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RESUMEN

El Diagnéstico Genético Preimplantacional
No Invasivo para Aneuploidias (niPGT-a)
utiliza el ADN libre de células presente en
el medio de cultivo del blastocisto para la
caracterizacion cromosomica del embrion.
El resultado del niPGT-a podria represen-
tar el contenido genoémico tanto de las cé-
lulas de la masa celular interna como del
trofoblasto, sin la necesidad de realizar una
biopsia embrionaria.

El objetivo del presente reporte es descri-
bir el procedimiento con el que se logré el
primer nacimiento en Argentina de un nifio
cuyo embrion fue caracterizado mediante
esta técnica.

Palabras clave: Test genético preimplan-
tatorio para aneuploidias, PGT-a, no-inva-
sivo, niPGT-a.

ABSTRACT

Noninvasive Preimplantation Genetic Di-
agnosis for Aneuploidies (niPGT-a) uses
the cell-free DNA present in the blastocyst
culture medium for chromosomal charac-
terization of the embryo. The result of niP-
GT-a could represent the genomic content
of both internal cell mass and trophoblast
cells, without the need for an embryonic
biopsy.

The objective of this report is to describe
the procedure with which the first birth
in Argentina of a child whose embryo
was characterized by this technique was
achieved.

Keywords: Preimplantation genetic test

for aneuploidies, PGT-a, non-invasive,
niPGT-a.
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INTRODUCCION

Mas de una década después de utilizar
la evaluacion genética preimplantacional
para aneuploidias (PGT-a) en los progra-
mas de medicina reproductiva, quedan atn
muchas dudas sobre los riesgos del proce-
dimiento invasivo de biopsia de los em-
briones y la interpretacion de los mosaicis-
mos genéticos. El PGT-a no invasivo de
aneuploidias (niPGT-a), es el ultimo desa-
rrollo tecnoldgico para la caracterizacion
genética de embriones preimplantatorios.
La técnica utiliza el ADN embrionario que
se libera al medio de cultivo de los blasto-
cistos para caracterizar el nivel de ploidia
de los autosomas y cromosomas sexuales
del embrion®'?. Entre las principales ven-
tajas de la técnica, no solo se destaca el he-
cho de no intervenir la integridad fisica del
embrion, sino que la misma puede reflejar
el contenido genético del trofoblasto y de
la masa celular interna. De este modo, el
niPGT-a representaria de forma mas pre-
cisa el contenido gendémico del embridén
completo®, disminuyendo la posible de-
terminacion como no transferibles de
embriones que en realidad hubieran sido
transferibles.

OBJETIVO

El objetivo del presente reporte es des-
cribir el procedimiento con el que se lo-
gro el primer nacimiento en Argentina de
un nifio cuya conformacién cromosdmica
embrionaria fue caracterizada exclusiva-
mente mediante la técnica de niPGT-a,
en una pareja con indicacion de FIV por
diagnoéstico endometriosis y con deseo de
realizar PGT-a.

REPORTE DEL CASO CLiNICO
Disefo
Reporte de caso clinico
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Pacientes

Pareja compuesta por una mujer de 35
afios y un varén de 38 que asisten a Me-
dicina Reproductiva Fertilis en 2020.
Consultan por esterilidad primaria de 18
meses de evolucion. Como antecedente de
importancia la paciente tenia diagnostico
de endometriosis, realizado durante ciru-
gia laparoscopica (ano 2015) donde se le
realizd la exéresis de un endometrioma de
ovario izquierdo. También de hipotiroidis-
mo, en tratamiento con levotiroxina de 88
mg/dia e hiperprolactinemia en tratamien-
to con cabergolina 0.25 mg por semana.

