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RESUM

El Diagnostic Genetic Preimplantacional (DGP) és una técnica associada a la Reproduccié
Assistida (RA) que consisteix en I'analisi del material genétic del preembrié amb la finalitat de
determinar si aquest es troba lliure d’alteracions genétiques per a ser transferit a I'Gter de la
mare i possibilitar la descendéncia d’un individu sa.

Per a realitzar aquest projecte s’ha dut a terme una cerca exhaustiva, a partir d’una série de
paraules clau, en bases de dades, fonts bibliografiques i webgrafia, a més a més de la consulta a
especialistes del sector medic. Per a complementar els coneixements teorics adquirits es van
realitzar estades amb el grup Girofiv i el grup Reprogenetics.

El DGP és una tecnica indicada basicament en parelles que presenten malalties lligades al sexe,
malalties monogeniques, en la cerca de germans histocompatibles, en anomalies
cromosomiques numeriques i estructurals, en dones que han patit avortaments recurrents o en
pacients majors de 35 anys en les quals es pot sospitar de la presencia d’alteracions géniques en
els oocits. Per tal d’analitzar aquestes situacions es sol realitzar un consell genetic per part
d’especialistes i es determinen totes les possibilitats de que disposen els pacients. Per a realitzar
un DGP és necessari I'obtencid d’o0cits, els quals s’extrauen a partir d’una puncié ovarica amb
prévia estimulacié hormonal. Els oocits madurs (ja siguin de la propia pacient o de donant, els
quals poden ser criopreservats) es fecunden in vitro o mitjangant injeccio intracitoplasmatica
d’on en resultaran els preembrions, els quals seran seleccionats per a extreure’n una o més
cél-lules a partir d’una biopsia del corpuscle polar, blastomer o trofectoderma. EI DNA de les
cel-lules extretes és analitzat mitjancant principalment 3 técniques: PCR, FISH i array de CGH.

La legislacié d’aquesta técnica es veu altament influenciada per qlestions étiques i religioses.
Espanya és un dels paisos de la Unié Europea i del mén que més utilitza el DGP dins les tecniques
de RA, existint una legislaciéd forca permissiva tot i que sempre validada per comissions
especialitzades. Altres paisos europeus tenen legislacions més o menys restrictives respecte a
aquesta técnica. Fora d’Europa, els paisos amb mitjans per a aplicar el DGP generalment no
presenten una legislacié propia per aquest i sovint el regulen mitjancant comissions o a partir
del que determina la propia religio.



RESUMEN

El Diagndstico Genético Preimplantacional (DGP) es una técnica asociada a la Reproduccion
Asistida (RA) que consiste en el analisis del material genético del preembridn con la finalidad de
determinar si éste se encuentra libre de alteraciones genéticas para ser transferido al Utero de
la madre y posibilitar la descendencia de un individuo sano.

Para realizar este proyecto se ha llevado a cabo una busqueda exhaustiva, a partir de una serie
de palabras clave, en bases de datos, fuentes bibliograficas y webgrafia, ademas de la consulta
a especialistas del sector médico. Para complementar los conocimientos teéricos adquiridos se
realizaron estancias con el grupo Girofiv y el grupo Reprogenetics.

El DGP es una técnica indicada basicamente en parejas que presentan enfermedades ligadas al
sexo, enfermedades monogénicas, en la busqueda de hermanos histocompatibles, en anomalias
cromosdmicas numéricas y estructurales, en mujeres que han sufrido abortos recurrentes o en
pacientes mayores de 35 afos en las que se puede sospechar de la presencia de alteraciones
génicas en los oocitos. Para analizar estas situaciones se suele realizar un consejo genético por
parte de especialistas y se determinan todas las posibilidades de que disponen los pacientes.
Para realizar un DGP es necesario la obtencidn de ovocitos, los cuales se extraen a partir de una
puncién ovdrica con previa estimulacién hormonal. Los ovocitos maduros (ya sean de la misma
paciente o de donante, los cuales pueden ser criopreservados) se fecundan in vitro o mediante
inyeccion intracitoplasmatica de ddénde resultardn los preembriones, los cuales serdn
seleccionados para extraer una o mas células a partir de una biopsia del corpusculo polar,
blastomero o trofectoderma. EI DNA de las células extraidas es analizado mediante
principalmente 3 técnicas: PCR, FISH y array de CGH.

La legislacion de esta técnica se ve altamente influenciada por cuestiones éticas y religiosas.
Espaifa es uno de los paises de la Unién Europea y del mundo que mads utiliza el DGP en las
técnicas de RA, existiendo una legislacién bastante permisiva aunque siempre validada por
comisiones especializadas. Otros paises europeos tienen legislaciones mds o menos restrictivas
respecto a esta técnica. Fuera de Europa, los paises con medios para aplicar el DGP
generalmente no presentan una legislacién propia para este, y a menudo lo regulan mediante
comisiones o a partir de lo que determina la propia religién.



ABSTRACT

Preimplantation genetic diagnosis (PGD) is a technique associated with assisted reproduction
(AR) which is the analysis of genetic material from pre-embryo in order to determine if it is free
of genetic alterations and to transfer it to the uterus of the mother enabling the seed of a healthy
baby.

To do this project it has done a thorough search, searching many keywords in databases,
bibliographic and webgraphy sources and consulting specialists in medical field. To complement
the theoretical knowledge acquired stays were performed with Girofiv and Reprogenetics
groups.

PGD is a technique basically indicated in couples who have sex-linked diseases, monogenic
diseases, the search of histocompatible siblings, in numerical and structural chromosomal
abnormalities, in women who have had recurrent abortions or in patients over 35 years where
the doctor can suspect the presence of genetic alterations in oocytes. To analyse these situations
is usually provided genetic counselling by specialists where all possibilities available to patients
are determined. In the PGD it is necessary to obtain oocytes, which are extracted from ovarian
puncture with prior hormonal stimulation. Mature oocytes (either from the same patient or
donor, which can be cryopreserved) are fertilized in vitro or by intracytoplasmic injection to get
the pre-embryos, which are selected to extract one or more cells from a biopsy polar body,
blastomere or trophectoderm. The extracted DNA from the cells is analysed by three techniques:
PCR, FISH and CGH array.

