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INTRODUCCION

El diagnéstico genético preimplantacional (DGP)
se presenta como una forma muy precoz de diagndsti-
co que, apoyandose en las nuevas técnicas de repro-
duccién asistida, hace posible el estudio genético en
los embriones antes de ser transferidos al ttero y, por
tanto, antes de que se haya producido la implantacidn.

El DGP se ha desarrollado gracias a los avances en
las técnicas de reproduccién asistida y la aplicacidn
de las técnicas de biologia molecular, como la reac-
cién en cadena de la polimerasa (PCR) y la hibrida-
cion in situ fluorescente (FISH) para el estudio de
anomalias génicas y cromosOmicas en una tnica célu-
la (blastomero). De este modo, en un ciclo de fecun-
dacién in vitro (FIV) se obtienen varios embriones, en
los cuales se analizan 1 o 2 blastomeros obtenidos
mediante biopsia, lo que permite la transferencia de
los embriones caracterizados como sanos o cromoso-
micamente normales.

La idea de un andlisis genético preimplantacional
no es reciente. Ya en 1968, Edwards y Gardner' pu-
dieron determinar el sexo en células del trofoectoder-
mo de blastocistos de conejo, basdndose en la obser-
vacion de la cromatina sexual. Sin embargo, los
primeros intentos de DGP en embriones humanos tu-
vieron que esperar al desarrollo de la técnica de PCR
a principios de los afios ochenta. Los primeros casos
de embarazos fueron publicados en 1990. Se trataba
de parejas con enfermedades de herencia ligada a los
cromosomas sexuales, y la identificacién del sexo
embrionario se realizé6 mediante la amplificacion de
una secuencia de ADN especifica del cromosoma Y2
En la actualidad, la PCR se aplica en el DGP para en-
fermedades monogénicas®.

Posteriormente, se introdujo la técnica de FISH
para la identificacién de los cromosomas sexuales en

la determinacién del sexo embrionario*’. Actualmen-
te, esta técnica se utiliza ademds para el estudio de
anomalias estructurales® y de las aneuploidias mds
frecuentes’.

Desde que en 1990 se publicaron los primeros ca-
sos de nifios nacidos tras DGP, la European Society
for Human Reproduction and Embryology (ESHRE),
a través de su consorcio de DGP, ha recopilado los re-
sultados y la evolucién de mds de 2.000 ciclos reali-
zados en 37 centros que han dado lugar a 279 recién
nacidos®. Estos datos confirman que el DGP se puede
presentar en la actualidad como un tratamiento eficaz,
con unas posibilidades de embarazo similares a las
que ofrece un ciclo de FIV convencional.

Las indicaciones actuales del DGP de anomalias
cromosOmicas mediante FISH coinciden en parte con
los casos en que es posible realizar un diagnéstico ge-
nético prenatal. Por otro lado, y de forma creciente,
los laboratorios de FIV estan incorporando estas téc-
nicas con objeto de mejorar los resultados en grupos
concretos de pacientes, como en el caso de un fallo
repetido de implantacién y el aborto recurrente de
causa desconocida.

METODOLOGIA

Biopsia embrionaria y fijacion de blastomeros

La biopsia embrionaria se realiza en el tercer dia de
desarrollo in vitro, cuando los embriones tienen entre
6 y 8 células. La extraccién de un niimero de células
correspondiente a la cuarta parte de la masa embrio-
naria en este estadio no tiene implicaciones significa-
tivas en el desarrollo embrionario hasta blastocisto, ni
en sus patrones metabélicos®. Los blastomeros extrai-
dos son procesados para el estudio genético (FISH) y
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Fig. 1. Biopsia embrionaria.

los embriones se mantienen en cultivo hasta que se
obtienen los resultados. Por ello, se comprende que
las técnicas utilizadas para el andlisis genético deben
permitir un diagndstico muy rapido, compatible con
el periodo maximo de cultivo in vitro de embriones.
Los blastémeros se extraen mediante el método de
aspiracion, después de realizar un orificio en la zona
peldcida con una solucién acida o mediante laser. Se
extraen 1 o 2 blastémeros, en los que se haya podido
distinguir un nucleo interfasico tnico en su interior
(fig. 1). La técnica de FISH requiere que el nucleo se
extienda en un portaobjetos previamente desengrasa-
do, con la precaucién de eliminar por completo los
restos de citoplasma que pueden quedar alrededor y
conservar la integridad y la morfologia del nicleo.

