapas preimplantacionales. Para cada grupo, las
desviaciones de la diploidia se indican con el nimero de homdlogos maternos o paternos extra o perdidos. Adaptado
de McCoy, R.C. etal. (2017) 4.

Este fendmeno puede conllevar cambios que pasan desapercibidos fenotipicamente o ser
la base de una enfermedad genética, lo que dependera de los cromosomas implicados en la
aneuploidia, del grado de mosaicismo y de cdmo se dispongan las células dentro del embrion.
No obstante, aun no se conoce cudl es el umbral exacto en el que pasa de ser un mosaico

clinicamente irrelevante a relevante °.

Por otra parte, el mosaicismo puede manifestarse de dos formas diferentes segun la etapa

en la que se produzca el error mitético: general y confinado.

El mosaicismo general es la presencia de dos o mas lineas celulares diferentes en todo el
organismo; asi pues, estd presente tanto en el propio embrién como en la placenta. De modo
que, la aneuploidia deriva de un evento mitdtico durante la etapa de division del embridn, antes
de la diferenciacién celular. No obstante, este mosaicismo puede aislarse durante el desarrollo

dando lugar al mosaicismo limitado a un area particular .

El mosaicismo confinado es aquel mosaicismo que solo estd presente en un area

particular del organismo. Se ha descrito en cerebro, placenta y génadas, entre otras.

Poner especial atencién al mosaicismo confinado referido a la relacién entre la placenta
y el embrién en desarrollo, el cual se denomina mosaicismo placentario confinado (CPM,
confined placental mosaicism). Se define como las diferencias cromosdmicas entre el embrion
(euploide) y la placenta (mosaico aneuploide) 7. Muchos de los casos podria tener el origen en
la adquisicidn de aneuploidias en el citotrofoblasto a medida que se diferencian la MCl y el TE &,
El CPM se puede clasificar en tres subtipos segun la localizacion de la anomalia dentro de la
placenta. El CPM de tipo 1 (CPM1) esta presente Unicamente en el citotrofoblasto; el CPM de
tipo 2 (CPM2) se limita al nicleo mesenquimatoso de las vellosidades coridnicas; y el CPM de
tipo 3 (CPM3) se localiza en ambas zonas °. Se ha relacionado con restriccién del crecimiento
intrauterino (IUGR, intrauterine growth restriction) y resultados adversos del embarazo (funcion

placentario anormal, abortos espontaneos, muerte fetal, etc.) en el 10% de los casos segun el



subtipo 1°. Mas precisamente, el CPM2 no tiene efectos en el desarrollo fetal, mientras que CPM
de origen meidtico (esencialmente CPM de tipo 3) se ha asociado a resultados desfavorables del

embarazo °1°.

Finalmente, existen cuatro posibles distribuciones de las lineas celulares implicadas en el

mosaicismo embrionario (figura 2) 112

1. Mosaico total. Los embriones presentan células euploides y aneuploides
indistintamente en la MCl (masa celular interna) y el TE (trofoectodermo) euploide.

2. Mosaico MCI. Los embriones contienen una mezcla de células euploides y
aneuploides en la MCl, y el TE es euploide.

3. Mosaico TE. Los embriones contienen una mezcla de células euploides y aneuploides
en el TE, y la MCl es euploide.

4. Mosaico MCI/TE. Los embriones contienen todas las células aneuploides en la MCl y

euploides en el TE (Tipo I), o viceversa (Tipo ).

Mosaico total Mosaico MCI Mosaico TE Mosaico MCI/TE Mosaico MCI/TE
Tipo | Tipo Il

Figura 2. Tipos de mosaicismo en blastocistos segtn el linaje celular afectado. Las células euploides se representan
en azul y las células aneuploides en marrén. Adaptado de Vera-Rodriguez, M. et al. (2017) 12.

Mecanismos moleculares que contribuyen al mosaicismo embrionario

La mayoria de los desequilibrios cromosémicos en el embridn preimplantacional ocurren
debido a errores meidticos que surgen durante la gametogénesis. Sin embargo, hay evidencia
gue indica que errores mitdticos también son comunes durante el desarrollo embrionario y son
los responsables de dar lugar a lineas celulares con distinta constitucion genética dentro de un
mismo embrién 3. Por lo tanto, el principal origen del mosaicismo embrionario es el error en la

segregacion de los cromosomas post-cigdtica 4.

Existen tres mecanismos principales por los cuales se produce este error: no disyuncién,
retraso en la anafase y endoreplicacién. Los dos primeros mecanismos explicarian la mayoria de
las anomalias cromosdmicas completas durante el desarrollo embrionario, mientras que la
endoreplicacidon ocurre en menor frecuencia. Independientemente del mecanismo, segun la
etapa en la que ocurra el error puede darse cualquier de los dos tipos de mosaicismo explicados

anteriormente (general o confinado) °.
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Figura 3. Diferentes mecanismos que conducen a la mala segregacion de los cromosomas en humanos. Para cada
figura hay dos cromosomas diferentes, el cromosoma negro es de origen paterno y el blanco es de origen materno.
(A) Segregacion adecuada de los cromosomas durante la mitosis. (B) Evento mitético de no disyuncién en un
cromosoma paterno. (C) Evento de retraso en la anafase que involucra un cromosoma paterno. (D) Evento de
rescate trisémico que involucra un cromosoma paterno. (E) Evento de endoreplicacion que involucra un cromosoma
paterno. (F) Evento de rescate trisémico con disomia uniparental en los cromosomas paternos °.

La no disyuncién es el fallo en la separacién de las cromatidas hermanas durante la
mitosis, de manera que una célula queda con una monosomiay la otra con una trisomia por el
cromosoma no separado (Figura 3B). Se ha descrito que los cromosomas son mas o menos
susceptibles a la no disyuncidn segun la etapa de desarrollo, siendo menos frecuente durante la
meiosis | y Il de los autosomas y mas frecuente durante las primeras divisiones de los

cromosomas sexuales en etapa de divisién °.

El retraso en la anafase es el fallo de una cromatida para incorporarse en el nucleo
resultando en una monosomia de ese cromosoma en una célula y una disomia del mismo
cromosoma en la otra célula (Figura 3C). Este evento puede ocurrir porque la cromatida no se
adhiere al huso meiético o, incluso adhiriéndose, no se incorpora al ntcleo posteriormente °. En
comparacién con la no disyuncién, se ha propuesto el retraso en la anafase como principal
fuente de mosaicismo durante el desarrollo en la etapa preimplantacional ya que se ha
demostrado que la monosomia es 7 veces mas frecuente que la trisomia y que dicho evento

presenta mayores tasas que la no disyuncion >

Por otra parte, se ha informado que durante el desarrollo previo a la implantacion puede
producirse el fendmeno de rescate trisémico, es decir, que cuando una célula presenta una
trisomia por un cromosoma, el retraso en la anafase puede corregir esta aneuploidia y revertir

el cromosoma obteniendo la disomia (Figura 3D) 6.



La endoreplicacidn es la replicacion de un cromosoma sin division, dando lugar a una
célula con una trisomia por el cromosoma replicado y una célula disémica (Figura 3E). Este error
puede deberse a un mal funcionamiento del ciclo celular con replicacién vy sin citocinesis o al

inicio de la mitosis y posterior apagado del proceso sin ser terminado °.

La disomia uniparental (UPD, uniparental disomy) da lugar a una linea celular disdmica
que, en lugar de presentar una cromatida materna y otra paterna, el cromosoma completo es
de uno de los dos progenitores (Figura 3F). Este evento puede ser resultado de un rescate
trisomico tras un error durante la meiosis. La UPD se produce en mayor frecuencia con el
cromosoma 15; sin embargo, al igual que la endoreplicacién, es un fendmeno que se da en

menor medida °.
Origenes de los mecanismos

Estos mecanismos provocan una segregacién cromosémica inadecuada, por lo que es
importante comprender los origenes de estos mecanismos, es decir, que fendmenos pueden

provocar estos errores.
Origen paterno

Tras la fecundacién, el centrosoma, heredado del padre y aportado a través del
espermatozoide, es el responsable de las primeras divisiones mitéticas y su alteracion puede
producir mosaicismo embrionario en la etapa preimplantacional. Se ha expuesto que la
formacion del aster espermatico puede retrasarse en los hombres infértiles, pudiendo causar
retraso en la singamia y en las posteriores divisiones, y posiblemente producir aneuploidias *’.
A partir de esto, algunos estudios han demostrado que hay una tendencia al aumento de la tasa
de blastocistos mosaicos en pacientes infértiles por un factor masculino severo 8, planteando
la hipbtesis de una participacién directa del centriolo defectuoso *°. De manera que, en este
grupo de pacientes, el mosaicismo posiblemente es mas frecuente durante la etapa previa a la

implantacion °.
Origen materno

Pese a que el mosaicismo es un fendmeno ocasionado por error en la mitosis, existen

ciertos eventos maternos que podrian dificultar la correcta segregacién de los cromosomas °.

En primer lugar, las mitocondrias y los ARNm necesarios para la divisién mitética

adecuada son aportados por el ovocito; no obstante, estas reservas se ven afectadas por la edad



materna, lo que posiblemente puede influir en la segregacién %°. Ademas, la edad materna
avanzada se ha correlacionado con la disminucion de los niveles de la molécula de cohesidn
responsable de unir las cromatidas hermanas; de modo que, si se reduce la cohesién con la edad,
se podria originar una separacion desigual de los cromosomas conduciendo a la aneuploidia y,
consecuentemente, segln la etapa en la que ocurra el error, a mosaicismo 2. Finalmente, se ha
visto que los husos meidticos anormales son mas frecuentes en mujeres de mas edad, lo que
puede sugerir que el proceso de segregacién cromosdmica sea defectuoso desde el inicio; por
lo tanto, si hay husos anormales en un embrién, se esperaria una mayor incidencia de
aneuploidias, lo que podria indicar una relacién directa entre la edad materna, las

anormalidades del huso y el mosaicismo 2.
Factores de riesgo

Teniendo en cuenta lo descrito anteriormente, se puede plantear que la edad avanzada
podria ser un factor que contribuyente en la aparicién de mosaicismo. No obstante, si bien esta
documentada la relacidn directa entre la edad materna avanzada y la aneuploidia, aun no se ha
demostrado su correlacién con el mosaicismo 2>?%, La incidencia de mosaicos euploides /
aneuploides disminuye con el avance de la edad materna (11%), coincidiendo con la menor
prevalencia de embriones euploides (10%) y el diagndstico de mosaicos aneuploides con mayor

frecuencia (21%) a los 42 afios 2.

Por otra parte, aunque no se ha encontrado relacién alguna entre la aneuploidia y el
dimorfismo (multinucleacidn, fragmentacion, asimetria, etc.), si se ha visto que el mosaicismo
aumenta con el dimorfismo #*?°. En un estudio se demostrd que, tanto en etapa de divisién

como posteriormente en blastocisto, todos los embriones con microntcleos eran mosaicos 2.

Finalmente, puede haber factores externos que podrian contribuir a las tasas de
mosaicismo embrionario. Los resultados de estudios sugieren que ciertas condiciones de cultivo
y/o protocolos de estimulacién hormonal pueden explicar las diferencias en las tasas de

mosaicismo entre los centros de FIV (fecundacidn in vitro) 272,

Prevalencia

A pesar de los recientes avances tecnolégicos en las técnicas para el cribado cromosémico
completo (CCS, comprehensive chromosome screening), sigue siendo un desafio estimar de
forma precisa la prevalencia de mosaicismo en etapa de desarrollo previa a la implantacion ya

que existe una gran variacién entre las diferentes clinicas de reproduccién 3.



Por una parte, las tasas de mosaicismo en etapa de divisiéon pueden variar desde el 4%
hasta el 90% >%. En un estudio se caracterizé el mosaicismo en etapa de divisién utilizando dos
técnicas diferentes. Mientras que con FISH se estimd una tasa de mosaicos del 100%, el
microarray de SNP (polimorfismo de un Unico nucledtido, single nucleotide polymorphism)
predijo una menor tasa de solo el 31%, lo que demostré que el uso de técnicas imprecisas
pueden sobreestimar las tasas 3. Pese a ello, parece que el mosaicismo es comun durante las

primeras divisiones embrionarias °.

Por otra parte, los estudios de mosaicismo en etapa de blastocisto han reportado niveles
mucho mas bajos en comparacidn con la etapa de divisiéon. No obstante, se siguen observando
diferentes tasas entre diferentes estudios, desde un 2% hasta un 40% 33, Sin embargo, la gran
mayoria de las clinicas informan de que los embriones mosaico representan el 5-10% de todos
los embriones analizados 3%, Aun asi, independientemente de la variabilidad en los

resultados, el mosaicismo aln prevalece en la etapa de blastocisto °.

Aungue se describe con frecuencia durante el desarrollo preimplantacional, se cree que
es menos penetrante a medida que avanza el desarrollo. EI mosaicismo cromosémico se ha
diagnosticado solo en <2% de las muestras prenatales, solo una pequena proporcién de ellas

(~10%) se ha confirmado en el feto y se ha estimado en <0,2% de los nacimientos vivos .

Las limitaciones para determinar con exactitud su frecuencia se deben a varios factores.
Una de las mas importantes esta relacionada con la inexactitud de los métodos utilizados para
predecir la aneuploidia a partir de una sola célula. Otra limitacidn es la rigurosidad para clasificar
a un embridn como mosaico, ya que hay desde estudios que solo requieren la presencia de una
sola célula anormal hasta estudios que requieren la presencia de aneuploidia reciproca.
Finalmente, dichas predicciones inexactas pueden deberse a la diferencia en la fase del ciclo
celular y la etapa de replicacion del ADN de las células que se estudian, aunque aun no se ha
encontrado una evidencia directa que comprometa la estimacién del grado de mosaicismo.

