% UNIVERSIDADE DA CORUNA

Grao en Bioloxia

Memoria do Traballo de Fin de Grao

Revision bibliografica: Biotecnologia de la Reproduccién Humana Asistida
Revision bibliogréafica: Biotecnoloxia da Reproducion Humana Asistida

Literature review: Biotechnology of Assisted Human Reproduction

Paula Nion Cabeza
Curso 2020-2021. Convocatoria: Junio

Director Académico: Maria Isabel Gonzdlez Siso
Codirector: Manuel Becerra Ferndndez


https://sede.udc.gal/services/validation/STqHrDL+C6IgWuZsc3bN1Q==

La Dra. Maria Isabel Gonzélez Siso y el Dr. Manuel Becerra Fernandez, en
calidad de directores de este Trabajo Fin de Grado, autorizan su presentacion

ante el Tribunal Evaluador.

Maria Isabel Gonzalez Siso Manuel Becerra Fernandez


https://sede.udc.gal/services/validation/STqHrDL+C6IgWuZsc3bN1Q==

INDICE

Resumen/Resumo/Summary

Palabras clave

I 14 oY [T o3 o 1 o PRSP 6
1.1 Historia de la Biotecnologia...........cceevviiiiiiei e 6
1.2 Biotecnologia Reproductiva en humanos..................coceeecccciiiinvnnnnne, 8

1.2.1 Factores asociados a la esterilidad ..........ccccccvviiiiiiiiiiiiiiiie 8

O ] oY1= (LYo 1= PPN 10

3. Material Y MELOUOS ...uviviiiiiiiiiiiee e 10

4. ResUultadoS Y DISCUSION ......uuiiiiiiii ittt 11
4.1 Técnicas de ReproduccCion ASIStida ..........cccuvvivviiiiiiiiiiiieiieeceeeeeeeeee e, 11

4.1.1 Induccion de la ovulacion y coito programado .........cccccceveveeeeeeeee.... 11
4.1.2 Inseminacion artificial ...........cccccooiiiiiiiiiiiii e 12

4.1.3 Fecundacion in vitro (FIV) e inyeccion intracitoplasmatica de

esSpPermMatozZoides (ICSI) .......uuuuuiiiiiiieieieeeeieee e 14

4.2 Pruebas geNELICAS ........cuuiieiiiiiiiiiiiee e 15
4.2.1 Estudio del cariotipo, Test de cribado y Polimorfismos..................... 15
4.2.2 Diagnostico Genético Preimplantacional (DGP) ...l 17
4.2.3 Aplicacion de las herramientas genétiCas........uuvvvvveeveeeiieeiieeeeeeeeeen.. 18
A2.31PCRYFISH e 18
4.2.3.2 CGOH o 21
4.2.3.3 MiNISECUENCIACION......cciiiiiiiiiiiee et e 23

4.3 El papel de 1as CElulas Madre ........ccccoiuiiiiiiieiiiiiieeee e 23
4.4 ASPECtOS [egales Y BLICOS ........coeeie et 24
g R Y = T [0 11 0= 1o PP 25

4. 4.2 Laedad MItE ........coeieiiii e ea e e e e e e e e e e e 25
4.4.3 L0OS emMDrioNes SODIaNTES......ccccuuvieiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeee e e e e ae e e e e e 26

5. ConclusionesS/CONCIUSIONS ...ccooiiiiiiiiieei et 27
B. CONCIUSIONS ...ttt bbb 28
7. BiblOgrafia. ..ot 29


https://sede.udc.gal/services/validation/STqHrDL+C6IgWuZsc3bN1Q==



https://sede.udc.gal/services/validation/STqHrDL+C6IgWuZsc3bN1Q==

RESUMEN / RESUMO

La reproducciéon humana asistida actualmente consta de técnicas y procesos
de diagnéstico enormemente avanzados y estandarizados, lo que provoca que
cada vez mas parejas acudan a clinicas especializadas para tratar la
infertilidad. El desarrollo exponencial de este campo biotecnoldgico se debe a
los avances de otras disciplinas que convergen con esta, como las ciencias
biomédicas o la bioética.

A su vez, los factores epidemiologicos de la esterilidad son cada vez mas
conocidos, que asociados a los test de cribado de enfermedades genéticas y
diagnéstico genético preimplantacional, permiten que la tasa de éxito sea cada
vez mayor.

A reproducion humana asistida actualmente consta de técnicas e procesos de
diagndstico enormemente avanzados e estandarizados, o que provoca que
cada vez mais parellas acudan a clinicas especializadas para tratar a
infertilidade. O desenvolvemento exponencial deste campo biotecnoléxico
débese aos avances doutras disciplinas que converxen con esta, como as
ciencias biomédicas ou a bioética.

A sla vez, os factores epidemioloxicos da esterilidade son cada vez mais
cofiecidos, que asociados aos test de cribado de enfermidades xenéticas e
diagndstico preimplantacional, permiten que a taxa de éxito sexa cada vez
maior.

SUMMARY

Currently, assisted human reproduction consists of highly advanced and
standardized diagnostic techniques and processes, causing more and more
couples to go to specialized clinics to treat infertility. The exponential
development of this biotechnological field is due to the advances of other
disciplines that converge with it, such as biomedical sciences or bioethics.

At the same time, the epidemiological factors of infertility are increasingly
known, which, associated with genetic disease screening tests and
preimplantation genetic diagnosis, allow the success rate to be ever higher.

PALABRAS CRAVE

Reproduccion humana asistida, esterilidad, bioética, factores
epidemiologicos, test de cribado, diagndstico genético
preimplantacional.
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1. INTRODUCCION

La Biotecnologia Reproductiva comprende una serie de técnicas que
permiten aumentar la eficiencia reproductiva y las tasas de mejoramiento
genético de los animales (Palma, 2013, p.1).

