27. Recomendaciones sobre diagndstico genético
preimplantacional

INTRODUCCION

En los ultimos afos, los avances en reproduccién y en genética han propiciado el desa-
rrollo del Diagnostico Genético Preimplantacional (DGP). En nuestro pais, el DGP esta
contemplado en la legislacion vigente y su rapida incorporacion en el ambito de la Repro-
duccion Humana Asistida hace necesario establecer unas pautas y recomendaciones de
uso para profesionales y pacientes.

ORGANIZACION DE UN PROGRAMA DE DIAGNOSTICO GENETICO
PREIMPLANTACIONAL (DGP)

Unidades implicadas

La organizacion de un programa de DGP requiere la implicacion de un centro de repro-
duccion asistida, una unidad de asesoramiento genético, un laboratorio de FIV y un labo-
ratorio de diagndstico genético.

En un programa de DGP estéan implicadas las siguientes unidades:
medicina reproductiva, genética, laboratorio de FIV y laboratorio
de diagndstico genético.

La comunicacién entre las unidades implicadas en la organizacion
de un programa de DGP debe ser clara y comprensible y debe
mantenerse bajo estricto control de calidad.

Se recomienda que cada centro nombre un Comité encargado de
establecer medidas orientadas a garantizar que el DGP cumpla los
requerimientos de las leyes vigentes y que, en casos dudosos,
sea el encargado de elevar la consulta a la Comisién Nacional

de Reproduccioén Asistida Humana.

Consejo genético y consentimiento informado
La comunicacién con los pacientes durante el consejo genético debe ser clara, concisa
y comprensible y en el idioma propio de la pareja consultante.
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En el consejo genético se debera informar a los pacientes de:

e | as consecuencias de la anomalia cromosdmica o la enfermedad genética de la que
son portadores.

e | as probabilidades de transmitir la anomalia cromosdmica o enfermedad genética.

¢ | as posibilidades de prevenirla, evitarla o mejorarla.

¢ | os posibles beneficios del DGP.

Son requisitos previos al DGP la evaluacion de la historia reproductiva,
asi como un asesoramiento genético adecuado de los pacientes
que se someten al programa.

Se recomienda que el consejo genético en el DGP sea realizado por un
profesional con amplia experiencia en genética y conocimientos de
embriologia, asi como de las técnicas de diagnéstico genético
preimplantacional.

Se recomienda que los centros pongan a disposicion de los pacientes

suficiente informacion para que estos decidan si quieren someterse al DGP. RSAA

Se recomienda que el consentimiento informado contenga, como minimo, la siguiente

informacion:

e Objetivo del DGP.

e Procedimiento del proceso de FIV-DGP, especificando la unidad donde se realizan cada
uno de los procesos.

e En qué consiste la biopsia embrionaria.

e En qué consiste la técnica diagnostica a utilizar.

e Limitaciones de la técnica.

¢ Riesgos de la metodologia: biopsia embrionaria, fijacion celular, analisis genético.

¢ Posibles beneficios.

e Alternativas al DGP.

e Aspectos legales relacionados con el DGP.

e Firma.

Es necesario que los pacientes que se someten a un ciclo de FIV-DGP
firmen un consentimiento informado especifico para el tipo de técnica y
diagnostico a realizar, ademas de los relativos a las técnicas de

reproduccioén asistida.

INDICACIONES DGP/DGS

Las indicaciones y criterios de inclusion/exclusion pueden variar en cada centro:
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Es necesario que los centros que ofrecen DGP tengan establecidos
criterios de inclusién/exclusion de los pacientes candidatos a DGP.

No obstante, serian recomendaciones generales:
Criterios de inclusion/exclusion

Criterio general de inclusién en DGP

El DGP esté indicado cuando el diagnéstico genético sea técnicamente
posible, su fiabilidad sea elevada, las posibilidades de éxito sean
aceptables y las técnicas de reproduccion asistida sean factibles.