Todo esto puede conducir a falsos positivos y sobreestimar el grado de mosaicismo *.
Consecuencias del mosaicismo para el desarrollo embrionario

Que los embriones previos a la implantacion sean mosaicos no significa que las lineas
celulares se propaguen durante todo el desarrollo. Aunque hay evidencia de que las
aneuploidias complejas de origen postcigdtico abundan en embriones en etapa de division, en
un estudio se ha visto que estos errores se purgan durante el desarrollo previo a la implantacién

37 Al parecer, esto se debe a que estos embriones tienen la capacidad de corregir de alguna



forma las células anémalas, dando lugar a un embrién completamente normal. Hay 3 modelos

no excluyentes entre ellos que podrian explicar por qué ocurre este fendmeno (figura 4) :

1. Mortalidad embrionaria. Este modelo se basa en la seleccion en contra de embriones
con un alto nivel de mosaicismo. Algunos estudios han demostrado que los embriones
detenidos antes de la etapa de blastocisto presentan un fuerte mosaicismo y que si
no se detienen la tasa de implantacién disminuye 3839,

2. Agotamiento clonal. Se trata de una autocorreccion del propio embridn basada en la
apoptosis o propagacion ralentizada de las células aneuploides dentro de los
embriones mosaicos, atenuando su impacto. Se ha demostrado que las células
euploides se propagan a un mayor ritmo que las células con aneuploidia %°. Un
experimento con ratones revelé que los embriones mosaicos pueden ser rescatados
por células diploides si representan mds de un 50% del total de células del embridn,
aunque esta idea no se deberia extrapolar a humanos ya que tienen diferentes tasas
de blastocistos in vitro *'. Sin embargo, este mecanismo quizas podria explicar la
aparicién de CPM en humanos en algunos casos 2.

3. Rescate trisémico/monosémico. Este mecanismo se apoya en la idea de que la linea
celular aneuploide se corrige mediante un error mitético y se rescata la diploidia. De
manera que, el rescate de la trisomia implica la pérdida cromosdmica, mientras que
el rescate monosdémico implica la ganancia. Un posible resultado de este evento seria
la UPD, donde el error mitético daria lugar a una célula diploide con dos cromosomas
maternos o paternos. Segln el cromosoma especifico implicado puede ser compatible

con la vida o puede asociarse con una variedad de trastornos clinicos *.

Mortalidad embrionaria Agotamiento clonal Rescate trisomico/monosémico

Célula no diploide
I_I—I I_‘—I ’l'l_‘ l——‘—l Célula diploide

x x , Error mitdtico

& b el vl

Figura 4. Modelos para explicar la incidencia decreciente del mosaicismo desde la division hasta la etapa de
blastocisto del desarrollo previo a la implantacion. Adaptado de McCoy, R.C. et al. (2017) 4.



Posibilidades diagndsticas

Actualmente, el uso de PGT-A (preimplantation genetic testing — aneuploidy, test genético
preimplantacional de aneuploidias) en los tratamientos de FIV esta en auge y tiene el objetivo

de mejorar los resultados tratando de evitar las transferencias de embriones aneuploides.

El mosaicismo cromosdmico es muy comun en el desarrollo temprano y podria afectar a
la eficacia de PGT-A al causar una clasificacién incorrecta del embrién. Su tasa no solo varia
segun la etapa en la que esté, sino también con la técnica utilizada para el diagndstico genético
y con el numero de células biopsiadas. Por lo tanto, actualmente, la cuestién es si las técnicas
actuales de PGT-A son capaces de determinar con precision si un embrion es

cromosdmicamente normal, aneuploide o mosaico %4,

La primera vez que se predijo el mosaicismo fue hace mas de 30 afios a partir del andlisis
de dos blastémeras con el uso de FISH para el cribado genético preimplantacional (PGS,
preimplantation genetic screening) *°. Inicialmente, los estudios que involucraban el analisis de
embriones mosaicos Unicamente utilizaban la técnica FISH, pero habia mucha variacién entre
los resultados que se iban obteniendo sobre la frecuencia #. Debido a su bajo rendimiento, baja
especificidad, el limitado nimero de cromosomas que se pueden analizar simultdneamente y la
dificultad de la técnica, esta técnica se ha dejado de usar y se ha sustituido por plataformas que

permiten un CCS 34,

DURACION DEL

- COSTO DE ANOMALIAS a
METODOLOGIA INVERSION COMPLEJIDAD PROCES(;:II)VIIENTO DETECTADAS RESOLUCION
aCGH Medio Media + 12 Aneuploidias (+++) Media

Mosaicismo (+)

aSNP Alto Alta Hasta 72 Aneuploidias completas Alta
(+++)

Origen parenteral (+++)
Mosaicismo (+)

gqPCR Bajo Baja 4 Aneuploidias completas Baja
(+++)
UPD (+)
NGS Alto Alta <12 Aneuploidias completas Alta
(+++)

Mosaicismo (+++)
N2 copias ADNm (++)
Translocaciones (++)

Tabla 1. Cuadro comparativo: coste, complejidad, duracion, limitaciones entre tecnologias moleculares utilizadas
para el desarrollo del PGT-A. Adaptado de Alvarez Sedé, C. et al. (2018) 3.



Las principales tecnologias de CCS actuales son el aCGH, los microarrays de SNP, la
reaccion en cadena de la polimerasa de tipo cuantitativa (qPCR, quantitative polymerase chain
reaction) y la NGS. Las diferentes plataformas de CCS tienen tanto ventajas como desventajas
especificas relacionadas con el coste, la complejidad de la técnica, el tiempo de procesamiento,

las anomalias que detectan y la resolucion, mostradas en la tabla 1.

Actualmente, a pesar de utilizar estos métodos de deteccion mejorados, las controversias
persisten décadas después porque aun existe mucha variacidon entre los resultados de la
incidencia del mosaicismo debido a las diferencias mencionadas. Sin embargo, su uso ha

demostrado mejores resultados tras la transferencia de los embriones diagnosticados.

La presencia de una mezcla de células euploides y aneuploides se puede detectar con el
uso de SNP, gPCR y aCGH, pero son relativamente insensibles. Solo pueden detectar el
mosaicismo con un alto grado de confianza cuando la proporcién de células anormales se sitla
entre el 40 y el 60%, pero cuando la proporcién no entra en este rango es indistinguible de la

euploidia (< 40% células aneuploides) o de la aneuploidia total (> 60% células aneuploides) .

En los ultimos afios, la hr-NGS se ha validado e implementado como otro método para el
PGT con las ventajas de alta precision, mayor rendimiento y menor costo respecto a las otras
tecnologias. Respecto a las otras técnicas, con NGS se puede detectar el mosaicismo cuando el
proporcién de células anormales se situa entre el rango 20 — 80%, y se ha acordado clasificar
como euploide aguellos embriones con < 20% células aneuploides y como aneuploides aquellos
con > 80% células aneuploides #*. En comparacion con la aCGH, se ha demostrado que varios
protocolos de NGS tienen una sensibilidad y especificidad del 100% para detectar la aneuploidia

en blastocistos #’.

En un estudio, de los abortos espontdneos después de la transferencia de presuntos
embriones euploides diagnosticados por aCGH, el 36.8% fueron cromosémicamente anormales
segln lo determinado por NGS *8. Por lo tanto, se ha podido demostrar que la tecnologia de NGS
puede predecir de manera mas confiable si una biopsia de un embrién contiene una mezcla de

células normales y anormales y evitar mds abortos espontaneos.

La precisa identificacién de biopsias citogenéticamente heterogéneas hace cuestionarse
la viabilidad embrionaria y el impacto del mosaicismo en la utilidad clinica del PGT-A. Los
experimentos de validacidn han demostrado que hr-NGS logra detectar el mosaicismo en la
mayoria de las biopsias de TE. Ademas, la tasa de falsos positivos y negativos parece ser baja,

pero se requiere de méas estudios adicionales para cuantificarse con precision .
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Por otra parte, hasta hace poco, las pruebas Unicamente implicaban la biopsia del
embrién en etapa de division, lo que dificultaba mucho detectar el mosaicismo si solo se
biopsiaba una sola blastdmera. En la practica actual, la biopsia de trofoectodermo en etapa de
blastocisto es una alternativa mas atractiva y comun ya que implica el muestreo de 5-10 células
aproximadamente y, por lo tanto, una mayor precisién del diagndstico. No obstante, los
diferentes tipos de mosaicismo segun la distribucion de las células euploides/aneuploides puede
contribuir a la dificultad para diagnosticarlo (figura 5) y, por lo tanto, cuestionar si la aneuploidia
detectada en el TE es representativa de la MCI 3712, Algunos estudios han intentado determinar
con qué frecuencia la biopsia de TE representa correctamente el mosaicismo embrionario. El
analisis de 2 o 3 biopsias de TE en un mismo embridn mostrd tasas de concordancia muy
elevadas (95 — 100%) con la MCl y otras zonas del TE *~>1. En manera general, si el nivel de
mosaicismo es situa entre 40 — 80% en la biopsia inicial, la biopsia de TE y el andlisis de la MCl
posteriores tienden a mostrar un nivel de mosaicismo similar. Sin embargo, si el nivel de
mosaicismo es menor, las biopsias posteriores muestran un menor grado de concordancia >2. En
consecuencia, se requieren de mas estudios para verificar la concordancia entre el TE y la MCl,

sobre todo cuando el nivel de mosaicismo es bajo.

POSIBLE BIOPSIA PRECISION DEL
TIPO DE MOSAICISMO DETE DIAGNOSTICO
Mosgico total 2 Euploide Diagndstica errdneo

3 Mosaico Preciso
@ Ancuploide Diagndstico ermdneo

Mosaico MET

Diagndstico errdneo
> Euplpide {masaicismo nunca
detectable)

Muosoico TE

© Euploide Diagndstico erméneo
@ Masaico Preciso
'@ Aneuploide Diagndstico ermdneo

Mosaico MCI/TE Tipo |

Diagndstico ermdneo
@ Euploide {mosaicismo nunca
detectable)

Mosaice MEITE Tipo it

- LN Diagndstico errdneo
/ 1 @ Aneuploide {masaicismo nunca
detectable}

Figura 5. Tipos de blastocistos mosaicos y opciones de biopsia de TE. Cuando la poblacién de células TE incluye
células aneuploides y euploides (“Mosaico total” o “Mosaico TE”), la biopsia puede incluir ambos linajes celulares o
solo células euploides o aneuploides. Segtin la ubicacion de la biopsia, los diagndsticos serdn mds o menos precisos.

Cuando el mosaicismo se limita a la MCI (“Mosaico MCI”), la biopsia TE siempre serd completamente euploide, como
lo es el TE, y no representard a toda la poblacion celular en el embrién, dando un diagndstico erréneo. De manera
similar, cuando la MCl y el TE son cromosémicamente distintos (“Mosaico MCI/TE”), la biopsia del trofectodermo

siempre mostrard los diagndsticos contrarios, aneuploide versus euploide, al observado en la MCI. Adaptado de
Vera-Rodriguez, M. et al. (2017) 12,
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Impacto del mosaicismo embrionario en los resultados de la FIV

Las aneuploidias cromosdmicas son un factor que contribuye al fallo de implantacion
embrionaria y al aborto espontaneo, y, juntamente con las mayores tasas de mosaicismo
detectadas con la nueva tecnologia NGS, ha llevado a cuestionarse el potencial del embarazo en
curso de estos embriones mosaicos euploides/aneuploides. Aunque no estd bien establecido el
significado clinico del mosaicismo embrionario, es razonable asumir que el mosaicismo reduce
la probabilidad de éxito en FIV >*¢°3, En la tabla 2 se muestra una descripcién de los posibles

resultados obtenidos tras el PGS y los riesgos que pueden conllevar.

EXPLICACION COMPOSICION DEL EMBRION EVALUACION DE RIESGOS
Biopsia euploide en el rango de Probablemente euploide BR
resultados de mosaico
Biopsia aneuploide en el rango de Probablemente aneuploide RIF, aborto espontaneo o sindrome
resultados de mosaico de aneuploidia segin cromosoma
involucrado
Biopsia de mosaico verdadero TE mosaico, MCl euploide BR de mal resultado con posible
(euploide / aneuploide) CPM (incluido IUGR) segun
cromosoma involucrado
TE mosaico, MCl aneuploide RIF, aborto espontdneo o sindrome
de aneuploidia seglin cromosoma
involucrado
TE mosaico, MCl mosaico Riesgo ampliamente desconocido;

segun cromosoma involucrado, %
de células aneuploides, tipo de
tejidos afectados

Mosaico aneuploide, sin células Probablemente aneuploide o RIF, aborto espontaneo o sindrome
euploides mosaico para multiples de aneuploidia seglin cromosomas
aneuploidias involucrados

Tabla 2. Posibles explicaciones y riesgos asociados para los resultados del mosaico después del PGS.
Abreviaciones: BR, bajo riesgo; CPM, confined placental mosaicism (mosaicismo placentario confinado); MCl, masa
celular interna; IUGR, intrauterine growth restriction (restriccion del crecimiento intrauterino); RIF, riesgo de
implantacion fallida; TE, trofoectodermo. Adaptado de Besser, A. G. et al. (2017) ©.

Aungue el nimero de estudios publicados con transferencia de embriones mosaicos no
es elevado, desde que en 2015 Greco et al. >3 reportaron que el 30% de embriones mosaicos
transferidos daban lugar a un nifio sano numerosos estudios posteriores han confirmado una

tasa de embarazo de hasta el 53% .

No obstante, se ha demostrado que los embriones mosaicos implantan con menor
frecuencia comparado con los embriones euploides. En los estudios se han demostrado que las
tasas de implantacién van del 38% al 45% con la transferencia de estos embriones mosaicos,

siendo significativamente menores que las de los embriones euploides 3%,
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Ademas, varios estudios sugieren que el mosaicismo embrionario juega un papel
importante en la pérdida del embarazo tras un tratamiento de FIV. Se ha visto que con la
transferencia de un embrién mosaico hay mayor riesgo de aborto espontaneo (~12%) que con
los embriones euploides 33, Ademas, andlisis citogenéticos y basados en arrays de abortos
espontdneos procedentes de embarazos naturales revelan la presencia de mosaicismo

cromosémico .

