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El diagndstico genético preimplantacional per mite seleccionar embriones
sanos e incrementar latasa de gestacion

Preimplantational genetic diagnosis allows to select the healthy embryos and
Increase pregnancy rates
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Resumen:

Objetivo: Analizar retrospectivamente los resultados obtenidos en los ciclos de FIV/ICS con
Diagndstico Genético Preimplantacional (DGP) realizados en ZYGOS durante el afio 2005. Material
y Métodos:. Se estudiaron un total 226 preembriones procedentes de 21 ciclos realizados en 15 pare-
jas con diferentes patologias: Grupo A: Abortos de repeticion o fallos de implantacion; Grupo B:
Anomalias cromosdmicas estructurales; Grupo C: Portadoras de enfermedades monogénicas. Las va-
riables a estudio fueron: n° de embriones obtenidos, n° de embriones que alcanzaron €l dia +3, por-
centaje de embriones sanos/afectados y tasa de implantacion por transferencia. Resultados: Se obtu-
vieron un total de 226 preembriones, de los que 191 (84.5%) alcanzaron €l dias +3 del desarrolloy
186 fueron biopsiados. Tan solo 49 (26.34%) eran sanos para el estudio realizado mientras que el

137 (73.66%) presentaban alteraciones genéticas. La tasa total de implantacion por transferencia fue
del 35%. Conclusiones: EI DGP es una técnica gque permite testar geneticamente los embriones antes
de ser transferidos al (tero materno y seleccionar aquellos que estan libres de la enfermedad a estu-
dio. El nimero tan elevado de embriones que siendo genéticamente anormales alcanzan el dia + 3,
con morfologia aparentemente normal y que hubieran sido transferidos de no realizarse el DGP, debe
hacer reflexionar sobre la posibilidad de estar transfiriendo embriones con anomalias cromosomicas
en aquellas parejas que por no presentar patologia que lo justifique, no serealiza el DGP y, en con-
secuencia, considerar la importancia de que este estudio se realice de forma sistematica en las técni-
casde FIVoFIV/ICS
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Summary:

Objectives: Retrospective analysis of the results obtained in IVF/ICSl cycles with Preimplantational
Genetic Diagnosis (PGD) performed in ZYGOS during 2005. Materials y Methods: A total of 226
embryos from 21 cycles performed in 15 couples with different pathologies, were studied by PGD:
Group A: Recurrent spontaneous abortion or implantation failure; Group B: Structural chromosomal
anomalies; Group C: Carriers of monogenic disease. The study variables were: number of embryos
obtained, number of embryos that reached day 3, percent of normal/abnormal embryos and implanta-
tion rate per transfer. Results: A total of 226 embryos were obtained of which 191 (84.5%) reached
day 3 and 186 were biopsied. Only 49 (26.34%) were normal while 137 (73.66%) had genetic ano-
malies. Implantation rate per transfer was 35%. Conclusions: PGD is a technique that allows to ge-
netically test embryos before they are transferred to the uterus and select those embryos that are de-
void of the genetic abnormality studied. The relatively high number of genetically abnormal embryos
that reached day 3, with apparent normal morphology, that would have been transferred if PGD were
not performed, should make us reflect over the possibility of transferring genetically abnormal embr-
yos in those couples that because they do not present a specific indication, do not undergo PGD and,

as a result, the importance of performing PGD in a systematic way in IVF or IVF/ICS, should be

considered.
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INTRODUCCION

Se estima que més del 65% de las gestaciones no
evolutivas durante el primer trimestre, se deben a al-
teraciones cromosomicas del embrién, por lo que €l
aborto espontédneo debe considerarse como un meca-
nismo natural de seleccién de la especie. Pero la na-
turaleza no siempre es capaz de impedir la evolucién
de estos embarazos, dando lugar al nacimiento de ni-
fios con anomalias cromosdmicas 0 genéticas, respon-
sables de alteraciones morfol dgicas, estructurales o
funcionales que, pudiendo ser compatibles con la vi-
da, tendran repercusion sobre su salud en diferentes
etapas dependiendo de la naturaleza y del nimero de
genes implicados como sucede en la fibrosis quistica,
epidermolisis ampollosa, distrofia muscular de
Duchenne, enfermedad de Werdnig Hoffmann, sin-
drome de Down, retinosis pigmentariay otras.

