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Resumen

Las alteraciones genéticas tienen graves consecuencias en el desarrollo

embrionario y fetal, siendo la principal causa conocida de aborto. Algunas de estas alteraciones son
compatibles con el desarrollo a término concluyendo con el nacimiento de un nifio afecto de un sin-
drome o enfermedad genética. La prevencion de estos trastornos genéticos se puede abordar a distin-
tos niveles. Se puede evitar la enfermedad, diagnosticandola en el feto, una vez conseguida la gesta-
cion o bien diagnosticandola en el embrién antes de su implantacion, evitando el embarazoy la
eugenesia. El Diagnostico Genético Preimplantacional constituye pues una técnica de prevencion pri-
maria. Aqui se presenta una revision de diversos trabajos que demuestran la utilidad de la aplicacion
clinica del DGP para mejorar |os resultados de las técnicas de reproduccion asistida.

Palabras clave: Aborto de repeticion. Fallo de implantacién. Diagnostico preimplantacional
humano.

Summary

The genetic alterations have serious consequences in fetal and embryonic development, being the
main cause known for miscarriage.

Some of these alterations are compatible with the fetal development to term, concluding with the birth
of a baby suffering a syndrome or genetic disease.

The prevention of these genetic disorders can be approached at different levels. The disease can be
avoided, being diagnosed in the foetus, either once the gestation has been obtained or diagnosing it in
the embryos before its implantation, avoiding in this way the pregnancy and the eugenesia. Therefore
the Preimplantational Genetic Diagnois (PGD) constitutes a primary prevention technic.

Hereunder it isintroduced a review of several studies that demonstrates the usefulness of clinical ap-
plication of PGD to improve the results of the assisted reproductive techniques.
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RIESGOS DE LASENFERMEDADES
GENETICAS

Las alteraciones numéricas, 0 aneuploidias, dan
como resultado malformaciones en el feto y son ade-
mas causa de abortos. Tanto la gravedad de las altera-
ciones como el momento en el cual se produce €l
aborto estan en funcion del cromosoma implicado y
de si hay pérdida o ganancia.

Con la excepcion del sindrome de Turner, todas
las monosomias son letales. Los embriones que son
portadores de monosomias autosémicas no se en-
cuentran en embarazos clinicos, por lo que probable-
mente estos embriones detienen su desarrollo en eta-
pas muy tempranas.

La mayoria de las trisomias también son |letales,
pero generalmente en estadios mas avanzados. En
abortos espontaneos se han visto trisomias para la
mayoria de los cromosomas, pero en nacidos vivos
s0lo se observan trisomias para los cromosomas X, Y,
13, 18, 21.

PREVENCION DE LASENFERMEDADES
GENETICAS

La prevencién de las enfermedades genéticas se
puede abordar a distintos niveles:

* prevencioén secundaria, evita el nacimiento de
nifos afectos, mediante el diagnostico prenatal y la
eugenesia. Este método diagndstico se desarrolla gra-
cias a la técnica de la amniocentesis, que empez6 a
realizarse en Espafia a principios de los afios 80 y tie-
ne como principal objetivo la obtencién del cariotipo
fetal.

En1989, un equipo de investigadores en Londres
demostré que los trastornos genéticos se podian diag-
nosticar en embriones obtenidos por fertilizacién in
vitro antes de su transferencia al Gtero. Esta técnica
se denomind Diagndstico Genético Preimplantacional
y se usd con éxito para detectar enfermedades graves
y parala prevencién de enfermedades recesivas liga-
das al cromosoma X.

El diagnéstico genético preimplantacional se pre-
senta como un tipo de * prevencién primaria que evita
la aparicion de la enfermedad antes incluso de que se
produzca la gestacion.

Esta técnica se ha desarrollado gracias a los avan-
ces que se han producido en las técnicas de reproduc-
cion asistida y el desarrollo de las técnicas de biolo-
gia molecular y citogenética ya que son necesarios
test altamente eficientes y rapidos que permitan la de-

teccion de anomalias genéticas en una Unica célula
gue se obtiene mediante biopsia embrionaria, técnica
gue aunque invasiva no afecta negativamente al desa-
rrollo posterior del embrién. EI momento idéneo para
realizarla es cuando el embrién tiene entre 6-8 célu-
las. La transferencia se realiza en dia 4 o en estadio
de blastocisto y son ya cientos de nifios los nacidos
sanos después de DGP (1).

