CAPITULO 8

Diagnostico genético preimplantacion

Resumen

El diagnéstico genético preimplantacional (DGP) es un conjunto
de acciones y procedimientos diagndsticos que permite conocer
en un embrién la presencia o no de una determinada anomalia
genética asociada con una enfermedad antes de su posible
transferencia uterina. Esta evaluacion tiene varias formas, como
el tamizaje genético previo a la implantacion (PGS), ahora de-
nominado analisis genético preimplantacional para aneuploidias
(PGT-A). El proceso involucra la derivacion y el asesoramiento
de las parejas, el tratamiento estandar de FIV, la obtencién de
ovocitos, cultivo de embriones, biopsia, diagndstico genético y
finalmente, la transferencia selectiva de embriones.

Palabras clave: Diagnéstico genético preimplantacional,
analisis genético preimplantacional.

INTRODUCCION

La fertilizacién in vitro (FIV) es el tratamiento mas avanza-
do para aquellos pacientes diagnosticados con infertilidad.
También es una estrategia de tratamiento importante para
la evaluacién de un embrién a través del diagnéstico ge-
nético previo a la implantacion. Es una prueba especifica
que se ofrece a los pacientes que tienen un alto riesgo
de transmitir un defecto conocido de un solo gen a su
descendencia.

Se realiza un diagnéstico genético cuando uno o ambos
padres portan una mutacién genética o una reorganiza-
cién cromosoémica equilibrada, y se realizan pruebas para
determinar si se trata de una mutacion especifica, o bien
un complemento cromosémico desequilibrado que se ha
transmitido al ovocito o embrién.

El diagndstico genético preimplantacional es conocido
por sus siglas en inglés como PGD. Esta evaluacion tie-
ne varias formas, como el screening genético previo a la
implantacién (PCS), ahora denominado andlisis genético
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preimplantacional para aneuploidias (PGT-A). El proceso
involucra la derivacién y el asesoramiento de las parejas,
el tratamiento estandar de FIV, la obtencion de ovocitos,
el cultivo de embriones, la biopsia, el diagnéstico genético
y, finalmente, la transferencia selectiva de embriones “no
afectados”.

El PGT-A se ha propuesto para aquellas parejas infértiles
que estan en un tratamiento de reproduccion asistida. Las
principales indicaciones incluyen la edad materna avanza-
da, falla repetida de la implantacién, el aborto espontdneo
recurrente y la infertilidad masculina severa.’-?

El primer procedimiento de PGD exitoso fue realizado
por el Dr. Alan Handyside en 1990. Este caso utilizé la iden-
tificacién del cromosoma Y para reducir las posibilidades
de tener un hijo con una enfermedad recesiva ligada al X,
que se sabe que existe en la madre.? El grupo de Handyside
present6 los primeros casos de PGD en el mundo, en el que
los embriones masculinos, femeninos y con sindrome de
Turner se podian identificar facilmente mediante la técnica
de hibridacién in situ con fluorescencia (FISH). Simultanea-
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mente, Munné et al. aplicaron el PGD mediante la técnica
de FISH por primera vez al utilizar sondas directamente
marcadas.*> Con esto, muchos grupos comenzaron a usar
la tecnologia PGD para realizar pruebas de aneuploidia y
translocaciones por FISH, y trastornos monogénicos por
PCR. Para el afo 2001, Verlinsky et al. informaron el primer
PGD exitoso con antigeno leucocitario humano para un SIB
con anemia de Fanconi por andlisis de haplotipos.®

La principal limitacion de la tecnologia del FISH fue que
s6lo se podian analizar alrededor de cinco a 12 pares de
cromosomas para detectar la aneuploidfa. Por lo tanto, se
inici6 una investigacion adicional para desarrollar mejores
técnicas que pudieran probar aneuploidias en todos los
cromosomas mediante el uso de una Gnica blastémera
dentro de las 24 a 72 horas de la biopsia.

Las mejoras en las técnicas utilizadas han permitido
evaluar un niimero creciente de trastornos mediante el
diagnéstico de PGD, incluida la enfermedad de Hunting-
ton, la hemofilia y la fibrosis quistica.”/

En 1999, se demostré el uso de la tecnologia de hibrida-
cién genémica comparativa (CGH) en blastémeras huma-
nas para verificar las aneuploidias de todos los cromosomas.
En el ano 2000, Voullaire et al. realizaron un estudio de
12 embriones humanos utilizando la técnica de CGH en
mas de 60 blastémeras. El estudio demostré la presencia
de aneuploidia parcial, asi como la ganancia y pérdida
de fragmentos de cromosomas que no se identificaron
previamente mediante el andlisis con FISH.%/10

A partir de entonces, la tecnologia CGH se ofrecié
con éxito a muchas parejas para la deteccién de todas las
aneuploidias cromosémicas y las translocaciones desequi-
libradas. El principal inconveniente de la tecnologia era la
necesidad de la criopreservacién de embriones, ya que
se necesitaban varios dias para realizar las pruebas; otro
inconveniente fue la incapacidad de esta tecnologia para
detectar la triploidia o la tetraploidfa.

