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RESUMEN:

El diagndstico genético preimplantacional (DGP) es una forma de diagndstico
temprano que se desarrolld gracias a la aparicidon de las técnicas de reproduccion asistida que
hoy conocemos como la Fecundacién In Vitro (FIV) y la Inyeccidn intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSl). Este diagndstico nos permite de forma precoz detectar mediante
estudios genéticos enfermedades monogénicas, anomalias cromosomales asi como
determinar el sexo de los embriones antes de transferirlos al Utero y por tanto antes de que se
produzca la implantacion. Por lo tanto, el objetivo generalmente serd seleccionar aquellos
embriones sanos evitando la transmision de enfermedades genéticas y hereditarias asi como
los sindromes de predisposicién al cancer.

Los primeros casos de embarazo fueron publicados en 1990 y se dieron en parejas con
enfermedades hereditarias ligadas al sexo. Actualmente, las principales indicaciones del DGP
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son los casos de enfermedades hereditarias relacionadas con alteraciones cromosdémicas o
bien con mutaciones genéticas y también para seleccionar un embrién sano y HLA (Antigenos
de histocompatibilidad) compatible en los casos de DGP con fines terapéuticos a terceros.

Todos los datos relativos a las enfermedades estudiadas y a los resultados obtenidos
en Europa son recopilados en el registro de la European Society for Human Reproduction and
Embriology (ESHRE) que publica periddicamente las tasas de gestacidn obtenidas asi como la
fiabilidad de las distintas metodologias utilizadas.

El DGP se ha desarrollado en estos ultimos afos gracias a la combinacién de la biologia
molecular con las nuevas técnicas de reproduccidn asistida. Las dos técnicas mas utilizadas
para el DGP son la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) y la hibridacion in situ
fluorescente (FISH), aunque recientemente se estan desarrollando las metodologias de CGH-
array que permiten mejorar la eficiencia de los andlisis genéticos.

La metodologia mas utilizada para la realizacion del DGP es el andlisis genético de los
blastdmeros obtenidos de embriones en dia 3 de desarrollo. El procedimiento consiste en
retirar 1 o 2 blastémeros a través de un orificio realizado en la zona pellcida. A continuacion,
se procede a analizar genéticamente estas células por diferentes técnicas (PCR o FISH). Segun
los resultados de este analisis se seleccionardn aquellos embriones no afectos y se transferiran
al utero materno. Recientemente se estan analizando también las células del trofoectodermo
de blastocistos en dias 5 y 6 de desarrollo.

Como conclusidn, el DGP proporciona una opcidn que anteriormente no existia para
aquellas parejas que desean tener su propia descendencia y ademas quieren prevenir el riesgo
de tener un hijo afectado por cualquier enfermedad detectable mediante DGP o bien para
otras aplicaciones como HLA-typing, con fines terapéuticos a terceros.

Tutora UPV: Prof. Diha. Inmaculada Molina Botella
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1. ANTECEDENTES Y ESTADO ACTUAL DEL DGP.

El diagndstico genético preimplantacional (DGP) se presenta como una forma muy
precoz de diagndstico prenatal que utilizando las nuevas técnicas de reproduccién asistida
(Inyeccién Intracitoplasmatica y Fecundacién In Vitro) hace posible el estudio genético en los
embriones antes de ser transferidos al Uteroy por tanto antes de su implantacién.

El DGP implica el analisis cromosdémico o genético del material biolégico que procede
de un embrién obtenido por técnicas de fecundacion in vitro (FIV), estos test genéticos
posibilitan el poder detectar tanto enfermedades monogénicas como anomalias
cromosémicas. El objetivo principal de este diagndstico temprano es seleccionar aquellos
embriones libres de carga genética asociada a determinadas enfermedades hereditarias.

Los primeros intentos de diagndstico genético preimplantacional en embriones
humanos ocurrian alrededor de los anos 80, cuando se desarrolld la técnica de la PCR. Sin
embargo, los primeros embarazos fueron publicados en 1990 y se trataba de parejas con
enfermedades de herencia ligada a los cromosomas sexuales, en las cuales la identificacion del
sexo embrionario se realizd mediante la amplificacidon de una secuencia de DNA especifica del
cromosoma Y. Es en este afio pues, cuando el DGP se introduce como una alternativa posible
al diagndstico genético prenatal (DP) pensado para aquellas parejas con riesgo de transmitir un
defecto genético particularmente severo, evitando la decisidn de interrumpir el embarazo. Los
avances en la biologia molecular y en las técnicas de FIV estan permitiendo perfeccionar el
DGP. (LOPEZ-PEDRAZA et al., 2012).

Desde que en 1990 se publicaron los primeros casos de niflos nacidos tras un DGP, la
European Society for Human Reproduction and Embryology (ESHRE), a través de su consorcio
de DGP, ha ido recopilando afo tras afio, los resultados y la evolucidon de 12.397 ciclos que
han dado lugar a 2.027 recién nacidos hasta Octubre de 2005. La primera recopilacién de datos
de este grupo incluyé un total de 392 ciclos de DGP realizados hasta septiembre de 1998 y la
publicacion en 2010 recoge un total de 6160 ciclos de DGP realizados en 2009 en 60 centros
adscritos, lo que refleja un aumento en el nUmero de parejas que se someten a un tratamiento
de este tipo.

En el ambito nacional, el departamento de Biologia Celular de la Universidad
Autonoma de Barcelona fue pionero en este campo, concretamente en los estudios
citogenéticos mediante la utilizacion de la FISH. La primera publicacion de un embarazo
conseguido en Espafia mediante DGP fue realizada de forma conjunta por este grupo y el
Instituto Dexeus en 1994, en una pareja en la que la mujer era portadora de hemofiliay en la
actualidad la aplicacion de esta técnica se va extendiendo a otros centros en diversas
comunidades autonomas.

Por otro lado, la incorporacién de la técnica de PCR para el estudio de mutaciones
concretas en enfermedades monogénicas, ofrecié la posibilidad de poder detectar mas
patologias, algunos ejemplos de ello, el diagndstico de fibrosis quistica realizado por primera
vez en Espafia por el Hospital La Fe de Valencia en colaboracién con el Instituto Valenciano de
Infertilidad (IVI) en 2000; la enfermedad de Huntington en 2001 por el equipo de reproducciéon
de la Fundacion Jiménez Diaz... y asi se fueron incorporando equipos como Reprogenetics en el
2003, Centro de Medicina Embrionaria en el 2004, Sistemas Gendmicos en 2005... Ademas
debido al desarrollo de la técnica de DGP para nuevas enfermedades hereditarias es, hoy en
dia, posible su aplicacion para cualquier enfermedad monogénica estudiada y de la cual se
sabe el gen causante de la alteracidn. (BICK and LAU, 2006).
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La mayor limitacidn del DGP es su baja eficiencia, ya que solo el 20-30% de las mujeres
gue se someten a DGP llegan a conseguir gestacion.

Se distinguen dos conceptos importantes dentro de lo que llamamos diagndstico
genético preimplantacional:

— En primer lugar el DGP (Diagndstico Genético Preimplantacional), es un diagndstico del
genotipo del embrién respecto a la presencia o no del alelo causante de una enfermedad
genética o de una alteracion cromosdmica presente en alguno de los progenitores.
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Figura 1. Procedimiento para un DGP. Fuente: YAN, L.Y.; WEI, Y.; HUANG, J.; ZHU, X.H.; SHI, X.D.; XIA, X.; YAN, J.; LU, C.L;
LIAN, Y.; LI, R.; LIU, P. & QIAOQ, J., 2014. Advances in preimplantation genetic diagnosis/screening. Sci. China Life Sci., Vol.57, No.7,
665-671.

— En segundo lugar tenemos el SGP (Screening Genético Preimplantacional), en este caso se
trata de una seleccion de aquellos embriones que son cromosémicamente normales de todos
aquellos embriones que se obtienen en un ciclo de FIV-ICSI. A diferencia del DGP, en este caso
no existe alteraciéon cromosémica conocida de los progenitores. Por lo tanto, en la presente
revisién se omitirdn los estudios relativos al screening de aneuploidias o SGP. (LOPEZ-PEDRAZA
et al., 2012).

El DGP detecta enfermedades genéticas que son trastornos que afectan a uno o mas
genes. Los genes son los ladrillos de la herencia. Se heredan y se transmiten de padres a hijos.
Los genes codifican proteinas que son las encargadas de realizar la mayor parte de las
funciones celulares. Cuando se produce una mutacidn en un gen o varios genes, el resultado
afecta directamente a las proteinas codificadas por estos genes, como consecuencia, las
proteinas no realizan su funcidn o bien, la realizan incorrectamente, pudiendo derivar en una
enfermedad genética. Tenemos varios tipos de enfermedades genéticas detectables mediante
DGP, en esta revisidon nos centraremos en las enfermedades monogénicas y cromosdmicas.
(GOMEZ, 2002).

Las enfermedades monogénicas son aquellas enfermedades causadas por la mutacion
de un solo gen y se clasifican en:

¢ Enfermedades autosomicas dominantes. Se producen debido a la alteraciéon de un gen
incluido en uno de los 22 pares de cromosomas autosomas (cromosomas del 1 al 22). Puede
dar un fenotipo clinico visible si por lo menos uno de los dos alelos del mismo gen se ve
alterado. Lo trasmite uno de los dos padres. Algunos ejemplos son la Distrofia miotdnica, la
Enfermedad de Huntington o la enfermedad De Charcot-Marie-Tooth tipo 1.
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* Enfermedades autosdmicas recesivas. Estas enfermedades, debidas también a mutaciones
en un gen ubicado en un autosoma, aparecen solamente en una condicién, cuando ambos
alelos del gen estdn mutados. Esto presupone que los dos padres del individuo afectado son
portadores del gen defectuoso. Incluyen entre otras la Fibrosis Quistica, B-Talasemia y Atrofia
muscular espinal.

¢ Enfermedades ligadas al cromosoma X. Como su nombre indica, son producidas por
mutaciones en algun gen localizado en el cromosoma sexual X. Incluyen: Sindrome de X fragil,
Distrofia muscular de Duchene-Becker y Hemofilia.

Las enfermedades cromosémicas son enfermedades relacionadas a las alteraciones o
anomalias de los cromosomas y se pueden clasificar en:

e Alteraciones en el nimero de cromosomas también llamadas aneuploidias.
e Alteraciones en la estructura del cromosoma (translocaciones, deleciones, inversiones,
reestructuraciones complejas). (GOMEZ, 2002).

Asi mismo, podemos aplicar el DGP a la deteccién del sexo del embridn, o bien para
seleccionar embriones HLA compatibles con fines terapéuticos a terceros o también en la
deteccion de cdnceres hereditarios y enfermedades genéticas de aparicién tardia.

Para detectar una de estas posibles enfermedades genéticas u alteracion cromosdmica
se procede a analizar el genotipo del embrion mediante DGP. Esta metodologia consiste
basicamente en la realizacion de una Fecundacidn in vitro o Inyeccién intracitoplasmatica de
espermatozoides (FIV/ICSI) seguido de un cultivo de los embriones obtenidos in vitro hasta el
dia 3 de desarrollo. En este estadio los embriones presentan entre 6 y 8 células. El DGP implica
en primer lugar la realizacion de la biopsia de una o dos blastémeros (que son
células embrionarias indiferenciadas resultantes de la segmentacion del cigoto después de
la fecundacién) de cada embridn y posterior realizacion del andlisis genético de los blatémeros
de todos los embriones biopsiados mediante la utilizando distintos test genéticos (FISH, la PCR
y la CGH). Aquellos embriones que sean diagnosticados como sanos seran los elegidos para ser
transferidos al utero materno en dia 4 o 5 de desarrollo en estadio de mérula o blastocisto.
(LEMER and URBINA, 2008).

Otra posible opcién consiste en la biopsia de blastocisto a los 5 o 6 dias de la
inseminaciéon. En un blastocisto tenemos zonas ya diferenciadas, principalmente el
trofoectodermo que formara posteriormente la placenta y la masa interna celular que
participara en la formacién del embridn.

En general, se utilizan tres tipos de test genéticos, el primero, la FISH (Hibridacion
Fluorescente In Situ) se aplica para la identificacidon de alteraciones cromosdmicas (numéricas
o estructurales) o para la seleccidon de sexo en el caso de enfermedades ligadas al sexo. Se basa
principalmente en la complementariedad de las bases del DNA y la capacidad de las cadenas
del mismo de unirse a “sondas”, las cuales son pequefios fragmentos de DNA
complementarios a las regiones cromosémicas que quieren estudiarse y que se han marcado
con un colorante fluorescente. Estas sondas se adheriran especificamente a los cromosomas
gue se busca identificar, de modo que la visualizacion de dicha fluorescencia en una muestra
estudiada, implicard la presencia de la alteracion cromosdmica buscada, mientras que su
ausencia significard la ausencia de la transmisién de la enfermedad. (KANAVAKIS and
TRAEGER-SYNODINOQS, 2002).

La PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa) se utiliza generalmente para la
identificacion de enfermedades monogénicas, enfermedades de aparicion tardia, canceres
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hereditarios y para la busqueda de complementacion de HLA. Es un procedimiento para
sintetizar in vitro grandes cantidades de una regidn determinada del DNA, en nuestro caso, de
la regidn que contiene el gen mutado causante de la enfermedad, produciéndose una
amplificacién exponencial del producto de PCR tras varios ciclos.

En ambas técnicas, se encuentra la posibilidad de que se dé una condicion llamada
mosaicismo en el embridn (presencia de 2 lineas celulares con distintos genotipos o cariotipos
resultado de un error en la division celular muy temprano en el desarrollo fetal), por lo que
existe la posibilidad de encontrar blastémeros cromosémicamente normales y anormales en
un mismo embrién. Esto puede afectar a los resultados de los estudios genéticos, en los que
se analicen 2 blastémeros sanos pero haya uno no incluido en los seleccionados para analizar
genéticamente que presente la alteracion cromosémica o mutacidn, ddndose asi un
diagndstico erréneo. (STEFFANN et al., 2014).

Por ultimo, y mas novedosa, la técnica CGH (hibridacién genémica comparada) que
consiste en comparar el DNA de una célula a evaluar, con el contenido de DNA de un control
normal. Este método permite la deteccién de alteraciones del material genético estudiado y ha
ido sustituyendo poco a poco a la FISH.

Algunas de las diferencias del CGH con la FISH son que en la CGH no se necesita definir
a priori qué cromosomas se quieren evaluar, porque se evalla la totalidad del DNA de la
célula; mientras que en el FISH la evaluacidn es parcial, dado que se tienen que elegir las
sondas de los cromosomas especificos a estudiar, los que se determinan de acuerdo a los
antecedentes familiares o el diagndstico realizado en la pareja. La técnica de CGH requiere de
mayor tiempo de procesamiento lo cual determina que sdélo se realice en casos especificos
para diagndsticos embrionarios preimplantatorios.