La reproduccion humana asistida (o fecundacion artificial) tiene un papel
importante en la sociedad actual, ya que las alteraciones de la fertilidad se
han constituido como uno de los principales problemas de salud
reproductiva. Estos tratamientos se encuentran en un desarrollo constante,
y en muchos casos proporcionan una solucion a parejas con problemas de
fertilidad (Matorras Weining, 2011, p. 9).

La practica de estas técnicas esta sujeta a unas normas que pretenden
acotar un marco estricto y limitado para su aplicacion (Remohi Giménez et
al., 2017, p. 991).

1.1. Historia de la Biotecnologia

Los habitantes de la Edad de Piedra, seleccionaban los animales para criar
ganado con mejores beneficios y las plantas que dieran las cosechas mas
présperas, es ahi donde se puede marcar el punto de origen de la
“‘manipulacion genética”, en aquellos tiempos, de manera totalmente
intuitiva.

No fue hasta el siglo XIX cuando realmente se desarrollaron una serie de
descubrimientos con una gran implicacion por parte de los cientificos de
aguel momento. En esta época, Mendel publica en 1865 sus resultados
sobre los experimentos realizados con guisantes, dictando las leyes sobre
transmision hereditaria, sin ningln éxito en ese momento. Es en 1900
cuando se redescubren estas leyes y se considera que hace la Genética,
surgiendo nuevas ramas de conocimiento (Verma et al., 2011).

Se sabia que el ADN era el que contenia la informacion genética, pero no
fue hasta 1953 cuando Nature publica los resultados que revelan la
estructura en doble hélice del ADN, del equipo formado por Watson y Crick,
ayudados por las fotografias obtenidas con difraccién de rayos X tomadas
por Rosalin Franklin.

En 1966 ya se conocia el Codigo Genético, desarrollado por Nirenberg,

Ochoa y Korana, se sabia como la combinacién de 20 aminoacidos daba
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lugar a diferentes proteinas y el importante papel que tiene el ARN en el
proceso.

Finalizando la década de los 70, el manejo y conocimiento de ADN
recombinante propulsa una serie de nuevos proyectos: se logra la sintesis
de la hormona del crecimiento (somatotropina), insulina, vacunas, desarrollo
de terapias contra el cancer, etc (Ochando, 1989, p.10).

Comienzan a desarrollarse diferentes métodos de clonaciéon. Como
resultado de la clonacion a través de la transferencia nuclear mediante
células somaticas fue posible el nacimiento de la oveja Dolly, en 1996
(Palma, 2013, p. 13).

La transgénesis también cobra importancia en la década de los 90, en 1994
se aprob6 la comercializacion del primer alimento transgénico (Ochando,
1989, p. 35).

En los Ultimos afios, la terapia celular ha pasado de un estado inicial de
investigacion clinica a una explosion de estudios clinicos regulados. La
disparidad de legislacion y los conflictos éticos suponen una barrera para el
desarrollo del potencial de las células madre en la clinica (Lazo, 2010).

Los futuros avances que pueden surgir a partir de esta Ciencia son

impredecibles, como podemos ver en la Figura 1.

. Where will it end?

Difficult to predict...

Human genome project
Cloning

Transgenics

PCR

Monoclonal antibody

DNA structure

Genetics, vaccine & antibiotics

Domestication of plants and animals,

Fermentation

Tiempo

Figura 1. Historia del desarrollo de la Biotecnologia. (Adaptado de Verma et al., 2011).
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1. 2. Biotecnologia Reproductiva en humanos

La historia de la reproduccién asistida se remonta a mas de 70 afios atras,
cuando comenzaron los estudios que llevaron al nacimiento de los primeros
nifios por embarazos no espontaneos.

El primer nacimiento del mundo conseguido por fecundacion in vitro ocurrié
en 1978, en Londres, una nifia llamada Louise Brown.

En Espafia tiene lugar en 1984, nace Victoria Anna, éxito que se fue
extendiendo por numerosas clinicas de reproduccién asistida (Matorras
Weining, 2011, p. 192).

La realidad actual es que la reproduccién humana asistida es una fuente de
recursos terapéuticos ampliamente estandarizados y muy difundidos en
paises desarrollados. La demanda de tratamientos prevé que siga
aumentando el niumero de clinicas, muchas de ellas privadas, como se
ilustra en la Figura 2 (Matorras Weining, 2011, p. 11).
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Figura 2. Tendencias e indicadores del incremento del nimero de clinicas. (Recuperado
de Matorras Weining, 2011, p.320).
1. 2. 1. Factores asociados a la esterilidad

En nuestra sociedad, la esterilidad es un problema frecuente, pero sus
aspectos epidemiolégicos son poco conocidos. Actualmente se estima que
el 15% de parejas en edad fértil tendrdn problemas para tener un hijo de
forma espontanea, aproximadamente mas de 70 millones de parejas tienen
problemas de esterilidad (Duque & Garcia-Velasco, p. 90, 2014; Matorras
Weining, 2011, p.3).
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Se cree que el factor mas estrechamente ligado al aumento de parejas
estériles sea el retraso en la edad en que se comienza a buscar el primer
hijo (Remohi Giménez et al., 2017, cap. 2).

Otro de los factores importantes en la esterilidad es la anovulacién (se
produce cuando el ovario no libera évulos), generalmente producida por
desequilibrios hormonales (Camargo, 2019).

También es comun el factor ovéarico o tubarico (0 ambos), son alteraciones
en las trompas de Falopio causadas por alguna enfermedad, infecciones
cérvico-vaginales, adherencia pélvica o algin tipo de esterilizacion
quirurgica. En la Figura 3 se indican los factores mas comunes (Camargo,
2019; Remohi Giménez et al., 2017, cap. 12).
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Figura 3. Principales factores que afectan a la esterilidad femenina. (Recuperado de
Lepage, 2019).