ESTRATEGIA DE BIOPSIA

Actualmente las diferentes técnicas de genética molecular
permiten el andlisis completo de los 23 pares de cromo-
somas, es decir, 22 pares de autosomas y los cromosomas
sexuales, lo que se denomina “24 cromosomas” en una
sola célula o un niimero reducido de células. Disponemos
de una evidencia definitiva que indica la alta incidencia del
nimero anormal de copias de cromosomas o aneuploidfa,
tanto en los gametos como en todas las fases del desarrollo
preimplantacional. Ademas, estas aneuploidias pueden
aparecer a través de un mosaicismo gonadal, durante la
meiosis (predominantemente en la meiosis femenina) yen
las divisiones de segmentacion mitésica tras la fecundacion
y hasta el estadio de blastocisto.!!

El diagnéstico genético preimplantacion puede reali-
zarse en diferentes etapas del desarrollo embrionario, a
través de tres fuentes para la obtencién del ADN (Figura 1):

A) Biopsia del cuerpo polar I 'y Il antes de la fecundacién
y en el momento de la fecundacion, respectivamente.

B) Biopsia de una blastémera en ovocitos fecundados
segmentados con seis a ocho células durante el tercer
dia del desarrollo in vitro.

C) Biopsia de trofoectodermo del blastocisto en el quinto
o sexto dia.

Para poder obtener las células se debe realizar una
perforacion en la zona peldcida, ya sea por métodos me-
canicos, quimicos o laser.

Biopsia de cuerpo polar

Las opciones disponibles son la biopsia del primer cuerpo
polar o del segundo cuerpo polary la biopsia simultanea o
secuencial de ambos cuerpos polares. Numerosos estudios
han puesto de manifiesto que los cuerpos polares pueden
usarse para una gran variedad de pruebas con fines diagn6s-
ticos. La gama de técnicas abarca desde las enfermedades
genéticas hasta las aberraciones cromosémicas estructurales
y numéricas. Sin embargo, el principal inconveniente es
que sélo permite la verificacion de aneuploidias meidticas
maternasy no pueden usarse para diagnosticar cromosomas
paternos o errores postmeiéticos como el mosaicismo,
ademds de no poderse determinar el sexo del embrién. Por
esa razén, su aplicacién se limita a diagnosticar anomalfas
y translocaciones meiéticas maternas.

La biopsia del cuerpo polar sélo es Gtil cuando las
mujeres tienen un mayor riesgo de transmision de enfer-
medades monogenéticas o aneuploidias inherentes a la
edad materna.'>13

Biopsia de blastémera

Al tercer dia después de la fertilizacion, la mayoria de los
embriones desarrollados normalmente alcanzan la etapa
de segmentacion, en la cual el embrién consiste de apro-
ximadamente seis a ocho células. La biopsia en etapa de
segmentacion se realiza mediante la extraccion de una o
dos blastémeras en los embriones con niicleo visible al
dia tres y los que tienen mas de seis blastémeras; asf los
mejores embriones son los que tienen ocho blastémeras y
menos del 15 % de fragmentos.

La biopsia en la etapa de segmentacién permite el tiempo
suficiente para realizar el andlisis antes de que el embrién
alcance la etapa de blastocisto. Esta técnica ha sido el método
mas antiguo y mas utilizado para el PGT-A. Sin embargo, la

ACTA Mepica GRUPO ANGELES. 201 9: 17 (S1): S48-S53

S49



Duran ML y col. Diagnéstico genético preimplantacion

Dia 1l Dia 2 Dia 3

Dia 4 Dia5 Dia 6

Biopsia de cuerpo(s)
polar(es)

» Aceptacion legal de paises donde
no se puede realizar en embriones.

» Se limita a diagndstico de altera-
ciones meidticas maternas.

embrionario.

Figura 1: Biopsia del cuerpo polar, embrion y blastocisto.

biopsia en etapa de segmentacion tiene problemas técnicos
y bioldgicos. Uno de los més importantes es la tasa de mosai-
cismo, la cual se encuentra en su nivel més alto en embriones
en etapa de segmentacion, independientemente de la edad
materna. Para aumentar la detecciéon de mosaicismo, se
realiza la biopsia de dos células que a menudo resulta en
la pérdida de volumen embrionario en al menos un 25%.