Por esta razdn, personas con historia familiar de
enfermedad monogénica/poligénica tienen un riesgo
“elevado” de transmitir esta condicion a sus descen-
dientes.

La esterilidad o infertilidad de causa genética que
se manifiesta clinicamente por fallos de implantacién
0 abortos recurrentes, suele ser secundaria a anomali-
as cromosomicas por alteracion en la meiosis de los
gametos. Un gjemplo de estas aberraciones se produ-
ce cuando uno de los progenitores es portador de una
alteracion equilibrada (inversion, translocacion), en la
gue, pese a mantener completa su informacion genéti-
ca, muestran una distribucién anormal de ese mate-

rial, pudiendo ser la causa de una meiosis anormal.
Cuando la mutacién génica altera la unién de los cro-
mosomas en la profase de la primera division meioti-
ca, se origina un blogqueo madurativo o gametos anor-
males, generando embriones con alteraciones que
frecuentemente finalizardn en abortos o fallos en la
implantacion (1, 2).

Las cromosomopatias por alteraciones estructura-
les equilibradas que afectan a cromosomas homélo-
gos, pueden ocasionar abortos o nifios vivos con alte-
raciones cromosomicas, mientras que en las
translocaciones equilibradas entre cromosomas no
homadlogos, existe la posibilidad de que nazcan nifios
sanos o portadores de la alteracion.

La evidencia muestra que después de dos 0 mas
abortos, con productos genéticamente anormales, las
probabilidades de tener un embarazo & término con €l
nacimiento de un hijo sano, son escasas, 10 que puede
indicar la existencia de una causa recurrente en algu-
no de los miembros de la pareja, pero si |as alteracio-
nes son diferentes en distintos abortos, haria sospe-
char un problema de no disyuncién en alguno de los
miembros de la pargja (3).

En parejas con problemas de esterilidad que no
presentan anomalias en su material genético, mas de
un 60% de los embriones obtenidos en el laboratorio
de FIV son anormales, lo que puede explicar |a pérdi-
da precoz de embarazos o el porcentgje tan bajo de
fertilidad en estas mujeres.

Hasta hace poco tiempo, estas parejas tenian como
opciones reproductivas la gestacion espontanea con

294 - El diagnostico genético preimplantacional

Vol. 23- n° 5 - Septiembre-Octubre 2006




estudio prenatal mediante amniocentesis o biopsia co-
rial y, en caso de afectacion fetal, optar por el aborto
terapéutico o bien realizar tratamientos de FIV con
gametos donados (4).

El desarrollo de la técnica de Diagnéstico
Genético Preimplantacional (DGP) afinales de los
anos 80, permite testar genéticamente los embriones
antes de ser transferidos al Gtero, y surge como una
alternativa al diagnostico prenatal y evitar recurrir al
aborto terapéutico, permite ademas conocer otras
causas de “dificultad para concebir”.

El DGP ofrece la posibilidad de diagnosticar ano-
malias cromosdmicas numéricas o estructurales, en-
fermedades monogénicas o ligadas a cromosomas se-
xuales y seleccionar embriones con dotacion genética
normal o libres de la enfermedad a estudio y permite
identificar embriones histocompatibles con terceros,
seleccionando aquellos que presentan un genotipo
HLA (aplotipo) compatible.

