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RESUMEN

El Diagnodstico Genético Preimplantacional (PGD) se ha
convertido en una herramienta de rutina para la deteccion
de anormalidades cromosomicas o genéticas, en muchos
paises del mundo. Se han reportado mas de 20.000 ciclos
de PGD, desde su desarrollo hace mas de 20 afios, habiendo
nacido mas de 4.000 nifios hasta el afio 2007. En Chile, esta
técnica es realizada por la Unidad de Medicina Reproductiva
de Clinica Las Condes, y se realiza sdlo en la variante previa
a la fecundacioén, en donde se biopsia el primer corpusculo
polar y solo se insemina a los ovocitos encontrados
cromosomicamente sanos.

Las indicaciones mas comunes para este tratamiento son:
1) evitar el aborto en pacientes con aborto recurrente sin
explicacion anatomica ni clinica; 2) mejorar las tasas de
implantacion en mujeres mayores de 37 ahos con antecedentes
de procedimientos anteriores en los que se transfirieron
embriones de buena calidad; 3) evitar el nacimiento de
nifos con enfermedades de origen cromosdémico en mujeres
mayores de 39 afios.
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SUMMARY

Pre-implantational Genetic Diagnosis has become a common
tool in most countries of the world. In almost 20 years since its
development, it has been reported more than 20,000 cycles of
PGD and till 2007, more than 4,000 children have been born.
In Chile, this technique is done by the Unit of Reproductive
Medicine of Clinica Las Condes. It is done only in the mode
previous to fertilization. In where we study polar bodies and
only chromosomically healthy oocytes are inseminated.

The most common indications for this treatment are: 1) to
avoid abortions in patients with recurrent abortion without
anatomical nor clinical explanation, 2) to improve implantation
rates in women older than 37 years of age, with previous
procedures in which good quality embryos were transferred;
3) to avoid birth of children with diseases of chromosomal
origin in women over 39 year of age.

Keywords: PGD, polar body, recurrent abortion, aneuploidly.
INTRODUCCION

Al final de la década de los 80 un grupo de investigadores de la Uni-
dad de Medicina Reproductiva del Hospital Hammersmith, en Londres,
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desarrollé una técnica denominada “Diagnéstico Genético Pre-implan-
tacional” o PGD. Su implementacién se motivé en el hecho de que los
embriones detectados como anormales genética o cromosdmicamente,
no se deberfan transferir a la madre, sino simplemente ser eliminados.
El PGD involucra dos pasos: el primero es realizar una biopsia a un
embrién (remocién de uno o dos blastémeros) obtenido en un procedi-
miento de alta complejidad en reproduccion asistida. EI segundo, es el
estudio cromosémico del resultado de la biopsia. El grupo de Hammers-
mith reporté en el aflo 1991 (1) que la remocién durante la biopsia de
hasta dos blastdmeros en un embrion de ocho células (dia 3 de desarro-
llo) no afectaba el desarrollo del embridn hasta el estadio de blastocisto
(dia 5 de desarrollo) ni su estado metabalico. Pero recientemente, se ha
objetado esta conclusion (2), ya que si se ve afectada la capacidad de
generar embarazos. Actualmente, se recomienda la biopsia de un solo
blastémero.

Desde un punto de vista de la ética secular, el diagndstico molecular de
desdrdenes cromosémicos o genéticos, que causan abortos, mortinatos o
serias enfermedades, es ampliamente aceptado. Sin embargo, hay fuertes
objeciones morales provenientes de algunas corrientes religiosas y otras
objeciones legales en paises donde el aborto es ilegal y se define el inicio
de la vida como el momento de la fecundacién. Como una alternativa a
los problemas morales y legales generados, se ha planteado la posibili-
dad de realizar el analisis cromosémico del ovocito y no del embrion. Esta
técnica se ha denominado Diagnostico Genético del CorpUsculo Polar
o PbGD y consiste en analizar el primer corplsculo polar antes de la
fecundacion (3). Originalmente, esta técnica habia sido descrita y usada,
pero nunca realizada antes de inseminar el ovocito, sino después de 18
horas de realizada la inseminacion (4-6). De esta forma, se obtenia tanto
el primer corpUsculo polar como el segundo y se tenia un diagnéstico
cromosémico retrospectivo. Esto permitiria reconocer los errores cromo-
somicos de la primera y segunda division mei6tica, cubriendo casi el 90%
de las aneuploidias (6). Sin embargo, este procedimiento se enfrenta a
los mismos problemas morales y legales que el PGD. Por ello, en nuestros
estudios posteriores, el diagndstico se centrd sdlo en el primer corptsculo
polar y antes de la fecundacion (3).