Hibridacién in situ fluorescente

Esta técnica utiliza sondas de ADN marcadas con
moléculas fluorescentes que se unen a secuencias cro-
mosémicas especificas. De este modo, es posible enu-
merar las copias de un determinado cromosoma pre-
sentes en el ndcleo de una célula.

Las sondas utilizadas en nuestros trabajos han sido
de 2 tipos:

— Secuencias centroméricas (sondas CEP) y se-
cuencias de ADN satélite (150-300 pb) altamente re-
petitivas: cromosomas 16, 18, X e Y.

— Secuencias especificas de locus (sondas LSI) de
copia unica (200-400 kb) o con un nimero reducido
de copias, especificas de genes o loci génicos: cromo-
somas 13,21y 22.

Basicamente, la técnica consta de las siguientes fases:

— La desnaturalizacién de la doble cadena de ADN
de la muestra bioldgica y de las sondas de ADN. Las
extensiones y las sondas fluorescentes se pueden des-
naturalizar por separado o bien de forma conjunta (co-
desnaturalizacién). En el primer caso, para desnatura-
lizar las muestras, se colocan los portaobjetos en una
cubeta con una solucién de formamida al 70% a 73 +
1 °C durante 5 min, y las sondas se desnaturalizan
también durante 5 min en un eppendorf sumergido en
un bafio termostatizado a 73 + 1 °C. En la codesnatu-
ralizacion, la mezcla de sondas se coloca directamente
sobre el drea de hibridacion del portaobjetos donde se
encuentra la muestra, y se desnaturalizan la sonda y la
muestra de forma conjunta a 73 + 1 °C.

— La hibridacién bajo condiciones controladas de
humedad y temperatura de la sonda de ADN con su
secuencia complementaria en el nicleo que se preten-
de evaluar, formando asi un heteroddplex. El tiempo
de hibridacién varia en funcién de la sonda utilizada.

— La deteccién de las sefiales con microscopio de
fluorescencia tras realizar una serie de lavados para
eliminar el exceso de sonda unido inespecificamente
al nicleo evaluado. Para ello, se sumergen los porta-
objetos durante 2 min en una cubeta coplin con 0,4 x
SSC a 73 °C en un bafio térmico. A continuacién se
realiza un segundo lavado de 30 s en una cubeta con 2
x SSC/0,1% NP-40 a temperatura ambiente. Se utiliza
también una contratincién que facilita la visualizacién
de toda la cromatina y la identificacién de las marcas
fluorescentes en el niicleo.

— La interpretacion de los resultados es inmediata,
mediante un microscopio de fluorescencia equipado
con los filtros adecuados. Se contabiliza el nimero de
marcas fluorescentes que aparece en cada nicleo para
todos los cromosomas analizados (fig. 2).

FALLO REPETIDO DE IMPLANTACION

El fallo de implantacién (FI) se define como = 3
episodios fallidos tras un ciclo de FIV o tras la trans-
ferencia de mas de 10 embriones de buena morfolo-
gia. El FI es un gran desafio para los clinicos, ya que
sus causas pueden ser multiples y no estdn muy bien
definidas. En el FI podrian desempefiar un papel im-
portante tanto los factores embrionarios como del en-
dometrio. Basicamente, las causas del FI pueden ser
las siguientes: defectos en el didlogo embrién-endo-
metrio, efecto negativo de los protocolos de estimu-
lacién, malformaciones uterinas, genes de la im-
plantacién (identificados mas de 1.000), factores
inmunolégicos, infecciones y problemas relacionados
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1313, 1616, 1818,

Embrién normal: imagenes de dos rondas consecutivas
de hibridaciéon en un mismo blastémero

Fig. 2. Hibridacion in situ fluorescente (FISH) en blastomeros.

con el embrién. En algunas pacientes con FI, las tasas
de implantacién mds bajas pueden deberse a su edad
avanzada; sin embargo, hay un elevado porcentaje de
pacientes jovenes que presentan FI a pesar de tener
embriones con buena morfologia.