Desde el punto de vista masculino, se estima que un tercio de los casos de
infertilidad estan relacionados con la movilidad, concentracion y morfologia
de los espermatozoides. A diferencia de lo que ocurre en las mujeres, los
hombres sufren un deterioro de la fertilidad mucho mas lento, generalmente
no se convierte en problema antes de que el hombre tenga 60 afios
(Camargo, 2019; Cates, 1982, p. 5).
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La ausencia total de espermatozoides (azoospermia) afecta a un 15% de
hombres infértiles, también pueden presentar una baja cantidad
(oligospermia), frecuentemente producida por una enfermedad llamada

varicocele, una vena agrandada en el testiculo (Cocuzza et al., 2013).

Las anomalias cromosdmicas mas comunes que producen alteraciones en
el esperma son el sindrome de Klinefelter (cariotipo 47XXY) y el sindrome
de Turner (Rosas, 2007, p. 12).

El estilo de vida puede tener gran repercusion en la funcion reproductiva y
en los tratamientos de reproduccion asistida, factores como: el alcohol, el
tabaco, las drogas, el estrés, la alimentacion y el ejercicio (moderado o
excesivo. Ademas, se ha demostrado que los contaminantes
medioambientales (bisfenol A, pesticidas, ftalatos...) derivados de la
industria de los plasticos y pesticidas pueden ocasionar la disminucién de la
secrecion hormonal y alteracion de la funcion reproductiva (Rashtian et al.,
2019, p. 2; Remohi Giménez et al., 2017, cap. 5) .

2. OBJETIVOS

Analizar el desarrollo de las técnicas de reproduccion asistida (TRA) en el
campo de la Biotecnologia, con ayuda de blsquedas bibliograficas e
informacion sobre el estado actual en algunas lineas de investigacion.

Se pretende elaborar una vision general del tipo de pruebas, técnicas e
instrumentacion que se emplean en los procesos de fecundacién in vitro
(FIV) en humanos, sefalando las implicaciones éticas que surgen desde su

origen.

3. MATERIAL Y METODOS

Se ha realizado una revisibn de mdltiples articulos y documentos de
sociedades cientificas relacionadas con la Biotecnologia Reproductiva y las
mdultiples ramas de conocimiento que engloba. Asi mismo, se han
consultado libros de texto relacionados con los aspectos clinicos y
manuales préacticos.

Para la busqueda de articulos, se han utilizado diferentes bases de datos

como PubMed, Scopus, Web of Science y Google Scholar.
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Las péaginas web mas visitadas han sido las correspondientes a
Reproduccién Asistida ORG (https://www.reproduccionasistida.org/) e
Instituto Ingenes (https://www.ingenes.com/). El periodo de busqueda se

realiz6 entre octubre de 2020 y junio de 2021.

Las palabras clave utilizadas para las busquedas (realizadas en castellano y
en inglés) han sido: “esterilidad”, “técnicas de reproduccién asistida”,
“‘causas esterilidad masculina y femenina”, “diagndstico genético
preimplantacional”, “QF-PCR diagndstico prenatal”’, “FISH diagndstico

"« ”

prenatal’, “array CGH”, “bioética reproduccion asistida”.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacién, se describen las aplicaciones de las técnicas de
reproduccion asistida, desde las pruebas genéticas que aportan informacion

esencial, hasta el cultivo y transferencia de embriones.

Se incluyen ventajas y puntos débiles de algunas técnicas empleadas,
ademas de métodos en desarrollo que estan sustituyendo algunas pruebas

de caracter mas robusto.

Finalmente, dado el tema a tratar, es pertinente ofrecer una interpretacion
ética y juridica que acoge la practica de las técnicas de reproduccion

asistida (TRA), concretamente en Espafia.
4.1. Técnicas de reproduccion asistida (TRA)

4.1.1 Induccién de ovulacién y coito programado

El objetivo es el desarrollo de un foliculo mediante el tratamiento con
farmacos orales, los cuales se unen a los receptores de estrogenos
hipotalamicos bloqueando la retroalimentacion negativa de estradiol, lo que
aumenta a su vez la hormona liberadora de gonadotropinas. La liberacion
de la hormona foliculo estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH)
aumenta, lo cual estimula los ovarios y favorece la maduracion de ovocitos,
esto permite programar el coito o la inseminacién (Matorras Weining, 2011,
p. 224; Remohi Giménez et al., 2017, p. 521).
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Esta técnica se aplica a mujeres con insuficiencias ovaricas, con SOP
(sindrome del ovario poligquistico), con baja produccién de gonadotropinas,
etc (Remohi Giménez et al., 2017, p. 517).

41.2 Inseminacion artificial

Es una técnica que consiste en depositar espermatozoides de una forma no
natural en el aparato reproductor de la mujer en su periodo ovulatorio, con

el objetivo de lograr la gestacion (Remohi Giménez et al., 2017, p. 527).

Tras una estimulacién ovarica previa y la captacién del semen (conyugal o
donante), existen varios tipos de inseminacion dependiendo de dénde se
implante el semen: intracervical (la mas utilizada), intrauterina, intratubdarica,
intraperitoneal e intrafolicular (Duque & Garcia-Velasco, 2014, p. 8; Remohi
Giménez et al., 2017, p. 530).

Se aconseja realizar siempre la capacitacion espermatica de la muestra en
fresco para seleccionar los espermatozoides con mejor movilidad y eliminar
el plasma seminal y la fraccion de espermatozoides inméviles, ademas de
las células inmaduras y aquellos detritos que puedan estar presentes
(Duque & Garcia-Velasco, 2014, p. 3).

