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Resumen

El DGP (diagnéstico genético preimplanta-
torio), conocido también con las siglas del inglés
PGD (preimplantation genetic diagnosis), es una
herramienta mds dentro del arsenal diagndstico y
terapéutico con que cuenta hoy la medicina asis-
tencial. El diagnéstico genético efectuado con esta
técnica puede involucrar diferentes alteraciones,
tanto a nivel cromosémico como génico.

El procedimiento se efecttia en los zigotos cli-
vados obtenidos mediante las técnicas de repro-
duccién asistida de alta complejidad antes de la
transferencia de los mismos al ttero materno.

Constituye una alternativa vélida dentro de la
metodologia del diagnéstico prenatal tendiente
a identificar anomalias genéticas antes de la im-
plantacién del embrién. Pueden ser estudiadas
alteraciones numéricas de los cromosomas sexua-
les, anomalfas estructurales, enfermedades con
herencia ligada al cromosoma X y enfermedades
monogénicas.

La aplicacién de esta técnica también es espe-
cialmente importante en el drea de la medicina
reproductiva debido a que es frecuente la asocia-
cién entre esterilidad y factores genéticos. Asi, sus
principales indicaciones serfan la edad materna
avanzada, las parejas con aborto a repeticién o
con fallo recurrente de implantacién y el factor
masculino severo.

Para efectuar el DGP se requiere previamente
de la realizacién técnica de los procedimientos de
fertilizacién asistida, ya sea FIV (fertilizacién in
vitro) o 1CSI (intracitoplasmatic sperm injection).

Luego de la obtencién de los embriones a tra-
vés de dichas técnicas, se procede a la extraccién
del material que serd objeto del estudio citogené-
tico (cuerpos polares o una a dos blastémeras) en
forma mecdnica, quimica o fisica.
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El material a analizar podrd ser la biopsia del
cuerpo polar (CP), la biopsia en estado de cigoto
hasta mérula avanzada o la biopsia en estado de
blastocisto.

El andlisis genético de las muestras celulares
obtenidas puede realizarse utilizando como técni-
cas: PCR, FISH o CGH.

El DGP es una técnica que, aunque en desa-
rrollo, tiene sus limitaciones. Este hecho se debe
fundamentalmente al alto grado de mosaicismo
que presentan los embriones en estadio de divi-
sidn, pero también existen limitantes en lo que es
el conocimiento de la técnica que tienen que ver
tanto con cuestiones inherentes a la técnica en si
misma como con los estudios publicados hasta el
momento.

No obstante, el DGP constituye hoy por hoy
uno de los avances mds atractivos y con mayor
proyeccién tanto dentro del campo del diagnésti-
co prenatal como del de la reproduccién asistida.

Introduccién

En términos generales, se podria afirmar que
uno de los objetivos fundamentales de una pareja
interesada en tener un hijo es que el mismo naz-
ca sano; entendiendo con este término, un nifo
libre de cualquier tipo de enfermedad, trastorno
o malformacién. Hasta no hace mucho tiempo la
posibilidad de predecir si un individuo por nacer
estaba libre de algtin determinado padecimiento,
se hallaba en los métodos invasivos del diagndsti-
co prenatal como la amniocentesis genética o la
puncién-biopsia de vellosidades coriales. Estos
procedimientos consisten bdsicamente en extraer
un pequeno volumen de liquido amnidtico que
rodea al feto o bien una diminuta porcién de te-
jido trofobldstico para luego analizar los compo-
nentes celulares que se hallan en estas muestras. Es
decir, que con estos métodos auxiliares del diag-
néstico es posible efectuar el andlisis citogenético
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de las células fetales que por descamacién estin
presentes en el fluido amnidtico o bien de las célu-
las que componen la futura placenta, pues éstas, al
derivar de un mismo origen comun, tienen la mis-
ma carga genética y cromosémica que el embrién
o el feto en desarrollo. Uno de los objetivos de este
andlisis es poder anticipar a los interesados si el ser
que se estd gestando presenta alguna anormalidad,
pero no otorga ninguna posibilidad de eleccién
sobre el futuro de la eventual persona por nacer,
pues esta cuestién se limitaria entonces a decidir
si interrumpir o no un embarazo ya establecido, y
esta opcién puede resultar técnicamente dificulto-
sa o impracticable (la amniocentesis diagndstica se
realiza en etapas avanzadas de la gesta), sin consi-
derar las implicancias ético-morales ni el hecho de
que en nuestro pais el aborto constituye un delito
penado por la ley o es socialmente incorrecto.