Los resultados de un estudio sugieren que el potencial del desarrollo embrionario con
mosaicismo depende de la proporcién de células aneuploides y del tipo. Cuando estdn
involucradas varias anomalias cromosémicas o una proporcién de células aneuploides superior
al 50%, la capacidad para convertirse en blastocisto se ve reducida; de manera que, estos tipos
contribuyen a las altas tasas de fallo de implantacion. En cambio, un bajo porcentaje de células
anormales puede que no sea perjudicial para el desarrollo y puede ser compatible con la

implantacion *°.

A pesar del menor éxito de estos embriones en comparacion con los euploides, algunos
de los blastocistos mosaico pueden convertirse en recién nacidos euploides y sanos 3. En el
caso de embarazos con CPM, se ha demostrado con el CVS que aparentemente no hay un efecto
en el desarrollo fetal. Sin embargo, en ciertos casos si se ha visto un mayor riesgo de IUGR u

otras complicaciones, como cuando esta implicada la trisomia del cromosoma 16 °°.

Finalmente, respecto al fenotipo resultante, se sabe que la aneuploidia en mosaico en el
feto tiene un amplio abanico que se extiende desde anomalias congénitas asintomaticas hasta
graves, como puede ser el autismo o el retraso mental. Aunque las trisomias completas solo son
viables con ciertos cromosomas implicados, se han documentado aneuploidias en mosaico de
casi todos los cromosomas en nacidos vivos, relacionandose con una extensa diversidad de
discapacidades fisicas y/o mentales. El resultado dependerad del porcentaje de células
anormales, los cromosomas involucrados y el tipo de anomalia, asi como también del tejido
afectado ©. En el caso del cromosoma 16, en contraposicion con el CPM, cuando estd implicado
en una trisomia en mosaico se ha visto que la mayoria de los casos tienen un buen resultado
postnatal >’. No obstante, hasta el momento no se han publicado estudios sobre el seguimiento

de los nifos procedentes de la transferencia de embriones mosaicos.

La importancia clinica del mosaicismo embrionario aun no esta bien determinada. Los
embriones considerados mosaicos tras el PGT tienen el potencial de convertirse en un feto que

puede ser cromosémicamente normal, anormal o mosaico en un grado mayor, menor o parecido
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a los resultados obtenidos con la biopsia y con una amplia variedad de fenotipos posibles °. Es
necesario obtener mas resultados postnatales para poder evaluar mejor los riesgos de la

transferencia de un embrién mosaico.
Manejo clinico

Teniendo en cuenta los resultados clinicos, tradicionalmente las pautas para la seleccion
de embriones en PGT-A recomendaban la no transferencia de embriones mosaicos. Sin
embargo, los nacimientos de nifios “euploides” tras la transferencia deliberada de blastocistos
mosaicos han desencadenado un gran dilema clinico sobre si deben ser transferidos y cdmo

priorizarlos 3.

En respuesta a este problema, la Sociedad Internacional de Diagndstico Genético
Preimplantacional (PGDIS, preimplantation genetic diagnosis international society) y
Controversias en preconcepcion, preimplantacion y diagndstico genético prenatal (CoGen,
Controversies in Preconception, Preimplantation, and Prenatal Genetic Diagnosis,) han emitido
recomendaciones sobre la transferencia de embriones mosaicos. Estas se basan en la
transferencia preferencial de embriones mosaico con aneuploidias inviables para minimizar el
riesgo de transferir un embrién viable que alberga una aneuploidia que se sabe que confiere un

trastorno del desarrollo *%>°.

La pauta mas importante es priorizar siempre la transferencia de embriones con resultado
euploide sobre aquellos con resultado mosaico. En ausencia de embriones euploides, se debe
ofrecer asesoramiento genético para contemplar la posibilidad de transferir un embridn

mosaico diploide o iniciar otro ciclo de PGT >9°,

En el caso de finalmente transferir un embrién mosaico, PGDIS sugiere que la
transferencia de ciertos tipos de mosaicos es preferible a otros. Primeramente, recomienda
tener en cuenta el porcentaje de células aneuploides cuando se contempla la transferencia de

un embrién mosaico (figura 6). Los datos mas recientes sugieren que los embriones con 20 —

40% de células aneuploides (mosaicismo de bajo grado) tienen células euploides de la MCl y
podrian considerarse para su transferencia si no hay embriones euploides, y, en cambio, los
embriones con 40 — 80% de células anormales (mosaicismo de alto grado) o con mosaicismo

complejo deben tener una prioridad de transferencia mas baja o ser excluidos #*¢1,
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Figura 6. Relacion entre el nivel de mosaicismo y el riesgo incrementado de un resultado adverso después de la
transferencia de un embrion mosaico. Adaptado de PGDIS (2019) 0.

Anteriormente se sugirio que la transferencia de embriones con monosomia en mosaico
era preferible a las trisomias en mosaico ya que las monosomias no son viables y las trisomias
pueden provocar nacimientos vivos con deficiencias fisicas y cognitivas >%, aunque resultados
mas actuales han demostrado que ambos presentan tasas de implantacion muy similares %4,
PGDIS también indica que los embriones con un 20-50% de mosaicismo pueden transferirse
independientemente de la anormalidad cromosdmica involucrada. En cambio, los embriones
con 50-80% de mosaicismo se debe considerar con mas precaucién, sobre todo los embriones
de mosaico asociados con trisomias del cromosoma 13, 18 y 21 capaces de desarrollar
nacimientos vivos, trisomias que provocan IUGR (cromosomas 2, 7 y 16), con la UPD
(cromosomas 14 y 15) o segmentos causantes de sindromes de enfermedad cromosémica
conocidos. Por lo tanto, los embriones mosaicos a considerar para la transferencia incluyen los

trisémicos para los cromosomas 1, 3,4, 5, 6, 8, 9, 10, 11, 12, 17, 19, 20, 22, X, Y. *°.

Por otra parte, Grati et al. (2018) proponen un enfoque diferente mediante un sistema de
puntuacién basado en el riesgo de que una trisomia de mosaico afecte al feto, esté involucrado
en UPD o terminé en aborto espontaneo. En base a la puntuacién establecida sugieren que los
embriones aneuploides en mosaico tengan la prioridad para la transferencia mostrada en la

tabla 3 ©2.

Munné sugiere dar prioridad a los criterios de Grati sobre las recomendaciones de PGDIS

cuando se considere la transferencia de un embrién mosaico .

15



® Riesgo muy bajo
e Trisomias 1, 3,10, 12, 19

* Riesgo ligeramente mayor de aboroto espontdneo y aneuploidia viable
e Trisomias 4, 5, 47,XYY

* Mayor riesgo de aborto espontaneo o riesgo relativamente bajo de UPD
e Trisomias 2,7,11,17y 22

* Mayor riesgo de aborto espontaneo, UPD o aneuploidia viable
® Trisomias 6,9, 15

¢ Elevado riesgo de afectacion fetal y ligeramente mayor de aborto espontaneo y aneuploidia viable
e Trisomias 8, 20, 47,XXX, 47, XXY

e Trisomias 13, 14, 16, 18, 21, y 45,X

Tabla 3. Sistema de puntuacién para priorizar la transferencia de embriones mosaicos basada en el riesgo de cada
cromosoma. Adaptado de Grati, F. R. et al. (2018) ©2.

En cuanto a la transferencia de embriones mosaicos para aneuploidias parciales, no hay
establecidas sus pautas debido a la escasez de resultados y al desafio que supone su

interpretacidn .

Finalmente, hay que destacar que es importante informar a la paciente mediante un
consejo genético que este tipo de embriones implantan menos y tienen una tasa mayor de
aborto. Y, si finalmente un embarazo resulta de la transferencia de un embriéon mosaico, se debe
ofrecer asesoramiento genético y proporcionar un monitoreo adecuado. El diagndstico prenatal
se debe hacer preferentemente mediante la amniocentesis, aunque las pruebas no invasivas y

el CVS también son opciones ©°.
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HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

Hipotesis

Actualmente, la transferencia de embriones mosaicos es un tema muy controvertido en
los centros de reproduccidn; aunque tiene peores tasas de éxito que los embriones euploides,
ha demostrado poder resultar en nifios sanos. No obstante, aliin hay pocos informes sobre sus

resultados clinicos y pautas para el manejo clinico. Por lo tanto, la hipdtesis que se plantea es la

siguiente:

Los embriones mosaicos podrian plantearse como una alternativa para la transferencia

cuando no hay embriones euploides disponibles.
Objetivos

Para confirmar esta hipdtesis se propuesto como objetivo principal analizar los estudios
publicados entre 2017 y 2020 sobre la transferencia de embriones mosaicos. Para ello, se

plantean los siguientes objetivos secundarios:

1. Comparar los resultados clinicos obtenidos entre los diferentes estudios.

2. Comparar los resultados clinicos entre la transferencia de embriones euploides y
embriones mosaicos.

3. Analizar las distintas categorias de los embriones mosaicos y sus resultados clinicos.

4. Investigar sobre las practicas actuales con los embriones mosaicos en las clinicas de

reproduccion.
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MATERIALES Y METODOLOGIAS

Revisidn bibliografica de estudios prospectivos y retrospectivos clinicos disponibles en la
base de datos Pubmed para analizar la situacidon actual de los embriones mosaicos. Se ha
elaborado una busqueda de términos tales como embryonic mosaicism, euploid/aneuploid
embryo, mosaic embryo, mosaicism and IVF or ART, implantation and mosaic embryos, y transfer
and mosaic embryos en dicha base de datos. Los limites que se han utilizado son los siguientes:
idioma: inglés y/o espafiol; fecha de publicaciéon: 01/01/2017 hasta 31/12/2020; especie:
humanos. Se han encontrado un total de 544 articulos y se han descartado 517 por titulo y /o
resumen o por ser revisiones, cartas, editoriales, resumenes de congresos y reportes de casos.
De las 27 publicaciones relevantes, se han descartado 17 por no ajustarse al objetivo del trabajo,
e incluido 2 articulos a partir de la bibliografia revisada de las publicaciones relevantes.
Finalmente, se han utilizado 12 articulos para hacer la revisidn. El esquema que se ha seguido

para la seleccién de los articulos se muestra en la figura 7.

PUBMED
g ™
Criterios de inclusion:
< » |dioma: inglés o espafio
s Fecha de publicacion: 01/01,/2017 - 31/12/2020
¥ s Especie: humanos
PUBLICACIOMES pS /
ENCONTRADAS
' . ™
Criterios de exclusidn:
L s Titulo y resumen
N » Revisiones, cartas, editoriales, resimenes de
v congresos, reportes de casos

PUBLICACIONES E /
RELEVANTES
-~

W (Criter'us de exclusion:
»
J L * Mo se ajusta al contenido del trabajo

PUBLICACIONES ADICIONALES

A partir de |z bibliografia de las
publicacionas relevantes

A

PUBLICACIOMNES

UTILIZADAS

Figura 7. Diagrama con las diferentes fases del proceso de seleccion para la revision bibliogrdfica.

Los articulos finalmente seleccionados para analizar los resultados tras la transferencia de

los embriones mosaicos son los siguientes:

e Analysis of implantation and ongoing pregnancy rates following the transfer of

mosaic diploid—aneuploid blastocysts. Fragouli, E. et al. Hum. Genet. (2017) .
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Implantation potential of mosaic embryos. Lledd, B. et al. Syst. Biol. Reprod. Med.
(2017) 5.

Detailed investigation into the cytogenetic constitution and pregnancy outcome
of replacing mosaic blastocysts detected with the use of high-resolution next-
generation sequencing. Munné, S. et al. Fertil. Steril. (2017) °°.

Chromosomal mosaicism detected during preimplantation genetic screening:
results of a worldwide Web-based survey. Weissman, A. et al. Fertil Steril (2017)°’.
Extent of chromosomal mosaicism influences the clinical outcome of in vitro
fertilization treatments. Spinella, F. et al. Fertil. Steril. (2018) .

National mosaic embryo transfer practices: a survey. Kim, T. et al. Am. J. Obstet.
Gynecol. (2018) .

One hundred mosaic embryos transferred prospectively in a single clinic:
exploring when and why they result in healthy pregnancies. Victor, A. et al. Fertil.
Steril. (2019) "°.

Rates of live birth after mosaic embryo transfer compared with euploid embryo
transfer. Zhang, L. et al. J. Assist. Reprod. Genet. (2019) 7.

Transfer of embryos with segmental mosaicism is associated with a significant
reduction in live-birth rate. Zore, T. et al. Fertil. Steril. (2019) .

Worldwide live births following the transfer of chromosomally “Abnormal”
embryos after PGT/A: results of a worldwide web-based survey. Patrizio, P. et al.
J. Assist. Reprod. Genet. (2019) 3.

Clinical outcomes after the transfer of blastocysts characterized as mosaic by high
resolution Next Generation Sequencing- further insights. Munné, S. et al. Eur. J.
Med. Genet. (2019) 74,

The outcome of human mosaic aneuploid blastocysts after intrauterine transfer.

Hong, B. et al. Med. (United States) (2020) ’>.
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RESULTADOS

Los resultados representan los datos obtenidos de 9 articulos diferentes que se basan
especificamente en estudios prospectivos y retrospectivos sobre la transferencia de embriones
mosaicos, y de 3 articulos basados en encuestas sobre las prdcticas actuales en diferentes

clinicas de reproduccion 676973,

Resultados clinicos y comparacion con el grupo control

Se hizo un seguimiento a un total de 820 embriones mosaicos transferidos entre los 9
estudios utilizados. Las pacientes que participaron tenian una edad materna promedio de 35.1
afios entre todos los articulos, siendo 30.8 afios la edad promedio més baja ® y 39.1 afios la mas

alta (tabla 4) 2.

