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Diagnostico Genético Preimplantacional como herramienta de

seleccion embrionaria en aborto recurrente!
Claudio Bisioli
PREGNA Medicina Reproductiva®
GERMINAL Biotecnologia Reproductiva®

Decimos que una pareja sufre pérdidas
recurrentes de embarazos cuando, ain siendo ambos
componentes fértiles —aunque algunos pueden ser
también subfértiles- han experimentado al menos tres
pérdidas consecutivas de embarazo antes de la semana
nimero veinte de gestacion(1). La presencia de abortos
recurrentes sugiere que existe una causa subyacente(2).
Estas causas pueden tener origenes ambientales,
anatomicos, infecciosos, endocrinos, inmunoldgicos o
genéticos y, en algunos casos, origen desconocido(1,3).
Me atreveria sugerir que para las intrigantes causas
de origen desconocido se tengan en consideracion las
consecuencias derivadas del sinergismo embrionario(4)
y la potencial presencia de ciertos elementos genéticos no
habitualmente considerados en las resefias tradicionales
sobre aborto recurrente(5).

La exposicion a agentes radiactivos o quimicos,
la contaminacién ambiental, el consumo de alcohol,
cigarrillos o drogas (aunque la evidencia es todavia
incierta) puede aumentar el riesgo de sufrir pérdidas
esporadicas o aun recurrentes de embarazos. Las causas
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anatémicas incluyen las anormalidades uterinas y la
incompetencia cervical. Las infecciones intrauterinas
son una causa comun de aborto esporddico pero
dificilmente de aborto recurrente, a no ser que se trate de
un cuadro de inmunodeficiencia severa. Los disturbios
en el eje hipotdlamico-pitutitario-gonadal, en particular
la hipersecrecién de LH, pueden aumentar los riesgos
de pérdidas esporddicas y recurrentes de embarazos.
La falla en los mecanismos inmunoldgicos normales
(reconocimiento y ausencia de rechazo de un embarazo)
ha sido sugerido también como posible causa de aborto
recurrente(1).

Finalmente, es sabido que los cariotipos
anormales estdn presentes en aproximadamente un 0.5%
de los nacidos vivos, un 5% de los nacidos muertos y
un 50% de los abortos, lo que sugiere la presencia de un
mecanismo seleccionador in ttero. S6lo el 3-5% de las
parejas con aborto recurrente poseen una anormalidad
cromosdémica obvia, lo que sugiere que la anormalidad
fetal no es secundaria al problema de los progenitores.
Las anormalidades cromosémicas mds frecuentemente

09/07/07 2:58:22 PM


Leonardo
Rectangle


®

encontradas en las parejas con historia de aborto
recurrente son las traslocaciones Robertsonianas y las
reciprocas. También pueden estar presentes inversiones
y mosaicos. Las mutaciones puntuales y los defectos
génicos letales no pueden ser detectados mediante los
ensayos de rutina(1).

Los abordajes mediante los cuales habitualmente
se trata el aborto recurrente son los siguientes:
e quirdrgico: reparacion de las anomalias anatomicas;
e farmacéutico: terapia con aspirina o anticoagulantes;
* genético.

Las aneuploidias cromosdmicas son
consideradas la causa principal de inviabilidad y pérdida
embrionaria ya que aumentan las fallas de implantacién
y la ocurrencia de aborto. Este fenémeno debe ser el
principal responsable de los bajos resultados observados
en ciertos pacientes de procedimientos de reproduccion
asistida. En teoria, la seleccion de embriones euploides
para transferencia deberia resultar en mayor implantacion,
mds embarazos y menos abortos. Dentro de los abordajes
genéticos, la investigacion genética de las aneuploidias
en el estadio preimplantatorio (Diagnéstico Genético
Preimplantacional, DGP) ha sido propuesta como una
herramienta de seleccién embrionaria por Munné(6),
cuando reportd los primeros casos utilizando sondas
multiples de ADN para los cromosomas X, Y, 13, 18 y 21.