Con la llegada de la fecundacién iz vitro como
técnica de alta complejidad en reproduccién asis-
tida en humanos se abrié un nuevo camino para la
prediccién de ciertas caracteristicas sobre el futuro
organismo. La técnica conocida con el nombre
de DGP (diagndstico genético preimplantatorio) o
PGD (preimplantation genetic diagnosis) constitu-
ye una alternativa dentro de la metodologia del
diagnéstico prenatal tendiente a identificar ano-
malfas genéticas (génicas o cromosdémicas) antes
de la implantacién del embrién. El procedimiento
se efectiia en los zigotos clivados obtenidos me-
diante la técnica micromanipulativa de reproduc-
cién asistida ICSI, antes de la transferencia de los
mismos al Gtero materno. Asf, en 1990, Handysi-
de ez al.' publican dos embarazos obtenidos luego
de transferir embriones en los cuales se habia ex-
traido una blastémera de los mismos en el estadio
de seis a ocho células con el fin de identificar dos
tipos de aberraciones cromosémicas y solamente
transferir los embriones sanos.

De esta forma se logré identificar potenciales
patologias mucho antes de que se manifiesten en el
individuo, permitiendo seleccionar a los embriones
libres de las enfermedades estudiadas y, junto con
esto, evitar la angustia de sus progenitores sobre
el padecimiento de algin mal en el nuevo ser o la
consideracién y el hecho de la interrupcién del em-
barazo como tnica estrategia para imposibilitar la
transmision a la descendencia de dicha anomalia.

El impacto que ha tenido esta técnica sobre la
medicina reproductiva resulté ser de gran magni-
tud y actualmente es un procedimiento rutinario
en los centros de reproduccion asistida de los pai-
ses desarrollados.? De hecho, la aplicacién de esta
técnica también es especialmente importante en
este drea de la medicina debido a que es frecuente
la asociacién entre esterilidad y factores genéticos.

Las anomalfas cromosdmicas son una de las
causas mds importantes de infertilidad y es por
esto que esta técnica se aplica de forma mayorita-
ria en una poblacién de pacientes que tienen un
riesgo incrementado de crear embriones aneuploi-
des tales como mujeres con edad materna avanza-
da (EMA), parejas con aborto recurrente (AR) y
parejas con fallo recurrente de implantacién (FRI)
en los programas de fertilizacién in vitro (FIV),
pudiendo analizar mediante el screening genético
preimplantatorio (SGP) las aneuploidias mds fre-
cuentes’ y seleccionar los embriones con mayor
potencial implantatorio.

Dado que, al menos por ahora, no es posible
el andlisis de todo el complemento cromosémi-
co, lo que se realiza en la actualidad es el estudio
sobre las aneuploidias mds frecuentes, las cuales
fueron encontradas en el 72 % de los abortos es-
pontdneos.’ Estas serfan alteraciones a nivel de los
cromosomas X-Y-13-16-18-21 y 22. En este caso
la técnica del DGP o PGD pasa a llamarse diag-
néstico genético preimplantatorio de screening de
aneuploidias (DGP-AS) o simplemente screening
genético preimplantatorio (SGP), cuya sigla en
inglés es PGS (preimplantation genetic screening).
Mientras tanto, el término DGP o PGD se limita
(y de hecho estd siendo utilizado con éxito a ese
fin) al método de diagnéstico prenatal utilizado
para la investigacion de enfermedades monogéni-
cas y para seleccién de sexo en enfermedades li-
gadas al mismo, pero su éxito en el screening de
aneuploidias (SGP) debe ser todavia probado.

Resulta interesante tener presente que estas
técnicas biomédicas no aseguran el nacimiento
de un ser sano, sino que sus resultados se utili-
zan, de alguna manera, para minimizar la posibi-
lidad de ocurrencia de un evento adverso para el
cual la pareja en cuestién tiene riesgo real. Esto
se debe a que, como se aclar6 anteriormente, el
método lo que hace es estudiar la anomalia en
riesgo y no todo el complemento cromosémico
ylo genético del pre-embrién.*
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Desarrollo

A continuacién pasaremos revista de las cues-
tiones técnicas que tienen que ver con el proce-
dimiento; seguidamente haremos mencién de las
principales indicaciones a las que da lugar el mismo.

Aspectos técnicos

Si bien se describe en teoria la posibilidad de
recuperar embriones originados en el seno mater-
no con lavados uterinos, en la prictica lo aconseja-
ble es obtenerlos mediante los procedimientos de
fertilizacién in vitro. Hay quienes concretamente,
y en términos pricticos, recomiendan utilizar el
procedimiento ICSI (intracitoplasmatic sperm in-
jection) con el objeto de minimizar los riesgos de
contaminacién con células ajenas. De esta manera,
el operador se asegura inyectar un solo esperma-
tozoide en cada uno de los ovocitos desprovistos
de células de la granulosa y lavados. Veremos mds
adelante que tanto la FIV convencional (fertiliza-
cién in vitro) como el ICSI pueden ser aceptados,
dependiendo de la metodologia de andlisis a efec-
tuarse para hacer el diagnéstico genético.

