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RESUMEN

La mayor parte de los métodos para evaluar la viabilidad embrio-
naria en fecundacion in vitro (FIV) se basa en las caracteristicas
morfologicas del embrion en diferentes etapas de desarrollo, lo
que destaca una relacién poco precisa entre la morfologia em-
brionaria y las aneuploidias. Recientemente, con la hibridacién
genomica comparativa basada en microarreglos de ADN (a-CGH)
se han logrado resultados clinicos favorables, lo que justifica la
aplicacion de esta técnica en la seleccion embrionaria. En este
articulo se analizan los resultados clinicos del tamizaje genéti-
co preimplantacional (PGS, del inglés preimplantation genetic
screening) durante ciclos de fecundacion in vitro. Los resultados
clinicos después del analisis de los 24 cromosomas mediante
a-CGH indicaron un aumento de las tasas de implantacién y
embarazo, que fueron superiores a la evaluacion del numero li-
mitado de cromosomas con la técnica de hibridacion fluorescente
in situ (FISH). La valoracion de la biopsia embrionaria utilizando
a-CGH ofrece resultados alentadores, ya que incrementa las
tasas de implantacién y embarazo, lo que incide en la tendencia
actual de transferencia de embrién Unico. Se requieren estudios
con asignacion al azar mas amplios que permitan establecer
conclusiones con bases estadisticas firmes.
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ABSTRACT

Most methods to assess embryo viability in IVF (in vitro fertiliza-
tion) are based on the morphological characteristics of the em-
bryo at different stages of development, indicating an inaccurate
association between embryonic morphology and aneuploidy.
Recently, favorable clinical results have been achieved using
comparative genomic hybridization based on DNA microarrays
(a-CGH), justifying this technique for embryo selection. This
paper analyzes the clinical outcome of preimplantation genetic
screening (PGS) during IVF cycles. Clinical results after the
analysis of the 24 chromosomes by a-CGH showed increased
implantation and pregnancy rates, higher than the assessment
of the limited number of chromosomes by fluorescence in situ
hybridization (FISH). Assessment of embryo biopsy using a-
CGH provides encouraging results improving implantation and
pregnancy rates, providing a response to the current trend in
the single-embryo transfer. Larger randomized studies to allow
establish conclusions with firm statistical bases are needed.

Key words: preimplantation genetic diagnosis, preimplantation
genetic screening, array-CGC, FISH, IVF.

ara maximizar el éxito de los tratamientos
de fecundacion in vitro (FIV) se requiere un
método confiable de seleccion de embriones
potencialmente viables. En la actualidad, la
mayor parte de los métodos de evaluacion se basa en
la morfologia embrionaria, que es una guia limitada
para valorar la viabilidad del embrion. Las anomalias
cromosomicas son extremadamente comunes en los
gametos y embriones humanos, y se vinculan con una
variedad de consecuencias reproductivas negativas en
los ciclos naturales y en los que se recurre a técnicas
de reproduccion asistida. El tamizaje genético preim-
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plantacional (PGS, del inglés preimplantation genetic
screening) es un método con el que se busca mejorar
los resultados de los tratamientos de fecundacion in
vitro, al asegurarse de que los embriones seleccionados
para su transferencia al iitero sean cromosémicamente
normales.

En Estados Unidos, durante el afio 2006, se realiza-
ron aproximadamente 138,198 ciclos de fecundacion
in vitro." Desafortunadamente, sdélo 31% de los em-
briones transferidos llegan al nacimiento de un hijo
sano; por tanto, para que el tratamiento sea exitoso
en cada ciclo de fecundacion in vitro es determinante
tener informacion del potencial de implantacion de
los embriones y consecuentemente del nacimiento de
hijos saludables.'*