The legislation of this technique is highly influenced by ethical and religious issues. Spain is one
of the countries of the European Union and the world that most uses the PGD techniques of RA,
having a fairly permissive legislation, always validated by specialized committee. Other
European countries have more or less restrictive legislation regarding this technique. Outside
Europe, the developed countries which use the DGP usually do not have separate legislation for
this technique, and they often regulate it by commissions or from what determines their
religion.
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1. INTRODUCCIO

1.1. El Diagnostic genétic preimplantacional (DGP) dins les técniques de
reproduccio assistida (RA)

S’entén per reproduccié assistida (RA) el conjunt de metodes i técniques cientifiques
ginecologiques de reproduccié alternatives a les naturals, utilitzades fonamentalment per a
solucionar els problemes d’infertilitat en humans. Aquestes técniques s’utilitzen per a substituir
alguns dels processos naturals de la reproduccié amb la finalitat d’obtenir una descendéncia
sana. En els dltims anys s’ha experimentat un aveng notable en les diferents técniques
utilitzades i cada vegada s’obtenen millors resultats, fet que fa que hi hagi un gran interées en la
recerca i la seva aplicabilitat clinica. Tot i que la RA és utilitzada sobretot per a solucionar
problemes d’infertilitat, també pot ser utilitzada amb finalitats diferents com és la d’evitar la
transmissio de malalties genetiques a la descendéncia i és aqui on s’inclouen les tecniques de
diagnostic genetic preimplantacional (DGP). Aquestes técniques poden ser també una eina util
alhora de solucionar determinats problemes d’infertilitat. Des de I'any 2002 la Sociedad
Espafiola de Fertilidad-SEF publica els informes relatius a la practica clinica del DGP en
Reproduccié Humana realitzada a Espafia (SEF, 1990).

1.1.1. Principals causes d’infertilitat en humans

Es defineix com a esterilitat la incapacitat per aconseguir un zigot viable i, per tant, una gestacio.
Altrament, es defineix el terme infertilitat com a dificultat per a aconseguir una descendéncia
viva, de manera que s’aconsegueix gestar pero s’acaba produint un avortament. Aquests dos
termes, que sovint s’engloben en un mateix, poden ser primaris i donar-se des del primer intent
d’embaras, o secundaris en els casos de parelles que han pogut concebre anteriorment. Segons
I’Organitzacié Mundial de la Salut (OMS), tant I'esterilitat com la infertilitat sén considerats
problemes de salut publica, i les parelles amb aquests problemes tenen el dret a ser tractades a
partir de totes les tecniques disponibles des de la branca médica de la reproduccié assistida.

La infertilitat afecta aproximadament a una de cada sis parelles en els paisos occidentals, amb
una considerable implicacié d’ alteracions genétiques (Garcia, 2007). Aixi, tant les técniques de
Reproduccid Assistida com el nombre de centres que les duen a terme ha augmentat molt en
els darrers anys.

Hi ha tant factors masculins (30% dels casos) com femenins (30%) que influeixen en la infertilitat.
Un 15-30% dels casos és degut a una combinacié dels factors dels dos sexes, i un 10% dels casos
és degut a efectes desconeguts (conegut com a esterilitat idiopatica) (Garcia, 2007).

Les principals causes d’infertilitat en les dones son el factor ovaric (alteracions en I'ovulacié,
trastorns hormonals...), factor tubaric (obstruccié congenita o per inflamacié de les trompes de
Fal-lopi o alteracié de I'epiteli), factor uteri (alteracions anatomiques i endometriosi), factor
cervical (quists, polips, canvi de les caracteristiques del moc cervical...), errors de fecundacio
(problemes en la interaccio dels gametes), exposicid a medicaments i drogues, influéncia del
medi ambient i factor psicotic i emocional. Altrament en homes els diferents factors son
anomalies seminals degut al mal funcionament dels testicles o de les vesicules seminals,
anomalies en les vies seminal (absencia de conductes i obstruccions), trastorns hormonals,
anomalies genetiques, disfuncid erectil, exposici6 a medicaments i drogues, varicoceles,
influencia del medi ambient, factor psicotic i emocional (Garcia, 2007).

A més a més hi pot haver influencia de I’edat dels progenitors en les causes d’infertilitat. Aixo és
degut a que al llarg de la vida s’esta exposat a I'ambient, el qual conté toxics i radiacions que
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afecten directament sobre els gametes, pel que hi ha una afectacié de major intensitat en la
dona que és portadora de tots els seus gametes des de la infancia (pateix un descens del
potencial reproductiu a partir dels 35 anys). Altrament, 'home presenta un procés
d’espermatogenesi continu al llarg de la seva vida, de manera que és més dificil que els
espermatozoides pateixin alteracions genéetiques notables degudes a I'ambient.

La infertilitat en la societat actual és un problema cada vegada més freqlient i en molts casos
segueix sent de causa desconeguda. Un dels principals factors coneguts que ha derivat a aquesta
situacio és I'’endarreriment de I’edat mitja de concepcid de les diferents poblacions. A través del
coneixement dels diferents factors que poden alterar la fertilitat i, amb I'ajuda de les diferents
tecniques de diagnosi, es podria dur a terme planificacions personalitzades i aixi optimitzar els
diferents tractaments necessaris en reproduccio assistida per a obtenir els millors resultats
(Garcia, 2007).

1.1.2. Breu repas de les principals técniques de RA

La reproduccié assistida inclou tant els métodes d’obtencié de gametes com els métodes de
manipulacié d’aquests amb I'objectiu d’aconseguir un embaras viable. En la majoria dels casos
les parelles que recorren a la reproduccié assistida ho fan degut a problemes de fertilitat.
Inicialment es comprova quin dels dos progenitors presenta anomalies mitjancant analisis de
sang en ambdés individus (nivells hormonals) i analisis seminals en ’'home. A mesura que es
descarten patologies diverses es realitzen analisis més complertes per a intentar determinar les
possibles causes d’infertilitat i aixi determinar quin és el tractament més indicat en cada cas.

L'obtencié d’espermatozoides per als diferents tractaments pot ser a partir de semen fresc,
semen criopreservat (meétode de congelacid), de I'orina (en pacients amb ejaculacié retrograda),
dels conductes epididimaris (MESA- microepidydimal sperm aspiration i PESA- percutaneous
epidydimal sperm aspiration) o dels testicles (TESA- testicular sperm aspiration i TESE- testicular
sperm extraction). Segons el métode d’obtencidé dels espermatozoides/semen es realitzara
tractaments de criopreservacié (en el cas que es vulguin conservar per una situacio futura) o
tractaments d’optimitzacié (seleccié d’espermatozoides) per a utilitzar-los en fresc en les
diferents tecniques de RA.