En las siguientes lineas nos centraremos Unicamen-
te en el papel del embridn y, en concreto, en el aspec-
to cromosomico. En este sentido, se han utilizado di-
ferentes estrategias para mejorar el prondstico en
estas pacientes. Unas van dirigidas a seleccionar los
embriones de mejor calidad y aumentar con ello las
tasas de implantacién, como el cultivo embrionario
prolongado con la seleccién para la transferencia de
los embriones que alcanzan el estadio de blastocisto
(cocultivo, cultivo secuencial) y el DGP con la selec-
ciéon de embriones cromosémicamente normales.
Otras estrategias se orientan en la mejora de la capa-
cidad de implantaciéon de estos embriones, como el
hatching asistido (HA) o la extraccién de fragmentos.

Algunos grupos han referido buenos resultados con
la utilizacién del HA'®, mientras que otros no han ob-
servado utilidad en este método. El HA se ha utiliza-
do en pacientes con FI para solucionar las posibles
deficiencias en la zona peldcida o mejorar la capaci-
dad de algunos embriones para realizar la eclosién de
esta zona antes de la implantacidn.

El cultivo embrionario hasta el estadio de blastocis-
to también ha sido utilizado como un instrumento
capaz de seleccionar los embriones con mayor proba-
bilidad de implantacién. De hecho, las tasas de im-

plantacién y embarazo en pacientes con FI de nuestro
programa de donacién de 6vulos fueron significativa-
mente superiores en los ciclos en que se realizé la
transferencia de blastocistos (el 32,7 y el 54,3%), res-
pecto a las pacientes a quienes se realizé la transfe-
rencia en el segundo dia de desarrollo embrionario (el
4,5 y el 13,3%). Sin embargo, los resultados no fue-
ron tan prometedores en las pacientes con FI y con
sus propios ovocitos. Las tasas de implantacién y de
embarazo cuando se transfirieron blastocistos fueron
del 11,9 y el 19,6%, respectivamente, frente al 10,7 y
el 35% cuando las transferencias se realizaron en se-
gundo dia!l. Por otra parte, también se ha descrito un
notable descenso de las tasas de implantacién y em-
barazo en pacientes con ciclos repetidos de transfe-
rencia de blastocistos!2.

En este contexto, el DGP es una propuesta ventajo-
sa con relacidn a las otras mencionadas anteriormete,
en la medida en que aporta informacién diagndstica
de la posible etiologia del FI. Algunos estudios re-
cientes han demostrado que las parejas con FI tienen
una frecuencia estadisticamente superior de embrio-
nes con alteraciones cromosomicas. Ademas, el nu-
mero de ciclos de reproduccion asistida realizados pa-
rece predecir, de manera lineal, la tasa de embriones
con cariotipo anormal: mientras que en las parejas
con 2 ciclos frustrados de FIV la tasa de embriones
anormales se sitda alrededor del 40%, este valor llega
aun 50% en el grupo con 3 intentos de FIV y al 67%
en parejas con mds de 5 ciclos de FIV sin embarazo®.
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TABLA 1. Resultados del Instituto Valenciano
de Infertilidad en pacientes con fallo de implantacién

| <37 ANOS | >37 ANOS | TOTAL

N.° de ciclos 150 69 219
N.° de embriones

analizados 944 380 1.324
N.° de embriones

anormales (%) 575(60,9) 272 (71,6) 847 (64,0)
Transferencias (%) 128 (85,9) 51(73,9) 179 (81,7)
Gestaciones (%) 50 (39,1) 15(29.4) 65 (36,3)
Tasa de implantacién 26,6 15,7 23,7
Aborto (%) 7(14,0) 6 (40,0) 13 (20,0)

En el Instituto Valenciano de Infertilidad (IVI) co-
menzamos con la aplicacién del DGP en pacientes
con FI en el afio 2000, y hasta el momento hemos rea-
lizado 219 ciclos en pacientes de nuestro programa de
FIV con una edad media de 35,1 = 3,6 afios. Las tasas
de embarazo e implantacién fueron del 36,3 y el
23,7%, respectivamente. La edad tuvo una importante
influencia en el éxito del tratamiento, y los mejores
resultados se obtuvieron en las mujeres < 37 afios, en
las que las tasas de embarazo e implantacion fueron
del 39,1 y el 26,6%, frente al 29,4 y el 15,7% en las
pacientes = 37 afios (tabla I).

