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Introduccion

1. INTRODUCCION

1.1 Definicién, incidencia y etiologia del aborto espontaneo (AE) y aborto recurrente (AR).

Se define aborto a toda pérdida gestacional que ocurra antes de que el feto sea viable. Teniendo esto
en cuenta, se suele considerar como aborto a las pérdidas durante el embarazo que ocurran antes de la

semana 20 o en aquellos fetos cuyo peso sea inferior a 500 g.

En cuanto a su incidencia, algunos estudios han publicado que hasta un 65% de los embarazos humanos
terminan con una pérdida subclinica, pasando la mayoria desapercibidas ya que suelen ocurrir antes
incluso de que la mujer sepa que esta embarazada. La incidencia del aborto clinico espontaneo en la
poblacion general es del 15%. La mayoria de ellos (-80%) ocurre antes de la semana 12 de gestacion, lo
que podria considerarse como una barrera biologica. El 1% de las embarazadas presenta al menos dos

abortos previos, y el 0,3% presentan tres o mas abortos previos (Coulam et al., 1986).

La definicion de aborto recurrente o de repeticion ha estado en discusion a lo largo de los afos, habiendo
diferencias entre lo considerado por la escuela europea (Sociedad Europea de Reproduccion Humana y
Embriologia, ESHRE) y lo considerado por la escuela americana (Sociedad Americana de Medicina
Reproductiva, ASRM). El concepto de AR ha ido modificandose, lo que hace que estudiar el fenémeno y
determinar a qué parejas y como aconsejarlas o tratar sea mas complicado. Como ejemplos, varias

definiciones han incluido:

1. Dos o mas embarazos clinicos fallidos segin lo documentado por ecografia o examen

histopatoldgico (Practice Committee of ASRM, 2013).

2. Tres pérdidas de embarazo consecutivas, que no se requiere que sean intrauterinas (Jauniaux
et al., 2006).

Actualmente sigue siendo un término controvertido, aunque parece que se ha podido llegar a cierto
consenso, y las dos definiciones que se admiten actualmente consideran AR como la pérdida de dos o

mas embarazos clinicos intrauterinos (Practice Committee of ASRM, 2013; Guideline of the ESHRE, 2017).
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Las causas mas comunes de abortos espontaneos y abortos recurrentes son las siguientes:

1) Causas genéticas: Podrian dividirse en genéticas propiamente dichas y cromosomicas.
Se sabe que, en alrededor de un 3-5% de los casos de aborto recurrente, existe una
anomalia estructural bien sea en los cromosomas maternos o bien en los cromosomas
paternos (Li et al., 2002; ACOG practice Bulletin, 2002; Frannssen et al., 2005) con el
doble de frecuencia en la madre (Simpson et al., 1981; Porter, 2005). Las alteraciones
mas frecuentes son las translocaciones equilibradas o balanceadas (60% reciprocas; 40%
Robertsonianas). El riesgo de aborto en parejas con translocaciones reciprocas o
Robertsonianas oscila entre el 35 y el 64% (Sierra and Stephenson, 2006). Sin embargo,
la mayor parte ellas se originan de novo en los gametos o en los embriones, por errores
meioticos o mitoticos, aumentado en frecuencia conforme lo hace la edad materna
(Fischer et al., 2009).

2) Causas inmunoloégicas:

v" Autoinmunes: El Sindrome antifosfolipido (SAF) es la Unica causa no genética que
ha demostrado invariablemente, a través de ensayos clinicos prospectivos
randomizados, revisiones sistematicas y metaanalisis, ser origen de abortos
recurrentes, pues su tratamiento etiologico reduce drasticamente la
probabilidad de un nuevo aborto (Rai and Regan, 2006). Se considera responsable
de un 10-15% de los casos (Rai, 2002).

v Aloinmunes: Los trastornos aloinmunes se relacionarian con el aborto por el
rechazo, por parte de la madre, de los antigenos de origen paterno expresados
por el feto (Rezaei and Dabbagh, 2002; Tang et al., 2011) pero todavia no esta

del todo demostrado.

En los ultimos anos, se ha publicado acerca de la tolerancia materno-fetal como factor
para tener en cuenta como una posible causa de aborto. Dicha tolerancia comienza a
nivel uterino. La incapacidad de que se produzca de manera correcta el revestimiento
uterino a un trofoblasto “invasor” es el defecto principal en los trastornos del embarazo,
como el AR. Este proceso esta regulado por la interaccion entre los receptores tipo
inmunoglobulina maternal killer (KIR), los cuales son expresados por células Natural Killer
uterinas (NKu), y su antigeno leucocitario humano (HLA) C, expresado por el trofoblasto.
Los embarazos tienen un mayor riesgo de trastornos en madres con KIR AA cuando el feto

tiene HLA-C2 paterno. Un articulo reciente ha indicado que la expresion de mas de un
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3)

4)

3)

6)

HLA-C paterno por el trofoblasto en técnicas de reproduccion asistida (TRA) puede

afectar la placentacion en madres con KIR AA (Alecsandru et al., 2017).

Factores anatémicos: Las alteraciones de la anatomia uterina, congénitas o adquiridas,
llevan muchos afos relacionandose con el aborto, fundamentalmente de segundo
trimestre de embarazo por incompetencia cervical, pero también con un 10-15% de los
de primer trimestre (ACOG practice Bulletin, 2002). De todas ellas, las que mas se han
asociado a la pérdida fetal son las anomalias miillerianas, de origen congénito. La mas
frecuente y de peor pronostico en lo que se refiere a la reproduccion, es el Gtero septo
(Saravelos et al., 2008; Chan et al., 2011). Otras posibles son el Utero bicorne, unicorne

y didelfo, aunque con menor prevalencia (Lin, 2004; Porter, 2005).

Causas endocrinologicas: Insuficiencias de cuerpo lGteo, sindrome de ovarios
poliquisticos, diabetes mal controlada, alteraciones tiroideas, etc. Todas estas
patologias estan generalmente aceptadas como origen de AR, incluidas en muchos
protocolos de estudio, pero con escasa evidencia cientifica a su favor. Se trata de causas
no demostradas y poco probables (Karamardian and Grimes, 1992; Clifford et al., 1996;
Li et al., 2002).

Factores hematologicos: Trombofilias no antifosfolipido. Pueden ser adquiridas, como
el SAF o algunos casos de resistencia a la proteina C activada (APCR), o congénitas, como
los déficits de proteina C o S y de antitrombina Ill, o mutaciones puntuales de genes
implicados en la cascada de la coagulacion (Ozcan and Copel, 2002). En principio, todas

ellas producirian complicaciones gestacionales por su efecto trombogénico.

Infecciones: Hasta hace poco se consideraba como causa de abortos esporadicos, y
solamente en la prevencion del parto prematuro y de algunos abortos tardios tendria
papel el cribado y tratamiento de la vaginosis bacteriana en el primer trimestre de
gestacion, en pacientes con historia previa de parto prematuro (Brocklehurst et al.,
2000). En los Gltimos tiempos, se ha publicado acerca de la importancia en la evaluacion
del entorno microbioldgico que el embridn encontrara en el momento de la implantacion.
El estudio microbioldgico del endometrio podria ser beneficioso para las pacientes con
antecedentes de aborto recurrente y/o fallo de implantacion recurrente, ya que la

endometritis créonica se ha relacionado con estos eventos (Moreno et al., 2018).
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7) Microbioma endometrial: Sabemos que el microbioma humano desempefna un papel
importante en nuestra fisiologia, tanto en la salud como en la enfermedad, a través de
la modulacion de funciones esenciales, incluida la reproduccion (Human Microbiome
Project Consortium, 2012). La microbiota endometrial existe, es diferente al de la vagina
y se asocia con el resultado reproductivo en pacientes con fallo de implantacién y aborto
recurrente. La existencia de bacterias que no son Lactobacillus en el endometrio tiene
un impacto negativo en la funcién reproductiva y debe considerarse como una causa
emergente de fracaso de la implantacion y pérdida del embarazo (Moreno et al., 2016;

Moreno and Franasiak, 2017).

8) Obesidad: Existen publicaciones en las que se han encontrado diferencias significativas
en las tasas de aborto cuando se estudian pacientes con IMC>30 kg/m?, cuyas tasas fueron
de un 38,1%, frente a pacientes con normo peso (13,3%) (Bellver et al., 2003). Este mismo
grupo realizd un estudio del analisis cromosomico comparando a pacientes con peso
normal (IMC<25 kg/m?) y pacientes con sobrepeso (IMC>25 kg/m?) analizando sus restos
abortivos, y no vieron diferencia significativa entre ambos grupos. Eso si, comentaban
que para determinar el riesgo real de abortos espontaneos cromoséomicamente anormales
en mujeres con un IMC elevado, se deben realizar mas estudios utilizando otros rangos
de peso corporal, como obesidad clase | (=30 kg/m?), Il (235 kg/m?2), o lll (240 kg/m?), y

controlando todos los posibles factores de confusion (Bellver et al., 2011).

A pesar de conocerse multitud de factores etiologicos, algunos abortos siguen siendo de causa

desconocida.

1.2 Contribucién de las anomalias cromosémicas en abortos espontaneos.

Los estudios realizados en los ainos 60 y 70 ya demostraron que una pequena proporcion de recién nacidos
presentaban anomalias cromosomicas, numéricas o estructurales, con un impacto clinico muy relevante.
De hecho, en una revision de estudios en mas de 50.000 nacidos, Hook y Hamerton (Hook and Hamerton,
1977) describieron anomalias en aproximadamente 1/200 individuos siendo las mas comunes las trisomias
para los cromosomas sexuales (47,XXX, 47,XXY y 47,XYY) y la trisomia 21. Estudios similares en material
de restos abortivos tardios (por ejemplo, de muerte perinatal) indicaron un nivel mucho mayor de
anomalias cromosomicas, pero en general, el tipo de anomalias fue el mismo que en los identificados en
las series de recién nacidos (Bauld et al., 1974). Estos resultados hicieron que los investigadores se
preguntaran si en las pérdidas gestacionales ocurridas entre las semanas 6-8 y la 20 de embarazo, podrian

deberse también a anomalias cromosomicas.
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Como ya se ha mencionado, los AE se presentan con una incidencia ~15% en la poblacion general y su
frecuencia es similar en parejas infértiles que se someten a tratamientos de fecundacion “in vitro” (FIV).
Un porcentaje muy elevado de AE se producen por la presencia de anomalias cromosomicas y los estudios
clasicos de citogenética en abortos, revelan una incidencia de anomalias cromosémicas que oscila entre
el 50% y 70% de los casos. La mayor parte de las trisomias dan lugar a pérdidas fetales intrattero o muerte
perinatal y son pocas las que sobrepasan este periodo. Por estos motivos, y por lo comentado en el
parrafo anterior, la incidencia de anomalias cromosomicas en AE es 10 veces superior a la observada en
mortinatos y ésta a su vez, es 10 veces superior a la que se encuentra en recién nacidos vivos, con sélo
un 0,6% de anomalias cromosomicas viables (Machin, 1974; Nielsen and Sillesen, 1975; Boué and Boué,
1976).

Las anomalias cromosémicas observadas en AE son principalmente anomalias numeéricas,
aproximadamente el 95% del total de anomalias. En la mayoria de estos casos, los padres tienen cariotipo
normal y entre las anomalias mas frecuentes destacan las trisomias autosomicas (60,4%) y las poliploidias
(15,7%), seguidas por la monosomia para el cromosoma X (10,8%), siendo esta la alteracion cromosémica
que de forma individual se presenta con mayor frecuencia en las pérdidas gestacionales del primer

trimestre (revisado por Soler et al., 2017).

A continuacion, se muestra una tabla resumen (Tabla 1) sobre la frecuencia relativa de los distintos tipos

de anomalias cromosomicas:

Trisomia Monosomla Aneuploidia| Anomalia
Triploidia | Tetraploidia
Unica multiple | estructural
Eiben et al., 1990 0,3 0,5 2,4 4.5 1,8 4.8

Menasha et al.,

2005 66 9 10,6 1,6 6,1 4,2
Shearer et al., 2011 58,4 14,2 12,1 3 2,8 7,3
Jenderny et al.,

2014 47 7,6 13,1 3,8 4,6 4,2
Wang et al., 2014 66 13 14 4 NR 2
Soler et al., 2017 64,9 10,7 13,1 1,4 4.5 5,2

Tabla 1. Frecuencia relativa de los distintos tipos de anomalias cromosémicas. Todos los valores estdn
dados en porcentaje. NR: No reportado. Adaptado de Soler et al., 2017.

11
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Se han identificado trisomias para todos los cromosomas, aunque algunas (por ejemplo, las trisomias 1y
19) son extremadamente raras. Por el contrario, otras trisomias son bastante comunes. La trisomia 16 es
la trisomia mas comUnmente identificada y, junto con las trisomias 15, 21 y 22, representan mas de la
mitad de todas las trisomias individuales. Es importante destacar que estos resultados estan en
consonancia con estudios preimplantacionales realizados en embriones humanos tras embarazos a través
de TRA. Por ejemplo, al igual que en los AE, los cromosomas 15-22 tienen mas probabilidades de ser
aneuploides que los cromosomas mas grandes (Fragouli et al., 2013; Franasiak et al., 2014). Por lo tanto,
aunque parece claro que existe una seleccion que elimina una gran cantidad de embriones aneuploides
entre el momento de la concepcion y el momento del reconocimiento clinico de embarazo, también
parece probable que ciertos cromosomas sean mas propensos que otros a sufrir una mala segregacion

meiotica.

Ademas de las anomalias cromosomicas, existen dos clases de poliploidias que son comunes en los AE:
las triploidias, que representan el 12,6% de los casos y las tetraploidias, que se producen en el 3,1% de
los AE (Revisado por Soler et al., 2017). Sorprendentemente, las anomalias estructurales que son casi
tan comunes como las anomalias numéricas en las series de recién nacidos estudiadas (Hook and
Hamerton, 1977), son poco comunes en AE, representando solo el 4,6% de los casos reportados en la
Tabla 1. Ademas, la aplicacion actual de los estudios moleculares de restos abortivos que deberian
permitir identificar anomalias estructurales mas sutiles (mayor poder de resolucion), no parece haber

aumentado sustancialmente la frecuencia de tales anomalias en los AE (Levy et al., 2014).

AE (Hassold et al., 1996) AR (Stephenson et al., 2002)

(n=4.088) (n= 420)
% Monosomia X 8,6 4,3
% Trisomias Autosomicas 26,8 30,9
Trisomia 13 1,1 2,6
Trisomia 15 1,7 5,2
Trisomia 16 7,5 4,5
Trisomia 18 1,1 0,9
Trisomia 21 2,3 2,6
Trisomia 22 2,7 3,8
% Trisomias Sexuales 0,3 0,5
% Poliploidias 9,8 8,8
% Anomalias estructurales 2 1,9

Tabla 2: Anomalias cromosémicas en abortos espontdneos y abortos de repeticion.
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1.3 Incidencia de anomalias cromosémicas en abortos espontaneos tras tratamientos de

reproduccion asistida.

Se han realizado varios estudios que han encontrado que los pacientes sometidos a TRA presentan tasas
mas altas de restos abortivos cromosémicamente anormales en comparacion con los controles de la
misma edad (Campana et al.,1986). Algunos estudios han informado tasas de anormalidades
cromosomicas en restos abortivos de pacientes infértiles que varian entre el 63% y el 76%, valores que

serian superiores al 50% estimado para la poblacion general (Werner et al., 2012).

No solo las anomalias cromosomicas son mas elevadas en la poblacion infértil sometida a TRA, sino que
el porcentaje y tipo de aneuploidias varian dependiendo del tipo de TRA utilizado (Martinez et al., 2010).
Se ha demostrado un mayor porcentaje de anomalias cromosdmicas en AE tras inseminacion intrauterina
(IUl) en comparacion con los procedentes de FIV, que todavia es inferior cuando procede de un programa
de donacion de ovocitos (Martinez et al., 2010). Asi mismo, los tipos de anomalias cromosémicas son
diferentes entre la poblacion general y las pacientes infértiles, donde la monosomia X se duplico,
mientras que la poliploidia presentd el doble de incidencia en el grupo de embarazo espontaneo

comparado con el que recibio TRA (Figura 1).

Los cromosomas que contribuyen con mayor frecuencia a la perdida de
embarazo son: 13, 14, 15, 16, 18, 20, 21, 22, monosomia X y poliploidias.

40—

- I| I|I
><
-3
~r

(2]
o
I

Recuento
8
|

T T T T T T T T T T
N ™ = D O ~ © o c > o — o
- &4 o~ o~

Doble A+
Estructural -
Triploidia+
Tetraploidia+
Mono 21+
47 XXY -

Figura 1: Distribucion de anomalias cromosémicas en abortos espontdneos. n=676 (Martinez et
al., 2010). Doble A: Doble aneuploidia.
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1.4 Origen y etiologia de las anomalias cromosémicas.

Para muchos de los trastornos genéticos humanos, la baja frecuencia de las anomalias complica los
intentos de estudiar directamente el origen de la mutacion o mutaciones subyacentes. En su lugar, es
necesario realizar estudios alternativos, como por ejemplo analisis in vitro o recreacion en modelos
animales. Sin embargo, este no es el caso para las anomalias cromosémicas numéricas. Por razones que
todavia desconocemos, las tasas de aneuploidias numéricas en humanos tienen un orden de magnitud
superior a otras especies de mamiferos que han sido ampliamente estudiados, por lo que se dispone de
una gran cantidad de material para el estudio. Dada la gran incidencia y variedad de estas anomalias en
fetos abortados espontaneamente, los AE han sido especialmente Utiles para la investigacion del origen

de las aneuploidias.

1.4.1 Aneuploidias de cromosomas sexuales.

Para las trisomias de los cromosomas sexuales (47,XXX, 47,XXY y 47,XYY) el origen reside en un elevado
porcentaje en la no-disyuncion durante la meiosis paterna o en las divisiones post-cigoticas (Jacobs and
Hassold, 1995). Para el caso concreto de la trisomia 47,XXY es tan probable que sea de origen paterno

como materno (Hassold et al., 1991).