Criterio general de exclusion en DGP

El DGP esta contraindicado cuando el diagnéstico genético no es posible
o incierto, cuando las posibilidades de éxito no sean aceptables o si las
técnicas de reproduccion asistida estan contraindicadas.

Indicaciones

Son indicaciones de DGP las enfermedades monogénicas de las que
existe diagndstico fiable, las anomalias cromosémicas estructurales
o la existencia de abortos de repeticion.

Puede realizarse DGP en los fallos de repetidos de implantacion, en las
pacientes en ciclo de FIV mayores de 35 afios, en los factores masculinos RSAA
severos y en pacientes con embarazos previos trisémicos.

CICLOS DE FIV-DGP

Un requisito que impone el DGP es el origen de los embriones que van a ser objeto de
diagnéstico, ya que estos deben obtenerse a partir de FIV, con los consiguientes trata-
mientos y limitaciones que el procedimiento implica.

Protocolos de estimulacion

La respuesta ovarica a la estimulacién hormonal es un requisito importante para con-
seguir el éxito en un ciclo de DGP, ya que se trata de realizar una FIV con seleccion
embrionaria.
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Antes de iniciar la estimulacién de la paciente, es necesario,
especialmente en casos de anomalias cromosémicas estructurales o de RSAA
enfermedades monogénicas, disponer del correspondiente consejo
genético y de los estudios de informatividad de la pareja.

Las parejas que se encuentran a la espera de un ciclo de DGP deben usar

un método contraceptivo para evitar una gestaciéon espontanea. RSAA

Durante el ciclo de DGP no deben mantenerse relaciones sexuales

no protegidas, para evitar el riesgo de embarazo natural en dicho ciclo. RSAA

Se ha considerado que deben conseguirse un minimo de 6 ovocitos pero no hay un con-
senso claro, por lo que cada centro deberia tener sus limites de foliculos, ovocitos y embrio-
nes para cancelar un ciclo.

En los ciclos de DGP se requiere la obtencién de un razonable nimero
de ovocitos.

La paciente baja respondedora tiene escasas posibilidades de que
el ciclo de DGP tenga éxito.

En los protocolos de estimulacion de fecundacion in vitro estandar se recomienda uti-
lizar agonistas de la GnRH ya que facilitan el control del ciclo y aumentan la eficacia,
en comparacion con el empleo de gonadotropinas solas.

En los protocolos de estimulacién de fecundacion in vitro estandar
se recomienda utilizar agonistas de la GnRH.

En los casos que por criterio clinico o de laboratorio no fuera posible

el DGP, se puede cancelar el ciclo antes del inicio de la estimulacién con
gonadotropinas, congelar todos los embriones para después
descongelarlos, biopsiarlos y transferirlos, o bien interrumpir
momentaneamente la administracién de gonadotropinas manteniendo
los agonistas de la GnRH hasta que se puedan realizar los diagndsticos
en el laboratorio.
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Laboratorio de FIV
Se recomienda seguir las indicaciones generales redactadas por la ponencia correspon-
diente para la organizacioén del laboratorio de FIV.

Se debe utilizar necesariamente ICSI en los casos de DGP basados
en la utilizacién de protocolos de PCR.

Es aceptable la utilizacién de FIV convencional o de ICSI en los casos
de DGP basados en la utilizaciéon de protocolos de FISH.

BIOPSIAS EMBRIONARIAS

Actualmente las Unicas posibilidades diagndsticas fiables en DGP se basan en el
estudio del material bioldgico obtenido de biopsias celulares, ya sea de los corpus-
culos polares o de células embrionarias. Las biopsias embrionarias se obtienen
mediante micromanipulacién, y se han descrito diferentes aproximaciones metodo-
I6gicas para su realizacion. Independientemente de la metodologia utilizada debe-
mos ser extremadamente cuidadosos para obtener células aptas para llevar a cabo
el diagnostico genético y para evitar los efectos negativos sobre el desarrollo pos-
terior del embrion.