Sin embargo, con los arrays CGH no se podran diagnosticar aquellas alteraciones que
no supongan una pérdida o una ganancia neta de material gendmico tales como: las
mutaciones puntuales, los reordenamientos equilibrados (translocaciones reciprocas,
robertsonianas, inversiones y/o las inserciones balanceadas), mosaicismos.... Sin embargo, en
lo que respecta a los reordenamientos equilibrados y a los mosaicismos bajos, se ha calculado
gue tan solo alrededor de un 1% de estas alteraciones cursan finalmente en patologia. Ademds
se debe tener en cuenta que podrian encontrarse minimas alteraciones fuera de las regiones
escrutadas por las sondas del kit, las cuales no seran detectadas salvo que se varie la
resolucion. (ERCOLI et al., 2009).

Se han desarrollado otros abordajes nuevos conforme se ha ido desarrollado la
biologia molecular, asi el uso de una PCR Multiplex en DGP, que posee las ventajas de un
protocolo tan general basado en marcadores que se pueden aplicar a familias afectadas por la
misma enfermedad, independientemente de las mutaciones que presente, evitando tener que
disefiar un protocolo para cada caso, siempre que la familia sea informativa para el marcador
estudiado. Otra ventaja es que cuando los marcadores se sitien a ambos lados de la mutacidn,
se detectaran recombinaciones, aumentando la fiabilidad del diagndstico. (THORNHILL and
SNOW, 2002).

Otra incorporacion novedosa en el diagndstico con DGP es la amplificacion de todo el
genoma gracias a la tecnologia de Whole Genome Amplification (WGA) que permite amplificar
el genoma entero de una célula hasta 1000 veces, lo que posee ciertas ventajas cuando se
quiere amplificar diversas secuencias con primers incompatibles en PCR Multiplex, también
hay otras técnicas como la MDA (Multiple Displacement Amplification) que produce DNA de
buena calidad. También encontramos recientemente otros métodos como Real Time PCR, PCR
Multiplex fluorescente, utilizacién de Microarrays o con el desarrollo de las nuevas tecnologias
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de secuenciacion el uso de Next Generation Sequencing para el diagndstico de DGP. (TAN et
al., 2014).

En resumen, el DGP proporciona una opcién para aquellas parejas que desean tener su
propia descendencia y ademads quieren prevenir el riesgo de tener un hijo afectado por
cualquier enfermedad detectable mediante DGP u para otras aplicaciones como HLA-typing. A
su vez, el DGP plantea nuevas cuestiones sobre si surgirdn con el tiempo problemas en los
nifios a los cuales se les realizé este diagndstico genético.

2. OBJETIVOS

El objetivo principal de esta revision bibliografica sera la recopilacion de toda aquella
informacion actualizada sobre el diagnostico genético preimplantacional (DGP) disponible en
los diferentes medios de difusidn de informacion y fuentes bibliograficas, revisando el estado
de la técnica y sus aplicaciones en clinica.

Asi mismo, se tratard de realizar una breve introduccion sobre el tema en la cual se
describa el estado actual del DGP en Europa y sus antecedentes. A continuacidn, se hablara
sobre el grueso del trabajo, comenzando por explicar las principales indicaciones del DGP,
siguiendo con la metodologia o procedimientos mas corrientes empleados en esta técnica de
diagndstico y finalmente describiendo los diferentes tests genéticos que se utilizan para la
deteccidn de las diferentes enfermedades hereditarias en los embriones.

Por ultimo, se culminara el trabajo afiadiendo una breve discusién y conclusién sobre
el tema tratado.

3. MATERIALES Y METODOS

La elaboracidn de esta revisidn se ha basado en la busqueda de material bibliografico
relacionado con aspectos técnicos y clinicos del diagndstico genético preimplantacional (DGP).

Ha resultado imprescindible la recopilacidn y clasificacion de toda la informacién sobre
metodologia, procedimientos y aplicaciones en materia de reproduccion asistida y diagndstico
genético preimplantacional. Junto con la recopilacién estructurada de articulos cientificos,
revisiones y otros recursos bibliograficos se ha realizado un estudio profundo del estado del
arte, los procedimientos y aplicaciones sobre este tipo de diagndstico genético realizado
previo a la implantacidon del embrién en el Utero materno, con la necesidad de obtener los
embriones mediante técnicas de reproduccidn asistida. Por ello, también serd necesario
conocer las diferentes técnicas y procedimientos en el laboratorio de reproduccién asistida
dedicado al DGP. Toda esta recopilacion de informacion se ha realizado utilizando diferentes
bases de datos disponibles en red que sirven como herramienta necesaria para realizar una
busqueda precisa y actualizada del tema a estudiar.

Los recursos bibliograficos facilitados por el IVI tanto en formato papel como
electrénico han un apoyo fundamental para la realizacién de esta revisién. También mencionar
gue ha sido de gran importancia la utilizacion del portal de difusion Dialnet como fuente de
articulos y libros de interés y la obtencién de literatura médica de las bases de datos Pubmed y
Medline con la seleccion de articulos mediante las palabras clave <DGP>, <PGD>, <Diagndstico
genético preimplantacional>, <Preimplantation genetic diagnosis>, <Genetic diagnosis with in
vitro fertilization>, <Biopsy methods>, <PCR and DGP>, <FISH and DGP>, <CGH and DGP>,
<Indications for DGP>, <PGD procedures>y <NGS and DGP> y publicados entre el afio 1986-
2015.
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Se seleccionaron unos 57 articulos cientificos, revistas, publicaciones y revisiones sobre
el DGP o relacionado con este. Ademads de apoyarse en la consulta de unas 9 paginas webs.
Estos articulos y revisiones seran fundamentales para la estructuracién y el desarrollo de este
trabajo.

Por otro lado, los conocimientos adquiridos durante el Grado han sido imprescindibles
para la elaboracidn de este trabajo, especialmente en lo referido a las materias impartidas
Biotecnologia de la reproduccion y Genética molecular.

Siguiendo estos métodos, se ha obtenido una revisién del tema bien estructurada y
con informacién actualizada asi como una serie de conclusiones que se exponen en el
apartado correspondiente, y que servirdn como material de apoyo para la comunidad
cientifica.

4. INDICACIONES PARA EL DGP.

El diagndstico genético preimplantacional es el diagndstico tanto de alteraciones
genéticas como cromosomicas (aneuploidias, poliploidias...) en los embriones que se obtienen
mediante las diferentes técnicas de reproduccién asistida (FIV, ICSI) y cuyo objetivo principal es
seleccionar e identificar aquellos embriones no afectos para su posterior transferencia e
implantacion en el dtero materno.

Se realiza en pacientes que presentan alto riesgo de transmitir a la descendencia
enfermedades genéticas tanto monogénicas como cromosdmicas. Recientemente se ha
extendido su utilizacidn a los canceres hereditarios y con fines terapéuticos a terceros.

4.1. ANOMALIAS CROMOSOMICAS.

4.1.1. Anomalias cromosdmicas numéricas.

En primer lugar el DGP aplicado a la deteccidon de anomalias cromosomales numéricas
o aneuploidias, en este caso, se estudiara la dotacidn o nimero de cromosomas que tiene el
embrién mediante hibridacion in situ fluorescente (FISH). Generalmente se estudian nueve
cromosomas (13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X, Y) esto permite detectar el 85% de las aneuploidias,
muy utilizado para PGS. También se puede estudiar con CGH-array que detecta variaciones en
el numero de cromosomas de la muestra analizada. El objetivo de este diagndstico serd pues,
seleccionar aquellos embriones con un numero correcto de cromosomas (la dotacion
cromosémica normal de la especie humana es de 46, XX para las mujeres y de 46, XY para los
varones). Constituyen las alteraciones genéticas mas frecuentes de la poblacién en general. Su
incidencia se incrementa con el aumento de la edad materna. (BREZINA and KUTTEH, 2014).
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Figura 2. Dotacion cromosdmica humana. Fuente: Blog de genética de la UCM.
http://pendientedemigracion.ucm.es/info/genetica/AVG/practicas/cariotipo/carioP.htm
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Las enfermedades mas frecuentes que son causadas por este tipo de alteraciones son:
Sindrome de Down (Trisomia del cromosoma 21), Sindrome de Edwards (Trisomia del
cromosoma 18), Sindrome de Patau (Trisomia del cromosoma 13).

Figura 3. FISH. Fuente: CIALAB, 2014. Diagndstico prenatal. Alicante, Espafia, visto el 3 de Mayo de 2015.
http://www.cialab.com/diagnosticoPrenatal.php

4.1.2. Anomalias cromosdmicas estructurales.

Por otro lado tenemos el DGP para el estudio de anomalias cromosémicas
estructurales tales como translocaciones, inversiones, deleciones... indicado para parejas en
los que alguno de los dos porta anomalias cromosémicas en el cariotipo. Se seleccionardn por
lo tanto aquellos embriones sanos o equilibrados para la anomalia cromosémica estudiada.
Utilizando también FISH de esta manera distinguimos entre embriones con translocaciones
desequilibradas, y normales o equilibrados. También se puede realizar por CGH-array.
(BREZINA and KUTTEH, 2014).

Estas anomalias se producen cuando el material de un cromosoma se rompe y se
reordena de forma que esta reordenacion puede implicar un aumento o pérdida de material
cromosémico. Los reordenamientos cromosdmicos suelen ocurrir en el 0,2% de la poblacidn
de recién nacidos, siendo mucho mds frecuentes entre los hombres infértiles y las parejas que
experimentan repetidos fallos de implantacion (2,5%) y abortos recurrentes (9,2%). A
continuacién, se explican los cambios estructurales que pueden sufrir los cromosomas:

e Translocaciones cromosdmicas: es un cambio en la estructura del cromosoma, por el cual
fragmentos de diferentes cromosomas se intercambian. Un individuo con una
translocaciéon no es afecto si no hay pérdida o ganancia de material, o bien, si la rotura del
cromosoma no afecta a ningln gen, en estos casos la translocacién se considera
“equilibrada”. En el caso contrario, sera considerada como “desequilibrada” y serda la que
tratemos de detectar y descartar el embridn que posea esta alteracion.

e Translocaciones reciprocas: se da cuando dos fragmentos terminales de dos cromosomas
diferentes (no homadlogos) se rompen e intercambian posiciones, lo que puede conducir a
embarazo de fetos con anomalias. Los portadores de estas translocaciones tienen pocas
probabilidades de producir gametos normales o equilibrados y la proporcién de formas
desequilibradas pueden variar de un 23% a un 81%. Para detectar translocaciones
reciprocas se aplica un FISH en metafase usando sondas teloméricas y centroméricas, de
manera que la ausencia de una sefial del telémero indica que existe una translocacion,
indistinguible con un FISH en interfase.
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Figura 4. Translocacién. Fuente: INVITRA. ONLINE FERTILITY MAGAZINE, 2014. Genetic disorders and PGD, Espaiia, visto el 15 de
Abril de 2015. http://www.invitra.com/genetic-disorders-and-pgd/.

e Translocaciones robertsonianas: es un tipo de reordenamiento que ocurre
exclusivamente entre los cromosomas con un brazo corto pequefio (13, 14, 21, 22 y 15),
denominados acrocéntricos. En este tipo de alteracidn estructural, los brazos cortos de los
cromosomas se pierden y los brazos largos se unen en este punto, sin embargo, como los
brazos cortos de estos cromosomas no contienen informacidn genética relevante, esta
alteracion se considera “equilibrada” y sin consecuencias médicas para esta persona.

e Deleciones: se dan cuando una parte del cromosoma se ha perdido o eliminado. Las
deleciones pueden ocurrir en cualquier punto de cualquier cromosoma y pueden variar en
longitud. Como es evidente, la gravedad de la patologia sufrida dependera de la longitud y
posicién en la que se ha dado la delecién, asi como si afecta a un gen que cumple una
funcién importante para el organismo.

e Duplicaciones: en este caso se observa una duplicacién de del material de parte de un
cromosoma, resultando en un exceso de informacién

e Inserciones: este tipo de alteracion implica que una parte de material de un cromosoma se
ha insertado en una posicién inusual dentro del mismo cromosoma o en un cromosoma
diferente. Cuando se produce como consecuencia pérdida o ganancia de material genético
puede derivar en alguna patologia.

e Inversiones: implica que parte del cromosoma ha sufrido un giro, de forma que la
secuencia estara parcialmente invertida, en la mayoria de los casos no provoca problemas
de salud. Para que se produzca este suceso es necesario una doble rotura y un doble giro
de 1809 del segmento formado por las roturas. Hay dos tipos de inversiones segun su
relacién con el centromero:

o Pericéntricas: Incluyen al centromero. Se detectan facilmente al microscopio dptico
pues implican un cambio en la forma del cromosoma.

o Paracéntricas: No incluyen al centrémero y por tanto tampoco afectan a la forma del
cromosoma.

Estas aberraciones en las cuales no se aumenta ni se pierde material genético se
denominan “equilibradas”. Sin embargo, el embridn resultante tiene mayor riesgo de heredar
una aberracién “no equilibrada” dependiendo del tipo de aberracién cromosdmica que posean
los progenitores. Las aberraciones “no equilibradas” resultan en fallos en el embarazo y serios
efectos en la salud del nifio después del nacimiento. Generalmente, estan presentes en menos
del 1% de los adultos fenotipicamente normales y son detectadas en uno de los progenitores
en el 2-5% de las parejas con abortos recurrentes. (GOMEZ, 2002).

4.2. ENFERMEDADES LIGADAS A CROMOSOMAS SEXUALES.

Otra indicacién de DGP es para la seleccion del sexo del embrién y que en el caso de
enfermedades genéticas graves recesivas ligadas al cromosoma X, se utilizan para seleccionar
embriones hembras portadoras o sanas, pero nunca varones que en un 50% de los casos
padeceran la enfermedad. Por lo tanto, podemos identificar los cromosomas sexuales X e Y y
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asi determinar el sexo de los embriones en enfermedades ligadas al sexo (mas de 300
enfermedades). Hay muchas enfermedades ligadas al cromosoma X pero las mas conocidas

son:
Tabla 1. Enfermedades ligadas al cromosoma X mds relevantes.

Hemofilia
Distrofia muscular de Duchenne.
Sindrome de X fragil.
Sindrome de Lesch-Nyham.

Sindrome de Hunter (mucopilisacaridosis tipo Il).
Retinosis pigmentaria ligada al cromosoma X.
Sindrome de Bruton (agammaglobulinemia ligada al cromosoma X).
Sindrome de Fabry.

S. Alport
Incontinencia Pigmenti
Déficit OrnitinTranscarbamilasa
Enfermedad de Norrie
Mucopolisacaridosis Il y IlIA

Este diagnostico es util ya que distinguiendo los embriones varones (XY) de las
hembras (XX) y transfiriendo s6lo embriones hembra, se evita que el embrién se vea afectado
por este tipo de enfermedades ligadas al sexo. (BICK and LAU, 2006).