El corpUsculo polar es un subproducto de la ovogénesis y acompafa al
ovocito después de la ovulacion, ya que se encuentra atrapado dentro de
la zona peltcida. Desde el punto de vista cromosoémico, el corpidsculo polar
o polocito es la imagen especular del ovocito y cualquier anormalidad nu-
mérica cromosémica del polocito esta reflejada también en el ovocito. De
encontrarse polocitos afectados, los ovocitos correspondientes no serian
inseminados y, por lo tanto, no habria embriones que desechar. Actualmen-
te, se utiliza esta técnica en la practica clinica en la Unidad de Medicina
Reproductiva de Clinica Las Condes (3 y resultados no publicados).

El andlisis de aneuploidias realizado en 92 pacientes con historias de
abortos recurrentes, fallas de fecundacion y/o fallas de implantacion ha
demostrado ser exitoso para seleccionar ovocitos, ya que las tasas de
fecundacién y embarazo obtenidas sugieren que no existiria dafio al
ovocito por el procedimiento propiamente tal. Por lo tanto, proponemos

que el PbGD representa una alternativa interesante a la biopsia embrio-
naria, especialmente en paises donde la eliminacién de embriones no
es aceptada.

ENFERMEDADES GENETICAS

En medicina reproductiva, ademas de los casos de aborto recurrente o
de sub-fertilidad causada por la edad de la madre, existen muchas fami-
lias con enfermedades genéticas recurrentes en cada generacion. Entre
las enfermedades genéticas heredables més conocidas estan la Hemo-
filia, Fibrosis Quistica, la Enfermedad de Huntington, la Enfermedad de
Gaucher, la de Charcot-Marie-Thooth, el sindrome del cromosoma X
fragil, la Talasemia e inclusive la enfermedad de Alzheimer. Algunas de
estas enfermedades son desproporcionadamente frecuentes en algunos
grupos humanos, como las talasemias entre los descendientes de grie-
gos (7) y la enfermedad de Gaucher entre los descendientes de judios
Asquenazi (8).

La deteccion de una enfermedad genética en un embrién humano antes
de la implantacion, permite a los futuros padres la oportunidad de ini-
ciar un embarazo libre de un desorden hereditario, que sea prevalente
en su familia. Las enfermedades genéticas pueden ser transmitidas de
distintas maneras a la descendencia. Se debe tener en cuenta que toda
caracteristica genética esta codificada por al menos un par de genes,
uno proveniente de la madre y otro proveniente del padre. Estos dos
genes codifican para la misma proteina y estdn ubicados en la misma
posicion dentro del mismo cromosoma.

La herencia autosémica recesiva es una de las formas de transmitir una
enfermedad genética a la descendencia, en ella, se requiere que ambos
genes presenten la mutacion para que se exprese. Por lo que una perso-
na, con un solo gen alterado es un portador de la enfermedad, pero no
esta enfermo. Por lo tanto, si dos portadores sanos conforman una pare-
ja, tienen una probabilidad de tener uno de cada cuatro hijos afectados
con esta enfermedad. Ejemplos de enfermedades autosomicas recesivas
son la Fibrosis Quistica o la S-talasemia.

Una segunda forma de transmitir una enfermedad genética, es a través
de la herencia autosémica dominante, donde sélo se requiere que una
copia alterada de este gen, para que la persona sufra la enfermedad.
Por lo que un sélo padre debe tener el gen alterado para pasarlo a su
descendencia. Con esta clase de herencia, el 50% de la descendencia
se verd afectada por la enfermedad. La enfermedad de Huntington y el
Sindrome de Marfan son ejemplos de esta herencia.