Se recomienda retirar las células del cimulo antes de realizar la biopsia

embrionaria. RSAA

Siempre que el andlisis genético se base en la utilizacién de protocolos
de PCR, se debe realizar una decumulacién exhaustiva antes de
proceder a la obtencion de las biopsias embrionarias.

Estadio embrionario
La mayoria de centros realizan el diagndstico a partir de biopsias de blastomeros.

Para el DGP se recomienda biopsiar los embriones en dia +3. RSAA

También se pueden obtener biopsias embrionarias en estadio de blastocistos,
en cuyo caso es recomendable realizarla en dia +5 o +6 cuando RSAA
el blastocisto esta expandido.
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Es aceptable obtener biopsias de primer y segundo corpusculo polar. Se
recomienda biopsiar el primer corpusculo el mismo dia de la recuperacion de
los ovocitos; el segundo corpusculo polar puede biopsiarse a las 18-22 h
postinseminacioén. Ambos corpusculos pueden ser biopsiados al mismo tiempo,
pero no es recomendable porque €l primero puede haber degenerado en dia +1.

Apertura de la zona peliucida

Son aceptables tres métodos de obertura de la zona pellcida: mecanica, mediante laser
y mediante solucion acidificada de Tyrode. Este ultimo no es recomendable para las biop-
sias de corpusculo ya que afecta al huso acromatico.

Se recomienda que la obertura realizada en la zona pellcida no sea
superior a 30 micras.

No se recomienda la utilizacién de solucion acidificada de Tyrode
para las biopsias de corpusculo ya que afecta al huso acromatico.

Obtencion de la biopsia

Se recomienda obtener las biopsias de corpusculo y de blastomeros
por aspiracion.

Para la obtencion de biopsias de blastocistos, se recomienda la herniacion
seguida de laser o la rotura mecanica.

Siempre que sea posible, deben aspirarse blastomeros con un Unico
nucleo bien visible.

No hay consenso en cuanto al nimero de células a biopsiar (una célula o
dos células) aunque se recomienda retirar dos blastémeros tan sélo en
embriones con al menos 6 células.

En los casos en que sea necesario biopsiar de nuevo un embrién, se debe
utilizar el mismo orificio para evitar la pérdida de blastémeros y facilitar
el hatching del embrién.

Se recomienda utilizar medios sin Ca?* ni Mg?* durante la biopsia y, como
en cualquier procedimiento de micromanipulacion, medios tamponados
cubiertos con aceite para mantener el pH, osmolaridad y temperatura y
minimizar los efectos de la exposicion al aire sobre el embrién.

Se recomienda que el proceso de manipulacion se lleve a cabo en el
minimo tiempo posible para no afectar al futuro desarrollo del embrion.

Se debe utilizar un sistema claro e inequivoco para la identificacion de las
biopsias obtenidas, que asegure su correspondencia con el embrion
del que derivan.

Se recomienda la validacién de todo el proceso por dos personas.
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Riesgo en la biopsia embrionaria

Si un embrién es danado durante el proceso de biopsia detendra

su crecimiento y no sera apto para su transferencia. Las metodologias
de biopsia utilizadas deben presentar un riesgo de dafiar al embrién
inferior al 1%.

CULTIVO EMBRIONARIO

Hasta el momento de la biopsia, deben aplicarse las condiciones de cultivo de rutina de
FIV. Se recomienda seguir las indicaciones generales redactadas por la ponencia corres-
pondiente.

Una vez terminado el proceso de la biopsia, los embriones biopsiados
deben lavarse con el fin de pasarlos al medio de cultivo sin restos de
acido o medios de biopsia.

Deben utilizarse medios y condiciones de cultivo apropiados para el
desarrollo de los embriones biopsiados desde el dia +3 en adelante.

Los embriones biopsiados deben mantenerse en cultivo de forma
individualizada, utilizando un sistema claro e inequivoco de identificacion, RSAA
que asegure su seguimiento y correspondencia con los blastomeros analizados.