En las monosomias 45,X solo es posible determinar el origen parental (paterno o materno) del cromosoma
X que esta disponible y, por exclusion, el origen parental del cromosoma sexual que falta. En las
monosomias X, el origen del cromosoma X presente es normalmente de origen materno (80% de los casos),
lo que implica errores en la meiosis paterna dando lugar a espermatozoides nulisomicos para los
cromosomas sexuales (Chandley, 1981) (ver tabla 3). Los analisis de anomalias cromosomicas en
espermatozoides de varones infértiles han descrito una mayor incidencia de espermatozoides con
anomalias cromosdmicas para los cromosomas sexuales, especialmente en varones con bajo recuento

espermatico y con azoospermia secretora (Rodrigo et al., 2010, 2014).

Mientras podemos obtener informacion del origen parental de la monosomia de los cromosomas sexuales,
la ausencia del cromosoma “erréneo” nos impide estudiar el mecanismo o la etapa de origen del error.
No obstante, la elevada frecuencia de la condicion 45,X en comparacion con las trisomias de cromosomas
sexuales, que como deciamos, se cree que se originan a partir de errores en la no disyuncion meiotica
(Skuse et al., 1997), sugieren que los 45,X surgen de un mecanismo diferente. La pérdida aleatoria de
un cromosoma sexual, presumiblemente en una division meiotica temprana, es una posibilidad atractiva
ya que esto generaria un aparente sesgo hacia los casos de origen materno, lo que explicaria dicho

fenomeno. Es decir, asumiendo una misma probabilidad de perder en estadio temprano el cromosoma X
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oY en embriones 46,XX y 46,XY, deberiamos esperar el generar embriones 45,Y (presuntamente muertes

tempranas) y embriones 45,X cuyos 2/3 serian portadores de un solo cromosoma X de origen materno.

1.4.2 Trisomias autosomicas.

El origen de las trisomias autosomicas es principalmente materno y sélo entre 5-10% son de origen
paterno. En el caso de la trisomia 16, se ha observado un origen materno en el 100% de los casos. Las
trisomias autosomicas de origen materno estan frecuentemente asociadas a errores en meiosis |, excepto

la trisomia 18 donde predominan los errores en meiosis Il (revisado por Nicolaidis and Petersen, 1998).

En la mayor parte de los casos los progenitores presentan cariotipos normales lo que sugiere que se trata
de anomalias cromosémicas “de novo”. Se supone que la anomalia ha surgido como un evento esporadico
en la gametogénesis, siendo la meiosis | materna el estadio mas vulnerable. De los estudios de abortos
trisomicos se concluye que detras de estas no-disyunciones esta mas bien el azar que una predisposicion
bioldgica individual. Sin embargo, estudios realizados en ovocitos de pacientes de FIV han mostrado un
26% de aneuploidias, y esta cifra se eleva hasta un 50% en pacientes de edad avanzada (Gianaroli et al.,
1999). Sandalinas y colaboradores (Sandalinas et al., 2002), utilizando la técnica de SKY (“spectral
karyotyping”), obtuvieron resultados similares, con un 29% de ovocitos aneuploides procedentes de
mujeres menores de 35 anos y un 56% de ovocitos aneuploides en mujeres mayores de 35 anos. Por otro
lado, los estudios en espermatozoides han demostrado que varones con problemas de fertilidad presentan
un incremento de anomalias cromosomicas numéricas no solo para los cromosomas sexuales, sino también
para algunos autosomas (Rubio et al., 2001; Rodrigo et al., 2014). También se ha descrito el fenémeno
de division prematura del centromero en algunas familias con historia de abortos espontaneos e
infertilidad. En estos casos, se ha sugerido que las anomalias en los centromeros podrian dar lugar a un
mayor riesgo de inestabilidad cromosomica (Bajnoczky and Gardo, 1993). Se han propuesto diferentes
mecanismos sobre la génesis de las aneuploidias como son la presencia de mutaciones en genes
relacionados con los procesos fundamentales de la meiosis como son sinapsis y recombinacion. Estos
estudios han encontrado un incremento de este tipo de mutaciones en mujeres con aborto de repeticion
(Bolor et al., 2009) y en varones infértiles (Sato et al., 2006).
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% Origen Materno % Origen Paterno % Origen Post-cigotico

Trisomia 13 88 12 -
Trisomia 16 100 - -
Trisomia 18 89 - 11
Trisomia 21 88 8 3
Trisomia 22 97 3 -
Trisomia XXX 76 6 18
Trisomia XXY 51 46 3
Trisomia XYY - 60 40
Monosomia X 20 80 -

Tabla 3: Origen parental de las aneuploidias (Jacobs and Hassold, 1995; Nicolaidis and Petersen, 1998;
Hassold and Hunt, 2001 y Hassold and Hunt, 2007).

De entre todas las trisomias, la mayor parte de los estudios se ha centrado en la trisomia del cromosoma
21. La mayoria de las trisomias 21 conllevan errores en la meiosis | materna. Por ejemplo, en el mayor
estudio publicado por Sherman y colaboradores (Sherman et al., 2006), se describi6 que
aproximadamente el 90% de los casos eran de origen materno, con el 70% de ellos atribuibles a errores
en la meiosis |, y el resto a errores en la meiosis |l (Middlebrooks et al., 2014). Dentro de la meiosis, la
recombinacion anormal es un contribuyente importante a la trisomia 21 por alguno de los siguientes
motivos: a) Fallo en la recombinacion con errores en meiosis | materna; b) Entrecruzamientos
extremadamente distales con errores en meiosis | materna; c) Entrecruzamientos extremadamente

proximales con errores aparentes en meiosis Il materna.

La recombinaciéon meiotica en mujeres ocurre en el ovario fetal, por lo que una proporcion de los ovocitos
humanos estan ya predispuestos a una mala segregacion desde el inicio de la meiosis en el ovario fetal,
dentro del Utero materno. Sin embargo, la relacion entre estas combinaciones de factores de riesgo y el
otro Unico factor conocido para la trisomia 21 (la edad materna avanzada) sigue sin estar claro. Oliver y
colaboradores (Oliver et al., 2014) publicaron un incremento en entrecruzamientos a nivel telomérico
en meiosis | en casos de pacientes jovenes, un incremento en recombinacion pericentromérica en meiosis
Il en casos de pacientes de mayor edad, y una asociacion lineal no clara entre la edad materna y los casos

de fallo de recombinacion. Asi, el efecto de la recombinacion en la trisomia es complejo,

16



Introduccion

presumiblemente reflejando el hecho de que existen multiples rutas edad materna-dependientes e

independientes para la trisomia 21.
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Figura 2: Cariotipo de resto abortivo de sexo masculino con anomalia
cromosomica. Trisomia en el cromosoma 22.

Dada la complejidad de los errores relacionados con el cromosoma 21, quizas no sorprenda que otras
trisomias exhiban similitudes y diferencias. Por ejemplo, al igual que ocurre en la trisomia 21, los errores
meidticos maternos predominan para la mayoria de las trisomias, y se han observado errores en la
recombinacion (especialmente la ausencia de entrecruzamientos) para todas las trisomias que han sido
debidamente estudiadas (Lamb, 2005). Sin embargo, existen diferencias entre cromosomas. Por ejemplo,
la trisomia 18 tipicamente implica errores maternos en la meiosis I, no en meiosis | (Bugge et al., 1998).
La trisomia 16, la mas comlin de las trisomias, esta asociada a entrecruzamientos mas distales y
teloméricos, pero raramente, si es que ocurre alguna vez, con fallos en la recombinacion (Hassold et al.,
1995).

1.4.3 Triploidias.
La triploidia es el tercer tipo de anomalia mas frecuente en abortos espontaneos. La mayor parte de las
triploidias son de origen paterno (Zaragoza et al., 2000; Egozcue et al., 2002), debido a la fecundacion

de un ovocito por mas de un espermatozoide o también por la fecundacion de un ovocito por un

espermatozoide diploide, mas frecuentes en varones oligozoospérmicos (Egozcue et al., 2002). La
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diploidia no es tan frecuente en ovocitos, ya que las alteraciones del huso meidtico resultan
fundamentalmente en aneuploidias (Eichenlaub-Ritter et al., 1999), aunque se ha descrito un aumento
en la proporcion de ovocitos diploides a medida que aumenta la edad materna (Roberts and O ‘Neill,
1995). El origen de las triploidias en abortos de reproduccion asistida es distinto en la mayor parte de
los casos, ya que en los casos de ICSI se ha descrito la no extrusion del segundo corpUsculo polar como el

origen mas frecuente (Grossmann et al., 1999).
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Figura 3: Cariotipo de resto abortivo. Triploidia, 69, XXX.

La triploidia puede ser el resultado de una contribucion diploide del padre (diandria), bien sea a partir
de la fecundacion por dos espermatozoides (dispermia) o por un espermatozoide diploide.
Alternativamente, la triploidia puede ser de origen materno (diginia) debido al fallo de una de las dos
divisiones meioticas. Analisis de polimorfismos en el ADN indicaron que la dispermia es el mas com(n de
los origenes, con mas de dos tercios de los casos (Zaragoza et al., 2000; Joergensen et al; 2014). De los
restantes casos de origen materno, los errores en la meiosis Il parecen ser la fuente mas comdn del set
haploide adicional (McFadden and Langlois, 2000), aunque también se han descrito errores en la meiosis

|y la fusion de dos ovocitos (Hassold et al., 1991).

A diferencia de la mayoria de las otras anomalias numéricas, el origen parental de la triploidia tiene un
profundo efecto sobre el fenotipo. Especificamente, los triploides diandricos abortan normalmente entre
las semanas 10-20 de gestacion, con un desarrollo limitado de estructuras fetales pero un buen desarrollo
de las membranas y vellosidades extraembrionarias (Pflueger, 1999). De hecho, los triploides diandricos

a menudo se diagnostican como molas hidatiformes parciales (Szulman and Surti, 1978). Por el contrario,
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parece haber dos categorias generales de triploides de origen materno. La categoria mas comUn aborta
muy temprano en el embarazo. Pero un subconjunto de casos se asocia con un buen desarrollo fetal y
con un aborto tardio en la gestacion; de hecho, se cree que la proporcion extremadamente pequeiia de
casos de triploidia que sobreviven a término es de origen materno. Por lo tanto, la triploidia proporciona
un ejemplo importante de la existencia de impronta génica para determinados loci, aunque no se conoce

la contribucion fenotipica de loci especificos.
1.4.4 Tetraploidias.
Existen muy pocos trabajos centrados en el origen de la tetraploidia. Sin embargo, practicamente todos

los abortos espontaneos tetraploides tienen cariotipos 92,XXYY (ver figura 4) o 92,XXXX, lo que podria

explicarse como una dotacion cromosomica doble de ovocitos fecundados 46,XY o 46,XX.
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Figura 4: Cariotipo de resto abortivo. Tetraploidia, 92, XXYY.

Diferentes estudios con marcadores polimorficos han mostrado la presencia de dos conjuntos duplicados
de cromosomas (Kajii and Niikawa, 1977). Por lo tanto, parece probable que la mayoria de los
tetraploides surjan de un fallo de los cromosomas al dividirse en la primera division o en una division

celular embrionaria muy temprana.
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1.5 Indicaciones para realizar estudios en restos abortivos.

La recomendacion seria realizar los estudios en aquellas parejas que experimentan abortos espontaneos
recurrentes, asi como en los pacientes infértiles sometidos a TRA, si bien seria util analizar todo aborto

involuntario que se produzca.

1.5.1 Parejas con aborto recurrente o concepcioén previa aneuploide.

Varios estudios han demostrado que en las parejas con abortos recurrentes o concepciones aneuploides
debido a los cromosomas sexuales o a los autosomas, aumenta el riesgo posterior de aneuploidia fetal.
Las mujeres que han tenido un embarazo trisdbmico previo, particularmente aquellas menores de 35 afos
parecen estar en mayor riesgo de embarazos trisomicos subsecuentes. El riesgo relativo de trisomia 21
posterior a la misma trisomia es mayor para las mujeres menores de 35 afos en el embarazo anterior
(Warburton et al., 2004; Al-Asmar et al., 2012). Las tasas de implantacion y embarazo disminuyeron y
las tasas de aborto espontaneo aumentaron a medida que el nimero de abortos espontaneos previos fue
mayor (Rubio et al., 2009).

1.5.2 Parejas infértiles sometidas a TRA.

Como ya se ha mencionado anteriormente, en la poblacion general el AE representa no menos del 15-
20% de todos los embarazos clinicamente reconocidos durante el primer trimestre. La incidencia de
anomalias cromosomicas en la pérdida espontanea del embarazo es aproximadamente del 50% (Hassold,
1980) y esta incidencia puede aumentar en parejas infértiles, debido sobre todo a la edad materna

avanzada y el factor masculino severo.

1.5.3 Parejas con factor masculino severo.

Campos-Galindo y colaboradores publicaron en 2015 (Campos-Galindo et al., 2015) que las parejas de
TRA con ovocitos propios en los que el varon tenia una concentracion de espermatozoides inferior a 5
millones/ml tenian como resultado en sus estudios de restos abortivos el 75% con anomalias
cromosomicas. Aquellos con una concentracion superior a 5 millones/ml produjeron el 51% de los
resultados anormales. Los hombres con oligoastenozoospermia, baja motilidad y/o altas concentraciones
de la hormona foliculo estimulante (FSH) muestran anormalidades sinapticas frecuentes que conducen a
la produccion de espermatozoides aneuploides y/o diploides. El riesgo de aborto recurrente aumenta por
la presencia de anormalidades cromosémicas en los espermatozoides (Rubio et al., 2001; Egozcue et al.,
2002). Esto significa que el factor masculino debe considerarse como un factor importante después de

un aborto espontaneo.
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1.5.4 Parejas con exposicion ambiental a disruptores endocrinos.

Muchos compuestos quimicos conocidos como disruptores endocrinos quimicos (EDC), tienen influencia
en el sistema endocrino de animales y humanos. Se sospecha que existe un vinculo entre la exposicion a
los EDC y el aborto espontaneo, pero los resultados son limitados (Lathi et al., 2014). La exposicion
ambiental a los metales se ha asociado con la pérdida del embarazo. Aun asi, la literatura cientifica
existente sobre este tema sigue siendo controvertida (Ajayi et al., 2012; Rahman et al., 2016; Buck et
al., 2017). Hay una serie de estudios que sugieren la relacion entre la exposicion a bisfenol A (BPA) y el
aborto u otros resultados prenatales adversos (Lathi et al., 2014; Mikotajewska et al., 2015; Li et al.,
2016). Hunt et al. demostraron que la exposicion diaria a dosis orales de BPA causa aneuploidia meidtica
en hembras de ratén (Hunt et al., 2003). En varones, un estudio de Vrooman y colaboradores sugieren
en sus resultados que una breve exposicion estrogénica exogena puede causar cambios sutiles en el
conjunto de las células madre que producen alteraciones permanentes en la espermatogénesis (es decir,

recombinacion reducida en meiocitos) en el varén adulto (Vrooman et al., 2015).

Por lo tanto, en parejas con exposicion conocida a disruptores endocrinos, podria estar indicado el

analisis cromosomico de los restos abortivos.

1.6 Técnicas utilizadas para los analisis de restos abortivos.

1.6.1 Obtencién de tejido fetal.

Una vez que se ha producido la pérdida gestacional, si es posible se recupera una muestra de tejido fetal
por métodos quirlrgicos, como el legrado o la histeroscopia-legrado. Estos métodos presentan siempre
riesgo de contaminacion con células maternas debido a la mezcla del tejido materno y fetal durante el
procedimiento. En algunos estudios se ha descrito la posibilidad de realizar histeroembrioscopia y
posterior biopsia dirigida que permite la biopsia directa y selectiva de embriones y corion, lo que
disminuye la probabilidad de contaminacion materna y evita el riesgo de un diagnostico erroneo (Ferro
et al., 2003). Sin embargo, la histeroembrioscopia requiere un especialista en la tecnologia y se trata de
un procedimiento quirtrgico que implica mayor coste y recuperacion para la paciente. Es por ello por lo

que este enfoque no es una practica habitual en el campo obstétrico.

1.6.2 Analisis cromosémico.

Los estudios citogenéticos clasicos de analisis de restos abortivos se realizaban mediante cultivo y tincion
con bandas G para obtener cariotipos con diferente resolucion. La mayor parte de los datos de incidencia
de anomalias cromosomicas en restos abortivos se han obtenido con esta técnica. Sin embargo, presenta
serias limitaciones, ya que en un porcentaje que segln los distintos estudios varian entre el 10 y el 60%

el tejido fetal no crece adecuadamente o la calidad de las metafases no es la 6ptima para obtener un
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cariotipo de resolucion adecuada (Fritz et al., 2001; Shah et al., 2017). Pero este no es el Unico
problema, los estudios citogenéticos no pueden distinguir entre un resultado femenino normal que
proviene del feto y un resultado femenino normal debido a contaminacion materna. También hay un alto
porcentaje de pruebas no informativas debido a la posible degradacion del tejido haciendo un cariotipo

estandar.

Los métodos moleculares son mas robustos y no requieren un cultivo celular previo, evitando la
posibilidad de fallo de este y aumentando por tanto la tasa de resultados informativos. Asi mismo, con
las técnicas moleculares, la calidad del tejido aun habiendo transcurrido varios dias desde la detencion
del embarazo no representa ninglin problema, y se reduce el tiempo de analisis al no requerir cultivo y
se pueden obtener resultados en un tiempo mucho menor que con el cariotipo convencional. Finalmente,
los estudios moleculares permiten mejorar la resolucion en la mayor parte de los casos pudiendo
identificar desequilibrios mayores de 5-6 Mb. Hay que indicar que las técnicas moleculares no permitirian

en la mayoria de los casos la identificacion de anomalias cromosdmicas equilibradas.