Las enfermedades ligadas al cromosoma sexual X son el tercer tipo de
forma de herencia. Cuando la enfermedad es recesiva, todos los hom-
bres que porten la mutacion se veran afectados y sélo las mujeres con
ambos genes afectados también los serén. Si la madre es portadora de
una mutacion ligada al X tiene 50% de probabilidad de tener un hijo
afectado y 50% de probabilidad de tener una hija portadora. Existen
mas de 400 enfermedades ligadas al cromosoma X.
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La enfermedad genética heredable mas comdn entre las personas cauca-
sicas es la Fibrosis Quistica (9). Esta enfermedad usualmente se manifies-
ta en la infancia del nifio, causando problemas pulmonares frecuentes,
dificultades intestinales, bajo crecimiento e, inclusive, la muerte tempra-
na. Aproximadamente 1 de cada 25 personas (mujeres y hombres) en los
Estados Unidos son portadores asintométicos de esta enfermedad, por
lo que son completamente sanos y pueden no tener una historia familiar
con nifios afectados. Si dos personas portadoras de la mutacion para
fibrosis quistica tienen un hijo, este nifio tiene una probabilidad de 1 en
4 de ser afectado. El PGD también permite el diagndstico genético del
embrion para estos y otros casos de enfermedades genéticas heredables
a la descendencia. Por otra parte, actualmente, existe un método simple
mediante un examen de sangre que puede identificar a los portadores de
la fibrosis quistica y asi saber quienes pueden beneficiarse con un PGD
destinado a detectar la enfermedad en el embrién.

El Sindrome del Cromosoma X Frégil es considerado la causa heredable
mas comUn de retardo mental en la poblacién general, afectando tanto
a hombres como a mujeres (10). Se le ha denominado asi porque la
mayor parte de los afectados presentan sitios “fragiles” en el cromo-
soma X, es decir, que cuando se observa un cariotipo, en el cromosoma
X se observan quiebres. El retardo mental presente en los individuos
afectados tiene una amplia gama, desde muy leve hasta relativamente
severo. Los problemas mas comunes son déficit atencional, de apren-
dizaje, hiperactividad, anormalidades del lenguaje o comportamiento
del tipo autista. Al contrario de muchas otras enfermedades genéticas,
las personas afectadas no tienen signos fisicos que las identifiquen y
pueden pasar desapercibidos en su familia. Se ha calculado que los por-

tadores para este sindrome pueden ser hasta 1 de cada 625 personas
en los Estados Unidos. Como esta mutacién se encuentra ubicada en
el cromosoma X, toda mujer portadora de la misma tiene un 50% de
probabilidad de transmitirsela a cada uno de sus hijos. En cambio, un
hombre portador nunca se lo transmitird a sus hijos, pero siempre se lo
transmitira a sus hijas.

En la Tabla 1 se indican algunas enfermedades causadas por fallas ge-
néticas o por anomalias cromosdmicas presentes en la poblacion hu-
mana, para las cuales ya existe una herramienta capaz de ser usada
para detectarlas en un blastémero de embriones producidos in vitro. Se
puede identificar la presencia de estas alteraciones sélo en embriones
y con muy baja tasa de error. De esta forma, los embriones son selec-
cionados y son transferidos a la madre sélo aquellos identificados como
normales (11). Actualmente, la seleccién de embriones portadores de
una enfermedad genética, sélo puede realizarse a través del PGD. Exis-
ten dos alternativas de PGD: la que utiliza la tecnologia de la reaccién
de polimerasa en cadena (PCR; 12) y la que utiliza la hibridacién in-situ
fluorescente (FISH; 13).

Mediante el diagnostico genético preimplantacional se podria, en prin-
cipio, identificar todos los desérdenes genéticos, pero existen tres limita-
ciones practicas: 1) El examen debe estar adaptado para usar como sus-
trato sdlo una célula embrionaria; 2) Si no se conoce el gen responsable
de la enfermedad y se debe hacer un analisis de ligamiento, este debe
ser inequivocamente informativo para poder diferenciar el gen normal
del gen afectado; 3) Se necesita un personal altamente calificado con
equipamiento de laboratorio sofisticado.

TABLA 1. ALGUNAS FALLAS GENETICAS Y CROMOSOMICAS PARA LAS CUALES SE HA REPORTADO EL
ANALISIS POR PGD, OBTENIENDOSE NACIMIENTOS O EMBARAZOS EN CURSO

ENFERMEDADES GENETICAS

ANOMALIAS CROMOSOMICAS

Distrofia miotdnica

Enfermedad de Huntington

Traslocaciones reciprocas

Sindrome Cri du Chat (5p-)

Enfermedad de Charcot-Marie-Thooth

Autosomica Recesiva:
Fibrosis Quistica
p-Talasemia
Atrofia musculo espinal

Enfermedad de Tay-Sachs

Ligadas al Cromosoma X:
Distrofia muscular tipo Duchenne
Hemofilia tipo A
Sindrome del X Fragil

Desordenes recesivos ligados al X

Sindrome de Prader Willi (15g-)