El DGP incluye una variedad de técnicas que se
han desarrollado para evitar la transmision de enfer-
medades genéticas o0 anomalias cromosdmicas en la
descendencia de pacientes portadores de mutaciones
genéticas o reorganizaciones cromosomicas estructu-
rales, o en pacientes con abortos de repeticion. El
procedimiento diagnostico incluye diferentes modali-
dades de amplificacion de genes, usando la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR) o €l uso de técnicas
citogenéticas como la hibridacion in situ con sondas
fluorescente (FISH)(2) de distintos tipos:

—Secuencias centroméricas: secuencias de ADN
satélite (150-300pb) altamente repetitivas (miles de
veces) y especificas, localizadas especificamente en
el centromero 18/X/Y.

—Secuencias especificas de locus: secuencias de
ADN de copia Unica (200-400Kb) o con un numero
reducido de copias, especificas de genes o locigéni-
cos 13/21.

—Secuencias subteloméricas: secuencias de ADN
de copia Unica especificas y localizadas en los extre-
mos terminales de cada cromosoma.

La€ficiencia de latécnica es del 92% en las dos pri-
meras rondas de hibridacion y de un 80% en la tercera
ronday presenta un error de diagnostico es del 8%.

La seleccién de embriones cromosémicamente
normal es para su transferencia permite (3):

-Un aumento de la tasa de implantacion.

-Una reduccién de la tasa de aborto espontaneo.

-Evita embarazos de embriones aneupl oides.

DIAGNOSTICO GENETICO
PREIMPLANTACIONAL

El DGP se presenta como una técnica capaz de
prevenir embarazos de embriones anémal os en parejas
con alto riesgo reproductivo. Y dada la incidencia de
los factores genéticos en los problemas de infertilidad
esta técnica tiene cada vez mas importancia. Ademas
la seleccion de embriones euploides para su transfe-
rencia mejora enormemente la eficiencia de las
Técnicas de Reproduccién Asistida, ya que la aneu-
ploidia es la principal causa de abortos de repeticion y
de fallos de implantacion y se ha encontrado una ma-
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yor incidencia de defectos cromosémicos en embrio-
nes procedentes de mujeres de edad avanzada (4). La
transferencia de embriones sanos mejora por tanto la
tasa de implantacion y disminuye la incidencia del
aborto espontaneo, constituyendo una parte integral de
laFIV (5) que contribuye alamejora de su eficiencia

Aunque la principal aplicacion del DGP fue pre-
venir la transmision de enfermedades ligadas a cro-
mosoma X, hoy en dia se ha extendido su uso al estu-
dio de las anomalias cromosdmicas mejorando los
resultados de FIV en pacientes de edad materna avan-
zada, abortadoras de repeticion, fallos repetidos de
FIV, factor masculino severo (6) y pacientes con ca-
riotipo alterado (7) grupos en los cuales se ha encon-
trado una elevada incidencia de alteraciones cromo-
somicas.

Muchos estudios demuestran la utilidad del andli-
sis de aneuploidias para mejorar €l resultado de las
Técnicas de Reproduccion Asistida en pacientes de
peor prondstico como |os grupos anteriormente cita-
dos (8, 9). En uno de ellos se incluye ademés un gru-
po de pacientes que presentan gametos con alteracio-
nes morfol 6gicas, tales como ovocitos con citoplasma
granuloso o espermatozoides macrocéfalos en el que
se encuentra una tasa de aneuploidias mas elevada in-
cluso que en el resto de grupos, proponiendo que se
considere la anormalidad morfol 6gica como una indi-
cacion més de DGP (10).

INDICACIONESDEL DGP

Aborto de Repeticion

Segun documento del grupo de aborto de repeti-
cién dela SEGO:

“El término de aborto de repeticion se aplicaen la
actualidad para aquella situacién en que se han pro-
ducido a menos dos abortos consecutivos 0 més de
dos alternos. Se acepta en general que afecta entre €l
1y el 5% de mujeres.