En nuestra primera serie de DGP en FI ya observa-
mos un elevado porcentaje de embriones cromosémi-
camente anormales'? que se ha mantenido hasta la ac-
tualidad (64,0%), mas del doble del observado en
nuestro grupo control. Las anomalias mas frecuentes
se observaron para el cromosoma 16 (el 21,8% de los
embriones), el cromosoma 21 (18,7%) y el cromoso-
ma 22 (20,6%).

En total, en nuestra serie 13 pacientes abortaron
tras el DGP, en 6 de ellos se practicé una histeroem-
brioscopia con el resultado de cariotipo normal en to-
dos. Nos llamé la atencién en la mayor parte de estos
casos la elevada respuesta a las gonadotropinas con
valores de estradiol superiores a la media, por lo que
podriamos suponer que los abortos se debieron mas a
esta circunstancia, en algunos casos asociada con la
presencia de ovarios poliquisticos.

Otra observacién importante en las pacientes con
FI, tanto en nuestras series como en otros estudios, es
el alto porcentaje de embriones con monosomias,
cuyo bajo potencial de desarrollo podria ser la causa
del FI. De hecho, Sandalinas et al han observado que
s6lo el 9% de los embriones monosémicos alcanzan
el estadio de blastocisto, frente al 37% de los trisdmi-
cos®. Nuestros datos muestran que el 29,8% de los
embriones monosémicos alcanzaron el estadio de
blastocisto, mientras que el porcentaje de embriones
trisémicos que lograron dicho estadio fue del 60%!°.

Estos resultados coinciden con los obtenidos en los
estudios citogenéticos de abortos espontaneos, en los
que no se encuentran monosomias (excepto la mono-
somia X y raramente la monosomia 21), por lo que se
ha propuesto que las monosomias tendrian un efecto
letal y no llegarian a implantarse.

ABORTO DE REPETICION DE CAUSA
DESCONOCIDA

El aborto de repeticion (AR) se ha definido clasica-
mente como > 3 pérdidas gestacionales consecutivas
o 5 abortos no consecutivos, aunque actualmente hay
una tendencia a considerarlo a partir de 2 abortos
consecutivos. La incidencia del AR en la poblacién
general es aproximadamente del 1%'” y se han descri-
to numerosos factores que podrian contribuir a este
proceso. Los factores implicados en el AR se podrian
agrupar en 6 categorias: alteraciones endocrinas, ano-
malias anatomicas del utero, factores infecciosos, ori-
gen inmunoldgico, trastornos de la coagulacién y
trombofilias, y factores citogenéticos. Los protocolos
de estudio de estas parejas permiten catalogar el ori-
gen del 50% de las pérdidas gestacionales en alguna
de estas categorias; sin embargo, en el otro 50% la
etiologia sigue siendo desconocida'®?. Asi pues, en
estos casos se desconocen los mecanismos biolégicos
que conducen a las pérdidas reiteradas y los trata-
mientos aplicados son muchas veces empiricos, sin
una clara mejora en la tasa de recién nacidos vivos?'.

Entre los factores implicados, sabemos que las ano-
malias cromosdmicas desempefian un papel importan-
te; de hecho, los estudios citogenéticos muestran que
el 50-70% de los abortos espontdneos presentan algu-
na anomalia cromosdmica numérica o estructural. La
mayor parte de las anomalias son numéricas y se pro-
ducen en parejas con un cariotipo normal, por lo que
tales anomalias embrionarias surgirian de novo duran-
te la gametogénesis o en el desarrollo embrionario.
Tan s6lo un 4,7% de las parejas serian portadoras de
una anomalia cromosdmica estructural, principalmen-
te translocaciones, que pudiera dar lugar a abortos?.

Como ya hemos mencionado, aproximadamente el
95% de las anomalias cromosdmicas encontradas en
los abortos espontdneos son numéricas de novo, y las
mas frecuentes son las trisomias autosémicas (75,9%),
seguidas por la monosomia para el cromosoma X (la
alteracion cromosémica que de forma individual se
presenta con mayor frecuencia en las pérdidas gesta-
cionales del primer trimestre [11,4%]), la triploidia
(6,3%) y la tetraploidia (3,8%)*.