En RA es pot preveure en quin moment del cicle ovaric es troba la dona a partir de la
temperatura basal, examen del moc cervical, ecografies de I'evolucié fol-licular i analisis dels
nivells hormonals, especialment la LH. A més a més es pot dur a terme una superovulacio en el
cas que es vulgui dur a terme una aspiracié fol-licular per a obtenir els oocits que més tard seran
classificats i processats segons I'Us que se’ls vulgui donar (criopreservacié o utilitzacid in situ)(
Serhal, 2004).

Les principals técniques utilitzades per a aconseguir 'embaras son la inseminacio artificial (1A),
la fecundacié in vitro (FIV) i la injeccid intracitoplasmatica d’espermatozoides (ICSl).

El métode d’inseminacié artificial consisteix en la inoculacié de semen capacitat de la parella o
d’un donant (pot ser semen criopreservat) a dins el tracte reproductor de la dona durant el
periode periovulatori. L'ovulacié de la dona pot ser normal o controlada, tot i que en aquests
casos el problema sol venir donat per I’lhome. Aquesta inseminacié artificial pot ser intravaginal,
intracervical, intrauterina (IUl) o intraperitoneal (GIFT- gamete intrafallopian transfer i ZIFT-
zygote intrafallopian transfer). Cada una d’aquestes técniques és indicada segons la patologia
corresponent dels pacients i pot comportar riscs com sén I'embaras multiple i el sindrome
d’hiperestimulacio ovarica (MNT, 2011).
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Figura 1. Métode d'Inseminacio Artificial Intrauteri (1Ul). Extret de
http.//www.cpma.ch.

La fecundacid in vitro (FIV) consisteix en la coincubacié d’oocits madurs amb espermatozoides
mobils durant unes 16-20 hores a unes condicions Optimes per aquests. Els espermatozoides
poden ser frescos o criopreservat, igual que els oocits. En molts casos es du a terme una
estimulacié de la superovulacié per a aconseguir els oocits de la mateixa pacient a partir de
I’extraccié dels fol-licles madurs. Seguidament es selecciona els oocits fecundats per
espermatozoides gracies a I'aparicio visible dels dos pronuclis i primeres divisions a partir dels 2
dies, a més a més de la classificacid per les caracteristiques fisiologiques d’aquests (cel-lules
d’igual mida, preséncia o no de fragmentacid...). Els blastomers es mantindran en cultiu un
maxim de 5 dies fins a poder dur a terme una transferencia embrionaria transvaginal (als 5 dies
de vida dels blastomers) o intratubarica (als 2-3 dies). Els embrions que no s’han utilitzat es
poden criopreservar per a posteriors tractaments. En aquest cas, les possibilitats de patir un
embaras multiple dependran del nombre de pre-embrions transferits, amb un maxim de 3 pre-
embrions permesos a I'Estat Espanyol (U.S. National Library of Medicine, 2015).

La injeccié intracitoplasmatica d’espermatozoides (ICSI) consisteix en I'obtencié i seleccié
d’oocits (ja siguin criopreservats o per estimulacié de la superovulacié seguida d’una aspiracio
fol-licular) en els quals se’ls injectara els espermatozoides (en fresc o criopreservats) a través
d’una microinjeccid. Els oocits que hagin resultat fecundats seran seleccionats per a una
posterior transferéncia com en el cas de la FIV. Els principals problemes que pot comportar
aquest metode sdn embarassos ectopics, avortaments naturals, embarassos multiples i el
sindrome de hiperestimulacié ovarica (RA, 2015). Una altre modalitat d’aquesta técnica és I'IMSlI
(intra-cytoplasmic morphologically-selected sperm injectio) la qual consisteix en una ICSI amb
préevia seleccié dels espermatozoides segons les seves caracteristiques morfologiques (Institut
Marques, 2015).

Figura 2. Microinjeccié d’un espermatozoide seleccionat
en un oocit madur en el metode IMSI (imatge extreta d’un
enreaistrament realitzant IMSI (Girofiv. Clinica Girona)).



1.2. Esdeveniments més rellevants en RA

La RA és una ciéncia que s’ha desenvolupat molt recentment i que encara necessita de molts
estudis per a continuar millorant les seves tecniques. El primer cas d’inseminacio artificial dut a
terme amb exit en animals es va realitzar el 1776, pero no va ser fins el 1884 quan es va publicar
el primer cas de donacié de semen per a inseminacié artificial. En el 1944 es va realitzar la
primera fecundacié in vitro (FIV) d’'un oocit huma aconseguint un embaras, i el 1954 es va
aconseguir el primer embaras a partir d’esperma congelada. El 1969 es va realitzar la primera
fecundacié in vitro a partir d’'un oocit immadur. EI 1979 neix Louise Brown a Anglaterra, el primer
nadd nascut a partir d’'una fecundacio in vitro i, un any abans, al 1978, neix Elisabeth Jordan
Carr, primera nena Americana concebuda a través d’una fecundacio in vitro (ART, ART and
Embryo Donation, 2012). A I'Estat Espanyol, el primer nadd nascut a partir d’'una FIV es va
produir al 1984.

El primer nadd nascut a partir d’'un embrid congelat i primer nadd nascut a partir d’una donacié
d’ovuls (FIV) va tenir lloc I'any 1984. En el 1986 va tenir lloc la utilitzacié per primera vegada de
les técniques GIFT (transferéncia de gametes intratubarica) i ZIFT (transferencia de zigot
intratubarica). En el 1990 es va realitzar per primera vegada I'aplicacio clinica del DGP. El primer
cas conegut d’incubacid assistida de pre-embrions va tenir lloc el 1990, i el primer embaras amb
exit utilitzant la tecnica ICSI (injeccié espermatica intracitoplasmatica) el 1992. L’any 2000 va
néixer el primer nadd nascut a partir d’oocits i espermatozoides criopreservats. En el 2010 es va
comengar a utilitzar un aparell que optimitzava les condicions dels odcits i preembrions in vitro,
I'embrioscop. Al 2015, el Regne Unit va aprovar la reproduccié assistida amb I’ADN de 3 pares
per a evitar malalties mitocondrials, cas molt polemic degut a la ética que comporta (Harper,
2012; Publico, 2015).