Previo a la realizacién de la técnica propia-
mente dicha, debiera ser supervisada toda la ru-
tina aplicada en los procedimientos de FIV, in-
cluyendo los medios y las condiciones de cultivo.®
El método por el cual se tomard la muestra para
el andlisis preimplantatorio dependerd tanto de
la infraestructura como de la experiencia con que
cuente el centro de FIV que llevard adelante el pro-
cedimiento. Asi, tenemos que la técnica o biopsia
se puede aplicar tanto sobre el cuerpo polar del
ovocito como sobre el pre-embrién propiamente
dicho, ya sea a nivel del estadio de cigoto hasta
morula avanzada o en el estadio de blastocisto. La
apertura de la zona peliicida o de la membrana de
fertilizacién se puede realizar de varias maneras,
a saber: en forma mecdnica (tratando de cortarla
con la ayuda de una pipeta), quimica (utilizando
una sustancia dcida para disolver una parte de ella,
generalmente dcido Tyrodes) o fisica (en la cual
se direccionan disparos de rayo ldser hacia la re-
gién que se desea lesionar modulados a través del
sistema 6ptico del microscopio).* Dichos procedi-

mientos se encuentran ilustrados en la Figura 1.

Figura 1. Esquema de la apertura de la membrana de
fertilizacion en forma mecdnica (a), quimica (b) y flsica
(c), (modificado sin autorizacion del Manual de la Red-
Lara, 2006).4

@ =@

(a) (®) (©

Tipos de biopsia embrionaria
Existen varios tipos de biopsia embrionaria:

1. Biopsia del cuerpo polar (CP)

Es una técnica que cada vez resulta de menor im-
plementacién prictica dado que los resultados de
la misma son relevantes solamente cuando es la
mujer quien presenta riesgos de anomalias cro-
mosémicas o genéticas. La base de la biopsia del
CP se fundamenta en que la mayoria de las aneu-
ploidias humanas se producen en la primera divi-
sién meidtica del ovocito, asi el andlisis del primer
cuerpo polar (1CP) permitirfa la identificacién
de la mayoria de los desequilibrios cromosémicos
de origen materno (Figura 2). Por otro lado, es
sabido que el ovocito posee cierta capacidad de
reparar estos errores como asi también de cometer
nuevos errores durante la reactivacion de la meio-
sis; esto serfa en el transcurso de la fecundacidn, la
formacién y la expulsién del segundo cuerpo polar
(2CP). Es por este motivo que también se analiza
el 2CP. Asi, en un programa de FIV el 1CP puede
ser removido del ovocito en el mismo dia de la
puncién entre las 36 y 42 horas post inyeccién
de la hormona gonadotrépica coridénica humana
(hCG).” El 2CP puede ser removido del cigoto
entre las 18 y 22 horas postinseminacién; de he-
cho, tanto el primero como el segundo CP pueden
ser removidos simultdneamente para su estudio,
pero debe tenerse en cuenta que el 1CP degene-
ra el dia 1 post-inseminacién.®'* Con meros fines
organizativos, la remocién secuencial de los CP se
puede realizar el dia 0 (CP1) y el dia 1 (CP2). Este
sistema es recomendable para realizar el andlisis
de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) en
el estudio de enfermedades monogénicas de origen

materno,' el cual se detallard mds adelante.
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La apertura de la zona peltcida se puede reali-
zar bajo la forma mecdnica o fisica. No seria acon-
sejable hacerlo en forma quimica, pues se sabe que
el dcido Tyrodes altera las fibras del huso meié-
tico.? Los CP se retiran del ovocito-cigoto con la
ayuda del micromanipulador anexado al micros-
copio invertido bajo un aumento de 400 veces.

Figura 2. Representacion esquemdtica de la meiosis
normal del ovocito y de la ocurrencia de tres tipos de
segregaciones anormales halladas en la metafase II:
i.e. la no-disyuncion cromosémica rotal, la separacion
cromatidica desbalanceada y balanceada. Los errores
potenciales de la segunda division meidtica no estdn re-
presentados en la figura (modificado sin autorizacién
de Pellestor y col., 2005)."
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2. Biopsia en estado de cigoto hasta mérula avan-
zada

Si bien este procedimiento se podria realizar
en cualquier momento del desarrollo embriona-
rio, el estadio de 6 a 8 células (dia 3 post-insemi-
nacién) es el més utilizado por los laboratorios.?
El fundamento de esta situacién se halla en el
hecho de que un porcentaje reducido de los ci-
gotos llega hasta este estadio (menos del 40 %) y
también porque brinda el suficiente tiempo para
realizar la transferencia de los embriones selec-

cionados luego de los resultados. +12

Previo a la biopsia, los pre-embriones pueden
ser colocados en un medio adecuado para debilitar
las uniones celulares (generalmente se utiliza un
medio libre de calcio y magnesio) a temperatura
ambiente. Tanto la Red Latinoamericana de Re-
produccién Asistida (Red Lara)* como la Sociedad
Europea de Reproduccién Humana (ESHRE)?
plantean ciertas indicaciones que resultan de gran
importancia para disminuir la posibilidad de con-
fusiones en los resultados. Por ejemplo, algunas
de estas pautas serfan la perfecta rotulacién de las
placas de cultivo donde se encuentran los pre-
embriones (de ser posible, uno por placa) como
asi también de los recipientes donde se deposita la
muestra a analizar. De este modo, los resultados del
estudio son especificos para ese pre-embrién per-
fectamente identificable. También recomiendan
remover todas las células del cimulus oophurus
y los espermazoides que hallan quedado rodeando
al pre-embrion, puesto que ambos pueden conta-
minar la muestra tanto si se utiliza el andlisis por
hibridacién in-situ fluorescente (FISH), por hibri-
dacién genémica comparativa (HGC) o por Reac-
cién en cadena de la Polimerasa (PCR). También
se sugiere tener a disposicién los medios secuen-
ciales hasta el quinto dfa post-inseminacién.