Sindrome de Angelman (15g-)

Sindrome de Digeorge (22q-)

Asociacion Aniridia-Tumor de Wilms (11p13-)

Anomalias Numéricas o Aneuploidias:
Sindrome de Patau (Trisomia 13)
Sindrome de Edwards (Trisomia 18)
Sindrome de Down (Trisomia 21)
Sindrome de Turner (45,X)
Sindrome de Klinefelter (47,XXY)

Sindrome de Triploidia en Mosaico
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El impacto del PGD en este tipo de afecciones sobre el éxito reproducti-
vo es muy alto. La experiencia de los dos centros mas grandes de Norte
Ameérica, con miles de ciclos realizados, confirma esta observacion. En
los Ultimos afios se han reducido mas de 4 veces los abortos esponta-
neos en portadores de translocaciones y se ha reducido significativa-
mente el nimero de nifios afectados con enfermedades genéticas (14).

ANOMALIAS CROMOSOMICAS

Las anomalias numéricas cromosdmicas o aneuploidias se presentan
cuando una célula tiene un cromosoma mas o uno menos. Las anorma-
lidades numéricas cromosdmicas son la mayor causa de enfermedades
hereditarias, con una alta incidencia en los abortos esponténeos (15).
De estas, las trisomias de los cromosomas sexuales, 21, 18, 16y 13
representan el 50% de los abortos por anormalidades cromosémicas.
Un estudio realizado en Chile (16) determind estas frecuencias para los
abortos espontaneos locales, en donde las anomalias numéricas cromo-
somicas presentaban una incidencia de 60%. De estas, las aneuploidias
mas importantes son la monosomia del X (6%) y las trisomias del cro-
mosoma 16 (12%), 22 (5%) y 15 (3%).

A diferencia de las enfermedades genéticas, las enfermedades cro-
mosomicas de nimero ocurren de novo, es decir espontaneamente.
El Unico factor de riesgo conocido es la edad materna. Se he determi-
nado, mediante la deteccién de trisomias por amniocentesis, que se
incrementan de 0,6% a 2,2% entre los 35 y 40 afios de edad (17). Por
lo que, un andlisis de aneuploidias preimplantacional deberia reducir
significativamente el riesgo de pacientes mayores a tener embarazos
con trisomias.

La posibilidad de embarazo disminuye con la edad de la madre y esto
se deberfa principalmente a la ocurrencia de las anomalias numéricas
cromosémicas que se originan en los ovocitos, ain dentro del ovario
(18). Estas anormalidades son irreversibles y ocurren en todas las mu-
jeres, aunque son mas frecuentes en mujeres mayores de 35 afios (19;
20). Estos ovocitos anormales pueden ser fecundados y producirian
embriones también anormales, lo que reduciria las posibilidades de em-
barazo. En la mayoria de los casos de aneuploidias esta condicién es
clinicamente inofensiva, ya que el embrién crecerd por algunos dias,
pero no se implantard o detendra su desarrollo poco después de implan-
tarse, produciéndose un microaborto, ya que la alteracién cromosdémica
es incompatible con la vida. Pero, si la aneuploidia involucra uno de
los pares 13, 18, 21, X o Y el embarazo puede proseguir normalmente
hasta llegar al nacimiento. Sin embargo, el feto puede presentar serias
malformaciones, junto con retardo mental e inclusive menor expectativa
de vida. El mas comun de estos casos es el de la trisomia 21, conocido
como el sindrome de Down, pero también existen los sindromes de Tur-
ner (donde hay sélo un X), Klinefelter (XXY), de Patau (con un 13 extra)
y de Edwards (con un 18 extra).

En la Tabla 2 se muestra la frecuencia de nifios nacidos con Sindrome de
Down (trisomias del cromosoma 21). Esta ocurre, 1 cada 836 nacimien-

tos si la mujer es menor de 25 afios y puede ser tan frecuente como 1
cada 33 nacimientos si la mujer tiene 40 afios 0 mas (21).

Como se menciond anteriormente, en las mujeres de edad avanzada no
solo aumenta la probabilidad de tener un nacimiento con un nifio con
una afeccién cromosdmica, sino que disminuye su probabilidad de em-
barazo. La causa de esta menor tasa de implantacidn embrionaria sigue
siendo controversial y muy discutida. Los datos provenientes de progra-
mas de ovo-donacion, en donde mujeres jévenes donan ovocitos para
ser utilizados por mujeres mayores, demuestran que la capacidad para
embarazarse en estas mujeres mayores no se ve afectada, ya que ellas
tienen una tasa de embarazo similar a las mujeres jévenes. También
demuestran que su problema inicial es la calidad de sus ovocitos (22).
A pesar de que la causa mds probable de esto son las aneuploidias, se
ha publicado que también podria deberse a la carencia de componentes
citoplasmaticos (23, 24).