Patrén de Herencia Ligado al Cromosoma X Patrén de Nerencia Ligado al Cromosoma X

Madre N () Padre Madre .’H' Padre No-
Portadora . o= Afectado . Afectado

;@ @ m@ .
s S = e, X P —————-

X X XY X X x Y X X XY x X XY
A AAI (\\
e g Bg0g
Portadora No-Afectado Poﬂaﬁon No—-Afec!ado No-Afectada No-Afectado Portadora  Afectado
C’De'ectuoiox x l e Normal > x IC' ~ Y CDelectuosox x l = Normal % x |C. 2 Y

Figura 5. Patron de herencia ligado a X. Fuente: -PROFESOR EN LINEA, 2006. Herencia ligada al sexo, Espafia, visto el 14 de Abril de
2015. htto://www.profesorenlinea.cl/Ciencias/Herencia ligada sexo.html

Lo mismo pasa en el caso de enfermedades ligadas a Y donde sélo los varones
padeceran la enfermedad. Por lo tanto, un varén afectado transmitird la enfermedad a todos
sus hijos, pero a ninguna de sus hijas. Este tipo de herencia es muy poco frecuente. Los
diagndsticos se pueden realizar mediante FISH o CGH-array. (BREZINA and KUTTEH, 2014).

4.3. ENFERMEDADES MONOGENICAS.

Por ultimo, se aplica el DGP para el estudio de enfermedades genéticas monogénicas,
para cuando uno de los dos miembros de la pareja es portador de una enfermedad grave
hereditaria monogénica causada por una mutacidon conocida. Por ejemplo: fibrosis quistica,
distrofia muscular, sindrome X fragil, esclerosis tuberosa, poliquistosis renal, talasemias,
distrofia miotdnica de Steinert...Actualmente pueden diagnosticarse mas de 90 enfermedades
monogénicas (incluyendo los sindromes de cancer hereditarios), este listado esta abierto y se
incorporan nuevas enfermedades (Anexo 1). La técnica mas conocida para este tipo de
diagndstico es la PCR. Cabe afiadir que las enfermedades monogénicas pueden ser dominantes
o recesivas:
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4.3.1. Dominante: en estos casos con que el embrién reciba un gen defectuoso de sus
progenitores heredara la enfermedad. Son faciles de predecir ya que cada nifio afectado
tendrd un padre afectado por esta misma enfermedad. Cuando uno de los padres estd
afectado, el hijo tiene un 50% de probabilidades de heredar la enfermedad. (GIRARDET and
CLAUSTRES, 2001).

Las mas graves son las siguientes:

Tabla 2. Enfermedades monogénicas dominantes mds graves.

Sindrome de Marfan
Neurofibromatosis tipo 1.
Acondroplasia
Charcot_Marie-Tooth
Polineuropatia amieloide
Huntington
Distrofia miotdnica tipo 1
Poliposis adenomatosa
Epidermolisis Bullosa
Poliquistosis renal dominante

4.3.2. Recesiva: en estos casos se requieren dos copias del gen afectado (materna y paterna)
para que el embrién herede la enfermedad con una probabilidad del 25%. Aquellos que
hereden solo una copia seran portadores de la enfermedad pero no enfermos. Sdlo pocos
sindromes raros obedecen al modelo hereditario recesivo, y en una pequefia proporcién de
casos las mutaciones aparecen de “novo”, y se transmiten posteriormente a la descendencia.
(GIRARDET and CLAUSTRES, 2001).

Las mas graves son:

Tabla 3. Enfermedades monogénicas recesivas mas graves.

Tay-Sach
Beta talasemia
Fibrosis quistica
Atrofia muscular espinal
Anemia falciforme
Poliquistosis renal recesiva

4.3.3. Canceres hereditarios.

Gracias al avance en el conocimiento del Genoma humano y en los mecanismos
genéticos asociados a la aparicion de tumores malignos, se puede explicar la causa del
desarrollo de determinados canceres agrupados en una misma familia.

Aproximadamente un 5-10% de todos los cadnceres son hereditarios. En estos casos, el
individuo portador posee una mutacion en la linea germinal que le predispone a sufrir una
mayor susceptibilidad para desarrollar un tumor determinado y ademads, poder transmitir
dicha mutacién a su descendencia.
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Aplicar el DGP para la identificaciéon de mutaciones que predisponen a sufrir canceres
hereditarios de alta penetrancia es de vital importancia, generalmente indicado para parejas
con cierto riesgo a padecerlas, o con antecedentes familiares. Por lo tanto, una identificacién,
de manera precoz, de este grupo de personas de alto riesgo permite que sean atendidas de
forma especifica, aquellas familias donde se identifica la causa genética de la predisposicién a
tumores pueden ser candidatas a ser incluidas en procesos de Diagndstico Genético
Preimplantacional (DGP). (SILVESTRE OLTRA, 2010).

Se conocen mas de 50 tipos de sindromes de cancer familiar (Anexo 1), en los que se
pueden incluir tanto sindromes que predisponen Unicamente a cancer y otros sindromes con
cuadros clinicos complejos con predisposicidn a algln tipo de tumor. Ademds, dentro de estos
sindromes, la penetrancia puede ser desde casi el 100% (penetrancia completa) hasta muy
baja. La edad de aparicion es variable, pudiendo ser de aparicién temprana o mas tardia. La
gravedad de los tumores también varia.

Como en el resto de patologias de origen genético, es necesaria la valoracion de las
caracteristicas de la enfermedad (penetrancia, expresividad, gravedad, edad de aparicion,
existencia de tratamientos curativos, etc.) antes de la autorizacién de un DGP.

Un ejemplo son las mutaciones en los genes BRCA1 y BRCA2 asociadas a los canceres
de mama y de ovario Una ventaja de aplicar el DGP en estos casos es que se previene el
nacimiento de bebés sanos en el momento del nacimiento pero que mas tarde tendran un
riesgo de poseer el gen mutado que les hard necesitar de por vida un seguimiento, una
monitorizacién, analisis y tratamientos invasivos como cirugia para mejorar su calidad de vida.
(DRUSEDAU et al., 2013).

Tenemos varias formas de clasificar estos cdnceres hereditarios. Segln su tipo de
herencia y segun su penetrancia y edad de aparicion.

4.3.3.1. Clasificacion de los canceres hereditarios segun su tipo de herencia.

4.3.3.1.1 Canceres hereditarios dominantes: El 50% de los hijos heredardn el gen que podra
desarrollar el cancer.

Tabla 4. Canceres hereditarios dominantes.

- Neurofibromatosis Tipo 1y 2.
- Neoplasia multiple endocrina (MEN 1, 22 y 2B).
- Poliposis Adenomatosa familiar
- Von-Hippel Lindau.
- Li-Fraumeni.
- Retinoblastoma.
- Tumor de Wilson familiar
-Xerodermia pigmentosa.

4.3.3.1.2. Canceres hereditarios recesivos: Los padres son portadores asintomaticos con un
25% de posibilidades de tener un hijo con el gen que desarrollara el cancer.

Tabla 5. Canceres hereditarios recesivos.

-Anemia de Fanconi
-Ataxia teleangiectasica
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-Sindrome de Bloom
-Cancer colorrectal
-Sindrome de Wiskott-Aldrich

4.3.3.2. Clasificacion de los canceres hereditarios segtin su penetrancia y edad de aparicién.
4.3.3.2.1. Sindromes graves de alta penetrancia y de posible aparicion temprana.
Susceptibles a ser incluidos directamente en protocolos de DGP. Poseen caracteristicas
como una alta penetrancia, un alto riesgo de transmision a la descendencia, posible aparicidn
temprana, ausencia de tratamientos curativos y gravedad de los mismos. (SILVESTRE OLTRA,

2010).

Retinoblastoma.

El retinoblastoma es la neoplasia mas frecuente del ojo durante la infancia, y la tercera
en frecuencia en todas las edades, siguiendo al melanoma y al carcinoma metastatico.
Representa del 2,5 al 4% de todos los canceres pediatricos, pero al 11% de los cdnceres en el
primer afio de vida.

El 40% de los casos de retinoblastoma se consideran hereditarios, con una herencia
autosdmica dominante, aunque sélo en el 10-20% hay antecedentes familiares, esto se debe a
la frecuente aparicién de mutaciones de “novo”. La penetrancia del tumor en los portadores
de una mutacién en RB1 es muy elevada alcanzando hasta el 90%. (SILVESTRE OLTRA, 2010).

Poliposis Adenomatosa Familiar.

La poliposis adenomatosa familiar (PAF) o poliposis colénica familiar (PCF) es una
enfermedad hereditaria infrecuente. Caracterizada por la aparicién de numerosos pélipos
adenomatosos gastrointestinales y por un desarrollo de cancer colorrectal en practicamente el
100% de los pacientes que no reciben un tratamiento adecuado.

La PAF clasica (mds de 100 pélipos) presenta una herencia autosémica dominante, y su
penetrancia es superior al 95%. El responsable es el gen APC (Adenomatous Poliposis Coli)
situado en el cromosoma 5 (5g21). La mutacidn genética de este gen provoca la aparicién de
una mucosa hiperproliferativa en todo el tracto intestinal. Se estima que es responsable del 1-
2% de todos los casos de cancer colorrectal, por lo que representa el segundo sindrome mas
frecuente de predisposicidon hereditaria a esta neoplasia.

La PAF atenuada (menos de 100 pélipos) presenta en un 30% de los casos una herencia
autondmica recesiva. Asociada normalmente a la mutacidn del gen MYH. (SILVESTRE OLTRA,
2010).

Sindrome de Von Hipplel Lindau.

El Sindrome de Von Hipplel-Lindau (VHL) es un sindrome familiar de predisposicién a
diversos tipos de neoplasias, siendo las mas caracteristicas el angioma/hemangioblastoma de
retina, el hemangioblastoma cerebeloso y el carcinoma renal.

Este sindrome posee una herencia autosémica dominante y estd causado por
mutaciones germinales en el gen VHL, situado en el brazo corto del cromosoma 3 (3p25.5). La
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ausencia de la proteina que codifica el gen VHL hace que no se pueda reprimir la expresién de
determinados genes provocando una sobreexpresidn, independiente de hipoxia, de factores
de angiogénesis. (SILVESTRE OLTRA, 2010).

Neoplasia endocrina multiple (MEN 2A, MEN 2B, CMTF).

Diversos tipos de mutaciones del oncogén RET causan tres sindromes autosémicos
dominantes: la Neoplasia Endocrina Multiple tipo 2A (MEN 2A), la MEN 2B y el Carcinoma
Medular de Tiroides Familiar (CMTF). En los tres casos el riesgo de la aparicion del carcinoma
medular de tiroides es superior al 95%, lo que supone casi una penetrancia completa.
(SILVESTRE OLTRA, 2010).

Sindrome de Li Fraumeni.

El sindrome de Li-Fraumeni es un sindrome raro de predisposicién familiar a multiples
formas de cancer que pueden sucederse desde la edad infantil hasta la adulta. Es una
enfermedad hereditaria autosémica dominante de alta penetrancia que esta debida, en el 70%
de los casos, a mutaciones germinales en el gen TP53.

v" Tumores tipicos: Sarcoma de partes blandas, Osteosarcoma, Tumor cerebral, Céncer
adrenocortical, Cdncer de mama y Leucemia aguda.

v' Otros tumores: Melanoma, Estémago, Colon, pancreas, Eséfago y Tumores gonadales de
células germinales. (SILVESTRE OLTRA, 2010).

4.3.3.2.2. Sindromes que requieren la valoracion caso a caso para un DGP.

Entre los sindromes de cancer familiar, hay una gran cantidad que no entran en el
grupo anteriormente mencionado por diferentes motivos (baja penetrancia, riesgo de
aparicién de tumores escaso, edades de aparicién tardias, etc.). Sin embargo, algunos de estos
no deben ser excluidos del programa de DGP, siendo necesaria la valoracién de cada caso
familiar para la autorizacién de un DGP.

Tratdndose de enfermedades oncoldgicas, en muchos casos la gravedad es innegable.
En muchos de estos casos familiares la herencia es autosdmica dominante con un riesgo de
transmisién del 50%. La penetrancia aunque no completa, en muchos de los tumores que
pueden entrar en este grupo puede ser moderadamente elevada, muchas veces alrededor del
50-60%. Por otro lado, aunque la monitorizacién y tratamientos profilacticos cada vez estan
mostrando mejores resultados en el aumento de la supervivencia de estos pacientes, aun no
son la alternativa Unica para los mismos por lo que se debe valorar las técnicas de
reproduccion asistida y DGP en algunas de estas familias. (RUBIO et al., 2004).

Algunos ejemplos: Sindrome de cdncer de mama/ovario, Cancer de colon no
Polipdsico, Sindrome de Cowden, Anemia de Fanconi, Neurofibromatosis (Tipo 1 y 2),
Sindrome de Nijmegen, Sindrome de Peutz-Jeghers y Esclerosis Tuberosa.

4.3.4. Enfermedades genéticas de aparicion tardia.

El DGP para la identificacidn de trastornos genéticos tardios conlleva la posibilidad de
una deteccion de la enfermedad sin ni siquiera saber si los padres portan o no la enfermedad,
un ejemplo claro es la enfermedad de Huntington, una enfermedad autosémica dominante
que tiene un riesgo del 50% de ser heredada. Para los individuos portadores de una mutacion
responsable de una de estas enfermedades que deseen evitar su transmision a su
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descendencia, el diagndstico genético preimplantacional se presenta como una alternativa
muy valida al diagndstico prenatal. EIl DGP obligard a muchos pacientes sin problemas de
fertilidad a someterse a un ciclo de Fecundacién in vitro (FIV) pero evitara la necesidad de
interrumpir el embarazo en caso de que el feto sea portador de la mutacién. Debido también a
su cardcter neurodegenerativo irreversible, muchos pacientes con parientes afectos de alguna
enfermedad de aparicién tardia optan por no conocer su estatus genético pero siguen
qgueriendo asegurarse de que la mutacidon (si la portasen) no es transmitida a sus
descendientes. Para estos casos, existen dos tipos de DGP: el DGP por exclusiéon y el DGP con
no-revelacién. (FLORENSA, 2011).

4 El DGP por exclusion consiste en la seleccién (mediante marcadores familiares) de
embriones libres de cualquier alelo proveniente del abuelo/a afecto. De este modo, ni los
pacientes, ni los profesionales encargados de dicho andlisis, ni nadie del personal de la clinica
de FIV puede conocer el estatus genético del paciente, evitando asi cualquier revelacién al
respecto. EI mayor inconveniente de este método es que el 50 por ciento de embriones
diagnosticados como afectos (por ser portadores de un alelo proveniente del abuelo) seran en
realidad sanos.

4 Por otro lado, el DGP con no-revelacién consiste en la evaluacion de los genes del
individuo que quiere tener descendencia y la realizacién de un ciclo de FIV, con o sin DGP
segun el resultado de la evaluacidn, sin que éste sea revelado al paciente. Los pacientes no
seran informados de ningln aspecto relacionado con el ciclo de FIV; ni del nimero de ovocitos
obtenido, ni del niumero de embriones obtenido tras fecundacién, ni de los embriones
biopsiados ni de los transferidos o congelados. A menudo los profesionales se veran forzados
a simular una transferencia embrionaria porque no existen embriones sanos para transferir o
porque, aunque éstos no hayan sido analizados, ninguno de ellos ha llegado al estadio de
blastocisto. Es de vital importancia que el minimo necesario de personas implicadas en el
proceso de FIV sea informado del estatus genético del paciente para evitar sospechas en el
paciente. (FLORENSA, 2011).