Con respecto a la metodologia de andlisis a
realizarse para el diagnéstico genético (FISH o
PCR), debemos tener en cuenta que el tipo de
inseminacién es de vital importancia. Asf se tie-
ne que si el andlisis es por PCR, se recomienda
utilizar la técnica de inyeccién espermdtica intra-
citopldsmica (ICSI) para reducir la posibilidad de
contaminacién paterna de espermatozoides adhe-
ridos a la membrana de fertilizacién y también de
nicleos espermdticos no-descondensados cerca-
nos a las blastémeras. Si el andlisis serd por FISH,
tanto el ICSI como la inseminacién convencional
son aceptados.

El niimero de blastémeras a analizar, tanto un
minimo como un méximo, es un tema bastan-
te controversial en la literatura. Podriamos decir
que en la actualidad no hay consenso sobre la
cantidad de blastémeras que se pueden remover
sin alterar la viabilidad del embrién. La decisién
de remover una o dos células estd determinada
por diversos factores, incluyendo el nimero de
células que posee dicho pre-embrién y la preci-
sién y fiabilidad del resz de diagnéstico que se

_created with

' nitro™*

professional

download the free trial online at nitropdf.com/professional



66

Reproduccién - Vol 24 / N° 2 / Junio 2009

vaya a utilizar.? En un trabajo de reciente publi-
cacién se trat6 de probar si existen diferencias en
extraer una o dos blastémeras de embriones de
dia 3 (compuestos por 6 a 8 células), realizando
el DGP-SGP por FISH y PCR, tanto midiendo
la eficacia del método diagnéstico como el even-
tual perjuicio en el desarrollo embrionario y los
recién nacidos. Fueron incluidos 592 ciclos efec-
tuados con la técnica ICSI. Lo interesante de este
trabajo es que se encontraron diferencias signi-
ficativas en el desarrollo embrionario (la extrac-
cién de dos blastémeras alteraria el potencial del
desarrollo embrionario) y en la eficiencia del mé-
todo diagnéstico por PCR (la extraccién de dos
blastémeras ofrece una mayor eficiencia en dicho
método), pero, sin embargo, no se hallaron dife-
rencias tanto en la eficiencia del DGP-SGP por
FISH como en el nimero de recién nacidos."

El hecho del especial interés en analizar dos
blastémeras se basa en el evento conocido como
mosaicismo embrionario, el cual consiste en
una situacién de frecuente aparicién en la que
el contenido cromosémico no es igual en todas
las células que conforman al pre-embrién.'>'¢ La
meta perseguida subyacente a esta idea serfa po-
der minimizar el riesgo de haber obtenido una
célula anormal y detectar cuando se estd frente a
un mosaicismo embrionario.!

El orificio por donde se van a extraer las blas-
témeras se puede efectuar por medio de cualquie-
ra de las tres opciones que han sido mencionadas
ut supra,” pero se ha visto que la utilizacién del
ldser como método fisico para lesionar la mem-
brana de fertilizacién genera menos blastémeras
lesionadas y, en consecuencia, pudiera ser con-
siderado mds inocuo para la sobrevida del pre-
embridn; por otro lado, el método resulta ser en
la practica de mayor facilidad de uso que el 4cido
Tyrodes' pues en un solo paso permite la aspira-
cién de la blastémera. Asimismo, si hubiera que
realizar una nueva biopsia al embrién debido a
la pérdida de la blastémera o ante la evetualidad
de no haber hallado nucleo en la misma, se reco-
mienda utilizar el mismo orificio por donde se
extrajo la primera muestra.?

Figura 3. Biopsia de un pre-embrién en dia 3 post-in-
seminacion: a) pre-embrién de 8 células, b) pre-embrion
con una aguja sujetadora (izquierda) y con una aguja
para perforar la membrana de fertilizacion (derecha), c)
extraccion de la blastémera, y blastémera biospiada con
un tinico niicleo (flecha), (modificado sin autorizacion de
Ogilvie y col, 2005).*'

(2) () (©) (@)

3. Biopsia en estado de blastocisto

Si se opta por este estadio del desarrollo em-
brionario para efectuar la extraccién celular, la
misma se realiza en el dfa 5 a 6 de cultivo post-
inseminacién. En este momento el embrién pue-
de tener hasta 300 células, presenta la cavidad
blastocélica o blastocele, el trofoectodermo y
la masa celular interna.? En este caso se obtiene
una pequena proporcién del trofoectodermo para
el andlisis citogenético. Debido a la demora que
conlleva dicho diagnéstico, lo que se hace es crio-
conservar los embriones hasta el momento de ser
transferidos, hecho que se efectia una vez descar-
tada la patologfa en cuestidn, seleccionando el/los
embriones libres de dicha anomalia.