Para realizar el DGP es necesario recurrir a ciclos
de FIV y, en €l caso de enfermedades monogénicas ha
de procederse a FIV con microinyeccion espermatica
(ICsl) (5). Aunque la obtencién del material embrio-
nario se puede realizar en diferentes estadios de desa-
rrollo, frecuentemente se biopsian en el dia +3 posfe-
cundacién, cuando el embrién posee 5-10 células, lo
gue permite la extraccién de una o dos blastémeras (6,
7). En esta situacion, la informacion que se obtiene es
directa del embrion. Otra modalidad consiste en biop-
siar embriones en estadio de blastocisto (dia +5 de de-
sarrollo) extrayendo una pequefia porcion del trofoec-
todermo o masa celular interna. No existen evidencias
de que la biopsia embrionaria tenga un afecto negati-
vo sobre el embrion y su implantacion ya que esta for-
mado por células totipotenciales (8)

El DGP no excluye la realizacion del diagndstico
prenatal, pues aunque ofrece una alta fiabilidad diag-
nostica (falsos negativos < 1.5% debidos a la propia
técnica 0 mosaicismos del embrién), se aconseja rea-
lizar amniocentesis o biopsia corial (9, 10).

La experiencia de 500 ciclos de DGP para estudio
de translocaciones mostré una reduccion de al menos
cinco veces la tasa de abortos espontaneos, en estas
parejas comparados con ciclos anteriores sin DGP
(12).

OBJETIVOS

El objetivo del presente estudio fue analizar re-
trospectivamente los resultados de los ciclos de FIV
con DGP realizados en nuestro Centro durante €l afio
2005.

Se estudiaron las siguientes variables: nUmero de
preembriones obtenidos, n°® de embriones que se de-
sarrollaron hasta el dia +3, porcentaje de embriones
sanos y afectados, tasa de implantacion por transfe-
rencia.

MATERIAL Y METODO

Material

Se analizaron 226 preembriones procedentes de
21 ciclos de FIV-ICSI con DGP realizados en 15 pa-
rejas que se distribuyeron en tres grupos por patologi-
as. La edad media de la mujer era de 32.5 afios con
un rango 26-42.

Grupo A: Paregjas con abortos de repeticion o
fallos de implantacion

Serealizaron 9 ciclos a 7 paregjas de las que se ob-
tuvieron un total de 90 preembrionesy a los que se
les realizd estudio de aneuploidias (X, Y, 13, 15, 16,
17,18, 21, 22).

Grupo B: Paregjas con anomalias cromosdémicas
estructurales (translocaciones equilibradas)

Se estudiaron 89 preembriones obtenidos tras 8 ci-
closrealizado en 5 parejas con translocaciones equili-
bradas.
46XY t(11.22)(g23,911) 46XX der(13,14)(g10,q10)
46X X t(2,21)(g35,022) 46XX t(5,8)(q13,q24)
46X X t (2,7)(931,913)

Grupo C: Paregjas con enfermedades monogéni-
cas (distrofia mioténicay fibrosis quistica, neuro-
fibromatosis Tipo |)

Se estudiaron un total de 47 preembriones obteni-
dos en 4 ciclos realizados en 3 parejas.

M étodos

Se realiz6 la estimulacion ovérica segun protocolo
estandar mediante anélogos agonistas de GhnRH y go-
nadotropinas recombinantes. El “pico de LH” sein-
dujo con 10.000 Ul de hCG. Tras la aspiracion folicu-
lar transvaginal ecoguiada, bajo anestesia-sedacion,
se procedio alafecundacién. En el dia +3 de desarro-
Ilo, se realiz6 la biopsia embrionaria mediante una
solucién de &cido Tyrodes y a la extraccion de una o
dos blastomeras para el estudio del material genético
nuclear, mediante una micropipeta de aspiracion. El
material embrionario obtenido se procesd dependien-
do del estudio arealizar:

En casos de aneuploidias y anomalias estructura-
les se realizo estudio FISH: una vez extraida la blas-
témera se procedié a su lavado con solucién hipotoni-

\ol. 23- n° 4 - Septiembre-Octubre 2006

El diagndstico genético preimplantacional - 295




ca (1% citrato sodico + 6% de Albamina Sérica
Bovina o BSA) y fijacion sobre un portaobjetos de
vidrio con solucion de acido Acético:Metanol
(Carnoy) segun método de Tarkowski.