CARIOTIPO CONVENCIONAL ESTUDIOS MOLECULARES

Requiere de cultivo celular in vitro No requiere de cultivo celular in vitro

42% de los test realizados no son informativos Se obtienen resultados en mas de un 98,6% de los

debido a la degradacion del tejido casos
33,3% de falsos negativos debido a la Descarta falsos negativos causados por la
contaminacion materna contaminacion materna
Resultados en 3-4 semanas Resultados en 1 semana
Analisis de baja resolucion Mayor resolucion que el cariotipo convencional

Tabla 4: Comparacion entre cariotipo convencional vs. analisis molecular (Ferro et al., 2003;
Martinez et al., 2010; Campos-Galindo et al., 2012).

Desde 2008, se han utilizado diferentes técnicas moleculares como parte de un enfoque de diagndstico
robusto y preciso para evaluar las aneuploidias de cualquiera de los 24 cromosomas: los 22 autosomas y
los cromosomas sexuales (Rodrigo et al., 2014). Se han aplicado técnicas tales como Arrays de Hibridacion
Genomica Comparada (aCGH) cromosomico, secuenciacion masiva (NGS), Bacs on beads (BOBs),
hibridacion in situ fluorescente (FISH), amplificacion de sonda dependiente de ligacion multiple (MLPA)
y reaccion cuantitativa de cadena de polimerasa fluorescente (QF-PCR) (Rubio et al., 2005; Campos-
Galindo et al., 2012; Rubio et al., 2013; Vera-Rodriguez et al., 2016).
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Entre las técnicas mencionadas anteriormente, algunas de ellas sélo son capaces de analizar un panel

limitado de cromosomas, como los BOBs o la FISH. Sin embargo, otras de las técnicas son capaces de

analizar todos y cada uno de los 24 cromosomas.

A continuacion, se describen las técnicas mas comiunmente utilizadas para el analisis de los 23 pares

cromosomicos:

v Arrays de Hibridacién Genémica Comparada (aCGH).

Para realizar un analisis de CGH, primero se debe realizar una extraccion de ADN de los
tejidos del resto abortivo. Una pequena porcion de tejido se dilacera mecanicamente usando
una hoja de bisturi. Luego, se realiza la extraccion de ADN seguido del marcaje de las
muestras de ADN de los restos abortivos y el ADN de control con fluoréforos Cy3 y Cy5. Las
mezclas bien etiquetadas pueden combinarse e hibridarse durante 6-12 horas en plataformas
comerciales tales como arrays 24sure BAC (Cromosoma Artificial Bacteriano, Illumina Inc.,
San Diego, CA, USA). Cada sonda es especifica de una region cromosémica diferente y ocupa
un lugar determinado en el portaobjetos. Los diferentes puntos se distribuyen con 1Mb de
distancia. Las pérdidas o ganancias cromosomicas se revelan por el color adoptado por cada
punto después de la hibridacion. La intensidad de fluorescencia se detecta usando un escaner
con laser y un software especifico (Rodrigo et al., 2014) (Figura 5). Varios estudios que usaron
los aCGH para realizar analisis en restos abortivos han demostrado una mayor capacidad de
diagnostico en comparacion con las pruebas citogenéticas clasicas (Robberecht, 2009). En el
estudio de Shah y colaboradores, la tasa de resultados satisfactorios fue del 85%. Cuando al
estudio mediante aCGH se le sumaban los analisis de STRs (Short Tandem Repeats), dichos
resultados mejorarian para llegar al 92%. El tiempo que lleva dicha técnica para proporcionar
resultados esta en torno a una semana, mas rapido en comparacion con la citogenética

clasica que esta entre tres semanas y un mes (Shah et al., 2017).
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Figura 5: Imagen de restos abortivos analizados con un ADN control masculino mediante aCGH.
Resultado anormal masculino, trisomia cromosoma 21.
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v’ Arrays de polimorfismos de nucledtido unico (SNP).
Para realizar el array de SNP, la muestra de tejido se lava con solucion salina tamponada con
fosfato (PBS) y se separa de la sangre y la decidua materna mediante técnicas estandarizadas. A
continuacién, el tejido se lava de nuevo en PBS estéril y se disecciona en muestras de
vellosidades/fetales del tamafo de unos 3 mm? y se colocan en tubos de microcentrifuga de 1,5
ml. Luego, se extrae el ADN de las vellosidades y la muestra de sangre materna utilizando un kit
de acido nucleico circulante QlAamp (Qiagen, Hilden, Alemania). El ADN purificado se analiza en
microarrays de Illumina Cyto 12 SNP mediante un protocolo estandar (Lathi et al., 2014). En el
estudio comentado anteriormente de Shah y colaboradores, la tasa de resultados satisfactorios fue
del 93%, muy similar a la conseguida con los aCGH + STRs. Igualmente, el tiempo de resultados fue

similar al de los aCGH con gran ventaja frente al cariotipo convencional (Shah et al., 2017).

B-Allele Frequency

Chromosomal Position

Figura 6: Imagen de restos abortivos analizados mediante SNPs array. Resultado anormal
masculino, trisomia cromosoma 22. Cortesia del Dr. Antonio Capalbo y Laura Girardi.

v" NGS (secuenciaciéon masiva).

Esta es la tecnologia mas innovadora en este momento. Existen diferentes plataformas comerciales
que tienen un kit desarrollado para deteccion de aneuploidias, mosaicismo y aneuploidias
segmentales o parciales. Dicha técnica ha sido aplicada ampliamente en estudios de PGT-A

(Técnica de screening genético para aneuploidias) (Fiorentino et al., 2014; Vera et al., 2016).
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Analysis 1, Proband:POC18M0012-R1.E2_v1_2f6f61b1-e0ce-4210-a633-c5928d123dff, POC18M0012-R1.E2_v1

MAPD=0.158 Confidence filter=0.1
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Figura 7: Imagen de restos abortivos analizados mediante NGS. Resultado anormal femenino,
trisomia cromosoma 15.

Analysis 1, Proband:POC18A0010-R1.E1_v1_81e37757-3082-4fb3-93dc-f19337fb123f, POC18A0010-R1.E1_v1

MAPD=0.25 Confidence fiiter=0.1
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Figura 8: Imagen de restos abortivos analizados mediante NGS. Resultado anormal, monosomia
45,X.

1.6.3 Importancia de los estudios complementarios para descartar contaminacién materna y
poliploidias.

La contaminacion materna es una de las principales fuentes de diagnostico erréneo o resultados no
informativos cuando se analizan los restos abortivos. Un estudio retrospectivo mostré que mas de la
mitad de los resultados normales de 46, XX en los especimenes de aborto espontaneo se debieron a
contaminacion materna (Lathi et al., 2014). Errores como este pueden conducir a diagndsticos erroneos
y/0 asesoramiento inapropiado. Tener un resultado preciso es la Unica forma en la que el médico y el
equipo médico pueden brindar un asesoramiento reproductivo adecuado a la pareja cuando ocurre una
pérdida gestacional después de un embarazo natural o tras técnicas de reproduccion asistida. Para
descartar contaminacion materna, se pueden realizar estudios paralelos a lo que seria el analisis

cromosomico propiamente dicho. Uno de ellos seria el analisis mediante Short Tandem Repeats (STRs).

Esta técnica molecular utiliza 15 STRs mas el gen de la amelogenina (que comparten los cromosomas X
e Y) y nos ayuda a comparar loci especificos del ADN materno extraido en sangre periférica de la mujer
frente a loci especificos del ADN extraido de los restos fetales. Asi podemos saber si una muestra proviene
de la madre o del feto. Si es tejido materno, sabemos que no podremos ir al analisis cromosomico ya que
el mismo nos daria un falso negativo como resultado, el cual seria normal femenino. Si nos indica que no

hay contaminacion materna, ya podemos hacer el analisis cromosémico con toda tranquilidad. Aunque
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el resultado final fuera normal femenino, sabriamos que dicho resultado viene del feto y no de la madre.
Otra ventaja que ofrecen los STRs, es que nos indican si el embarazo se detuvo por una poliploidia
(tripolidia, tetraploidia...) que como veiamos anteriormente, es la causa del aproximadamente 15% de

los abortos del primer trimestre (Hassold et al.,1996; Soler et al., 2017).
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Figura 9: Contaminacion materna. En la parte superior se puede ver el ADN de la madre. En la parte
inferior ADN fetal. Todos los picos o alelos coinciden entre madre y feto. Esto quiere decir que la
muestra que se supone que es feto no lo es, sino que realmente es ADN que proviene de la madre, lo
que lleva a un resultado de contaminacion materna.
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Figura 10: Ausencia de Contaminacion Materna. En la parte superior se puede ver el ADN de la madre.
En la parte inferior el ADN fetal. Algunos de los alelos coinciden entre madre y feto, estdn tanto en la
parte superior como en la inferior (flechas). Algunos de los alelos estdn presentes en la madre, pero no
en el feto, estdn en la parte superior pero no en la inferior (cruces). Esto quiere decir que lo que se
supone que es ADN fetal lo es, y que no hay contaminacion. La muestra serd catalogada como normal o
anormal después de llevar a cabo el estudio de aneuploidias.
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1.7 Hipétesis.

Nuestra hipotesis consiste en que con el analisis molecular de los restos abortivos vamos a aumentar el

numero de casos en los que se obtienen resultados, al no requerir cultivo de tejido previo al analisis.

Por otro lado, el analisis complementario con STRs y su comparacion con el perfil genomico de la
madre nos va a permitir aumentar la sensibilidad de la técnica, detectando los casos de falsos

negativos con resultado femenino normal.
Consideramos que no deberian existir diferencias en los resultados obtenidos con aCGH y con NGS, ya

que en ambas técnicas se utilizan protocolos de extraccion de ADN similares, y la resolucion de las

plataformas utilizadas para cada una de las técnicas fue similar.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo principal:
Determinar el valor de las técnicas moleculares de array de CGH y NGS para el analisis del ADN en restos

abortivos con el objetivo de aumentar la eficiencia en la deteccion de anomalias cromosomicas fetales

en los abortos espontaneos.

2.2 Objetivos secundarios:

2.2.1 Evaluar el efecto de la edad materna en la incidencia de anomalias cromosémicas, tanto en

general como por tipos de alteraciones cromosdmicas como trisomias, monosomias o poliploidias.

2.2.2 Analizar el efecto de la edad gestacional en las incidencias de anomalias cromosomicas y en

las tasas de contaminacion materna obtenidas.

2.2.3 Comparar los resultados en funcion del origen de los ovocitos, con ovocitos propios frente a

casos con donacion de ovulos.

2.2.4 Valorar las diferencias en la incidencia de aneuploidias y en la informatividad en funcion de

la localizacion geografica.
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3. Material & Métodos.

3.1 Disefo del estudio.

Estudio prospectivo observacional que comprende las muestras de restos fetales analizadas durante el
periodo de tiempo que comprendio entre enero de 2014 hasta diciembre de 2017, ambos meses incluidos.
En total se estudiaron 2.531 muestras de restos abortivos, y las muestras se analizaron mediante las
técnicas de array de CGH (n = 675) entre enero de 2014 y diciembre de 2015 y NGS (n = 1.856) entre
enero de 2016 y diciembre de 2017.

Todas las muestras fueron analizadas en los laboratorios de Igenomix (Espana, USA/Canada, Brasil,
México/Latam, EAU e India).

NGS: Next-Generation Sequencing o secuenciacién masiva
aCGH: Array de hibridacién genémica comparada

EE: Excluido estadisticas Restos abortivos analizados

EAU: Emiratos Arabes Unidos N=2,531
Técnica molecular Edad gestacional Edad materna Origen de los ovocitos Localizacion geografica
N=2.531 N=2.531 N=2.460 (EE Ovodonacién) N=2.422 (EE >42 afios) N=2.531
l l =<6 semanas <30 afios l l Espaiia
N=967 N=1.856 Ovocitos Ovocitos N=394
aCGH NGS
propios donados
N=675 N=1.856 = -35 af USA/Canada
7-8 semanas 31-35 afios N=2.351 N=71 /
N=1.064 N=854 N=1.708
9-10 semanas 36-38 afios Brasil
N=387 N=524 N=301
. México/Latam
11-12 semanas 39-40 afios /
N=64 N=336 N=66
>12 semanas 41-42 afios EAU
N=49 N=167 N=32
>42 afios Dubai
N=109 N=30

Figura 11: Diseno del estudio.
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3.2 Recogida, almacenamiento y transporte de muestras.

Para realizar el estudio de restos abortivos, se suministra a las clinicas con un kit de recogida que lleva

lo siguiente:

- Un tubo EDTA para la extraccion de 3-4 ml aproximadamente de sangre materna. La comparacion
del ADN materno y del ADN fetal nos permite detectar la presencia de contaminacion celular
materna y posibles poliploidias y con ello ofrecer un diagnostico mas certero de la dotacion
cromosomica fetal.

- Un frasco para la recogida de restos fetales (legrado convencional).

- Bolsa biohazard para depositar en su interior los tubos de recogida de las muestras de sangre y

restos fetales.

Los tipos de tejidos que se analizaron podrian provenir de:

- Saco gestacional vacio.

- Abortos diferidos con mas de 2 a 4 semanas.

- Restos fetales expulsados espontaneamente y recogidos en casa (aunque se prefieren muestras

obtenidas tras legrado o histeroembrioscopia).

- Restos fetales de gestaciones multiples. En estos casos es indispensable utilizar Kkits

independientes para cada feto con una sola muestra de sangre materna.

- Muestras recogidas en cualquier momento de la gestacion.

Las instrucciones para la recogida de muestra de manera correcta fueron las siguientes:

1. Tomar una muestra de tejido de tamano minimo 3x3 mm. Es preferible una muestra pequeia
pero limpia, sin sangre, antes que una muestra de mayor tamano.

2. Retirar de la muestra de tejido los coagulos grandes de sangre.

3. Usar una solucién salina estéril para lavar los tejidos.

4. A continuacion colocar el tejido en el frasco con suficiente solucion salina como para cubrir

la muestra.
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5. Asegurarse de extraer sangre de la madre antes o después del procedimiento de D&C, y que
la sangre se extraiga en el tubo EDTA para evitar su coagulacion.

6. Sellar todos los tubos o frascos con cinta adhesiva tipo parafilm o esparadrapo.

7. ldentificar todos los tubos mediante etiqueta adhesiva o rotulacién. Identificar la muestra con

nombre completo del paciente + fecha de nacimiento.

Documentos que se solicitaron a los pacientes para realizar el estudio:
- Solicitud del test de restos abortivos. Cumplimentar correctamente (Anexo 1).

- Consentimiento: se requiere la firma del paciente o la de su pareja (Anexo 2).

Instrucciones para el envio de los restos abortivos para el analisis.

Colocar en el interior del kit de restos abortivos lo siguiente:

- El tubo o frasco con la muestra de restos abortivos correctamente cerrado y sellado, dentro de
la bolsa Biohazard disponible para ello.
- El tubo de sangre materna en el interior de la misma bolsa Biohazard referida anteriormente.

- La solicitud de restos abortivos cumplimentada, el consentimiento informado firmado.

Tomar como referencia la imagen adjunta donde se muestra el aspecto de las vellosidades de la decidua
en un tejido limpio (ver imagen a) y el aspecto de una muestra hematica (ver imagen b). En un tejido
recogido en buenas condiciones, la decidua parece rosa, es densa, y con aspecto de hoja. Las vellosidades
cuando se enjuagan bien tienen tendencia a flotar y con un aspecto mas blanco y con plumas en

comparacion con la decidua.

a) Muestra de tejido fetal sin restos de tejido b) Muestra de tejido fetal con restos de sangre

0 sangre materna. materna.
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Figura 12. Muestra de resto abortivo previa a la dilaceracion.

3.3 Técnicas utilizadas para el analisis del ADN fetal.

3.3.1 Extraccion del ADN.

El protocolo de extraccion de ADN se realizd utilizando el Kit comercial de Qiagen (Hilden, Alemania),

como se detalla a continuacion:

Previo al inicio del mismo se procedié a encender el termobloque a 70°C.

Se dilacero el tejido en placa Petri con bisturi. Se llevo a Eppendorf de 1,5 ml.

Anadir 80 pl de ddH,0. Vortex.

Anadir 100 pl de Buffer ATL. Vortex.

Anadir 20 pl de PROTEINASA K.

Anadir 200 ul de BUFFER AL. Vortex. Spin.

Incubar a 70°C, 30’, 850 rpm. Spin. No deben quedar restos de tejido. Si los hay, aumentar el tiempo.
Anadir 200 pl de ETANOL 100%. Vortex. Spin.

Pasar por columna (blanca) (Vol. Max 700 pl). Reusar tantas veces la columna como sea necesario.

Centrifugar a 6000g, 1. Eliminar eluido.
Anadir 500 ul BUFFER AW1. 6000g, 1. Eliminar eluido.
Anadir 500 ul BUFFER AW2. 20000g (14100g), 3. Eliminar eluido.

Cambiar tubo colector.
Centrifugar a 20000g (14100g), 1°.
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Llevar columna a Eppendorf de 1,5 ml.

Anadir 60 pl de BUFFER AE. No tocar la columna.
Incubar 5" a R.T. (tubo cerrado).

Centrifugar 6000g, 3

Descartar la columna.
Cuantificar DNA. Para blanco usar BUFFER AE.
Rotular Eppendorf: NHC-TEJIDO [ADN]

3.3.2 Analisis cromosomico del ADN fetal.

3.3.2.1 Protocolo de arrays de CGH.

Tras la recepcion de los tubos eppendorf de 0,2 pl con las blastomeras, en el laboratorio de genética se
comienza con una etapa de amplificacion que se realiza en condiciones de esterilidad y en una campana
de flujo laminar. A continuacion, se detallan las diferentes etapas del protocolo de arrays de CGH para

el estudio de los 23 pares de cromosomas utilizando la plataforma 24sure (Illumina, CA, USA).