En el grupo control (GC) se transfirieron un total de 4170 embriones euploides de
pacientes con una edad promedio de 35.5 afos (30.6 — 38.3 afios) entre los estudios que
utilizaron GC. Solo un estudio no llevd a cabo un analisis comparativo con embriones euploides

(tabla 4) 7.

La identificacién del estado de mosaicismo de los embriones se hizo por PGT-A basado en
aCGH o NGS a través de una biopsia de TE en todos los casos. En 5 estudios solo utilizaron una
de las dos técnicas ¢>%%7972 mientras que Hong et al. (2020) 7> y Spinella et al. (2018) %8 utilizaron
ambas indistintamente. Por otro lado, Fragouli et al. (2017) ®* aplicaron aCGH para el andlisis de
embriones euploides y NGS para reanalizar 44 embriones mosaicos previamente analizados con
aCGH y que dieron como resultado perfiles con ligeras desviaciones, y Munné et al. (2019) 7*
ambas para los embriones euploides y hr-NGS especificamente para los mosaicos. Cinco
estudios determinaron la tasa de mosaicismo en su cohorte de embriones en estado de

blastocisto, cubriendo un rango desde 5.3% hasta 29.3% (tabla 4) 4657072,

Las tasas de implantacién de los embriones mosaicos variaron desde 26.9% hasta 53.1%
y solos en los estudios de Munné et al. (2019), Spinella et al. (2018) y Victor et al. (2019) se
informd de ser tasas significativamente mas bajas respecto a su GC (49.0% vs. 83.0%, 38.5% vs.

54.6%, y 38.0% vs. 49.6%, respectivamente) (tabla 5) 587074,

De los estudios que analizaron las tasas de embarazo bioquimico, Unicamente el resultado

de Zhang et al. (2019) mostré ser estadisticamente significativo respecto a los embriones
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euploide (65.7% vs. 76.1%) "%, Lledd et al. (2017) solo reporté haber una tendencia a ser

significativamente mds elevada en los embriones mosaicos (21.2% vs. 12.3%) (tabla 5) ©°.
EMBRIONES TASA DE
TIPODE  PROMEDIO EDAD . TIPO DE
g Iy TECNICA PGT-A TRANSFERID MOSAICISM
EMBRION  MATERNA (ANOS) CNICA PG BIOPSIA S 05 MOSAICISMO
(N) (%)
; M 37.2 44
Fragouli et aCGH + NGS TE 29.3
al.,, 2017 E 37.9 54
Hong et al.,
2020 M 30.8 aCGH o NGS TE 28 -
5 M 31 52
LE LG aCGH TE 13.4
2017 E 30.6 382
; M 35.8 143
Munné et hr-NGS TE -
al,, 2017 E 373 1045
; M 36.6 253
Munné et aCGH + hr-NGS TE -
al., 2019 E 34.1 1338
; M 37.6 78
Szlele eat aCGH o NGS TE -
al., 2018 E 37.0 251
Victor et al., M 36.4 100
ictor eaa NGS TE 18.0
2019 E 37.4 478
M 31.4 102
Zhang et aCGH TE 27.6
al., 2019 E 313 268
M 39.1 20
Zore et al, aCGH TE 5.3
2019 E 38.3 357

Tabla 4. Caracterizacion de las muestras de cada estudio.
9 Andlisis prospectivo.
aCGH, array comparative genome hybridization (array de hibridacion genémica comparada); E, euploide; M,
mosaico; NGS, next-generation sequencing (secuenciacion masiva); PGT-A, preimplantation genetic testing —
aneuploidy (test genético preimplantacional de aneuploidias); TE, trofoectodermo

Respecto a la tasa de aborto espontaneo, 3 estudios mostraron tener tasas
significativamente mas bajas respecto al GC: Munné et al. (2017) (25.0% vs. 10%), Munné et al.

(2019) (25.0% vs. 7.0%) y Zore et al. (2019) (40.0% vs. 18.0%) (tabla 5) 567274,

Aunqgue las tasas de embarazo clinico parecian mostrar resultados mas bajos en
comparacién con los embriones euploides, Unicamente Spinella et al. (2018) y Muné et al. (2017)
obtuvieron una menor tasa estadisticamente significativa (30.0% vs. 46.4%, 41.0% vs. 63%,
respectivamente) %8, Por otra parte, solo Munné et al. (2019) reportd la tasa de embarazo en
curso, mostrando peores resultados significativos en comparacién con su GC (37.0% vs. 77.0%)

(tabla 5) 74,
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Fragouli et Honget Lleddetal., Munné et al., Munné etal., Spinellaetal., Victor et al., Zhang et al., Zore et al. 2019
al., 2017 al., 2020 2017 2017 2019 2018 2019 2019 !
TIPO DE EMBRION M E M M E M E M E M E M E M E M E
-(I;/A)SA DE IMPLANTACION 38.6 569 39.3 269 37.2 53.1 70.4 49.0" 83.0 38.5" 54.6 38.0" 49.6 57.8 67.5 40.08% 60.0%
0

TASA DE EMBARAZO "
BIOQUIMICO (%) - - 3.6 212 123 - - - - 10.4 9.6 - - 65.7 76.1 - -
TASA DE ABORTO " " "
ESPONTANEO (%) 11.4 9.8 17.9 7.1 18.1 25.0 10.0 25.0 7.0 7.8 8.0 - - 20.3 12.7 40.0 18.0
TASA DE EMBARAZO ¥ M

- - - 7 26. 40.2 41. . - - . 46.4 - - 7. 7. 40. .
CLINICO (%) 35 6.9 0 0 63.0 30.0 6 57.8 67.5 0.0 60.0
TASA DE EMBARAZO EN "
CURSO (%) - - - - - - - 370" 770 - - - - - - - -
TASA DE NACIMIENTOS 273 47.0 17.9 19.2 14.1 40.0™% 63.0% 37.0% 77.0% 30.8" 46.6 30.0"" 47.1*F 46.6" 59.1 30.0" 53.8

VIVOS (%)

Tabla 5. Resultados clinicos de los estudios que han informado de la transferencia de embriones mosaicos y euploides como grupo control.
* Resultado estadisticamente significativo respecto a los embriones euploides del estudio (p < 0.05).

¥ Extrapolado de las implantaciones en curso, no se informaron de los nacimientos vivos.
" Extrapolado de 19 nacimientos y 11 embarazos en curso informados.

5 La tasa de implantacién se definié como la presencia de latido cardiaco fetal en la ecografia, ya que solo se informaron los embarazos clinicos.

E, euploide; M, mosaico
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Finalmente, en las tasas de nacimientos vivos es donde se encontraron un mayor nimero
de resultados mas bajos estadisticamente significativas, siendo 30.0% el dato mas bajo obtenido
y 46.6% el mas alto. Especificamente, Fragouli et al. (2017), Lledd et al. (2017) y Munné et al.
(2019) no reportaron diferencias significativas respecto a los embriones euploides transferidos

(tabla 5) 546574,

Resultados clinicos tras la transferencia de embriones mosaicos para

anomalias que podrian llegar a término

Munné, tanto en el articulo de 2017 como en el de 2019, analizé los resultados clinicos
tras la transferencia de embriones mosaicos con anomalias cromosémicas que pueden llegar a
término (cromosomas 13, 18, 21, X/Y). Ademas, también se informé de aquellos embriones
mosaicos con anormalidades que podrian conducir a la UPD (cromosomas 7, 14 y 15) 674 En |a

tabla 6 se muestran los resultados conjuntos de ambos estudios.

En total se transfirieron 40 embriones con estas condiciones logrando 20 embarazos en
curso (50%). Las unicas anomalias en mosaicos que no llegaron al embarazo en curso fueron la

trisomia 18, la trisomia 21y la trisomia X 5674,

En ningun caso se proporciond informacién de los abortos, embarazos en curso o nacidos

vivos obtenidos %74,

Total (n) Implantacion fallida (n)  Aborto espontaneo (n) Embarazo en curso (n)
MONOSOMIA 13 2 - 1 1
MONOSOMIA 18 4 1 - 3
TRISOMIA 18 2 2 - -
MONOSOMIA 21 3 1 1 1
TRISOMIA 21 1 - 1 -
MONOSOMIA X* 9 1 4 4
TRISOMIA X 1 1 - -
MONOSOMIA 7# 1 - - 1
TRISOMIA 7# 2 1 - 1
MONOSOMIA 14* 2 1 - 1
TRISOMIA 14* 2 - - 2
MONOSOMIA 15% 2 1 - 1
TRISOMIA 15* 9 3 1 5

Tabla 6. Resultados clinicos tras la transferencia de embriones mosaicos para anomalias que podrian
llegar a término.
*Incluye dos monosomias parciales del cromosoma X en mosaico que resultaron en dos embarazos en curso.
*Embriones mosaicos caracterizados con anormalidades que podrian conducir a la UPD.
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Seguimiento de los embarazos tras la transferencia de embriones mosaicos

Tres de los nueve estudios publicaron el seguimiento de los embarazos conseguidos tras
la transferencia de embriones mosaicos (Hong et al. (2020), Munné et al. (2019) y Zhang et al.

(2019)).

En el estudio de Hong et al. (2020) se lograron 5 embarazos en curso. Cuatro de los
embarazos fueron verificados con amniocentesis (semana 18 de gestacion) y dieron como
resultado 3 fetos con cariotipos normales y un feto con un cariotipo con translocacién
equilibrada. La pareja restante rechazé la deteccidn prenatal de aneuploidia. Finalmente, los 5

embarazos fueron a término y dieron a luz a 5 nifios/as sanos/as ”°.

Munné et al. (2019) informaron de 94 embarazos en curso, de los cuales 29 tenian un
cariotipo. En tales casos, todos los embriones con un bajo porcentaje de células anormales se
informaron como normales cromosdmicamente. Y, por otra parte, la mayoria de los abortos
espontaneos no fueron cariotipados, pero entre los que se sometieron a andlisis citogenético,
uno era cromosémicamente anormal y los otros dos normales. No se reportaron datos de los

recién nacidos procedentes de la transferencia de embriones mosaicos 4.

Zhang et al. (2019) no informaron de diferencias significativas en el peso al nacer, riesgo
de parto prematuro, hipertension gestacional, diabetes mellitus gestacional ni anomalia
congénita entre los embriones mosaicos y los euploides transferidos (tabla 7). En este estudio
se lograron 59 embarazos clinicos con la transferencia de embriones mosaicos, pero solo tres
pacientes se sometieron a una amniocentesis obteniendo como resultados a fetos con cariotipos
normales. Se informd de que todos los/as nifios/as estaban sanos/as después de un examen

fisico detallado tras el parto 2.

RESULTADOS CLINCOS Embriones mosaicos Embriones euploides

transferidos (n = 48) transferidos (n = 159) p valor
PESO DE NACIMIENTO — kg 3.38 £ 0.65 3.30 £ 0.50 0.43
PARTO PREMATURO — n (%) 3(6.3) 13 (8.2) 0.66
HIPERTENSION GESTACIONAL — n/total n (%) 1/47 (2.1) 8/158 (5.1) 0.39
DIABETES MELLITUS GESTACIONAL — n/total n (%) 3/47 (6.4) 10 (6.3) 0.99
ANOMALIAS CONGENITAS 0 5(3.1) 0.21

Tabla 7. Resultados obstétricos del nacimiento vivo de la transferencia de embriones mosaicos y euploides
control. Adaptado de Zhang, L. et al. (2019) 7.
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Parametros del mosaicismo que afectan el resultado clinico

En la tabla 8 se muestra el porcentaje de embriones mosaicos segun el subgrupo al que
pertenecen por su composicién cromosdmica. Como se puede observar, la distribucion dentro
de una misma categoria es muy dispersa y no todos los autores han reportado datos de todas

las categorias.

Fragouli et al. (2017) obtuvo la tasa de nacimientos vivos mas baja cuando analizé el grupo
de los embriones mosaicos complejos (6.3%) (tabla 9). Por otra parte, las diferencias en la
pérdida de embarazo y las tasas de nacimientos vivos entre los embriones mosaicos con
anomalia segmentaria y aquellos con anomalia en un cromosoma completo fueron
estadisticamente significativos (datos no mostrados). Ademas, en los embriones mosaicos con
uno o mas cromosomas completos involucrados, las tasas de implantacién y embarazo clinico
se redujeron en un tercio de las logradas con los embriones euploides (datos no mostrados). Y,
finalmente, cuando compard los embriones mosaicos parciales con los euploides no obtuvo
diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la tasa de implantacién (datos no

mostrados) ®*.

Lledé et al. (2017) no informaron de diferencias significativas respecto al nimero de
cromosomas con mosaicismo. Sin embargo, mostraron resultados mds bajos con las
transferencias de embriones con dos 0 mds cromosomas en mosaico respecto con los embriones

con solo un cromosoma involucrado (tabla 9) .

