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RESUMEN

El diagnéstico genético preimplantacién (PGD) es en el momento la forma mas temprana de diagnéstico prenatal. En la década de los
noventa su caracter experimental comienza a dar paso a su aplicacion clinica. Se han reportado ya numerosos casos de nacidos vivos
sometidos a PGD para la deteccion de enfermedades ligadas al sexo, enfermedades monogénicas y aneuploidias. Ademas su papel en la
optimizacion del resultado de las técnicas de reproduccion asistida esté en estudio y parece promisorio, especialmente en el grupo de mujeres
de mayor edad. Actualmente se utilizan la hibridizacion in situ fluorescente (FISH) y la reaccion en cadena de polimerasa (PCR) como
principales herramientas en el analisis del material genético del embrion. La obtencion de este material se ha logrado mediante la biopsia
de cuerpo polar, de blastémera y de trofoectodermo. En el seguimiento a corto y mediano plazo el PGD ha demostrado ser una técnica
eficiente y segura, pero se carece aiin de estudios con seguimiento a largo plazo que corroboren estos aspectos. Avances en el uso del PGD
que faciliten su aplicacién y disminuyan su costo seran responsables de una propagacion en el uso de este método de diagnéstico prenatal
en los préximos afios.

PALABRAS CLAVES: Diagnéstico Genético Preimplantacion (PGD)/FISH/PCR/ enfermedades monogénicas/ enfermedades ligadés
al cromosoma X / aneuploidias / fertilizacion in vitro. '

ABSTRACT

Preimplantation genetic diagnosis (PGD) is actually the earliest of all prenatal diagnosis. In this decade there has been a gradual
increased use of the technique from a research tool to one that can be clinically applicable. Presently there has been numerous cases reported
af newborns that have undergone this diagnostic test for detection of X-linked diseases, monogenic diseases and aneuploidies. Furthermore,
its’ use for the improvement in outcome of assisted reproductive techniques appears promising, especially in older women. Fluorescent in
situ hybridization (FISH) and polymerase chain reaction (PCR) are the most used techniques to analyze the embryo genetic material. For
this purpose embryo biopsy has been done to obtain polar bodies, blastomeres and trophectoderm cells. With short term follow up, PGD
appears to be an efficient and safe technique, but long term follow up studies are still needed. Advance in PGD techniques that simplifies
its’ implementation and decreases its’ cost will account for its’ widespread use in the years to come.

KEY WORDS: Preimplantation genetic diagnosis (PGD) / FISH/PCR /IVF / monogenic diseases / X-linked diseases/aneuploidies

Introduccién secuencias especificas del cromosoma Y en varios em-
briones, permitiendo la seleccién y transferencia de
embriones femeninos para evitar enfermedades heredita-
rias ligadas al cromosoma X. El desarrollo de esta moda-
lidad de diagndstico genético ha llevado a que su
aplicacion clinica sea cada vez més relevante e inclusive
a que se considere su uso rutinario en cierto grupo de
pacientes (2).

El PGD se erige como una forma muy temprana de
diagndstico prenatal para parejas con riesgo de transmitir
a sus hijos enfermedades de origen genético. Es una
buena opcidn frente a las demas modalidades de diagnés-
tico genético prenatal que incluyen la biopsia de
vellosidades coridnicas y la amniocentesis, a pesar de
que actualmente la mayor parte de los centros utilizan

El diagnéstico genético preimplantacién (PGD) es un
procedimiento joven. La investigacién en este campo se
inicio en 1980 como resultado de la presién de parejas
con abortos terapetticos repetidos debido a alteraciones
genéticas diagnosticadas inttero, parejas con objeciones
morales al aborto terapettico y parejas con riesgo de
transmitir a sus hijos enfermedades de origen genético.
El primer reporte de un nacido vivo luego de ser some-
tido al PGD se dié en 1990 (1) cuando con el uso de
reaccién en cadena de polimerasa (PCR) se amplificaron
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comprobado que la biopsia de blastomera en el embrién
en etapa de 8 células no afecta su viabilidad ni su
capacidad de desarrollo(3-9).