También hay evidencias de un andlisis de time-lapse que
menciona que la dindmica del desarrollo se ve afectada
después de la remocion de las blastémeras, lo que causa
una compactacion retrasada y alteracién de la eclosién de
embriones.’ 1> Por lo tanto, aunque la biopsia en etapa de
segmentacion ha sido histéricamente el método de biopsia
mas cominmente usado, se estd reemplazando gradual-
mente por la biopsia en etapa de blastocisto.'®

Biopsia de blastocisto

El blastocisto es el grado de desarrollo mas alto que un
embrién puede alcanzar en condiciones in vitro y se carac-
teriza por tres elementos: la masa celular interna, la capa
celular externa o el trofectodermo y el blastocele.

Tras el éxito de la aplicacién del cultivo extendido de
blastocistos, se inici6 el desarrollo de la biopsia de tro-
foectodermo. Un blastocisto tiene méas de 100 células y,
por lo tanto, un menor riesgo de que la eliminacion de
tres a 10 células del trofoectodermo afecte la viabilidad
del embrion.

Biopsia de
blastbmera

» Técnicas estandarizadas.
» Impacto negativo en el desarrollo

« Altos niveles de mosaicismo.

Biopsia de
trofoectodermo

* Remocion de pocas células de
todo el blastocito.

+ Remocion de células del TE y no
de las MCI.

* No afecta la viabilidad del embrién.

* No tiene impacto sobre la vitrifi-
cacion.

La biopsia de blastocisto se realiza mediante la extrac-
cion de células del trofoectodermo, el cual —se cree—
representa la masa celular interna de la que surge el
embrion. Una de las principales ventajas de la biopsia con
blastocistos es que se pueden recuperar multiples células
de cada embrién sin tocar la masa celular embrionaria.
Por lo tanto, la invasién del procedimiento, si no es nula,
ciertamente se reduce en comparacioén con la biopsia de
blastdmera, con el beneficio adicional de un menor grado
de mosaicismo.!”/18

TI'ECNICAS’AVANZADAS DE ANALISIS
GENETICO EN PGD/PGT-A

La forma en que se realiza actualmente el PGT-A incluye
lo siguiente:

1) Lacapacidad de evaluar simultaneamente el estado de
ploidia de todos los cromosomas.

2) La capacidad de realizar una biopsia de trofectodermo.

3) Lacapacidad de vitrificar embriones después de la biopsia.

En la actualidad, el andlisis cromosémico completo
se realiza con diferentes plataformas genéticas, como la
reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa (PCR),
la hibridacion genémica comparativa metafase (mCGH),
la hibridacion genémica comparativa de matriz (@CGH)
el microarray de polimorfismo de nucleétido Gnico (SNP),

!
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y, mas recientemente, la secuenciacién de préxima gene-
racion (NGS).19.20

PCR cuantitativa o PCR en tiempo real

Recientemente, la PCR se ha adaptado para el analisis del
ndmero de copias del cromosoma. Esta técnica requiere
una reaccion multiplex de alto orden después de realizar
la preamplificacion para aumentar al menos dos secuencias
en cada brazo de cada cromosoma y para obtener una
rapida cuantificacion y comparacién de cada producto
a través del genoma en alrededor de cuatro a seis horas.
Esta tecnologia se ha empleado en PGT-A 'y ha demostrado
una mejora en la implantacién y las tasas de nacimientos
vivos en ciclos de FIV. Es confiable para determinar la
aneuploidia, pero no es ideal para detectar aberraciones
cromosdmicas estructurales o disomia uniparental.?'-24

Métodos basados en microarrays

Hay dos tipos principales de microarrays disponibles para
pruebas genéticas. Se trata de un polimorfismo de un solo
nucledtido (SNP) y matrices de hibridacién genémica
comparativa (aCGH). La CGH basada en microarrays tiene
mayor resolucién, rendimiento y velocidad que la CGH
convencional, y se ha adoptado con éxito en el campo de
PGD/PGT-A . Con el ADN marcado diferencial hibridado
en la micromatriz que contiene sondas de ADN BAC, la
aCGH puede evaluar anomalias cromosémicas como el
ndmero de copias y las translocaciones desequilibradas.
Asimismo, es compatible con los métodos de muestreo,
es decir, con la biopsia de trofoectodermo, biopsia de
blastémera y biopsia de cuerpo polar.2>-30

La matriz SNP se disené inicialmente para estudios
de asociacién de genoma completo (GWAS) antes de su
primera aplicacién en PGD/PGS en 2011. Con millones
de sondas que cubren todo el genoma, la serie de SNP
tiene una resolucion relativamente alta en la deteccién
de trastornos de un solo gen, translocacién equilibrada o
desequilibrada, asi como aneuploidia que incluye triploidia
y disomia uniparental 3132