Munné et al. (2017) compard los resultados clinicos tras la transferencia de embriones
mosaicos segun el numero de cromosomas involucrados, el grado de mosaicismo, si es
cromosoma completo o parcial y el tipo de anomalia (trisomia o monosomia). La implantacion
fue 17.4 veces mas probable para un embridon con monosomia en mosaico que para un
complejo. Los embriones con dos o mas errores, ademas de los mosaicos parciales, tiene,
respectivamente, 11.7, 14.3 y 9.0 veces mas probabilidades de implantarse que los embriones
mosaicos complejos. No obstante, en ningln caso informé de diferencias significativas

intragrupos o en comparacion con los embriones euploides (tablas 9, 10, 11y 12) .
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Fragouli et Lled6 et al., Munné et Munné et Spinella et Victor et al., Zhang et al., Zore et al,
al., 2017 2017 al., 2017 al., 20192 al., 2018 2019 2019 2019
NUMERO DE  CROMOSOMAS
IMPLICADOS (%)
1 29.5 57.3 65.0 - - 66.0 - 70.0
2 34.1 20.3 - - 20.0 - 25.0
Complejo 36.4 427 14.7 13.8 - 14.0 - 5.0
% DE CELULAS ANEUPLOIDES (%)
20-40% 84.1 - 76.2 41.5 - 58.0 - 25.0
40 -80% 15.9 - 23.8 19.0 - 42.0 - 75.0
<50% - - - - 57.7 - 99.0 -
=50% - - - - 42.3 - 1.0 -
TIPO DE MOSAICISMO (%)
Cromosomas completos 41.0 - 58.7 60.5 - 48.0 60.8 0.0
Parcial 32.0 - 30.1 25.7 - 45.0 27.4 100.0
g;‘iz,’;”mas completos + 27.0 - 11.2 - - 7.0 118 0.0
TIPO DE ANOMALIA (%)
Monosomia 31.8 - 53.1 25.3 - 42.0 - 65.0
Trisomia 341 - 30.8 15.0 - 38.0 - 20.0
Monosomia + trisomia 34.1 16.1 20.2 - 20.0 - 15.0

Tabla 8. Resumen de los hallazgos de 8 estudios sobre la composicion cromosémica de los embriones mosaicos. Los embriones mosaicos han sido distribuidos segun el
numero de cromosomas involucrados en el mosaicismo, el porcentaje de células anormales, el tipo de anomalia o si la anomalia involucra el cromosoma entero o solo una region. Los
casos donde no aparecen datos se deben a que los autores no han informado de esa clasificacion especifica.

a Embriones transferidos, sin tener en cuenta el total de obtenidos.
b Composicién cromosémica a partir de embriones mosaicos parciales tnicamente.
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NUMERO DE CROMOSOMAS IMPLICADOS

Fragouli et al., Lledd et al., Munné et al., Munné et al., Spinella et al., Victor et al.,
2017 20172 2017 2019 2018 2019
1 CROMOSOMA (%)
Tasa implantacion - 36.7 62.0 - - -
Tasa embarazo bioquimico - 24.1 - - - -
Tasa aborto espontdneo - 10.0 26.0 - - -
Tasa embarazo clinico - 345 46.0 - - -
Tasa nacimientos vivos - 20.0 - - - -
2 CROMOSOMAS (%)
Tasa implantacion - - 55.0 - - -
Tasa aborto espontdneo - - 19.0 - - -
Tasa embarazo clinico - - 45.0 - - -
COMPLEJO (%)
Tasa implantacién - 20.8 10.0 17.15¢ 15.8" 46.2
Tasa embarazo bioquimico - 17.4 - - - -
Tasa aborto espontdneo - 0.0 0.0 50.0¢ 10.5 -
Tasa embarazo clinico - 17.4 10.0 - 5.3 -
Tasa embarazo en curso - - - 8.6° - 30.8
Tasa nacimientos vivos 6.3 16.7 - - 5.3" -

Tabla 9. Resultados clinicos de la transferencia de embriones en mosaico segun el nimero de cromosomas involucrados.
9 os resultados de la categoria de mosaicismo complejo incluyen los de mosaicismo que involucra dos cromosomas.
b Tasa embarazo en curso extrapolado del latido cardiaco fetal informado.
" Resultado estadisticamente significativo respecto a los embriones euploides del estudio (p < 0.05) (tabla 5).
$ Resultado estadisticamente significativo respecto a los embriones mosaicos con 20 —40% de células aneuploides del mismo estudio (p < 0.05).
* Resultado estadisticamente significativo respecto a los embriones mosaicos parciales del mismo estudio (p < 0.05).

27



Munné et al. (2019) también analizé los diferentes grupos de embriones mosaicos y los
compard entre ellos. Respecto a las tasas de implantacion, aborto espontaneo y embarazo en
curso, hubo diferencias significativas entre los embriones mosaicos complejos (17.1%, 50.0% y
8.6%, respectivamente) y los embriones con 20 — 40% de células anormales (60.0%, 15.9% y
50.5%, respectivamente), asi como también entre los complejos y los parciales (56.9%, 29.7% y
40.0%, respectivamente). El mosaicismo complejo fue que el alcanzé peores resultados

estadisticamente significativos (tablas 9, 10 y 11, respectivamente) 7.

Ademads, comparando la categoria del grado de mosaicismo obtuvo resultados mas bajos
en implantacién y embarazo en curso y mayores en aborto espontaneo cuando los mosaicos
tenian entre 40 y 80% de células aneuploides (39.6%, 37.1% y 31.6%, respectivamente).
Curiosamente, para las tres tasas encontro diferencias significativas entre el mosaicismo de bajo

grado y los embriones euploides, pero no entre el de alto grado y los euploides (tabla 10) 74,

Finalmente, no hubo diferencias en las tasas entre el mosaicismo cromosdémico completo

y mosaicismo parcial (tabla 11) o entre monosémicos y trisémicos (tabla 12) 74,

Spinella et al. (2018) compard los resultados clinicos tras la transferencia de embriones
con un porcentaje de aneuploidia bajo (<50%) y alto (=50%). Las tasas de implantacion (48.9%
vs. 24.2%), embarazo clinico (40.9% vs. 15.2%) y nacimientos vivos (42.2% vs. 15.2%) fueron
significativamente mas altas en el grupo con un porcentaje de aneuploidia bajo en comparacion
con el alto. En cambio, la tasa de embarazo bioquimico (11.4% vs. 9.1%) y de aborto espontdneo

(6.8% vs. 9.1%) no mostraron diferencias significativas entre los dos grupos (tabla 10) 2.

Ademas, también se comparé los resultados de los embriones con diferente nimero de
cromosomas involucrados en el mosaicismo. Los embriones con mdas de dos cromosomas en
mosaico mostraron significativamente peores tasas de embarazo clinico (5.3% vs. 35.3%) y
natalidad (5.3% vs. 35.3%) en comparacion con los embriones mosaicos con trisomia simple o
doble, y tasas de implantacion (15.8% vs. 50.0%), embarazo clinico (5.3% vs. 43.2%) y natalidad
(5.3% vs. 44.7%) significativamente menores comparado con los embriones mosaicos con
monosomia simple o doble. No se encontraron diferencias significativas entre estos grupos

respecto a la tasa de aborto espontdneo (tablas 9y 12) 8,

Por otro lado, se compard estas categorias de mosaicismo con los resultados clinicos tras
la transferencia de embriones euploides. Los mosaicos con un alto porcentaje de aneuploidia
obtuvieron tasas de implantacion (24.2% vs. 54.6%), embarazo clinico (15.2% vs. 46.4%) y

nacimientos vivos (15.2% vs. 46.6%) reducidas a un tercio en comparacién con las obtenidas tras
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la transferencia del GC. En contra, los embriones con bajo porcentaje de aneuploidia lograron

resultados clinicos similares a los de los embriones euploides (tabla 10) .

PORCENTAJE DE CELULAS ANEUPLOIDES

Munné et al., Munné et al., Spinella et al., Victor et al.,
2017 2019 2018 2019
20 —-40% (%)
Tasa implantacidn 56.0 60.0" - 36.2
Tasa aborto espontdneo 25.0 15.9" - -
Tasa embarazo clinico 42.0 - - -
Tasa embarazo en curso - 50.5" - 27.5
> 40— 80% (%)
Tasa implantacion 44.0 39.68 - 38.1
Tasa aborto espontdneo 20.0 31.68% - -
Tasa embarazo clinico 35.0 - - -
Tasa embarazo en curso - 37.1% - 33.3
<50% (%)
Tasa implantacidn - - 48.97 -
Tasa embarazo bioquimico - - 11.4 -
Tasa aborto espontdneo - - 6.8 -
Tasa embarazo clinico - - 40.9° -
Tasa nacimientos vivos - - 42.2" -
> 50% (%)
Tasa implantacidn - - 24.2° -
Tasa embarazo bioquimico - - 9.1 -
Tasa aborto espontdneo - - 9.1 -
Tasa embarazo clinico - - 15.2" -
Tasa nacimientos vivos - - 15.2" -

Tabla 10. Resultados clinicos de la transferencia de embriones mosaicos segtn el porcentaje de células
aneuploides.
% Tasa embarazo en curso extrapolado del latido cardiaco fetal informado.
* Resultado estadisticamente significativo respecto a los embriones euploides del estudio (p < 0.05) (tabla 5).
" Resultado estadisticamente significativo respecto a los embriones mosaicos con = 50% de células
aneuploides del mismo estudio (p < 0.05).
¢ Resultado estadisticamente significativo respecto a los embriones mosaicos con 20 — 40% de células
aneuploides del mismo estudio (p < 0.05).

Finalmente, los embriones mosaicos con solo una o dos anomalias en cromosomas
involucradas no obtuvieron diferencias significativas en las tasas (datos no mostrados). Los
mosaicos complejos mostraron tasas de implantacion (15.8% vs. 54.6%), embarazo clinico (5.3%
vs. 46.4%) y nacimientos vivos (5.3% vs. 46.6%) significativamente reducidas en comparacion

con el GC (tabla 9) 8.

En el estudio de Victor et al. (2019), el mosaicismo parcial que incluye una sola region

alcanzé mejores resultados que los embriones mosaicos para multiples segmentos o para
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cualquier nimero de cromosomas completos (datos no mostrados). Unicamente se observé que
la tasa de nacimientos vivos en embriones mosaicos con cromosomas completos involucrados
presentaba un menor porcentaje estadisticamente significativo respecto a los embriones
euploides (tabla 11). Por otro lado, el grado de mosaicismo obtuvo diferencias estadisticamente
insignificantes entre el grado bajo y alto (tabla 8). Finalmente, las trisomias y monosomias en

mosaico ho mostraron diferencias en implantacién o embarazo en curso (tabla 12) 7°.

Asi como en ningun estudio se mostraron diferencias entre la edad y el mosaicismo, Victor
et al. (2019) informd de resultados considerablemente mejores en pacientes <34 afios
comparado con pacientes mayores de 34 afos para todos los tipos de mosaicismo. En el GC se

encontraron resultados similares independientemente de la edad (datos no mostrados) 7°.

Zhang et al. (2019) analizé Unicamente a los embriones mosaicos cuando presentaban la
anomalia de manera parcial o en el cromosoma completo. Unicamente la tasa de nacimientos
vivos fue significativamente menor en mosaicos de cromosomas completos (43.5%) en

comparacién con los embriones euploides (59.1%); dicha tasa no fue significativa cuando se

compard a los embriones mosaicos parciales con los euploides (48.3% vs. 39.1%) (tabla 11) "*.
TIPO DE MOSAICISMO
Fragouliet Munnéet Munnéetal.,, Victoretal., Zhang et
al., 2017 al., 2017 2019 20192 al., 2019
CROMOSOMA COMPLETO (%)
Tasa implantacion - 53.0 53.4 27.9 -
Tasa embarazo bioquimico - - - - 15.0
Tasa aborto espontdneo - 24.0 20.7 - 20.6
Tasa embarazo clinico - 41.0 - - 54.8
Tasa embarazo en curso - - 42.5 23.3" -
Tasa nacimientos vivos - - - - 43.5”
PARCIAL (%)
Tasa implantacion - 62.0 56.9 43.2 -
Tasa embarazo bioquimico - - - - 11.8
Tasa aborto espontdneo - 33.0 29.7 - 13.3
Tasa embarazo clinico - 41.0 - - 53.6
Tasa embarazo en curso - - 40.0 36.4 -
Tasa nacimientos vivos 57.1 - - - 48.3
COMPLETO + PARCIAL (%)
Tasa implantacion 30.0 - - - -
Tasa aborto espontdneo 16.7 - - - -
Tasa nacimientos vivos 13.3 - - - -

Tabla 11. Resultados clinicos de la transferencia de embriones en mosaico segun el tipo de mosaicismo.
% Tasa embarazo en curso extrapolado del latido cardiaco fetal informado.
* Resultado estadisticamente significativo respecto a los embriones euploides del estudio (p < 0.05) (tabla 5).
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Los dos autores restantes no mencionados (Hong et al. (2020) y Zore et al. (2019)) no
analizaron o no publicaron resultados clinicos en base a las categorias de los embriones

mosaicos 7%7°.

De manera general, se puede observar una tendencia a obtener mejores resultados
clinicos tras la transferencia de embriones mosaicos parciales o de bajo grado y peores
resultados con los embriones mosaicos complejos. En cuanto al tipo de anomalia (monosomia o

trisomia), se pueden ver resultados similares entre los diferentes estudios.

TIPO DE ANOMALIA
Munné et al., Munné et al., Spinella et al., Victor et al.,
2017 2019 2018 2019°
MONOSOMIA (%)
Tasa implantacion 67.4 54.7 50.0" 34.2
Tasa aborto espontdneo 27.3 22.9 5.4 -
Tasa embarazo clinico 47.1 - 43.2" -
Tasa embarazo en curso - 42.2 - 31.6
Tasa nacimientos vivos - - 44,71 -
TRISOMIA (%)
Tasa implantacion 60.0 52.6 - 38.1
Tasa aborto espontdneo 8.3 20.0 11.8 -
Tasa embarazo clinico 55.0 - 35.37 -
Tasa embarazo en curso - 42.1 - 26.2
Tasa nacimientos vivos - - 35.3" -
MONOSOMIA + TRISOMIA (%)
Tasa implantacion - 52.9 - -
Tasa aborto espontdneo - 18.5 - -
Tasa embarazo en curso - 43.1 - -

Tabla 12. Resultados clinicos de la transferencia de embriones en mosaico segtin el tipo de anomalia.
9 Tasa embarazo en curso extrapolado del latido cardiaco fetal informado.
 Resultado estadisticamente significativo respecto a los embriones con dos o mds cromosomas de mosaico
diploide/aneuploide del mismo estudio (p < 0.05).

Practicas actuales con embriones mosaicos en las clinicas de reproduccion

De los articulos sobre las practicas de transferencia de embriones mosaicos basados en
encuestas, 2 se dirigieron a nivel mundial 6”73 y uno concretamente a EE. UU. ®. Un total de 505
centros de FIV participaron contestando las encuestas. A continuacidn, al tener diferentes

objetivos y datos recogidos, se abordaran los resultados de cada estudio por separado.

