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Diagnéstico Genético
Preimplantacion

RESUMEN

as técnicas de diagnostico preimplantacion representan una

alternativa del diagndstico prenatal, logrando establecer

alteraciones genéticas en los preembriones antes de ser

implantados en el Utero matemo. Para su aplicacion requieren
de la combinacion de programas de reproduccion asistida y biologia
molecular, y es o bastante sensible y segura, lo que permite delectar
un numero considerable de patologias genéticas frecuentes.
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Diagnostico Preimplantacion, Biopsia de Blastémera, Biopsia de
Cuerpo Polar, FISH (Hibridizacion in situ por fluorescencia), PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa).

INTRODUCCION

Cuando se realiza diagndstico prenatal a través de las técnicas
convencionales como amniocentesis, cordocentesis y biopsia de
vellosidades coridnicas, la pareja se ve enfrentada al dilema de qué
hacer, si el resultado de dicho procedimiento confirma una alteracion
genética. El diagndstico preimplatacién (DPI), ha traido como beneficio
el lograr establecer la condicion genética del preembridn antes de que
este sea implantado en el Utero materno, y de esta manera evitar una
interrupcién voluntaria de la gestacién en curso.

Esta nueva técnica combina los conocimientos que se tienen sobre los
procedimientos de reproduccién asistida, como la fertilizacién in vitro
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{IVF) y la inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICS1), con técnicas de biologia
molecular como Reaccién en Cadena de la Polimerasa
{PCR) Hibridizacién in situ (FISH), utilizando como
sustrato, el material genético de una sola blastéomera o
del primer y segundo cuerpo polar,

El presente articulo busca revisar las indicaciones,
beneficios y desventajas del diagndstico preimplantacion.

ANTECEDENTES

La idea del diagndstico preimplantacion no es nueva,
desde 1967 Bob Edwards logré con éxito el sexage de
preembricnes de conejo en estado de biastocisto, que
posteriormente fueron implantados lograndose la
gestacion .

A partir de aqui se comenzo a escribir |a historia del DP| y
en ella se encuentra una fecha relevante para nuestro
pafs que fue 1994, afio en el que se presento en Colombia
el primer embarazo obtenido tras diagnostico
preimplantacional. Se realizé el diagnostice determinando
la presencia o no de la mutacién y el sexo de los
preembtiones, en una pareja cuya mujer era portadora
de hemofilia A, y el resultado fue el nacimiento de un nifio
sano 2

El éxito del DPI, estad basado en la combinacion de las
técnicas de reproduccidn asistida, IVF e ICSI con técnicas
de biologia molecular, PCR y FISH. Después de la
fertilizacion in vitro, el cigoto humano hace una division
aproximadamente cada 24 horas, se compacta hasta
llegar al estado de moérula, y continda su divisién hasta
alcanzar el estado de blastocisto, entre 5 a 6 dias
posteriores a la fertilizacion 3. Para el DPI se requiere la
remocion de una o dos células de este preembridén en
desarrollo, aunque también puede ser analizade el primer
y segundo cuerpo polar *. Sin embargo el optar por
biopsiar el preembrién u oocito depende de la informacién
genética gue se esté buscando.

BIOPSIA DE CUERPO POLAR

La biopsia de cuerpo polar limita la informacién solo a
defectos genéticos heredados por via materna 3,
reduciendo considerablemente el namero de
preembriones que puedan ser transferidos como
resultado de un posible crossing-over entre cromosomas
homdlogos. La probabilidad de que ocurra un crossover
entre un gen y el céntromero, depende de la distancia
que exista entre ellos, por lo tanto en pargjas heterozigotas
para un gen recesivo telomérico, la mitad de los cuerpos
polares analizados podran ser heterozigotos como
resultade de cossing-over. Una cuarta parte podria ser
homozigotos para el gen normal, y solo una cuarta parte
podrian tener la posibilidad de ser transferidos .
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La informacién genética del cuerpo polar cbtenido a través
de la biopsia puede ser analizada de dos formas, primero
a través de sondas que reconozcan especificamente cada
uno de los cromosomas (FISH), con el fin de detectar
aneuploidias, como trisomias 13, 18 y 21 . Segundo, para
analisis de defectos de gen simple, amplificando el gen
afectado a través de PCR.