1.3. El diagnostic geneétic

El diagnostic geneétic consisteix en una série de técniques que es poden dur a terme en la
reproduccio assistida lligades a la genomica. Un Diagnostic Genetic Prenatal (DP) consisteix en
un diagnostic genetic que utilitza una série de tecniques per a determinar possibles anomalies
genetiques en un fetus, de manera es tracta d’un diagnostic que es realitza en una dona
embarassada. Un Diagnostic Genetic Preimplantacional (DGP) consisteix basicament en realitzar
una biopsia dels preembrions per a obtenir una o més cel-lules i analitzar-ne el contingut genétic,
amb la finalitat de detectar possibles malalties hereditaries, la qual pot ser una alternativa al
DP. Segons l'objectiu concret del DGP es pot diferenciar entre el DGP propiament i el
Preimplantacional Genetic Screening (PGS).

1.3.1. Preimplantacional genetic screening (PGS) o Comprehensive Chromosome Screening
(ccs)

El PGS és un metode de diagnostic que consisteix en la cerca d’anomalies en el contingut
genomic i es realitza quan es té sospita de possibles anomalies com és el cas de les dones que
no es troben en I'etapa de major fertilitat (a partir dels 35 anys). A mesura que s’augmenta |'edat
es pot observar un deteriorament cada vegada major en els oocits de les dones per causes varies
com son els habits i I’entorn. Aixi, en aquests casos pot ser recomanable realitzar aquest tipus
d’analisi (Harper, 2012).



1.3.2. Diagnostic geneétic preimplantacional (DGP)

El diagnostic genetic preimplantacional (DGP o PGD) sovint s’utilitza englobant el PGS. En aquest
diagnostic es busca determinades malalties concretes conegudes per I'historial familiar dels
pacients o be degut a que els propis progenitors la pateixen. Un DGP sempre anira lligat a la
reproduccio assistida (ICSI o FIV) ja que depén de la manipulacié d’un preembrié amb una
possible transferéncia posterior. A partir d’aquest diagnostic es podra escollir quins preembrinos
seran transferits a I’Uter de la mare i quins no. Un avantatge notable d’aquest métode respecte
al DP és que no fa falta dur a terme un embaras per a realitzar I'analisi, de manera que no es
planteja I'avortament en casos de mals diagnostics. Basicament s’utilitza en parelles que
pateixen alguna malaltia genetica o amb familiars que la presenten, pares amb fills anteriors
afectats, dones que han patit avortaments, dones que presenten errors d’implantacié en
tractaments previs de RA o en dones d’edat avancada. La tecnologia requerida en aquests
tractaments i analisis és complexa i requereix d’un personal altament qualificat fet que fa que
es tracti d’'una metodologia amb elevats costos econdmics. Per a realitzar-lo s’utilitzen
basicament tres técniques: PCR amb encebadors especifics i seqiienciacié, el métode FISH i
finalment un de forca recent que sembla substituir a I'anterior, els micro-chips d’array CGH
(Harper 2012; The ABCs of PGD; PGS and More 2015).

Les principals etapes per a la realitzacié del DGP/PGS son:

e Consulta i estudi genétic i citogenétic amb la determinacié del risc d’'una possible
malaltia (consell genétic).

e Estudi de la malaltia mitjancant analisis de laboratori i realitzacié del diagnostic.

e Estimulacio ovarica.

e Programar la puncid ovarica segons el cicle.

e Obtencidé dels oocits (per puncid) i dels espermatozoides (a partir de semen fresc o
criopreservat).

e Preparacio dels oocits i espermatozoides.

e Realitzacié d’'una FIV o ICSI.

e Avaluacio dels pre-embrions resultants i classificacid.

e Biopsia dels pre-embrions seleccionats (del cos polar, blastomers o trofectoderma) i
fixacio.

e Diagnostic sense sobrepassar mai els 14 dies limit d’incubacié dels pre-embrions (BOE,
Llei 14/2006, capitol 4, article 15). Si es necessita més de 6 dies per a realitzar els tests
es recorre a la criopreservacid dels preembrions ja que a partir d’aquest dia la taxa
d’implantacié disminueix.

e Transferencia dels embrions amb resultats acceptables (a Espanya la llei delimita un
maxim de 3 pre-embrions transferits en un sol cicle (BOE, Llei 14/2006, capitol 1, article
3)).

e Seguiment post-transferéncia mitjancant controls hormonals i ecografies. En alguns
casos es pot realitzar un Diagnostic Prenatal amb possibilitat d’avortament si es déna
un mal diagnostic.

1.4. Alteracions geneétiques

Considerem com a alteracions genetiques qualsevol alteracié del genoma que té un efecte
fenotipic o no en l'individu. Aquestes constitueixen la font principal de variacié en el genoma



dels organismes i per tant de fenotips nous. Tot i els possibles avantatges, en la majoria de casos
una mutacié sera defectiva, donant com a resultat un mal funcionament de I'organisme fins al
punt que en pot causar una patologia greu o fins i tot la mort. La sospita d’'una malaltia genética
és I'objectiu de la realitzacié del DGP. Aquestes anomalies genetiques es poden classificar en
anomalies monogéniques i cromosomiques.

1.4.1. Anomalies géniques (monogéniques)

Les alteracions monogéniques afecten només a un dels dos al-lels d’'un gen degut a canvis a nivell
de nucleotid. S6n causades per substitucions, delecions i/o insercions de nucleotids. Poden tenir
una heréncia Mendeliana (autosomiques dominants o recessives, lligades al sexe dominants o
recessives i mitocondrials) o no (mosaicisme i impremta geneética) (Centro de Medicina
Embrionaria, 2013).

Les alteracions multifactorials sdn aquelles que estan afectades per diferents factors (més de
dos gens), a més a més d’haver-hi una afectacio clara de I'ambient. Aixi, el risc de patir aquestes
alteracions dependra inicialment del genotip de cada progenitor. En la majoria dels casos un
dels dos sexes es veu més afectat que I'altre en I'expressid dels diferents fenotips associats
(NEWS MEDICAL, 2015).

1.4.2. Anomalies cromosomiques

Les alteracions cromosomiques sOn errors que es produeixen en la gametogénesi o en les
primeres divisions dels zigots i que donen com a resultat alteracions en el nombre de gens o en
I'ordre d’aquests dins dels cromosomes. Si I'error es déna en la gametogenesi, trobarem que
totes les cél-lules del nou organisme presentaran I’'anomalia. En canvi, si es dona en les primeres
divisions del zigot, es pot donar un cas de mosaicisme en el qual algunes cel-lules del nou
organisme presentaran les anomalies i altres no. Les alteracions cromosomiques es divideixen
en en numeriques i en estructurals.