TRANSFERENCIA EMBRIONARIA

En los ciclos de DGP, la seleccion de los embriones a transferir, asi como el procedimiento
de transferencia, debe realizarse teniendo en cuenta las indicaciones para la realizacién
del DGP vy las caracteristicas de los embriones que han sido biopsiados.

El criterio de seleccién para la transferencia de los embriones analizados
debe basarse en primer lugar en el resultado del diagnostico genético, RSAA
y en segundo lugar en la morfologia y desarrollo de cada embrién.

El nimero de embriones a transferir dependera de la edad de la paciente
y de la calidad embrionaria, aunque es recomendable no transferir mas RSAA
de dos embriones para evitar gestaciones multiples.
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El dia de la transferencia embrionaria vendra condicionado por el tiempo
necesario para el diagndstico genético. A partir de la obtencion de los
resultados del estudio genético, es aceptable que el dia de la
transferencia se establezca a criterio del centro de reproduccioén asistida.

Es recomendable usar un catéter blando y realizar la transferencia
suavemente ya que se trata de embriones con una abertura en la zona pellicida.

Es recomendable realizar seguimiento ecografico, especialmente en las
transferencias dificiles.

No es recomendable la transferencia de embriones sin diagndstico.

La transferencia de embriones sin diagndstico es aceptable en casos de
screening de aneuploidias si no hay embriones normales disponibles,
pero en este caso las ventajas que ofrece el DGP se pierden y debe informarse
debidamente a los pacientes y recomendar especialmente el diagndstico
prenatal en caso de embarazo.

CONGELACION EMBRIONES POST DIAGNOSTICO

Se recomienda congelar los embriones normales o no afectos que no
vayan a ser transferidos, ya sea en dia +3 o en estadio de blastocisto.

Se recomienda que la congelacion se lleve a cabo de forma individualizada.

DIAGNOSTICO GENETICO PREIMPLANTACIONAL

La unidad dénde se va a llevar a cabo el diagnéstico genético preimplantacional es un
punto clave para cualquier programa de DGP. El equipamiento adecuado del laboratorio
y su organizacion, los recursos humanos, la formacion especializada de los profesionales
con experiencia demostrada en DGP, y la imprescindible formacion continuada del per-
sonal son aspectos basicos en un programa de DGP.

Laboratorio de diagnéstico genético preimplantacional

El laboratorio de diagnéstico genético preimplantacional puede ser una

unidad externa o interna al centro que ofrece el DGP. RSAA

El laboratorio de diagnéstico genético preimplantacional debe disponer
de métodos de identificacion de pacientes y células.

RSAA
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Los procedimientos y protocolos de laboratorio deben estar recogidos
en un manual, revisados y actualizados por el director del laboratorio.
La versién mas reciente debe estar disponible para todos los
miembros del equipo.

Actualmente no existe ningin mecanismo de control de calidad respecto el DGP. Es reco-
mendable un sistema de evaluacion interna que recoja entre otros los siguientes datos:
¢ Porcentaje de células dahadas durante la biopsia.

e Porcentaje de células de las que no se obtiene diagnostico.

® Tasa de error in vitro.

® Tasa de error in vivo.

Los laboratorios de diagnéstico genético preimplantacional deberian
contar con un sistema de evaluacion interna.

Es recomendable que todo el personal involucrado en los procesos de
DGP siga un programa detallado de formacion teérico-practico en todos
los aspectos de trabajo con células Unicas.

Los profesionales responsables de realizar las biopsias embrionarias
y el diagnéstico genético preimplantacional deben contar con una
titulacién universitaria y demostrar su competencia antes

de poder realizar un DGP clinico sin supervision.

Técnicas diagnésticas en DGP

Diagndstico basado en la hibridacion in situ fluorescente (FISH)
Aspectos metodoldgicos

Se debe utilizar un sistema claro e inequivoco para la identificacion
de las extensiones celulares que asegure su correspondencia
con el embrion del que derivan.