Existen evidencias que apoyan la correlacion entre
las tasas de implantacion y la morfologia embrionaria,
por lo que generalmente la transferencia de embriones se
realiza con base en esta informacion;>’ sin embargo, en
estudios recientes se reporta que entre 30 y 40% de los
embriones morfoldgicamente normales tienen alteracio-
nes cromosdmicas (aneuploidias).®® La transferencia de
embriones aneuploides casi siempre termina en la falla
de implantacion,® aborto espontaneo!'*!4
de nifios con problemas cromosoémicos. '

La nueva generacion de técnicas para el tamizaje
genético preimplantacional (PGS), como la hibrida-
cion genodmica comparada (CGH) y los microarreglos
(matrices de nucledtidos, a-CGH y polimorfismos de
nucleotido tnico), al igual que la reaccion en cadena de
polimerasa cuantitativa, permiten el analisis de los 24
cromosomas con alta precision diagndstica y resultados
clinicos satisfactorios.

Los avances en genética molecular y la vitrificacion
de embriones, aunados a la bioinformatica, marcan el
inicio de una nueva era en el tratamiento de la pareja
infértil.

En este documento se revisan los resultados clini-
cos obtenidos al integrar ¢l tamizaje de ancuploidias
cromosdmicas mediante a-CGH en programas de fe-
cundacion in vitro. Se muestran los resultados clinicos
de estudios con tamizaje genético preimplantacional y
se discute la controversia de la importancia del analisis
cromosomico como herramienta para la seleccion de
embriones.

0 nacimiento

TERMINOLOGIA

El diagnostico genético preimplantacional (PGD, del
inglés preimplantation genetic diagnosis) es una técnica
de deteccion de anomalias genéticas o cromosomicas que
se lleva a cabo en las diferentes etapas de desarrollo del
embrion previo a su transferencia al utero de la mujer.
Inici6 como una alternativa diagnostica en las parejas en
las que uno o ambos miembros son portadores de alguna
alteracion genética o cromosomica que les impide lograr
un embarazo o que aumenta el riesgo de aborto o trastor-
nos en la descendencia. En algunas parejas es la Gnica
solucion segura para tener descendencia bioldgica sana.

Una variante del diagnoéstico genético preim-
plantacional es el disefiado para la deteccion de
aneuploidias (PGD-AS, del inglés preimplantation
genetic diagnosis-aneuploidy screening) o tamizaje
genético preimplantacional (PGS), término adoptado
para diferenciar esta nueva aplicacion en pacientes en
los que no se conoce la alteracion genética.

En este documento se utilizard el término tamizaje
genético preimplantacional, ampliamente difundido en
la bibliografia internacional.

TENDENCIA DEL TAMIZAJE GENETICO PRE-
IMPLANTACIONAL EN LA PRACTICA CLINICA

La Sociedad Europea de Reproduccion Humana y Em-
briologia recab6 informacion del diagnostico genético
preimplantacional realizado en diferentes clinicas del
todo el mundo.'® Los resultados publicados por esta
organizacion mostraron 66% de ciclos en los que la in-
dicacion fue la deteccion de aneuploidias; sin embargo,
no se ha establecido el ntimero preciso de clinicas que
realizan tamizaje genético preimplantacional, aunque
los datos sugieren que su aplicacion clinica va en au-
mento.'6!7

TECNICAS A TRAVES DEL TIEMPO

Inicialmente, el objetivo del diagnodstico genético
preimplantacional fue identificar embriones en riesgo
de transmitir enfermedades hereditarias monogénicas de
los padres. Se utiliz6 por primera vez para la determina-
cion del género en parejas portadoras de enfermedades
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ligadas al sexo. En ese caso, la amplificacion del ADN
se realizdo mediante la reaccion en cadena de la poli-
merasa (PCR, del inglés polimerase chain reaction)
para una secuencia repetida de un gen especifico en el
cromosoma Y.!® Una de las limitantes de la PCR fue
que, aunque permitia identificar el sexo destacando una
secuencia especifica de gen Unico para el cromosoma'y,
no proporcionaba mayor informacion del cromosoma X.
Se recurrio6 a la técnica de hibridacion fluorescente in
situ (FISH, del inglés fluorescent in situ hybridization)
para solventar este problema,' posteriormente se am-
plid su uso para incluir cromosomas somaticos. Para el
afio 1993, Munne y colaboradores efectuaron el primer
tamizaje genético preimplantacional, e incluyeron cinco
cromosomas identificados mediante la técnica de FISH."