Analisis de las células obtenidas

El andlisis genético de las muestras celulares
obtenidas puede realizarse utilizando como técni-
cas: PCR, FISH o CGH.

La PCR se utiliza para el diagnéstico de enfer-
medades monogénicas'>?' (por citar un ejemplo,
en el estudio de mutaciones multiples en el gen de
la fibrosis quistica)."”

Las técnicas de FISH y HGC se introdujeron
para la identificacién de los cromosomas sexuales
en la determinacién del sexo embrionario,'® asf
como para el estudio de anomalfas estructurales.”

1. PCR

Es una técnica muy sensible, pero requie-
re condiciones de trabajo estrictas para evitar la
contaminacién con ADN exdgeno, haciéndose
necesario utilizar el ICSI como método de inse-
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minacién de los ovocitos. Bdsicamente, consiste
en realizar la amplificacién de una secuencia de-
terminada de ADN (primers). En los inicios de
esta técnica se presentaron ciertos inconvenientes,
como por ejemplo la amplificacién de errores pro-
pios de la técnica. Esta cuestion se solucioné con
la utilizacién de primers especificos, logrindose
un aumento en la sensibilidad del método.” Otro
inconveniente que surgié generando diagndsticos
erréneos fue lo que se conoce como la no-amplifi-
cacién de un alelo en una dnica célula (ADO, del
inglés allele drop-out), hecho que se puede detectar
en individuos heterocigotos. Esta es una situacién
diferente a otra que también puede presentarse en
este tipo de andlisis, y que se conoce como am-
plificacién alélica preferencial, en la cual uno de
los alelos es amplificado por demds con respecto
al otro.?

Con la aparicién de un método mds sensible
de PCR por fluorescencia tanto el ADO como la
amplificacién alélica preferencial han podido ser
detectados, pero continda existiendo el problema
de la contaminacién con ADN fordneo. Existe
otro método de PCR llamado PCR-multiplex
que trabaja amplificando dos o mds secuencias de
ADN. Esta alternativa presenta las mismas venta-
jas que el método por fluorescencia, pero también
permite marginar el ADN contaminante.?

2. FISH

Constituye el método més frecuentemente uti-
lizado para el andlisis del complemento cromosé-
mico de las blastémeras.

Una vez fijado el nicleo de la célula sobre un
porta, mediante el método de Tarkowski,® se
pueden usar sondas de ADN marcadas con fluo-
rocromos especificos que permitirin poner de ma-
nifiesto los diferentes cromosomas analizados.

El niimero y tipo de sonda de FISH a utilizar
dependerd de la indicacién. Asi, existen solamente
dos (X e Y) cuando el objetivo es la seleccién de
sexo, sondas especificas para el caso de las translo-
caciones y dos o tres sondas de hibridacién para
5 a 10 cromosomas distintos analizados con una
eficacia aceptable para el caso del PGS.

Como se dijera anteriormente, el nimero de
blastémeras sometidas al andlisis genético por
cada pre-embrién varfa, segin los distintos gru-
pos, de una a dos. En las series mds largas se ha

descrito, para el anilisis de una sola blastémera
por FISH, un nivel de error del 6%. Este serfa
atribuible al mosaicismo, fenémeno bioldégico que
hace que el PGS en estadio de 8 células no sea to-
talmente fiable. Un estudio realizado sobre 5 FIV
en pacientes menores de 38 afios observa que el
porcentaje de embriones mosaicos en dia 3 es del
57% y encuentra que la constitucién cromosémi-
ca de estos embriones estd sujeta a cambios duran-
te el desarrollo a estadio de blastocisto.!?

Figura 4. Determinacion del sexo embrionario a través
de FISH con la utilizacidn de marcadores especificos para
el centrémero del cromosoma X (verde), Y (rojo), y 18
(azul): a) hibridacién de cromosomas en metafase mar-
cados con diamidinophenylindole (DAPI); b) interfase
del nilcleo marcados con DAPL.Se observa un cariotipo
masculino (modificado sin autorizacién de Ogilivie y col,
2005).*

(2) (®)

3. CGH

Esta técnica es similar al FISH, ya que es otra
manera de identificar alteraciones cromosémicas.
En este proceso, después de la amplificacion del
ADN de una tnica célula, se pueden identificar
todos los cromosomas.?* El ADN se marca con un
fluorocromo, por ejemplo, el rojo, y se mezcla con
otro ADN de una muestra control preamplificado
y marcado con otro fluorocromo, el verde, con el
cual se compara. La mezcla se aplica a una metafa-
se extendida en un porta-objetos y se cuantifican
los rangos de color.

La ventaja de la CGH sobre el FISH es que
con esta técnica se puede analizar todo el comple-
mento cromosémico. Del producto sobrante de la

amplificacién genémica total que no es utilizado
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para la CGH, se pueden analizar mutaciones de
genes especificos mediante PCR multiplex, con lo
cual se estudiaria conjuntamente la aneuploidia
y una determinada enfermedad con riesgo de ser
transmitida a la descendencia a partir de una tni-
ca célula biopsiada.”!