Es aceptable la fijacion de las biopsias obtenidas mediante los diferentes
protocolos descritos (utilizando metanol: acido acético, Tween/HCI
y una combinacién de los dos anteriores).

Cualquiera que sea la metodologia de fijacion utilizada debe asegurar
una buena morfologia nuclear y una elevada eficiencia de hibridacion.
Es aceptable, pero opcional, el uso de tratamiento hipotdnico.
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Es aceptable el diagnéstico en una Unica célula mononucleada. No existe
consenso en cuanto a basar el diagndstico en el andlisis de una o dos células.

Se recomienda el uso de sondas comerciales por los correspondientes
controles de calidad y por su validacion.

Se acepta el uso de sondas no comerciales, siempre que hayan superado
los controles de calidad y la validacién correspondientes también a nivel
de blastémeros.

Se deben establecer criterios para la evaluacién e interpretacion de las
sefales de hibridacion en base a la experiencia de cada centro y a los
criterios descritos en la literatura.

Cada laboratorio debe disponer de un protocolo con los detalles de la metodologia y los
materiales utilizados:

Los protocolos deben estar optimizados y ser reproducibles de modo
que se garantice una eficiencia de hibridacién para todos los
cromosomas analizados > 95%.

Se recomienda establecer y realizar de forma periddica revisiones y
controles de calidad de los equipos y de los reactivos utilizados en cada
protocolo.

Se debe emitir un informe para el centro remitente o el laboratorio de FIV

con los resultados de cada uno de los embriones analizados. RSAA

Opciones diagnésticas
Determinacion del sexo embrionario

Se recomienda la determinacion del sexo embrionario mediante FISH.

Se recomienda utilizar sondas especificas para los cromosomas sexuales
y para un autosoma.

Portadores de reorganizaciones cromosémicas

Se debe evaluar cada caso de forma independiente y disefiar una estrategia
en funcioén de la anomalia cromosémica que presente la pareja.
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Si se considera posible el diagndstico, se debe solicitar un estudio
de informatividad previo que debe realizarse antes de comenzar con
el protocolo de estimulacién de la paciente.

El estudio de informatividad, utilizando las sondas seleccionadas en cada caso,
se debe realizar en extensiones de linfocitos del portador de la reorganizacion, RSAA
y se recomienda ampliar el estudio a los dos miembros de la pareja.

Caracterizacion cromosémica (screening aneuploidias)

Se recomienda el andlisis de los cromosomas mas frecuentemente
implicados en cromosomopatias viables y abortos de primer trimestre
(cromosomas 13, 16, 18, 21, 22, X e Y). Se aconseja incluir el estudio
de otros cromosomas en funcién de cada indicacion.

Riesgos y limitaciones del DGP mediante FISH

Debido a problemas inherentes al procesado de las biopsias obtenidas (fijacion, células
anucleadas, multinucleacion, etc.), se estima que un 7% de los embriones biopsiados no
tendra diagndstico. Actualmente, no es posible analizar la totalidad y la estructura de los
cromosomas en un uUnico nucleo interfasico mediante FISH.

Teniendo en cuenta las limitaciones del diagnéstico en células Unicas
y el posible mosaicismo embrionario, con la FISH el riesgo de error
diagnéstico, es decir, la posibilidad de feto o nifio afecto de una
cromosomopatia tras DGP, se ha establecido en el 0,9%.

En todos los casos se debe informar a la pareja de las limitaciones de la
técnica y de sus diferencias respecto a las técnicas citogenéticas de RSAA
diagnéstico prenatal. Estas diferencias incluirian el nUmero de cromosomas
analizados y el riesgo de mosaicismo embrionario.

Se recomienda el diagnéstico prenatal en caso de embarazo tras ciclos
de FIV-DGP basados en FISH.

Diagnéstico de enfermedades monogénicas mediante PCR

El DGP esté indicado en enfermedades monogénicas donde se disponga
de un estudio directo de mutaciones y /o un estudio indirecto donde
se verifique el haplotipo asociado a la enfermedad.
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Circuito recomendado

Se recomienda valorar cada solicitud por la unidad de genética, preferentemente con ante-
rioridad a la primera visita, aunque se considera aceptable la valoracién por las unidades
de ginecologia y genética de forma simultanea durante la primera cita.