Muestras

A / Marcaje (2 hrs)
\'l i lf
i'n \ lPrec1p1tac10n de ADN (- 1 hr)

24sure Hibridacion (4-12 hrs)

BlueGnome
2684 clones
1Mb coverage

l l l Amplificacion (~ 3 hrs)
U W

l Lavado (~ 1/2 hr)

BlueFuse Multi .
software \ l Escaneado (~ 30 mins)

Figura 13: Esquema del protocolo de arrays de CGH para el estudio de aneuploidias de 23 pares de

cromosomas.
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- Amplificacién genémica completa (WGA):

Consta de una fase de lisis en la que se anaden 3 pl de Cell Extraction Buffer en el tubo de PCR con la
muestra a amplificar y 5 pl de un mix compuesto por 4,8 pl de Dilution buffer y 0,2 pl de Extraction
Enzyme. Se llevan los tubos al termociclador con el programa de termociclado proporcionado por la casa
comercial. Seguidamente, se realiza una pre-amplificacion en la que se afade a cada tubo 5 pl del mix
compuesto por 4,8 pl de Pre-amplification Buffer y 0,2 pl de Pre-amplification Enzyme. Se llevan los
tubos al termociclador con el programa de pre-amplificacion establecido por la casa comercial. Por
altimo, se realiza la amplificacion, en la que se afade a cada tubo 60 pl del mix compuesto por 34,2 pl
de H,0 (Nuclease-free water), 25 pyl de Amplification Buffer y 0,8 pyl de Amplification Enzyme. Se
introducen los tubos en el termociclador con el programa de temperaturas de amplificacion establecido
por la casa comercial (todos los reactivos provienen del Kit de amplificacion, Sureplex (Illumina, CA,
USA). Se realiza una electroforesis en gel de agarosa para comprobar la presencia/ausencia de

amplicones.

- Marcaje del ADN embrionario y control:

En una placa de 96 pocillos se dispensan 5 pl de Primer Solution. A continuacion, se afaden 8 pl de ADN
amplificado de cada muestra destinando 2 pocillos al control masculino SureRef male reference (Illumina,
CA, USA) y 2 pocillos al control femenino SureRef female reference (Illumina, CA, USA). Se introducen
los tubos en el termociclador y se desnaturaliza el ADN a 94°C durante 5 minutos. Posteriormente, se
extraen los tubos del termociclador y se pasan inmediatamente a una gradilla refrigerada a 4°C durante
5 minutos. Seguidamente, se preparan dos tubos eppendorf de 1,5 ml, uno para el mix con el fluorocromo
Cyanine 3 (Cy3) y otro para el mix con Cyanine 5 (Cy5). En ambos tubos se afiaden 5 pl de Reaction Buffer
por muestra/control, 5 pl de dCTP mix por muestra/control y 1 pyl de enzima de marcaje Klenow por
muestra/control. A uno de los tubos se le afiade 1 pl del fluoréforo Cy3 dCTP por muestra/control y al
otro 1 pl del fluoroforo Cy5 dCTP por muestra/control. Se dispensan 12 pl del mix con Cy3 a las filas
impares de la placa de 96 pocillos y 12 pl del mix con Cy5 a las filas pares de la placa de 96 pocillos. Esta
placa se lleva al termociclador y durante 2 horas a 37°C se marcara el ADN amplificado (Kit Labelling
System, Illumina, CA, USA).

- Precipitacion:

Finalizado el marcaje, se extrae la placa del termociclador. Se dispensan 25 pl de COT Human DNA. Se
combina el contenido de la primera fila de la placa marcada con Cy3 con la segunda fila de la placa
marcada con Cy5, la tercera con la cuarta, y asi sucesivamente. Se lleva a cabo la precipitacion del ADN
mediante centrifugacion en vacio a 75°C durante 1 hora (Genevac, Ipswich, UK) (Kit de precipitacion,
Illumina, CA, USA).

40



Material & Métodos

- Hibridacién:

Se anaden 21 pl de tampon de hibridacion (Illumina, CA, USA) atemperado a 75°C y se desnaturaliza el
ADN precipitado en un termobloque Hybex (SciGene, Sunnyvale, CA, Estados Unidos) a 75°C durante 10
minutos. Tras dejar enfriar, y en la campana de extraccion de gases, se afaden 18 pl de cada muestra a
un cubreobjetos de 22x22 mm, y se monta sobre el area de hibridacién del array. Los arrays se incuban
toda la noche en una camara de hibridacion que contiene una solucion de SSC y formamida (Roche, IN,

Estados Unidos) y se hibridan incubando estas camaras en un bafo térmico a 47°C.

- Lavado:

En campana de extraccion de gases, se sacan los arrays de la camara de hibridacion y se elimina el
cubreobjetos por deslizamiento humedeciéndolos con una solucién de 2xSSC/0,05% Tween 20 (Sigma-
Aldrich, USA). Sin dejar secar, se lavan en agitacion a 850 rpm y temperatura ambiente en 2x55C/0,05%
Tween20 (10 min) y 1xSSC (10 min) en 0,1xSSC a 60°C (5 min) y finalmente en 0,1xSSC a temperatura
ambiente (1 min). Finalmente, se secan los arrays centrifugandolos 3 minutos a 180 rcf y se almacenan

a temperatura ambiente hasta su lectura.

- Escaneado de arrays de CGH e interpretacion de resultados:

La lectura de los arrays de CGH se realiza con un scanner (Powerscanner, TECAN, Mannedorf, Switzerland)
equipado con laser de dos canales, un canal verde (532 nm) para la excitacion y la lectura de la sefal
Cy3 y un canal rojo (635 nm) para la excitacion y lectura de la sefal Cy5. Las imagenes .TIFF generadas
por el scanner se analizan con un programa informatico BlueFuse (Illumina, CA, USA), que genera graficas

de las que se infiere visualmente la ganancia (trisomia) o pérdida (monosomia) de cromosoma/s

concreto/s.
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Figura 14: Imagen de restos abortivos analizados con un ADN control masculino mediante aCGH.

Resultado normal masculino.
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Log2 Ratio Ch1/Ch2 ~ Chromosomal Position
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Figura 15: Imagen de restos abortivos analizados con un ADN control masculino mediante aCGH.

Resultado anormal femenino, monosomia 13.

Log2 Ratio CThl/Ch2 -~ Chromosemal Position ~—
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Figura 16: Imagen de restos abortivos analizados con un ADN control masculino mediante aCGH.

Resultado anormal masculino, ganancia parcial (duplicacion) del brazo corto (p) del cromosoma 2.
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Figura 17: Imagen de restos abortivos analizados con un ADN control masculino mediante aCGH.

Resultado anormal complejo, multiples aneuploidias.

42



Material & Métodos
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Figura 18: Imagen de restos abortivos analizados con un ADN control masculino mediante aCGH.

Resultado anormal cadtico.
3.3.2.2 Protocolo de NGS.
El protocolo de NGS se realizd utilizando el kit comercial lon ReproSeqTM PGS kit (Thermo Fisher

Scientific, USA), como se detalla a continuacion:

Extraccion y amplificacion del ADN genémico:

Descongelar los reactivos de cada paso (lisis, pre-amplificacion y amplificacion), a excepcion del enzima

que siempre se mantendra en gradilla congelada.

- Lisis:

Se prepara un Extraction Enzyme Master Mix en un tubo de 1,5 ml en hielo con los volimenes indicados.
Se vorteo6 brevemente y se dio un spin al mix. Se afadié 7,5 pl Extraction Enzyme Mix a cada muestra (Vf
= 10 pl). Se dio un spin a las muestras. Las muestras se incubaron en un termociclador con el programa

correspondiente.

- Pre-amplificacion:

Se prepara un Pre-Amplification Master Mix en un tubo de 1,5 ml en hielo con los volimenes indicados.
Se vorteod brevemente y se dio un spin al mix. Se afadio 5 pl Extraction Enzyme Mix a cada muestra (Vf
= 15 pl). Se dio un spin a las muestras. Las muestras se incubaron en un termociclador con el programa

correspondiente.

- Amplificacion:

Se centrifuga la placa brevemente. Se preparé un Amplification Master Mix en un tubo de 1,5 ml en hielo
con los volimenes indicados. Se vorted brevemente y se dio un spin al mix. Se reviso el orden de los
tubos con doble observador. Se anadioé 30 pl Extraction Enzyme Mix a cada muestra (Vf = 45 pl). Se vorted

y centrifugo la placa de 96 6 24 Barcodes. Se limpio el film superior con etanol 70% que se dejo dentro
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de la campana. Se perforo el film que cubre la placa lon SingleSeq Barcode con puntas de pipeta

acopladas a una pipeta multicanal y se pipetearon 5 pl de cada uno de los SingleSeq Barcode Adapters.

Se depositaron en los tubos correspondientes siguiendo el esquema y mezclaron al depositar en los tubos

pipeteando arriba y abajo:

RUN 24 EMBRIONES RUN 96 EMBRIONES

O 00000 0C T@@eedeaade®
=sO0000000 rtP P00 EeO®
e 0000000 cP@eePemeP®®
aD 00000000 @ @e®dee e
«OO0O000000 olp @ @ 8B & @ @ @
~-O0000000 ~@ B E® B & B ®
=<O000000O0 c®@HHDHODHDO @
Jeloleololololole @ @OOODDS
~OO0O000000O - OO @@
" D200 nE @288 088 &
-9 000000 @ ONCR-NON- X N N
- 000000 E - @PODODB®DOO
 m O 0O W w 4o @ 9 B0 W w ¢ I

Se centrifugaron las muestras. Se incubaron las muestras en un termociclador con el programa

correspondiente.

En este punto se pueden guardar las librerias entre -30°C y -10°C.

Preparacion de las librerias, purificacion y cuantificacion:

- Combinacion:

Se pipetearon 5 pl de cada muestra y se mezclaron todas en un tubo de 1,5 ml. Se vorte6 brevemente y

se dio un spin al mix. Se pasaron 50 pl de la mezcla a un tubo de 0,2 ml.

- Purificacion:

Se calento el tubo de mezcla de librerias en un termociclador con el programa correspondiente.

Se vortearon muy bien las bolitas AMPure® XP beads (1 MIN APROX.) Se transfirieron 40 pl de las librerias
a un tubo Eppendorf LoBind® de 1,5 ml. Se anadio el mismo volumen de AMPure® XP beads a la mezcla

de librerias. Se vorted y se dio spin al tubo muy brevemente. Se incub6 5 min a temperatura ambiente.

Durante la incubacion se preparé alcohol 70% en un tubo de 1,5 ml. Se puso el tubo en el iman DynaMag®-
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2 y se espero durante 5 min para que las bolitas se peguen a la pared del tubo. Se aspiré el sobrenadante
con mucho cuidado y deseché el mismo. Se lavaron las bolitas con 250 pl de Etanol 70% dejandolo
deslizarse por el lado del tubo en el que se encuentran las bolitas sin quitar el tubo del iman. Se incubo
durante 30 segundos y se gir6 el tubo 180° para lavar bien las bolitas aproximadamente 6 veces. Se aspiro
el sobrenadante con mucho cuidado y se descarto. Se repitieron los pasos anteriores. Se dio un spin al
tubo y se volvio a ponerlo en el iman. Se eliminaron los restos de etanol y se dejaron secar las bolitas a
temperatura ambiente durante 3-4 minutos sin quitar el tubo del iman y con la tapa abierta. Se quito el
tubo del iman y se re-suspendieron las bolitas en 40 ul de Low TE pipeteando arriba y abajo (el ADN se
despega de las bolitas). Se incubd a temperatura ambiente durante 1 min fuera del iman. Se volvio a
poner el tubo en el iman y se espero durante 2 minutos. Se marco un tubo Eppendorf LoBind® de 1,5 ml
con el n° del run y la fecha. Se transfirio al tubo el sobrenadante, que contiene la mezcla de librerias

purificada, pipeteando 35 pl evitando arrastrar bolitas.

- Cuantificacion y dilucion:

Se prepar6 la working solution en un tubo de 1,5 ml. Se vorted y se marcaron 2 tubos Qubit con 1
(Standard 1), 2 (Standard 2), 3 Qubit para cada Run que procesamos y 2 tubos para el CONTROL. Se
prepararon los standards con el protocolo establecido. Se vorted durante 2-3 segundos sin formar
burbujas. Se prepar6 la muestra. Se vortearon los tubos durante 2-3 segundos sin crear burbujas. Se
incubaron los tubos 2 minutos en oscuridad a temperatura ambiente. Se midieron los standards para
generar la curva Standard y a continuacion se midié cada muestra. Se anotaron las concentraciones en

ng/pl. Se marcaron dos tubos Eppendorf de 0,2 ml con el n° de run y la concentracion.

- Dilucion de la muestra en funcién de indicaciones del Lab:
Se diluyeron las muestras hasta 80 pm siguiendo la planner de trabajo de diluciones y se imprimio. La

primera dilucion se hizo con LOW TE, la segunda se puede hacer con H20 NF o TE.

- Preparacion del ION CHEF:
En el cartucho lon S5 EXT Chef Reagents atemperado, se pipeteo los 50 pl de la ultima dilucién en el tubo

de la posicion 1 (lleva el codigo de barras):

"
o o ® =0
b
oe® =0
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Se agitd y se dieron suaves golpes para remover los reactivos del cartucho antes de cargarlos en el Chef.

Se colocaron el resto de los consumibles del Chef:

Se agito el cartucho de reactivos hasta que las beads quedaron disueltas uniformemente. Se puso el CHIP
en la centrifuga siempre en la posicion 1. En la posicion 2 hay que poner el equilibrador en funcion del

tipo de chip que va a cargar (530 para la run de 96 y 520 para la run de 24 muestras).

Se cerro el chef comprobando que los tubos estuvieran destapados y todo estuviera correctamente

colocado en su posicion.

Se subid la Planner (CSV) en el secuenciador S5 que corresponde. Se realizo la Cheak Templeating (5’
aprox) para reconocer los codigos de los tubos/chip/fungible, que previamente apuntamos en la hoja de

dilucion y que nos sirve de control. Se programo el CHEF en funcion del horario de carga.

3.3.2.3 Analisis de STRs.

Para descartar el riesgo de un diagnostico erroneo debido a contaminacion materna, se puede ejecutar
una estrategia complementaria realizando Short Tandem Repeats (STRs) en paralelo al método molecular
(por ejemplo, la NGS) para la deteccion de aneuploidias. El ADN de las muestras de restos abortivos y el
ADN de la madre se extraen utilizando un kit comercial, QlAamp® DNA Mini y Blood Kit (Qiagen). Se usa
el protocolo de AmpFISTR Identifier Plus Kit PCR (amp16str) (Thermo Fisher Scientific, USA) para realizar
la PCRy la electroforesis para detectar o descartar contaminacion materna (Figura 9 y 10) y triploidias

(Figura 19) Cortesia de la Dra. Ana Cervero.

46



Material & Métodos

BRSOLO-BL_AD_VIE MBS |[BRSOBL Taensiier_vius_Pmas | 5, |

T W YT

<
BRS01-F1_B02_STH_MB fs1 BRSO13-F1 Imssie s Pmds |1 | D
180 220

Sl b .LlJ“ML
I

I I

Figura 19: Poliploidia (Triploidia). En la parte superior se puede ver el ADN de la madre. En la parte
inferior el ADN fetal. Se pueden observar algunos picos extra en el perfil del feto (flechas) que no se
observan en el perfil de la madre. Esto quiere decir que la pérdida gestacional fue debido a un feto
poliploide (triploide en este caso).

A continuacion, pasamos a comentar dichos protocolos:

e  AmpFISTR Identifier Plus Kit PCR (amp16str):

Preparar los reactivos (Vortex, Spin).
Dilucion en serie: (TE Bff):[ADN]i — 1/10 — 1/x — [ADN]f~(A:0,1 ng/pl 0 B:0,2 ng/pl) en 10 pl
de volumen de muestra.

Preparar el Reaction Mix (RM):

Reaction Mix x1 muestra (ul) muestras Vs
Ctrol + (ul) RM/muestra

strMaster Mix 10,0 Ctrol - 14,5 pl

Primer Set 5,0 ’

Vortex, Spin (RM)
Identificar cada tubo de muestra de 0,2 ml.
Distribuir 14,5 pyl de RM en tubos con muestra.

Dispensar y mezclar pipeteando:

A:

10 pl TE Bff Control negativo (Ctrol -)
10 pl 9947A ADN control Control positivo (Ctrol +)
10 pl ADN Muestra diluida | Muestra de prueba

Correr las muestras en el termociclador segln el programa indicado.
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Electroforesis:

Preparar el Analizador genético 310 (POP4, ddH20, Formamida, Bloque, Capilar,
Temperatura, Calibracion, Bff 1x, Hoja de muestra).

Preparar para las muestras:

Size Standard Mix | x1 muestra (pl) muestras (pl) | ViS™/ muestra
(SSM) Ctrol +

500 Liz 0,5 Ctrol -

Hi-Di Formamida 23,5 23,5 pl

Vortex, Spin al SSM.
Identificar cada tubo de muestra de 0,5 ml.
Distribuir 22,5 pl de SSM en los tubos con muestra.

Preparar para el Allelic Leader (AL):

Size Standard M'iX x1 AL (“l) _ AL (Ul) Vf SSM/Allelic Leader

500 Liz 0,5

Hi-Di Formamide 24,5 24,5 pl
Preparar:

Control Liz x1 Ctrol Liz (u) | V¢ 2/ \elic Leader

500 Liz 0,5

Hi-Di Formamida 26 26,5 pl

Anadir 3,0 pyl de muestra de ADN en los tubos, y mezclar pipeteando.

Anadir 1,5 pl de AL en el (los) tubo (s) de muestra del AL y mezclar pipeteando.

Sellar los tubos con los septa.

Asegurarse de que los contenidos de cada tubo se mezclen y recojan en la parte inferior.
Desnaturalizar a 95°C, 3.

Colocar inmediatamente los tubos en un estante frio/hielo, 3.

Colocar las muestras en la bandeja de muestras después de la identificacion.