Evaluacion femenina:

Recuento de foliculos antrales: 13 en
ovario derecho y 10 en ovario izquierdo

FSH: 4.97 mUl/ml, LH: 4.97 mUl/ml,
Estradiol plasmatico: 37.0 ng/ml, TSH:
2.2plU/ml; T4 libre: 0.93ng/dl; Prolacti-
na: 17 ng/ml, Hormona anti-miilleriana:
2.4ng/ml

Histerosalpingografia: Normal

indice de masa corporal (IMC): 19,81
kg/m2

Cariotipo: 46,XX

Evaluacion masculina:

Espermograma: concentracion: 34x106
espermatozoides/ml, movilidad progresi-
va: 21%, morfologia (criterio estricto de
Kruger): 3% de formas normales

indice de fragmentacion del ADN esper-
matico (técnica de Tunel): 22%

Cariotipo: 46,XY

Indicacion para realizar el procedi-
miento de fecundacion asistida de alta
complejidad:

Debido al antecedente de endometriosis,
al tiempo de infertilidad y deseo de la pa-
reja de realizar el estudio del balance cro-
mosomico de sus embriones se propone

Reproduccion - Volumen: 36 / Afio 2021/ N° 1



A. G. Martinez, D. Gnocchi, J. Zubrzycki, E. Martinez, A. Cattaneo, J. M. Berros, M. Irigoyen, G. Ercoli, L. Tessari y H. Dopazo

realizar una fecundacién in vitro seguida
de niPGT-a.

Procedimiento de fecundacion in vitro:

Se realizé estimulacion ovarica con FSH
recombinante 150 Ul+ LH recominante
75 UI (Pergoveris, Merck-Serono, Alema-
nia) desde el dia 2 del ciclo. Al alcanzar
un diametro folicular medio de 14 mm,
se administré una dosis diaria de antago-
nista de GnRh (Cetrorrelix, Cetrotide NR,
Merck-Serono, Alemania) hasta el mo-
mento de descargar la ovulacion el dia 9
de estimulacion, para lo cual se administro
0.2 mg de Triptorelina (Gonapeptil Daily,
Ferring, Suiza) 36 hs antes de la aspiracion
folicular.

En la aspiracion folicular se obtuvie-
ron 10 ovocitos los cuales fueron coloca-
dos en forma individual bajo aceite (Oil,
SAGE, EEUU) en gotas de 22 pl de medio
Quinn’s Advantage protein plus for Ferti-
lization (SAGE, EEUU). Luego de 3 horas
de cultivo los ovocitos fueron denudados
empleando hialuronidasa (SAGE, EEUU)
y pipetas de 130 um (Sunligth, EEUU),
obtenido 8 ovocitos en estadio de Metafa-
se II. La muestra se semen fue procesada
empleando un dispositiva microfluidico
(ZyMot®, EEUU). La fecundacion fue eva-
luada 18 hs después de realizado el ICSI y
los embriones producidos se cultivaron en
forma individual bajo aceite en gotas de
22 pl hasta el Dia 3 en el medio Quinn’s
Advantage protein plus Cleavage (SAGE,
EEUU), y luego se los coloco bajo aceite
en gotas individuales de 22 pl hasta el Dia
5 de cultivo en medio Quinn’s Advantage
protein plus Blastocyst (SAGE, EEUU).
En ese momento se realizo la criopreser-
vacion de 4 blastocistos obtenidos, para lo
cual se empled el medio de vitrificacion
Kitazato (Japon) y soporte de vitrificacion
Cryolock (EEUU). El medio de cultivo
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donde habian sido cultivados los blastocis-
tos fue recolectado (17-18 pl), transferido
a microtubos Eppendorf individuales con
SuL de buffer de lisis (Yikon Genomics,
China) y rotulados en forma apropiada,
luego de lo cual fueron colocados a -20°C
a la espera del estudio genético.

Durante la recoleccion del medio, todos
los procedimientos se realizaron en condi-
ciones estériles en flujo laminar utilizan-
do una mascara, cofia, guantes, camisolin
quirargico y materiales estériles.

El cultivo se realizo a 37°C en incubado-
ras ESCO mini-Miri en 5% de oxigeno y
6.7% de dioxido de carbono. Los embrio-
nes de dia 5 fueron evaluados segin los
criterios de Estambul !,

El resultado del niPGT-a informé que 3
de los 4 embriones eran euploides. Luego
de ello se realizo la transferencia emplean-
do ciclo natural sin empleo de medica-
cion. Se realizo la desvitrificacion de un
embrion empleando el medio Kitazato (Ja-
poén) y la transferencia se realizo utilizan-
do un catéter Rocket-Echo Cath (Rocket
Medical, Inglaterra).

Luego de 12 dias de la transferencia se
determino un valor de B-hCG en sangre de
519 Ul/ml. El embarazo clinico fue confir-
mado por ultrasonido 6 semanas después
de la transferencia del embrion. El naci-
miento de una nifia sana se produjo el dia
29 de marzo de 2021, luego de 39 sema-
nas de gestacion, por parto sin complica-
ciones.