Dado que es desconocide el significado biolégico que
tienen el primer y el segundo cuerpo polar para el
desarrollo pre y postimplantacion del preembrién, se hace
necesario la observacion de cambios desarrollados por
el oocito al cual se le ha removido el primer o segundo
cuerpo polar. En este tipo de oocitos se observd que no
habia, disminucién en las tasas de fertilizacion, diferencias
en la proporcidn de clivajes, ni aumento en el porcentaje
de preembriones con poliespermia, y cerca del 60% de
los preembriones productos de oocitos con remocion del
cuerpo polar se desarrollaron hasta el estado de
blastocisto, porcentaje similar a los oocitos no
manipulados. Por lo tanto se puede establecer que la
bicpsia de cuerpo polar no altera el desarrollo del
preembrién 5,

BIOPSIA DE BLASTOMERA

Posterior a la fertifizacion in vitro, el preembrién en estado
de clivaje puede ser biopsiado removiendo una o dos de
sus blastdmeras para estudio genético. De la misma
manera como se habia analizado para el cuerpo polar, se
puede obtener informacién de la condicion citogenética
del preembrién a través del FISH, y descartar aneuploidias
frecuentes comola 13, 18, y 21, o entrar a analizar defectos
monogenéticos a través de PCR.

La primera aplicacion clinica de esta técnica de DPI, se
describié en 1991 °, amplificando secuencias especificas
del cromosoma Y por PCR, para determinar el sexo de los
embriones obtenidos a partir de parejas con riesgo de
enfermedades ligadas al cromosoma X. En estos ensayos
solo los embriones femeninos fueron transfetidos. Sin
embargo debido a los errores en el diagndstico del sexo,
ésta técnica ha venido siendo reemplazado por el FISH,
la cual con mayor precisién determina la presencia o
ausencia del cromosoma Y.

Queda aparentemente resuelto el problema para
determinar el sexo de preembrion, y la utilizacién del PCR
se encamina a determinar alteraciones monogénicas,
teniendo cocmo inconveniente los falsos diagnédsticos por
contaminacion del DNA de espermatozoides que quedan
pegados a las blastémeras, esto es resuelto utilizado ei
ICSI para la fertilizacion y no el IVF. El DPI se enfrenta a
otro problema técnico, la desaparicion de alelos, por
ejemplo la no amplificacion de uno de los dos alelos en
una sola célula heterozigota, lo que hace bastante
probable los falsos diagnésticos especialmente en
enfermedades autosémicas recesivas, donde los padres
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son portadores de mutaciones diferentes, tal como ha sido
reportado para el diagnéstico de Fibrosis Quistica a través
de biopsia de blastémera 0",

INDICACIONES

Dada ia complejidad de procedimiento, tiene indicaciones
precisas y no debe ser entendido, ni utilizade como una
prueba de tamizaje genético prenatal. Va dirigido aquellas
parejas con un rigsgo relativamente elevado (25% o 50%)
de tener descendencia afectada por anomalias genéticas
¥y que retne uno o ambos de los siguientes criterios:

* Mujeres mayores de 35 afos que se encuentran en
programas de reproduccion asistida, como Fertilizacién
in vitro (IVF) o ICSI, por problemas de fertilidad. En
este grupc se busca descartar alteraciones
citogenéticas del preembrion a través de FISH.

* Padres portadores de alteraciones monogenéticas, o
de alteraciones cromosémicas, previamente
estudiadas.

Para el diagnéstico de alteraciones monogénicas por PCR,
es necesario conocer el gen implicado en dicho defecto,
sus mutaciones y los primers que amplifican la region del
gen a estudiar. Por lo tanto, no es suficiente el antecedente
del defecto genético diagnosticado por clinica para lograr
incluir a la pareja en un programa de DPI, as obligatorio el
conocimiento del gen implicado. Esto limita el diagndstico,
por el momento, a unas pocas patologias como se
refaciona en la Tabta 1. Limitacién que se ird solucionando
poco a poco con el desarrolio del Proyecto del Genoma
Humano.

METODOLOGIA

El procedimiento para el diagnostico preimplantacion se
fundamenta en dos etapas especificas, la primera de ellas
es la biopsia de cuerpo poiar o de la blastémera, y la
segunda se basa en las técnicas de biologia molecular
para el analisis del material genético obtenido.

Biopsia de blastémera o del cuerpo polar. Esta técnica
descrita por Handyside a los inicios de los noventa 2,
consiste en la biopsia de una o dos células del preembridn
en estadio de ocho blastémeras, o del primer o segundo
cuerpo polar del oocito.