Les alteracions cromosomiques numeriques es caracteritzen per |'alteracié del nombre normal
de cromosomes que s’esperaria. Per un costat es presenten les aneuploidies que consisteixen
en una mala reparticié dels cromosomes en la divisio cel-lular, de manera que el resultat son
linies amb trisomies, monosomies i nul-lisomies (letals). Per altre banda una poliploidia és el fet
de presentar 3 0 més jocs complerts de cromosomes (triploidia i tetraploidia son els casos més
frequents) ( JF Griffiths, 2000).

Les anomalies cromosomiques estructurals es produeixen quan hi ha un trencament que afecta
a un o més cromosomes i no es hi ha una reparacié correcta. Quan el trencament cromosomic
es produeix a la linia germinal es consideren hereditaries. Quan les alteracions es produeixen a
la linia somatica no ho sén. Les causes d’aquest tipus d’alteracié sén les translocacions
robertsonianes, translocacions reciproques, delecions, insercions, duplicacions, mosaicisme,
isocromosomes i cromosomes en anell (University of Rochester, 2015).

2. OBJECTIVES

The main objective of this project is to review the current state of the assisted reproductive
techniques (ART) in relation to the preimplantational genetic diagnosis (PGD). The interest of
this work is focused in those genetic techniques destined to predict the birth of healthy
newborns.



The specific objectives of this project are:

- To check the validity of the genetic techniques used in PGD destined to predict the embryo
state before its implantation.

- To assess and compare from an ethical and legal point of view the current use of the PGD
techniques in Spain and around the world.

3. MATERIAL | METODES

Per a dur a terme aquest treball s’ha realitzat una primera cerca bibliografica general que ha
consistit en una seleccié del fons de la Biblioteca de la Universitat de Girona d’aquells textos
cientifics i articles de revisié en el camp de la reproduccié assistida i més concretament en el
diagnostic genétic preimplantacional.

Seguidament i, al llarg de la realitzacid del treball, s’ha anat especialitzant més la cerca
bibliografica mitjangant la seleccidé d’aquells articles indexats publicats a diferents bases de
dades (PubMed -Medline, Scopus, ScienceDirect i Wiley) i que se centren en les tecniques de
diagnostic genétic preimplantacional utilitzades fins a I'actualitat.

Inicialment aquesta cerca a les bases de dades s’ha dut a terme a partir d’una primera seleccio
amb les paraules clau: assisted reproduction, DGP i PGS on s’han trobat articles generals per a
situar el context del DGP i les diferencies d’aquest amb el PGS. S’ha seleccionat cada article en
base a I'especificitat de I'assaig experimental i I'any de realitzacié d’aquest degut a que la
reproduccio assistida és un camp en constant evolucid.

A mesura que s’han anat tractant els diferents temes s’ha realitzat una segona seleccié de
manuscrits a partir d’altres paraules clau especifiques de cada tema.

En la majoria de casos s’ha basat la cerca en aplicacions de la Reproduccié Assistida en I’espécie
humana.

Per tal de complementar la recerca bibliografica en que es fonamenta aquest treball es va
realitzar una estada d’una setmana als laboratori del grup Girofiv de Reproduccid Assistida a la
Clinica Girona (Girona) on s’ha pogut observar, de primera ma, les técniques basiques de la
reproduccid assistida com sén, les diferents tecniques de manipulacié de gametes i pre-
embrions, les técniques ICSI, IMSI, DGP, la transferencia embrionaria.

Inicialment es va intentar aconseguir les dades relatives al DGP en els ultims tres anys del maxim
de cliniques de reproduccio assistida de Catalunya tot i que no va ser possible. Malgrat es van
dirigir nombrosos correus, no es va obtenir resposta de la majoria i per tant no es va poder dur
a terme un tractament estadistic de les dades. A partir de les dades obtingudes s’ha pogut fer
una valoracié subjectiva del grau d’aplicabilitat de la tecnica del DGP.

Tanmateix es va fer una breu estada a Reprogenetics (Barcelona), un laboratori dedicat a la
genetica reproductiva, on es va poder observar les dues técniques principals utilitzades
actualment en el DGP: la PCR amb seqlienciacid i els microarrays de CGH.



4. RESULTATS | DISCUSSIO

4.1. Indicacions per a realitzar un DGP

El DGP és una tecnica recomanada en casos en que I'historial clinic de la parella o d’algun dels
progenitors presenta o pot presentar anomalies genétiques que poden afectar a la descendeéencia
i, per tant, la seleccié d’un embrid sa abans de la seva transferéncia pot evitar-ho. Fins a la
primera aplicacio clinica del DGP (Handyside et al., 1990) només es podia evitar la transmissié
de malalties genétiques a la descendéncia mitjancant el diagnostic genetic prenatal (DP) i el
corresponent avortament terapéutic. De totes maneres, no es tracta d’'una metodologia
aplicada de forma rutinaria arreu degut a la seva complexitat, cost economic i marc legal.

En els paisos en que la legislacié ho permet, el DGP s’ofereix, sempre necessariament associat a
un cicle de FIV o ICSI, a parelles que pateixen o sén portadores d’alguna malaltia genética o amb
familiars directes que la pateixen o en sén portadors i que pot ser transmesa a la seva
descendéncia. També es pot utilitzar com a eina terapéutica en dones que han patit avortaments
recurrents, ja sigui amb o sense la utilitzacié de tractaments de FIV, sense coneéixer la causa
exacta o per errors d’implantacié de I'embrié a les parets de I'Gter.

La Sociedad Espafiola de Fertilidad (SEF) facilita un arxiu amb recomanacions relacionades amb
el diagnostic genétic preimplantacional que recullen diferents aspectes com sén els criteris
d’inclusid i exclusi6 en DGP, aconsellant la seva realitzacié quan el diagnostic genetic és
tecnicament possible, la seva fiabilitat elevada, la taxa d’éxit acceptable, les tecniques de
reproduccio assistida factibles i no aconsellant la seva realitzacié quan el diagnostic genétic no
és técnicament possible o de resultat incert, quan la taxa d’exit no és acceptable o si les
técniques de reproduccié assistida estan contraindicades.

Actualment el DGP és una técnica inclosa dins la cobertura que ofereix la Seguretat Social a
I'Estat Espanyol regulada per la llei 1030/2006, pero accedir-hi és dificil degut a les llistes
d’espera, requisits, proves requerides i avaluacions favorables de les comissions encarregades
de valorar la seva conveniéncia (Comissid Nacional de Reproduccié Humana Assistida). A més a
més cada centre té els seus requisits, un nombre concertat de cicles a I'any i cobreix només una
part o tot el tractament.