El PGD se puede dividir en dos grandes modalidades
segun el método utilizado para el andlisis del DNA, bien
sea la Hibridizacién Fluorescente In Situ (FISH) o la
Reaccion en Cadena de Polimerasa (PCR). El FISH tiene
como fin la identificacién del sexo genético del em-
brion(10-11) y la presencia o no de anormalidades cromo-
sémicas, principalmente aneuploidias (11-13). La PCR
se puede utilizar también en la identificacion del sexo
genético (1), sin embargo, su principal uso tiene como
objetivo la busqueda de genes tnicos con capacidad de
generar patologias conocidas como enfermedades
monogénicas(3, 5, 14).

El PGD puede ser una buena estrategia no sélo para
evitar los embarazos con fetos genéticamente anormales,
si no también para mejorar las tasas de implantacién y/o
embarazo principalmente en las mujeres de mayor edad.
El estudio en embriones en el periodo preimplantacién ha
demostrado una alta incidencia de anomalias cromosé-
micas entre estos. Con el andlisis de sélo 4 cromosomas
(X, Y, 18, 16) se ha reportado un 33% de embriones
anormales (15). En este mismo estudio se encontrd que a
pesar de que la incidencia de alteraciones cromosdmicas
era mayor (42%) entre los embriones con morfologia
anormal (fragmentacién >15%, blastémeras irregulares
y multinucleadas, vacuolizacién marcada y granulacién),
esta seguia siendo importante entre aquellos con morfo-
logia normal (23%). Ademads, se ha observado un aumen-
to en la incidencia de alteraciones cromosdmicas,
principalmente aneuploidias, en relacién con la edad de
las pacientes sometidas a fertilizacién in vitro (FIV) (15-
19). En este grupo de mujeres las bajas tasas de implan-
tacién y embarazo parecen estar relacionadas con la
calidad embrionaria, fenémeno demostrado por el au-
mento de estas tasas en los ciclos con donacién de
oocitos(20). El uso del PGD permitiria seleccionar los
embriones sin alteraciones cromosémicas para ser trans-
feridos, aumentando asi las tasas de implantacién y/o
embarazo (12-13) y a la vez disminuyendo las tasas de
aborto espontdneo en relacién con el FIV.

A laluz de los conocimientos actuales aun quedan por
resolver algunos interrogantes sobre la seguridad y la
eficiencia del PGD para que este sea considerado como
un procedimiento de rutina en la préctica de la reproduc-
cién asistida. Se han reportado aproximadamente 160
nacidos vivos luego de ser sometidos a un procedimiento
de PGD (datos obtenidos del Segundo Simposio Interna-
cional en Genética Preimplantacion, Chicago, USA, Sep-
tiembre de 1997) y se ha observado que los embriones
sometidos a el procedimiento de la biopsia de blastémera
no ven afectado su desarrollo y viabilidad (3-9). Sin
embargo la seguridad del procedimiento aun no estd
completamente comprobada pues es poca la informacién
disponible en el momento sobre el seguimiento de los
bebes nacidos luego de ser sometidos a un procedimiento
de PGD en su etapa embrionaria temprana. M4s alld de la
seguridad del procedimiento, se requiere mds claridad
sobre su eficiencia. A pesar de que el riesgo de error
parece ser relativamente bajo (5-10%) hay reportes de
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fallas diagnésticas con el uso del PGD(3, 9, 21). Es por
esto que la gran mayoria de los centros que lo ofrecen en
el momento proponen la confirmacién del diagndstico
genético con biopsia de vellosidades coridnicas o con
amnioscentesis (22). Este aspecto se debe considerar al
tratar con el paciente, haciendo énfasis en el cardcter
experimental aun del procedimiento.

