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Resumen

El diagndstico genético preimplantacional (DGP) es el estudio de alteraciones cromosémicas
y genéticas en el embrion, antes de su transferencia a la madre. Permite conocer aquellos
embriones libres de anomalias cromosémicas o mutaciones genéticas. En esta revision se
describe la experiencia de un centro de reproduccion asistida en Perd, realizando diagndstico
genético preimplantacional a embriones en dia 3 de desarrollo. Se muestra resultados de cinco
anos, con 711 ciclos. El diagnéstico genético preimplantacional seria una herramienta eficaz
para seleccionar los embriones con mayor potencial de implantacion, que puedan dar origen a

un nacido vivo sano.
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Preimplantation genetic diagnosis: achievements and limitations

ABSTRACT

Preimplantation genetic diagnosis (PGD) is the study of chromo-
somal or genetic alterations in the human embryo before transfer
to the mother. It determines those embryos free of chromosomal
abnormalities or genetic mutations. This review describes the
B-year experience including 711 cycles of an assisted reproduc-
tion center in Peru, performing PGD to embryos on day 3 of devel-
opment. Preimplantation genetic diagnosis would be an effective
tool to select embryos with higher implantation potential, which
may lead to a healthy live birth.

Key words: In vitro fertilization, preimplantational genetic diagno-
sis, embryo selection.

INTRODUCCION

Tratando de mejorar los resultados en los pro-
gramas de reproduccion asistida, se busca he-
rramientas que permitan seleccionar el mejor
embrién para transferir, que dé origen a un em-
barazo y finalmente a un bebe saludable. Entre
las estrategias de seleccion embrionaria estan el
analisis del clivaje y el grado de fragmentaciéon®,

la multinucleaciéon® la observacién del primer
clivaje®. También, se utiliza métodos invasivos,
como el diagndstico genético preimplantacional
(PGD), que permite no transferir embriones
aneuploides.

De todas estas, la morfologia embrionaria es la
herramienta mas utilizada para seleccionar em-
briones con mayor potencial de implantacién.
Sin embargo, no existiria una correlacion entre
esta y la constitucién cromosémica del em-
brién, haciéndose evidente en las tasas bajas de
éxito obtenidas con técnicas de reproduccion
asistida®. Un estudio en que se analizé 6 000
embriones por PGD revel6 que mas de 50% de
estos son cromosémicamente anormales®. Se
postula, por lo tanto, que la evaluacién morfo-
légica acompafada de PGD seria la via 6ptima
para seleccionar embriones euploides e incre-
mentar las tasas de embarazo®.

La técnica mas usada para el diagndstico genéti-

co preimplantacional es el FISH (hibridizacion
fluorescente in situ). Ha aportado un amplio be-
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neficio a los pacientes con problemas de infer-
tilidad™®, pero ha sido fuertemente cuestionada
por otros grupos™'?. Aquellos laboratorios que
han tenido malos resultados o resultados no sig-
nificativos son aquellos en donde no tuvieron
en cuenta las recomendaciones técnicas para
llevarla a cabo™, tal como es la fijaciéon 6ptima
del blastémero, el tiempo de biopsia, el numero
de blastomeros biopsiados Il))or embrion y la ca-
lidad de la transferencia embrionaria.

La principal limitacién de la técnica por FISH
es el nimero maximo de cromosomas que se
alcanza a analizar antes de la transferencia, que
es 12. Sin embargo, una nueva técnica de PGD
permite evaluar los 24 cromosomas, la CGH
(comparative genomic hibridization)"?.

Cuando se requiere analizar la presencia de una
alteracion en un gen, que sea causante de una
enfermedad hereditaria, se utiliza otra técnica
llamada PCR (polimerase chain reaction).

El PGD se recomienda a pacientes con histo-
ria previa de abortos espontaneos, pacientes
mayores de 37 afos, a parejas con ciclos de
fecundacion in vitro previos fallidos y a hom-
bres con FISH espermatico alterado. EI PGD
detecta aneuploidias, traslocaciones, inversiones
y enfermedades monogénicas, es decir, anorma-
lidades genéticas del embrién que va a ser trans-
ferido. Por esto, se aumenta la probabilidad de
tener un hijo sano y se disminuye el riesgo de
abortos espontaneos. Las pacientes que acuden
a realizar diagnostico genético preimplantacio-
nal quieren evitar el nacimiento de nifios con
enfermedades genéticas y cromosomicas.