Las pacientes que se beneficiarfan con esta
tecnologia son aquéllas con riesgo aumentado de
producir gametos aneuploides, a saber:

e aquéllas que han experimentado fallas repetidas en
los procedimientos de reproduccidn asistida (de causa
desconocida),

* los pacientes azoospérmicos tratados con biopsia
testicular e ICSI (inyeccién intracitopldsmica de
espermatozoides, en su sigla en inglés),

* las mujeres de edad reproductiva avanzada,

* los casos de reproduccion asistida con mal prondstico
(por mala calidad ovocitaria o embrionaria, o baja
respuesta a la estimulacion ovdrica)

* y aquellas parejas con historia de abortos recurrentes de
causa desconocida, que son el motivo de este articulo.

En dltima instancia el DGP produciria un
mejoramiento de los resultados de las técnicas de
reproduccion asistida.

Estrictamente hablando deberfamos referirnos
al DGP (PGD —Preimplantation Genetic Diagnosis- en
sus siglas en inglés) cuando estamos trabajando en la
deteccién, prediccién y prevencion de enfermedades
monogénicas. Estatecnologiaincluye labiopsiay fijacion

de una célula embrionaria en dia 3 y la amplificacién
de la secuencia nucleotidica bajo estudio mediante
una reaccién en cadena de la enzima polimerasa (PCR
—Polimerase Chain Reaction- segtin su sigla en inglés).
En el caso del estudio del aborto recurrente lo que se
hace es una investigacion genética preimplantacional de
aneuploidias (PGS —Preimplantation Genetic Screening *
- en su sigla en inglés), es decir, se investiga la ploidia de
un grupo de cromosomas (el que permita la técnica). Esta
técnica insume también biopsia y fijacion de una célula y
las ploidias se visualizan mediante la hibridizacion de una
secuencia nucleotidica complementaria y fluorescente
de un sector de cada cromosoma que se pueda estudiar
(FISH —Fluorescent In Situ Hibridization- en su sigla
en inglés °). Aqui utilizaremos el término traducido
DGP porque es el término que se utiliza generalmente
tanto para referirse al estudio de las enfermedades
monogénicas como a las aneuploidias .

Las anomalias cromosdémicas pueden ser
alteraciones estructurales (traslocaciones e inversiones)
que,comoyavimos, sonlasanormalidades cromosdmicas
mas frecuentemente encontradas en las parejas con
historia de aborto recurrente, y alteraciones numéricas
(aneuploidias).

La evaluaciéon de los resultados obtenidos
mediante DGP ha generado una gran controversia
representada por dos posturas diametralmente opuestas.
Por un lado tenemos la opinién liderada por la trilogia
Reproductive Genetics Institute (Chicago, EUA)-Saint
Barnabas (New Jersey, EUA)-SISMER (Bologna,
Italia), los tres centros que retdnen por si solos el 75 % de
los casos mundiales(7), que asevera que el DGP se esté
transformando en una opcién clinica establecida porque
ya ha demostrado tener un impacto numérico positivo
en las tasas de implantacién y que a muy corto plazo
va a reemplazar la prictica corriente de seleccién de
embriones basada en pardmetros morfolégicos(7,8,9).
Lasevidencias afavor que tradicionalmente ha presentado
este grupo referfa aumentos en la tasas de implantacion
en aquellas parejas que habian sido tratadas mediante
DGP(10,11,12).

En la vereda opuesta se ha sostenido que no hay
ninguna evidencia de aumento de tasa de embarazos,
que los resultados podrian ser ocasionales, que no se
cuenta con trabajos bien controlados (la verdad es
que es muy dificil obtenerlos) y que es una técnica
muy compleja que deberia ser disponible sélo en muy
restringidas circunstancias(13). También afirman que el
andlisis de las tasas de implantacién no es un punto final
informativo valido debido a que soslaya a la verdadera
unidad experimental: el paciente(14).
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Silo que cuesta es conseguir grupos de pacientes
bien controlados estadisticamente para construir
estudios aleatorizados, lo que debe hacerse es comparar
los datos contra un grupo histérico que represente el
maximo resultado opuesto a nuestra hipétesis inicial,
que en nuestro caso seria que el DGP es beneficioso para
tratar a las pacientes que sufren falla recurrente de sus
embarazos. En nuestro caso ese grupo control ha sido
el trabajo de Clifford(15), que estimo la probabilidad de
que una paciente repita un aborto sin que haya mediado
ningun tratamiento de ninguna clase (Tabla 1). Si estas
pacientes gozaban de cuidados tempranos del embarazo
la tasa de aborto caia a valores semejantes al grupo de
menor edad (< 30 afios) (Tabla 2).