Las dos técnicas més utilizadas actualmente en los laboratorios de los
centros de infertilidad son el swim up y los gradientes de densidad. Los
espermatozoides se separan del liquido seminal y se agrupan segin su
funcionalidad, obteniendo asi los méas aptos (Alvarez, 2005; Gijon et al.,
2020; Remohi Giménez et al., 2017, p. 530).

e Swim up: se seleccionan los espermatozoides en funcién de su
capacidad para ascender en un determinado medio. Se centrifuga para
eliminar el plasma seminal y restos celulares, se afiade el medio de
cultivo y se deja en posicion inclinada para que asciendan los
espermatozoides, recogiéndose posteriormente los que se encuentran
en la zona superior, que son los que poseen mayor movilidad, como se

puede observar en la Figura 4 (Gijon Tevar et al., 2020).
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sobrenadante i 45 minutos - 2

Figura 4. Capacitacion por swim up. (Recuperado de Remohi et al., 2005, p. 284).

V4

e Gradientes de densidad: los espermatozoides con mejor calidad y
movilidad seran capaces de llegar al fondo del tubo, ya que atraviesan
un mayor gradiente de densidad, tras la centrifugacion son
seleccionados. Este proceso se ilustra en la Figura 5 (Cervantes Ibarra
et al., 2019 p. 36-37; Gijon Tevar et al., 2020).

,
””lr,m — 30“’7‘?7 - Afadir 0.5-1 mL

& medio de cultivo

; | N Aspiraciéon 5 minutos
| | del sedimento

| P 3
! J 3 e
| Semen D :
- '

Gradiente de 45%

~ Gradiente de 90%

i
Resuspender con Eliriinas g
0.5 mL de medio sobrenadante

Figura 5. Capacitacién por gradientes de densidad. (Recuperado de Remohi et al.,
2005, p. 285).
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4.1.3 Fecundacion in vitro (FIV) e inyeccion intracitoplasmética de

espermatozoides (ICSI)

Esta técnica se basa en fecundar el ovocito en condiciones de cultivo in

vitro para posteriormente transferir los embriones a la cavidad uterina. La

inyeccién intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI) consiste en la

microinyeccién de un sélo espermatozoide en un ovocito previamente

tratado (Duque & Garcia-Velasco, 2014, p. 90; Remohi Giménez et al.,
2017, p. 551).

La FIV consta de unas fases principales:

Estimulacién ovarica e induccion de la ovulacién (procesos ya descritos

anteriormente).

Puncion folicular, consiste en la aspiracion folicular por via vaginal,

recuperando los ovocitos. Tras la aspiracion, se limpian los ovocitos con
la ayuda de agujas y jeringas de insulina y una vez limpios se llevan a la
placa de cultivo (Matorras Weining, 2011, p. 225; Remohi Giménez et
al., 2017, p.53).

Fecundacion in vitro. Es necesario inmovilizar los espermatozoides

previamente, se debe romper el flagelo para facilitar su manipulacion y

para que no destruya las estructuras del ovocito una vez dentro.

Una vez se ha localizado el ovocito, se debe de enfocar la zona media,
donde se tenga un plano en el que aparecen nitidamente la membrana
plasmatica y las paredes internas y externas de la zona pellcida, el

corpusculo polar debe de estar visible.

Para llevar a cabo la

Espern:uatozoide

microinyeccion, se presiona

con la pipeta suavemente y

se atraviesa la zona
pelicida formando un cono

alrededor de la pipeta.

Ovocito

Figura 6. Inyeccién intracitoplasmatica.
(Recuperado de Ginecualitas).
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A continuacién se rompe la membrana plasmatica, como se ve en la

Figura 6, y se inyecta el espermatozoide.

e Cultivo de embriones. Durante el tiempo que los embriones permanecen

en el laboratorio, se les debe de proporcionar un ambiente nutritivo
adecuado para que no se produzca un desarrollo disfuncional, bajo unas
condiciones muy controladas (Ochoa Marieta et al., 2020; Remohi
Giménez et al., 2017, p. 553).

o Transferencia de embriones, los cuales se depositan en el Utero de la

paciente a traves del canal cervical. Se transfiere a la madre uno o dos
embriones que alcanzan el estado de blastocisto, el resto son vitrificados
(Matorras Weining, 2011, p. 226; Remohi Giménez et al., 2017, p. 554).

4.2, Pruebas genéticas

4.2.1. Estudio del cariotipo, Test de cribado y Polimorfismos

Los donantes de gametos se deben de someter a una serie de pruebas y
determinaciones analiticas. Ademas de pruebas seroldgicas, se realizan
pruebas genéticas, como puede ser el estudio del cariotipo para descartar la
posibilidad de que el donante sea portador de alguna enfermedad que
pueda ser transmitida a la descendencia. Para ello se realiza un andlisis de
sangre y se prepara un cultivo de linfocitos, de los cuales se compactaran al
maximo los cromosomas para poder identificar al microscopio su nimero y
estructura. Sin embargo, la capacidad de deteccion de anomalias no es
muy especifica, por lo que se precisa de otras técnicas para identificar
duplicaciones o ausencias de pequefas regiones cromosémicas (Carmona
Serrano, 2015, p .14; Ortiz, 2013).

También se realizan test de cribado de enfermedades monogenéticas
(TCG), que provocan enfermedades que estan causadas por mutaciones en
un unico gen debido a cambios en la secuencia de ADN y que en
consecuencia alteran a la proteina que es codificada por ese gen. La
anemia falciforme o la fibrosis quistica se producen debido a la mutacion en
un unico gen. La técnica utilizada es la secuenciacion masiva del ADN. No

obstante, el TCG no incluye todas las enfermedades genéticas existentes,
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ya que se desconoce la base genética, asi como mutaciones que no han
sido descritas todavia. Que el test sea negativo tampoco implica con
certeza que no aparezca una enfermedad genética en la descendencia, ya
que existe la posibilidad de que se produzcan mutaciones de novo, las
cuales surgen de manera espontanea (Duque & Garcia-Velasco, 2014, p.
92-93; Remohi Giménez et al., 2017, p. 619).