Previo al inicio de la estimulacion, la unidad de genética debe reevaluar
y confirmar las mutaciones presentes en la pareja consultante a partir
de ADN gendmico, incluyendo marcadores polimoérficos si los hubiere.

Aspectos metodoldgicos
Se debe tener especial precaucion en el procesado de las biopsias embrionarias destina-
das a la caracterizacion molecular basada en protocolos de PCR.

El procedimiento de fecundacién debe realizarse necesariamente
mediante microinyeccién espermatica (ICSI) y con una decumulacién
ovocitaria exhaustiva.

Es aceptable el diagnostico en una Unica célula mononucleada, si bien
se recomienda basar el diagndstico en el andlisis de dos células de forma | ;=77\
independiente.

Durante el proceso de biopsia, se debe cambiar la pipeta de aspiracion
de blastémeros si se produce la lisis de la célula extraida.

Se recomienda realizar la introduccién de las células dentro de los tubos
para su analisis bajo unas estrictas condiciones de esterilidad y bajo
control del microscopio estereoscopico.

No hay consenso respecto al tampén de lisis a utilizar, aunque los mas
ampliamente utilizados estan basados en lisis alcalina o proteinasa K.

Los protocolos deben estar optimizados y ser reproducibles.
Cada laboratorio debe disponer de protocolos con los detalles de la
metodologia y los materiales utilizados.

Se recomienda que el estudio genético garantice un 80%-90% de
amplificacion de las células analizadas y una fiabilidad del 95% con tasas
de pérdidas alélicas (ADO) inferiores al 10%.

Se recomienda establecer el diagndstico en base a la opinién o lectura de
resultados de dos especialistas.
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El resultado debe ser contrastado en todas las células analizadas de un
mismo embridn y/o para todos los loci analizados, siendo candidatos

a transferencia sélo aguellos embriones para los que exista plena
concordancia de normalidad.

Se debe emitir un informe para el centro remitente o el laboratorio
de FIV con los resultados de cada uno de los embriones analizados.

Se recomienda establecer y realizar de forma periédica revisiones
y controles de calidad de los equipos y de los reactivos utilizados
en cada protocolo.

Riesgos y limitaciones del DGP mediante PCR
Debido a problemas inherentes al procesado de las biopsias obtenidas, se estima que un
10% de los embriones biopsiados no tendra diagndstico.

Se debe informar a la pareja de que el diagnéstico obtenido hace
referencia Unica y exclusivamente a las mutaciones analizadas.

Se debe informar a la pareja de las limitaciones de la técnica
y de sus diferencias respecto a las técnicas de diagnéstico prenatal.

Se recomienda el diagnéstico prenatal en caso de embarazo tras ciclos

de FIV-DGP basados en PCR. RSAA

SEGUIMIENTO DE LOS CICLOS DE FIV-DGP

La relativa novedad de la aplicacion del DGP, hace necesaria una evaluacion cuidadosa y
objetiva de los resultados clinicos obtenidos y se recomienda que los centros recopilen toda
la informacion necesaria para el correcto seguimiento de los ciclos de FIV-DGP. Se sugiere
recopilar como minimo: tasa de embarazo por ciclo, por puncién y por transferencia, tasa
de implantacion, tasa de aborto, tasa de embarazo clinico, tasa de error (basada en mate-
rial abortivo, diagndstico prenatal, recién nacidos), tasa de “nifio en casa”, tasa de emba-
razo multiple, registro de recién nacidos (prematuros, alteraciones congénitas...).

Se recomienda que los centros establezcan registros de seguimiento
de los ciclos de FIV-DGP.

Los centros que realizan ciclos de FIV-DGP deberian proporcionar
sus datos al registro nacional de la Sociedad Espafiola de Fertilidad.
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