Es decir, que para poder afirmar que el DGP
es efectivo para tratar a los pacientes que sufren aborto
recurrente, uno deberia demostrar que la tasa de aborto de
las pacientes tratadas es mds baja que la de la poblacion
que no fue tratada o que fue cuidada tempranamente
en su embarazo. Mas adn, el DGP debe afrontar su
propia naturaleza: para hacer DGP se necesita hacer una
fecundacién in vitro, que es per se unos de los factores
de riesgo en la ocurrencia de aborto 7.

La evidencia en contra de la efectividad
del DGP mas importante que yo conozca es el trabajo de
las doctoras Shashine y Cedars(16) de la Universidad de
California en San Francisco, donde hacen una revision
bibliografica del tema. Todos los estudios analizados
coinciden en detectar una alta tasa de aneuploidias
en los embriones de pacientes con historia de pérdida
recurrente de embarazo (30-60%) y una incidencia
también alta de anomalias en los cromosomas 16 y 22.
Se puede afirmar entonces que el DGP ha sido crucial
para entender que la pérdida recurrente de embarazo estd
asociada conun incremento en laincidencia de embriones
preimplantatorios cromosémicamente anormales. Esta

asociacion también se observa en otros escenarios de
pobre prondstico como la edad reproductiva avanzada,
la falla repetida en los tratamientos de reproduccién
asistida y en los pacientes con cariotipo anormal.

El problema reside en que todos los
estudios analizados son muy pocos: estas autoras hallan
solamente tres publicaciones (el trabajo fue aceptado
en Febrero de 2005). El primero hace una comparacion
no adecuada porque el grupo control estaba constituido
por pacientes sin historia de pérdida recurrente
de embarazo(17). El segundo es el primer estudio
prospectivo con grupo control adecuado. Los resultados
son excelentes (60% es la tasa de embarazo para las
abortadoras recurrentes tratadas mediante DGP contra
41.7% para las no tratadas). El problema es el nimero
de casos analizados (n=12 y 15). Ademds, el trabajo
no pasé de la forma de poster en un congreso(18). Y
el tercer trabajo analizado no tiene grupo control(19).
Por lo tanto Shashine y Cedars(16) concluyen en que no
existe ninguna evidencia de aumento de tasa de embarazo
cuando se usa DGP para tratar el aborto recurrente.

La respuesta a todas estas criticas no se
hizo esperar: el problema —dijeron sus defensores—reside
sencillamente en el nimero de células que se biopsian.
En la dificil disyuntiva entre viabilidad embrionaria y
mosaicismo, hay que optar por la primera y biopsiar una
sola célula por embrién(20). Mds aun, los estudios que
contradicen los hallazgos de que el DGP mejora las tasas
de implantacién y disminuye las de aborto tienen, segin
estos mismos autores, lo siguiente en comun(21):

* Biopsian un nimero excesivo de células.
* Hacen una eleccion inadecuada de sondas de ADN.
¢ Fijan las células mediante una técnica inadecuada.

Y la evidencia mds contundente a favor del
uso del DGP para tratar el aborto recurrente partié de

Edad Porcentaje de aborto en el siguiente embarazo
<30 25
31-35 28
36-39 33
40 52

Tabla 1: Clifford et al. (1997): ocurrencia de aborto luego de un aborto previo, segtin edad.