La tasa de aneuploidia embrionaria por monosomias y de triploidias es
muy similar (16), mientras que, con la excepcion de la monosomia del
cromosoma X o del 21 (6 % y 0,3 % de los abortos esponténeos), las
otras monosomias no se observan en abortos espontaneos (19). Por
otro lado, se ha observado que los embriones humanos con monoso-
mias detectadas por PGD, no desarrollan al estadio de blastocisto, con
excepcion de la monosomia 21 o la del X (25). Con respecto a las tri-
somfas, no se sabe si presentan una menor tasa de implantacion que
los embriones normales, pero lo que si se ha determinado es que de
los embarazos con trisomia 21, aproximadamente el 84% de ellos se
abortan espontaneamente (26).

Por lo tanto, la hipétesis es que un andlisis de aneuploidias en em-
briones, podria aumentar las probabilidades de éxito reproductivo en
mujeres mayores.

TABLA 2. RIESGO DE SINDROME DE DOWN POR
GRUPO ETARIO EN EL HOSPITAL CLiNICO U. DE
CHILE (1997-2005)

Grupo etareo  Nacidos vivos S.De Down Riesgo

>25 4179 5 1/836
25a29 5.114 9 1/568
30a34 4.299 " 1/391
35a39 2.461 15 1/164
>39 662 20 1/33

Total 16.715 65 1/257
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ESTUDIO DEL EMBRION (PGD)

Los primeros procedimientos de PGD utilizaron la reaccion de polimera-
sa en cadena (PCR) para amplificar e identificar secuencias repetidas del
cromosoma Y en embriones de pacientes portadores de enfermedades
ligadas al cromosoma X (1). Este procedimiento genera un alto porcentaje
de error, ya que se supone un embrién “sano” es aquel que no amplifica la
sefial buscada. Pero si no existe amplificacion, por falla en la técnica o por-
que se biopsia un blastémero enucleado, se cae en un error diagndstico.

El grupo de Hammersmith, conociendo su debilidad en el diagnéstico,
se asocio con el Departamento de Genética del University College of
London para disefiar un método alternativo, donde se pudiera detectar
tanto el cromosoma Y como el X. Se decidié cambiar por otra técnica -la
hibridacién in situ fluorescente (FISH)- lo que permitiria visualizar am-
bos cromosomas simulténeamente (27). A estas alturas, dos grupos en
Estados Unidos iniciaron programas muy exitosos de PGD casi simulta-
neamente: uno en Nueva York (Cornell) y otro en Chicago. Actualmente
existen muchos centros en casi todos los paises del mundo donde se
realiza PGD, junto a los procedimientos de Reproduccion Asistida. Segun
el Consorcio para PGD de la Sociedad Europea de Reproduccién Humana
y Embriologia (ESHRE-PGD), el diagndstico genético preimplantacional
esta disponible en mas de 57 centros alrededor del mundo, que reportan
sus resultados al Consorcio para darle credibilidad y confiabilidad a este
nuevo procedimiento (14). Este Consorcio promueve a sus instituciones
integrantes que se estudie y evallen constantemente los resultados ob-
tenidos, con el fin de tener un control estricto de esta técnica.

Sin embargo, a pesar de que esta técnica esta ampliamente difundida, no
es un procedimiento simple, ya que se deben tener en cuenta problemas
de contaminacion, perdidas alélicas y mosaisismo cromosémico. Esto hace
del PGD un método mucho mas complicado de lo que se pensd original-
mente, no obstante, es un procedimiento exitoso si se realiza en forma
adecuada, pudiendo ayudar a cientos de parejas alrededor del mundo.