Es bien conocido que las alteraciones cromosomi-
cas juegan un papel determinante en la implantacion
embrionaria durante los ciclos de fecundacion in
vitro, por lo que se planted la hipotesis de que si se
identificaban embriones euploides las posibilidades de
embarazo serian mayores; asi que el tamizaje genético
preimplantacional se utilizo para aumentar las tasas de
implantacion y nacidos vivos y, a la vez, para disminuir
el nimero de abortos espontaneos en pacientes sin
alteraciones genéticas.

Casi al mismo tiempo, Munné y Verlinsky realizaron
tamizaje genético preimplantacional con hibridacion
fluorescente in situ en el primer y segundo cuerpos pola-
res.?>2! Esta tltima técnica en embriones se convirtid en
algo mas comun, excepto en los paises donde no se per-
mitia por politicas locales. Las primeras pruebas clinicas
en embriones mostraron mayores tasas de implantacion
y de embarazos en curso, asi como menor numero de
abortos espontaneos;?*?’ sin embargo, su uso es todavia
motivo de controversia, porque las investigaciones para
validarlo requieren estudios con asignacion al azar que
apoyen su valor estadistico.

Conforme el medio de cultivo favorecio el crecimien-
to de los embriones a etapa de blastocisto, el tamizaje
genético preimplantacional permitio estudiar las células
del trofoectodermo.?®

En la etapa de blastocisto es posible extraer varias
células, ya sea para analizarlas mediante la técnica FISH
o CGH, a diferencia del estadio de division, en el que
pueden extraerse una o dos células.?®?

McArthur y colaboradores, en 2005, reportaron el uso
rutinario de biopsia de blastocisto para su estudio preim-
plantacion mediante hibridacion fluorescente in situ, que
elevo las posibilidades de embarazo y de nacidos vivos.

Recientemente, la tendencia a la transferencia electiva
de un solo embridén ha ido en aumento, con la subse-
cuente disminucion del numero de embarazos multiples,
considerado factor principal en los tratamientos de
fecundacion in vitro.3*3

Una de las complicaciones del embarazo multiple es
la prematurez, con el consecuente riesgo de bajo peso
al nacer, retraso en el desarrollo, paralisis cerebral y
malformaciones congénitas.>*

La probabilidad de prematurez aumenta con la trans-
ferencia de un mayor niimero de embriones, situacion
dada para incrementar las posibilidades de embarazo en
pacientes con mal prondstico reproductivo. La transfe-
rencia electiva de un embrion identificado por su buena
calidad es ideal para evitar los embarazos multiples. Los
embriones de buena calidad tienen mayor probabilidad
de llegar a un embarazo a término, con el nacimiento
de un nifio saludable.®

Indicaciones para el tamizaje genético
preimplantacional

Las principales indicaciones se enlistan en el Cuadro 1.
La frecuencia de aneuploidias es mayor en mujeres de
edad avanzada y pérdida repetida de la gestacion. Otras
indicaciones han sido los antecedentes de trisomias
en embarazos previos,*® factor masculino severo®® y
donacion de 6vulos.*

Hoy en dia, el tamizaje genético preimplantacional se
aplica a pacientes con buen prondstico con el proposito
de mejorar las posibilidades de embarazo mediante la
transferencia de embrion nico seleccionado.