El estudio de Weissman et al. (2017) tenia el objetivo de evaluar el alcance del
mosaicismo en la practica clinicas de PGS e investigar sobre los puntos de vista y las practicas de
la comunidad de TRA sobre este fendmeno. Incluyeron 102 centros FIV de todo el mundo,
representando un total de 108900 ciclos anuales de FIV. Ochenta y siete centros (85.3) realizan
PGS de forma rutinaria y solo el 57.8% de estos centros reportan la presencia de mosaicismo

embrionario en sus informes. De estas clinicas, el 38.2% informa de cualquier grado de
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mosaicismo para los cromosomas involucrados y, en cambio, el 19.6% solo informa por encima

de cierto umbral ©’.

Cuando se les preguntd por el porcentaje estimado de embriones detectados como
mosaicos tras la practica de PGS, el 46% informa del 10% de los embriones, el 11.7% estima que
son entre el 11 y 20% de los embriones, el 7.9% contestd que el mosaicismo representa >20%

de los embriones y, sin embargo, el 34.5% respondié que no lo sabia (figura 8A) ¢’.

Por otra parte, la mayoria considera el mosaicismo embrionario cuando hay mas del 20%
de células aneuploides (31%). Algunos lo consideran cuando esta presente en mas del 30%
(12.6%) y solo unos pocos cree que debe considerarse cuando las células aneuploides superan

el 50% del total de células (8.5%) (figura 8B) ®.

Para valorar las opiniones y los puntos de vista sobre el fendmeno del mosaicismo se tuvo
en cuenta tanto los centros que ofrecen PGS como los que no. Para los dos grupos, la respuesta
mas frecuente frente a qué hacer con los embriones mosaico fue la de almacenarse para un
potencial uso terapéutico tras un asesoramiento individual (72.4% vs. 68.8, respectivamente),
seguido de ser descartados (14.8% vs. 24%, respectivamente) y almacenarse para un potencial

uso terapéutico (12.8% vs. 7.3%, respectivamente) ©’.

A B ¢A QUE NIVEL DE
{CUAL ES EL PORCENTAJE DE MOSAICISMO CONSIDERARIAS
EMBRIONES DE MOSAICO QUE QUE EL EMBRION ES
ENCUENTRA EN SU PRACTICA? ANORMAL?

5<10% = 11-20% >20% = Nolosé 1 >20% = >30% = >50% = >10%, >40%, nolo sé

Figura 8. Preguntas realizadas en la encuesta de Weissman et al. (2017). A. ¢(Cudl es el porcentaje de embriones
de mosaico que encuentra en su prdctica? Porcion verde flojo: <10% embriones. Porcion azul: 11-20% embriones.
Porcién amarilla: >20% embriones. Porcidn verde fuerte: el centro no lo sabe. B. ¢A qué nivel de mosaicismo
considerarias que el embrién es anormal? Porcion verde flojo: >20% células aneuploides. Porcion azul: >30% células
aneuploides. Porcion amarilla: >50% células aneuploides. Porcion verde fuerte: >10% y >40% células aneuploides, o
el centro no tiene un umbral (los valores de cada categoria no aparecen especificados). Adaptado de Weissman, A.
etal. (2017) %.
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Sin embargo, sobre la idea de la transferencia real de embriones mosaicos, la respuesta
mas comun de los centros sin PGS fue transferir si no hay embriones euploides (45.8%); en
cambio, los centros con PGS opinan mayoritariamente que solo se deberia considerar si el
mosaicismo estd por debajo de cierto umbral (31.3%). Y en el caso de transferir mosaicos, el
60.3% de los centros que ofrecen PGS respondieron que dependera del cromosoma involucrado
en comparacion con el 45.8% de los centros sin PGS. Del mismo modo, los centros con PGS
fueron mas propensos a responder que la transferencia se haria por debajo de cierto umbral

(26.5% vs. 11.5%) ©.

Finalmente, en la figura 9 se representa las visiones generales sobre el fenémeno del
mosaicismo. En los centros que realizan PGS, la opinién mds comun fue “el mosaicismo puede
ser un problema, pero siempre ha existido en la FIV. Se necesita mas estudio, pero el PGS debe
continuar con las garantias y asesoramiento adecuados” (66.4%). Mientras que entre los centros
gue no ofrecen PGS, su visién mayoritaria fue “el mosaicismo es un problema grave que pone
en duda todo el concepto de PGS. Hasta que se resuelva el problema, el uso de PGS debe
restringirse o evitarse”. No obstante, independientemente de que los centros realicen PGS o no,
la mayoria apoyé la idea de que se necesita mds investigacidn para abordar este fenédmeno. En

la figura 10 se muestran las multiples respuestas de los centros ®’.
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El mosaicismo es un
problema grave que
pone en duda toda el
concepta  de  PGS.
Hasta que se resuehva
€l problema, se debe
evitar el uso de PGS.

El mosaicisma es un
prablema, pero con
el  asesoramiento
adecuado, la
practica de PGS
debe continuar.

El mosaicismo, aungue
desafiante, brinda la
oportunidad de
discriminar adn  mas
entre los embriones
durante el PGS.

El mosaidsmo puede
ser un preblema, pero
siempre ha existido en
la FIV. 58 necesitan
mas estudios, pero el
5PG debe continuar
con salvaguardas y
asesoramiento
apropiados.

La preocupacidn por el
mosaicismo  en  los
embriones  humanos
es exagerada por la
tecnologia demasiado
sensible.

Figura 9. ¢ Cudl de las siguientes afirmaciones describe mejor sus puntos de vista con respecto al mosaicismo en
embriones preimplantacionales? Barras verdes: centros que realizan PGS. Barras azules: centros que no realizan
PGS. Adaptado de Weissman, A. et al. (2017) ©7.
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Figura 10. ¢Qué tipos de estudios serian mds valiosos para comprender mejor el mosaicismo? Barras verdes:
centros que realizan PGS. Barras azules: centros que no realizan PGS. Adaptado de Weissman, A. et al. (2017) ¢7.

El estudio de Kim et al. (2018) tenia como objetivo determinar la cantidad de clinicas de

TRA de EE. UU. que han transferido o transferirdn embriones mosaicos e incluye 252 clinicas de

FIV que respondieron a la encuesta. El 66.7% de estas clinicas realizan PGT en menos del 50%

de sus ciclos y noventa y una (36.1%) reciben datos del mosaicismo en los informes de PGT-A .
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Figura 11. Los tres umbrales mds utilizados por los laboratorios genéticos para determinar un embrion
aneuploide, mosaico o euploide. Rojo: embrion aneuploide. Azul: embrién mosaico. Verde: embrion euploide.
Adaptado de Kim, T. G. et al. (2018) ©°.
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Para clasificar a un embrién como euploide, aneuploide o mosaico segln el porcentaje de
células cromosdmicamente normales hay tres umbrales diferentes mas cominmente utilizados
en los laboratorios de genética (figura 11). Y dentro de estos tres, el umbral mas aplicado es
aneuploide con <20% de células cromosémicamente normales (36.3%) y euploide con >80% de

células (46.2%) .

De las 252 clinicas que participaron en la encuesta, noventa y una informaron de haber
hecho transferencia de un embrién mosaico (36.1%), 39 de las cuales son clinicas que reciben
datos del mosaicismo en sus informes de PGT-A (42.9% de las clinicas con informes que incluyen

los mosaicos) .

Finalmente, respecto a futuras transferencias, la mayoria de las clinicas transferiria
embriones mosaicos (53.6%). El 71.1% (96 centros) de estas basaria la decisién de Ia
transferencia en la preferencia del proveedor individual y solo el 28.9% (39 centros) la basaria
en la politica global de la clinica. No obstante, el 40% declaré que esta seguro del umbral que
tiene para la transferencia de embriones mosaicos y el 25% aun no tiene un umbral para el cual

transferir o no .

El estudio de Patrizio et al. (2019) tenia como objetivo evaluar la extension y los patrones
de transferencia de embriones anormales después de PGS/PGT-A e informar la tasa de
embarazos en curso, nacimientos vivos y abortos espontaneos después de la transferencia de
embriones anormales en la practica clinica diaria. Incluyé 151 centros de FIV de todo el mundo

que participaron en la encuesta, lo que representd un total de 146400 ciclos anuales 3.

Ciento veinticinco centros ofrecen PGS/PGT-A (82.8%) y el 20% de ellos han realizado
transferencias de embriones mosaicos llevando un control de los resultados clinicos (215 ciclos
de FIV). En el momento del estudio, 106 de los ciclos resultaron en embarazos en curso (47.2%)
0 nacimientos vivos (52.8%) y, sorprendentemente, solo hubo una tasa de aborto espontaneo

del 9.3% 2.

De los embarazos que se sometieron a un cribado genético temprano (72%), el 93% se
trataba de fetos / recién nacidos cromosdmicamente normales y el 7% restante, con cariotipos
anormales, terminaron en aborto espontaneo. En ningdn momento se informé de nacimientos

vivos cromosdmicamente anormales o abortos inducidos 73.
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DISCUSION

El mosaicismo embrionario se ha convertido en un fendmeno de gran interés durante
estos Ultimos afios gracias a un mejor desarrollo de técnicas para el estudio genético para su

deteccidon; no obstante, se trata de en un tema muy controvertido por su potencial viabilidad.

En primer lugar, la prevalencia del mosaicismo es mucho mas pronunciada cuando se
detecta en la etapa de division que durante la etapa de blastocisto o en las pruebas prenatales
42964,6570-72 En esta revision, los estudios que detectaron la tasa de mosaicismo lo hicieron en
etapa de blastocisto y se ha visto que hay una variacion desde 5.3% hasta 29.3%. Estas
diferencias entre los estudios se pueden deber que se han utilizado distintas plataformas de CCS
(NGS 0 aCGH), asi como también a que el nUmero de embriones biopsiados en cada estudio varia

mucho; lo que no permite hacer una comparacién exhaustiva de las prevalencias.

Munné et al (2017) respalda la idea de que las tasas de mosaicismo podrian estar
relacionadas con el centro de fertilidad . Recientemente se ha postulado que los cambios en
los medios de cultivo pueden conducir a esta diferencia de tasas 8. De hecho, entre las donantes
de 6vulos, un buen grupo para comparar diferentes centros, las tasas de mosaicismo varian de

17% a 47% ®°.

Si se puede llegar a confirmar la existencia de una variacién de las aneuploidias
cromosdmicas entre centros de fertilidad y, por tanto, que afectan a la incidencia de
mosaicismo, se podria plantear el uso de PGT-A como una medida de control de calidad que

ayude a la optimizacién de las condiciones del tratamiento y del cultivo embrionario.

Por otra parte, hasta hace poco, en muchas clinicas de reproduccidon los embriones
mosaicos no se consideraban para la transferencia en los tratamientos de FIV debido a los
posibles riesgos asociados con la presencia de anomalias cromosdmicas en parte de la muestra
de la biopsia de TE, por lo que, generalmente, se consideraban como embriones anormales. Sin
embargo, estudios recientes han demostrado que algunos embriones mosaicos tienen la
capacidad de implantarse. El estudio de Greco et al fue el primero en arrojar luz sobre el
potencial de desarrollo de los embriones mosaicos. Se examinaron los resultados clinicos tras la
transferencia de 18 embriones clasificados como mosaicos via aCGH. Se obtuvo una tasa de
implantacion del 44% y tasa de embarazo en curso del 33%, lo que confirma que el mosaicismo
diploide-aneuploide no excluye la posibilidad de obtener un embarazo viable >3. Por lo tanto,

este tipo de embriones no deben considerarse en la misma categoria de los que son
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completamente aneuploides, sino como una tercera identidad entre los euploides y los

aneuploides.

Actualmente, existen varios estudios que confirman este hallazgo y, asimismo, sin
evidencia aparente de mosaicismo en los recién nacidos después de la transferencia de
embriones mosaicos, por lo que se estd empezando a considerar su transferencia a pacientes

que se someten a FIV y no tienen embriones euploides disponibles 677577,

En 2017, Fragouli et al. y Munné et al. llevaron a cabo dos estudios diferentes para
examinar el potencial del desarrollo de los embriones mosaicos. Se trata de dos investigaciones
retrospectivas que utilizaron NGS para volver a analizar muestras de TE biopsiadas de 44y 143
blastocistos, respectivamente. Aunque en ambos estudios se apreciaron resultados clinicos
peores en comparacién con sus respectivos GC, Unicamente Munné et al. (2017) obtuvo
diferencias significativas en la tasa de aborto espontaneo (25.0% vs. 10.0%), de embarazo clinico
(41.0 vs. 63.0%) y de nacimientos vivos (40.0% vs. 63.0%) %+%¢. Cabe destacar que Fragouli et al.
(2017) utilizaron un tamafio muestral relativamente pequefio, lo que podria contribuir a no
encontrar diferencias significativas entre los resultados de los dos grupos. Por otro lado, Lledd
et al. (2017) también llevé un andlisis de los resultados clinicos tras la transferencia de
embriones mosaicos analizados a través de aCGH vy, al igual que en el estudio de Fragouli et al.
(2017), no encontraron diferencias significativas respecto al GC, aun teniendo un tamaiio
muestral mas grande . Esto podria llevar a pensar que hay otros factores que pueden influir en

el potencial de desarrollo de estos embriones.

En el estudio realizado recientemente por Spinella et al. (2018), se observaron resultados
similares tras la transferencia de 78 blastocistos mosaicos. Estos embriones obtuvieron una tasa
de implantacion (38.5% vs. 54.6%), embarazo en curso (30.0% vs. 46.4%) y de nacimientos vivos
(30.8% vs. 46.6%) significativamente menor en comparacién con los resultados clinicos después
de la transferencia de 251 embriones con la biopsia euploide . A diferencia de los otros
estudios, este llevd a cabo el analisis de manera prospectiva. Se hizo uso de dos métodos
diferentes para el analisis de los embriones, aCGH y NGS, pero no se especificd cuantos
blastocistos mosaicos se clasificaron como tales a través de cada método. Esto podria influir en

la deteccidn precisa del mosaicismo, como se discutira mas adelante.