4.1.1. Consell genétic

En molts casos es realitza un consell genétic en el qual un grup d’especialistes que tracten el cas
analitzen la situacio clinica de cada parella i informen dels diferents procediments de RA que es
poden realitzar, entre ells el DGP. Una indicaci6 afegida per a realitzar el consell genétic son les
poblacions amb un major risc de patir malalties degut a I’alta consanguinitat com és en el cas de
certs grups etnics.

En el consell genetic s’informa objectivament als pacients de les conseqliencies de I'anomalia
cromosomica o la malaltia geneética de la que en sén portadors, les probabilitats de transmetre
I’'anomalia cromosomica o malaltia geneética, les possibilitats de prevenir-la, evitar-la o millorar-
la i dels possibles beneficis de la realitzacié del DGP. Tanmateix, el o els pacients han de signar



el consentiment informat on ha de constar-hi, com a minim, la seglient informacio: objectiu del
DGP, procediment del procés de FIV-DGP, especificant la unitat on es realitza cada un dels
procediments, en qué consisteix la bidpsia embrionaria i la técnica diagnostica que s’utilitzara,
limitacions de la técnica, riscs associats a la metodologia (biopsia embrionaria i analisi genetica),
possibles beneficis, alternatives al DGP, aspectes legals relacionats amb el DGP i firma de
consentiment mitjangant I'arxiu de consentiment informat facilitat per la SEF (SEF, 2015).

4.2. Marc legal del DGP

La legislacio espanyola regula la Reproduccié Humana Assistida a partir de la Llei 14/2006 del 26
de maig (BOE num. 126) i la Llei 1030/2006 del 15 de setembre que regula les cobertures de la
Seguretat Social (annex 3, BOE num. 269).

La Llei 14/2006 decreta que el DGP es pot dur a terme amb finalitat de prevencié de la
transmissio de malalties o trastorns d’origen cromosomic o genétic greus, d’aparicié precog i no
susceptibles de tractament curatiu mitjancant els coneixements cientifics actuals, amb I'objectiu
de dur a terme la seleccié embrionaria dels preembrions no afectats per a la seva transferéncia.
Les situacions concretes per les que es pot indicar el DGP amb finalitat preventiva son: malalties
monogeniques susceptibles de ser detectades per DGP i anomalies cromosomiques estructurals
0 numeriques maternes o paternes.

El DGP es pot realitzar amb aquesta finalitat quan es compleix que: existeix alt risc de recurréncia
de la malaltia present en la familia i que el trastorn genetic pugui generar greus problemes de
salut, és a dir, que la malaltia de base genética comprometi 'esperanca de vida i/o qualitat de
vida del nounat (discapacitat intel-lectual, sensorial o motora) no susceptible d’un tractament
curatiu respecte als coneixements cientifics actuals. Tanmateix és necessari que el diagnostic
genetic sigui possible i fiable i inclogui un informe de consell genétic on s’especifiqui I'estatus
genetic de la parella o familia consultant en relacié a la malaltia i la identificacid del gen implicat,
la mutacié responsable i la certesa de la relacié fenotip/genotip. Aquests requisits inclouen que
ha de ser possible realitzar un procediment de fecundacié in vitro/injeccié espermatica
intracitoplasmatica (FIV-ICSI) amb una resposta adequada després d’una estimulacié ovarica
controlada. A més s’han de complir els criteris especifics per a FIV amb gametes propis.

A més a més dels criteris anteriors sera necessari una autoritzacié expressa de l'autoritat
sanitaria corresponent, previ informe favorable de la Comissié Nacional de Reproduccid
Humana Assistida.

La Llei també contempla que es pugui realitzar el DGP amb finalitat terapéutica a tercers: DGP
en combinacié amb la determinacié dels antigens de histocompatibilitat HLA (antigen leucocitari
huma) dels preembrions in vitro per a la seleccié de I'embrié HLA compatible. Els criteris
especifics per a accedir a aquesta tecnica son: dones amb edat menor a 40 anys en el moment
d’indicacid del tractament i amb una reserva ovarica suficient per a la finalitat del tractament
que es persegueix, existéncia d’indicacié reconeguda, és a dir, fill previ afectat de malaltia que
necessita tractament amb precursors hematopoetics procedents d’'un germa histocompatible i
I'autoritzacid expressa de l'autoritat sanitaria corresponent, previ informe favorable de la
Comissio Nacional de Reproduccié Humana Assistida.

Segons aquesta mateixa llei el limit maxim de cicles de tractament és de tres cicles amb
estimulacié ovarica i tres cicles addicionals després de la valoracié clinica pel facultatiu
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especialista o, en el seu cas, per la Comissié Nacional de Reproduccié Humana Assistida dels
resultats obtinguts en els tres cicles inicials. Aquest limit podra reduir-se en funcié del pronostic,
i en particular dels resultat dels tractaments previs.

D’altra banda, la Llei 1030/2006 que regula les cobertures de la Seguretat Social decreta que els
centres degudament autoritzats poden practicar técniques de diagnostic preimplantacional per
a la deteccid de malalties hereditaries greus, d’aparicié precog i no susceptibles de tractament
curatiu postnatal d’acord amb els coneixements cientifics actuals, per tal de portar a terme la
seleccié embrionaria dels preembrinos no afectes per a la seva transferéncia, la deteccié d’altres
alteracions que puguin comprometre la viabilitat del preembrié. L’aplicacié de les técniques de
diagnostic preimplantacional en aquests casos s’ha de comunicar a l'autoritat sanitaria
corresponent, que n’ha d’'informar a la Comissié Nacional de Reproduccié Humana Assistida .

4.3. Metodologia del DGP

Com s’ha comentat anteriorment, la realitzacié del DGP implica necessariament sotmetre’s a
tecniques de reproduccié assistida per tal d’obtenir oocits fertils, fecundar-los amb
espermatozoides, obtenir els embrions, seleccionar-los i transferir-los a I’Gter de la pacient.