No son de ignorar las implicaciones econémicas del
PGD. Este es un procedimiento complejo que requiere de
un enfoque multidisciplinario y de tecnologia de punta,
aspectos que se traducen en un alto costo. A este costo
elevado se suma el hecho de que tasas de embarazo entre
20-25%, reportadas por la mayoria de los centros de FIV,
parecen aun bajas para las parejas que requieren del PGD
si se tiene en cuenta que la gran mayoria de ellas no tienen
afectado su potencial fértil (23).

Métodos para obtener el material genético

Se han utilizado diversas maneras para obtener mate-
rial genético que permita un andlisis directo o indirecto
del genoma embrionario preimplantacién. Entre ellas se
cuentan la biopsia de cuerpo polar, la biopsia de blastomera
en el embrién en etapa de clivaje y la biopsia de
trofoectodermo en el embrién en su etapa de blastocisto.

Labiopsia de cuerpo polar se ha utilizado para descar-
tar la existencia de alteraciones cromosémicas o de
determinados genes mutantes en el oocito (24-26). De
esta manera se logra cubrir una parte importante de las
posibles alteraciones cromosémicas del embrién a for-
marse pues se considera que la mayor parte de ellas
provienen de defectos a nivel del genoma del oocito (27-
29). Esta modalidad es claramente menos invasiva que la
biopsia de blastémera, lo que parece traducirse en un
aumento en las tasas de embarazo (30). Los oocitos
sometidos a este procedimiento parecen mantener in-
demne su capacidad de dar origen a un embridn viable
una vez fertilizados. Ademads, la biopsia de cuerpo polar
permite un mayor lapso de tiempo para el andlisis del
material genético y la posterior toma de decisiones sobre
la seleccion los embriones a transferir.

La biopsia de cuerpo polar tiene ciertas desventajas.
En primer lugar no permite la deteccién de alteraciones
cromosémicas de origen paterno y de alteraciones origi-
nadas en los procesos de fertilizacion (ej. polispermia) o
embriogénesis. Obviamente, la determinacién del sexo
genético del embrién para la prevencion de enfermeda-
des ligadas al cromosoma X, estd fuera de su alcance. Por
iltimo, esta técnica sélo permite un andlisis indirecto del
oocito y por ende del embridn resultante pues este se
deduce del estudio del cuerpo polar que contiene un
genotipo complementario al del oocito.

La biopsia de blastomera en el embrién en clivaje en
su estado de 6 a 10 células (tercer dia de cultivo) es la
modalidad mds frecuentemente utilizada para el PGD
hoy en dia. En esta etapa las blastémeras son aun células
totipotenciales y la biopsia de 1 o 2 blastémeras no
disminuye de manera drastica la masa celular del em-
brién (31-32). Por tal motivo el procedimiento no afecta
la capacidad de desarrollo del mismo, lo que ha sido
comprobado por varios autores (3-9, 33). Durante este



Vol. 50 No. 3 - 1999

tercer dia de cultivo se realiza la biopsia de blastémera en
la mafiana, el andlisis genético del material obtenido y la
transferencia de los embriones seleccionados en la tarde.
Algunos centros tienen como alternativa la transferencia
de los embriones en la mafiana siguiente (cuarto dia de
cultivo) (34) o la prolongacién del cultivo hasta que el
estos logren llegar a su estado de blastocisto.

La biopsia de blastomera presenta ciertas dificultades
técnicas. Constituye un procedimiento con mayor grado
de invasividad al embrién que la biopsia de cuerpo polar.
Ademds, al igual que este tltimo implica la manipulacién
de estructuras microscépicas que pueden perderse facil-
mente en su procesamiento y que en ocasiones no aportan
el material genético 6ptimo para el anlisis (15, 35).