Por lo tanto, los datos disponibles hasta ahora sobre la capacidad de desarrollo de los
embriones mosaicos indican que abortan mas, se implantan menos, pero que aproximadamente

un 30% produce un embarazo viable. Esto se confirmé adn mas en el estudio de Munné et al. de
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2019, en el cual se amplid el nUmero de embriones mosaicos transferidos (n = 253) permitiendo
un mayor esclarecimiento de las tendencias. Concretamente, a partir de sus datos fue evidente
que implantan menos que los embriones clasificados como euploides a través de hr-NGS (49.0%
vs. 83.0%), abortan mas frecuentemente (25.0% vs. 7.0%) y menos resultan en embarazos

viables (37.0% vs. 77.0%) 4.

Ademas, el andlisis prenatal o postnatal de embarazos y nacimientos después de la
transferencia de embriones mosaicos han demostrado que los recién nacidos presentan

cariotipo cromosdmicamente normales 727473,

Hay dos conceptos que podrian explicar por qué los embriones clasificados como
mosaicos tras el PGT-A pueden implantarse y conducir a partos de nifios/as cromosémicamente
normales, pero, en muchos de los casos, con tasas de éxito mds bajas que los embriones

euploides.

El primer concepto se basa en las posibilidades diagndsticas de estos embriones. Una de
las limitaciones de algunos estudios puede haber sido el uso de aCGH para el PGT-A en lugar de
NGS, ya que esta ultima plataforma de CCS presenta mayor resolucion, rango dindmico y
sensibilidad para detectar el mosaicismo *. En comparacion con aCGH, la NGS proporcioné una
tasa de concordancia del 100% con los resultados del diagndstico de aneuploidia de los 24
cromosomas 8. Maxwell et al. (2016) reanalizaron 38 muestras de TE biopsiadas con NGS de
embriones clasificados como euploides usando aCGH, pero que terminaron en aborto
espontaneo después de su transferencia. NGS detectd una tasa de mosaicismo del 31.6% (12/38)
en las biopsias de TE no revelada previamente *¢. En el estudio de Zore et al. (2019) analizado
en los resultados, 11 de 20 pacientes obtuvieron resultados diferentes entre aCGH y NGS, y ocho
tuvieron mosaicismo parcial adicional detectado con la NGS 72. Sin embargo, en otro estudio se
encontrd un 98.4% de concordancia en las aneuploidias parciales en mosaico y un 96% para el
mosaicismo cromosdmico completo entre los perfiles de aCGH y NGS, es decir, ambas
tecnologias demostraron una eficiencia muy similar 7°. Aunque este ultimo estudio no muestre
diferencias, la mayor sensibilidad y rango dindmico proporcionado por NGS deberia permitir una

mejor clasificacién de los embriones respecto al aCGH.

Ademads, a pesar de la mayor sensibilidad y especificidad de las técnicas actuales para el
PGT-A, aun queda por ver si una sola biopsia de TE es realmente representativa de todo el
embrién. En un estudio se reevaluaron embriones mosaicos y observaron una tasa de

discordancia de solo el 3.9% entre la MCl y el TE 7. En otro estudio, también encontraron una
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alta concordancia entre la MCl y tres biopsias de TE por embrién (84%). Aunque estos estudios
muestran una alta concordancia entre la biopsia de TE y MCI, se ha visto que los diferentes
grados de aneuploidia en los embriones mosaicos pueden dificultar su diagndstico. Asi como en
el mosaicismo de alto grado se observa una tasa similar entre las biopsias de MCl y TE, en las
biopsias en el de bajo grado la tasa de concordancia es menor 2. Consecuentemente, aln no se
puede determinar con precision si una biopsia de TE es representativa de todo el embridn, lo

gue conlleva la necesidad de mas estudios para verificar dicha concordancia.

Por lo tanto, se requieren investigaciones mas amplias y detalladas, preferiblemente con
la tecnologia de NGS, para evaluar mas profundamente a los embriones mosaicos y poder

determinar con precision las tasas de concordancia entre MCl y TE.

Un estudio, a través de imagenes in vivo en embriones de fecundacién in vitro (FIV) en
etapa de division y de blastocisto, y de una plataforma de CCS, concluyd que todos los embriones
con micronucleos eran mosaicos y, por lo tanto, dichos autores sugirieron la micronucleacion
como un potencial biomarcador para el mosaicismo embrionario 2°. Si en un futuro se pudiese

confirmar este hallazgo, podria ser Gtil para complementar los resultados del PGT.

Por otra parte, el hecho de que ciertos embriones mosaicos sean capaces de dar lugar a
nacimientos vivos cromosémicamente normales ha sugerido la posibilidad de que dichos
embriones puedan “autocorregirse”. Por lo que este segundo concepto también podria ayudar
a comprender las diferencias en las tasas de mosaicismo en las diferentes etapas embrionarias
y los resultados que se obtienen tras la transferencia de embriones mosaicos desde otro punto
de vista. Se han propuesto varios mecanismos para este fendmeno, los cuales incluyen la
distribucién preferencial de las células aneuploides al TE, la pérdida del cromosoma extra o la
ganancia del cromosoma ausente, el crecimiento preferencial de las células euploides y/o la

eliminacion de las células aneuploides por apoptosis.

Por un lado, en un estudio donde se analizé la constitucién cromosémica de la MCl y el TE
no se observd ninguna tendencia de las células aneuploides para asignarse al TE Unicamente °°,
Ademas, la UPD es extremadamente infrecuente en embriones humanos preimplantacionales,
lo que hace improbable que las células anormales se corrijan por la duplicacidon o delecidn de

los cromosomas aneuploides 3,

Por otro lado, el grupo de Bolton (2016) sugiere que el porcentaje de células aneuploides
puede ser importante para determinar la viabilidad de un embrién mosaico. Hicieron el estudio

con ratones quiméricos y tampoco demostraron una distribucién preferencial de las células
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aneuploides hacia la MCl o el TE. No obstante, si se percibié una pérdida de estas células en la
MCI por apoptosis y en el SE TE dividian mas lentamente en comparacién con las células
euploides. Asimismo, asociaron a los embriones con mayor proporcidon de células aneuploides
con menores tasas de nacimientos vivos %', Este descubrimiento se ve reflejado en ambos
estudios de Munné et al. (2017 y 2019) y en el de Spinella et al. (2018), donde en ambas
investigaciones se planted que el grado de mosaicismo en las biopsias de TE podria ser un
indicativo importante de la viabilidad de los embriones mosaicos ®4%74, Sin embargo, en los

estudios de Fragouli et al. (2017) y de Victor et al. (2019) dicha asociacidn no fue evidente %47°,

No obstante, estas afirmaciones de Bolton et al. (2016) deben considerarse con
precaucion cuando se quiere extrapolar la informacién a los embriones humanos. Aunque los
embriones humanos y de ratdon comparten semejanzas durante la etapa preimplantacional, la
incidencia de anomalias cromosdmicas varia entre estas especies. Ademas, los embriones de
raton fueron construidos artificialmente, lo que podria no proporcionar una representacion
precisa de la situaciéon en embriones humanos. Por lo tanto, existe cierta incertidumbre sobre si
los mecanismos de autocorreccidon propuestos por Bolton et al. (2016) no representan con
precision los procesos que ocurren en los embriones mosaicos humanos . Sin embargo, en el
estudio de Victor et al. (2019) se confirmd que los embriones humanos euploides, mosaicos y
aneuploides presentan una dindmica de la proliferacidon y muerte celular distinta, lo que podria
justificar las diferencias significativas entre embriones euploides y mosaicos respecto a las tasas
clinicas que se obtuvieron durante la investigacion (tasa de implantacion: 49.6% vs. 38.0%; tasa
de nacimientos vivos: 47.1% vs. 30.0%). Este hallazgo de Victor et al. (2019) podria justificar el
mecanismo de autocorreccidon propuesto: mientras las células aneuploides proliferan mas
lentamente o sufren apoptosis, las células euploides compensan elevando sus tasas de

proliferacién °.

En vista de las controversias planteadas, son necesarias mas investigaciones con
embriones humanos para poder determinar con precision los mecanismos de autocorreccion
gue presentan y obtener resultados que proporcionen una amplia visién de la viabilidad de los

embriones mosaicos.

En cuanto a los resultados a largo plazo, hay pocos resultados publicados sobre la
descendencia de las transferencias de embriones mosaicos. Munné et al. (2019) informé de que
el analisis prenatal y postnatal de embarazos en curso y nacimientos demostrd que los recién

nacidos presentaban cariotipos normales 74. Zhang et al. (2019) también mostré en su estudio
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gue, a pesar de obtener una tasa de nacimientos vivos disminuida, el 46.6% de las transferencias
de embriones mosaicos resultaron en recién nacidos vivos y sanos ’X. Hong et al. (2020) también
confirmd que los cariotipos cromosémicos de los 4 recién nacidos vivos fueron normales 7°. Estos
resultados pueden deberse a que las anomalias en mosaico detectadas estén confinadas en el
TE que, posteriormente dard lugar a la placenta, y no representen a la MCI. Un estudio
retrospectivo analizé muestras de vellosidades coridnicas (CV, chorionic villus) a gran escala y
solo confirmé que el 2.2% de todos los casos eran mosaicos. Ademas, con la amniocentesis de
seguimiento se reveld que el mosaicismo estaba confinado en la placenta en el 87% de estos
casos y solo hubo una incidencia del 13% de mosaicismo fetal verdadero ?°. Estos datos podrian

ayudar a entender los resultados obtenidos en estos estudios analizados.

Un aspecto que aun no se ha resuelto es si existe una mayor probabilidad de anomalia
congénita y nifios afectados con la transferencia de embriones mosaicos. Sin embargo, dada la
poca informacion recibida del seguimiento tras el nacimiento es dificil abordar esta cuestidn. En
muchos de los estudios no se publicaron estos datos debido a que la mayoria de pacientes no
habian dado a luz todavia, no se sometieron a amniocentesis o se perdio el contacto durante el
seguimiento. Unicamente Zhang et al. (2019) informé de no haber diferencias significativas
entre los embriones mosaicos y los embriones euploides respecto al peso al nacer, riesgo de
parto prematuro, diabetes mellitus gestacional ni anomalia congénita "*. Aunque sean datos
buenos, hay que tener en cuenta que se trata de un Unico estudio con un pequefo tamano

muestral.

Idealmente, todos los embarazos en curso que resultan de la transferencia de embriones
mosaicos deben ser cariotipados y hacer un seguimiento del niflo durante afios. Por esta razon,
es muy recomendable realizarse pruebas invasivas de diagndstico prenatal para poder conocer

el cariotipo fetal.

Una complicacién que se anade a esta nueva categoria de embriones es que tanto el tipo
de aneuploidia involucrada en los embriones mosaicos como la extensiéon del mosaicismo
podrian influir en los resultados clinicos. En muchos de los estudios analizados, las distintas
categorias del mosaicismo no tuvieron el mismo impacto en la viabilidad embrionaria, lo que
podria considerarse un parametro con un efecto sustancial en el resultado clinico que podria

ayudar a la priorizacién de los embriones mosaicos segln su estatus cromosémico especifico.

En primer lugar, los estudios que analizaron los mosaicos parciales observaron que

obtenian mejores resultados en comparacion con los otros tipos de mosaicismo, es decir,
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aquellos que afectan a multiples ganancias o pérdidas segmentarias, a uno o dos cromosomas

; i < 64,66,70-72,74 . . .

completos o a los mosaicos complejos .No obstante, asi como en el estudio de Fragouli

et al. (2017) y en el de Zhang et al. (2019), los blastocistos con anomalias segmentarias en

mosaico se asociaron con resultados similares a los embriones con muestras de TE euploides
6471 Viictor et al. (2019) y Z I btuvi Itad b i6

; . y Zore et al. (2019) no obtuvieron resultados tan buenos en comparacion

con los embriones euploides %72,

En algunos estudios basados en andlisis citogenéticos
integrales de embriones se ha demostrado que las anomalias segmentarias son muy comunes
en etapa de divisién, pero van disminuyendo a medida que avanza el desarrollo 88!, Estos
resultados clinicos en mosaicos parciales tan buenos podrian deberse a que este tipo de
aneuploidias conllevan la rotura de doble cadena del ADN, lo que desencadena la activacién de
puntos de control que conducen a la detencidn del ciclo celular o la apoptosis ®. En un estudio
de Garrisi et al. (2016), los analisis separados de MCl y TE demostraron que los embriones
mosaicos parciales eran mas propensos a ser embriones euploides intrinsecos que los embriones
mosaicos con cromosomas completos involucrados #. Por lo tanto, se podria suponer que
aquellos embriones que han descartado células con aneuploidias segmentarias tendran un
potencial de desarrollo semejante al de los embriones euploides y, por lo tanto, se podria

respaldar la idea de priorizar la transferencia de embriones con anomalias parciales en mosaico

antes que cualquier otro tipo de mosaicismo.