ESTUDIO DEL CORPUSCULO POLAR (PbGD)

El diagndstico genético del corplsculo polar se debe realizar a partir de
un ovocito obtenido de procedimientos de fecundacion in vitro, Gnica
forma de acceder a ellos. Se debe extraer el corpisculo polar mediante
una biopsia mecanica de esta célula (3). Esta célula extraida es usada
para realizar el examen cromosémico. La biopsia consiste en sujetar al
0ovoCito con una pipeta para estabilizarlo y por el otro extremo atravesar
la cubierta externa o Zona Pellcida con una pipeta muy fina y extraer el
corpusculo polar (aspirando con mucho cuidado para no dafar la célula
restante, el ovocito). Este procedimiento, hecho por personas altamente
capacitadas, no afecta la sobrevida del ovocito, ni impide que el em-
brién generado luego del procedimiento se desarrolle normalmente, se
implante y se forme un individuo normal. Mientras se analiza citogené-
ticamente la célula extraida, el ovocito es devuelto a la incubadora y los
resultados se obtienen en unas horas. Finalmente, los ovocitos conside-
rados sanos son inseminados, se les deja desarrollar y los embriones son
transferidos al dtero de la madre.

Los primeros en disefiar un método de biopsia de corpusculo polar o
“polocito” para realizar el PbGD fue un grupo en Chicago (4). El fun-
damento de esto, es que el ovocito y el primer corpisculo polar son
imagenes en espejo, con respecto a su carga cromosémica. La presencia
de un cromosoma extra o uno de menos en el polocito, inequivocamen-
te entrega la informacién con respecto al ovocito. Siendo su imagen en
espejo, presentaria o careceria el mismo cromosoma, respectivamente.
Resultando después de la fecundacion en un cigoto trisomico o mono-
sémico del mismo cromosoma.

Definitivamente, es un método no invasivo, ya que el polocito es un
subproducto de la division meidtica, no siendo requerido para la fecun-
dacién o el desarrollo embrionario. Se ha demostrado que su remocién
tampoco afecta la tasa de fecundacion, tasa de clivaje ni de desarrollo
a blastocisto (28). El primer polocito, producto de la meiosis I, es una
célula haploide pero con una carga doble de ADN (1n 2¢), es decir, con
dos crométides hermanas de los 23 cromosomas humanos. El segundo
corpusculo polar es producto de la meiosis Il, luego de ocurrida la fecun-
dacidn, y es una célula haploide y con una sola carga de ADN (1n1c), es
decir, una sola cromatide hermana de cada cromosoma. Por lo tanto, el
retiro de uno o de los dos polocitos para su andlisis genético no tiene
ningun efecto deletéreo en el posterior desarrollo del embrion.

También, es evidente que el polocito es bioldgicamente diferente a un
embrién y, por lo tanto, entregan informacién muy diferente. Si el ana-
lisis se realiza en un ovocito y se biopsia el primer corpdsculo polar,
antes de realizar la inseminacion, sélo se pueden identificar marcadores
maternos. Si el andlisis se realiza en un cigoto y se biopsia los dos cor-
pusculos polares, algunas horas después de la inseminacién, también se
pueden identificar sélo marcadores maternos, pero tanto de la primera
como de la segunda divisién meidtica. En cambio, si el andlisis se realiza
en un embrion, éste da informacion tanto materna como paterna, ade-
mas del sexo del embrién.

La biopsia del polocito ha sido usada para el analisis de anormalidades
cromosémicas (3, 5, 6), de translocaciones (29) y mutaciones puntuales
(7,9) en un gran ndmero de ciclos. La ventaja mas evidente de realizar
el andlisis en el CorpUsculo Polar es que alrededor del 80% de las aneu-
ploidias autosémicas ocurren en la primera division meidtica del ovocito
(3, 6). Ademas, el realizar esta biopsia en el primer Corpusculo Polar
permite que parejas que consideran éticamente inaceptable desechar
embriones cromosémicamente anormales lo puedan hacer, pues se rea-
liza antes de la formacion del embrién. La desventaja mas importante
es que soélo se pude evaluar las aneuploidias maternas, las paternas
quedan fuera del andlisis, asi como también los mosaicos y poliploidias
generadas después de la fecundacion. También se tiene que considerar
que se esta evaluando el 80% de las aneuploidias y, por lo tanto, el error
es mas alto si se compara con la evaluacion de un blastémero.

El andlisis de las aneuploidias mas comunes - de los cromosomas 13,
16, 18, 21,y 22 - puede ser realizado mediante una técnica llamada
FISH o hibridacion in situ fluorescente (Figura 1). Esta técnica utiliza
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distintos marcadores fluorescentes que identifican a cada uno de los
cromosomas de un color distinto. Las distintas combinaciones de colores
observadas en una sola célula permiten al especialista distinguir entre
una célula normal y una aneuploide.