Colocar la bandeja de muestras en el muestreador automatico.

Comenzar el proceso de la electroforesis.
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Una buena estrategia para disminuir al maximo la posible contaminacion materna es realizar
multimuestreo. En nuestros laboratorios, una vez llega la muestra realizamos la extraccion de ADN y
procedemos a secuenciar para el analisis cromosémico. Si el resultado es normal, ya sea masculino o
femenino, analizamos las muestras usando los STRs. El multimuestreo comprende tres disecciones de los
restos abortivos en lugar de solo una. Esta accion hace posible que, por ejemplo, si después de realizar
el analisis de STRs, la muestra n°1y la muestra n°2 son contaminacion materna (pertenecen a la madre)
pero la muestra n°3 corresponde al feto, ésta ultima seria la Unica capaz de proporcionar resultados
precisos y fiables. En el escenario donde solo se realiza una diseccion, si se toma la muestra n°1, el
resultado final seria contaminacion materna, con resultados no informativos o un resultado femenino

normal erroneo si no se realizaron STRs.

3.3.2.4 Interpretacion global de los resultados.

El software lon Reporter genera un grafico que representa cambios en el nimero de copias (CNV) de los
cromosomas de la muestra analizada cuando se compara con la base bioinformatica de referencia,

generada a partir de muestras cromosémicamente normales.

- Normal: Un resto abortivo se considera como "normal” cuando el grafico no muestra desviaciones

respecto a la base bioinformatica de referencia para ninguno de los 24 cromosomas.

- Anormal: Un resto abortivo se considera como “anormal” con aneuploidia de cromosoma completo
[ganancia o pérdida de un cromosoma (1-22, X, Y)] o aneuploidia parcial [ganancia o pérdida de un
fragmento de un brazo de cromosoma (p, q)], cuando se observan puntos que se desvian hacia la parte

superior (ganancia +) o la parte inferior (pérdida -) del grafico obtenido por el software.

- ADN no detectado: La ausencia de resultado debida a ADN insuficiente en la muestra se considera "ADN

no detectado".

- No informativo: Un resto abortivo se considera "no informativo" cuando los resultados de la

secuenciacion no son concluyentes.

- Contaminaciéon materna: Un resto abortivo se considera con “contaminacion materna” cuando los
resultados de grafico muestran un perfil de “Normal XX” y el estudio de STRs muestra que hay

contaminacion materna en el supuesto tejido fetal.
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3.3.2.5 Riesgos y limitaciones del test.

1. No todas las condiciones genéticas y/o todas las anomalias cromosomicas pueden ser detectadas. A

continuacion, se detallan las condiciones que no podrian ser detectadas:

- Translocaciones equilibradas e inversiones, que este test no puede testar.

- Bajos niveles de mosaicismo cromosomico.

- Mutaciones génicas individuales, como la anemia de células falciformes, la fibrosis quistica o la

enfermedad de Tay-Sachs.

- Con NGS no se detectarian algunas tetraploidias, como la 92, XXXX o0 92, XXYY, pero detectara las
triploidias 69, XXY, 69, XXX, y las tetraploidias 92, XXXY y 92, XYYY. Sin embargo si se detectarian

con los STRs.
- Disomia Uniparental.

- Las trisomias completas de cromosomas acrocéntricos no se podran distinguir de las trisomias,
debido a una translocacion Robertsoniana (implica a los cromosomas 13, 14, 15, 21, o0 22) o

isocromosomas en uno de los padres.

- Otras causas de aborto espontaneo todavia no identificadas.

2. Se informara sobre las pérdidas o duplicaciones de material cromosémico mayores de 5-6 MB.

3. Riesgo de diagnostico erroneo. Esto se puede producir debido a la falta/error de identificacion de las
muestras, datos inexactos relacionados con las relaciones familiares, mosaicismo u otras anomalias

genéticas no identificadas.

4. Probabilidad de contaminacion de células de la madre. Estos resultados no son procesables.

5. Existe la posibilidad de que ocurran problemas impredecibles e incontrolables con el transporte, tales
como aquellos relacionados con el clima y el transporte aéreo, u otras circunstancias fuera del control,
las cuales no permitirian la obtencion de resultados en el tiempo previsto. También existe la posibilidad
de que la muestra recibida en el laboratorio sea inaceptable para su analisis, y por tanto, los resultados

no puedan ser obtenidos a partir de la muestra proporcionada.
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3.4 Analisis de datos.

Las comparaciones estadisticas fueron realizadas utilizando el programa GraphPad InStat version 3.10

para Windows 95, GraphPad Software, San Diego California USA, www.graphpad.com.

Cuando comparamos variables cuantitativas entre dos grupos aplicamos la prueba t de Student y
utilizamos el test de ANOVA cuando la comparacion se hacia entre tres o mas grupos. Para determinar si
las variables cuantitativas seguian una distribucion normal se aplicé el método de Kolmogorov y Smirnov
(KS). En aquellos casos en los que la variable no siguid una distribucion normal se utilizaron test no
paramétricos para las comparaciones estadisticas. Asi, para las comparaciones de edad materna, edad
paterna y edad gestacional donde la n entre los grupos de estudio fue muy diferente, se utilizo el test
de Mann-Whitney (entre dos grupos) o el de Kruskal-Wallis junto con el test de comparaciones multiples
de Dunn (entre 3 o mas grupos). Los test paramétricos también fueron aplicados, obteniendo los mismos

resultados en todos los casos.

Para variables cualitativas o categoricas se utilizo la prueba de Chi-cuadrado con la correccion de Yates
y en funcion del nUmero de casos en cada grupo, se utilizo también el test de Fisher. En todos los casos

obtuvimos los mismos resultados con los test paramétricos y no parameétricos.

Se considero que los grupos comparados presentan diferencias significativas con p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Andlisis de los datos segun la técnica molecular utilizada.

Se estudiaron un total de 2.531 muestras, de las cuales 675 fueron analizadas mediante aCGH (durante
los afios 2014 y 2015) y 1.875 mediante NGS (durante los anos 2016 y 2017). En ambos casos se realizaron
estudios adicionales con STRs para identificar la presencia o ausencia de ADN materno y descartar asi

contaminacion materna, asi como detectar posibles poliploidias.

En la tabla 4 se muestran los resultados globales, asi como de cada una de las tecnologias. No se
observaron diferencias estadisticamente significativas en cuanto a la edad materna se refiere siendo la
media de edad de 35,3 * 4,9 anos; tampoco en la edad paterna, la cual fue de 37,3 £ 5,7 anos, ni en la
edad gestacional cuya media fue 7,9 + 2,8 (en semanas) asi como para el resto de las variables. En primer
lugar, cabria destacar la alta tasa de informatividad con un 99,1% para aCGH y un 99% en NGS, siendo de
un 99% para el total de los casos analizados. El porcentaje de muestras que presenté contaminacion
materna en todas las alicuotas analizadas fue similar entre los dos grupos, 10,8% con aCGH y 13,6% con
NGS, siendo el total de 12,8%.

Los porcentajes de resultados normales y anormales, asi como todas las subcategorias también fueron
comparables en ambas técnicas, siendo cromosémicamente anormales el 53,5% de los restos abortivos
analizados (54,1% con aCGH versus 53,3% con NGS). A destacar la incidencia de trisomias, que fue del
74,3% de las muestras anormales y las monosomias para los cromosomas sexuales, que representaron el
9,4% de las muestras anormales, siendo en su gran mayoria 45,X. Por otro lado, las anomalias que
presentaron menor incidencia fueron las monosomias autosomicas (1,8%), las deleciones/duplicaciones
(2,3%) y las poliploidias (4,6%).
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aCGH 2014-15 NGS 2016-17 Totales 2014-2017

Informativos (%) 669 (99,1)

::a;j:rﬁ:“z/i con contaminacion 72 (10,8)

Resultados Normales (%) 274 (45,9)
Monosomia autosomas (%) 5 (1,5)
Monosomia Cr. Sexual (%) 29 (9,0)
Delecion/Duplicacion (%) 12 (3,7)
Poliploidia (%) 9 (2,8)

1.856

35,2 (4,9)
37,2 (5,7)
8,0 (3,0)
1837 (99,0)
249 (13,6)
742 (46,7)
846 (53,3)
627 (74,1)

62 (7,3)
16 (1,9)
81 (9,6)
15 (1,8)
45 (5,3)

2.531
35,3 (4,9)
37,3 (5,7)
7,9 (2,8)

2506 (99,0)
321 (12,8)

1.016 (46,5)

1.169 (53,5)
868 (74,3)
89 (7,6)
21 (1,8)
110 (9,4)
27 (2,3)
54 (4,6)

Tabla 4: Resultados obtenidos en funcion del andlisis molecular realizado (aCGH vs. NGS). Los
resultados de anomalias concretas tales como trisomias, monosomias... fueron analizados frente al total
de resultados anormales. Test de Mann-Whitney y Chi-cuadrado (p<0,05). *Ningun resultado fue

estadisticamente significativo.
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4.2 Andlisis de los datos por cromosoma.

Una vez efectuado el analisis de los resultados por grupos de anomalias, se procedi6 al estudio por
cromosoma comparando de nuevo ambas técnicas y luego de una manera global. En las 2.531 muestras
analizadas encontramos 130 monosomias y 862 trisomias puras, es decir, aquellas muestras de restos
abortivos en las que una vez realizado el analisis y habiendo salido anormal, tenian una sola monosomia
0 una sola trisomia. Otros patrones de anormalidad como aneuploidia multiple (dos o mas aneuploidias),
del/dup o poliploidias no quedan reflejadas en estas tablas (Tablas 5, 6 y 7), ya que se mostraron de

manera general en la seccion anterior.

Una vez analizados los datos de aneuploidias se vio que todos y cada uno de los cromosomas analizados
por las distintas técnicas, tanto los autosomas como los cromosomas sexuales, fueron comparables entre
si y no existio diferencia significativa alguna entre ellos. Siendo esto asi, procedimos a valorar los

resultados totales en la tabla 7.

En el analisis de las monosomias se constato que la incidencia fue muy baja como cabria de esperar ya
que las monosomias suelen dar lugar a fallos de implantacion, a excepcion de la monosomia para los
cromosomas sexuales comentada en el apartado anterior. En nuestros analisis, se vio que la incidencia
de monosomia 21 (11,5%) seria relevante con respecto al resto de monosomias exceptuando a la
anteriormente citada 45,X. También se observaron monosomias para otros cromosomas tales como los
cromosomas 4, 13, 15y 22, aunque la incidencia fue muy baja tal y como se muestra en las tablas 5, 6 y
7. En el estudio de las trisomias, que como veiamos en la tabla 5, son responsables de casi el 75% de
resultados anormales de un analisis de restos abortivos, los cromosomas mas representados fueron el
cromosoma 16 (17,6%) y el 22 (16,6%), seguidos por los cromosomas 15 (13,3%), 13 (6,7%) y 21 (6,5%). No
se encontrd ningln caso de trisomia para el cromosoma 1, y la prevalencia fue muy baja para los
cromosomas 19 (1,2%), 5 (1,0), 3 (0,9%), 17 (0,7%) y 12 (0,3%).

Habiendo hecho el analisis de estos resultados junto a los de la seccion anterior en los cuales encontramos
que no habia diferencias significativas entre las dos técnicas, en los siguientes apartados de la seccion
se consideraron los resultados totales independientemente de la técnica molecular utilizada para su

analisis.
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Cr. Sexuales

TOTALES

POR CROMOSOMA aCGH 2014-2015 | POR CROMOSOMA NGS 2016-2017

N° Monosomia (%)| N° Trisomia (%) [N° Monosomia (%)| N° Trisomia (%)
0 0 0 0

o O o

o O

o

1(2,9)

o O

0

0
3(8,8)
1(2,9)
29 (85,3)

34

7 (2,3) 0
2 (0,8) 0

9 (3,8) 2 (2,1)
2 (0,8) 0
7(3) 0
9 (3,8) 0
10 (4,2) 0
10 (4,2) 0
6 (2,5) 0
3(1,3) 0
0 0

18 (7,6) 1(1,0)
4(1,7) 0
28 (11,9) 0
52 (22,0) 0
2 (0,8) 0
7 (3,0) 0
2 (0,8) 0
6 (2,5) 0

16 (6,8) 13 (13,4)
32 (13,6) 0

4(1,7) 81 (83,5)
236 97

12 (1,9)
6 (1,0)
8(1,3)
7 (1,1)
7(1,1)
23 (3,7)
29 (4,7)
24 (3,9)
9(1,5)
11 (1,8)
4(0,6)
41 (6,6)
16 (2,6)
81 (13,1)
108 (17,5)
4(0,6)
24 (3,9)
2(0,3)
26 (4,2)
38 (6,2)
108 (17,5)
29 (4,7)
617

Tablas 5y 6: Resultados en funcion del andlisis molecular realizado (aCGH vs. NGS) por cromosoma.

Se analizé el porcentaje de trisomias y monosomias con respecto al total de las mismas. Test de Fisher.

P<0,05. * Ningtn resultado fue estadisticamente significativo.
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TOTALES

0
0
0
2 (1,5)

0
15 (11,5)
1(0,8)
110 (84,6)
130

POR CROMOSOMA TOTALES 2014-2017

Monosomia Trisomia

0
21 (2,4)
8(0,9)
16 (1,9)
9 (1,0)
14 (1,6)
32 (3,7)
38 (4,4)
34 (3,9)
16 (1,9)
15 (1,7)
3(0,3)
58 (6,7)
21 (2,4)
115 (13,3)
152 (17,6)
6(0,7)
31 (3,6)
10 (1,2)
31 (3,6)
56 (6,5)
143 (16,6)
33 (3,8)
862

Tabla 7: Resultados totales por cromosoma (autosomas y sexuales). Se analizé el porcentaje de

trisomias y monosomias con respecto al total de las mismas.
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4.3 Andlisis de los datos por edad materna.

Otro parametro estudiado fue la edad materna de las mujeres que habian sufrido la perdida gestacional.
Se analizaron 2.460 restos abortivos estratificando los resultados por edad en 6 grupos distintos: <30, 31-
35, 36-38, 39-40, 41-42 y >42 anos (Tabla 8a).

El porcentaje de muestras con resultados informativos mostré diferencias estadisticamente significativas
entre los grupos de <30 anos comparado con el grupo de 36-38 anos (97,9% vs. 100%; p=0,0005), <30 anos
comparado con 39-40 anos (97,9% vs. 99,7%; p=0,003) y el grupo de 31-35 anos comparado con el grupo
de 36-38 (98,6% vs. 100%; p=0,004).

La comparacion de la media de la edad gestacional entre los distintos grupos no fue estadisticamente

significativa.

El analisis con respecto al porcentaje de casos con contaminacion materna mostré un solo grupo con

diferencias significativas, el grupo de 36-38 anos frente al grupo 41-42 anos (15,5% vs. 7,8%; p=0,01).

Los porcentajes de anomalias cromosdmicas fueron aumentando progresivamente conforme a la edad
materna, con excepcion del grupo de >42 afos, en el cual los niveles de aneuploidia fueron similares a
los de pacientes jovenes, lo que nos indico que en dicho grupo se podrian haber incluido algunas pacientes

que utilizaron ovocitos de donantes pero que no lo reflejaron en el formulario del estudio.

El porcentaje de trisomias (Tabla 8b) fue estadisticamente significativo entre los siguientes grupos: <30
anos vs. 39-40 anos (70,2% vs. 85,3%; p=0,0005); 31-35 anos vs. 39-40 anos (70,8% vs. 85,3%; p=0,0001);
36-38 anos vs. 39-40 anos (75,7% vs. 85,3%; p=0,01) y 39-40 anos vs. >42 anos (85,3% vs. 68,1%; p=0,01).

Las aneuploidias multiples, en la mayoria de los casos la combinacion de dos anomalias cromosomicas,
aumentaron a medida que lo hizo la edad materna. Con diferencias significativas entre los siguientes
grupos: <30 anos vs. 41-42 (5,9% vs. 15,7%; p=0,007); <30 anos vs. >42 anos (5,9% vs. 21,3%; p=0,002);
31-35 anos vs. 41-42 (4,3% vs. 15,7%; p=0,0003); 31-35 anos vs. >42 anos (4,3% vs. 21,3%; p=0,0002); 36-
38 anos vs. 41-42 anos (5,2% vs. 15,7%; p=0,001); 36-38 anos vs. >42 anos (5,2% vs. 21,3%; p=0,0008) y
39-40 anos vs. >42 anos (8,4% vs. 21,3%; p=0,01).

El porcentaje de monosomias para los cromosomas sexuales mostré una tendencia a disminuir con el
aumento de la edad materna. Se encontraron diferencias significativas para los siguientes grupos: <30
anos vs. 39-40 anos (13,8% vs. 2,6%; p<0,0001); <30 afos vs. 41-42 anos (13,8% vs. 4,6%; p=0,01); 31-35

60



Resultados

anos vs. 39-40 anos (14,6% vs. 2,6%; p<0,0001); 31-35 anos vs. 41-42 anos (14,6% vs. 4,6%; p=0,004) y 36-
38 anos vs. 39-40 anos (10,4% vs. 2,6%; p=0,001).

El ultimo tipo de aneuploidia en el que tras el analisis se encontraron algunas diferencias significativas
fueron las poliploidias. Las poliploidias fueron disminuyendo a medida que aumentaba la edad de la
paciente. Los grupos que mostraron diferencias significativas fueron: <30 anos vs. 39-40 anos (6,9% vs.
1,6%; p=0,01) y <30 anos vs. 41-42 anos (6,9% vs. 0,9%; p=0,02).

