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La probabilidad de embarazo en un ciclo de tratamiento de fecundacién in vitro (FIV) depende en
parte, del niumero de embriones transferidos al utero. Diversos protocolos de estimulacion
hormonal son utilizados para obtener tantos ovocitos como sea posible. Sin embargo, el nimero de
ovocitos a inseminar esta determinado por el nimero maximo de embriones en divisidon que
pueden o deben ser transferidos, considerando por una parte la eficiencia y por otra parte los
riesgos de multigestacién. No existiendo parametros claros que permitan la eleccion del ovocito a
inseminar el procedimiento se realiza utilizando la morfologia del complejo cimulo corona que
rodea al ovocito. Sin embargo, este método es poco preciso y solo refleja la madurez meidtica del
gameto femenino, pero no su calidad.

El éxito de un procedimiento de Reproduccion Asistida depende ademas de la calidad de los
embriones transferidos. Es por esto que la tecnologia reproductiva actual sigue buscando las
mejores condiciones para su cultivo, que permitan la obtenciéon de embriones morfolégicamente
normales. Sin embargo, existen factores “ocultos” que no es posible evaluar al microscopio de luz,
que afectan el desarrollo posterior del embridn. Dentro de estos estan las anomalias cromosémicas
que pueden dar origen a embriones que no se van a implantar o que abortaran. Tratando de
detectar los defectos cromosdémicos que presentan los embriones se ha desarrollado una técnica
anterior al diagnéstico prenatal, que se denomina “diagnéstico genético preimplantacional” (PGD).

Desde hace una década el PGD, realizado en embriones de 8 células, se usa como una alternativa
al diagnéstico prenatal convencional1. Los primeros embarazos luego de PGD ocurrieron en 1989,
en una serie de parejas que tenian riesgo de enfermedades ligadas al cromosoma X2. Este tipo de
procedimiento se realiza actualmente en Europa y USA reportandose hasta la fecha mas de 100
nifos nacidos vivos3-6.

Para el estudio de aberraciones cromosémicas en embriones se ha utilizado la hibridacion in situ
fluores-

cente (FISH), que se basa en el uso de sondas de ADN marcadas que se unen especificamente al
ADN de las células fijadas. Utilizando diferentes sondas fluorescentes, se pueden analizar
simultaneamente varios cromosomas en la misma célula y tener los resultados luego de
aproximadamente 5 horas. La técnica analiza el contenido genético de una o mas células del
embrion antes de ser transferido al utero. Para ello, se realiza una perforacion en la zona pelucida
del embrién, y las células son removidas mediante una aspiracion suave para ser fijadas y
analizadas. Durante este lapso de tiempo el embrion es mantenido en cultivo. Debido a la
totipotencialidad de las células en esta temprana etapa del desarrollo, el removerlas no afecta el
desarrollo posterior del embrién.

El método ha mostrado ser exitoso puesto que al seleccionar los embriones a transferir se
aumentan las tasas de implantacion. Sin embargo, esto puede implicar el desecho de embriones y
por tanto, no es aceptable en nuestro medio. Por esto nos parece importante desarrollar una
metodologia semejante, denominada Diagnéstico Genético Preconcepcional (DGP), que analiza
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los cromosomas presentes en el polocito del ovocito antes de la fecundacion. Estos se
corresponden con el contenido cromosémico del ovocito, por ejemplo, si el polocito carece de un
cromosoma determinado, el ovocito necesariamente presenta un cromosoma extra.

Cuando ocurre la fecundacion cada progenitor aporta 23 cromosomas al cigoto, pero en algunos
casos ocurren aneuploidias, esto es, que hay un cromosoma extra o ausente. Dependiendo de que
cromosoma es el afectado, muchas de las aneuploidias determinan un desarrollo anormal del
embrién, que usualmente no permite su implantacién o produce un aborto espontaneo. La
frecuencia de anormalidades de este tipo esta relacionada con la edad de la mujer. En mujeres
menores de 30 afios ocurren con una frecuencia de 1 en cada 1000 nacimientos y esto aumenta a
1 de cada 350 nacimientos en mujeres de 35 afios. A los 40 afios la frecuencia aumenta al 1% vy a
los 45 afios al 4%?7.