Otra desventaja de la biopsia de blastémera constituye
la posibilidad de error generado por el andlisis de una sola
blastémera debido a la alta incidencia de mosaicismo (25-
30%) en los embriones en clivaje (10, 12, 15, 36-39). Este
margen de error puede ser disminuido mas no abolido por
la biopsia y andlisis de 2 o mds blastémeras. El significado
del mosaicismo a nivel del embrién aun no estéd claramente
determinado. Al parecer su importancia depende de la
proporcién de células cromosomicamente anormales en el
embrién. Esto implica la posibilidad de desarrollo de fetos
normales a partir de embriones con una pequefia cantidad
de células anormales (15), debido a la menor capacidad
proliferativa de las células anormales o a que un determi-
nado porcentaje de células normales genera el desarrollo
de un feto fenotipicamente normal. Otra posibilidad pare-
ce ser que el desarrollo normal o anormal depende del
destino final de las células con alteraciones cromosémicas,
la masa celular interna o el trofoectodermo(40).

Una tercera modalidad la constituye la biopsia de
tejido extraembrionario realizada al blastocisto. Luego
de 5 a 6 dias de cultivo algunos el embriones logran llegar
a esta etapa. Para este momento han surgido dos tipos
celulares, la masa celular interna que dard origen al feto
y la capa epitelial externa que dard origen al trofoecto-
dermo. Es esta dltima estructura el lugar de donde se
toma la biopsia, con el fin de evitar un procedimiento
invasivo sobre las células encargadas de formar el feto
(41-42). Por tal motivo la biopsia de trofoectodermo
supone una menor agresion al verdadero tejido embrio-
nario (la masa celular interna). Sin embargo, se debe
tener en cuenta que con esta modalidad se tendrd un
menor niimero de embriones disponibles para el diagnds-
tico pues se ha encontrado que sélo un 30-60% de ellos
logran llegar al estado de blastocisto en condiciones in
vitro. Otro punto a tener en cuenta es el hecho de que el
genoma de algunas células del trofoectodermo puede no
ser representativo de las células en la masa celular
interna. Esto se debe al fenémeno comiin de mosaicismo
entre los embriones en etapa de clivaje (15, 40) y al
destino final de aquellas células con anormalidades
cromosdmicas (masa celular interna vs. trofoectodermo).

Técnicas de biopsia

La técnica para biopsiar el embrién requiere de una
cuidadosa micromanipulacion. Para la biopsia de blast6-
mera se sostiene el embrién con una micropipeta de “hol-
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ding” con didmetro externo de 80 micras e interno de 20
micras. Luego se crea un orificio de aproximadamente 40
micras en la zona pelucida, mediante la instilacién y poste-
rior succién de Acido Tirodes (ph 2.4), utilizando una
micropipeta de “drilling” con didmetro externo de 10 micras
e interno de 8 micras. Finalmente se aspiran una o dos
blastémeras con una micropipeta de biopsia con didmetro
externo de 40 micras e interno de 34 micras (aproximada-
mente dos terceras partes del didmetro de la blastémera) (3,
43-44). Recientemente se ha utilizado tecnologia con laser
para realizar el orificio en la zona pelucida, sin embargo
parece que su uso se relaciona con efectos adversos para el
desarrollo embrionario y fetal (45).

La técnica de la biopsia de trofoectodermo se basa en
la realizacién de una microincisién de la zona pelucida
en el polo opuesto a la masa celular interna. A través de
esta incisién ocurre una herniacién del trofoectodermo
que puede darse rdpidamente o demorarse hasta 18-24
horas, momento en el cual se realiza la biopsia. Esta
técnica permite obtener entre 10 y 30 células para el
andlisis genético (41).

Hibridizacién Fluorescente In Situ (FISH)

La Hibridizacién fluorescente in situ (FISH) en el
PGD consiste en la identificacion de cromosomas en el
nicleo de una blastomera extendido y fijado en una
laminilla de vidrio, mediante su hibridizacidén con sondas
de DNA marcadas fluorescentemente y especificas para
ciertos cromosomas (11, 46). Cada sonda se adhiere al
cromosoma al cual es afin y emite una sefial fluorescente
cuyo color difiere entre una y otra. De esta manera es
posible determinar cuantos y cuales cromosomas contie-
ne dicho nicleo. Hasta el momento se han producido
sondas para los cromosomas 13, 16, 18, 21,22, Xy Y,
permitiendo asi la deteccién de la aneuploidias mds
comunes (3, 11, 15).