Por dltimo, la incidencia de deleciones/duplicaciones y de monosomias autosomicas no mostro

diferencias estadisticamente significativas en las comparaciones entre grupos segin la edad materna.
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31-35 anos | 36-38 anos | 39-40 anos | 41-42 anos
470 854 524 336 167 109

Edad Materna (DE) 27,6 (2,6) 33,2 (1,4) 36,9 (0,8) 39,5(0,5) 41,4(0,5) 44,4 (1,7)

N° Casos

Edad Paterna (DE) 33,2 (5,7)° 35,4 (4,7)" 38,9 (4,7)° 40,2 (5,2)" 41,3 (4,6) 42,9 (4,8)

Edad Gestacional (DE) 8,6 (4,4 7,8(2,8) 7,9(,2) 7,8(1,5) 8,0(2,8) 8,0(1,9)

Informativos (%) 460 (97,9)° 842 (98,6)° 524 (100)° 335(99,7)° 167 (100) 109 (100)

N° de casos con
contaminacion materna

Resultados Normales (%) 213 (53,1) 384 (52,4) 175 (39,5) 104 (35,4) 46(29,9) 49 (51,0)

59 (12,8) 109 (12,9) 81 (15,5 41(12,2) 13 (7,8)" 13 (11,9)

GEHTIETCERG GI ISR VIRN 188 (46,9)™ 349 (47,6)" 268 (60,5)° 190 (64,6)° 108 (70,1)% 47 (49,0)"

Tabla 8a: Resultados por grupos de edad. Test de Fisher y Kruskal-Wallis con test de comparaciones
multiples de Dunn. P<0,05; ac p=0,0005; ad, pr p=0,003; bc p=0,004; ef,eq,eh,ei,ej,fqe,fh,fi,fi,qj
p<0,001; gi p<0,05; kl p=0,01; mo,mp,mq,no,np,nq p<0,0001; or p=0,04; pq p=0,008.

31-35 afos 36-38 aiios 39-40 afios 41-42 aiios

Trisomias (%) 132 (70,2)® 247 (70,8)° 203 (75,7)° 162 (85,3)" 83(76,9) 32 (68,1)
Aneuploidia mdltiple (%) 11(5,9)° 15(4,3) 14(52°% 16 (8,49" 17 (15,7)' 10 (21,3)
Monosomia autosomas (%) 2 (1,1) 11 (3,2) 4 (1,5) 1 (0,5) 1(0,9) 1(2,1)
Monosomia Cr. Sexual (%) 26 (13,8) 51 (14,6)' 28 (10,4)™  5(2,6)" 5 (4,6)° 3(6,4)
Delecién/Duplicacién (%) 4 (2,1) 10 (2,9) 6 (2,2) 3(1,6) 1(0,9) 1(2,1)

Poliploidia (%) 13 (6,9)°  15(4,3) 13 (4,9) 3 (1,6)" 1(0,9) 0(0)

Tabla 8b: Resultados por grupos de edad. Test de Fisher. P<0,05; ad p=0,0005; bd,kn,in p=0,0001;
cd,ko,pq p=0,01; ei p=0,007; ej p=0,002; fi p=0,0003; fj p=0,0002; gi,mn p=0,001; gj p=0,0008; io
p=0,004; pr p=0,02.
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4.4 Andlisis de los datos por edad gestacional.

El siguiente parametro de estudio fue la edad gestacional (en semanas). Se analizaron 2.531 muestras
las cuales fueron divididas en grupos seglin la semana gestacional en la que se habia producido la pérdida
del embarazo. Los grupos fueron: <6 semanas, 7-8 semanas, 9-10 semanas, 11-12 semanas y >12 semanas
(Tabla 9a).

Cuando se realizaron las comparaciones estadisticas entre los diferentes grupos, casi todas las variables
mostraron diferencias significativas para alguna de las comparaciones realizadas, excepto para la tasa

de informatividad y la incidencia de poliploidia.

En cuanto al analisis de la edad materna, solo se encontraron como estadisticamente significativas las
diferencias entre los grupos de edad gestacional de <6 semanas vs. 7-8 semanas (34,7+5,2 vs. 35,8+4,6;
p<0,001). Para la edad paterna sélo se encontraron diferencias estadisticamente significativas, entre los

grupos de 7-8 semanas vs. 9-10 semanas (37,8+5,9 vs. 35,3+5,6; p<0,05).

Sin embargo, la edad gestacional si mostré una relacion inversamente proporcional con el porcentaje de
muestras con contaminacion materna debido a la dificultad técnica implicada. Asi pues, se observaron
diferencias estadisticamente significativas para las comparaciones entre los siguientes grupos: <6
semanas vs. 9-10 semanas (17,2% vs. 9,4%; p=0,0005); <6 semanas vs. 11-12 semanas (17,2% vs. 6,5%;

p=0,04) y <6 semanas vs. >12 semanas (17,2% vs. 2,1%; p=0,01).

La incidencia de trisomias (Tabla 9b) fue mas elevada en los grupos de edad gestacional entre 7-8
semanas Yy entre 11-12 semanas de gestacion, con diferencias estadisticamente significativas entre los
siguientes grupos: <6 semanas vs. 7-8 semanas (67,8% vs. 83,5%; p<0,0001), 7-8 semanas vs. 9-10 semanas
(83,5% vs. 67,8%; p<0,0001), 7-8 semanas vs. >12 semanas (83,5% vs. 56,3%; p=0,01).

Las aneuploidias maltiples disminuyeron a medida que aumento la edad gestacional, y la mayor parte se
observaron en edad gestacional <6 semanas. Se observaron diferencias significativas entre los siguientes
grupos: <6 semanas vs. 7-8 semanas (14,1% vs. 3,5%; p<0,0001); <6 semanas vs. 9-10 semanas (14,1% vs.
3,1%; p<0,0001) y <6 semanas vs. 11-12 semanas (14,1% vs. 0,0%; p=0,01).

Del estudio en las monosomias autosomicas poco se puede decir debido a su baja prevalencia. Los grupos

que tuvieron diferencias significativas entre ellos fueron los siguientes: <6 semanas vs. 7-8 semanas (2,2%
vs. 0,4%; p=0,02) y 7-8 semanas vs. 9-10 semanas (0,4% vs. 2,2%; p=0,03).
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El analisis de monosomias para los cromosomas sexuales mostro que, a mayor edad gestacional, mayor
porcentaje de estas. Los grupos que mostraron diferencias significativas fueron: <6 semanas vs. 9-10
semanas (7,7% vs. 22,0%; p<0,0001); <6 semanas vs. >12 semanas (7,7% vs. 31,3%; p=0,07); 7-8 semanas
vs. 9-10 semanas (6,4% vs. 22,0%; p<0,0001) y <7-8 semanas vs. >12 semanas (6,4% vs. 31,3%; p=0,003).

Las del/dup siguieron un patron similar, con su mayor Incidencia en pacientes que tuvieron una pérdida
gestacional entre las semanas 11-12. En este caso, se observaron diferencias significativas en los
siguientes grupos: <6 semanas vs. 11-12 semanas (3,0% vs. 11,4%; p=0,03), 7-8 semanas vs. 11-12 semanas
(3,5% vs. 11,4%; p=0,04) y 9-10 semanas vs. 11-12 semanas (1,8% vs. 11,4%; p=0,01).
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967 387 64 49

N2 Casos 1.064

34,7 (5,2)° 35,8 (4,6)° 35,5 (4,6) 35,0 (4,9) 34,7 (5,8)
37,4(55  37,8(59)°  363(56) 37,9(49°  349(5,.2)
Informativos (%) 956 (98,9) 1.058 (99,4) 381 (98,4) 62 (96,9) 48 (98,0)
x:l:"c]:s(ooz)con contaminacién 164 (17,2)° 116 (11,0) 36 (9’4)f (6,58 ) (2’1)h
Resultados Normales (%) 388 (49,0)' 456 (48,4) 118 (34,2) 23 (39,7)' 31 (66,0)"
Resultados Anormales (%) 404 (51,0) 486 (51,6) 227 (65,8) 35 (60,3) 16 (34,0)

Tabla 9a: Resultados por edad gestacional. Test de Fisher y Kruskal-Wallis con test de
comparaciones multiples de Dunn. P<0,05. ab p<0,001; cd p<0,05; ef p=0,0005; eg p=0,04; eh p=0,01;
ik,jk,km p<0,0001; im,jm p=0,02; im p=0,01.

<6 semanas 7-8 semanas 9-10 semanas 11-12 semanas > 12 semanas

Trisomias (%) 274 (67,8)° 406 (83,5 154 (67,8)° 28 (80,0) 9 (56,3)°

Aneuploidia mdltiple (%) 57 (14,1)° 17 (3,5) 7 (3,1)° o" 0
Monosomia autosomas (%) 9 (2,2) 2 (0,4) 5(2,2)" 0 0

Monosomia Cr. Sexual (%) 31 (7,7)" 31 (6,4)" 50 (22,0)" 3(8,6) 5(31,3)°

Delecién/Duplicacién (%) 12 (3,0)° 17 (3,5)9 4 (1,8) 4 (11,4)° 0

Poliploidia (%) 21 (5,2) 13 (2,7) 7 (3,1) 0 2 (12,5)

Tabla 9b: Resultados por edad gestacional. Test de Fisher. P<0,05. ab,bc,ef,eg,ln,mn p<0,0001;
bd,eh,rs p=0,01; ij p=0,02; jk p=0,03; lo p=0,007; mo p=0,003; ps p=0,03; gs p=0,04.
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4.5 Andlisis de los datos por origen de los ovocitos.

En este apartado se analizaron los resultados en dos subgrupos, por un lado, las pacientes que
consiguieron gestacion con ovocitos propios, y por otro lado gestaciones procedentes de receptoras de
donantes de ovocitos. Se incluyeron 2.422 muestras de restos abortivos, ya que fueron excluidas las
pacientes de mas de 42 aios por la sospecha de que en este grupo hubiera podido incluirse alguna muestra
procedente de gestacion con ovocitos donados. De las muestras analizadas, 2.397 fueron informativas,
no siendo la diferencia estadisticamente significativa entre ambos grupos (99,0% propios vs. 97,2%
donantes). De estas, 2.351 fueron con ovocitos propios (ya sea porque usaron sus propios ovulos en TRA
o por gestacion natural y 71 con ovocitos de donante (Tabla 10). Todas las donantes tenian edades entre

18 y 35 anos.

La edad materna y paterna mostraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos de
ovocitos propios y ovocitos de donantes (34,7+4,4 vs. 41,4x4,7; p<0,0001 y 37,0+5,6 vs. 41,4+5,4;
p=0,0007 respectivamente). La edad materna corresponde a la edad de la receptora, ya que no se
disponia de la edad de todas las donantes. La edad gestacional no fue estadisticamente significativa

entre ambos grupos.
La comparacion entre grupos con respecto a la incidencia de anomalias cromosomicas mostro diferencias
significativas. En el grupo de pacientes con ovocitos propios el porcentaje de muestras anormales fue de

54,5%, frente al grupo de pacientes con ovocitos de donante donde fue solo 29,7% (p=0,001).

Cuando se estudiaron los diferentes subtipos de aneuploidias, solo se observaron diferencias significativas

para cromosomas sexuales (9,1% en ovocitos propios vs. 36,8% en donacion de ovocitos; p=0,001).
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Informativos (%) 2.328 (99,0)
:;t:riac(:)os con contaminacion 303 (13,0)
Resultados Normales (%) 922 (45,5)
Resultados Anormales (%) 1.103 (54,5)*
Monosomia autosomas (%) 20 (1,8)
Monosomia Cr. Sexual (%) 100 (9,1)*
Delecion/Duplicacion (%) 26 (2,4)
Poliploidia (%) 54 (4,9)

71
41,4 (4,7)*
41,4 (5,4)*
8,4 (2,8)
69 (97,2)
5(7,2)
45 (70,3)
19 (29,7)*
12 (63,2)
0
0
7 (36,8)*
0
0

Ovocitos propios Ovocitos de donante m

<0,0001

0,0007
NS
NS

NS

0,001
NS
NS
NS

0,001
NS
NS

Tabla 10: Resultados por origen de los ovocitos. Quedaron excluidas las pacientes >42 arios. Test de

Fisher y Chi-cuadrado. *P<0,05.
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4.6 Andlisis de los datos por localizacion geografica.

En este apartado se analizaron el total de las muestras en funcion de la localizacion geografica del
laboratorio donde se realizo el analisis molecular de los restos abortivos. Las 2.531 muestras se
distribuyeron en las siguientes zonas geograficas: Espaia (n=394), USA/Canada (n=1.708), Brasil (n=301),
México/Latam (Latinoamérica) (n=394), Emiratos Arabes (EAU) (n=32) e India (n=30) (Tabla 10).

La tasa de informatividad oscilé entre 99,9% y 83,3%. Los mejores resultados se obtuvieron en
USA/Canada, y fueron estadisticamente significativos cuando se compararon frente al resto de
localizaciones geograficas excepto a México/Latam. Los grupos que mostraron diferencias significativas
fueron los siguientes: Espaia vs. USA/Canada (97,4% vs. 99,9%; p<0,0001); Espafna vs. India (97,4% vs.
83,3%; p=0,003%); USA/Canada vs. Brasil (99,9% vs. 98,7%; p=0,0006); USA/Canada vs. EAU (99,9% vs.
90,6%; p<0,0001); USA/Canada vs. India (99,9% vs. 83,3%; p<0,0001); Brasil vs. EAU (98,7% vs. 90,6%;
p=0,02); Brasil vs. India (98,7% vs. 83,3%; p=0,0004) y México vs. India (98,5% vs. 83,3%; p=0,01).

La edad materna solo fue estadisticamente significativa entre Espana vs. USA/Canada (36,9+4,8 vs.
35,1+4,9; p<0,0001). En cuanto a la edad gestacional, hubo diferencias significativas comparando dos
grupos, Espana vs. USA/Canada (8,5+2,4 vs. 7,9+2,8; p<0,001) y Espaiia vs. Brasil (8,5+2,4 vs. 8,1+3,0;

p<0,001). La edad paterna no reflejo ningun resultado estadisticamente significativo.

La incidencia de contaminacion materna fue significativamente superior en EAU (31,0%) comparado con
Espana (14,4%; p=0,02); USA/Canada (11,8%; p=0,005) y Brasil (13,1%; p=0,02).

En referencia a la incidencia de anomalias cromosomicas, el porcentaje superior se observo en Brasil

(65,1%) y mostré diferencias significativas al compararlo con Espana (49,7%; p=0,002) y USA/Canada
(52,1%; p=0,0001).
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394

36,9 (4,8) 35,1 (4,9)" 35,7 (3,9)
37,0 (5,6) 37,2(55) 37,4 (6,2)
8,5(2,4)" 7,9(2,8)  8,1(3,0)
Informativos (%) 383 (97,2)* 1707 (99,9)° 297 (98,7)

N2 de casos con
contaminacién materna (%)

55 (14,4)' 201 (11,8)" 39 (13,1)"

Resultados Normales (%) 165 (50,3) 722 (47,9) 90 (34,9)

Resultados Anormales (%) 163 (49,7)° 784 (52,1) 168 (65,1)"

34,8 (5,8)
36,9 (6,2)
8,4 (3,1)
65 (98,5)°
13 (20,0)
19 (36,5)

33 (63,5)

32,5 (5,2)
NR
9,5 (1,8)
29 (90,6)°
9 (31,0)°
9 (45,0)

11 (55,0)

31,9 (4,6)
33,9 (4,1)
8,3 (2,3)
25 (83,3)"
4 (16,0)
11 (52,4)

10 (47,6)

Tabla 11: Resultados por localizacion geografica. Test de Fisher, Chi-cuadrado, Mann-Whitney y
Kruskall-Wallis con test de comparaciones multiples de Dunn. NR: No Reportado. P<0,05. ab, p<0,0001;
bc p=0,0006; af p=0,003; be, bf p<0,0001; ce,lo,no p=0,02; cf p=0,0004; df p=0,01; ij,ik p<0,001; mo

p=0,005; pq p=0,002; qr p=0,0001.

I T
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5.DISCUSION

La incidencia de aborto espontaneo en gestaciones espontaneas es de un 15-30%. La mayoria de ellos
(~80%) ocurre antes de la semana 12 de embarazo, y las anomalias cromosédmicas ocurren en el 45% de

ellos (Coulam et al., 1986).

Cuando esto sucede, es crucial saber el porqué de esa pérdida gestacional. Por una parte, sirve para
darle una razon, una explicacion a la paciente de lo que ha ocurrido y del por qué se ha detenido el
embarazo. Por otra parte, va a ayudar al equipo médico a tomar una decision mas acertada a la hora de
darle una recomendacion a la pareja antes de que vuelvan a intentar conseguir el embarazo, ya sea en

casa de manera espontanea o a través de un ciclo de reproduccion asistida.

Hasta hace unos afos, una de las pocas técnicas (y la mas extendida) para realizar el estudio de restos
abortivos era el cariotipo convencional. El problema mas frecuentemente asociado al cariotipo y ya
comentando anteriormente es el fallo o no crecimiento del cultivo en un elevado porcentaje de casos,
asi como la elevada incidencia de contaminacion materna. Si el resultado del cariotipo es normal
femenino, no podemos saber si dicho resultado proviene de la madre o del feto (Shearer et al., 2001;
Murugappan et al., 2014; Lathi et al., 2014; Babu et al., 2018).

Por otro lado, en aquellos casos en los que ha fallado el cultivo se ha descrito que al realizar un estudio
molecular se observaba una tasa de aneuploidia similar a la observada en los casos en los que el cultivo
no habia fallado (Zhou et al., 2016), por lo que se estarian perdiendo resultados anormales (y normales)

por fallo del cultivo.

Es por ello por lo que existe una gran necesidad de realizar el estudio cromosémico de los restos abortivos
mediante técnicas novedosas, como puede ser la secuenciacién masiva, junto con estudios adicionales,
como los STRs, para optimizar la obtencion de resultado cromosémico informativo en casos de pérdida
gestacional y con ello poder realizar un adecuado asesoramiento reproductivo. Hoy en dia se realizan en
distintos laboratorios los estudios de restos abortivos con diferentes técnicas moleculares como aCGH
(Zhou et al., 2016) o SNP array (Lathi et al., 2014). Pero hasta donde sabemos, este es el primer estudio

en el que se presenta un nimero tan elevado de datos analizando restos abortivos mediante NGS.
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5.1 Discusion de los datos segun la técnica molecular utilizada.