Futuro en CLC

Actualmente, la Unidad de Medicina Reproductiva esta desarrollando un programa de investigacion
que incluye el analisis de 5 cromosomas (13, 16, 18, 21, 22) en el polocito de ovocitos humanos
(DGP). Los cromosomas sefialados anteriormente son escogidos por llegar a término (13, 18, 21) o
por ser mas frecuentes en abortos (16, 22). De esta forma se pretende bajar la probabilidad de
tener embriones aneuploides, lo que llevaria a un aumento de la tasa de implantacion, una
reduccion de la tasa de aborto y eventualmente la prevenciéon de Sindrome de Down en esta
poblacion.

Puesto que la probabilidad de implantarse de un ovocito es entre un 15% y 25%, resulta muy
valioso poder contar con una herramienta que permita la seleccion del ovocito que va a ser
inseminado y poder aumentar asi la eficiencia del procedimiento. Esta probabilidad de implantarse
del embrién humano es tan baja in vitro como in vivo y se han intentado multiples formas de
mejorarla como la eclosion asistida, el cultivo hasta blastocisto, la transferencia de citoplasma, etc.
Sin embargo, por una parte los excelentes resultados embarazos con donacion de ovocitos a
mujeres afosas y por otra parte el analisis genético efectuado a los embriones, apuntan a que la
eficiencia del proceso reproductivo esta dada por la calidad ovocitaria que disminuye con la edad
de la mujers.

Esta técnica se utilizara en pacientes del programa de Reproduccién Asistida que tenga una o mas
de las siguientes caracteristicas: i) multiples intentos de fecundacion in vitro fracasados; ii) ciclos
previos con embriones de baja calidad; iii) edad superior a 38 afios; iv) ciclos con abortos previos.

Mediante técnicas de micromanipulacion se perfora la zona pellcida y se extrae el polocito por
aspiracion, el cual se fija y procesa para el analisis de cromosomas. Asi es posible que el bidlogo
al cabo de unas horas, pueda identificar aquellos ovocitos que tengan una constitucion
cromosomica normal (para los cromosomas estudiados). Los ovocitos son inseminados por
inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) para evitar que mas de un espermatozoide
ingrese al ovocito por la perforacién generada en la zona pelucida al extraer el polocito (Figuras 1,
2).



Figura 1. Biopsia de polocito. a) perforacion mecanica de la zona pelicida con micropunzoén de
vidrio. b) aspiracion del polocito con micropipeta de 10 um de didmetro.

Figura 2.

Las pacientes seran sometidas a los
protocolos de estimulacion establecidos
para la superovulacién controlada que se
realiza normalmente para un
procedimiento de fecundacion asistida.
Los ovocitos son obtenidos por
aspiracion de los foliculos 35-36 horas
después de la colocacion de hCG, en
medio de cultivo y mantenidos a 37°C,
en una atmdsfera de 5% de CO2 hasta
que se realice la biopsia del polocito.
Biopsia del polocito: Bajo el microscopio
invertido (Olympus IX-70) y utilizando
un par de micromanipuladores
(Narishigue ON2-99D) se toma el ovocito
por presidn negativa con una pipeta de
holding y con un micropunzoén se rasga
la zona peluada. Luego por ese orificio se
introduce una micropipeta de 10 um de
didmetro y mediante aspiracion se
recoge el polocito, el cual se guarda en
una gota de medio de cultivo numerada.
Fijacién y denaturacion del DNA: El
polocito es tratado por 5 minutos en
medio hipotonico de citrato de sodio y
luego fjado sobre un portaobjetos. Los
preparados son colocados por 10 min a
78°C para la denaturacion del DNA,
sobre una platina caliente.
Inmunofluorescencia indirecta para el
analisis de cromosomas: Las sondas
para cada cromosoma son mezcladas y
se co-incuba durante 3 a 5 horas
colocando una microgota sobre el lugar
donde esta el extendido de cromosomas.
Luego se observa en el microscopio de
fluorescencia utilizando un set de filtros
especiales para estas sondas.

Seleccién de ovocitos e ICSI: Luego de
analizar los polocitos de cada ovocito se
escoge para inyectar aquellos ovocitos
que no presentan anomalias en los
cromosomas estudiados. Se insemina
utilizando la técnica convencional de
inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI).
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