Cuadro 1. Indicaciones para realizar tamizaje genético preim-
plantacional

Edad materna avanzada

Fallo repetido de implantacién
Pérdida repetida de la gestacion
Embarazo previo con aneuploidia
Factor masculino

Infertilidad de origen desconocido
Transferencia de embrién Unico
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Evaluacion de los 24 cromosomas

Se han desarrollado diferentes métodos para el analisis
de los 24 cromosomas, denominados bajo el concepto
general de evaluacidon completa de los cromosomas
(CCS, del inglés complete chromosome screening).

En los primeros estudios publicados se utilizo la
hibridacion genomica comparativa en ovocitos me-
tafase 11,*° embriones en division (tercer dia)**? y
blastocisto.*

Posteriormente, se desarrollaron nuevas tecnologias
con las que se obtuvieron resultados en periodos mas
cortos. La hibridacidon genémica comparativa basada en
microarreglos de ADN,*-*8 microarreglos de polimorfis-
mos de nucledtido Gnico (SNP),*- asi como técnicas
de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).>!
La primera aplicacion clinica de array-CGH en célula
unica® reveld que era la técnica de eleccion debido a
su eficiencia, nivel de deteccion y menor tiempo para
entrega de resultados.

En una revision reciente publicada por Simpson y
su grupo (2012) se encontrd que el array-CGH fue el
método preferido para el diagnostico de aneuploidias
de los 24 cromosomas, lo que motivé a los centros
de fecundacion in vitro a realizar el tamizaje genético
preimplantacional mediante esta tecnologia.™

Tamizaje genético preimplantacional utilizando a-CGH
Con base en la tecnologia de array-CGH, se tomo
biopsia del cuerpo polar en grupos piloto**5 para
confirmar su utilidad en pacientes de edad materna
avanzada. El grupo de la Sociedad Europea de Re-
produccion Humana y Embriologia encontro, incluso,
76% de aneuploidias en la biopsia del cuerpo polar,
con discrepancia de 6% entre los resultados del estudio
y la correspondiente al cigoto, con lo que se alcanzo
una tasa de embarazo de 30% por transferencia de
embriones.>*%

Persisten algunas preocupaciones en cuanto a la
fiabilidad lograda mediante el tamizaje del cuerpo po-
lar, lo que pone en tela de juicio sus resultados en los
tratamientos de fecundacion in vitro.’*’ Los errores
meidticos paternos y el resto de alteraciones meioticas
pueden pasar inadvertidas en la biopsia del cuerpo polar.

En cuanto a la biopsia de embriones en division, su
utilidad es motivo de controversia debido al mosaicis-

mo en embriones de tercer dia; sin embargo, Hellani y
su grupo reportaron una tasa alta de embriones ancu-
ploides, con 60% de anormalidades cromosomicas
no incluidas en los procedimientos de hibridacion
fluorescente in situ, y con cinco de ocho pacientes con
embarazo viable.>®

El Instituto Valenciano de Infertilidad, en un estudio
retrospectivo en el que se incluyeron 556 ciclos de
tamizaje genético preimplantacional utilizando a-CGH
en mujeres con pérdida repetida de la gestacion, fallo
repetido de implantacidn, factor masculino severo y
edad materna avanzada, registré 73.5% de embriones
aneuploides, tasas de embarazo de entre 55.5 y 72% en
pacientes con factor masculino severo y tasas de implan-
tacion de 47.2 a 59% para las diferentes indicaciones en
mujeres de edad avanzada.*