En 1990, se publicé los primeros casos de nifios
nacidos tras un diagnoéstico genético preimplan-
tacional y, actualmente, es una técnica amplia-
mente utilizada por los centros de reproduccion
asistida en el mundo. La ESHRE, a través de
su consorcio de PGD, recopila anualmente los
resultados y la evolucién de los ciclos realizados
en BEuropa. La primera recopilaciéon de datos
de este grupo incluy6 un total de 392 ciclos de
PGD, en 1998, y la décima y dltima publicacion
comunica 5 887 ciclos de PGD realizados du-
rante el afio 2007, por 57 centros adscritos, lo
que muestra el aumento en el nimero de pareg'as
que se someten a un tratamiento de este tipo'?.
En Perd, los primeros casos fueron efectuados
durante el aro 2007, realizando actualmente
mas de 400 ciclos por afio.

Estudios prospectivos al azar informan un in-
cremento en la tasa de nacidos vivos, después
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de la transferencia de embriones selecciona-
dos como cromosémicamente normales por

PGD®¥,
¢ Como se realiza un PGD?

Para poder analizar el estatus cromosémico
del embrion, es necesario extraer una célula,
mediante una biopsia, realizada por microma-
nipulacién. Luego, esta célula es procesada y
sometida a estudio genético, mediante hibridi-
zacion fluorescente in situ (FISH) (figura 1). La
biopsia se realiza en dia 3 de desarrollo, cuando
el embrién tiene entre 6 y 8 células. El desarro-
llo de los mamiferos es regulador, por lo que el
embrién puede continuar su evolucién, cuando
aun todos los blastémeros son pluripotentes!'?.
No obstante, el potencial de implantaciéon pue-
de verse afectado al retirar mas de una célula del
embriono.

Si bien la biopsia de blastémeros en dfa 3 de de-
sarrollo es el método mas usado para la técnica
de PGD, también es posible realizarla mediante
la extracciéon de los corpusculos polares en el
ovocito, o mediante la biopsia de trofoblasto
en el blastocisto. La informacién obtenida de
los corpusculos polares es limitada, ya que solo
tenemos datos del contenido cromosémico del
ovocito y desconocemos el aporte del esper-
matozoide. Ademas, las aneuploidias cromo-
somicas pueden generarse también en estadios
posteriores a la fecundacion, con fallas en la se-
gregacion cromosomica durante la mitosis, dan-
do lugar a embriones mosaicos. El mosaicismo
podria ser la principal desventaja de realizar la
biopsia de embriones en dia 3 de desarrollo, ya
que el resultado de una célula no necesariamen-
te refleja el estatus cromosémico del embrion.
Sin embargo, el error diagnéstico provocado
por el mosaicismo es bajo (5%), porque la ma-
yorfa de los embriones mosaico tienen células
que presentan otras anomalfas!”.

Por el contrario, la biopsia del trofoblasto que
se realiza en estado de blastocisto y es analiza-
da por CGH, evaluando los 24 cromosomas,
ofrece un resultado genético mas robusto. Esto,
porque se extrae varias células y se reduce el
problema de mosaicismo. Ademas, el dano al
embrién en esta etapa es minimo, porque la
masa celular interna que dara origen al feto, no
se ve afectada.

¢Quiénes acuden a un programa de PGD?

Entre las parejas que acudieron a realizar PGD,
las causas mas frecuentes fueron la edad avan-
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Figura 1: Metodologia del diagndstico genético preimplanta-
cional (PGD). El cigoto es cultivado durante 3 dias, hasta que
se realiza la biopsia de un blastémero, mediante micromani-
puladores hidraulicos. Esta célula es fijada para hibridizacion
fluorescente in situ y el embrion regresa a cultivo hasta que
llegue a blastocisto, en dia 5.
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zada de la mujer (42%), el resultado alterado de
FISH en espermatozoides (26%) y la ocurrencia
de dos o mas abortos previos (20%) (figura 2).