Entre las trisomias, los estudios citogenéticos clasi-
cos sobre los abortos espontdneos muestran la mayor

17

Clin Invest Gin Obst 2004;31(9):314-22 317



Rubio C, et al. El diagnéstico genético preimplantacional y sus nuevas indicaciones en reproduccion asistida

incidencia para la trisomia 16 (13,8%), seguida de los
cromosomas 22 y 21?*. Sin embargo, Strom et al, en
estudios realizados en biopsias coriales, encontraron
la mayor frecuencia para la trisomia 22 (13,9%), se-
guida de las trisomias para los cromosomas 16 y 21%.
Mas recientemente, en un estudio citogenético de 420
abortos en 285 parejas con aborto de repeticion, se ha
encontrado también una elevada incidencia de triso-
mias para el cromosoma 15 (5,2%)%. En todos estos
estudios, es también importante destacar la ausencia
de monosomias para los autosomas, halladas sélo ra-
ramente para el cromosoma 21. Estos resultados su-
gieren que la ausencia de un cromosoma tiene un
efecto mas nocivo que las trisomias en las fases tem-
pranas del desarrollo embrionario y la implantacion,
por lo que se las ha considerado responsables de FI y
abortos preclinicos.

La incidencia de las anomalias cromosdmicas en el
AR es mas controvertida. Mientras que algunos auto-
res muestran una mayor frecuencia de abortos con
anomalfas cromos6micas en parejas con AR?, otros
no han observado esta correlacién®”?8, Warburton et al
encontraron que muchas de las trisomias recurrentes
ocurrian en el grupo de mujeres de edad avanzada con
mayor riesgo tnicamente por el factor de la edad®.
En otro estudio mds reciente, realizado en 167 pa-
cientes con 3-16 abortos antes de la semana 20, se ha
descrito que tras un aborto aneuploide, la tasa de em-
barazos evolutivos se eleva al 68%, frente al 41% des-
pués de un aborto euploide?.

No obstante, para valorar el riesgo de recurrencia
de las anomalias cromosémicas debemos tener en
cuenta, ademads de la edad de la paciente, otros 2 fac-
tores: la edad gestacional en la que se producen las
pérdidas y el nimero de abortos previos. La mayor
incidencia de trisomias se ha observado en abortos
embrionarios (6-10 semanas), con un valor del 35%,
frente al 28% en las pérdidas preclinicas (< 6 sema-
nas) y el 26% en las fetales (= 10-20 semanas)®. Por
otro lado, se ha descrito una correlacién negativa en-
tre la frecuencia de anomalias cromosémicas y el
nimero de abortos previos, con mayor porcentaje en
parejas con 2-4 abortos*. Por ello, podriamos consi-
derar que las anomalias cromosdmicas embrionarias
cobrarian especial importancia en las parejas con 2-4
abortos embrionarios previos.

Basados en estos hechos, iniciamos en 1996 un pro-
grama de DGP para pacientes con AR, con un doble
objetivo: a) evaluar si habia un incremento en la inci-
dencia de alteraciones cromosémicas embrionarias, y
b) medir la mejora de los resultados clinicos con la se-
leccién de embriones cromosémicamente normales an-
tes de ser transferidos al ttero. Utilizamos para el DGP

sondas para los cromosomas 13, 16, 18, 21, 22, X e Y.
El criterio de inclusién fue la ausencia de deteccién de
la causa de los abortos tras la realizacién de un proto-
colo diagnostico de AR: ecografia vaginal e histerosal-
pingografia/histeroscopia, valores basales de FSH, LH,
PRL, TSH y glucosa, cribado para trombofilia (valores
plasmaticos de antitrombina, proteina S y C, y anti-
cuerpos antifosfolipidicos) y cariotipo de la pareja.

Hasta el momento se han realizado en el IVI un to-
tal de 241 ciclos en pacientes con AR con una edad
media de 35,0 + 3,4 afios. En este grupo de pacientes
con AR de causa desconocida el estudio cromosémi-
co de los embriones ha mostrado su utilidad diagnés-
tica, ya que se ha comprobado que en la mayoria de
las parejas el porcentaje de embriones anormales ha
sido muy elevado (66,1%) y comparable con el obser-
vado en las parejas con un fallo repetido de implanta-
cién. La mayor incidencia de anomalias se observé
para los cromosoma 16 (20,8%) y 21 (20,5%), segui-
das de las anomalias para el cromosoma 22 (19,3%).
Estos datos apoyan la idea de que las anomalias cro-
mosdémicas podrian ser las responsables de los abor-
tos, como ya se indicaba en los primeros estudios rea-
lizados!'®3133,