Actualmente el principal uso del FISH se da en la
determinacién del sexo genético del embrién para la
prevencion de enfermedades ligadas al cromosoma X (11,
23, 47), tales como la distrofia muscular de Duchenne
(48), la hemofilia A (49), el sindrome de cromosoma X
fragil (50) y el sindrome de Lesch-Nyhan (51), entre otras.
En esta situacién especifica, es un mejor método que la
PCR ya que no sélo permite identificar la presencia del
cromosoma X o Y, si no también las anormalidades en su
nimero (10). Algunas técnicas complementarias se han
utilizado para aumentar la proporcién de embriones feme-
ninos y por ende el nimero de embriones suceptibles a ser
transferidos. Estas técnicas se basan en la manipulacién de
las proporciones de espermatozoides Xy Y en la poblacion
total utilizada para la inseminacién. Los mejores resulta-
dos se han logrado con el uso de la citometria de flujo (52),
la cual permite la seleccion basandose en la diferencia del
contenido de DNA de los espermatozoides X y Y (2.8%).
Poblaciones con una proporcién de espermatozoides X del
80-90% han sido reportadas.

Es posible que el uso sistematico del FISH para el
andlisis de los embriones obtenidos mediante FIV, pueda
mejorar las tasas de implantacién y embarazo en las
mujeres mayores de 35 afios (10, 12-13, 15, 53). Se ha
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reportado que la incidencia de aneuploidias en los em-
briones con morfologia normal aumenta en proporcién
con la edad materna (15). Aunque aun no hay suficientes
datos para comprobarlo, se presume que en las mujeres
de mayor edad, la seleccién y transferencia de los em-
briones genéticamente normales permitiria mejorar las
tasas de implantacién y embarazo. Como se menciond
antes esta estrategia también podria disminuir las altas
tasas de aborto espontdneo en este grupo de mujeres.
Ademds de su uso para la determinacién del sexo y
deteccion de aneuploidias, es probable que el FISH
permita el diagnéstico de translocaciones no balancea-
das en embriones cuyos padres son portadores conocidos
de una translocacién balanceada (23).

E1FISH es un procedimiento eficiente. Varios autores
han reportado cifras de eficiencia que fluctuan alrededor
del 90% (15, 46-47, 54-55). Sin embargo, aunque la
contaminacién no tiene mayor papel en los casos falli-
dos, hay otras cuasas de error que cabe mencionar. Las
mads importantes son labiopsia de blastémeras anucleadas,
la presencia de micronicleos, la pérdida de la blastémera
durante el proceso de fijacién, la ausencia de sefial por
falla en la hibridizacidn y la sobreposicion de la sefial de
los cromosomas.

Reaccion en Cadena de Plimerasa (PCR)

Lareaccidn en cadena de polimerasa (PCR) es al igual
que el FISH, otra herramienta 1til para el PGD. Con ella
se logran amplificar secuencias conocidas de DNA que
contienen mutaciones causantes de enfermedades here-
ditarias. De esta manera se obtienen millones de copias
de esta seccién especifica del DNA a partir del material
genético de una sola blastémera, permitiendo su andlisis
con electroforesis. A diferencia del FISH, el PCR permi-
te el diagnodstico de patologias codificadas por genes
unicos como la fibrosis quistica (4, 6), la enfermedad de
Tay-Sachs (5), la osteogénesis imperfecta (56) y el sin-
drome de Marfan (57) entre otras. Con su uso también es
posible la determinacién del sexo mediante la identifica-
cién de secuencias especificas de los cromosomas Y y X,
aunque en este aspecto es inferior al FISH pues no
permite el diagndstico de alteraciones, en el nimero de
los mismos.