RESULTADOS GENERALES

Se describe los resultados de un programa de
PGD, en Pert, desde el afio 2007 al afio 2011.

En 5 afios, el grupo PRANOR realiz6 711 ci-
clos de PGD, cancelando el 20% de estos por
falta de embriones sanos. De 572 transferencias
hechas, se obtuvo 280 embarazos, lo que da una

tasa de embarazo de 49%. La tasa de aborto fue
11 % (n=31).

Figura 2. Distribucion de los ciclos de PGD, de acuerdo a la
causa diagnostica. Son 226 ciclos realizados entre 2007 y
2009. REQUERIDO: cuando la paciente solicitaba el analisis a
pesar de no haber sido indicado. ABORTO: cuando la pareja
tenia una historia de dos o mas abortos espontaneos. EDAD:
pacientes mayores de 39 afios. FAMILIAR: parejas con traslo-
caciones balanceadas. MASCULINO: cuando el analisis pre-
vio de aneuploidias en los espermatozoides mostraba valores
anormales.
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Figura 3. Resultados de los ciclos PGD.
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¢Cuantos cromosomas evaluar?

El PGD permite evaluar 5 (13, 18, 21, X, Y), 9
(13,15,16,17,18, 21,22, X,Y) o 12 cromoso-
mas (8, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 20, 21, 22, X, Y),
dependiendo de los resultados de la consejeria
genética que recibi6 la paciente.

Cuando se comparé los ciclos en que se eva-
luaba 5 cromosomas con los ciclos en que se
evaluaba 9 cromosomas, se encontr6 que la tasa
de embarazo subia de 51,1% a 59,8% (figura 4).
Sin embargo, la proporcién de ciclos cancelados
era mayor. Estos resultados sugieren que una
mejor seleccion se obtiene analizando un mayor
numero de cromosomas.

Haciendo ain mas eficiente la técnica, Colls y
col."® mostraron un incremento slgmﬁcanvo en
la tasa de embarazo al transferir embriones nor-
males en que se analizé 12 cromosomas, respec-
to a aquellos en que se analiz6 9 cromosomas.
Por medio del estudio de anomalias cromosé-

Figura 4. Tasas de cancelacion y embarazo, de acuerdo al nud-
mero de cromosomas analizados por FISH.
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micas en fetos de abortos espontineos se ha
demostrado que se puede detectar 31% de las
anomalias con el grupo de 5, 72% con el grupo
de 9,y 79% con el grupo de 12 cromosomas™”.

Los cromosomas analizados son los relaciona-
dos con abortos o sindromes. Por ejemplo, en
el grupo de 5 cromosomas estudiados, estan
aquellos que tienen la potencialidad de llegar a
término y provocar un sindrome. En el analisis
de 9 cromosomas se incluye, ademads, los cro-
mosomas que encontrados con mayor frecuen-
cia en abortos espontaneos.

¢Como afecta la edad materna los resultados?

Cuando se analiza la proporciéon de embriones
sanos de acuerdo a la edad materna, se ve que
cuando esta aumenta, disminuye la cantidad de
embriones euploides. En mujeres menores de
35 afos, aproximadamente 30% no presenta
aneuplodias para 9 cromosomas y esta tasa baja
a menos de 20% cuando la paciente tiene 40 o
mas afos.

Estos resultados podrian estar relacionados con
los estudios de Battaglia y col.?”, que muestran
dafos en el huso meidtico cuando la edad ma-
terna avanza. Esto podria explicar una desorga-
nizacion de los cromosomas en el huso, que lle-
varia a la formacion de embriones aneuploides.

En conclusion, el diagnéstico genético preim-
plantacional seria una herramienta eficiente
para seleccionar los embriones con mayor po-
tencial de implantacion, que puedan dar origen
a un nacido vivo sano.

Figura 5. Proporcion de embriones sanos de acuerdo a la
edad de la mujer, en PGDs en los que se analizé 9 cromo-
somas.
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