Ademads, hemos constatado el beneficio terapéutico
de esta técnica, ya que la transferencia de embriones
euploides nos permitié mejorar su prondstico repro-
ductivo, comparable al de parejas sin esta patologia.
En nuestro grupo de estudio de pacientes menores de
37 afios se consiguieron tasas de embarazo (cercanas
al 39%), de implantacién (aproximadamente del
30%) y de aborto (10%) comparables a la poblacién
control, y similares también a las tasas observadas en
gestaciones espontdneas en mujeres de fertilidad pro-
bada***. En el grupo de pacientes > 37 afios, los re-
sultados mostraron una tasa de embarazo del 30% y
una tasa de aborto del 20% (tabla II).

En otro trabajo reciente, realizado en mujeres con
AR, Werlin et al*® también describieron mejores tasas

TABLA II. Resultados del Instituto Valenciano de
Infertilidad en pacientes con aborto de repeticion

| <37 ANOS | >37 ANOS | TOTAL

N.° de ciclos 163 78 241
N.° de embriones

analizados 965 382 1.347
N.° de embriones

anormales (%) 613 (63,5) 278 (72,7) 891 (66,1)
Transferencias (%) 128 (78,5) 50 (64,1) 178 (73,1)
Gestaciones (%) 50 (39,1) 15 (30,0) 65 (36,5)
Tasa de implantacién 33,3 22,0 26,4
Aborto (%) 5(10,0) 3(20,0) 8(12,3)
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de embarazo al realizar un DGP que cuando se lleva a
cabo la transferencia de embriones sin analizar en los
dias 3 o 5. Por ello, el DGP se estd proponiendo por
diversos grupos como una alternativa terapéutica en
parejas con AR de causa desconocida’s-’,

En nuestro estudio, con DGP se redujo considera-
blemente la tasa de aborto en parejas con AR, pero a
pesar de ello, 8 parejas volvieron a abortar. Se pudo
realizar histeroembrioscopia en 5 de los casos, con el
resultado de 3 cariotipos normales y 2 anormales con
trisomia 15. Estos resultados indicarian que en algu-
nas de estas pacientes, en las que el resultado de la
embrioscopia fue un cariotipo normal, no podrian
descartarse otras posibles causas, entre ellas las géni-
cas (p. €j., mutaciones letales o translocaciones cripti-
cas asociadas al cromosoma X), que se manifestarian
con una inactivacién preferente del cromosoma X y
una tendencia repetida a la pérdida de fetos varo-
nes**, En los otros casos, en los que el resultado de
la embrioscopia fue un cariotipo anormal, se refuerza
la importancia de las anomalfas cromosdmicas en los
AR, lo que implica la necesidad de analizar otros cro-
mosomas no incluidos en nuestro estudio (como el
15) que también podrian estar asociados con los abor-
tos. De hecho, en un estudio reciente sobre abortos de
mujeres con AR ya se indicé un elevado porcentaje de
anomalias para el cromosoma 15%, superior incluso al
observado para los cromosomas 16 y 22, tradicional-
mente asociados a los abortos espontaneos. Estos re-
sultados nos han llevado a incluir el cromosoma 15 en
los casos de DGP por AR.

La posibilidad de que otros cromosomas puedan
estar involucrados en las alteraciones numéricas de-
muestra la necesidad de emplear las nuevas tecnologi-
as, como quizds la comparative genomic hybridiza-
tion***?, para la evaluacién de toda la dotacién
cromosémica de la célula, y también plantea la intere-
sante cuestion sobre cudl seria la verdadera incidencia
de anomalias cromosdmicas en embriones humanos.

Con anterioridad a la aplicacién del DGP para el
estudio de aneuploidias, algunos autores sugirieron el
uso de la FIV como una alternativa terapéutica en
mujeres con AR de causa desconocida. Balasch et al*?
obtuvieron una tasa de embarazo evolutivo del 66%,
pero Raziel et al* no encontraron ninguna mejora en
los resultados. La FIV permitiria seleccionar para la
transferencia los embriones con mejor morfologia, y
con ello evitar en parte la transferencia de los embrio-
nes con mds riesgo de ser cromosémicamente anor-
males. Sin embargo, sabemos que algunas anomalias,
como la monosomia X y las trisomias, son capaces de
desarrollarse hasta blastocisto en un porcentaje simi-
lar al de los embriones normales. Por tanto, a nuestro

entender, la alternativa mds aceptable en una pareja
con AR que se vaya a realizar un nuevo ciclo de FIV
seria ofrecer el DGP.