La CGH tiene como desventaja que no permi-
te detectar poliploidias ni translocaciones balan-
ceadas.” Otra desventaja serfa que los protocolos
publicados hasta la fecha son poco pricticos y la-
boriosos, lo cual hace que en forma prictica sean
escasamente aplicables en la clinica reproductiva®

Este proceso requiere de 72 horas, por lo que
se realiza principalmente en el CP para el and-
lisis materno, debido a que se cuenta con cinco
dfas hasta la transferencia embrionaria. La CGH
aplicada en las blastémeras obtenidas en dia 3 re-
quiere, por tanto, la congelacion del embrién y la
transferencia en un ciclo posterior. Se sabe que el
rango de supervivencia de estos embriones biop-
siados es extremadamente bajo (54%)."%

Indicaciones

Ademds de aplicarse en parejas con riesgo de
concebir un hijo con una enfermedad genética, el
DGP abrié la puerta a una serie de indicaciones
genéticas que nunca se contemplaron en el diag-
néstico prenatal, algunas de ellas cuestionadas
desde el punto de vista ético e incluso motivo de
cambio en las legislaciones de diversos paises.

La técnica puede aplicarse a enfermedades de
aparicién tardia como el Alzheimer, como tam-
bién a pacientes con genes predisponentes al cdn-
cer: BRCA-1, BRCA-2, Li-Fraumeni, neurofibro-
matosis 1 y 2.

Una nueva indicacién en debate es la seleccién
de embriones segtin su antigeno leucocitario hu-
mano (HLA), de modo tal que los nifios nacidos
de estos ciclos de DGP pueden ser donantes de cé-
lulas madres para un hermano enfermo. El primer
caso fue descripto por Verlinsky en el ano 2001%
y se realizd en una familia con un nifio afectado
de anemia de Fanconi donde se seleccionaron
embriones no afectados y con HLA compatibles.
También se indica en incompatibilidad sanguinea
y malformaciones congénitas.> 4

En toda pareja en la que se considera la posibi-
lidad de aplicar el DGP se debe brindar informa-

cién minuciosa sobre los siguientes puntos:*?’

1. Los riesgos asociados con los procesos de IVF.

2. La opcién de elegir no proceder con la IVF y
el DGP.

3. Los riesgos asociados con la biopsia embriona-
ria y el cultivo extendido.

4. Para los portadores de desérdenes autosémicos
y ligados al cromosoma X, los patrones rele-
vantes de herencia y el impacto del desorden
en la calidad de vida de un hijo afectado.

5. Para los portadores de translocaciones cromo-
sémicas balanceadas u otras anomalias cromo-
sémicas estructurales, una revisién de los posi-
bles patrones de separacién durante la meiosis
y el mayor riesgo de concebir hijos que tengan
una composicién cromosémica no balancea-
da.

6. Las limitaciones técnicas del DGP, incluyendo
el riesgo de diagndstico erréneo y la necesidad
de subsiguientes pruebas de diagnéstico prena-
tal por medio de la biopsia de las vellosidades
coridnicas o la amniocentesis para confirmar
los resultados obtenidos con el DGP.

7. Las opciones relacionadas con las pruebas de
diagnéstico prenatal y sus riesgos asociados.

8. La posibilidad de que ningin embrién pueda
ser transferido si todos estdn afectados y de
que los embriones no afectados que portan el
desorden recesivo o el ligado al cromosoma X
puedan ser transferidos.

9. La disposicién de los embriones en los que
las pruebas no dieron resultados concluyentes
adn.

10.La disposicién de los embriones no transferi-
dos: descarte, criopreservacion, investigacién o
donacién.

Edad materna avanzada

Son muchas las causas que explican la dismi-
nucién de la fertilidad en las mujeres con una
edad reproductiva avanzada. Intervienen una serie
de factores como la baja receptividad endometrial,
pero sobre todo la alta incidencia de aneuploidias
ovocitarias debido a los defectos en el proceso de
reduccién meidtica.?® Estas alteraciones cromosé-
micas conducen a una baja tasa de implantacidn,
una alta incidencia de abortos tempranos y un
mayor riesgo de nifios nacidos con patologia cro-
mosdémica, tanto en embarazos concebidos natu-
ralmente como en aquellos de alta complejidad.?
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Entre el 15-20% de los ovocitos humanos
presentan anomalias cromosémicas debidas a las
fallas durante la meiosis, en especial la no disyun-
cién de un cromosoma y la separacién prematura
de las cromdtides. En este sentido, el efecto de la
edad materna avanzada (mayores de 35 afos) en
la incidencia de aneuploidias estd claramente evi-
denciado en los estudios realizados en el ovocito,
CP1 y CP2, llegando a ser de hasta un 52%.%

La seleccién de embriones a través del DGP
en este grupo de pacientes permite mejorar las
tasas de gestacion, si bien el principal objetivo
del tratamiento es conseguir que sean gestaciones
evolutivas con nacimientos de nifios sanos.** No
obstante, los estudios prospectivos randomizados
con que contamos hasta el momento actual no
son concluyentes a ese respecto.’2

Aborto recurrente

Se define al aborto de repeticién o recurrente
como la pérdida de dos o mds embarazos espontd-
neos consecutivos. Los factores responsables pue-
den ser muy diversos, aunque en muchos casos,
estos abortos son de origen desconocido.?