El primer pas consisteix en una estimulacié de la superovulacié a partir de I'administracié de
diferents dosis d’hormones al llarg d’un cicle, seguit d’una puncié ovarica. La mitjana d’oo0cits
extrets és de 8-10 d’alta qualitat. Els oocits es classifiquen en funcié de la seva maduresa i
caracteristiques morfologiques i es co-incuben amb espermatozoides (de la parella o de donant)
per a ser fecundats in vitro (FIV). En casos més complexes es pot realitzar una ICSI/IMSI
(Intracytoplasmic Sperm Injection/ Intracytoplasmic Morphologically Selected Sperm Injection)
on es seleccionen els millors espermatozoides per a ser introduits mecanicament ens els
diferents oocits. Els oocits fecundats presentaran dos pronuclis i seran preservats en cultiu.
Actualment s’utilitza I'aparell embryoscope per a minimitzar les alteracions en les condicions en
que es troben els pre-embrions i on es registra tot el procés en imatges. En els dies posteriors
es seleccionaran aquells pre-embrions que presentin bones caracteristiques morfologiques i
se’ls realitzara el DGP abans del dia 6 després de la fecundacié. Una vegada s’obtenen els
resultats de les diferents analisis de DGP, es seleccionaran d’1 a 3 pre-embrions (nombre maxim
establert per la llei espanyola, REF) per a ser transferits intra-tubaricament a la pacient; els altres
pre-embrions seran criopreservats i emmagatzemats. Una vegada transferits a la pacient els
pre-embrions seleccionats per DGP, se li realitzara el seguiment posterior per a determinar I'exit
o no del procés d’embaras. S’ha de tenir en compte que I'exit del procés no només depen dels
resultats del DGP sind també d’altres factors, entre d’altres, la criopreservacié de
I’espermatozoide, I'edat de la mare, I'estat fisiologic i psicologic de la mare, els factors
ambientals, la fragmentacié del DNA espermatic, etc.

4.4. Etapes del DGP

4.4.1. Biopsia embrionaria

La biopsia embrionaria es realitza a partir de pre-embrions en condicions de cultiu de FIV i a
partir del tercer dia quan ja ha experimentat varies divisions mitotiques. El fet de realitzar la
biopsia en I'estadi de 2-4 cél-lules (segon dia de cultiu) pot produir una reduccié de la massa
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cel-lular interna (MIC) de I'embrié la qual cosa pot afectar notablement en el seu posterior
desenvolupament. Existeixen tres tipologies de biopsia, tot i que actualment les dues ultimes
son utilitzades amb més freqiiéncia (Braude et al., 2002; Sermon, 2004; Moreno, 2007):

e Biopsia del corpuscle polar: permet extreure el primer corpuscle polar (CP), de 'oocit, i
el segon, del zigot. Aquest tipus de biopsia permet estudiar només el material geneétic
matern.

e Biopsia en cél-lules de I'embrié (biopsia de blastomer): permet I’extraccié d’una o dues
cel-lules del blastomer en dia 3 i es tracta de la tecnica més utilitzada ja que és la que
permet obtenir uns resultats fiables amb menys temps. A més a més, al realitzar-se en
preembrions de unes 6-8 cél-lules, permet tenir la seguretat de que es treballa amb
preembrions potencialment viables.

e Biopsia del trofectoderma: permet extreure varies cel-lules del teixit del trofectoderma
del blastocist a dia 5-6 de desenvolupament (es recomana realitzar la biopsia amb laser).
Aguesta técnica permet definir els possibles mosaics en els embrions pero sovint
requereix de técniques de criopreservacié (a partir del 6e dia de desenvolupament)
mentre es realitzen les diferents analisis genétiques, fet que comporta una menor
eficacia de la tecnica degut a la menor viabilitat de I'embrio.

4.4.1.1. Procediment experimental

Per a realitzar el DGP és necessari el seglient equipament: un microscopi invertit amb optica de
Hoffman, el qual permet veure una imatge clara de I'’embrid, un micromanipulador hidraulic que
permet manipular amb facilitat I'embrié a biopsiar, una pipeta d’aspiracié i una pipeta de
subjeccid o holding que manté subjecte I'embrid en una placa amb medi de biopsia.

Inicialment es realitza una perforacié de la zona pel-licida de I'embrid, que pot ser portada a
terme mitjancant diferents possibles métodes: una puncié en el cas de I'extraccié del CP
(mecanicament), mitjancant el tractament amb acid Tyrode o bé a través d’un laser associat al
microscopi en el cas de la biopsia del trofectoderma. Els metodes més utilitzats sén I'acid Tyrode
seguit del laser. En un recent estudi es va poder observar que la utilitzacié del laser comporta
una menor exposicio de les cél-lules del preembrié ja que el procediment és més rapid i es creu
que aixo pot dur a una major taxa d’'implantacié (Geber et al., 2011). Aquest metode només
s’utilitza en alguns casos ja que és necessari disposar d’'un laser acoblat a un microscopi.
Generalment les empreses que realitzen el DGP acostumen a desplagar-se fins als centres de RA
per a realitzar la biopsia dels preembrions, de manera que no els permet utilitzar el laser ja que
comportaria que tots els centres de RA disposessin d’un. Aixi, en aquests casos la técnica més
atil és utilitzar I’acid Tyrode el qual no requereix un transport costds. El métode de I'acid Tyrode
consisteix en aplicar una petita quantitat d’acid per a originar un petit orifici a la zona pel-lucida
del preembrié, de manera que es pugui extreure una cél-lula per aspiracié. Tant I'extraccio del
CP com del blastomer es realitza mitjancant aspiracid (pipeta d’aspiracid), i en el cas del
trofectoderma I'extraccid es realitza mitjangant I'estrangulament.

El nombre de cel-lules biopsiades dependra de I'embrié i el professional que realitzi el
procediment, tot i que es recomana extreure només una cel-lula fins a dia 5. Sempre s’intentara
realitzar la biopsia en cél-lules mononucleades i en el cas que I'analisi no sigui valida es podra
tornar a biopsiar el mateix embrioé (es recomana utilitzar el mateix orifici per a aspirar la cél-lula).
Una vegada ha acabat el procés, s’ha de rentar els embrions i passar-los a un medi de cultiu
sense restes d’acid o del medi de biopsia. Els embrions biopsiats es mantenen de manera
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individual, sempre ben identificats, en cultiu en les condicions optimes fins a obtenir els resultats
de les analisis en el DGP. En els casos en que I'embrié arribi als 6 dies de cultiu, aquest és
criopreservat, tot i que es pot mantenir en cultiu fins a 14 dies tal com decreta la Llei 14/2006
de 26 de maig (article 15, apartat 1.b).