Un ejemplo seria detectar las mutaciones asociadas al gen de la proteina precursora
amiloidea (APP) que se relacionan con la enfermedad de Alzheimer.

4.4. CON FINES TERAPEUTICOS A TERCEROS.

La ultima indicacién seria un DGP con fines terapéuticos a terceros. El primer uso del
DGP para el andlisis de mutaciones y la busqueda de un HLA compatible fue reportado en el
2001. El nifo en este caso dona células madre o algln tejido humano para trasplantar a su
hermano enfermo. Esta aplicacion del DGP surgié por los problemas de incompatibilidad de
grupos sanguineos, por lo tanto, cuando un nifio necesita un trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas que tengan un mismo HLA, se puede utilizar el DGP para concebir un hijo
con el mismo HLA que el hermano afectado con enfermedades como la anemia de Fanconi.
(BREZINA and KUTTEH, 2014).

La posibilidad de combinar el DGP para alteraciones genéticas y el emparejamiento de
los antigenos de histocompatibilidad HLA, nos posibilita una seleccién de embriones sanos y
gue ademas son HLA compatibles. Se busca la compatibilidad molecular total del HLA para
conseguir eliminar los problemas de rechazo que conllevan los trasplantes de médula ésea.
(SOUTULLO, 2006).

Tras el nacimiento del nifio sano, sus células madre hematopoyéticas (HSC) del cordén
umbilical se utilizardn con el fin de ser trasplantadas a la médula dsea del familiar afecto.
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A la hora de seleccionar los embriones adecuados se tiene en cuenta qué tipo de
herencia tiene la enfermedad, por lo tanto, en enfermedades monogénicas recesivas el
porcentaje de embriones HLA compatibles serd de % y de % para sanos y portadores. HLA
compatibles y sanos y/o portadores seran 3/16. Para enfermedades monogénicas dominantes
el porcentaje de embriones sanos es de 2/4 y de sanos y HLA compatibles 2/16. Si sélo se
requiere el tipaje para emparejamiento de HLA, el porcentaje de embriones apropiados sera
de %. Aun asi, el nUmero de familias que ha recibido este tipo de procedimiento es pequefio ya
que la probabilidad de éxito asociada con la FIV y la posibilidad de encontrar un embrién
igualado son ya de por si bajas. (CIVICA, 2012).

Otra limitacion del DGP_de compatibilidad HLA es que es poco probable si el nifio
afectado ha heredado un haplotipo HLA recombinante de uno de los progenitores, ya que la
probabilidad se reduce a 1 de 23 casos para que el hermano sano herede ese alelo
recombinante idéntico del progenitor. Basados en los datos de la ESHRE, se han realizado mas
de 500 ciclos de DGP-HLA hasta octubre de 2011, normalmente para la exclusion de
enfermedades como la talasemia mayor, anemia de Fanconi o leucemia. (BICK and LAU, 2006).
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5. METODOLOGIA/PROCEDIMIENTOS DEL DGP.

5.1. FIV-ICSI.

El procedimiento del DGP incluye una hiperestimulacién ovarica controlada (HOC) con
FSH (Hormona foliculoestimulante) y LH (Hormona luteinizante) que permite obtener
multiples ovocitos, como la que tendriamos en cualquier procedimiento de reproduccién
asistida, seguido de la recuperacion de los ovocitos. Normalmente la técnica de reproduccion
asistida de eleccién es ICSI, generando asi, embriones con ausencia de espermatozoides y
células de la granulosa adheridas a la zona pellcida, que si se encuentran presentes durante
una fecundacién in vitro convencional (FIV), esto evita riesgos de contaminacion durante el
analisis genético posterior. Seguidamente, los embriones se mantienen en cultivo hasta que se
obtienen los resultados, por ello las técnicas de analisis genético deben permitir un diagnéstico
muy rapido, compatible con el periodo méximo de cultivo in vitro de embriones. (BICK and
LAU, 2006).
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5.2. BIOPSIA EMBRIONARIA. GENERALIDADES. OBTENCION DE MATERIAL GENETICO PARA EL
ANALISIS.

Normalmente, se realiza una biopsia de 1 o 2 blastémeros de cada embrién en el dia 3.
Con estas células llamadas blastémeros se realiza un analisis genético bien usando FISH o PCR.
Aquellos embriones que sean diagnosticados como sanos seran los elegidos para ser
transferidos al Utero materno en dia 4 o 5.

La biopsia embrionaria es una técnica que consiste en extraer una o dos células de un
embrion en divisidén (dafidandolo lo menos posible) para analizarlas genéticamente mediante
diferentes técnicas y asi poder seleccionar aquellos embriones libres de una determinada
alteracidn genética antes de ser trasferidos al Utero. El resultado posibilita la identificacion de
anomalias en estadios previos a la implantacién, evitando el desarrollo de anomalias genéticas
y previniendo el aborto espontaneo provocado por éstas. (RUBIO et al., 2004).

En condiciones in vitro, después de la fecundacidn, el zigoto humano se divide
aproximadamente cada 24 horas durante las primeras etapas del desarrollo embrionario. La
biopsia se puede realizar en diferentes estadios, biopsia de corpusculo polar, biopsia de
blastdmeros y biopsia de blastocisto. En la tabla 6 se muestra la cronologia que sigue un ciclo
de FIV con DGP. (BICK and LAU, 2006).

Tabla 6. Cronologia de un ciclo FIV con

Dia 0 Aspiracion folicular e ICSI.

Dia 1 Valoracion de la fecundacion a las 18-20 horas.

Dia 2 Valoracion del desarrollo embrionario a las 24 horas.

Dia 3 Biopsia embrionaria de los embriones evolutivos. Comienzo del andlisis genético.

Dia 5 Seleccion para la transferencia de los embriones normales o no afectos con buena evolucién. Soporte

luteal esencial para el desarrollo del endometrio antes de la transferencia de embriones.

5.2.1. Biopsia del corpusculo polar: el ovocito maduro se caracteriza por la presencia del
primer corpusculo polar (CP) que tiene 23 cromosomas bivalentes. El segundo corpusculo
polar aparece tras la fecundacidn por el espermatozoide y contiene 23 cromatidas maternas.
Se puede realizar la aspiracién del primer CP o de los dos CP, principalmente cuando se
realizan estudios para PCR o translocaciones. Esta técnica actualmente esta en desuso ya que
no se puede emplear cuando la informacién paterna es esencial para el diagndstico
(mutaciones dominantes, translocaciones y aneuploidias derivadas del padre). (SEPULVEDA
and PORTELLA, 2012).

5.2.2. Biopsia de blastomeros: el mejor estadio para realizar la biopsia es cuando los
embriones adquieren entre 6 y 8 células, equivalente al dia 3 de desarrollo, ya que se ha
comprobado que en este momento, la extraccion de 1 o 2 blastémeros no afecta
negativamente a su posterior desarrollo hasta blastocisto. Esta revision se centrara en la
biopsia de embriones en dia 3. (LOPEZ-PEDRAZA et al., 2012; ERCOLI et al., 2009; GLEICHER et
al., 2014).

En general, la biopsia embrionaria es una técnica invasiva que permite la obtencion de
1 o 2 blastdmeros de un embridn en divisidon sin diferencias en la tasa de implantacion
posterior. Un tema muy discutido es el nimero necesario de blastdmeros a biopsiar y analizar
para conseguir un equilibrio entre la eficacia y la eficiencia del estudio genético y el impacto
sobre el embrién. El nimero de blastémeros a extraer dependera de la calidad del embridon y
del andlisis genético a realizar (VAN DE VELDE et al., 2000; PARRIEGO et al., 2003).
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Para la técnica FISH (deteccidon de anomalias cromosomales estructurales y numéricas)
si la calidad del embrién lo permite y son embriones de 8 células se extraen 2, en cambio, si el
numero de células es menor, se extrae Unicamente una blastémero. En los protocolos de PCR
sélo se transferiran aquellos embriones con resultados confirmados en dos blastémeros (2
repeticiones necesarias para obtener resultados mas robustos). Hay autores que recomiendan
extraer siempre dos células para evitar un posible error de diagndstico (COULAM et al, 2007).

Hay estudios que demuestran que la biopsia embrionaria en la etapa de 8 células no es
perjudicial para el desarrollo posterior del blastocisto debido a que el indice mitdtico es alto y
esto compensa con mayor rapidez la célula extraida para la biopsia y ademas, el escaso grado
de compactacion en los embriones permite que este estadio celular sea el idéneo para realizar
el proceso. (HATDY et al., 1990; CIESLAK JANZEN et al., 2006)

Al parecer, si se extrae una célula en el estadio de 4 células, durante el desarrollo del
blastocisto se reduce la relacién de la masa celular interna con el trofoectodermo. (TARIN et
al., 1992). Los embriones en estadio de 6-8 células presentan un cierto grado de compactacion
debido a la formacion de uniones celulares calcio-dependientes. Esto se soluciona con la
utilizacién de un medio sin calcio que bloquee estas uniones celulares. (DUMOULIN et al,,
1998).

El nimero minimo de células que debe poseer un embridn para ser considerado apto
para la biopsia estd establecido en 5, siendo recomendable descartar del procedimiento
aquellos embriones de muy baja calidad. Otro criterio a tener en cuenta es el grado de
fragmentacion, que no debe ser superior a un 30%. (MARTINEZ, 2008). Siempre que sea
posible se biopsiaran células mononucleadas. Si el estudio genético requiere el analisis de 2
blastdmeros, se biopsiaran solamente aquellos embriones que tengan 6 6 mas células. En caso
de pérdida del nucleo o fallo en el diagndstico se puede “rebiopsiar” el embridn.

ICST (Dia O)

Fecundacién (Dia 1)

i ;,?‘:}_—J Biop=ia (Dia 3)
T

o FISH
- P2

Coculrtivo v traneferencila (Dia 2-9)

Figura 7. Pasos biopsia blastomeros. RODRIGO, L.; RUBIO, C.; MATEU, E. y BUENDIA, P.El laboratorio de diagndstico genético
preimplantacional. Capitulo 14, pag.1218. IVI. 92 edicidn. (2014-2016).

5.2.3. Biopsia de blastocisto: en este estadio, en los dias 5 y 6 de desarrollo, el embridn puede
tener hasta 300 células. En esta fase, el embridn se ha diferenciado en trofoectodermo, que
originard mas tarde la placenta, y en masa celular interna, que originard el feto. Esto supone
una ventaja ya que se considera una biopsia menos invasiva, se toman 4-5 células del
trofoectodermo, sin alterar asi la masa celular interna, destinada al desarrollo fetal, no
viéndose afectada ni por la extracciéon de alguna célula, ni por la presencia de sustancias
guimicas como las que se utilizan para la perforacién de la zona pellcida. Otra ventaja de la
biopsia en estadio de blastocisto es la posibilidad de obtener una mayor cantidad de material
genético debido a que se obtienen mayor nimero de células. Esto mejora la exactitud y
fiabilidad del DGP. Ademas, se biopsian solo aquellos embriones que han alcanzado el estadio
de blastocisto y, que por lo tanto, se han desarrollado correctamente. Sin embrago, pese a las
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grandes ventajas, precisa de demasiado tiempo, estando los embriones listos para su
transferencia como pronto en dia 6, por este motivo se recomienda criopreservar los
embriones mientras se estd realizando el DGP, lo que disminuye la viabilidad del embrién.
(LOPEZ-PEDRAZA et al., 2012; RODRIGO et al., 2014; ERCOLI et al., 2009; DENG and WANG,
2015).

5.3. PERFORACION ZONA PELUCIDA.

Para extraer cualquier célula de un embrién es preciso perforar previamente la zona
pelucida. Encontramos 3 métodos de perforacion:

— Mecidnico. Utilizacién de un punzdén. Se recomienda para la biopsia del 12 CP en ovocito.
— Quimico. El orificio se realiza con 4cido Tyrodes.
— Laser. El orificio se realiza mediante un |dser acoplado al microscopio.

De cualquiera de estas formas, se realiza una eclosién asistida que consiste en crear,
de forma artificial, un orificio en la zona pelucida. Cada laboratorio usa uno u otro método
dependiendo de la experiencia del embridlogo que lo vaya a realizar y de las técnicas puestas a
punto en el laboratorio. De todos modos, el procedimiento requiere cuidado en su ejecucion
para que no haya lisis celular en el embrién. (RODRIGO et al., 2014; BONILLA-MUSOLES et al.,
2009; GARCIA, 2007).

Segun estudios realizados, se ha visto que la eclosion asistida no afecta a la tasa de
anomalias cromosdmicas en los nacidos vivos. (MA et al., 2006).

5.3.1. Método mecanico: se realiza en una gota de 20 pL de medio con HEPES. En primer lugar
el ovocito decumulado (en el caso del corpusculo polar) o el embridn se sujeta con la pipeta
holding y la zona pelicida es traspasada de manera tangencial con una micropipeta PZD
(Diseccion parcial de zona) en direccién de las agujas del reloj desde la 1:00 a las 11:00. El
embrion se libera entonces de la pipeta “holding” y la parte de la zona pelucida ensartada se
fricciona contra dicha pipeta hasta que se disgrega la ZP y se consigue una hendidura.
Finalmente, la micro-aguja es retirada, quedando abierto un pequefio orificio en forma de ojal
cerrado (de unos 50 micrémetros) que permite la salida del embrién tras la eclosién o la
entrada de micropipetas para eliminar los fragmentos.

Se conoce un nuevo método tridimensional de diseccidn llamado PZD tridimensional
en el que se practica un segundo corte en la ZP debajo del primero, es decir, perpendicular al
primer corte, de forma que se obtiene un agujero en forma de cruz. En este nuevo método, se
consigue una mayor flexibilidad a la hora de orientar el ovocito e introducir la pipeta de
biopsia. Se aplica fundamentalmente para la biopsia de CP. Su principal inconveniente es que
consume mucho tiempo y se requiere de un aprendizaje meticuloso, suele producir agujeros
de diferentes tamafos, muchos de los cuales no son éptimos.

En cuanto al método mecanico, aunque posee la ventaja de una ejecucién mas simple,
no da muy buenos resultados debido a que el orificio que se crea por la aguja de diseccidon
produce una estrangulacion posterior del blastocisto cuando intenta eclosionar (COHEN et al.,
1990).

Otra alternativa, con resultados esperanzadores es el piezo-micromanipulador que
consiste en un sistema de vibracién de alta frecuencia que rompe la zona pellcida. El
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inconveniente es que es un método costoso. (NAKAYAMA et al., 1999; RODRIGO et al., 2014;
BONILLA-MUSOLES et al., 2009; GARCfA, 2007).