Las técnicas de secuenciacion no sélo se emplean para analizar a los
donantes, sino también a progenitores que se sospecha que pueden ser
portadores de ciertas enfermedades genéticas. Se recomienda su
realizacion a personas que presentan casos de enfermedades genéticas en
su familia, asi como en ciertos grupos étnicos donde la incidencia de
algunas enfermedades es mayor, como puede ser la enfermedad de Tay-

Sachs en los judios Ashkenazis (Remohi Giménez et al., 2017, p. 617).

El estudio de polimorfismos se utiliza para diagnosticar enfermedades en la
gue la mutacién provoca la creacién o destruccién de sitios dentro del
amplicon, permiten utilizar un panel con varios marcadores para todos los
portadores de una enfermedad monogénica (Carmona Serrano, 2015;
Remohi Giménez et al., 2017, p. 598).

Existen diferentes polimorfismos que se pueden detectar mediante

secuenciacion, recopilados en la Figura 7.

SNP

*Polimorfismo de un solo nucleétido

Polimorfismos repetitivos
g J

*VNTR (ndmero variable de repeticiones en tAndem), minisatélite
*STR, (repeticiones cortas en tandem), microsatélite

—[ Polimorfirmos de restriccién }

*RFPL (polimorfismos en la longitud de los fragmentos de
restriccion)

Figura 7. Tipos de polimorfismos analizados por secuenciacion. (Adaptado de
Torrades S., 2002).
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4.2.2 Diagnéstico genético preimplantacional (DGP)

Este diagnoéstico permite analizar la presencia de anomalias cromosomicas
y genéticas en los embriones antes de ser transferidos al Utero. Las
indicaciones actuales del DGP para el estudio cromosémico son los casos
de enfermedad hereditarias relacionadas con alteraciones cromosémicas, 0
bien con mutaciones genéticas, asi como para seleccionar un embrién sano
e histocompatible en casos de DGP con fines terapéuticos a terceros

(Carmona Serrano, 2015, p. 36; Remohi Giménez et al., 2017, cap. 51).

Para la realizacién de este tipo de prueba se lleva a cabo una biopsia
embrionaria para extraer un pequefio nimero de células de cada uno de los
embriones y son procesadas para el estudio genético. Estos cribados del
blastocisto mejoran significativamente las tasas de implantacion (Scott et
al., 2013; Wang et al., 2014. p. 1).

En los casos donde se requiere analizar la dotacion cromosémica de los
embriones, ya sea por riesgo incrementado de aneuploidias o debido a
reorganizaciones cromosomicas se utiliza la técnica de NGS (Next
Generation Sequencing). Este método es rapido y permite analizar un alto
namero de muestras, lo que lo hace mas asequible. (Del Chierico et al.,
2015; Remohi Giménez et al., 2017, p. 593).

Otra técnica ligada al DGP es el tipaje de antigenos de histocompatibilidad,
estas moléculas son las responsables de que los 6rganos o tejidos
trasplantados puedan ser reconocidos como extrafios. EI complejo principal
de histocompatibilidad comprende méas de 200 genes localizados en el
cromosoma 6, estos genes poseen multiples variantes lo que los hace
Unicos. El analisis se realiza mediante marcadores polimérficos de tipo
microsatélite, determinando qué preembriones de los obtenidos in vitro son

compatibles (Rodriguez Purata & Cervantes Bravo, 2020, p. 694).

Esta opcién les ofrece una oportunidad a las parejas que quieran tener un
hijo histocompatible con otro afectado por algin trastorno. Con un
tratamiento de células hematopoyéticas, se puede utilizar las células del
cordon umbilical o las células de la médula 6sea del recién nacido para

tratar al hijo enfermo. Es importante mencionar que esta practica debe de
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ser revisada por la Comision Nacional de Reproduccién Humana Asistida,
autorizando o no el caso en cuestién (Matorras Weining, 2011, p. 103-104;
Marban Bermejo & Salvador, 2019).

4.2.3 Aplicacion de las herramientas genéticas

El desarrollo de técnicas de biologia molecular ha sido de vital importancia

para la aplicacion en diagnéstico.
4.2.3.1 PCRYy FISH

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) consiste en la amplificacion
de fragmentos de ADN. En el DGP, la mas utilizada es la QF-PCR
(Quantitative Fluorescence Polymerase Chain Reaction), que consiste en la
amplificacion de secuencias gendmicas repetitivas, localizadas en
cromosomas de interés. Se analizan el nimero de alelos por cromosoma y
la intensidad fluorescente relativa, permitiendo conocer el nimero de

cromosomas presentes por célula (Sabalete Moya et al., 2015, p. 21).

Es un tipo de prueba rpida, ya que no se necesita un cultivo, aunque
siempre es recomendable realizar un estudio del cariotipo 0 un microarray.
Se realiza para estudiar los cromosomas 13, 18, 21, X e Y, los cuales
presentan con mayor frecuencia aneuploidias. Permite detectar si hay
contaminacion materna, por eso hay que analizar por separado una muestra
de la madre si se sospecha que se pueda dar el caso. Asi mismo, esta
prueba de diagndstico rapido permite detectar la zigosidad de los gemelos
en caso de gestacion mdultiple (Barranco et al., 2011, p. 87; Borrell et al.,
2019, p. 2).

En la Figura 8, se puede ver la deteccion de trisomia mediante QF-PCR, el
cromosoma extra se marca con dos flechas, se detecta como un alelo extra

pequefio para dos microsatélites (Cirigliano et al., 2004, p.843).

18


https://sede.udc.gal/services/validation/STqHrDL+C6IgWuZsc3bN1Q==

E

A

i . .--;-—'l"i--...l 'L-.*JIII-—.-".—I-.'-.E-—\.—. P—— R p—— rp——— R T R S —

| A AW T T e o] B

Figura 8. Deteccion de trisomia mediante QF-PCR. (Recuperado de Cirigliano et al., 2004).