La controversia de la biopsia en el dia 3 tiene que
ver principalmente con estudios en donde se utilizé la
técnica de hibridacion fluorescente in situ, en los que
la fijacion del nacleo pudo haber fallado y, por tanto,
la interpretacion diagnostica pudo llevar a sobrees-
timar el niimero de embriones ancuploides que no se
confirmaron en etapa de blastocisto; sin embargo,
en un estudio previo con FISH y biopsia en dia 3 se
reportd una correlacion elevada entre la biopsia de
tercer dia de una sola blastomera y el analisis en blas-
tocisto.®® Estas altas tasas de correlacion se atribuyen
a la debida fijacion e interpretacion con doble control
para determinados cromosomas. La doble verificacion
se realizd con sondas adicionales (subteloméricas o lo-
cus especificos para determinados cromosomas) para
los cromosomas sobre los que se tenian dudas, lo que
disminuyo el porcentaje de embriones sin resultado y
el riesgo de falla diagndstica de monosomias debido
a la falta de sefnales. Ademas, en este estudio la vali-
dacidn de la tecnologia de microarreglos de CGH en
el dia 3 en una sola blastomera logrd una correlacion
alta entre los embriones de tercer dia y el blastocisto.*!

Con los array-CGH con biopsia de trofectodermo,
Wells y colaboradores encontraron una tasa de emba-
razo de 66.7% en comparacion con la de las pacientes
a quienes no se les realiz6 el estudio de tamizaje ge-
nético preimplantacional, con 27.9%. A partir de esa
publicacion, la tendencia hacia biopsia de blastocisto
aumento.%
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Es importante destacar dos estudios con asignacion
al azar recientemente publicados: uno de ellos incluyo
mujeres infértiles mayores de 35 afios a quienes se
les practico biopsia de trofectodermo y vitrificacion
de embriones. La transferencia de embriones se hizo
en un ciclo posterior, con lo que se logrdé un aumento
significativo de las tasas de embarazo, con actividad
cardiaca de 60.8% comparado contra 40.9% en el grupo
control con transferencia de blastocisto en fresco. En
el segundo estudio, se analizdé un grupo de pacientes
con buen prondstico, a quienes se les efectud biopsia de
trofectodermo para tamizaje genético preimplantacional
y en otro se llevo a cabo transferencia de dia 5 de un
solo embridn; la tasa de embarazo fue de 69.1% en las
mujeres con tamizaje genético preimplantacional y de
41.7% en el grupo control.*® En este estudio se mostraron
las limitaciones de la transferencia de un solo embrion
cuando la viabilidad de este ultimo se valord por su
morfologia inicamente, incluso en pacientes con bajo
riesgo de aneuploidias. En el grupo de tamizaje gené-
tico preimplantacional, las tasas de embarazo fueron
mayores; ademas, el nimero de abortos espontaneos
fue menor que en el grupo control.*

Asimismo, Scott y su grupo®’ realizaron dos estudios
prospectivos doble ciego para evaluar el valor predic-
tivo del tamizaje de aneuploidias en los resultados en
la practica clinica. En uno de ellos se hizo ADN finger-
print y tamizaje de aneuploidias en 225 pacientes con
fecundacion in vitro, transfiriendo los embriones sin
conocer los resultados de aneuploidias. El tamizaje ge-
nético preimplantacional fue altamente predictivo de los
resultados clinicos, con 96% de embriones aneuploides
fallidos en la implantacion y 41% de implantacion en
embriones euploides.®’

Transferencia de un solo embrién

La tasa de embarazo durante un ciclo de fecundacion
in vitro generalmente sigue siendo baja, por lo que la
transferencia de embrion inico es poco utilizada como
estrategia para disminuir el riesgo de embarazos mul-
tiples, situacion que obliga a mejorar las técnicas para
la seleccion de embriones viables.®® Se demostro que al
integrar las nuevas tecnologias de a-CGH para detectar
aneuploidias durante los ciclos de fecundacion in vitro
se elevan significativamente las tasas de embarazo en

mujeres con buen prondstico. La alta frecuencia de aneu-
ploidias (44.9%) en los blastocistos analizados destaca
la imprecision de seleccionar los embriones unicamente
mediante su morfologia. El grupo al que se le efectud
tamizaje genético preimplantacional tuvo una tasa de
embarazo mas alta (69.1%, >20 semanas de embarazo),
que el grupo control (41%, >20 semanas de embarazo),
ademas, el numero de abortos fue menor (2.6%) en los
blastocistos seleccionados mediante a-CGH que en el
grupo control (9.1%).