La obtencion de la blastémera o del cuerpo polar puede
lograrse a través de tres técnicas, la aspiracion, la expulsion
y la divisiébn mecanica '*'%, Siendo la aspiracion la mas
utilizada actualmente, debido a su facil aplicacién y
rapidez. La aspiracion y la expulsién son utilizadas para
obtener blastémeras y cuerpo polar, mientras que la técnica
de expulsién sélo es utilizada para la biopsia de
blastémera 1.

a) Aspiracion. Esta técnica consiste en la remocién de
una célula por medio de succién ayudada con una
micropipeta. Para tal fin, debe romperse la zona pelicida
ya sea usando aguja o un de acido, el mas utilizado es el
4cido tiroideo que tiene un pH de 2,5 7. Para la aspiracion
se utilizan dos pipetas, una de agarre y la otra que
contenga el acido tiroideo con la cual se aspira la
blastomera. Esta técnica ha demostrado ser mas rapida y
su confiabilidad se compara con la técnica convencional
donde se utilizan tres pipetas ™ '° (Fig. 1).

Tabla 1. Alteraciones genéticas reconocidas actualmente por Diagnéstico Preimplantacién.

ENFERMEDAD UBICACION DEL GEN IMPLICADO CARACTERISTICADE
LA ALTERACION
Fibrosis Quistica 7931 Autosémica recesivo
B-Thalasermia 11p15 Autosémica recesivo
Sindrome de Tay-Sachs 15923-924 Autosomica recesivo
| Neurofibromatosis 17gq11.2 Autosdrmica dominante
Enfermedad de Huntington 4p16 Autosdmica dominante

Sindrome de Turner

Carencia del segundo cromosoma sexual {45 X0)

Aneuploidia

Sindrome de X fragil

Xg27.3

Recesiva ligada a X

Hemofilia A Xq28 Recesiva ligada a X

Sindrome de Lesch-Nyhan Xq26 Recsasiva ligada a X

Poliposis Coli Adenomatosa 17p13 Autosémica dominante

Sindrome de Klinefelter Aparicién de un tercer cromosoma sexual {47 XXY) [ Aneuploidia

Epidermosis ampollar distréfica | 3p21 Autosomica dominante

Anemia Falciforme 11 B6A3 Autosomica recesivo

Sindrome de Marfan 15g21 Autosémica dominante

Retinitis Pigmentaria 3q21-g24 Autosémica dominante o recesivo o ligada a X
Distrofia Muscutar de Duchenne | Xp21 Recesiva ligada a X

Sindrome de Down Presencia de un tercer cromosoma 21 Aneuploidia
Sindrome de Edwards Presancia de un tercer cromosoma 18 Ansuploidia
Sindrome cde Patau Presencia de un tercer cromosoma 13 Ansuploidia
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Figura 1. Procedimiento de aspiracion de blastomera ™,

b) Expuisién. Para la realizacién de este procedimiento
se han descrito tres maneras diferentes, mutuamente
excluyentes, las cuales no han demostrado ventajas
aparentes la una respecto a la otra.

1. Se utiliza una pipeta biselada para perforar la zona
pelucida en dos puntos; por uno de ellos se agrega
solucién salina, buscando producir un flujo que
desplace una blastdmera hasta el agujero libre para
que salga por él. Se debe tener en cuenta que el
angulo y la presidn del flujo sean exactos previniendo
la alteracion de las blastomeras que quedan y evitando
que salgan mas de las necesarias.

2. Con ayuda del cido tiroideo se perfora la zona
pelicida y después se remueve la blastdomera con una
microaguja, realizando movimientos como si se
estuviera cosiendo.

3. Al igual que en las dos anteriores se requiere una
incisién de la zona pelicida, ya sea con diseccion o
ayuda de acidos; luego la blastémera es expulsada
haciendo presidn con una aguja desde afuera (Fig. 2).

Mp
@ &r

Figura 2. Técnica da Expulsion. En ella se especifican las tres maneras de
hacerio. ZP Zona Pelucida), Bl (Blastomera) y Mp (Microplpeta).

¢) Division Mecdnica. Esta técnica utiliza una microhgijilla
que corta la zona pellcida, posteriormente con una pipeta
de Pasteur se separan y extraen las blastomeras
necesarias para la evaluacion (Fig. 3). %

Figura 3. Técnica de Division Mecénica .