Respecto a la epidemiologia hay que sefialar que
laincidencia del aborto clinico en la poblacion gene-
ral es del 10-15%.

En conjunto, se encuentran anomalias cromosomi-
cas en alrededor de un 50% de los abortos espontane-
0s. Sin embargo en el periodo peri-implantatorio la
incidencia de anomalias cromosdmicas en los abortos
es superior a 80%. Estas anomalias son basicamente
trisomias, siendo las mas frecuentes la trisomia 16
(31%), las trisomias 22 y 21 (10%), la trisomia 15
(7%) vy las trisomias 14, 8, 18, 13, 7y 2 (4%), segui-
das delastriploidias’.

Las anomalias cromosdmicas son causa importan-
te de abortos espontaneos y de abortos de repeticion.
En abortadoras de repeticién, se ha observado una ta-
sa de anomalias cromosdmicas en embriones obteni-
dos tras FIV méas DGP del 53%, significativamente
mayor gue la frecuencia encontrada en el grupo con-
trol (constituido por parejas portadoras de enfermeda-
des ligadas a los cromosomas sexuales) con una tasa
de 19,3% (11).

En un estudio realizado por €l Instituto Valenciano
de Infertilidad, en el que se analizan 71 parejas con
aborto de repeticion y 28 parejas que han realizado
DGP por ser portadores de una enfermedad ligada a
cromosomas sexuales (grupo control), se obtuvieron
los siguientes resultados: la tasa de implantacion en
el grupo de aborto de repeticion fue de 28% y en el
13% de ellas se produjo aborto. La tasa de embriones
aneuploides en abortadoras de repeticion fue signifi-
cativamente mayor que en el grupo control (70,7%
frente a 45,1%). Hubo un 22,1% de ciclos sin trasfe-
rencia embrionaria por ausencia de embriones norma-
les, y en este grupo, sucesivos ciclos de DGP rindie-
ron tasas de anormalidad similar en 14 de 19 parejas.

Las anomalias més frecuentes fueron las de los
cromosomas 16 y 22 en |los casos de aborto de repeti-
cion y alcanzaron el estadio de blastocisto un 24,9%
de los embriones anormales. Por tanto la FIV més
DGP resulta Util para el tratamiento de estas paregjas
(12).

En mujeres de 35 afios 0 mas con historia de abor-
to de repeticidn, el DGP tiene un efecto beneficioso
sobre el resultado de la FIV, disminuyendo el riesgo
de aborto a nivel del esperado en la poblacion con-
trol. La pérdida de embarazo tras DGP se sitlla en un
12% frente al 44,5% esperado (13).

Edad materna avanzada

La edad tiene cada vez més importancia en las
Técnicas de Reproduccion Asistida debido al retraso
de la maternidad de muchas mujeres. Se considera
edad reproductiva avanzada a partir de los 37 afios.

Mediante estudios de FISH, realizados en embrio-
nes obtenidos por FIV/ICSI se ha demostrado un au-
mento significativo en el numero de anormalidades
cromosomicas, debido alano disyuncién meidticaen
el ovocito, que se correlaciona con la edad y que pue-
de explicarse por el largo periodo de detencién en
profase | meidtica, que afecta a las proteinas del hu-
so, alterando su configuracion. No ha sido posible co-
rrelacionar la ausencia de disyuncion con ningln otro
factor como niveles hormonales, tabaquismo, consu-
mo de alcohol o radiaciones.
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Esto puede explicar el descenso en la tasa de im-
plantacion embrionaria, que alcanza valores del 10%
apartir de los 40 afnos.

La incidencia del aborto se correlaciona con la
edad materna, la mayoria de las perdidas fetales se
asocian con anomalias cromosdémicas. En un estudio
controlado multicéntrico y retrospectivo se analizaron
2279 ciclos de DGP, comparandose la tasa de aborto
espontaneo después de DGP con ciclos FIV sin DGP
reportados en 2002 por la American Society for
Reproductive Medicine-Society for Assisted
Reproduction Thenology. Se observé un descenso del
riesgo de aborto espontaneo en mujeres que realiza-
ron ciclos de FIV con DGP, particularmente en pa-
cientes de mas de 40 afios, donde se redujo latasa a
un 22,2%, frente al 40,6% del grupo sin DGP (14).