Cabe hacer notar, que es posible que los exdmenes den resultados am-
biguos o ningun resultado, pero estos eventos ocurren en menos del
10% de los casos. Un mal diagnéstico significa que un ovocito anormal
puede ser considerado normal, con el consiguiente riesgo de obtener un
nifio enfermo, 0 que un ovocito normal sea considerado anormal y no
sea utilizado para producir un potencial embrién que sea transferido a
la madre. Pero se ha determinado que la mayoria de los diagnosticos
erréneos se deben a mosaisismo (30). Por lo que se estima que el PbGD
presenta una confiabilidad del 90% (2, 8, 30).

Indicaciones para PbGD de aneuploidias
Aunque se recomienda el diagnéstico pre-natal a todas las mujeres em-

barazadas mayores de 35 afios, el PbGD de aneuploidias en primera
instancia se debe indicar a abortadotas recurrentes y a mujeres mayores

de 38 afios (14), en donde se ha determinado la mayor frecuencia de
embriones aneuploides (3). La evidencia del beneficio del PGD en abor-
tadoras recurrentes originalmente fue dudoso, sin embargo, resultados
posteriores han demostrado su beneficio, porque podrian producirse
aneuploidias a repeticion (30).

Resultados del PbGD

En Centros de Medicina Reproductiva que se consideran de referen-
cia el nimero procedimientos realizados a pacientes mayores de 35
afios casi siempre es mas de la mitad del total de los procedimientos
realizados por afio. Por las evidencias descritas anteriormente (3, 5,
6), sabemos que la mayoria de los ovocitos producidos por mujeres
mayores tienen aneuploidias. La posibilidad de poder utilizar la técni-
ca del PbGD en este tipo de pacientes proveeria de una herramienta
poderosa para aumentar las tasas de éxito reproductivo. De hecho,
los resultados obtenidos en nuestra Unidad confirman esto. Hasta la
fecha, hemos realizado este procedimiento en 92 pacientes (media
de edad de 38 +/- 5,3 afios; rango de edad de 24 a 47; mediana de
40 afios), tomando como criterios de inclusion el que la paciente sea
mayor de 37 afios, sea considerada una abortadora recurrente o que

FIGURA 1. METODOLOGIA DEL DIAGNOSTICO GENETICO DEL CORPUSCULO POLAR (PbGD)
MEDIANTE HIBRIDACION FLUORESCENTE IN SITU (FISH)
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presente fallas repetidas de implantacion en procedimientos de repro-
duccion asistida. Se le ha realizado la biopsia del corpUsculo polar a
804 ovocitos de estas pacientes y se ha podido evaluar exitosamente
el 83% de ellos. Mediante esta técnica se ha determinado que el 36%
de todos los ovocitos evaluados son aneuploides y, por lo tanto, no se
les ha inseminado.

De las 92 pacientes que se realizaron la aspiracion folicular, 56 (61%)
pudieron ser transferidas. Esto porque en 27 de los casos no se encon-
tré ningln ovocito normal y en 7 de los casos, a pesar de encontrarse
al menos un ovocito normal, estos no fecundaron. En dos casos se hizo
criopreservacion total, difiriendo la transferencia, debido a que la pa-
ciente pudo haber sufrido el sindrome de hiperestimulacién. De estos
dos casos, una de las dos pacientes se embarazé con la transferencia
de cigotos criopreservados. Por otro lado, si tomamos en cuenta los 34
casos no transferidos, podemos describir esta poblacion como de mu-
jeres mayores (42,2 +/- 2,2 afios) y con un nimero bajo de ovocitos
analizados (4,8 +/- 2,5 ovocitos). El 80% son mujeres mayores de 40
afios y el 60% con menos de 5 ovocitos.

Considerando las pacientes que si pudieron completar su tratamiento
(56 transferencias), 18 pacientes lograron el embarazo clinico deseado.
En la Figura 2, se muestra una grafica en donde demostramos que el
procedimiento realizado en estas pacientes fue beneficioso para ellas.
Se puede apreciar que la tasa de embarazo en estas pacientes fue de
32% y que el 22% de ellas (4 de 18 pacientes) sufrieron un aborto
espontaneo. Si esta poblacion la comparamos con una poblacion ge-
neral de pacientes de 38 afios 0 més, las tasas de embarazo y aborto
son estadisticamente similares. Sin embargo, si la comparamos con ellas

mismas, pero con los procedimientos que se realizaron con anterioridad,
son estadisticamente muy diferentes, demostrandose que al realizar este
tratamiento, mejoraron su expectativa reproductiva.