En enfermedades monogénicas se realizé la técni-
cade PCR: Se procedio al lavado de las células biop-
siadas en tres gotas sucesivas de 10 pl de Tampoén
Fosfato Salino (PBS) sin BSA y posteriormente fue-
ron depositadas en un tubo tipo “eppendorf”. La Ulti-
ma gota de lavado se coloco en otro eppendorf como
blanco de la PCR. Ambos tubos fueron congelados
con nitrogeno liquido hasta su procesado.

Durante el proceso de andlisis, los embriones per-
manecieron en el incubador con marcacion inequivo-
ca, con lafinalidad de transferir |os sanos.

Tras la transferencia embrionaria la fase |Gtea se
mantuvo con Progesterona micronizada.

RESULTADOS

En 21 ciclos realizados a 15 parejas se obtuvieron
226 preembriones. De ellos 191 (84.5%) alcanzaron
el dia +3 de desarrollo. Se biopsiaron 186 de los que
49 (26.34%) eran sanos para €l estudio realizado y
137 (73.66%) anormales. La tasa total de implanta-
cion por transferencia fue de 35% (Figura 1)

Analizando segun patologias:

Grupo A: Se obtuvieron un total de 90 preem-
briones de los que el 77.77% alcanzaron el dia +3. El
37.14% presentaban dotacion genética normal mien-
tras que el 62.86% eran cromosdmicamente anorma-
les (Figura 2). En una pareja no se obtuvieron em-
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Porcentaje de embriones que alcanzaron el dia +3y % de em-
briones normales, anormalesy tasa de gestacion por transfe-
rencia en la poblacion de estudio

briones sanos y, en las 6 restantes, se realizaron un
total de 8 transferencias de 17 embriones consiguién-
dose 3 gestaciones (tasa de implantacion / transferen-
cia 37.5%) (Figura 3)

Grupo B: Se obtuvieron 89 preembriones de los
que el 86.52% alcanzaron €l dia +3. El estudio gené-
tico identifico el 16.88% de preembriones libres de la
translocacion a estudio mientras que el 83.12% eran
portadores (Figura 2). Se realizaron 8 transferencias
de 12 embriones, consiguiéndose 2 embarazos (tasa
de implantacién / transferencia: 25%) (Figura 3)
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Porcentaje de embriones que alcanzaron el dia +3y % de em-
briones cuyo estudio genético resultd normal y anormal en las
diferentes patologias

100
20 -
G0 -
a0
an ] TE
25
20 -
D T T 1
Frupo & Srupo B Grupn C
Figura3

Tasa de embarazo / transferencia (%) por patologias.
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Grupo C: De los 47 preembriones obtenidos, €l
87.23% alcanzaron €l dia +3, de ellos e DGP identi-
fico al 24.39% libres de enfermedad y el 73.17% te-
nian afectado el gen a estudio (Figura 2). Un embrion
(2.44%) no pudo ser analizado por no lograrse ampli-
ficacion especifica del aelo. Se realizaron 4 transfe-
rencias de 9 embriones y se consiguieron 2 gestacio-
nes (tasa de implantacion / transferencia: 50%)
(Figura 3)

COMENTARIOS

L as técnicas de reproduccion asistida experimen-
taron un notable desarrollo a incorporar la medicina
genética mediante las técnicas del DGP y que repre-
sentan una gran esperanza para interrumpir la trans-
mision de enfermedades hereditarias, aunque no pue-
da evitarse la aparicién “de novo”. Paralelamente a
estos avances surge un nuevo concepto de “paterni-
dad responsable” pues, al utilizar la informacion que
ofrecen |las nuevas tecnologias, se pueden garantizar
mejores condiciones de salud a los futuros hijos res-
petando la libertad y el deseo de todo progenitor de
gue sus hijos sean sanos (12)

Destaca el numero de 226 preembriones que se
obtuvieron, haciendo la consideracion de la edad me-
dia de las mujeres (32.5 afios) y la existencia de pato-
logias relacionadas muchas de ellas con dificultades
parafecundar. Latasa de implantacion por transferen-
cia del 35%, parece indicar un adecuado manejo en
las diferentes fases del proceso como la induccion de
la ovulacion, biopsia, andlisis de los embriones y
transferencia uterina, si bien es preciso hacer men-
cidn a que algunas de las gestaciones del Grupo A
han finalizado en aborto, posiblemente porque se tra-
taba de embriones con anomalias en los cromosomas
no analizados.