Técnicas de Biologia Molecuiar. El trabajar con
preembriones requiere de resultados rapidos. Para el buen
desarrollo del estudio se ha estandarizado que la toma
de la biopsia se realice en la mafnana, a las 60 horas de la
fertilizacion, seran luego remitidas las muestras al
laboratorio para proceder al estudic molecular, FISH o
PCR, segun sea el caso, con el fin obtener el resultado en
la tarde, y proceder a efectuar la implantacion en el Otero
materno.

a} Hibriizdacién in Situ por Fluorescencia (FISH). Esta
técnica permite la observacion de los cromosomas a través
de sondas marcadas que visualizan las secuencias
complementarias a ellas. El FISH permite ei
reconocimiento de un cromosoma, partes de este y
translocaciones entre ellos 2\

Esta metodologia puede aplicarse en nucleos interfasicos
o en metafase. Es la mas eficiente para detectar
aneuploidias, o también los alelos del gen en estudio,
independiente de si se expresan o no en esa etapa de la
divisidn celular, ya gue en los comienzos del clivaje del
preembrion sclo se manifiestan los genes maternos 2 .

b) Reaccion en Cadena de fa Polimerasa (PCR). La PCR
se ha convertido actualmente en una herramienta util para
la deteccidn de mutaciones especificas, ya que permite
obtener multiples copias de una secuencia de DNA a partir
de una Unica copia, obteniendo la cantidad de DNA
necesario para ser visualizado en una electroforesis 2.

Una vez obtenidos los resuliados de la condicidn genética
de los preembriones estudiados, se establece a través de
criterios morfoldgicos la viabilidad de éstos y se escogeran
los que finalmente seran transferidos al Gtero materno;
esta decision debera ser tomada por la pargja.

La tasa de embarazo por transferencia embrionaria
después del diagndstico es igual a la tasa por fertilizacion

in vitro con preembriones no manipulados, cuyo valor es
de aproximadamente del 30% 2+

VENTAJAS

Relacionadas con el estadio del preembrion al tomar la
biopsia.
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1. Es mas apropiado realizar la biopsia en etapa de ocho
células porque en los estados previos solo se expresan
los genes de la madre.

2. Al realizar la biopsia en fase de dos células se sufre
una pérdida muy considerable de la masa del
preembrion y esto dificuita su posterior desarrolio 6.

3. Al realizar el analisis de células del blastocisto se corre
el riesgo de estudiar no células pluripotenciales sino
diferenciadas, cosa que no ocurre en estados previos
donde las células expresan todos sus genes.

4. Cuando se desea reconfirmar la anomalia detectada,
es mas favorable haber realizado la biopsia del primer
cuerpo peolar porgue nos da un tiempo mas prolongado
para hacer una segunda biopsia, de una blastémera.

Relacionadas con la técnica de biologia molecular

1. Al utilizar el FISH se puede determinar un amplio
numero de aneuploidias con una sola blastémera, pues
se pueden estudiar a la vez cerca de 6 cromosomas y
su sensibilidad varia entre 88% y 96%, %,

2. La sensibilidad para detectar una alteracién
monogénica por medio de PCR, oscila entre el 89.5%
y el 96%, para cualquiera de los dos tipos de muestra
tomadas 25,

CONCLUSIONES

El diagndstico preimplantacion, en la actualidad es la unica
copcién real de conocer la condicidon genética del
preembrién antes de ser implantado en el Gtero materno.
La informacion genética se limita a la constitucion
cromosomica, logrando recconocer las aneuploidias mas
frecuentes, 13, 18, 21, translocacicnes balanceadas que
porten los padres, y por otro lado permite el reconocimiento
de alteraciones monogenéticas como consecuencia de
genes mutados, y de los cuales ya se tiene informacién.

Es una técnica sensible y segura que permite detectar un
numere considerable de patologias frecuentes y de un
alto grado de compromisc sistémico, ampliando las
opciones de una pareja con riesgos para concebir hijos
afectados

El futuro del diagndstico preimplantacion esta ligado a los
avances en el Proyecto del Genoma Humano, en la medida
en que se amplié el conocimiento sobre el mapa genético
humano, se tendra una mayer probabilidad de diagnosticar
las diferentes patologias genéticas. De igual forma su
aplicacion esta asociada a los progresos en DNA
recombinante, encaminados en un futuro al desarrollo de
la terapia génica del embridn previa a su implantacion.
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SUMMARY

The diagnosis technique for pre-implantation represent an alternative of the
prenatal diagnosis, allowing to establishes genetic alterations in the preembryo
before implanted in the maternal uterus. To apply this thecnique requires the
combination of assisted reproduction and molecular biology. The sensitivity and
safety of this technique allow to detect a wide number of frequent genetic
&%t; ﬂg%g:' Preimplantantion diagnosis, blastomere biopsy, polar body biopsy,
FISH {Fluorescence In Situ Hybridization), PCR (Polymerase Chain reaction).
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