Cuidados tempranos Aborto (%)
Con 26
Sin 51

Tabla 2: Clifford et al. (1997): ocurrencia de aborto luego de un aborto previo segin el acceso a cuidados tempranos

durante el embarazo.
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un trabajo de Munné et al(22) en el que los datos de
pacientes abortadoras recurrentes tratadas mediante
DGP (2279 ciclos de 100 centros de fecundacion in
vitro que enviaron muestras a un centro de referencia
de DGP) fueron comparados retrospectivamente con los
datos de aborto esporddico de pacientes no tratados con
DGP del reporte 2002 de la Sociedad Estadounidense de
Medicina Reproductiva (ASRM-SART). En el grupo de
DGP se estudiaron los siguientes cromosomas: 13, 15,
16, 18, 21, 22, X e Y. Los resultados estdn expresados
en la tabla 3.

La diferencia observada fue significativamente
menor para todos los grupos de edades observados.

Nuestra propia experiencia en el tema también
nossefialaunefectobeneficiosodel DGPparalaspacientes
abortadotas habituales 3. Nosotros biopsiamos una sola
blastémera de cada embridn bajo estudio(20), la fijamos
mediante la técnica de Tarkovsky modificada(21,23),
hibridizamos sondas para los cromosomas 13, 16, 18,
21, 22, X, Y, siendo la lectura de sefiales realizada por
3-4 observadores independientes y la transferencia de
los embriones viables realizada en dia 4 (mdrula) y
en contadas ocasiones en dia 5 (blastocisto). Nuestros
resultados estdn expresados en la Tabla 4.

Nuestra tasa de aborto luego del DGP (12.5%)
es, entonces, inferior a la menor tasa reportada por
Clifford(15) (25%), inferior a la de ASRM-SART
(2002) (19%) (ambas actian como nuestros grupos
control) y coincidente con la de Munné(22) (13.7%).
Cuando Sashine y Cedars(16) buscan trabajos que

demuestren un incremento de las tasas de embarazo para
las parejas abortadoras recurrentes tratadas mediante
DGP, estdn incurriendo en un error: el problema de estos
pacientes no es que no embarazan, sino que abortan.
Luego lo que uno debe buscar es si efectivamente se
reducen las tasas de aborto (y cuando haya suficiente
informacidn, si efectivamente hay mas nacidos vivos),
tal cual demuestran Munné et al(22) y también nuestros
propios datos preliminares. La bisqueda de mayores
tasas de embarazo es apropiada para los otros grupos de
pacientes, pero no para las abortadotas recurrentes.

En la btsqueda de las causas del aborto
recurrente, Laura Kopcow et al(24) encontraron una
relaciéon sumamente interesante entre la capacidad de
desarrollo hasta el estadio de moérula-blastocisto de los
embriones normales y los anormales segtin DGP.

Para eso compararon el desarrollo hasta
blastocisto de embriones surgidos de pacientes con
historia de aborto recurrente (AR) contra el desarrollo de
embriones de pacientes de otras indicaciones (OI) (edad
reproductiva avanzada, falla repetida y mal prondstico).
Para este estudio prospectivo entre cohortes se analizaron
55 ciclos con DGP realizado sobre 290 embriones
estudiados entre Septiembre del 2005 y Noviembre del
2006 en el Instituto de Ginecologia y Fertilidad (IFER) y
el Grupo de Genética Médica (GGM), en Buenos Aires.

El grupo AR incluyé 83 embriones de 13
ciclos de pacientes con tres 0 mas abortos espontaneos
recurrentes pero con todos los estudios de aborto
normales (es decir, de causa desconocida). El grupo OI

Edad materna 35-40 >40
Poblacion 19 40.6
ASRM-SART (7682) (1024)
DGP 13.7 22.2

(7/51) (40/180)
P .03 <.001

Tabla 3: Munné et al. (2006): Comparacion de las tasas de aborto (%) entre el grupo de DGP y los datos del registro

de la ASRM-SART.

Diagndstico Ciclos Embarazos Cancelados Abortos Nacidos
Aborto recurrente 18 (1) 8 0 1 3
(44.4%) (12.5%)

ey

Un caso con andlisis de trofoblasto con 3 abortos previos, 2 fueron XXX.

Todos los demés de causa inexplicada, todos los estudios normales.