5.3.2. Método quimico: es el método mas utilizado. Consiste en disolver la ZP y practicar un
orificio de 30-35 um en la misma, mediante el uso del acido Tyrodes (pH 2.3-2.4). El protocolo
comienza con la preparacion en una placa de dos gotas centrales con el acido Tyrodes
rodeadas de microgotas de 30 pL con medio tamponado de biopsia G-PGD (tampdn MOPS, sin
Ca2+y Mg2+, suplementado con HSA, nunca gaseado) donde se colocan los embriones (Figura
8). El medio de biopsia se deja atemperar durante 20 minutos a 372C, cubriendo la placa con
aceite mineral. A continuacidn, se colocan las micropipetas de aspiracion y Tyrodes paralelas a

PLACA BIOPSIA EMBRIONARIA
CON ACIDO TYRODE
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Figura 8. Biopsia método quimico. RODRIGO, L.; RUBIO, C.; Figura 9. Biopsia embrionaria con perforacion de la zona
MATEU, E. y BUENDIA, P.El laboratorio de diagnéstico peltcida mediante acido Tyrodes. Fuente: GARCIA, J.A., 2007.
genético preimplantacional. Capitulo 14, pag.1220. IVI. 92 Enfermeria en reproduccion humana. Libreria-Editorial
edicion. (2014-2016). Dykinson, 228 paginas.

la derecha y la pipeta holding (que sujeta en todo momento al embrién) a la izquierda,
alineada con las anteriores. Seguidamente, se depositan los embriones en la placa de biopsia y
se pasan al microscopio invertido (maximo 2-3 embriones por cada placa). Se enfoca la gota de
acido Tyrodes con un objetivo 10X y se aspira una cantidad suficiente de acido, neutralizando
el flujo cuando el nivel de acido sea el adecuado. Antes de pasar a la gota que contiene el
embrion se purga la pipeta de aspiracion en la gota de G-PGD de lavado. Después, se sujeta
firmemente el embrién con la pipeta “holding” y se aproxima la pipeta que contiene el acido a
la posiciéon de las 3:00 horas liberando el acido suavemente hasta que se observe que la ZP se
va disolviendo y se comienza a apreciar la formacidn de un orificio de aproximadamente 30-35
um de didmetro. En este momento se debe aspirar ligeramente el medio en las cercanias del
orificio formado para evitar la acidificacion excesiva del medio. Esta técnica necesita de una
manipulacion muy rapida y precisa para poder evitar la exposicién innecesaria del embrién al
pH acido y como consecuencia, una pérdida de viabilidad.

Una de las ventajas de esta técnica es que

es econdmica y estd al alcance de cualquier PRI e fr
laboratorio, sin embargo, se expone al embrién a S

la solucién acida y a una abertura permanente. ) |eweo ] 7 N
(RODRIGO et al., 2014; BONILLA-MUSOLES et al., Loy O

2009; GARCIA, 2007). s |

5.3.3. Laser: hoy en dia se estdn utilizando los \'\;/,,«
sistemas de laser de infrarrojos (Figura 11) que R

liberan el rayo laser a través del objetivo del

. . deci . d Figura 10. Placa para biopsia embrionaria con laser.
microscopio, €s decir, no Sse& requiere de UN popriGo, L; RUBIO, C; MATEU, E. y BUENDIA, P. El
contacto directo con la zona diana, debido a que laboratorio de diagnéstico genético preimplantacional.
se produce una rotura térmica provocada por la Capitulo14, pag.1221. IVI. 92 edicion. (2014-2016).
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absorcion de la energia del ldser por la ZP. La
absorcion de la radiacion por la placa y el medio
de cultivo son minimas.

5.3.3.1. Contacto directo: En el modo con
contacto directo, el laser se dirige a través de una
fibra dptica en contacto con la ZP del embridn. La
radiaciéon empleada es de una longitud de onda
correspondiente a la franja ultravioleta. Sin
embargo, esta técnica se dejé de emplear por las -
ventajas que suponian utilizar el método sin Figura 11. Sistema laser. Fuente: BONILLA-MUSOLES, F.;

contacto y el potencial mutagénico de la DOLZ, MORENO y RAGA, 2009. REPRODUCCION ASISTIDA:
radiacidon ultravioleta. Abordaje en la practica clinica. Médica Panamericana.
P4g.348-350.348-350.

5.3.3.2. Sin contacto: En el modo sin contacto se utiliza un laser de diodo infrarrojo de 1480
nm cuyo haz es proyectado de forma tangencial al embrién mediante un sistema de lentes
Opticas. En este caso, la apertura en la zona pellcida se consigue por degradacién por
fototermdlisis de su matriz proteica produciendo desnaturalizacién de las proteinas que la
conforman, ocasionada por la elevacidén de la temperatura del agua al ser calentada por el
l[daser. Una modificacion reciente de este método consiste en utilizar el laser para reducir el
grosor de la zona peldcida, sin llegar a abrir un ——r ——— =
agujero. La realizacion del orificio en la ZP
mediante laser (Figura 12) dependerd de la
energia del pulso, del tiempo de duracién de este
(1,7-2 ms recomendado), de la superficie de
incidencia del rayo y de su capacidad de difusidn
por la solucion empleada en el proceso. Es
aconsejable un menor nimero de disparos pero
de mayor intensidad. Se recomienda mover el , S
embrién para evitar lesiones térmicas de los Figura 12. Biopsia con laser. Fuente: BONILLA-MUSOLI’ES,
blastdmeros cercanos debido al i DOLZ MORENO v RAGA, 2009, REPRODUCCION
ASISTIDA: Abordaje en la practica clinica. Meédica
sobrecalentamiento de la zona que ha estado p,pumericana. pag.348-350.348-350.
expuesta al ldser. El efecto en la ZP es muy
localizado vy los orificios son redondos y precisos. El tiempo de exposicién se reduce mucho.
Una de las ventajas del método es que es muy rdpido y reproducible, sin embargo, es caro, se
expone al embrién y la abertura es permanente y de gran tamafio. (RODRIGO et al., 2014,
BONILLA-MUSOLES et al., 2009; GARCIA, 2007).

Colans 1hsct

Parece que no existe diferencia entre los embriones biopsiados con laser o con acido
Tyrodes, aunque se ha observado que la formacién del blastocisto es mas temprana cuando se
utiliza laser.

El Idser endurece el area de la ZP expuesta, pudiendo hacer mas dificil la aspiracion del
blastdmero. (MALTER et al., 2001). Aun asi, el ldser posee ventajas frente al dcido como la
velocidad y precisidon en su ejecucidn, no es toxico para el embridn, reduce la experiencia
técnica necesaria para llevarla a cabo (JORIS et al., 2003).

Se observé en un estudio prospectivo aleatorio (MAKRAKIS et al., 2006) que la tasa de
implantacion era significativamente mas alta en el método laser y que ademas, la tasa de
embarazo era mayor aunque no significativa.
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En otro estudio comparativo entre el método quimico y el laser, se obtuvieron
resultados similares en cuanto al desarrollo del blastocisto y la proporcién de blastocistos
obtenidos. (JONES et al., 2006).

Diversos estudios han relacionado el tamafio del orificio en la ZP con el incremento de
la frecuencia de gemelos monocigdticos (HERSHLAG et al., 1999; SCHIEVE et al., 2000) por lo
que se recomienda no realizar aberturas muy pequefias que puedan causar la herniacion del
blastocisto. Tampoco son recomendables las aberturas muy grandes ya que se corre el riesgo
de la salida de algun blastémero que comprometa la capacidad de desarrollo del embridn.

5.4. BIOPSIA DE EMBRION DIA 3.

Los métodos de trabajo
que utilizan los laboratorios que
utilizan el DGP no son
exactamente iguales y difieren en
ciertos puntos. Por ello, la ESHRE
ha intentado formular unas guias
con unos estandares minimos que
aconsejan seguir, y que incluyen
tanto al equipamiento del laboratorio como a la
cualificacion necesaria del personal que realiza la
biopsia de los embriones. (BONILLA-MUSOLES,
DOLZ, et al., 2009).

Figura 13. Biopsia embrionaria. Fuente: BONILLA-MUSOLES, F.; DOLZ, MORENO
y RAGA, 2009. REPRODUCCION ASISTIDA: Abordaje en la practica clinica..
Médica Panamericana. Pag.348-350.348-350.

Para realizar el proceso de biopsia es \ . /
necesario usar un medio suplementado con un ‘
10% de HSA para evitar que el embrién y el
blastdmero extraido se fijen a la placa.
Ademés' debe llevar como solucion amortiguadora Figura 14. Aspiracion de blastomeros. Fuente: BONILLA-
HEPES que impida cambios de pH durante la musoLes, F; DOLZ, MORENO y RAGA, 2009.
realizacidn de la técnica, e incluso carecer de Ca'y REPRODUCCION ASISTIDA: Abordaje en la préctica
Mg para bloquear las uniones entre los Clinica. Médica Panamericana. P4g.348-350.348-350.
blastdmeros del embridn y asi favorecer la extraccion. No obstante, es recomendable que el
embrion no esté mas de 10 minutos en estos medios ya que pueden comprometer el
desarrollo in vitro posterior. (MORENO, 2007).

A continuacién, se exponen los pasos a seguir tras la realizacion del orificio en la zona
pelucida:

En primer lugar, se aproxima la pipeta de aspiracidon al orificio y se realiza una
aspiracion suave de uno o dos blastdmeros con nucleo uUnico y visible (objetivo Hoffman 40X).
La célula puede extraerse mediante aspiracién del blastdémero o desplazamiento del mismo,
sea con liquido o ejerciendo presion con la micropipeta contra la zona peltcida. La mayoria de
los centros, realizan la aspiracién con liquido (MORENO and LOPEZ, 2006, voll y 2) pues se
controla mejor el proceso sin llegar a dafar la célula extraida ni al embrién biopsiado (CIESLAK-
JANZEN et al., 2006).

En este procedimiento de aspiracion con liquido se aspira en el interior de la
micropipeta la cantidad suficiente de medio que evite la presiéon negativa al aspirar
posteriormente el blastdmero. Se acerca la micropipeta a la abertura de la zona pellcida, se
expulsa ligeramente medio para expandir la abertura que es bloqueada con ayuda de la
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micropipeta. Posteriormente, se aspira el blastomero de forma suave, realizando un
movimiento de arriba para abajo, de tal manera que éste pueda adaptarse a la luz de la
micropipeta y no se rompa. Para ello, se debe presionar el blastémero al tiempo que lo
aspiramos poco a poco. (MORENOQ, 2007).

A continuacion, se retira la pipeta de aspiracién y se dejan los blastémeros en el
medio, cercanos al embrién. Se procede a liberar el embrién de la pipeta holding
cuidadosamente con el objetivo de evitar que ésta aspire los blastémeros biopsiados.

Posteriormente, se retiran las micropipetas y se lava la pipeta de aspiraciéon en una
microgota de medio de cultivo antes de biopsiar al siguiente embridn.

Una vez terminada la biopsia, se retiran los embriones de la placa de biopsia y se lavan
los embriones varias veces en una placa con medio de cultivo para eliminar los restos de medio
de biopsia sin Ca2+ y Mg2+. Los blastémeros permanecerdn en la placa de biopsia hasta su
evaluacién segun el tipo de andlisis genético que se vaya a realizar: FISH, Arrays o PCR.

Es importante no comprometer la evolucion a blastocisto en el caso de la biopsia de
blastémeros y no solo esto, sino también observar el efecto de la biopsia embrionaria en la
ratio masa celular interna/trofoectodermo y en los parametros metabdlicos del embridn. Ya
qgue en este estadio de 6-8 células la aspiracion de 2 células puede afectar a la diferenciacion
posterior del embrién pudiendo dar lugar a blastocistos con menor proporcién de células de la
masa celular interna y del trofoectodermo, comprometiendo asi a su capacidad de
implantacién. (TARIN and HANDYSIDE, 1993; BRAUDE et al., 1998; MOTTLA et al., 1995).

Los resultados de un ciclo de DGP también van a estar influenciados por el nimero de
embriones que se puedan analizar en cada caso. Por ello, hay grupos que aconsejan
cancelar aquellos ciclos en los que se espera obtener menos de 6 ovocitos, ya que las
expectativas de transferencia y embarazo se reducen considerablemente pues no todos los
ovocitos se fecundan, ni todos los embriones son aptos para realizar el proceso
(VANDERVORST et al., 1998; PLATTEAU, 2006). Incluso, durante el proceso algin embridn
puede dafiarse accidentalmente, comprometiendo asi su desarrollo. (MORENO, 2007).

Curnuiviintivns Aphiunuiones

O puede realizar blopsia del primer y Ancuploidins de orgen matamo
KOQUNAO 0OMRUBOUIO POl Deteccitin de anamalias estraoturmiens e
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Figura 15. Comparacién de las diferentes biopsias. Fuente: RODRIGO, L.; RUBIO, C.; MATEU, E. y BUENDIA, P.
“"El laboratorio de diagndstico genético preimplantacional. Capitulo 14, pag.1228. IVI. 92 edicién. (2014-2016).

olodaimo, ya que b se analiza la

Universidad Politécnica de Valencia Cristina M2 Carmona Serrano Pa’gina31




6. ANALISIS GENETICO.

6.1. PREPARACION DE LOS
BLASTOMEROS.

6.1.1. Fijacion de blastémeros
para hibridacién in situ

Habitzcién separada del laboratorio de FIV par el procesado de blastdmeras

- cabina de flugo laminar con UV

fluorescente (FISH). - lupa estercoxdpica
- pequefic incubador
; . ., pequefo congelador
Después de la realizacidon
de la biopsia embrionaria, se Debe utifizarse ropa protactora para evitar
P ’ 12 contaminacién da DNA
procede a fijar el nucleo de cada - Gomo quininglco
, - Datacuiringlca
uno de los blastdmeros, de forma - Ropa de laboratorio
.. - Mascarilla
que se eliminen los restos de % Lougmnis el S dd
canbisrse con frecuencia

citoplasma y los nucleos consigan
mantener su integridad y Figura 16. Informacién sobre el pr’ocesado de blastémeros. Fuente: RODRIGO, L.;
RUBIO, C.; MATEU, E. y BUENDIA, P. El laboratorio de diagndstico genético
preimplantacional. Capitulo 14, pag.1223. IVI. 92 edicidn. (2014-2016).

morfologia. Existen diferentes
métodos de fijacidn, tomados de la
citogenética clasica, el mas utilizado es el de Tarkowski, aunque existen otros protocolos
modificados.

Se utiliza normalmente el método de Tarkowsky con ligeras modificaciones que se
detallan a continuacion:

Se prepara una placa con 4 gotas de
medio hipotdnico (KCL 0,075M) suplementado
con 0,6% de BSA o medio de cultivo, se hace
pasar el blastémero por cada una de las gotas
limpiando bien la pipeta de restos de aceite

©

m —— (Figura 17). A?I'., el blastémero aum_elnta de
volumen facilitando su extension. A

/ continuacién, se deposita el blastémero sobre

un portaobjetos, es importante evitar la lisis

Figura 17. Fijacion de blastémeros para FISH. Fuente: del blastémero, por ello se intenta dejar la
MARTINEZ, M; SANCHEZ M. y HERNANDEZ ER, 2008. Minima cantidad de medio en este.
TRATAMIENTOS REPRODUCTIVOS: Diagnéstico genético Rapidamente y sin dejar que se seque por
preimplantacional en Tratado de Reproduccién Humana para  completo el medio, se afade una gota de
Enfermeria. fijador (metanol:acético 3:1) lo mas préximo
posible a la gota de hipotdnico y sin perder de vista al blastdmero (Figura 18). Luego se repite
la misma operacién afadiendo una segunda gota de solucion de fijacién hasta que se eliminen
los restos de citoplasma y el nicleo esté extendido. El nucleo fijado se marca con un lapiz de
diamante y se lleva al laboratorio de FISH. La fijacion se puede realizar bajo microscopio
invertido o bajo lupa estereoscépica con objetivo de contraste de fases de 10X.