No obstante, la mayoria de los abortos es-
pontdneos se deben a la presencia de alteraciones
cromosdémicas en el embrién. De hecho, més del
50% de los abortos producidos en el 1° trimestre
de gestacion son consecuencia, especialmente, de
alguna alteracién en los cromosomas 13, 15, 16,
18,21,22,XeY.*

La mayoria de las concepciones que son abor-
tadas esponténeamente son aneuploides. Cierta-
mente, el SGP de embriones de mujeres con AR ha
demostrado una alta prevalencia de aneuploidia,
independientemente de la edad de la mujer.”

La finalidad del DGP en este grupo de pa-
cientes consiste en seleccionar embriones nor-
males para los cromosomas analizados y, con
ello, aumentar las posibilidades de conseguir una
gestacion a término.*** Sin embargo, todavia se
producen abortos, quizds debido a alteraciones
en cromosomas no estudiados. Esto implica la ne-
cesidad de estudiar, en un futuro inmediato, un
mayor nimero de cromosomas.*’

Falla reiterada de implantacién
Corresponde a pacientes que acumulan 3 o mds
ciclos de FIV con transferencia de embriones de

buena calidad y sin éxito. Las causas pueden ser
multiples y no estin muy bien definidas, pero lo
cierto es que algunas de ellas estdn relacionadas
con el propio embrién, ya que se ha demostrado
que estas pacientes muestran en elevado niimero
de embriones con anomalias cromosémicas. En
un estudio realizado con 205 embriones el 72,2%
de los mismos eran anormales, siendo las aneu-
ploidias, con un 50,2%, las alteraciones mds co-
munes.*® En el Instituto Valenciano de Infertilidad
(IVI), apostando por el DGP como estrategia para
mejorar el prondstico en este grupo de pacientes,
la tasa de embarazos ascendié al 32,2% vy la tasa
de implantacién al 23,5%. Estos resultados son
similares a otros autores.?*

Factor masculino severo

El factor masculino grave si constituye un gru-
po especial en el que el ICSI puede representar
una via de transmision de anomalias.*

Pareciera haber una mayor incidencia de alte-
raciones numéricas, sobre todo de cromosomas
sexuales y estructurales, tanto de novo como trans-
mitidas por el padre. En los estudios cromosémi-
cos de espermatozoides mediante FISH en este
grupo de pacientes que presentan un cariotipo
normal se observa un significativo aumento de
aneuploidias por fallo en la disyuncién de sus ga-
metos, especialmente en los cromosomas sexuales
y en el cromosoma 21.%

Existe un alto porcentaje de mosaicismo en
los casos extremos como las azoospermias se-
cretoras, en comparacién con los casos de in-
fertilidad mds leves,® que es causa de fallas de
implantacién y de abortos. El uso del DGP
ayuda a seleccionar embriones con viabilidad
potencial,* aunque sus resultados atin no son ca-
tegdricos y algunos autores estdn en desacuerdo.”

Alteraciones numéricas de los cromosomas
sexuales

Desde el punto de vista de la patologia clinica
los defectos asociados a alteraciones de los cromoso-
mas sexuales suelen ser menos graves que los de los
cromosomas autosémicos. Ademds, la alta frecuen-
cia de mosaicismo en estos pacientes, minimiza los
efectos que tienen sobre el desarrollo del individuo.

Las alteraciones en los cromosomas sexuales se
observan con mayor frecuencia en pacientes que
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acuden a los centros de reproduccién ya que, en
menor o mayor grado, tienen problemas de in-
fertilidad, excepto en el sindrome XYY, y riesgo
de transmisién a la descendencia. Diferentes es-
tudios confirman que los espermatozoides de los
pacientes con sindrome de Klinefelter presentan
mayor incidencia de alteraciones en los cromoso-
mas sexuales.

Anomalias estructurales

En la mayoria de los casos se producen espon-
tdneamente en algin momento de la gametogéne-
sis por un fallo en la meiosis del espermatozoide o
del 6vulo, aunque los padres presenten cariotipos
normales. Pese a existir otras anomalias mds com-
plejas, las detectadas con mayor frecuencia en los
progenitores son las translocaciones equilibradas
reciprocas (1,3%), las robertsonianas (0,6%) y las
inversiones (0,2%).

Los individuos portadores de reorganizaciones
cromosémicas equilibradas presentan un elevado
riesgo de tener abortos (30%) o descendencia con
malformaciones. En los casos de parejas portado-
ras de translocaciones robertsonianas el estudio de
FISH permite diferenciar los embriones equilibra-
dos o normales de los embriones desequilibrados
para alguno de los cromosomas implicados.”