La supervivencia hasta dia +3 fue del 84.5% a pe-
sar de que €l 74.03% eran embriones cromosémica-
mente anormales, 1o que indica que realizan su divi-
sion celular siguiendo las normas naturales en su
proceso de division mitéticay que las anomalias ge-
néticas estan mas directamente relacionadas con la
viabilidad que con el proceso bioldgico de la divi-
sion, por lo que de no haberse realizado el estudio ge-
nético se habrian trasferido al presentar buena morfo-
logia embrionaria (parametro por el que se
seleccionan |os embriones para su transferencia).

Este hecho obliga a reflexionar sobre la validez
del criterio morfolégico como un buen indicador de
embrién optimo publicado por muchos autores (13).
En nuestra opinién, es necesario buscar otros pardme-

tros de valoracion que aporten informacion para se-
leccionar |os embriones viables, coincidiendo con
otros autores (14).

Destaca el porcentgje tan elevado de embriones,
en paregjas del grupo B, que presentaban translocacion
(83.21%). En aquellas con cariotipo normal y que
presentaban fallos de implantacion o abortos de repe-
ticion, el 62.86% de embriones eran portadores de al -
gun tipo de anomalia cromosdémica. En este grupo la
tasa en implantacién por transferencia fue del
37.50%, si bien algunas de las gestaciones finalizaron
en aborto del primer trimestre como se esperaba, toda
vez que el DGP solamente permite analizar un nime-
ro determinado de pares de cromosomas y no la tota-
lidad.

En conjunto, la tasa de implantacién por transfe-
rencia ofrece un porcentaje de elevado (35%), tenien-
do en cuenta que muchos de los preembriones trans-
feridos no provienen de un grado de desarrollo
embrionario 6ptimo.

CONCLUSIONES

El DGP es un buen método para testar genética-
mente embriones y esta especialmente indicado en
parejas portadoras de enfermedades hereditarias,
abortos recurrentes, pacientes con cariotipo alterado,
edad materna superior a 35 afios o fallos repetidos
para concebir, después de varios tratamientos de fer-
tilidad.

El elevado porcentaje de embriones af ectados en
estas pacientes, indica una alta incidencia de anoma-
lias en los embriones de parejas que consultan por las
patologias citadas. Dado el nimero importante de
embriones, de aspecto “morfol 6gicamente normal” €l
dia de la transferencia embrionaria (+2 6 +3) que son
cromosoémicamente anormal es seria aconsejable que
el empleo del DGP quedase establecido como estudio
sistematico en los tratamientos de FIV y evitar la
transferencia de embriones portadores de alteraciones
detectables (11, 15).

Este andlisis permite realizar una seleccién “fia
ble” de los embriones sanos y ademas disminuye la
angustia durante la gestacion, reduce las interrupcio-
nes voluntarias de embarazo y aumenta la tasa de na-
cimientos de nifios sanos e interrumpe la transmision
de dolencias hereditarias a generaciones posteriores
(16, 17). Ademés aumenta las posibilidades de emba-
razo evolutivo en mujeres con abortos recurrentes y
reduce el estrés psicoldgico de la pareja ante la posi-
bilidad de un aborto terapéutico (9, 18).

Podemos concluir que un nimero importante de
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embriones de los ciclos de fertilizacion in vitro sin
DGP, que son transferidos a Utero con aparente bue-
na calidad, son portadores de alteraciones cromoso-
micas, pudiendo finalizar la gestacion en aborto o dar
lugar a la gestacién de un nifio genéticamente o cro-
mosdmi camente af ectado.

Este estudio aunque encarece el coste del ciclo,
minimiza el riesgo de transferir un embrién predesti-
nado genéticamente a la no implantacion, a aborto o
a tener que realizar una interrupcion voluntaria del
embarazo.
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