Otro protocolo comuUnmente utilizado consiste en aspirar el blastémero con una pipeta
Pasteur estirada a la llama y colocarlo en un pocillo con 0.5 mL medio de cultivo tamponado
con albumina al 5% (lupa estereoscépica).

Se aspira de nuevo el blastdmero con una pipeta Pasteur estirada a la llama diferente a
la anterior y depositarlo sobre un portaobjetos previamente desengrasado, son portaobjetos
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especiales que no poseen autofluorescencia. Se retira cuidadosamente el exceso de medio
depositado y se valora la expansién del blastémero sobre el portaobjetos.

A continuacidn, los pasos son similares a los explicados anteriormente, se deja secar el
medio y luego dejar caer verticalmente ;
sobre la extension una primera gota de la 7
solucién de fijacién y cuando esta se retrae, \ é
afadir una segunda gota de fijador  blastémero 4 4

(microscopio invertido, contraste de fases \"\ ~ ﬁ’ ‘ U/
10X). Se continta afiadiendo solucion de [*“ i 0
(

)
fijacién hasta que se eliminen los restos de ?-'4\(1';'\ E Z: 7/
citoplasma, el nucleo aparezca extendido y M
la preparacion quede limpia y lista para Metanol- Acético 3:1

P ) . Medio de lavado
hibridar. En algunas ocasiones es necesario 0 KCI 0.075M

SOplar Ilgeramente de forma tangenCIaI Figura 18. Fijacion blastdmeros para FISH. Fuente: RODRIGO, L.;
para eliminar el citoplasma en su totalidad. RUBIO, C.; MATEU, E. y BUENDIA, P.El laboratorio de diagnéstico
Finalmente, se deja secar durante 10-15 genético preimplantacional. Capitulo 14, pag.1225. IVI. 92 edicién.
7

. . (2014-2016).
minutos a temperatura ambiente y se
traslada al laboratorio de FISH.

ox

dependerd la eficiencia de hibridacidon en -
términos de intensidad y claridad de las e
sefales fluorescentes. Figura 19. Calidad de los nucleos para una buena fijacién. Fuente:

RODRIGO, L.; RUBIO, C.; MATEU, E. y BUENDIA, P.El laboratorio

de diagndstico genético preimplantacional. Capitulo 14,
Hay que tener en cuenta que el pag.1225. IVI. 92 edicién. (2014-2016).

proceso de fijacién de blastdmeros es

sensible a numerosos factores tales como la experiencia del embridlogo, la temperatura y la
humedad ambiental, los cuales pueden incidir en un determinado momento no sélo en una
adecuada transferencia de los blastémeros al portaobjetos sino también en la calidad de los
nucleos fijados.

La fijacion es un paso clave en todo
el proceso previo a la realizacién de los test
genéticos, ya que la calidad de las
extensiones va a condicionar el acceso de las
sondas de DNA al nlicleo y de ello

La humedad ambiental dentro del drea donde se realizara el procedimiento es un
aspecto importante a considerar, siendo la humedad ideal aquella que se encuentra entre un
40% y un 50%. (MARTINEZ et al., 2008; RODRIGO et al., 2014).

6.1.2. Entubado de blastdmeros para la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) y CGH.

En el caso de preparar un analisis génico mediante PCR o CGH se realiza el proceso de
entubado. Tras la biopsia de los embriones, cada blastdmero debe ser lavado
exhaustivamente en gotas distintas (Figura 20) para cada uno de ellos. Se prepara una placa
Petri estéril con 5 gotas (5-10 pl) de tampdn de lavado (PBS + 1% PVP). Se colocan un par de
gotas extra de mayor tamafio al final para lavar la pipeta entre paso y paso. El blastdmero se
va pasando de gota en gota con la pipeta estirada a la llama. El lavado de las células debe
realizarse de forma que se asegure la eliminacién de posibles contaminantes y sin lisar la
célula. A continuacion, el blastdmero se transfiere a un tubo de PCR con la menor cantidad de
tampon PBS posible (2-3ul). Para evitar la evaporacién del tampdn, se adiciona una gota de
aceite mineral directamente al tubo. Finalmente, se cierra el tubo y se marca claramente con
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rotulador indeleble, se centrifuga muy
ligeramente, se mantiene en hielo hasta que
termine todo el proceso y se transporta al
laboratorio de diagndstico junto con la ficha
informativa e identificativa del caso. Es
importante llevar un control negativo para cada
blastdmero con el fin de asegurar que no se ha
producido contaminacién.

Para el tubing cada blastdomero se lava en

sucesivas gotas de forma individual tal como se

ha explicado anteriormente (Figura 21) antes
de ser introducidas en los tubos perfectamente
identificados:

v' Muestras: El tubing de los blastémeros
tanto para el diagnéstico por PCR o CGH se
realiza introduciendo cada una de ellas en
un tubo de 0,2 mL controlando su liberacién
en el tubo mediante la visualizacién con
lupa.

v Blancos: tras el tubing de la célula, se toma
un nuevo tubo y se libera una pequefa
cantidad de medio de la Ultima gota de
lavado que servird como blanco.

estudio de enfermedades
células embrionarias, la

Para el
monogénicas en
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olelele o)
OO0 00O
OO

g ——
OOoOOOow®

Lo L Law v Lo
OOOO0O

(&R, <D
Figura 20. Entubado de blastémeros para PCR. Fuente:
MARTINEZ, M.; SANCHEZ, M. y HERNANDEZ, E.R., 2008.
TRATAMIENTOS  REPRODUCTIVOS:  Diagndstico  genético
preimplantacional en Tratado de Reproducciéon Humana para

Enfermeria.
Tublng de [a blastémer para PCR y o0GH: pase critico

Figura 21. Manipulacién del blastomero en el Tubing.
Fuente: RODRIGO, L.; RUBIO, C.; MATEU, E. y BUENDIA, P.El
laboratorio de diagndstico genético  preimplantacional.
Capitulo 14, pag.1226. IVI. 92 edicion. (2014-2016).

deteccion del DNA requiere un proceso de lisis celular completo. La lisis celular, se consigue
eficientemente mediante el uso de tampones alcalinos previamente afiadidos a los tubos de
PCR. (MARTINEZ et al., 2008; RODRIGO et al., 2014).

6.2. ANALISIS DEL MATERIAL GENETICO.

Podemos hablar fundamentalmente de tres abordajes para realizar el andlisis genético

de los embriones:

= Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Proceso mediante el cual se consigue
amplificar secuencias especificas de DNA hasta mds de un millén, en aproximadamente 30

ciclos.

= Hibridacidn in situ fluorescente (FISH). Proceso que consiste en la utilizacién de sondas de
DNA especificas que hibridan con el DNA de la muestra.

= Hibridacion Gendmica Comparada (CGH). Test genético que evalla la ploidia de los 23
pares de cromosomas comparando el DNA de la muestra a analizar con un DNA control
normal. Se utiliza para la seleccion de embriones libres de enfermedades ligadas a los
cromosomas sexuales, y para el estudio de anomalias cromosémicas numéricas (las que
afectan a los cromosomas individuales) y estructurales.
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6.2.1. Reaccidon en cadena de la polimerasa (PCR).

La PCR es una técnica molecular basada en la amplificacién “in vitro“ del DNA
purificado de células individuales procedentes de la biopsia embrionaria realizada previamente
y con la cual se llegaran a obtener millones de copias de unas pocas secuencias cortas del
genoma (loci) especificamente seleccionadas, normalmente de una longitud de 100-500 pares
de bases. Para aumentar la sefal de una sola célula se suele realizar una segunda reaccion de
PCR utilizando el producto de la PCR de la amplificacién inicial, con esto se pueden llegar a
detectar mutaciones de DNA o repeticiones polimorficas cortas en tdandem (SRT). (BICK and
LAU, 2006).

Una vez realizada la PCR, mediante diferentes aproximaciones técnicas se realizan los
estudios genéticos utilizando el producto amplificado obtenido por PCR. Por tanto el DGP
sigue la misma metodologia que se utiliza para el analisis de pruebas genéticas rutinarias pero
siendo adaptadas al tipo de muestra, en este caso blastomeros.

La PCR para el DGP principalmente se utiliza para:

— Estudio de enfermedades monogénicas: Se emplea tanto para el estudio directo de la
mutacion (qué embriones han heredado la mutacidn) como para el estudio indirecto mediante
marcadores moleculares asociados a la enfermedad (combinacidn de haplotipos asociados a la
enfermedad).

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR, es un procedimiento para sintetizar in
vitro grandes cantidades de una region especifica del DNA, en este caso, de la regién que
contiene el gen mutado causante de la enfermedad. Se requiere la ayuda de una polimerasa,
dos oligonucledtidos que actian como primers o cebadores, cuya funcidn es acotar la region a
amplificar y ciclos de temperatura que permiten repetidamente separar las 2 cadenas del DNA
a temperatura alta y anillar los primers a temperatura mas baja para empezar una nueva ronda
de sintesis. Asi pues, por ciclo de reaccién se duplica el nimero de moléculas que sirven de
sustrato para el siguiente ciclo y se produce por tanto, una amplificacién exponencial del
producto. Los ciclos, habitualmente, constan de una fase de desnaturalizan a 959C durante 5
minutos, de 30 a 40 ciclos de amplificacién que tienen tres etapas generalmente (los tiempos
y temperaturas pueden variarse en funcién de los primers y enzimas utilizados): 30 segundos a
959C para la desnaturalizacidn, 30 segundos a la temperatura de annealing de los primers para
gue se anillen al molde, alrededor de los 602 C y 30 segundos a 72 2 C, y una ultima fase de
elongacidn durante unos minutos a 729C.

Los componentes necesarios para anadir al tubo de PCR que se va a colocar dentro del
termociclador son los siguientes: Tampdn de reaccién (Tris-HCI, MgCl2, KCl, Triton-X100),
dNTPs, cebadores, DNA polimerasa termofilica (la DNA polimerasa utilizada no precisa
reconocer origenes de replicacion, sino simplemente regiones de cadena simple con un primer
anillado), muestra de DNA y aditivos enhancer como dimetilsulféxido y betaina. (BREZINA and
KUTTEH, 2014; LY, et al., 2014; ERCOLI et al., 2009; RODRIGO et al., 2014).
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Figura 22. DGP en atrofia muscular espinal (SMA). Enfermedad provocada por una delecién homocigota en el gen SMN1 (SMN-T).
En el gel se muestra el analisis del exon 7 de los genes SMN-T y SMN-C. La presencia de la banda U indica que el gen SMN-T esta
presente. La presencia de la banda L indica que el gen SMN-C estd presente. Las células (2 y 3); (4 y 5) y (6 y 7) analizadas
representan a un mismo embrién. Solo se estudié una Unica célula en 1y 8, la posicién 9 es el marcador de tamafios moleculares.
Como se observa, 2 embriones estan afectados por SMA (1 y (2y3)) ya que SMN-T no esta presente (ausencia banda U). Fuente:
SWANSON, A.; STRAWN, E.; LAU, E. & BICK, D., 2007. Preimplantation genetic diagnosis: technology and clinical applications.
Wisconsin Medical Journal, 106: 145-152.

— Tipado HLA, se identifica mediante PCR embriones histocompatibles (panel de marcadores
de la regidn HLA) y la mutacidn responsable de la enfermedad.

Los antigenos HLA (del inglés Human Leukocyte Antigen), se encuentran codificados en
un grupo de genes localizados en el cromosoma 6 y son los responsables de que los érganos o
tejidos trasplantados de un individuo a otro no sean rechazados.

El DGP que tiene como objetivo determinar la herencia de los HLA y se realiza de forma
indirecta, esto es mediante el analisis de marcadores polimdrficos tipo microsatélite. Una
ventaja importante del método indirecto es que se puede utilizar la misma aproximacién para
distintos casos clinicos siempre que los marcadores escogidos para el andlisis resulten ser
informativos en los miembros de las familias solicitantes del DGP. Este andlisis indirecto de los
haplotipos HLA se combinard con el estudio de la enfermedad hereditaria presente en la
familia.

Debido a la alta sensibilidad de la técnica de PCR su aplicacion en DGP aun existiendo
limitaciones como la baja cantidad de material disponible para el analisis (1-2 células) la
efectividad de la amplificacidn se es de aproximadamente un 85% en funcién de la region a
amplificar. Debido al riesgo posible de contaminacién con DNA procedente del padre, se
aconseja utilizar la microinyeccion intracitoplasmatica (ICSI) como técnica de inseminacion ya
gue no se encuentran adheridos espermatozoides a la zona pellcida evitando asi que sean
analizados por error. Otra recomendacién importante para evitar la contaminacion y reducir el
fendmeno de la amplificacién preferencial de uno de los dos alelos es utilizar marcadores
ligados al gen afectado ademas de la deteccién directa del propio gen. (BREZINA and KUTTEH,
2014; LY, et al., 2014; ERCOLI et al., 2009; RODRIGO et al., 2014).

6.2.2. Hibridacion in situ fluorescente (FISH).

La FISH se realiza tras la fijacion de las células obtenidas en la biopsia a un
portaobjetos. Consiste en hibridar estas células fijadas con sondas de DNA especificas de
cromosoma y marcadas con fluorescencia. Normalmente, las células individuales se estudian
con una combinacién de sondas y luego se desmontan y se estudian con una segunda mezcla,
lo que permite el diagndstico de células anormales. Este abordaje se emplea principalmente
para identificar aneuploidias y reordenaciones cromosdémicas como las translocaciones, asi
como para la determinacién del sexo en el marco de una enfermedad ligada al sexo y para el
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estudio de desequilibrios derivados de una segregacién anémala de una anomalia estructural.
(BICK and LAU, 2006).

Tras la hibridacién, se pueden enumerar las copias de un determinado cromosoma
presente en el nucleo de una célula. Las sondas utilizadas en nucleos interfasicos pueden ir
dirigidas a diferentes tipos de secuencias de DNA:

o Secuencias centroméricas (CEP): secuencias de DNA satélite (150-300 pb), altamente
repetitivas (miles de veces) y especificas, localizadas habitualmente en el centrémero
de cada cromosoma. Se utilizan generalmente para el diagndstico de los cromosomas
15,16, 17,18,XeY.

o Secuencias especificas de locus (LSI): secuencias de DNA de copia Unica (200-400 kb) o
con un numero reducido de copias, especificas de genes o loci génicos. Se utilizan
generalmente para el diagndstico de los cromosomas 13,21y 22.

o Secuencias subteloméricas (TEL): secuencias de DNA de copia Unica (60-175 kb),
especificas y localizadas en los extremos terminales de cada cromosoma. Se utilizan
generalmente para la reconfirmacion de sefiales no concluyentes con sondas CEP y LSI.