Enfermedades con herencia
ligada al cromosoma X

Hoy en dia, los avances en biologfa y genética
molecular permiten identificar en muchas
ocasiones el gen exacto del cromosoma en el que
se produce la enfermedad, con la posibilidad de
determinar la mutacién mediante PCR.

Cuando no es posible identificar con exacti-
tud el gen o la mutacién dentro del gen, se puede
seleccionar el sexo del embrién mediante FISH y
evitar la transmisién de la enfermedad a la descen-
dencia. Algunas de las principales enfermedades

abordadas son:

* Sindrome del X frdgil

¢ Distrofia mioténica de Duchenne

¢ Distrofia mioténica de Becker

e Adrenoleucodistrofia

* Mutacién en el receptor de andrégenos
¢ Hemofilia

¢ Sindrome de Hunter

Enfermedades monogénicas

Son las que presentan mutaciones de un dGnico
gen con riesgo aumentado de ser heredados por la
descendencia. Existen alrededor de 6.000 enfer-
medades monogénicas descritas y comprende los
tres tipos de herencia mendeliana. Es sobre estas
enfermedades donde se usa con mayor éxito el
DGP,**? siendo las principales las siguientes:

Autosémicas dominantes:

¢ Distrofia mioténica de Steinert

Enfermedad de Huntington

Enfermedad de Charcot-Marie-Tooth

* Poliquistosis renal AD

¢ Sindrome de marfanemia hemolitica de Perth

Autosémicas recesivas:

* Fibrosis quistica

* Atrofia muscular espinal

* Talasemia

* Anemia de células falciformes

* Inmunodeficiencia combinada grave incompa-

tibilidad Rh

Limitaciones del DGP

Existen varias razones que pueden explicar este
hecho. El diagnéstico preimplantacional es una
técnica que, aunque en desarrollo, tiene sus limi-
taciones.

Hay que tener en cuenta el alto grado de mo-
saicismo que presentan los embriones en estadio
de divisién. 44

Ademis, los estudios publicados estdn referi-
dos a una muestra muy pequefia donde el grupo
control en la mayorfa de estos estudios estd for-
mado por mujeres jévenes y fértiles que utilizan
el DGP para selecciéon de sexo, mientras que los
grupos de estudio son pacientes de alto riesgo de
aneuploidia y utilizan el PGS para incrementar su
tasa de embarazo.

La mayorfa de las pacientes que se someten
a un PGS reciben embriones en estadio de blas-
tocisto y muchos estudios no hacen referencia a
la calidad o estadio de los embriones del grupo
control.

Por tltimo, los estudios utilizan diferentes tec-
nologfas tales como el andlisis de distinto nimero
de cromosomas por FISH y las biopsias difieren
en cuanto a dias, nimero de células biopsiadas y
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técnicas para efectuar las mismas, tal como hemos
podido comprobar con los datos publicados por el
ESHRE PGD Consortium.? La técnica de biopsia
elegida por los distintos grupos estd cambiando y
en estos momentos es el ldser la técnica mayorita-
riamente aplicada.

Conclusiones

Si bien la técnica del DGP se origina en los
laboratorios de reproduccién asistida, puesto que
el screening de aneuploidias puede ser considerado
el mejor método de seleccién embrionaria, la ma-
yoria de las indicaciones del procedimiento surgen
del riesgo genético aumentado, ya sean parejas fér-
tiles o infértiles. Asi, el DGP se constituye en una
alternativa vilida dentro del diagnéstico prenatal
con el fin de evitar el nacimiento de ninos con
alteraciones genéticas que podrian ponerse de ma-
nifiesto en la etapa post-natal temprana o tardia-
mente durante la vida adulta.

Pero debemos considerar asimismo que no es
menos importante estimar el riesgo genético re-
productivo, ya que el éxito de un tratamiento de
fertilizacién asistida dependerd, en Gltima instan-
cia, de la obtencién de embriones libres de afec-
cién genética para poder ser transferidos. Esto se
basa en el conocimiento de la alta tasa de aneu-
ploidias en ovocitos y espermatozoides, por lo que
se estima que aproximadamente el 50% de los
embriones preimplantados tienen anomalias cro-
mosémicas, a pesar de derivar de parejas jévenes
con cariotipos normales.

En los dltimos afnos la reproduccién asistida
avanzé a pasos agigantados sobre distintas técnicas
que contribuyen a solucionar los numerosos y fre-
cuentes problemas de la infertilidad. Ya no se limi-
tan a conseguir un embarazo, sino que persiguen
asegurar el nacimiento de nifios sanos. En este
sentido, el diagndstico genético preimplantacio-
nal constituye uno de los avances mds atractivos y
con mayor proyeccién dentro de la reproduccién
asistida, si bien todavia esta en evolucién.

El conocimiento del genoma humano per-
mitird, en un futuro préximo, localizar la causa
genética de la mayoria de las enfermedades y, en
consecuencia, realizar un estudio mds exhaustivo
sobre el embrién que se ha de transferir.
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