La hibridacion in situ fluorescente (FISH) consiste en hibridar células con
sondas especificas marcadas con fluorescencia. Generalmente, las células
normales se estudian con una combinacion de sondas y posteriormente se
procesan con otra mezcla para detectar células anormales (Carmona
Serrano, 2015, p. 36-37).

En la Figura 9, se muestra una hibridacion in situ realizada con dos sondas
de copia Unica, una de color verde y otra de color rojo. A la izquierda de la
imagen se observa un nucleo con dos sefiales verdes para el cromosoma
13 y dos rojas para el 21. En cambio, a la derecha, hay tres sefiales para el
cromosoma 21, lo cual puede ser clinicamente compatible con una trisomia

para ese cromosoma (Carrasco Salas et al., 2019).

13,13,21,21 13,13,21,21.21

Figura 9. Deteccion de trisomia mediante FISH. (Recuperada de Carrasco Salas et al., 2019).
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Si el trastorno esta ligado al cromosoma sexual X y es de caracter recesivo
se puede seleccionar el sexo del embrién mediante la técnica FISH, para
evitar que sufra la enfermedad. Sobre todo se recomienda cuando no se
pueda localizar con exactitud el gen responsable de la enfermedad en el
cromosoma X 0 que no sea posible identificarlo. Se pueden abortar asi
enfermedades como la hemofilia, el sindrome de Hunter y el retraso
asociado al cromosoma X, entre otras (Munné et al.,1994; Scriven et al.,
2011).

La FISH también se emplea para evaluar espermatozoides, este analisis
citogenético consiste en marcar con sondas de ADN fluorescente
cromosomas especificos en el nacleo de los espermatozoides en estadio de
interfase, para poder determinar si la dotacion cromosémica es correcta
(Remohi Giménez et al., 2005, p. 315-316).

En la Figura 10, se muestra una recopilacion de las aplicaciones de las

técnicas segun el objetivo que se pretende analizar:

*Diagnostico de enfermedades monogénicas.
*Diagndstico de enfermedades de aparicion tardia.
PCR *Blsqueda de complementacion de HLA (histocompatibilidad)

J

*Deteccion de microdelecciones (necesitan una sonda
especifica).

*Seleccién del sexo.

FISH *Evaluar espermatozoides.

Figura 10. Aplicaciones de las técnicas PCR y FISH. (Adaptado de Sabalete et al., 2015).

A pesar de la inmensa funcionalidad de ambas técnicas, cada una presenta
una serie de limitaciones a evaluar en funcion de lo que se vaya a analizar,

gue se muestran en la Figura 11.
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4[ PCR

|

*Estudio de cromosomas restringido a 5.
*No detecta monosomias excepto el sindrome de Turner.
*No detecta mosaicismos de bajo grado (por debajo del 30%).

4[ FISH }

+La eficiencia de hibridacion de las sondas no es del 100%, por lo que
puede que algunos de los embriones analizados no sean aceptados.

*Numero de cromosomas analizados limitado.
*No detecta pequefios mosaicismos.
*No detecta contaminacion materna.

Figura 11. Limitaciones de las técnicas PCR y FISH. (Adaptado de Borrell et al., 2019, p. 3).

4.2.3.2 CGH

La técnica CGH (hibridacion genémica comparada) esta sustituyendo poco

a poco a la FISH, ya que permite evaluar la totalidad del ADN de la célula

mientras que en la FISH es parcial (Carmona Serrano, 2015; Vendrell,
2015). Hay dos meétodos de CGH:

CGH convencional: consiste en el marcaje diferencial de los
cromosomas en metafase de una muestra a analizar y de otra muestra
control. Los coeficientes de fluorescencia a lo largo de la longitud de los
cromosomas informan de la variacion de las copias del ADN (Marti,
2019).

aCGH: las sondas empleadas como ADN molde pueden ser fragmentos
de secuencias extraidas de cromosomas artificiales bacterianos (BAC) o
de oligonucledtidos (Carrasco Salas et al., 2019).

En esta variante, ilustrada en la Figura 12, se hibrida el ADN del
paciente y un ADN de control, el cual debe de ser del mismo sexo que el
del paciente. Ambos se marcan con dos fluorocromos distintos y se
hibridan sobre una plataforma de CGH, en la que se encuentra la parte
del genoma que interesa. Si una region es igual en ambas muestras, en
ese punto hibrida la misma cantidad de ADN para los dos tipos, por lo
que el color que se va a detectar es amarillo (la suma de los dos

fluoréforos).
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Normal

+1: Duplication, 3 copies

+2: Duplication, 4 copies

Normal DNA gain DNA loss
Situation or duplication or deletion

Figura 12. Principio de la hibridacion gendémica comparada de array. (Recuperado
Colaianni et al., 2016).

Por otra parte, si el ADN presenta una delecion en alguna region, se
hibridara mas cantidad de ADN de muestra, por lo que se vera de color
verde. Si se encuentra en mayor cantidad el ADN del paciente, el color sera
rojo. Este conglomerado de puntos se escanean con escaneres especificos
para detectar la intensidad de cada punto y posteriormente un programa
informéatico procesa los datos y proporciona las deleciones o duplicaciones

posibles.

Para que la técnica sea eficiente, en el caso de plataformas CGH array
prenatal, tienen que estar muy enriquecidas en las regiones de interés en
comparacién al resto del genoma, para que a la hora del diagnostico no
haya un grado elevado de incertidumbre (Garcia Hoyos, 2014, p. 4-8).
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4.2.3.3 Minisecuenciacion

Para el genotipado de mutaciones puntuales se utiliza la minisecuenciacion,
particularmente en los casos en los que las mutaciones implicadas son

dificiles de analizar mediante otros métodos (Fiorentino, 2003, p. 399).