El PCR estd sujeto a varias limitaciones en su aplica-
cién para el PGD. La mayoria de ellas se relacionan con
el uso de una sola célula como sustrato, lo que disminuye
su eficiencia. La contaminacién, el mal manejo de la
muestra y el mosaicismo se cuentan entre las causas de
falla en el diagnéstico (3, 9, 21). Ademads, son de impor-
tancia la biopsia de blastémeras anucleares y la falla en
la amplificacién de las secuencias de DNA. La evalua-
cién de defectos de un sélo gen con el uso una sola célula,
implica que el material genético para el andlisis se limite
a lo amplificado a partir de 2 copias de la secuencia de
DNA en estudio (2 alelos). En algunas ocasiones s6lo una
de estas 2 copias es amplificada, generando un mal
diagnéstico por lo que se conoce como amplificacién
especifica de alelo (58-59). Este fendmeno es particular-
mente importante cuando se trata de enfermedades
autos6micas dominantes, ya que la falla de amplificacién
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del alelo mutante hard parecer como no afectados a los
embriones afectados.

Se han propuesto algunas modificaciones al PCR
con miras aumentar su eficiencia y a disminuir su
margen de error. La PCR fluorescente logra este come-
tido mediante la marcacién con fluorescencia de las
secuencias amplificadas y su identificacién durante la
electroforesis con la exitacién mediante laser y no con
el uso rutinario de bromuro de etidio (60). De esta
manera se simplifica el proceso, se requieren menos
ciclos de amplificacién y se disminuyen los riesgos de
contaminaciéon. El principal inconveniente del PCR
fluorescente es su alto costo.

El primer extension preamplification es otra opcidn
desarrollada para mejorar la eficiencia del PCR en el
PGD. Esta técnica permite amplificar la totalidad del
contenido de DNA en la blastomera antes de amplificar
secuencias especificas de DNA para el diagndstico de
defectos de genes unicos (61-63). De esta manera la
cantidad de DNA disponible es mucho mayor y es posible
el andlisis simultdneo de varias patologias.

Por tltimo, otro avance en el PGD conocido como el
reciclaje celular permite el diagndstico concomitante de
aneuploidias, del sexo genético y de enfermedades
monogénicas en el embrién a partir de una sola blasté-
mera (64). Con esta técnica es posible el andlisis de una
célula fijada a una laminilla de vidrio, primero con PCR
y luego con FISH. A pesar de que el PCR se realiza bajo
condiciones subdptimas para permitir el posterior andli-
sis con FISH, se ha reportado una eficiencia entre el 65-
85% para esta modalidad diagnéstica (65-66).

Conclusion

El PGD es una ciencia en desarrollo que en sus
primeras etapas ha demostrado ser viable y ha permitido
beneficios claros a muchas parejas con riesgo de trans-
mitir enfermedades genéticas a sus hijos. Un buen
nimero de bebes sanos ha nacido como fruto de su
aplicacién. Sin embargo, no se puede desconocer la
posibilidad del error diagndstico asociado a esta técni-
ca, con las consecuencias que este genera en un aspecto
tan sensible.

El uso rutinario del PGD aun requiere de una mayor
claridad en cuanto a su seguridad y eficacia. Un segui-
miento a largo plazo de los pacientes permitird definir
sus posibles consecuencias sobre el desarrollo del indivi-
duo. Las parejas sometidas al PGD deben tener pleno
conocimiento de que se trata aun de un procedimiento
experimental y por ende se les debe recomendar la
confirmacién del diagndstico con otros métodos como la
biopsia de vellosidades coriénicas o la amnioscentesis.

Nuevos avances que permitan ampliar el espectro de
analisis a mds cromosomas y a un mayor nimero de
enfermedades genéticas, es el curso a seguir. Ademds,
una mejoria en las tasas de embarazo logradas con FIV
contribuird a la propagacién del PGD.

Reconocimiento: Los autores agradecen la asesoria
del Sr. Jose Roberto Alegretti, Jefe de la seccion de
embriologia del Huntington Centro de Medicina
Reproductiva (Sao Pablo, Brazil).
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