Basicamente, el procedimiento de FISH consiste en 4 pasos:

A) Desnaturalizacion. Se desnaturaliza el nucleo ya fijado en el portaobjetos y las sondas de
DNA a utilizar. El tiempo y la temperatura de hibridacién dependen del tipo de sonda utilizada:

- Sondas CEP: temperatura de hibridacién de 42°C y tiempo de hibridacién variable entre 30
minutos y 16 horas.

- Sondas LSl y TEL: temperatura de hibridacion de 379C y tiempo de hibridacién variable entre
6y 16 horas.

La desnaturalizacidon se puede realizar por separado (incubando el nucleo en una
solucion de formamida al 70% atemperada en bafio térmico a 739C, y la mezcla de sondas que
contiene formamida en un bafio térmico a 732C) o bien de forma conjunta o co-
desnaturalizacion (colocando la mezcla de sondas directamente sobre el nucleo fijado en el
portaobjetos y desnaturalizando de forma simultdnea en una placa calefactora).

B) Hibridacidn. Se hibrida la sonda de DNA con su secuencia complementaria en el ndcleo
fijado bajo condiciones controladas de humedad y temperatura, formando asi un
heteroduplex.

C) Deteccidn. Se realizan una serie de lavados a baja concentracién de sales para eliminar el
exceso de sonda unida inespecificamente al nucleo evaluado y seguidamente se detectan las
sefiales con la ayuda de un microscopio de fluorescencia. Se utiliza también una contratincion
para el nucleo que facilita la visualizacién de toda la cromatina y la identificacién de las marcas
fluorescentes en el nicleo.

D) Interpretacion de los resultados. Mediante la utilizacion un microscopio de fluorescencia
con filtros adecuado se cuenta el numero de marcas fluorescentes que aparecen en cada
nucleo para cada uno de los cromosomas a analizar del siguiente modo:

-Embrion diploide normal: se observan 2 sefiales para cada uno de los cromosomas analizados
en la célula.
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-Embrién haploide: se observa 1 sefial para cada uno de los cromosomas analizados en la
célula.

-Embrion triploide: se observan 3 sefales para todos y cada uno de los cromosomas
analizados.

-Embrién con monosomia/s: se observa en la célula analizada una Unica sefial de hibridacién
para uno o varios (pero no todos) cromosomas analizados.

-Embrién con trisomia/s: se observan en la célula analizada tres sefiales de hibridacion para
uno o varios (pero no todos) cromosomas analizados.

(BREZINA and KUTTEH, 2014; LY, et al., 2014; ERCOLI et al., 2009; RODRIGO et al., 2014)

FISH para los cromosomas X, Y, 18: una ronda de hibridacion

Estd indicado cuando se realiza un DGP por enfermedad ligada a los cromosomas
sexuales y en parejas con anomalias numéricas en su cariotipo para los cromosomas sexuales.
Se realiza una FISH triple con sondas de marcaje directo para la regiéon centromérica de los
cromosomas X e Y junto con el cromosoma 18, que se incluye normalmente en el anilisis
como control de ploidia, para poder distinguir una monosomia para los cromosomas sexuales
de un embrién haploide (1n) o una trisomia de un embridn triploide (3n). (Figura 23)

A menudo, cuando no se dispone de sondas marcadas con tres fluorocromos
diferentes se realizan dos rondas de hibridacion (FISH secuencial).

XY XXY 1818 XYY

Figura 23. FISH de blastomeros para los cromosomas sexuales. La primera imagen se corresponde con un blastémero normal de
sexo masculino, la segunda con una trisomia XXY y la tercera una trisomia XYY. Fuente: RODRIGO, L.; RUBIO, C.; MATEU, E. y
BUENDIA, P. El laboratorio de diagndstico genético preimplantacional. Capitulo 14, pag.1235. IVI. 92 edicién. (2014-2016).

Normalmente se prefiere la deteccidon de la enfermedad mediante PCR, sin embargo,
en aquellos casos en las que la mutacion genética resulta alin poco estudiada o desconocida, o
bien, el protocolo no estd optimizado, se opta por detectar el sexo embrionario y evitar
seleccionar un embrién del sexo que porta la enfermedad.

La aplicacion de FISH para aquellas parejas en las que algin miembro es portador de
una reorganizacion cromosémica equilibrada, basicamente de una translocacién robertsoniana
o reciproca o de una inversién, son candidatos a beneficiarse de la técnica de DGP mediante
FISH. Normalmente los individuos portadores presentan problemas de esterilidad o infertilidad
asociados a una mala segregacion meidtica de los cromosomas implicados en la
reorganizacion. Se aplican sondas fluorescentes de DNA distales a los puntos donde se produce
la rotura cromosémica con el objetivo de discriminar los embriones desequilibrados (contienen
ganancias y/o pérdidas de cromosomas o fragmentos cromosémicos) de los normales o
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equilibrados. Sin embargo, no es posible distinguir mediante FISH embriones normales de
portadores de la misma translocacién equilibrada que el progenitor, cuando el analisis se
realiza sobre nucleos interfasicos (células de embriones en dia 3 o blastocistos).

En estos casos, lo primero es realizar un estudio previo de la translocacion,
seleccionando aquellas sondas capaces de detectar la reorganizacién cromosémica. Para las
translocaciones robertsonianas es suficiente con dos sondas (Figura 24), una para cada
cromosoma implicado en la translocacién, en cambio, para las translocaciones reciprocas se
necesita un total de tres sondas (dos sondas para uno de los cromosomas, una para detectar el
fragmento “fijo” que se queda con el centrdmero, otra sonda para detectar el fragmento
“movil” o translocado y la tercera sonda para detectar el fragmento “fijo” o el fragmento
“mévil” del otro cromosoma implicado en la translocacidon) como se puede observar en la
Figura 25.
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Figura 24. Translocaciones robertsonianas. Fuente: RODRIGO, L.; RUBIO, C.; MATEU, E. y BUENDIA, P. El laboratorio de diagnéstico
genético preimplantacional. Capitulo 14, pag.1267. IVI. 92 edicién. (2014-2016).
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Figura 25. Translocaciones reciprocas. Fuente: RODRIGO, L.; RUBIO, C.; MATEU, E. y BUENDIA, P. El laboratorio de diagndstico genético
preimplantacional. Capitulo 14, pag.1268. IVI. 92 edicién. (2014-2016).

El estudio previo de translocacién se lleva a cabo en linfocitos de sangre periférica
cultivados y extendidos en un portaobjetos (mismo procedimiento que para un estudio de
cariotipado convencional). En las metafases obtenidas en la extensién se observa si la
combinacion de sondas elegidas detecta el reordenamiento, mientras que en los linfocitos en
interfase, que deben mostrar dos sefiales para cada una de las sondas utilizadas, se valora la
eficiencia de hibridacion y el porcentaje de falsos positivos y falsos negativos debidos a las
limitaciones de la técnica. Después de la validacién de las combinaciones de sondas a utilizar
se realiza la hibridacion de los nucleos de los blastomeros biopsiados de los embriones a
diagnosticar segun los ejemplos de protocolos explicados en el Anexo 2.

En cuanto a las inversiones cromosdmicas, pueden no ser necesariamente detectadas
en un estudio rutinario y saber cuando realizar una busqueda dirigida requiere agudeza clinica.

En el caso de las inversiones pericéntricas se utilizan sondas dirigidas a los telémeros
del brazo corto y del brazo largo del cromosoma en el que se ha dado la inversion. Como
control de ploidia en los blastdmeros a analizar podemos utilizar una sonda centromérica para
dicho cromosoma. Para las inversiones paracéntricas se podria utilizar la misma estrategia para
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descartar los gametos resultantes de una recombinacion cldsica, sin embargo, no se podria
identificar los recombinantes resultantes de segregaciones “no clésicas” (motivo por el cual se
debe informar a los pacientes en el consejo genético previo al inicio de un ciclo de DGP).

La FISH de una sola célula presenta limitaciones por el nimero de sondas que pueden
aplicarse simultaneamente, debido a que el riesgo de fracaso de la hibridacién y los artefactos
de la FISH aumenta con el numero de sondas. Actualmente, la FISH no tiene la capacidad de
estudiar la aneuploidia de todos los cromosomas, por lo que la mayoria de los programas
seleccionan los cromosomas 13, 18, 21, X e Y, ya que las anomalias de estos cromosomas
pueden producir un nacido vivo afectado por alguna enfermedad de mayor prevalencia.
(SCRIVEN et al., 2011).

El microscopio de fluorescencia tiene que poseer filtros con cobertura para las
distintas longitudes de onda, para poder analizar los resultados. La seleccidn del tipo y nimero
de sondas a emplear requiere un conocimiento amplio del comportamiento de los distintos
reordenamientos cromosdmicos que producen las enfermedades de mayor prevalencia.
(BREZINA and KUTTEH, 2014; LY, et al., 2014; ERCOLI et al., 2009; RODRIGO et al., 2014).

6.2.3. Hibridacién Genémica Comparada (CGH).

El array de hibridacién gendémica comparada (aCGH) es una técnica que ha ido
sustituyendo a la técnica FISH para su aplicacién en DGP ademas, es muy utilizada para el
screening de aneuploidias ya que permite el analisis simultdneo de los 23 pares de
cromosomas humanos en una Unica célula.

Consiste en analizar el DNA con el fin de detectar pequeios desequilibrios genémicos
de unas 5 Mb a lo largo de todo el genoma (segmentos ganados o perdidos). Los microarrays
del DNA son una ayuda sdlida en la que gran cantidad de fragmentos especificos del DNA se
ordenan y se utilizan para diagnosticar mutaciones de forma rdpida y simultanea. Una ventaja
es que el mismo microarray se puede utilizar para diagnosticar en el embrién diversas
enfermedades genéticas.

Este andlisis se puede realizar en un tiempo inferior a 24 horas, permitiendo la
transferencia rapida de los embriones en el mismo ciclo en el que se realiza la biopsia. Se
necesita una amplificacién gendmica completa (WGA) previa a la aplicacidn de la aCGH en DGP
con el objetivo de obtener una mayor cantidad de DNA a analizar a partir de una o muy pocas
células, se requieren 200 ng de DNA y una célula solo contiene 5-10 pg. El método de WGA
ideal debe ofrecer tanto buena cobertura gendmica como una fiel representacion del original
en cantidad suficiente. Este DNA amplificado generalmente se marca con fluorescencia verde
(Cy3) y posteriormente se hibrida sobre la plataforma del array que contiene un DNA control
euploide marcado en rojo (Cy5). La plataforma del array esta formada por miles de puntos que
contienen diferentes secuencias de DNA normal distribuidas a lo largo de todo el genoma.
Aungue existen varios tipos de plataformas, las mas utilizadas en clinica son los arrays de BACs
cuyos puntos estan compuestos por fragmentos extraidos de clones de BACs.

A modo de ejemplo, se describe en el siguiente anexo (Anexo 3) el protocolo de aCGH
utilizando la plataforma de BACs 24sure (BlueGnome) para estudio de aneuploidias de 24
cromosomas. El proceso consta de las etapas reflejadas en la Figura 26.

Universidad Politécnica de Valencia Cristina M2 Carmona Serrano Pégina40




o o _ A -

‘ | bR
Y f Amplificecion ;\\ J Marcese ‘v g f

<
. W/ Qendmica '
Z4 = - Ao~
{0 i 3 “narrnals
= SN

A C @* :
Hibridacidn %
competitiva

S \ue g e

\ ,

Figura 26. Esquema del protocolo de arrays de CGH para el estudio de aneuploidias de 24 cromosomas sobre blastémeros.
Fuente: DGP de aneuploidias mediante arrays de CGH (CGHa) Sistemas gendmicos. Biomédica.

Esta técnica permite evaluar ganancias o pérdidas de cromosomas individuales
(aneuploidias), pero no se pueden identificar alteraciones que afecten al computo total de los
cromosomas (triploidia, tetraploidia, etc). A su vez, es capaz de identificar alteraciones
cromosdmicas segmentales, considerandose con relevancia clinica cuando tienen un tamaiio
superior a 20Mb.

La lectura del arrayCGH se realiza con un scanner equipado con laser de dos canales,
un canal verde (532 nm) para la excitacion y lectura de la sefial Cy3 (DNA muestra) y un canal
rojo (635 nm) para la excitacién y lectura de la sefial Cy5 (DNA control euploide). Se generan
imagenes TIFF por el scanner y se analizan seguidamente con un programa informatico de
analisis de datos especifico para arrays de CGH, que normaliza las intensidades de
fluorescencia de los canales Cy3 y Cy5, y genera un grafico que representa la cantidad de DNA
de la muestra respecto del DNA control (eje Y) para cada uno de los 24 cromosomas (eje X)
como bien se observa en la Figura 27. La “ganancia o pérdida” de material genético en Cy3 se
representa por puntos que se desvian hacia la parte superior o inferior del grafico,
respectivamente.

Cuando se desconoce la localizacién exacta del gen responsable de la enfermedad, no
es posible un diagndstico basado en estudios de ligamiento con marcadores polimérficos entre
los alelos de la pareja consultante por no ser posible la identificacién de la mutacién o la
informatividad de dichos marcadores. En estos casos, si el gen causante del trastorno tiene un
patron de herencia ligado al cromosoma X, con caracter recesivo, existe la opcién de
seleccionar el sexo del embrién con el fin de evitar la transmisiéon de la enfermedad a la
descendencia. (MUNNE, 2012).
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Figura 27. Interpretacion de array CGH sobre blastémeros. Las figuras A) y B) representan blastomeros normales; la figura C)
representa aneuploidias para los cromosomas 6,14 y 16; la figura D) representa un blastdomero anormal caédtico, con alteraciones
para multiples cromosomas. Fuente: RODRIGO, L.; RUBIO, C.; MATEU, E. y BUENDIA, P. El laboratorio de diagndstico genético
preimplantacional. Capitulo 14, pag.1272. IVI. 92 edicion. (2014-2016).

Cuando se desea diagnosticar reordenamientos estructurales esta técnica tiene un uso
un poco mas limitado debido a que para poder ser detectados dichos reordenamientos, el
tamafio de los fragmentos implicados en las anomalias debe ser mayor a la resolucién de los
arrays, lo cual no siempre ocurre. Es por ello que, aunque para este tipo de analisis no es
necesario realizar un estudio previo, en el caso de las translocaciones reciprocas, si se debe
calcular el tamafio de los fragmentos translocados. Para ello se suele utilizar una aplicacién del
programa de analisis de arrays (BlueFuseMulti. BlueGnome Ltd., Cambridge) que vincula los
clones que hibridan con los fragmentos translocados en el array con la base de datos
“UCSCGenome Bioinformatics”

Es recomendable para el analisis de translocaciones reciprocas que los fragmentos
translocados no sean de un tamafio inferior a 30 Mpb en el caso de que analicemos
blastomeros de embriones en dia 3 de desarrollo embrionario. En el caso de las
translocaciones robertsonianas, es diferente, ya que el fragmento translocado es
practicamente todo el cromosoma y los tamafios de los fragmentos son siempre lo
suficientemente grandes para poder ser analizados mediante arrays. No se detectan
deleciones/duplicaciones de muy pequefio tamafio (<1 Mb).