Consiste en la extension de un cebador no marcado en el que su posicién 3’
esta justo antes de la mutacién y en la reacciébn de secuenciacion con
didesoxinucledtidos (marcados con distintos fluorocromos), en la cual se
incorpora un unico nucledtido al carecer del extremo 3’- OH. Cada producto

da lugar a un color, esto permite conocer si la mutacion esta presente o no.

Esta tecnologia provocara un descenso significativo de las tasas de recién
nacidos afectados por enfermedades raras (aproximadamente un 0,5% de
recién nacidos), por lo que es una de las mayores contribuciones del
proyecto genoma humano (Remohi Giménez et al., 2017, p. 598-599).

4.3 El papel de las células madre

Las técnicas basadas en células madre experimentales, podrian dar la
oportunidad a ciertos pacientes de tener sus propios hijos biolégicos, por
ejemplo, a varones en edad reproductiva que sufran infertilidad como efecto
secundario de algun tratamiento contra el cancer (Diaz Lépez, 2018, p.
105).

En 2016 se obtuvieron las primeras células embrionarias con la mitad de los
cromosomas, una mezcla entre un gameto (el cual posee la mitad de
cromosomas) y célula madre (la cual posee la capacidad de divisién y
diferenciacion). Ademas, se demostro la utilidad de estas células como
plataforma de cribado genético y como herramienta para la edicion
genética, ya que la dotacién haploide proporciona una mayor facilidad de
manipulacion (Sagi et al., 2016).

Generacion de 6vulos y espermatozoides:

En ese mismo afio, un grupo de cientificos de la Universidad de Kyushu en

Japén, desarrollaron la generacién de Ovulos de ratén a partir de
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fibroblastos embrionarios y adultos mediante desdiferenciacion vy
reprogramacion previa como células IPS (Induced Pluripotent Stem Cell).
Estos 6vulos resultaron funcionales, los cuales se fertilizaron in vitro y se
implantaron en ratonas para dar lugar una descendencia con una elevada

tasa de eficiencia (Hikabe et al., 2016).

La regeneracion de espermatozoides también fue objeto de estudio, en
2016, un equipo de cientificos de la Universidad de Nanjing, en China,
consiguieron su generacion a partir de células embrionarias de ratén. La
inyeccion intracitoplasmatica de células semejantes a las espermatidas

masculinas produjo una descendencia euploide y fértil (Zhou et al., 2016).

4.4 Aspectos legales y éticos

Para hablar de aspectos morales, es necesario mencionar que la Bioética
es la ciencia que nace de la ética médica y de diversas corrientes
filoséficas, donde el hombre es el objeto de estudio. Temas como el
trasplante de 6rganos, la criogénesis, la fecundacion artificial o la clonacién
de seres humanos, exigen una legislacion que limite las practicas de

investigacion protegiendo la dignidad humana (Bergessio Fernando, 2019,
p. 2).

En cuanto a la legalidad, en Espafia surgi6 una de las primeras
regulaciones que abordaban las TRA. Se materializ6 con la Ley 35/1988, el
22 de noviembre. La Ley 45/2003, de 21 de noviembre, modificd ciertos
aspectos relacionados con el problema del destino de los preembriones
supernumerarios, dando autorizacion a la utilizaciéon, bajo condiciones muy

restrictivas, en investigacion.

En Espafia, actualmente la legislacion vigente es la Ley 14/2006, de 26 de
mayo, sobre técnicas de reproduccion humana asistida. Esta norma posee
un caracter progresista y avanzado, aunque tampoco esta exenta de
imprecisiones.

Uno de los aspectos a destacar es la ampliacion de los usos de las TRA,

gue inicialmente surgieron para dar fin a problemas de fertilidad y
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actualmente permiten la prevencion de la transmision de enfermedades
hereditarias. Por otra banda, algunas de las imprecisiones que se pueden
encontrar en la legislacion vigente, es la edad maxima de una mujer para
ser usuaria de estos tratamientos, ya que no se menciona. También resulta
confuso que uno de los destinos de los embriones crioconservados sea la
utilizacion por la propia mujer o su cényuge (con otra pareja), ya que esto
contradice uno de los pilares basicos de esta Ley, que es el anonimato de la
donacién (Remohi Giménez et al., 2017, p. 991-993).

4.4.1. El anonimato

En Espafa, la normativa sobre TRA humana ampara el derecho a la
intimidad en dos cuestiones: a la persona que recibe el tratamiento y al
anonimato del donante. Los hijos tienen derecho a recibir informacion
general de los donantes, pero no incluye su identidad (solo de modo
excepcional, cuando sea necesario para evitar un peligro para la vida o la
salud). En cambio, en paises como Noruega, Paises Bajos, Reino Unido y
Finlandia, derogaron el anonimato que se implanté originalmente. Estos
cambios juridicos se han producido por actitudes de los padres hacia una

mayor transparencia.

Es indiscutible que se ha generado un debate entre quienes sostienen que
este anonimato se debe de seguir conservando y los que opinan que un hijo
nacido por estos medios tiene el derecho a conocer la identidad de sus
progenitores biolégicos, estos Udltimos argumentan que se vulnera el
derecho a la investigacion a la paternidad que la Constitucién reconoce, y
gue esto podria repercutir en el desarrollo de la propia identidad vy
personalidad. No obstante, hay quien opina que este conocimiento podria
generar confusion y ser negativo para los hijos (Gallego Riestra & Riafio
Galan, 2018).

4.4.2. Laedad limite

Otro de los puntos que generan controversia es la edad a la que se le
permite a una mujer participar en un programa de reproduccién asistida.

Tanto ANACER (Asociacién Nacional de Clinicas de Reproduccion Asistida)
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como el Servicio de Medicina de la Reproduccién del Instituto Universitario
Dexeus de Barcelona acordaron estimar la edad limite en 50 afios,
coincidiendo con la edad en la que la mayoria de las mujeres inician la
menopausia. Es oportuno mencionar, que por encima de los 40 afios
aumenta el riesgo del embarazo y del parto, multiplicandose al superar esta
edad (Martinez Gonzalez & Sanchez Jacob, 2008).