La donacién de 6vulos también se propuso como
una alternativa en parejas con AR de causa desconoci-
da®. En estas parejas, los buenos resultados obtenidos
con donacién de 6vulos apoyaban la idea del origen
ovocitario en algunos casos del AR y cuestionaban el
posible efecto de factores sistémicos maternos. En la
actualidad, la donacién de 6vulos sigue ofreciéndose
como una alternativa en las parejas en las que todos
los embriones son anormales en uno o més ciclos de
DGP y se ha descartado el factor masculino.

Aunque no se puede descartar el papel del endome-
trio en las fases iniciales de la implantacién, algunos
autores sugieren que las anomalias cromosémicas,
tanto en gametos como en embriones, serian las res-
ponsables de la baja eficiencia reproductiva humana,
lo que da lugar a FI y pérdidas gestacionales tempra-
nas*. También se ha sugerido que el AR podria ser la
consecuencia de un fallo en los mecanismos de selec-
cién natural, responsables de controlar que los em-
briones de mala calidad no implanten. Se ha propues-
to que podrian estar implicados en el AR* tanto una
disminucioén en la selectividad endometrial como una
elevada incidencia de embriones cromosdmicamente
anormales. Por ultimo, y relacionado con el papel del
endometrio, cabe mencionar que en el campo de la re-
produccioén asistida también se ha sugerido la posibi-
lidad del ttero de alquiler en los casos donde el nu-
mero de abortos previos es muy elevado y se ha
descartado la causa fetal*.

ORIGENY ETIOLOGIA DE LAS ANOMALIAS
CROMOSOMICAS

El origen de las anomalias cromosdmicas, en con-
creto de las trisomias autosdmicas, es principalmente
materno, y sélo el 5-10% es de origen paterno. En el
caso de la trisomia 16, se ha observado un origen ma-
terno en el 100% de los casos. Las trisomias autoso-
micas de origen materno estan frecuentemente asocia-
das con errores en la meiosis I, excepto la trisomia
18, donde predominan los errores en la meiosis 11,

Para las trisomias de los cromosomas sexuales
(XXX, XXY y XYY) la situacién es diferente: el ori-
gen reside en un elevado porcentaje en no disyuncién
durante la meiosis paterna o en las divisiones posci-
gotas™. En las monosomias X, el origen del cromoso-
ma X es normalmente materno (en el 80% de los ca-
s0s), lo que implica errores en la meiosis paterna, que
da lugar a espermatozoides nulisémicos para los cro-
mosomas sexuales’’. También se ha propuesto que la
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presencia de mosaicismo materno para los cromoso-
mas sexuales podria dar lugar a embriones portadores
de la monosomia 45,X>.

La triploidia es el tercer tipo de anomalia mas fre-
cuente en los abortos espontdneos. La mayor parte de
las triploidias son de origen paterno®*, debido a la
fecundacién de un ovocito por mas de un espermato-
zoide®® o también por la fecundacién de un ovocito
por un espermatozoide diploide, mds frecuentes en
varones oligozoospérmicos. La diploidia no es tan
frecuente en ovocitos, ya que las alteraciones del huso
meidtico provocan fundamentalmente aneuploidias®®,
aunque se ha descrito un aumento en la proporcién de
ovocitos diploides a medida que aumenta la edad ma-
terna’’.

Como ya hemos mencionado, en la mayor parte de
los casos los progenitores presentan cariotipos norma-
les, lo que sugiere que se trata de anomalias cromosé-
micas de novo®®. Se supone que la anomalia ha surgi-
do como un evento esporddico en la gametogénesis, y
la meiosis I materna es el estadio mas vulnerable. De
los estudios sobre abortos trisémicos® se concluye
que estas no disyunciones se deben mas al azar que a
una predisposicion bioldgica individual.