Fallo de implantacion

Son pacientes con fallo de implantacion, aquellas
mujeres menores de 37 afios que han realizado 3 o
més ciclos fallidos de FIV-1CSl, con transferencia de
embriones de buena calidad. Se trata de un grupo
muy heterogéneo en €l que se incluyen pacientes con
esterilidad sin diagnosticar y en el que podemos en-
contrar hasta un 60% de embriones con alteraciones
cromosoémicas (15).

Se cree que las anomalias cromaosdmicas son res-
ponsables del fallo de implantacién, siendo la aneu-
ploidia la alteracion mas frecuente. El analisis genéti-
co de los embriones permite la deteccion de las
anomalias cromosdmicas y la seleccién de embriones
normales, por lo que aumentan las posibilidades de
embarazo (16).

El andlisis genético de los embriones antes de su
transferencia, permite seleccionar embriones cromo-
sémicamente normales, 1o que beneficia a la mayoria
de las parejas con fallo de implantacion, como se de-
duce de un estudio de 121 ciclos de DGP con esta in-
dicacion, en el que se observa una tasa de aneuploidia
del 48,3%, una tasa de implantacion del 19,5% y se
alcanza una tasa de nifio nacido vivo por embrién
transferido de 29,7% (17).

Factor masculino severo

Para evaluar si 1os pardmetros esperméticos tienen
efecto sobre |la constitucion cromosdémica de los em-
briones, se realiz6 un estudio en pacientes menores
de 36 afios que presentaban mal prondstico en cuanto
a la consecucion de embarazo a término. Se realiza-
ron 136 ciclos con DGP. No se encontraron diferen-
cias en el porcentaje de embriones aneuploidias, sin

embargo si se observo una mayor incidencia de mo-
nosomias y trisomias en embriones procedentes de
MESA o TESE, comparado con el grupo de pacientes
normozoospérmicos. Ademas parece existir una aso-
ciacion entre la tasa de aneuploidias gonosdmicas y la
severidad del factor masculino. Ademas el factor
masculino severo determina un aumento en la tasa de
anomalias de novo en pacientes con cariotipos nor-
males (18).

Cuando existe patologia asociada al espermatozoi-
de, e porcentaje de embriones aneuploides puede lle-
gar a ser del 74% como es el caso de las oligoasteno-
zoospermias comparado con el 7,7% al que pueden
[legar muestras con pardmetros seminal es normales.

Cuando se trata de anomalias meidticas €l riesgo
es mayor, esperandose una tasa de alteracion del 80-
85%. Y presentando ademas un riesgo elevado de
mosaicismo embrionario.

Laincidencia de las anomalias meiéticas segun Ul -
timos datos de SEF 2005 es:

1-Seminograma alterado:
Azoospermias no

obstructivas 30% meiosis patoldgica
OTA severa 25,5% meiosis patoldgica
Astenozoospermias  18% meiosis patoldgica
Azoospermia

obstructivas 17% meiosis patol ogica

2. Normozoospermia, con abortos recurrentes y
fallos de FIV 45% meiosis patol 6gica.

La tasa de gestacién (19) de este grupo tras
FIV/ICSI mas DGP es del 45%.

Portadores de alteraciones en el cariotipo

Un tipo de alteracion frecuente en el cariotipo es
el mosaicismo, que consiste en la existencia, dentro
de un tejido, de a menos dos lineas celulares diferen-
tes en su cariotipo derivadas de un solo cigoto. Para
evaluar la condicién cromosdmica de los embriones
generados por pacientes con alteracién en €l cariotipo
debido a mosaicismo en los cromosomas sexuales, se
realizd un estudio en 36 pacientes con edades com-
prendidas entre 31 y 38 afios, en los que se realizaron
54 ciclos y fueron diagnosticados 295 embriones me-
diante FISH, encontrandose un 66% de embriones
con alteraciones cromosémicas. De estas un 36,1%
fueron monosomias y trisomias en los autosomas y
un 5,9% fueron aneuploidias en los cromosomas se-
xuales. En el reandlisis de los embriones no transferi-
dos se encontrd una tasa de mosaicismo del 36%, que
es mas ata de lo esperado si se compara con pacien-
tes de la misma edad que realizaron DGP y se aseme-
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jaalatasa encontrada en pacientes con edad materna
avanzada. De este estudio se deduce que los portado-
res de mosai cismo en |os cromosomas sexual es tienen
predisposicion a generar embriones con mosaicismo
en autosomas, debido probablemente a errores en la
division celular, y € riesgo es mayor en mujeres por-
tadoras que en hombres (20).