Amplificacion del genoma completo y
secuenciacion del ADN

El ADN libre secretado en el medio de
cultivo por cada blastocisto fue utilizado
para la construccion de librerias genomi-
cas siguiendo el protocolo correspondien-
te (Yikon Genomics, China) que emplea
la tecnologia propietaria MALBAC para
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la amplificacion gendmica completa. Pos-
teriormente, estas librerias genomicas se
normalizaron, combinaron y el producto
resultante se sometio a la secuenciacion
masiva en paralelo (NGS) utilizando la
plataforma Illumina MiSeq"®.

Analisis de los datos

Los datos de secuenciacion y el reporte
de anomalias cromosomicas fueron rea-
lizados empleando el software ChromGo
(Yikon Genomics, China). Este software
permite la evaluacion de cromosomas en-
teros, el analisis de los brazos cortos y lar-
gos de cada cromosoma, y la deteccion de
deleciones o duplicaciones >10Mb, ade-
mas de permitir la determinacion del sexo
embrionario y la presencia de mosaicismo.
Resultados de niPGT-a

Muestra embrionaria 1 (Euploide)
46, XX

6

4

Perfil genomico de las 4 muestras em-
brionarias analizadas para el caso. Para la
muestra 3 se observa un incremento en el
numero de copias del 30% (mosaico) en el
brazo q del cromosoma 16. Para el resto
de las muestras, el nimero de copias de
regiones secuenciadas es el esperado para
muestras normales diploides (2N, carioti-
po 46 XX)

DISCUSION

El primer trabajo que analiz6 las posibi-
lidades de un cribado genético sobre todo
los cromosomas humanos a partir de ADN
del medio de cultivo de embriones fue
publicado por Shamonki y col. V. Pos-
teriormente siguieron diferentes publica-
ciones reportando valores de sensibilidad
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y especificidad en comparaciones con
embriones completos y biopsias de tro-
foectodermo %19, ¢ incluso las primeras
experiencias en Argentina ', De forma
paralela varios articulos reportaron el na-
cimiento de nifios sanos a partir de blas-
tocistos euploides seleccionados por niP-
GT_a (6,12,18).

La ventaja obvia del niPGT-a es evitar la
biopsia embrionaria, que acarrea un dafio
potencial al trofoectodermo. Esto puede
producir dos inconvenientes: algunos em-
briones pueden ver afectada su sobrevida
luego de la injuria y en otros, pese a so-
brevivir al proceso, pueden ver afectada
su capacidad de implantarse. Una cuestion
adicional es la necesidad de embridlogos
con considerable formacion y experiencia
para realizar la manipulaciéon embrionaria
al momento de realizar la biopsia.

Por otra parte, algunos trabajos reali-
zados en animales, muestran que la biop-
sia embrionaria puede estar asociada con
cambios en el tubo neural fetal o el desa-
rrollo suprarrenal ),

Adicionalmente, el PGT-a invasivo de-
termina el estado cromosémico embriona-
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rio mediante el anlisis de algunas células
del trofectodermo, que, de hecho, no ori-
ginaran al feto luego de la implantacion,
siendo solo parte de las estructuras pla-
centarias y demas anexos. Es bien sabido
que el trofectodermo tiene alto grado de
mosaicismo debido al acelerado proceso
de modelacion que sufre al prepararse para
la implantacion y formacion de las estruc-
turas recién mencionadas que dan soporte
vital al feto @Y. Esto trae consigo la posi-
bilidad de descartar, como producto de fal-
s0s positivos, embriones que se hubieran
implantado normalmente.

Finalmente, han sido publicados dos es-
tudios que comparan en PGT-a invasivo
y el niPGT-a en embriones donados para
investigacion ®*2. En ambos la conclusion
fue que el niPGT-a tuvo menor tasa de fal-
sos positivos que el PGT-a invasivo.

niPGT-a es un método que evita la biop-
sia embrionaria y que proporciona resulta-
dos mas exactos con sobre la euploidia del
embrion completo. Por lo tanto se presenta
como una técnica muy promisoria para el
estudio gendomico de los embriones en el
momento previo a la implantacion.
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