Vitrificacion de embriones

Hoy en dia, para mejorar la receptividad uterina y
aumentar las tasas de implantacion se tiende a reali-
zar biopsia de blastocisto y su vitrificacién para una
posterior trasferencia en ciclo no estimulado.® La
combinacion de biopsia de trofectodermo, el analisis de
aneuploidias de los 24 cromosomas mediante a-CGH y
la vitrificacion para transferencia contribuy6 a aumentar
las tasas de implantacion y de recién nacidos sanos en
tratamientos de fecundacion in vitro. Estos resultados
reflejan el beneficio del tamizaje genético preimplanta-
cional durante ciclos de reproduccion asistida.

Durante un ciclo de fecundacion in vitro, los em-
briones no transferidos generalmente se seleccionan
bajo criterios morfologicos para su criopreservacion.
La incorporacion de a-CGH para elegir los embriones
potencialmente viables disminuyd significativamente el
numero de embriones a criopreservar, por lo que debera
informarse a los pacientes de estos beneficios.”

En un estudio retrospectivo publicado recientemente
por Shapiro y colaboradores” se compar? la incidencia
de embarazo ectdpico con transferencia de blastocistos en
fresco o ciclos de 6vulos vitrificados-descongelados. De
2,150 blastocistos autélogos transferidos, 1,460 fueron en
fresco y 690 derivaron de 6vulos en metafase II desconge-
lados, fecundados y llevados al dia 5 para su transferencia.
La tasa de embarazos ectopicos fue de 1.5% en ciclos en
fresco, significativamente mayor a 0 en el grupo de vitrifi-
cados; asimismo, la tasa de embarazos de localizacioén no
determinada fue de 2.5 en ciclos en fresco contra 0.3% en
el grupo control, resultado estadisticamente significativo
(riesgo relativo 7.3, intervalo de confianza de 95% de 1.7
a 31.0). Esto concuerda con la mayor incidencia de em-
barazo ectopico en ciclos estimulados para fecundacion
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in vitro, y se encontrd menor incidencia en el grupo en
el que la transferencia tuvo lugar en un ciclo posterior.
Esta informacion destaca la importancia de contar con un
adecuado programa de vitrificacion de 6vulos y embriones
para alcanzar resultados reproductivos favorables en los
tratamientos de fecundacion in vitro.

CONCLUSIONES

Ademas de la morfologia, el tamizaje genético preim-
plantacional es el unico estudio clinicamente disponible
que proporciona informacion potencialmente util de la
viabilidad del embrion.

Los resultados clinicos del analisis de los 24 cromoso-
mas mediante a-CGH muestran elevacion de las tasas de
implantacion y embarazo, y disminucion del nimero de
abortos espontaneos, superando asi los métodos previos,
como la hibridacién fluorescente in situ, en los que el
nimero de cromosomas evaluado es limitado.

En cuanto a la controversia sobre la biopsia de tercer
dia, la mayor parte de los datos proviene de la hibrida-
cion fluorescente in situ, por lo que los a-CGH deberan
estudiarse en protocolos controlados con distribucion
al azar. La tendencia actual de realizar tamizaje gené-
tico preimplantacional y biopsia de trofectodermo con
transferencia de embriones en fresco o vitrificarlos para
posteriormente transferirlos en ciclos no estimulados
ha mostrado resultados reproductivos favorables; sin
embargo, se requiere realizar un mayor numero de es-
tudios controlados con distribucién al azar que permitan
evaluar y validar las diferentes plataformas de tamizaje
genético preimplantacional, el dia para realizar la biopsia
embrionaria y la transferencia en ciclo estimulado o su
vitrificacion, con lo que se justifica el uso de tamizaje
genético preimplantacional en la préctica clinica para la
transferencia de un solo embrion.
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