Sin embargo, algunos estudios recientes han de-
mostrado que los varones con problemas de fertilidad
presentan un incremento de anomalias cromosémicas
numéricas en sus espermatozoides®-®2, Por otro lado,
en estudios realizados en ovocitos de pacientes de FIV
se ha observado que un 26% presenta aneuploidias®,
y esta cifra se eleva hasta un 50% en los pacientes de
edad avanzada®. Mids recientemente, Sandalinas et
al%, mediante la técnica de spectral karyotyping, han
obtenido resultados similares, con un 29% de ovocitos
aneuploides procedentes de mujeres menores de 35
afios y un 56% de ovocitos aneuploides en mujeres
mayores de 35 afios. También se ha descrito el fené-
meno de division prematura del centrémero en algu-
nas familias con historia de abortos espontdneos e in-
fertilidad. En estos casos, se ha sugerido que las
anomalias en los centrémeros podrian dar lugar a un
mayor riesgo de inestabilidad cromosémica®®.

LIMITACIONES DEL DGP MEDIANTE FISH

En primer lugar, hay que tener en cuenta que la efi-
ciencia de la hibridacién de las sondas utilizadas para
la FISH no es del 100%, esto implica que algunos de
los embriones analizados se califiquen como no infor-
mativos para algunos de los cromosomas analizados
y, por tanto, no puedan seleccionarse para la transfe-
rencia. En nuestro programa de DGP en el 90% de los
embriones se obtuvo un diagnéstico para todos los

cromosomas analizados; en el 10% restante no se pu-
dieron interpretar las sefiales de hibridacion para uno
0 mds cromosomas, ya sea por las caracteristicas in-
trinsecas de las sondas utilizadas, por la morfologia
del nicleo o la calidad de la extensiéon. Manor et al
obtuvieron resultados similares con una eficiencia de
hibridacién del 87% para los autosomas y del 97%
para los cromosomas sexuales®”%8,

Los resultados de un ciclo de DGP también estan
influenciados por el nimero de embriones que se pue-
dan analizar en cada caso. Para ello, es necesario que
como resultado de la estimulacién ovdrica se obtenga
un nimero minimo de ovocitos. Vandervorst et al
aconsejan cancelar los ciclos en que se espere obtener
menos de 6 ovocitos, ya que las expectativas de trans-
ferencia y embarazo se reducen considerablemente®.
Esto se debe a que durante todo el proceso, en cada
paso se va reduciendo el nimero de embriones para
una futura transferencia: desde la tasa de fecundacion,
que en nuestras pacientes de DGP es de 80%, la tasa
de divisién, con el 77% de los cigotos fecundados con
un buen desarrollo embrionario que permite la biop-
sia, hasta la fase final del analisis cromosémico, don-
de el porcentaje de embriones anormales puede exce-
der el 50%.

Por tltimo, hay que tener en cuenta la presencia de
mosaicismo en embriones humanos desde el estadio
de 2 células. La incidencia de mosaicismo y su reper-
cusion en un posible error de diagndstico ha sido muy
discutida. Munné et al” encontraron que el 39,6% de
los embriones bloqueados y el 25,2% de los fragmen-
tados y/o con desarrollo lento presentaban mosaicis-
mo, pero este porcentaje descendia al 14,1% en los
embriones con buena evolucién. En nuestro programa
de DGP, en los embriones en que hemos analizado 2
blastomeros se ha hallado un 6,5% con resultados dis-
cordantes entre las 2 células, por lo que en caso de
embarazo, siempre se debe recomendar la préctica de
una amniocentesis.

CONCLUSION

La introduccién del DGP en el campo de la medici-
na reproductiva ha revolucionado el estudio de la pa-
reja infértil. El andlisis de un blastémero de un em-
briéon en el tercer dia de desarrollo mediante el
método de FISH permite la seleccién de embriones
cromosémicamente normales para la transferencia,
sin afectar negativamente al potencial de desarrollo o
de implantacién del embrién. El DGP se estd convir-
tiendo en un procedimiento cada vez mds frecuente
en los tratamientos de FIV en las pacientes con mal
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prondstico y con una predisposicion a tener un mayor
nimero de embriones cromosémicamente anormales.
Este grupo incluiria, entre otras, las parejas con fallos
repetidos de implantacion tras varios ciclos de FIV y
las parejas con aborto de repeticién de causa descono-
cida.
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