Ademas de |la perdida o ganancia de cromosomas
completos, durante la formacion de los gametos se
pueden perder o duplicar partes de los cromosomas,
alterandose la disposicion de las regiones. Cuando
esta reorganizacion es balanceada (no hay ganancia
ni perdida) no tiene consecuencias importantes en
los portadores, salvo en el momento de la formacion
de los gametos, que pueden no ser equilibrados,
produciendo embriones con ganancia o perdida de
alguna region cromosdmica, dando lugar a enferme-
dad grave.

En el 10% de los casos, |0s abortos recurrentes
son debidos a alteraciones cromosdmicas de los pa-
dres. Tras el diagndstico preimplantacional (21), las
interrupciones del embarazo espontaneas descienden
de un 90% a un 5% o un 10%.

En pacientes portadores de translocaciones se ha
demostrado que el DGP es capaz de reducir significa-
tivamente el riesgo de aborto de repeticiéon y aumen-
tar el nimero de embarazos viables, alcanzandose
unatasa de aborto de tan solo €l 5,3% comparado con
el 100% antes de DGP, en pacientes portadores de
translocaciones con historia de dos o méas abortos
consecutivos (22).

Es importante analizar no solo los cromosomas
implicados en la translocacién sino también el resto
de cromosomas, ya que en portadores de transloca-
ciones la presencia de aneuploidias en cromosomas
no implicados en la reorganizacion, puede conducir a
un riesgo adicional de fallos de implantacion y emba-
razos aneuploides (23).

Ademas, parece que €l resultado de un primer ci-
clo de DGP puede predecir el resultado de un segun-
do ciclo, y la posibilidad de embarazo se relaciona
con el nimero de embriones euploides que se obten-
gan en €l ciclo (24).

Enfer medades monogénicas

El Diagnostico Genético Preimplantacional es una
forma temprana de Diagndstico Prenatal, donde los
embriones obtenidos mediante FIV se analizan para
detectar |a presencia de determinadas, de esta manera
los pacientes con riesgo de tener un hijo enfermo
pueden evitar el diagndstico prenatal y la posibilidad
de recurrir a aborto terapéutico (25).

El andlisis directo de mutaciones, se lleva a cabo
mediante protocolos de PCR para una Unica célula.
Opcionalmente, cuando se trata de una enfermedad
monogeénica ligada al cromosoma X, se puede reali-
zar la seleccion del sexo mediante FISH y evitando
asi la enfermedad.

El desarrollo de la PCR fluorescente multiplex
permite analizar simultdneamente la mutacién y una
serie de marcadores ligados, con lo que la fiabilidad
de la prueba aumenta (26).

Existen alrededor de unas 17.000 enfermedades
monogeénicas. Las mas frecuentemente estudiadas
mediante DGP son:

fibrosis quistica (27, 28).
beta-talasemias (29, 30)

atrofia muscular tipo |

distrofia mioténica (31)

enf.de Huntington (28)

enf. De Charcot-Marie-Tooth
sindrome X fragil (27, 32)

distrofia muscular de Duchenne (33)
distrofia muscular de Becker
hemofilia A (34)

Con el nuevo método de amplificacion del DNA
total altamente efectiva, se ha abierto una nueva via
para el desarrollo de nuevas tecnologias como €l tipa-
je HLA (35) y los microarrays, aumentando el nime-
ro de defectos genéticos que pueden ser detectados en
embriones antes de laimplantacion. El nimero de ca-
s0s que se diagnostican cada afio va en aumento (36).
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