Tabla 4: Desempefio reproductivo de pacientes abortadotas recurrentes tratadas mediante DGP. Datos de

IFER y GGM.
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incluyé 207 embriones obtenidos a partir de 42 ciclos
de tratamiento. Se usé el ensayo de Chi cuadrado de
Pearson para el andlisis estadistico, con un nivel de
significancia de 0.05.

La distribucion de embriones normales vy
anormales (portadores de aneuploidias) para el grupo de
AR fue del 36% y 64% respectivamente. Para el grupo
Ol la relacién fue similar: 32% y 68% (Tabla 5).

Cuando se hicieron comparaciones dentro
de ambos grupos de estudio, se encontré que, dentro
del grupo AR, los embriones normales y anormales
no diferian en su capacidad de alcanzar el estadio de
morula o blastocisto (48% contra 62%, P =0.226).
En contraste, los embriones normales alcanzaban el
estadio de moérula-blastocisto a una tasa mds alta que los
embriones anormales dentro del grupo OI (51% contra
31%; P =0.007) (Tabla 6).

Cuando se hicieron comparaciones entre los
grupos de estudio, Kopcow et al.(24) encontraron que
los embriones normales de ambos grupos no diferian en
su capacidad de alcanzar el estadio de mérula-blastocisto
(48% contra 51%; P =0.3) (Tabla 6). Sin embargo, los
embriones con anomalias cromosémicas del grupo AR
alcanzaron el estadio de morula-blastocisto a una tasa
mas elevada que los embriones del otro grupo (62%
contra 31%; P=0.03) (Tabla 6).

En conclusion, nuestro trabajo demuestra que
los embriones anormales provenientes de pacientes
con aborto recurrente son mds eficientes en alcanzar
el estadio de morula-blastocisto que los embriones
anormales de otros grupos de pacientes. Estos datos
sugieren que la mayor implantacion de los embriones
de pacientes con aborto recurrente comparada con los de

otros grupos puede deberse a la mayor tasa de desarrollo
de los embriones anormales de estos pacientes. Es decir,
llegarian mds eficientemente a morula-blastocisto,
se implantarian, y luego se perderian debido a su
carga genética anormal. Lo que no sabemos es qué
los diferenciaria de los otros embriones: jun defecto
génico que no detectamos, que no afecta su desarrollo e
implantacidn pero si su sustentabilidad en el tiempo? ;La
presencia de algtn elemento genético desconocido?

Consideracion final

En vista de los resultados publicados y siendo
conservadores y prudentes en nuestra opinién, podemos
decir que el DGP provee como minimo un método
objetivo para seleccionar los mejores embriones, muy
superior a los métodos subjetivos corrientemente en uso,
puede ser usado eventualmente para reducir el nimero
de embriones a transferir y por lo tanto la incidencia
de embarazos multiples y provee una informacion
valiosa a las pacientes con dificultades para gestar un
embarazo(16).

Pero para que finalmente sepamos con certeza
si el DGP es dtil y seguro para tratar a los pacientes
que no embarazan o que pierden sus embarazos, es
indispensable entender que(9,16,25,26):

* sus efectos beneficiosos son dificiles de determinar,

e se necesitan mas datos,

* en las comparaciones debe usarse la tasa de nacidos
vivos y no la tasa de implantacion,

* en aborto recurrente debe considerarse la tasa de aborto
y no la de embarazo,

* y que es imprescindible identificar qué pacientes se
beneficiarian.

Embriones Normales Anormales

AR 36 64
(29/83) (54/83)

Ol 32 68
(67/207) (140/207)

Tabla 5: Distribucién (%) de embriones normales y anormales entre los grupos de pacientes bajo estudio.

Embriones Normales Anormales P
AR 48 62 0.226
(0] 51 31 0.007
P 0.3 0.03

Tabla 6: Porcentaje de embriones normales y anormales que alcanzan el estadio de mdrula-blastocisto dentro de

cada grupo de pacientes.
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Los avances en la tecnologia y la superacién de
los problemas que atin presenta el DGP van seguramente
a ofrecernos una respuesta a estos interrogantes.
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