4.4.3. Los embriones sobrantes

La Ley 14/2006 (LRA) y la Ley 14/2007 de investigacién biomédica (LIB)
consideran al embrién reproducido in vitro desprovisto de los caracteres que
otorgan la dignidad al ser humano, lo que permite investigar y experimentar
con los preembriones sobrantes de estos procesos, asi como clonar estos
embriones con fines terapéuticos. Por Ultimo, se admite la realizacion de
una seleccién embrionaria para que los que sean implantados puedan servir
como donantes de material genético que sirva como tratamiento de

enfermedades de otros hijos de la mujer que se somete a la FIV.

Todos los preembriones que no vayan a ser transferidos a la mujer durante
el ciclo han de crioconservarse y mantenerse adecuadamente en bancos
autorizados (cada dos afios, como minimo, se solicitara de la mujer o de la
pareja progenitora la renovacién o maodificacion del consentimiento firmado
previamente). Esta crioconservacién se podra prolongar hasta el momento
que se considere, o bien cuando la mujer haya finalizado su etapa
reproductiva, o por alguna incapacidad abalada por los responsables
médicos, con el dictamen favorable de especialistas independientes y
ajenos al centro correspondiente, de que la receptora no reldne los
requisitos clinicos adecuados para la practica de la TRA (Corral Garcia,
2009, p. 188; De Pablo et al., 2018).

La polémica nace de los embriones sobrantes crioconservados que no son
utilizados, cesando su conservacion, lo que algunos califican como “permitir
su muerte”. La razén de que haya embriones sobrantes es porque la LRA
establece que “sélo se autoriza la transferencia de un maximo de tres

preembriones en cada mujer en cada ciclo reproductivo” (art. 3.2).
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Se contempla que una de las posibilidades sea su donacién para la
obtencién de células madre embrionarias, las cuales son potencialmente
valiosas para tratamientos de numerosas enfermedades (Corral Garcia,
2009, p. 191).

5. CONCLUSIONES/CONCLUSIONS

Es un hecho que el desarrollo de las TRA supone un gran avance para la
ciencia médica y para mejorar la calidad de vida de aquellas parejas que se
enfrentan a problemas de infertilidad. Actualmente, son necesarios multitud
de andlisis procedentes de diferentes campos (clinicos, genéticos,

legislativos...) para llevar a cabo un tratamiento de esta indole.

El conocimiento de los factores epidemioldgicos y los estudios genéticos
previos, son cruciales para entender mejor las causas de esterilidad en
hombres y mujeres, asi como para ofrecer el mejor tratamiento posible en
funcion de la patologia diagnosticada. El amplio abanico de herramientas
como el DGP permite a muchas parejas tener hijos reduciendo el riesgo de
transmision de anomalias cromosomicas, o0 seleccionar el sexo del embrién

mediante la FISH para evitar las enfermedades genéticas ligadas al sexo.

No obstante, se debe de seguir trabajando para mejorar aquellas
limitaciones que presentan estas técnicas, asi como para lograr un
diagndstico con un riesgo minimo y ampliar el espectro de enfermedades

génicas que puedan ser detectadas.

Finalmente, dado que la demanda de la FIV en las clinicas de fertilidad se
encuentra en auge, en un futuro, estos recursos podrian ser mas accesibles
al conjunto de la poblacion. Este progreso debe ir de la mano de una

legislacion exenta de imperfecciones y de caracter avanzado.

E un feito que o desenvolvemento da TAR sup6n un gran avance para a
profesion médica e para mellorar a calidade de vida daquelas parellas que

se enfrontan a problemas de infertilidade. Actualmente, son necesarias
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multitude de andlises de diferentes campos (clinicos, xenéticos,

lexislativos...) para levar a cabo un tratamento destas caracteristicas.

O coflecemento de factores epidemioloxicos e estudos xenéticos previos
son cruciais para comprender mellor as causas da infertilidade en homes e
mulleres, asi como para ofrecer o mellor tratamento posible baseado na
patoloxia diagnosticada. A ampla gama de ferramentas como a PGD
permite a moitas parellas ter fillos reducindo o risco de transmision de
anomalias cromosomicas ou seleccionar o sexo do embriéon usando FISH

para evitar enfermidades xenéticas relacionadas co sexo.

Non obstante, débese seguir traballando para mellorar as limitacions destas
técnicas, asi como para lograr un diagnostico cun risco minimo e ampliar o

espectro de enfermidades xenéticas que se poden detectar.

Finalmente, dado que a demanda de FIV nas clinicas de fertilidade esta en
aumento, no futuro estes recursos poderian ser mais accesibles para a
poboacién no seu conxunto. Este progreso debe ir parello a unha lexislacién

libre de imperfecciéns e de caracter avanzado.

6. CONCLUSIONS

It is a fact that the development of ART represents a great advance for the
medical profession and to improve the quality of life of those couples who
face infertility problems. Currently, a multitude of analyses from different
fields (clinical, genetic, legislative ...) are necessary to carry out a treatment
of this nature.

The knowledge of epidemiological factors and previous genetic studies is
crucial to better understand the causes of infertility in men and women, as
well as to offer the best possible treatment based on the diagnosed
pathology. The wide range of tools such as PGD allows many couples to
have children reducing the risk of transmission of chromosomal
abnormalities, or to select the sex of the embryo using FISH to avoid genetic

diseases linked to sex.
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However, the work should continue to improve the limitations of these
techniques, as well as to achieve a diagnosis with minimal risk and to

broaden the spectrum of genetic diseases that can be detected.

Finally, since the demand for IVF in fertility clinics is on the rise, in the future,
these resources could be more accessible to the population as a whole. This
progress must go hand in hand with a legislation that is free from

imperfections and of an advanced nature.
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