La Figura 3 muestra las tasas de aborto de las pacientes en donde se
realizd PbGD, comparandola con la poblacion general, separadas en dos
grupos etareos (sobre y bajo los 40 afios). Se puede apreciar que en
las pacientes menores de 40, a las cuales se les realiza el PbGD, no se
aprecia una reduccion en las tasas de aborto, pero en las pacientes de
40 o més afios se reduce sustancialmente la tasa de aborto.

Durante los Ultimos afios se ha podido comprobar el impacto positivo
que tiene el PGD en la deteccion de aneuploidias y su beneficio en
aumentar las tasas de embarazo. En el mundo, se ha publicado la reali-
zacion de este procedimiento en mas de 10 mil ciclos, siendo 4 centros
los que han realizado méas del 80% de ellos (Chicago; Saint Barnabas,
Nueva Jersey; Bolonia; Estambul). Se ha reportado que es posible du-
plicar la tasa de implantacion si se tienen suficientes embriones para
realizar el procedimiento (31, 32, 33).

En nuestra experiencia, también es posible aumentar la tasa de emba-
razo significativamente, siempre y cuando las pacientes tengan 7 0 mas
ovocitos analizados. Esto, indistintamente de la edad, aunque la pro-
babilidad de transferencia, sf se ve afectada por la edad de la mujer. La
tasa de pacientes que no se transfieren en mujeres con 7 ovocitos 0 mas
analizados, es de un 22%. Este grupo de pacientes tiene una media de
edad de 41,5 afios (rango de edad de 37 a 44). En cambio, el grupo de
pacientes transferidas presenta una media de edad significativamente
menor (35,6 afios; rango de edad de 27 a 43).

FIGURA 2. TASA DE EMBARAZO Y TASA DE
ABORTO EN TRES GRUPOS DE PACIENTES:

56 TRANSFERENCIAS EN QUE SE REALIZO PbGD, 70 CICLOS
PREVIOS DE LAS MISMAS PACIENTES, 148 TRANSFERENCIAS DE
PACIENTES DE 38 ANOS O MAS. (* p = 0,23) (** p < 0,001)

FIGURA 3. TASA DE ABORTO EN DOS GRUPOS
ETAREOS DE LA POBLACION GENERAL DE
PACIENTES DE MEDICINA REPRODUCTIVA'Y DE
PACIENTES DONDE SE REALIZA PbGD.
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Si analizamos el grupo de pacientes con menos de 7 ovocitos analizados,
la tasa de transferencia solo alcanza un 49%. Las pacientes que no se
transfieren tienen una media de edad de 42,8 afios (rango 38 a 47afi0s).
En cambio, las que si se transfieren tienen una media de la edad de
36,1 afios (rango 24 a 44 afios). En este grupo de pacientes (con menos
de 7 ovocitos analizados), la tasa de embarazo es muy similar a la que
tendrfan sin el procedimiento, pero el gran beneficio es la reduccién de
los abortos. No todo en Medicina Reproductiva consiste en lograr un
embarazo, sino mas bien proporcionar un nifio sano en casa, tratando de
evitar los abortos y los embarazos de alto riesgo. Por lo que determinar
que una paciente no es capaz de engendrar, va a llevar que tome otras
alternativas para solucionar su problema reproductivo.

La necesidad de tener suficientes ovocitos para analizar se basa en dos
hechos: 1) la tasa de aneuploidia aumenta significativamente con la
edad de la muijer; 2) la reserva ovarica disminuye significativamente
con la edad de la mujer. Por lo tanto, cuanto mayor es la mujer menos
ovocitos se podran obtener de ella y la mayoria de ellos no seran ovo-
citos cromosémicamente sanos. El grupo de Chicago demostrd, que en
més de ocho mil ovocitos analizados de pacientes de edad avanzada,
el 53,1% presentaron aneuploidias (34). El grupo de Nueva Jersey, fue
mas alld en las restricciones para el beneficio del PGD, afirmando que
no sélo se deben tener un nimero adecuado de ovocitos o embriones
analizables, sino que las pacientes de edad avanzada que realmente se
ven beneficiadas con el aumento de la tasa de implantacion son aque-
llas que no tienen mas de tres ciclos previos fallidos de procedimientos
de medicina reproductiva (31). Sin embargo, las pacientes con abortos
recurrentes no se ven afectadas por el nimero previo de ciclos de repro-
duccion asistida realizados (35).
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