En la presente tesis doctoral, uno de los estudios mas importantes que se quiso realizar fue valorar si las
dos tecnologias que se habian utilizado para el estudio molecular de restos abortivos podian ser
comparables entre si. La validacion de la técnica de NGS y su comparacion con los aCGH ya se habia
realizado con antelacion con lineas celulares, biopsias embrionarias y ADN genomico (datos no
presentados). No hubo diferencias entre las técnicas, por lo que los resultados fueron comparables y se

pudo realizar el resto de los estudios con el nUmero total de muestras.

Se destaco en el apartado de resultados la alta tasa de informatividad, con un 99% de resultados
informativos para el total de los casos analizados, siendo de 99,1% para aCGH y 99% para NGS. Es muy
importante este porcentaje de resultados informativos, porque una de las principales desventajas de la
técnica “gold standard” (cariotipo convencional) es que presenta una gran cantidad de casos con fallo
en el crecimiento en el cultivo (se ha publicado desde el 10% hasta el 60%) como comentabamos en el
apartado anterior (Fritz et al., 2001; Lathi and Milki, 2002; Stephenson et al., 2002; Nikitina et al.,
2005; Robberecht et al., 2012).

El porcentaje de muestras que presentd contaminacion materna fue de 12,8%. Ambas técnicas fueron
comparables y no tuvieron diferencias significativas entre ellas (10,8% con aCGH vs. 13,6% con NGS).
Algunos estudios utilizando técnicas moleculares como los SNP microarray citan que el porcentaje de
contaminacion materna supera el 20% (22%) (Lathi et al., 2014). Nuestro grupo realiz6 un estudio interno
(datos no publicados) previo al comienzo del programa clinico en el cual se realizaron extracciones de
ADN en diferentes localizaciones de la muestra de tejido fetal recibida. En estas muestras, en primer
lugar, se realizo analisis con STRs y se comparé con el resultado de ADN materno para valorar el minimo
nimero de muestras necesarias para optimizar la identificacion de una submuestra sin contaminacion
materna. Dicho multi-muestreo comprende tres, seis 0 hasta nueve disecciones de los restos abortivos
en lugar de solo una. En dicho estudio pudimos comprobar que, tras tres muestras analizadas cuyo
resultado es consistente con un perfil de contaminacion materna, no es necesario realizar mas
disecciones para ver si se puede encontrar de alguna manera tejido fetal. Gracias al multi-muestreo, se
consiguid en nuestro laboratorio disminuir el porcentaje de contaminacion materna al valor mencionado

con anterioridad, por debajo del 13%.

En nuestro estudio, el porcentaje de resultados cromosémicamente anormales fue del 53,5% de los restos
abortivos analizados, 54,1% con aCGH vs. 53,2% con NGS, siendo las dos técnicas comparables. La
incidencia de trisomias (74,3%), fue similar a lo publicado por otros grupos al igual que las monosomias
para los cromosomas sexuales, que representaron casi el 10% (9,4%) de las muestras anormales, siendo
en su gran mayoria 45,X (Hassold, 1980; Shah et al., 2017; Soler et al., 2017).
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Con estos resultados pudimos concluir que la combinacion de la tecnologia de NGS con STRs, con
resultados informativos en el 99% de los casos y con niveles de contaminacion materna inferiores al 13%

representa una estrategia optima para el analisis de restos abortivos dentro de la practica clinica.

Como ya hemos mencionado con anterioridad, al ser comparables los resultados con aCGH y con NGS,
para la discusion pormenorizada de los diferentes tipos de anomalias cromosdémicas vamos a considerar

a continuacion los resultados totales.

En el analisis por cromosoma que efectuamos, vimos que la gran mayoria de las monosomias hacen
referencia a la monosomia de cromosomas sexuales, 45,X en gran parte de los casos. En cuanto a las
monosomias autosoémicas, la presencia de monosomia para el cromosoma 21, aunque con muy baja
frecuencia, es la que tiene mayor incidencia, tal y como se ha descrito en diferentes estudios (Martinez
et al., 2010; Campos-Galindo et al., 2015). Algunos autores han descrito que es la Unica monosomia
autosdémica presente en restos abortivos (Hardy and Hardy, 2015). Sin embargo, en nuestro trabajo
también pudimos observar otras monosomias autosomicas en el material de aborto, tales como
monosomias para los cromosomas 4, 13, 15 y 22. Estos hallazgos vienen avalados por algunos estudios
que encontraron, ademas de la ya citada monosomia 21, monosomias para el cromosoma 22 (Campos-
Galindo et al., 2015), para el cromosoma 16 (Russo et al., 2016) o monosomias para los cromosomas 8 y
13 (Soler et al., 2017). Hasta donde sabemos, es la primera vez que se reportan monosomias para los

cromosomas 4 y 15 en restos abortivos.

Las trisomias siguen un patrén similar al de los estudios publicados anteriormente (Hassold et al., 1996;
Martinez et al., 2010; Campos-Galindo et al., 2015; Soler et al., 2017), donde los cromosomas que
tuvieron mayor incidencia en los analisis de restos abortivos fueron el cromosoma 16 y el 22, seguidos
por los cromosomas 13, 15, y 21. La trisomia para el cromosoma 1 no aparecio en ninguno de los estudios
anteriormente citados, ni tampoco en el nuestro. Otras anomalias cuya incidencia fue muy baja fueron

las trisomias para los cromosomas 3, 5, 12, 17 y 19.
Una vez efectuado el analisis general y por cromosoma a través de las técnicas de aGGH y NGS y no

habiendo encontrado diferencias significativas entre ambas, se considero que para los analisis posteriores

se podrian incluir los resultados totales sin subdividirlos en funcién de la técnica molecular utilizada.
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5.2 Discusion de los datos segun la edad materna.

A medida que aumenta la edad materna, aumenta también la probabilidad de que se produzca una
detencion del embarazo de manera espontanea, pasando de ser de alrededor del 20% cuando la mujer
tiene menos de 35 anos, a ser superior al 40% cuando tiene mas de 40 anos y llegando incluso a superar
el 90% cuando la mujer tiene mas de 45 afnos (Heffner, 2004). Estos datos van en consonancia con nuestros
porcentajes de restos abortivos anormales, los cuales son de casi un 50% cuando las pacientes tienen
menos de 35 anos, pasando por casi un 65% cuando la paciente tiene entre 35 y 40 anos, llegando hasta

un 70% cuando la mujer tiene entre 41 y 42 afos.

Si comparamos los resultados obtenidos con los resultados que se obtienen en embriones que se han
sometido a un estudio de PGT-A, nos encontramos con resultados similares, donde a mayor edad materna,
mayor porcentaje de aneuploidias se ven en los embriones (Rodrigo et al., 2014). Los embriones
aneuploides representan al menos el 10% de los embarazos y, para las mujeres que se acercan al final de
su vida reproductiva, la incidencia puede superar el 50%. Los errores que conducen a la aneuploidia casi
siempre ocurren en el ovocito, pero estudios recientes han arrojado nueva luz sobre la complejidad de
los defectos meioticos, proporcionando evidencia de que el aumento de los errores relacionados con la
edad en la mujer no es debido a un solo factor, sino a una interaccion entre caracteristicas de la
ovogénesis y una combinacion de factores enddgenos y exdgenos (Nagaoka et al., 2013).

También hubo correlacion entre la edad y el porcentaje de aneuploidias mdltiples, tanto en embriones
preimplantatorios (Rodrigo et al., 2014) como en nuestro estudio, donde se observd que a medida que
aumentaba la edad materna de la mujer, el porcentaje de abortos con dos o mas anomalias cromosémicas

fue mayor.

Todo lo contrario ocurrié con la poliploidia y la monosomia para los cromosomas sexuales (45,X). A mayor
edad de las mujeres, menor fue el porcentaje de abortos con poliploidia 0 con monosomia 45,X, estando

en consonancia con la literatura previamente publicada (Neuber et al., 1993).

5.3 Discusion de los datos segun la edad gestacional.

Una vez analizadas las muestras segun la edad gestacional, se comprobd que cuanto menor fue la edad
gestacional a la que se produjo la pérdida gestacional, mayor fue el porcentaje de contaminacion
materna. A edades gestacionales tempranas, hay menor proporcion de tejido fetal respecto al materno
en las muestras obtenidas, lo que dificulta la seleccidn y aislamiento de la parte correspondiente al feto
al realizar las extracciones de ADN. El tejido embrionario que se puede identificar con una separacion
cuidadosa del tejido materno solo puede representar del 1% al 2% del tejido total extraido mediante

dilatacion y curetaje (Lathi et al., 2014).
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En nuestro trabajo se observo que, cuanto menor fue la edad gestacional a la que se detuvo el embarazo,
mayor era el porcentaje de aneuploidias multiples. Al igual que ocurre con los embriones previos a su
implantacion, aquellos que tiene mayor nimero de aneuploidias se bloquean antes en su desarrollo
(Rubio et al., 2017). O como en el caso de la morfocinética, donde se observo que aquellos embriones
con ciertos parametros morfocinéticos se correlacionaban con embriones cadéticos con un mayor nimero
de aneuploidias y que ademas tendian a bloquearse sin llegar a alcanzar el estadio de blastocisto (Nogales
etal., 2017).

Los niveles mas elevados de aneuploidias se dieron entre la semana 9 y la semana 12 de gestacion. Esto
marca la barrera biologica del primer trimestre. A partir de la semana 12 vimos que los niveles de
aneuploidias en los restos abortivos se redujeron casi a la mitad, pasaron de un 60-65% entre las semanas
9-12 a tan solo un 34%.

Como ya se comentaba en la seccion de la introduccion de esta tesis doctoral, solo el 0,6% de las
anomalias cromosomicas son viables (Machin, 1974; Nielsen and Sillesen, 1975; Boué and Boué, 1976).
Esto es debido a la letalidad que conlleva el que el embridon/feto sea portador de una determinada
anomalia cromosomica, lo que en la mayor parte de los casos hace que se produzca la pérdida

gestacional.

5.4 Discusion de los datos segun el origen de los ovocitos.

Teniendo en cuenta lo comentado en apartados anteriores donde el porcentaje de aneuploidias en los
restos fetales aumentaba a medida que aumentaba la edad materna, parece logico encontrarnos con
resultados de aneuploidia menores en las pacientes cuyo aborto vino precedido del uso de ovocitos
donados en TRA, ya que las Clinicas utilizan para este fin donantes jovenes muchas de las veces con
gestacion probada. En este sentido, han sido publicado resultados de restos abortivos cuyo porcentaje
de aneuploidia es superior en abortos tras gestacion espontanea (40,6 %) o con ovocitos propios tras TRA
(62,7%) frente a los de mujeres que habian abortado tras un ciclo de ovodonacion (12,8%) (Campos-
Galindo et al., 2015). Nuestros resultados confirmaron sus hallazgos, con un tamano muestral superior,
y con una diferencia entre grupos de un 25%. El grupo de ovocitos propios ya fuera por gestacion
espontanea en casa o tras TRA tuvo un porcentaje de aneuplodias del 54,5% frente al 29,7% que tuvo el

grupo que utilizé ovocitos de donante (p=0,001).

En lo que se refiere al analisis de las monosomias para los cromosomas sexuales, se vio una diferencia
estadisticamente significativa y aumentada en pérdidas gestacionales de parejas que habian utilizado
ovocitos de donante (9,1% vs. 36,8%; p=0,001). Nosotros pensamos que esto pueda ser debido al factor

masculino. En estudios hechos en pacientes con factor masculino, analizando sus espermatozoides se ha

77



Discusion

visto que un aumento de la disomia para los cromosomas sexuales genera tasas elevadas de embriones
potencialmente viables cuyos cromosomas sexuales se ven afectados. Los hombres infértiles con una
disomia aumentada para los cromosomas sexuales en los espermatozoides tendrian un riesgo elevado de
generar embriones aneuploides potencialmente viables (Rodrigo et al., 2010). De la misma manera,
parejas que han tenido una gestacion o un aborto previo con aneuploidia para los cromosomas sexuales
presentaron un aumento significativo en sus espermatozoides de las disomias para los cromosomas
sexuales en comparacion con el grupo control (0,59% vs. 0,20%; p<0,0005), pudiendo asi generar
embriones aneuploides (Al-Asmar et al., 2012). En parejas con aborto recurrente donde se habia utilizado
donacion de 6vulos, las disomias para los cromosomas sexuales en el semen analizado del marido estaban
aumentadas significativamente frente al grupo control (1,0% vs. 0,37% p<0,05) (Rubio et al., 1999). Estos
embriones son los que podrian dar lugar posteriormente a abortos aneuploides. Se ha descrito que existe
un aumento en la incidencia de la monosomia X (40,0% vs. 5,33% p<0,001) y una disminucion de las
poliploidias (5,88% vs. 21,23% p<0,06) en los abortos espontaneos después de la ICSI, método que

probablemente se utilizé en los TRA en el grupo que utilizé donacion de évulos (Martinez et al., 2010).

Nuestros resultados indican que en las parejas que tienen abortos después de una donacion de ovocitos,
se debe considerar la posible contribucion del factor masculino. Y si se descarta el factor masculino, las

causas cromosomicas no entrarian entre las probables como causa de AE o AR.

5.5 Discusion de los datos segun la localizacion geografica.

Lo primero que llamo la atencion cuando se analizaron los datos de las muestras por localizacion
geografica fue el porcentaje de resultados informativos. Se observo que, en EAU la informatividad fue
significativamente menor que en el resto de las localizaciones, al igual que ocurrié incluso en mayor
medida con India. Cuando se observaron estos datos, se revisaron todos los protocolos y se llegd a la
determinacion de que pudo haber un problema con el envio, ya que el mismo se realiza a temperatura
ambiente y en zonas geograficas como Oriente medio o India, la temperatura puede ser lo
suficientemente elevada como para poder danar la muestra. Desde inicios de 2018 se estan haciendo los

envios refrigerados, y parece que el problema ha sido subsanado.

La edad de las pacientes por localizacion geografica mostrd que las mujeres de EAU e India tenian edades
cerca de los 30 afos, las de USA/Canada, Brasil y México/Latam estaban cerca de los 35 afos y finalmente
las de Espaia que tuvieron una media cercana a los 37 afnos. A pesar de la diferencia de edad, solo fue
estadisticamente significativa la diferencia de resultados anormales entre Brasil (65,1%) frente a Espana
(49,7%; p=0,002) y a USA/Canada (52,1%; p=0,0001). Esto puede ser debido a que los casos de Brasil son
casi en exclusiva procedentes de pacientes que se habian sometido previamente a tratamientos de

reproduccion asistida, llegando a valores similares de aneuploidias encontrados en otros estudios que
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diferenciaban a pacientes con embarazo espontaneo de pacientes tras TRA (Campos-Galindo et al.,
2015).

El porcentaje de contaminacion materna fue estadisticamente significativo cuando se compararon los
casos de EAU frente a los de Espaia, USA/Canada y Brasil. Esto puede ser debido a que las muestras que
llegaban de esa localizacion geografica fueron en su mayor parte recolectadas en casa de la misma
paciente, no siendo efectuada la recogida ni en condiciones hospitalarias ni por personal profesional que
pudieran garantizar la esterilidad de la recogida y la estabilidad de la muestra, asi como que pudiera
encontrarse tejido fetal y no solo tejido materno. No se ha publicado ningln estudio describiendo la
incidencia de anomalias cromosomicas en restos abortivos. Sin embargo, si que se ha publicado un estudio
a nivel de embriones preimplantatorios. En este estudio se compar6 la incidencia de aneuploidias
embrionarias en distintas etnias (europea, africana, sureste asiatico o asiatico central/del sur) en mas
de 2.300 pacientes. Los datos indicaron que no existia un riesgo particular asociado a la etnia de los
pacientes ya que no encontraron diferencias significativas entre ellos (Franasiak et al., 2016). En otro
estudio donde se compararon pacientes de etnia caucasica frente a asiaticos, encontraron que, si bien
pudo haber una ligera diferencia en las tasas de llegada a blastocito, no hubo diferencia en las tasas de
aneuploidias (Kort et al., 2015). Todo esto nos hace pensar que en nuestro estudio la diferencia en el
porcentaje de aneuploidias en los restos abortivos entre diferentes localizaciones geograficas no fue
debida a la etnia de los pacientes, sino que estaria mas relacionada con que el porcentaje de restos

abortivos provengan de tratamientos de infertilidad en cada localizacion geografica.

5.6 Limitaciones.

A continuacion, pasamos a discutir las limitaciones principales que nos hemos encontrado durante la

realizacion del estudio y en el analisis de los datos recopilados:

o Disefio del estudio: Se trata de un estudio prospectivo observacional con las limitaciones
inherentes que esto conlleva a la hora de la completa recopilacion de variables de interés como
podria ser si la mujer sufrio la perdida gestacional tras embarazo espontaneo o tras TRA, o la
concentracion espermatica de los varones para relacionarlo con el factor masculino. En este
sentido, como hemos comentado en el estudio por origen de los ovocitos se tuvo que excluir a
las pacientes de mas de 42 anos por la sospecha de que en este grupo hubiera podido incluirse
alguna muestra procedente de gestacion con ovocitos donados que no hubiera sido identificada

como tal.
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Aislamiento de tejido fetal en la coleccion de muestras: Una de las limitaciones importantes
para identificar o descartar contaminacion materna y poder proporcionar resultados precisos en
la mayoria de las muestras es la correcta recoleccion de tejido fetal. Las recomendaciones
generales para la recoleccion adecuada de tejido fetal serian las siguientes: tomar una muestra
de tejido preferiblemente pequena pero limpia sin sangre, ni coagulos y lavar suficientemente
con solucion salina estéril, dejando la muestra de tejido adecuadamente embebida en la solucion

acuosa utilizada.