En cuanto al grado de mosaicismo, en la investigacion de Bolton et al. (2016) se crearon
ratones quimera de células altamente anormales en proporciones y se obtuvo un mayor nimero
de descendencia normal en el grupo con la proporcién 1:1 de células normales:anormales en
comparacién con el grupo con la proporcién 1:3 ya que las células euploides se hicieron cargo
del embridén mientras las aneuploides se dividian mas lentamente *!. Teniendo en cuenta los
resultados obtenidos en este estudio, uno esperaria resultados similares en los seres humanos
y una correlacidn entre la carga celular anormal de los embriones mosaicos y las tasas de éxito.
Sin embargo, Munné et al. (2017) no observaron esta correlacidon debido al pequefio tamafio de
la muestra, pero si hubo una tendencia a obtener mejores resultados en embriones con tasas
bajas (20 — 40%) de células anormales en comparacidn con tasas altas (>40%) para lograr un
embarazo °°. En el estudio de Munné et al. (2019) si se observd diferencias significativas entre
mosaicismo de bajo grado y de alto grado respecto a la tasa de implantacién, aborto espontdneo
y embarazo en curso 74 Y Spinella et al. (2018) también obtuvo resultados muy similares;
mientras que los blastocistos de bajo grado se asociaron con resultados comparables a los

embriones euploides, los blastocistos de alto grado de mosaicismo resultaron en tasas de
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implantacidn, embarazo y nacimientos vivos reducidas estadisticamente significativas . Seguin
estos autores, la proporcion de células anormales analizadas a través de una biopsia de TE puede

tener un valor predictivo en los resultados clinicos finales.

Es probable que un mayor nimero de células aneuploides en el embridn sea indicativo de
una menor tasa de éxito, aunque un conjunto de datos mas grandes ayudaria a obtener
diferencias mas definidas. No obstante, se desconoce si una gran cantidad de células anormales
en una sola biopsia de TE puede representar con exactitud la constitucién cromosdmica del
embrién entero. Esta incerteza podria explicar porque algunos embriones con un alto grado de
mosaicismo tienen el potencial de desarrollarse y dar lugar a recién nacidos sanos. Ademas, una
clasificacién incorrecta de embriones euploides con un bajo nivel de mosaicismo en los estudios
anteriores podria explicar los mejores resultados clinicos obtenidos para estos embriones en
comparacién con aquellos que se clasificaron como embriones con un mayor porcentaje de
células anormales. Por lo que Victor et al. (2019) concluyeron en su investigacidn que el grado

de mosaicismo en la biopsia de TE puede ser irrelevante para los resultados clinicos 7°.

Por lo tanto, los resultados de los estudios de Munné et al. (2017 y 2019) y Spinella et al.
(2018) sugieren dar prioridad a la transferencia de embriones euploides y embriones con
mosaicismo de bajo grado. La transferencia de embriones con un alto porcentaje de aneuploidia
solo se debe considerar cuando no hay mas opciones tras el tratamiento de FIV y, siempre y
cuando, se sometan a un asesoramiento genético para conocer los posibles riesgos y resultados

relacionados con la transferencia de estos embriones.

Por otra parte, todas las investigaciones que han analizado los embriones mosaicos segln
el tipo de anomalia, es decir, si se trata de una monosomia o una trisomia en mosaico, han
confirmado tener resultados clinicos similares entre ambas subcategorias 487974 Por |o tanto,
sugieren que quizas sea necesario cambiar las directrices para la transferencia de embriones
mosaicos que recomiendan una seleccion preferencial de aquellos embriones con monosomias

en mosaico sobre las trisomias *°.

Finalmente, los resultados de Fragouli et al. (2017) mostraron que, a diferencia de los
embriones con anomalias parciales en mosaico, la transferencia de embriones con multiples
errores en mosaico obtuvo una tasa de nacimientos vivos muy baja (6.3%) ®*. Estos resultados
coincidieron con los de otros estudios. Munné et al. (2017) demostraron que los embriones
mosaicos complejos tienen una tasa de implantacidn significativamente menor que los

embriones mosaicos con uno o dos cromosomas involucrados 6. En 2019, Munné et al. volvieron
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a demostrar tasas de éxito mucho peores en comparacién con los otros tipos de embriones
mosaicos 4. El hecho de que los embriones mosaicos resulten en una muy baja tasa de
embarazos en curso y nacimientos vivos coincide con el estudio de Garrisi et al. (2016) ya
mencionado en el cual se disecciond los blastocistos en su MCl y varias partes diferentes del TE
8. Los resultados mostraron un nimero muy bajo de células euploides en la MCI de los
embriones mosaicos, mientras que los otros tipos de mosaicos presentaban aproximadamente
un 50% de células normales . Por lo tanto, es normal que los embriones mosaicos complejos

tengan una probabilidad muy baja de llegar a término (~9.4%).

Ademas, en el estudio de Fragouli et al. (2017) se inform6 de 5 abortos involuntarios tras
la transferencia de embriones mosaicos y, en todos los casos, los embriones presentaban
mosaicismo en cromosomas completos. Por lo tanto, a diferencia de los embriones mosaicos
parciales, los autores sugieren que las anomalias de cromosomas completos tienden a
permanecer durante el desarrollo del blastocisto, lo que afectaria a su capacidad para

implantarse y conseguir un embarazo viable .

En vista de los resultados obtenidos, Munné et al, tanto en 2017 como en 2019,
redactaron una serie de recomendaciones para la transferencia de embriones mosaicos ®%7%, En
primer lugar, remarcaron que los embriones mosaicos deben considerarse como una tercera
categoria y tenerlos en cuenta para su transferencia si no hay embriones euploides y segun las
necesidades de las pacientes. Esta decision depende de ellas porque, por ejemplo, no es
apropiado cuando tienen pérdidas recurrentes de embarazo (mayor riesgo de aborto

espontaneo) °°,

Ademas, estos estudios corrigen algunas de las recomendaciones publicadas

recientemente 46°8°°

en que no hay diferencias en las tasas de implantacién después de
transferir embriones mosaicos monosémicos, trisémicos y segmentarios ®, idea apoyada por los
estudios de Spinella et al. (2018) ® y Victor et al. (2019) 7°, respectivamente. No obstante, hay
gue remarcar que las actualizaciones de PGDIS y CoGen empiezan a tener en cuenta estas
sugerencias °®°°. Asimismo, también defienden la idea de priorizar aquellos embriones con
mosaicismo comprendido entre 20% y 40% antes que aquellos con > 40% de células aneuploides.
También se sugiere tener en cuenta la transferencia de embriones con mosaicismo complejo en

mujeres de edad avanzada con un historial reproductivo deficiente, ya que les podria dar una

pequefia posibilidad de lograr un embarazo en curso .

44



En el estudio de 2019 de Munné et al. se sugiere clasificar a los embriones mosaicos en
dos grupos: alto y bajo riesgo. El grupo de bajo riesgo incluiria los embriones con 1 o 2
cromosomas involucrados en el mosaicismo y aquellos con un porcentaje de células anormales
< 40%, mientras que en el grupo de alto riesgo se afiadirian los embriones mosaicos complejos
y los que tienen anomalias en mosaico en > 40% de las células 7*. De esta manera, segiin Munné
et al. (2019), se priorizaran los embriones caracterizados como euploides por NGS para la
transferencia, seguidos por los embriones mosaicos de bajo riesgo y, como ultimo recurso, los

mosaicos de alto riesgo .

Finalmente, el resto de las pautas se centran la priorizacion de la transferencia de
embriones mosaicos segun el tipo de cromosoma involucrado, puesto que deben evitarse
aquellos que son compatibles con nacimientos vivos en forma de aneuploidia total (cromosomas
X,Y,13,18,21) o UPD (cromosomas 7, 14y 15). No obstante, Munné et al. (2017 y 2019) informé
que todos estos embriones tienen posibilidades de producir descendencia viable 7%, Por lo
tanto, estas pautas requieren de ajustes adicionales tras una mayor recopilacién de datos que
proporcione una visién mas detallada del seguimiento después del nacimiento de estos

embriones.

Es muy importante someter a la paciente a un asesoramiento genético integral para
revisar los posibles riesgos y beneficios asociados para que pueda tomar una decisiéon lo mas
consciente posible. Ademas, debe ajustarse a sus necesidades ya que pueden variar segun la
indicacion de PGT. Y, finalmente, si se establece el embarazo, debe sugerirse la realizacion de
un diagndstico prenatal invasivos, preferiblemente la amniocentesis, para la confirmacién del

cariotipo fetal.

En resumen, estos hallazgos pueden ayudar a la determinacidon de embriones de mosaico
gue son adecuados para la transferencia. Los resultados de estos estudios sugieren que los
embriones con un menor grado de aneuploidia en mosaico y sin aneuploidia compleja deben
tener prioridad para la transferencia sobre otros embriones mosaicos cuando se considera su

transferencia.

No obstante, aln sigue habiendo cierta incertidumbre en las clinicas de reproduccién
respecto a la transferencia de embriones mosaicos. Aun habiendo publicado pautas para su
transferencia, son pocos centros los que eligen esta alternativa (~28%) ¢>73. Por lo tanto, un
gran numero de embriones con potencial de desarrollo se descartan de forma rutinaria. A través

de encuestas a nivel mundial se sabe que esto se debe a que aln existe una gran inseguridad y
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variabilidad en el uso de PGT-A, la clasificaciéon de los embriones mosaicos y las practicas de

transferencias de estos embriones 67973,

Weissman et al. (2017), Kim et al. (2018) y Patrizio et al. (2019) publicaron diferentes
articulos basados en encuestas dirigidas a las clinicas de reproduccion sobre sus practicas con
embriones mosaicos. Los autores coincidieron en que la gran mayoria de centros prefieren el
método de NGS para PGT-A (60.7%, 88.9% y 90%, respectivamente) 67673, Se estd viendo que
esta técnica esta reemplazando cada vez mas a aCGH, lo que puede deberse a que esta uUltima
es menos precisa a la hora de determinar el nivel exacto de mosaicismo 2. Ademas, hay una
gran variedad en los informes sobre el mosaicismo detectado en los laboratorios genéticos entre

las diferentes clinicas 7.

Entre laboratorios no existe un consenso para determinar a partir de que umbral
considerar a un embridon como mosaico. Sin embargo, en la mayoria de casos tienen en cuenta
el mosaicismo embrionario a partir del 20% de células anormales detectadas ®7%°. Asimismo,
mientras que algunos laboratorios establecen umbrales, otros utilizan subcategorias para el

mosaicismo (nivel bajo, nivel alto) °.

Ademads, a pesar de que se apoye la idea de almacenar embriones mosaicos para su
posterior uso terapéutico, parece haber algunas dudas respecto a la transferencia real de estos
embriones. Algunos centros opinaron que se deben transferir cuando no hay embriones
euploides disponibles, mientras que otros indicaron que debe considerarse su transferencia solo
por debajo de cierto umbral. Aun asi tampoco hay unanimidad a la hora de la transferencia real,
algunos centros indicaron que dependeria del cromosoma involucrado y otros que se basarian
en el grado de mosaicismo presente en el embridn ®’. No obstante, en la encuesta de Kim et al.
(2018) se vio que las clinicas no estan seguras o no tienen un umbral establecido para considerar
la transferencia ®. Esta inseguridad o falta de consenso podria deberse a las variaciones en las
recomendaciones de la diferente literatura actual, las cuales van desde > 40% ¢, > 50% °©%,
diferentes limites para cromosomas especificos , y subclasificaciones de mosaicismo . Todo
esto demuestra lo necesario que es un enfoque estandarizado para los embriones mosaicos

desde su diagndstico hasta su transferencia.

Por lo tanto, la dificultad para elegir un embrién con posibilidad de convertirse en un nifio
sano o llevar a una implantacidn fallida o un aborto espontaneo persiste y no hay unos criterios
de eleccidn fijados. Es necesario la obtenciéon de mas resultados para poder conseguir unas

recomendaciones universales. No obstante, las practicas de transferencias de embriones
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mosaicos se potenciaran con el tiempo a medida que mds especialistas y pacientes se
encuentren con mas embriones con mosaicismo, el PGT-A progrese y se siga investigando el

potencial de desarrollo.

A dia de hoy, la ESHRE (European Society of Human Reproduction and Embryology;
Sociedad Europea de reproduccién humana y embriologia) ha puesto en marcha una encuesta
para comparar resultados de la transferencia de embriones mosaicos de todas las clinicas y asi,
posteriormente, poder publicar una guia de buenas practicas. Esta guia podria ayudar a

disminuir el descarte de embriones potencialmente viables.
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CONCLUSIONES

En relacién a los objetivos planteados para la realizacién de esta revision bibliografica
sobre la situacién actual de los embriones mosaicos, y los resultados obtenidos y analizados, se

plantean las siguientes conclusiones:

1. El andlisis de los diferentes conjuntos de datos sugiere que los embriones diploides-
aneuploides en mosaico tienen un mayor riesgo de comprometer su potencial de
desarrollo en relacién con los embriones completamente euploides. Sin embargo,
todos los estudios analizados han demostrado que una minoria apreciable tiene la
capacidad de conducir a embarazos continuos y nacimientos vivos
cromosémicamente normales.

2. Los embriones con un bajo porcentaje de aneuploidia (<40%), con solo unos o dos
cromosomas involucrados, o mosaicos parciales tienen mayores posibilidades de
lograr el nacimiento de un nifio/a sano/a en comparacion con los embriones con
niveles de mosaicismo mas altos o mosaicos complejos. Las transferencias de
embriones mosaicos con monosomias o trisomias no muestran diferencias
significativas respecto al potencial de desarrollo.

3. Adiade hoy, aun hay cierta incertidumbre en las clinicas de reproduccion respecto a
la transferencia de embriones mosaicos. Aunque hay recomendaciones publicadas
para su transferencia, pocos centros eligen esta alternativa cuando no hay embriones
euploides disponibles. Aunque se muestren abiertos a la transferencia de embriones
mosaicos, no hay unanimidad a la hora de la transferencia real ni seguridad para elegir
la mejor opcion. Todos los centros de reproduccion apoyan la idea de que se necesita
mas investigacion para abordar este fendmeno y poder obtener un enfoque
estandarizado.

4. Para poder llegar a conocer el potencial reproductivo de los embriones mosaicos al
completo es necesario que se lleven a cabo estudios con un mayor tamafio muestral,
la verificacion de los resultados con NGS, asi como la realizacidn de un seguimiento a
largo plazo sobre los resultados neonatales. Por lo tanto, es necesario un enfoque
alternativo para poder gestionar los embriones mosaicos, de manera que se garantice

qgue los embriones con un buen potencial de implantacion no se descarten.
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