Para ampliar y mejorar el espectro de diagnéstico de los
métodos de aCGH y SNP, Handyside et al. propusieron el
término “karyomap”, que, en contraste con “cariotipo”,
identifica los genotipos SNP de la descendencia de cuatro
posibles haplotipos heredados en todos los cromosomas
y, por lo tanto, revela posibles anomalias cromosémicas y
mutaciones de un solo gen. El karyomapping es compatible
con muchos métodos de biopsia diferentes, como la biopsia
con blastocistos y biopsia de blastémera.3334

Secuenciacién de préxima
generacion (NGS)

La NCS se basa en una secuenciacion de ADN paralela de
rendimiento altamente eficaz, la cual logra la secuenciacion
a escala del genoma en pocos dias o incluso en 24 horas.
La secuenciacién de préxima generacion es la plataforma
mas nueva para PGS, el cual realiza un alto rendimiento
y una secuenciacion de alta resolucién por sintesis. La Ta-
bla 1 resume la capacidad de deteccién de las diferentes
plataformas; todas ellas pueden evaluar la aneuploidia de
cromosomas completos con tasas de error bajas, pero no
todas las plataformas pueden detectar de manera confiable
translocaciones desequilibradas, aneuploidias segmen-
tarias, poliploidia o mosaicismo. La secuenciacién de la

Tabla 1: Comparacion de las plataformas actuales de PGT-A para la deteccion cromosémica completa.

Caracteristicas gPCR aCGH SNP array Alta resolucién NGS
Total de sefiales de datos independientes 96 2,700 32,000 700,000

* (Lecturas por muestra)

Resolucion en millones de megabytes 20 6 6 3
Diagnostico erréneo de aneuploidias (%) 1 2 2 0
Traslocaciones desequlibradas No Si Si Si
Aneuploidias parciales No Si Si Si
Poliploidia No No Si Si
Porcentaje de mosaicismo detectable No 40-60 No 20-80

Abreviaturas: gqPCR = Reaccion en cadena de polimerasa cuantitativa; aCGH = Matriz de hibridacién genémica comparativa; SNP = Polimorfismo

de un solo nucledtido; NGS = Secuenciacién de préxima generacion.

* Numero de lecturas por ejecucion x nimero de muestras por ejecucion x porcentaje de lecturas perdidas = nimero de lecturas por muestra.

Friedenthal. NGS increases ongoing PRs. Fertil Steril. 2017.
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Figura 2: Diferentes tipos de mosaicismo.

proxima generacion ha ganado popularidad debido a su
capacidad para identificar translocaciones desequilibradas,
aneuploidias segmentarias, algunas triploides y menores
niveles de mosaicismo que otras técnicas.'#35-37

CONSIDERACIONES CLINICAS

El mosaicismo cromosémico de un embrion, que se define
como la presencia de dos o mas linajes celulares distintos
dentro del embrion, ha llevado recientemente a una dis-
cusién que involucra la competencia de los embarazos
normales. La aneuploidia (desequilibrio en el nimero de
cromosomas) se ha considerado durante mucho tiempo
como uno de los principales factores que afectan la tasa
de éxito de FIV. Sin embargo, el mosaicismo de un solo
cromosoma o segmento es un evento comdn que, lamen-
tablemente, limita la capacidad predictiva del PGD. Si se
transfiere o no un embriéon de mosaico, sigue siendo un
tema de debate. Siempre es dificil tomar decisiones sobre
la transferencia de estos embriones, especialmente en los
casos en que todos los embriones se reportan en mosaico o
aneuploides y la pareja no puede intentar otro ciclo (Figura
2). Los embriones de mosaico se implantan con menos
frecuencia y abortan con més frecuencia que los embriones
euploides. A pesar de ello, algunos embriones en mosaico
dan como resultado nacidos vivos sanos. Existen muy pocos
datos sobre el seguimiento de los bebés nacidos después
de la transferencia de embriones de mosaico, pero no se
han informado cariotipos anormales, lo que sugiere que la
linea celular anormal se eliminé o creci6 tan lentamente
que ya no se pudo detectar.’#3839

Idealmente, la seleccién genética de embriones debe
realizarse con un método no invasivo o minimamente
invasivo, preciso, sencillo de interpretar y de bajo costo.
Actualmente, se esta trabajando con métodos no invasivos
mediante el muestreo del fluido de blastocele, “blastocen-
tesis”, o simplemente el muestreo de los medios de cultivo
donde se cultivaron los embriones. Aunque prometedor,
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este enfoque debe estar fundamentado en investigaciones
adicionales donde se demuestre que es representativo de
la constitucién cromosémica del embrion. Por lo tanto, se
puede concluir que queda mucho camino por recorrer
antes de que PGT-A se incorpore como un procedimiento
de rutina en la practica de FIV a nivel mundial.
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