Presencia de mosaicismo de bajo grado: Sabiendo que cada tecnologia tiene sus propias
limitaciones, datos recientes han demostrado que puede existir hasta un 33% de discrepancias
entre los resultados debido a posible contaminacion materna (en nuestro caso identificada con
la inclusion del analisis con STRs), reordenamientos cromosomicos equilibrados (si no se dispone
de cariotipos de los progenitores), poliploidia (también detectada en nuestro caso con STRs) y
por ultimo mosaicismo placentario, que no podriamos identificar si el porcentaje de células
anormales fuera inferior a 20-30%. Pero independientemente de la plataforma que se utilizo, el
mosaicismo se detecto en el 18% de todas las muestras (Shah et al., 2017). Mas especificamente,
el mosaicismo confinado a placenta es una condicion caracterizada por la discrepancia entre el
estatus cromosomico/genético del bebé y la placenta. Aproximadamente el 2% de los embarazos
viables estudiados mediante analisis de vellosidades corionicas entre las 9 a 11 semanas de

gestacion estan confinados a la placenta (Shah et al., 2017).

Deteccion de del/dup por debajo de la resolucion de la plataforma: La tecnologia NGS mejora
la deteccion de del/dup ofreciendo una mejor resolucion que el cariotipo convencional. Sin
embargo, algunas del/dup podrian estar por debajo de la resolucion de las plataformas (6Mb),
en cuyo caso podrian no detectarse (Qi et al., 2016). Esas microdeleciones "de novo"

representarian menos del 1% de los casos.
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5.7 Consejo genético y reproductivo tras la pérdida gestacional.

La pérdida gestacional es sin duda un duro golpe para los pacientes en su deseo de ser padres, no solo a
nivel de salud, sino también a nivel emocional e incluso econémico. Por ello, hemos establecido un
protocolo el cual puede ser de facil interpretacion para los equipos médicos y poder asi aconsejar de la
mejor manera a los pacientes tras haber sufrido la pérdida gestacional.

Las indicaciones y el protocolo de analisis de restos fetales y de toma de decisiones se detalla en la

Figura 20 y consiste basicamente en los siguiente:

e Después de un aborto espontaneo en el primer trimestre, se recolecta el material de restos
abortivos y la sangre materna. Los restos abortivos se evalian para el cribado de 24 cromosomas
por NGS.

e Si se encuentra un resultado normal, debemos descartar contaminacion materna realizando un
analisis de STRs. Si el analisis muestra que no hay contaminacion materna, le recomendamos al
equipo médico que considere otras posibles causas de aborto.

e Si el resultado es anormal, podria ser una aneuploidia cromosomica completa o una pequeia
delecion (pérdida) o duplicacion (ganancia) de una parte del cromosoma. Si se encuentra una
del/dup anormal, recomendamos verificar si la anormalidad es "de novo" o hereditaria. En
algunos casos, el resultado podria sugerir la presencia de una reorganizacion cromosomica
equilibrada en uno de los miembros de la pareja. En este caso, recomendariamos realizar un
cariotipo en ambos miembros para establecer el riesgo de aborto involuntario en futuras
gestaciones. Ya sea "de novo" o un resultado anormal heredado, recomendariamos PGT-A en casos
donde se sospeche origen "de novo”, o PGT-SR en casos de reordenamientos estructurales
identificados en cariotipo de los progenitores.

¢ Como ya hemos mencionado con anterioridad, en casos de abortos tras gestacion con donacion
de ovocitos, el analisis cromosomico de los espermatozoides, previo a una proxima donacion
podria resultar también de utilidad.

e Otras opciones podrian ser el cambio de gametos o la prueba prenatal.
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6. CONCLUSIONES

1. Las técnicas moleculares de aCGH y mas recientemente la NGS, combinadas con el uso de
STRs para identificar el origen del ADN analizado, permiten aumentar la eficacia del analisis
de anomalias cromosomicas de los restos abortivos comparado con las técnicas de
citogenética convencional, mejorando el porcentaje de muestras con resultados
informativos y disminuyendo la tasa de falsos negativos y positivos originados por la

contaminacion con ADN de origen materno.

2. La incidencia de anomalias cromosémicas totales aumenta a medida que aumenta la edad
materna, sobre todo las aneuploidias mdltiples y trisomias. Sin embargo, la proporcion de
anomalias para los cromosomas sexuales y las poliploidias muestran una correlacion inversa

con la edad materna. La incidencia de las del/dup no se ve afectada por la edad materna.

3. En el analisis de la edad gestacional se observa mayor incidencia de contaminacion materna
a menor edad gestacional. La incidencia de anomalias cromosdmicas disminuy6é con el
aumento de la edad gestacional, a excepcion de las anomalias para los cromosomas sexuales

y las del/dup, que aumentaron su prevalencia con la edad gestacional.

4. En cuanto al origen de los ovocitos, el porcentaje de anomalias cromosémicas fue
significativamente mayor en gestaciones espontaneas y gestaciones tras TRA con ovocitos
propios, frente a gestaciones con donacion de ovocitos. En el grupo de donacion de
ovocitos destaca la mayor incidencia de anomalias cromosémicas para los cromosomas

sexuales, posiblemente relacionadas con un factor masculino asociado.

5. La localizacion geografica de los laboratorios mostrd un impacto significativo en el
porcentaje de muestras informativas y con contaminacion materna que relacionamos con
las condiciones del transporte de las muestras. La mayor incidencia de anomalias
cromosoémicas se observd en los laboratorios que reciben la mayoria de las muestras

procedentes de TRA.
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Anexo 1. Solicitud del test de restos abortivos

igenomix

#5 14 REPRODUCTIVE GENETICS

X poc (PRODUCTS OF CONCEPTION) FORMULARIO PARA SOLICITUD DEL TEST

INFORMACION DEL PACIENTE

N2 de historia: Fecha:

Apellidos Paciente: Nombre:

Fecha de Nacimiento:

Direccion: Ciudad: Cddigo Postal:

Numero de Teléfono: Direccion e-mail:

INFORMACION DEL CONYUGE

Apellidos: Nombre:

Numero de Teléfono: Direccion e-mail:

INFORMACION DE LA CLINICA

Clinica: Médico Remitente:

E-Mail para la entrega de resultados:

Observaciones:

INFORMACION DEL EMBARAZO

Fecha pérdida gestacional: Edad gestacional (semanas): Fecha recogida de la muestra:
E] Embarazo con tratamiento de donacién de évulos
D Embarazo de feto Unico

D Embarazo de gestacion multiple (indicar el nUmero defetos):

www.igenomix.com V-2 Marzo 2014
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Anexo 2. Consentimiento informado

igenomix

RS IN REPRODUCTIVE GENETICS

x CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA ANALISIS DE RESTOS FETALES O PRODUCTOS DE LA CONCEPCION (POC)
Cribado de aneuploidias de los 24 cromosomas

Por favor, revise este documento y pdngase en contacto con su médico para cualquier consulta relacionada con este producto.
PROPOSITO

Las anomalias cromosdmicas pueden provocar fetos con malformaciones, abortos espontdneos o muertes neonatales. Las
estimaciones de la frecuencia de anomalias cromosdmicas en abortos espontaneos van desde un 15% hasta un 60%.

En el caso de una interrupcién temprana del embarazo o pérdida por aborto espontdneo, el diagndstico de una anomalia
cromosémica puede ser importante para la planificacion de futuros embarazos.

Los estudios cromosdmicos de productos de la concepcidén (POC) proporcionan informacion util y ayudan a los pacientes y a los
médicos en la determinacion de las causas de los abortos involuntarios y, por tanto, del riesgo de recurrencia de pérdida de
embarazos y el riesgo posterior de tener hijos con anomalias cromosémicas.

Las muestras de restos fetales o de productos de la concepcidon (POC) se analizardn mediante secuenciacion masiva de 24
cromosomas (NGS) para determinar anomalias cromosdmicas numéricas.

METODOS

Anélisis de la muestra materna

La muestra se recoge y se envia utilizando el kit de recogida de muestras Igenomix. Para descartar o detectar la contaminacion con
células maternas (CCM), sera necesario obtener una muestra bioldgica de la madre, que se envia, normalmente, junto con la muestra
POC.

Proceso de Prueba

Siempre que sea posible se identifica el tejido fetal frente al materno. El espécimen se limpia y se corta en pequefias piezas y se
extrae el ADN. El protocolo STR (del inglés: Short tandem Repeat) es utilizado para detectar o descartar la contaminacion con células
maternas. Posteriormente, la muestra de ADN de la muestra POC se analizara utilizando secuenciacion masiva (NGS), para determinar
anomalias cromosdmicas numéricas. NGS ha sido previamente validada en muestras de células individuales (Francesco Fiorentino,
at all Fertil. Steril. 2014).

Conservacion y destino de las muestras

Todas las muestras seran destruidas dentro de los 60 dias posteriores a la emision de los resultados. Para ello no serd necesaria una

solicitud por escrito.

RIESGOS Y LIMITACIONES
1. No todas las condiciones genéticas y/o todas las anomalias cromosdmicas pueden ser detectadas. A continuacion se
detallan las condiciones que no podrian ser detectadas:
e Existen mdltiples anomalias cromosémicas, incluyendo translocaciones equilibradas e inversiones, que este test
no puede testar.
e Bajos niveles de mosaicismo cromosdmico.
e Las pruebas de POC no analizan los genes especificos y no pueden detectar afecciones causadas por mutaciones
genéticas individuales, como la anemia de células falciformes, la fibrosis quistica o la enfermedad de Tay-Sachs.
e Las pruebas de POC no pueden detectar algunas tetraploidias, como la 92, XXXX o 92, XXYY, pero detectara las
triploidias 69, XXY, 69, XXX, y las tetraploidias 92, XXXY y 92, XYYY.
e Disomia Uniparental.
e Las trisomias completas de cromosomas acrocéntricos no se podran distinguir de las trisomias, debido a una
translocacién Robertsoniana (implica a los cromosomas 13, 14, 15, 21, 0 22) o isocromosomas en uno de los padres.
e Otras causas de aborto espontaneo todavia no identificadas.

2.  Seinformara sobre las pérdidas o duplicaciones de material cromosémico mayores de 10 MB.

3.  Riesgo de diagndstico erréneo. Esto se puede producir debido a la falta/error de identificacion de las muestras, datos
inexactos relacionados con las relaciones familiares, mosaicismo u otras anomalias genéticas no identificadas.

4, Probabilidad de contaminacion de células madre (CM). Estos resultados no son procesables.

5. Existe la posibilidad de que ocurran problemas impredecibles e incontrolables con el transporte, tales como aquellos
relacionados con el clima y el transporte aéreo, u otras circunstancias fuera del control, las cuales no permitirian la
obtencion de resultados en el tiempo previsto. También existe la posibilidad de que la muestra recibida en el laboratorio
sea inaceptable para su andlisis, y por tanto, los resultados no puedan ser obtenidos a partir de la muestra proporcionada.
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Anexo 2. Consentimiento informado

Igenomix

REPRODUCTIVE GENETICS

BENEFICIOS

Las pruebas de POC proporcionan mas informacién y de manera mas rapida que el tradicional cariotipo citogenético, con mayor
probabilidad de obtencién de resultados. La técnica de NGS combinada con el analisis de STR detecta cromosomas adicionales o
ausentes, pérdidas o duplicaciones, asi como la contaminacidn de células maternas, al comparar con los resultados obtenidos en la
muestra materna. Los resultados de las pruebas se envian a los médicos dentro de los 7 dias habiles siguientes a la recepcion de la
muestra, y tiene una tasa de fracaso de resultados en ausencia de contaminacién materna menor del 1%.

INFORMACION CONFIDENCIAL

Igenomix mantiene sus datos personales y resultados analiticos de manera confidencial, cumpliendo con la legislacidn vigente. Las
Autoridades Sanitarias podran tener acceso a la revision de sus datos médicos. Como parte de sus funciones profesionales, el personal
con acceso a sus datos personales estara sujeto al secreto profesional permanente.

Con la firma de este documento doy mi consentimiento para que Igenomix, S.L. disponga de informacion acerca del resultado final
de este analisis. Comprendo y acepto que el equipo clinico pueda ponerse en contacto conmigo para solicitarme datos clinicos
adicionales.

Al firmar el presente documento Igenomix SL se reserva el derecho de contactar con Ud. a fin de informarle e invitarle a participar
en futuros proyectos de investigacion que tendrdn lugar en algunos de sus centros colaboradores. En tal caso, y en confirmacion con
la legislacion aplicable, el personal investigador de dicho centro le proporcionara toda la informacion necesaria y le invitara a
participar solicitando su autorizacion escrita mediante la firma del correspondiente consentimiento informado especifico aprobado
por el Comité Etico de Investigacion y/o Autoridades Sanitarias.

Conforme a la Ley 41/2002 Reguladora de la Autonomia del Paciente y a la Ley 15/1999 de Proteccidn de Datos de Caracter Personal,
el peticionario debe disponer del consentimiento del paciente para llevar a cabo las pruebas diagndsticas solicitadas y para el
tratamiento de sus datos. De este modo, y como informacién a facilitar al paciente, hemos de comunicarles que los datos recogidos
en el presente formulario seran incorporados a un fichero automatizado de caracter confidencial, debidamente inscrito en la Agencia
Espafiola de Proteccion de Datos, conforme a los términos establecidos en la Ley 15/1999, cuya titularidad corresponde a iGenomix
S.L, con la finalidad de gestionar el estudio de diagndstico en el formulario descrito, pudiendo ejercer el paciente en cualquier
momento los derechos de acceso, rectificacion, cancelacion u oposicién, reconocidos por la citada normativa en materia de
proteccidn de datos de cardcter personal, dirigiéndose a la siguiente direccidén: iGenomix S.L, Calle Narcis Monturiol Estarrio n211
Parcela B, Edificio Europark, Parque Tecnoldgico de Paterna 46980 - Paterna - Valencia, Spain.

CONSENTIMIENTO DEL PACIENTE

He leido o se me ha leido el formulario de consentimiento completo y he tenido la oportunidad de hacer preguntas a mi doctor acerca
de la prueba, los riesgos, los beneficios y las alternativas antes de firmar el consentimiento informado. Solicito y autorizo a Igenomix
a realizar pruebas POC en mis muestras de aborto espontaneo, enviadas conforme a lo solicitado en el formulario de remision. Este
consentimiento se aplica a esta y a todas las pruebas de POC que puedan realizarse en un futuro con Igenomix.

Reconozco que de las pruebas POC pueden derivarse beneficios y riesgos, algunos de los cuales pueden aun ser desconocidos.
También reconozco que Igenomix utiliza una nueva tecnologia con la que puede encontrar datos, nunca vistos, asi como otras
condiciones no previstas que pueden afectar a la calidad de los resultados. En consecuencia, tanto la prueba como el informe de los
resultados, son susceptibles de perfeccionarse en el futuro.

Reconozco que las pruebas POC con Igenomix no pueden detectar todas las anomalias cromosémicas y no detectan
trastornos causados por mutaciones en un unico gen.

Nombre de la Paciente o conyuge Firma Fecha

Nombre del Doctor Firma Fecha
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AE: Abortos Espontaneos.

ESHRE: Sociedad Europea de Reproduccion Humana y Embriologia, del inglés, European Society
of Human Reproduction and Embryology.

ASRM: Sociedad Americana de Medicina Reproductiva, del inglés, American Society for
Reproductive Medicine.

SAF: Sindrome antifosfolipido.

KIR: Receptores de inmunoglobulina “maternal killer”, del inglés, maternal killer
immunoglobulin-like receptors.

NKu: Células “natural killer” uterinas, del inglés, uterine natural killer cells.

HLA: antigeno leucocitario humano, del inglés, human leukocyte antigen.

TRA: Técnicas de Reproduccion Asistida.

APCR: Resistencia a la proteina C activada, del inglés, Activated protein C resistance.
IMC: indice de masa corporal.

FIV: fecundacion “in vitro”.

AR: Aborto recurrente.

POC: Productos de la Concepcion, del inglés, Products of Conception.

IUI: Inseminacion Intrauterina, del inglés, Intrauterine insemination.

FSH: Hormona foliculo estimulante, del inglés, Follicle Stimulating Hormone.

EDC: disruptores endocrinos quimicos, del inglés, Endocrine Disruptor Chemical.

BPA: bisfenol A.

D&C: dilatacion y curetaje.

MCC: Contaminacion con células maternas, del inglés, Maternal Cell Contamination.
CGH: Hibridacion Genomica Comparada, del inglés, Comparative Genomic Hybridization.
NGS: Secuenciacion masiva, del inglés, Next Generation Sequencing.

BOB: Bacs on beads.

FISH: Hibridacion in situ fluorescente, del inglés, Fluorescent in situ hybridization.
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MLPA: Amplificacion de sonda dependiente de ligacién mdltiple, del inglés, Multiplex ligation-
dependent probe amplification.

QF-PCR: Reaccion de cadena de polimerasa cuantitativa y fluorescente, del inglés,
Quantitative Fluorescent Polimerase Chain Reaction.

BAC: Cromosoma Artificial Bacteriano, del inglés, Bacterial Artificial Chromosome.

STR: Short Tandem Repeats.

SNP: Conjunto de polimorfismos de un solo nucledtido, del inglés, Single-nucleotide
polymorphisms.

PBS: Solucion salina tamponada con fosfato, del inglés, phosphate-buffered saline.

del/dup: deleciones/duplicaciones.

PGT-A: Técnica de screening genético para aneuploidias, del inglés, Preimplantation Genetic
Testing for aneuploidies.

PGT-SR: Técnica de screening genético para reordenamientos estructurales, del inglés,
Preimplantation Genetic Testing for Structural Rearrangements.

WGA: Amplificacion gendmica completa, del inglés, Whole Genome Amplification.

CNV: cambios en el nimero de copias, del inglés, Copy Number Variation.

ICSI: Inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides, del inglés, intracytoplasmic sperm
injection.

KS: Kolmogorov y Smirnov.

Latam: Latinoamérica.

EAU: Emiratos Arabes Unidos.
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