Es importante controlar la contaminacién con otras células o fragmentos de células en
el proceso de tubing lavando bien la célula y ademas vigilar que la célula permanece entera en
el medio una vez finalizado el tubing.

(BREZINA and KUTTEH, 2014; LY, et al., 2014; ERCOLI et al., 2009; RODRIGO et al., 2014).
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6.2.4. Otros abordajes.

Se han desarrollado otros abordajes nuevos conforme se ha ido desarrollado la
biologia molecular, asi entre los mdas usados que se expondran, se encuentra la PCR Multiplex
en DGP, similar a una PCR convencional pero con sets de diferentes cebadores en los cuales
cada set de cebadores amplificard una secuencia, por lo que simultdneamente se detectardn
varias secuencias, obteniendo informacién para cada loci al mismo tiempo. Se diagnostican
enfermedades genéticas especificas o diversas enfermedades al mismo tiempo. Normalmente
se utilizan para la deteccién de una enfermedad 2 marcadores upstream y 2 downstream a 1
Mb de la mutacidn para detectar eventos de recombinacién. Un inconveniente es que se
requieren condiciones de reaccién muy precisas que permitan la amplificacién equilibrada de
todos los fragmentos, un disefio de cebadores preciso para evitar la amplificacidon no especifica
y productos de diferente tamafio para facilitar el andlisis. (FINDLAY, 2000).

Posee las ventajas de un protocolo tan general basado en marcadores que se pueden
aplicar a familias afectadas por la misma enfermedad, independientemente de las mutaciones
gue presente, evitando tener que disefiar un protocolo para cada caso, siempre que la familia
sea informativa para el marcador estudiado. Si los padres no tienen alelos en comun, sus
embriones solo pueden heredar uno de los cuatro posibles genotipos. Si alguno de los
blatdmeros biopsiados no muestra uno de estas cuatro combinaciones predichas, es muy
probable que se deba a que la muestra estd contaminada. Permite ademds la deteccion
precisa de ADO (fendmeno de pérdida alélica).

Una variante, la PCR fluorescente utiliza unos cebadores marcados con fluoréforos,
una vez obtenido el producto de PCR se realiza una electroforesis y se pasa por un scanner
laser que hace que el producto sea fluorescente, siendo detectado mas facilmente. Se pueden
utilizar varios cebadores marcados con diferentes fluoréforos a la vez para determinar
diferentes enfermedades aunque solapen los productos de la PCR (PCR Multiplex
fluorescente). Determina con exactitud y eficacia medidas cuantitativas, por ejemplo el ratio
relativo de un alelo con el otro. Esto soluciona la pérdida alélica que se produce en la PCR
convencional. Es rapida, necesita poca muestra (< 1ml) y de bajo coste. (VAN DER AA et al.,
2014; TAN et al., 2014; YAN et al., 2014).

Para la amplificacion del material genético obtenido de una o pocas células se utiliza
WGA (Whole genome amplification). Hay diferentes métodos de WGA, tales como degenerate
oligonucleotide primer PCR (DOP-PCR) y primer extension pre-amplification (PRE-PCR) que ha
sido aplicada en clinica para DGP del cancer dominante Sindrome familiar de poliposis
adenomatosa coli (FAP), 8-Thalassemia y hemofilia. En esta técnica el genoma entero se
amplifica usando PCR, aumentando el nimero de template de 1 a copia a 50-100 copias para
siguientes reacciones de PCR. El producto de PEP se usa posteriormente para realizar otras PCR
y diagnosticar defectos especificos. Por lo que multiples diagndsticos pueden realizarse
simultdneamente. Un inconveniente es que requiere tiempo 8-12 horas) y la amplificacion es
aleatoria (solo un 80% del genoma se amplifica correctamente) por lo que puede llevar a un
mal diagndstico. (VAN DER AA et al., 2014; TAN et al., 2014; YAN et al., 2014).

Mas recientemente se ha propuesto la MDA (Multiple Displacement Amplification),
que utiliza la polimerasa del bacteriéfago ®©29, y ha mostrado que produce DNA de buena
calidad comparado con los protocolos anteriormente descritos con WGA clasica. Ademas el
slippage de microsatélites previamente identificado usando WGA no ocurre cuando se utiliza
MDA, permitiendo entonces el andlisis de haplotipos a través del estudio de los marcadores
microsatélite. (GIRARDET and CLAUSTRES, 2001).
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El continuo avance en las tecnologias de microarrays y secuenciacion de DNA estan
permitiendo desarrollar plataformas de secuenciacion de nueva generacion (NGS) aplicada al
diagndstico preimplantacional. En este sentido, las nuevas investigaciones en NGS van dirigidas
hacia el analisis del DNA mitocondrial, la deteccion de microdeleciones, la busqueda de
marcadores genéticos relacionados con la viabilidad embrionaria, y el estudio simultaneo de
aneuploidias y enfermedades monogénicas sobre la misma muestra de DNA y representa un
futuro prometedor para el desarrollo de la medicina reproductiva personalizada. (VAN DER AA
et al., 2014; TAN et al., 2014; YAN et al., 2014).

Por ejemplo, los arrays de SNPs permiten desarrollar nuevas técnicas de diagndstico
gue permiten utilizar un panel con varios marcadores para todos los portadores de una misma
enfermedad monogénica. La NGS es la técnica mds novedosa en la cual la secuenciacién del
DNA genera gran cantidad de datos de las diferentes secuencias del genoma humano,
pudiendo detectar con ayuda de base de datos de enfermedades las mutaciones
caracteristicas de estas. Es muy precisa y puede detectar desequilibrios en segmentos que un
array de SNPs no detectaria, evitando malos diagndsticos. (LY et al., 2014).

7. DISCUSION.

El DGP proporciona una opcién de reproduccidn para aquellas parejas que buscan
tener descendencia propia pero quieren prevenir el riesgo de transmitir una enfermedad o
anomalia genética heredable. (ADIGA et al., 2010; SERMON, 2002; RUBIO et al., 2004;
FRAGOULI, 2007).

Aunque el DGP fue inicialmente ofrecido a parejas con posibilidad de tener hijos
afectos para alguna enfermedad monogénica o anomalia cromosémica, han ido surgiendo
nuevas indicaciones tales como, predisposicion a cancer, desérdenes de aparicion tardia y
HLA-typing. EI DGP se aplicara para todas estas indicaciones teniendo en cuenta que aquellas
enfermedades susceptibles a ser heredadas no tengan tratamiento curativo.

El consejo genético (formado por profesionales especializados) se encargara de
informar a los pacientes que cumplan las indicaciones para DGP de forma clara, transparente y
accesible sobre los riesgos, ventajas y otros aspectos que conllevara la realizacién del DGP.
(LOPEZ-PEDRAZA et al., 2012).

La introduccion del DGP en el campo de la medicina reproductiva ha revolucionado el
estudio de la pareja infértil. El analisis de un blastémero de un embrién el tercer dia de
desarrollo mediante diferentes métodos de diagndstico genético permite la seleccién de
embriones no afectos para su transferencia. El DGP se estd convirtiendo en un procedimiento
cada vez mas frecuente en los tratamientos de FIV en los pacientes con riesgo a transmitir a su
descendencia una enfermedad. (RUBIO and RODRIGO, 2005).

Aungue el DGP lleva mas de 15 afios practicandose aun quedan aspectos que mejorar.
Sélo unos pocos embriones pueden ser obtenidos de cada mujer para poder realizar
comparaciones y controles experimentales. Ademas se tienen que tener en cuenta las
consideraciones éticas que conlleva la realizaciéon de un DGP. Actualmente existen pocas
técnicas lo suficientemente sensibles para detectar algunas enfermedades con pocas
cantidades de material genético. El diagndstico tiene que realizarse en cortos periodos de
tiempo para permitir la transferencia del embrién en el mismo dia, sin embargo, pocas
técnicas lo consiguen en tan poco tiempo, recurriendo entonces a la criopreservacion del
embrion. Las técnicas ideales deben permitir detectar un rango amplio de anomalias y
enfermedades simultdneamente. El embridn tiene que permanecer intacto y viable durante
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todo el procedimiento de biopsia. (ADIGA et al., 2010; SERMON, 2002; RUBIO et al., 2004,
FRAGOULI, 2007).

El DGP combinado con la FIV tiene baja eficiencia ya que el nimero de embriones
disponibles para la biopsia se reduce a menos de un 25% de todos los ovocitos obtenidos. El
70% de los ovocitos seran fecundados, de estos sdlo el 70% se desarrollaran a estadio de 6-8
células y sdélo el 80% seran adecuados para biopsiar. De los embriones biopsiados el 5% no
seran analizados porque durante el procedimiento serdn degenerados. El diagndéstico serd
obtenido para un 90% de estos y Unicamente un 50% de los embriones serd diagnosticado
como afecto. En resumen, de 100 ovocitos, solo 17 seran transferidos como no afectos, y por
lo tanto, producirdn un embarazo con éxito aproximadamente el 2,5% de los ovocitos
recogidos. (FINDLAY, 2000).

Actualmente, se estd buscando mejorar la eficiencia del DGP en varios aspectos.
Algunos de los problemas de diagndstico ya mencionados, se debian a la falta de material
genético, ya que se extraen de 1-2 blastémeros para el analisis, sin embargo, una posible
solucion es la replicacion del blastémero, provocando su divisién in vitro varias veces,
permitiendo multiples analisis de células individuales o un Unico analisis con un mayor nimero
de células a analizar, mejorando la exactitud y fiabilidad del diagndstico. Un inconveniente de
esto es que se produce un atraso de 2-3 dias hasta que se repliquen los blastémeros,
pudiéndose resolver con la criopreservacion de los embriones varios dias, pero sélo un 60% de
los embriones sobreviven a este proceso de criopreservacion. Otra solucién utilizada
actualmente es desarrollar a estadio de blastocisto el embriéon y obtener células del
trofoectodermo, sin embargo esto requiere una mejora de las condiciones de cultivo in vitro
para maximizar el nUmero de embriones que alcanzan este estadio. (FINDLAY, 2000).

Otra dificultad es el mosaicismo presente en los embriones en etapas tempranas
(existencia de 2 lineas celulares con distintos genotipos o cariotipos). En un embrién en etapa
temprana de division pueden coexistir blastomeros cromosémicamente normales y anormales.
El mosaicismo también puede afectar a los resultados del estudio en los trastornos
monogénicos (cuando la célula estudiada es trisdmica respecto al cromosoma que contiene el
gen de interés en un trastorno monogénico). (BICK and LAU, 2006).

En cuanto al diagndstico preocupa el porcentaje de embriones diagnosticados, la
incidencia de mosaicismo y la multinucleacién y lo que ello supone, embriones evolutivos sin
diagndstico y el riesgo de error de la técnica, tanto falsos positivos (embriones anormales no
identificados) como falsos negativos (embriones normales identificados como anormales o
dudosos) y por lo tanto no transferidos.

Normalmente, se transfieren hasta un maximo de 3 embriones “no afectos”. Si hay
exceso de embriones “no afectos” se seleccionaran para la transferencia en fresco aquellos
gue tengan mayor probabilidad de implantacion. La criopreservacion de los embriones
biopsiados se aconseja en caso de cancelacién de la transferencia embrionaria, si es necesario
mas tiempo para el andlisis del material biopsiado o si hay un exceso de embriones sanos que
no pueden ser transferidos. (ADIGA et al., 2010; SERMON, 2002; RUBIO et al., 2004; FRAGOULI,
2007).

Afortunadamente, el desarrollo y progreso en genética y biologia molecular,
incluyendo el mapeo del genoma humano completo, va lidiando con estos problemas y
dificultades, surgiendo nuevas técnicas y procedimientos cada vez mas eficientes. Un ejemplo
es la NGS y los arrays de SNPs o PCR multiplex fluorescente. La introduccién de nuevas
tecnologias como los arrays o la posibilidad de secuenciar todo el genoma en los laboratorios
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de FIV permitird analizar simultdaneamente diferentes mutaciones o detectar con mayor
precision enfermedades hereditarias. Cuantos mas marcadores se van conociendo y
estudiando en las diferentes enfermedades, mayor es la facilidad para detectar las mutaciones
que ayuden a descartar embriones afectos. La era del DGP por secuenciacién estd llegando y
comenzara a beneficiar a las parejas indicadas para un diagndstico genético preimplantacional
con mayor precision para detectar mutaciones puntuales, aneuploidias u otras alteraciones del
material genético. (Yan LY, et al., 2014; HENS et al., 2013).

8. CONCLUSION.

El DGP es una herramienta muy util para prevenir la transferencia de embriones que
porten alguna anomalia ya sea porque proceden de progenitores que tengan la enfermedad (la
manifiesten o no) o porque presenten problemas de infertilidad que estén asociados a un
aumento en las anomalias de los embriones. El DGP es, por tanto, en lo que se refiere al
diagndstico prenatal, un paso mas adelantado en la deteccién de enfermedades. De este
modo, el DGP tiene un valor clinico en la prevencidon de enfermedades genéticas y en la
reduccion del riesgo de transmisiéon de anomalias cromosémicas, también se evita entre otras
cosas tener que tomar la decisién de una interrupcion del embarazo.

Hasta finales de 2010 se han realizado mas de 750 ciclos con indicaciéon de DGP para
mas de 100 enfermedades distintas. La tasa de transferencia de uno o dos embriones sanos se
sitia en torno al 90% vy la tasa de embarazo tras control ecografico entre el 35-40%. El coste
estimado de un procedimiento de DGP es aproximadamente 400 euros mayor que el de un
Diagnéstico prenatal.

Limitaciones asociadas a la reproduccidn asistida (nimero de ovocitos recuperados,
tasas de embarazo), intrinsecas de la técnica de analisis (perdida alélica, fallo de amplificacién
global, contaminacién) y genéticas (numero de cromosomas evaluados, casos de “novo”,
analisis de mutaciones no disponible) acotan de forma evidente la aplicacién inmediata del
DGP tras recibir una consulta. En este sentido, aunque se realice un DGP siempre se
recomienda realizar amniocentesis para tener mas garantias de los resultados de los analisis
genéticos Sin embargo, los buenos resultados obtenidos a nivel de tasas de gestacidn y nifios
nacidos sanos apoyan que el DGP para enfermedades monogénicas y se puede ofrecer como
opciodn eficiente a parejas con alto riesgo de tener descendencia afectada por estas patologias
hereditarias.

Se debe, por tanto, trabajar en encontrar nuevas técnicas de biologia molecular que
disminuyan el riesgo de error en el diagndstico, mejorar las condiciones de cultivo de los
embriones y los procedimientos previos al andlisis genético como la biopsia embrionaria.
Gracias al perfeccionamiento de estas técnicas, asi como a la aparicion de nuevas sondas vy el
mayor conocimiento del mapa genético, en un futuro préximo se podra aplicar el DGP a otras
muchas enfermedades genéticas que actualmente no pueden optar a él.

(ADIGA et al., 2010; SERMON, 2002; RUBIO et al., 2004; FRAGOULI, 2007).
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