En el cas que un embrid quedi danyat en el procés de biopsia, aturara el seu creixement i ja no
sera apte per a ser transferit. Les metodologies de bidopsia han de presentar un risc de dany a
I’embrio inferior a I’'1% (SEF Recomendaciones, 2015).

Després de la transferéncia embrionaria els embrions sobrants hauran de ser criopreservats o
bé per a una posterior utilitzacié per part de la mateixa pacient o en donacions a altres pacients
o en donacions a la ciencia. Els embrions sobrants no podran ser destruits i hauran de ser
criopreservats (Capitol 3- article 11.4 de la Llei 14/2006 de 26 de maig).

Figura 3. Procediment en I’extraccio d’un blastomer en la biopsia per a un DGP on es pot observar la seqiiéncia
d’esdeveniments (1-5) (Imatge obtinguda a partir de I'enregistrament d’un DGP realitzat per Reprogenetics a la
Clinica Girona amb el grup Girofiv).

4.4.2. Estudi genetic

Una vegada realitzada la biopsia embrionaria es du a terme I'analisi genética de les cel-lules que
s’han obtingut de cada preembrid. Les analisis a realitzar han de ser molt precises ja que se sol
disposar de poques cél-lules de cada preembrid (1-2 en el cas de la biopsia d’un blastocist) a més
a més de disposar de poc marge de temps degut a que I'eficacia d’implantacié es va reduint.
Generalment es criopreserven els embrions per vitrificacié en el dia 6 del seu desenvolupament
per a maximitzar les possibilitats d’implantacid, tot i que la llei permet desenvolupar-los en medi
fins al dia 14. Actualment el DGP utilitza basicament una d’aquestes tres técniques: PCR, FISH i
microarray. La utilitzacié d’una o altra depén de I'objectiu a assolir tot i que hi ha altres factors
qgue poden afectar.

4.4.2.1. Fluorescent in Situ Hybridization (FISH)

La técnica Fluorescent in Situ Hybridization (FISH) és una de les més utilitzades fins al moment.
Aguesta s’utilitza sobretot per al sexatge dels preembrions en casos de malalties lligades al sexe
(cromosoma X), en cribratge d’aneuploidies i en estudis de segregacions anormals que
desenvoquen en anomalies estructurals.
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Aguest metode consisteix en mesurar el nombre
de senyals que ddna el nucli del blastdmer durant
I'aplicacio de la técnica. En aquesta, s'uneix una
sonda marcada amb un fluorocrom a una zona
especifica coneguda. Cada sonda determina una
zona concreta del DNA i té un temps especific
d’hibridacid, de manera que s’han de dissenyar per
separat i utilitzant fluorocroms de diferents colors
per a diferenciar-los. Per a que les sondes es
puguin unir al DNA del preembrié i aixi emetre
fluorescéncia cal dur a terme la desnaturalitzacio
del DNA i que aquest no es trobi en forma de doble
hélix. Un microscopi de fluorescéncia sera

Figura 4. Imatge d’una FISH multicolor emprant
I'encarregat de mesurar els diferents pics de llum  sondes per als cromosomes 13 (vermell), 16 (blau

a les diferents longituds d’ona i aixi poder pal-lid), 18 (blau fosc), 21 (verd) i 22 (groc)

analitzar els resultats obtinguts (Sermon, 2004; (Abdelhadi, 2003).

Informes, Estudios e Investigacidn, 2011). Aquesta técnica només permet analitzar 12 dels 23
parells de cromosomes que conté una cel-lula humana (Abdelhadi et al., 2003), fet que fa que
cada vegada es vegi més substituida per la técnica de microarrays de CGH. Es recomana analitzar
els cromosomes més freqlientment implicats en cromopaties viables i avortaments durant el
primer trimestre, els quals sén els cromosomes 13, 16, 18, 21, 22, X i Y. En funcié de cada cas es
recomana incloure altres cromosomes. Tenint en compte les limitacions del diagnostic realitzat
en cel-lules Uniques i el possible mosaicisme embrionari, amb la técnica FISH el risc d’error en el
diagnostic és de 0,9%. En tots els casos s’ha d’informar a la parella de les limitacions de la técnica
i de les seves diferencies respecte a técniques citogenetiques de diagnostic prenatal. Les
diferéncies principals entre aquests és el risc de patir mosaicisme embrionari i el nombre de
cromosomes analitzats (SEF Recomendaciones, 2015).

La técnica FISH també s’utilitza en espermatozoides com a estudi previ. Aquesta analisi permet
determinar la preséncia d’anomalies cromosomiques en els espermatozoides i aixi determinar
el risc de transmissio a la possible descendéncia. Aquesta tecnica es recomana en parelles que
han patit avortaments recurrents.

4.4.2.2. PCR

La Polymerase Chain Reaction (PCR) és una técnica que permet duplicar un nombre il-limitat de
vegades un fragment d’ADN en un procediment in vitro. En DGP s’utilitza per a I'estudi de
malalties monogeniques (directament a través de la mutacié del gen o indirectament a través
de marcadors moleculars associats) i en la cerca d’embrions histocompatibles. En aquest cas és
necessari que la fecundacié es realitzi mitjancant una ICSI. Es recomana que |'estudi genetic
garanteixi una fiabilitat d’'un 80-90% d’amplificacié de les cél-lules analitzades i una fiabilitat del
95% amb taxes de perdues al-leliques inferiors al 10% (SEF Recomendaciones, 2015).

La PCR es va desenvolupar per Kary Mullis el 1983. Aquesta es basa en utilitzar la DNA polimerasa
per a sintetitzar noves cadenes d’ADN complementaries a una cadena existent (la més utilitzada
és la Tag DNA polimerasa) realitzant varis cicles on es va variant la temperatura. La DNA
polimerasa és un enzim capag d’afegir nucleotids (A, T, G i C) a I'extrem 3’ on hi ha el grup OH.
Necessita d’un primer a partir del qual amplificara a partir de la primera base en cada cicle.
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Aquest primer sera el que especificara la zona a

amplificar, de manera que es pot dissenyar els s
primers especificament per a una regid d’interés e
(gen/mutacié conegut o marcadors associat a 0;‘:&7“‘ i i
aquest). El procés d’amplificacié consta de 3 S

passos: desnaturalitzaci® del DNA a una e 0 3
temperatura de 952C durant 5 minuts (separacié o :7::5’& :

de les cadenes de DNA que estan es forma de T - - _-/""'"'
doble helix), cicles de temperatura on s’uneixen @ taniss i i
els primers (de 55 a 652C depenent dels primers ::'.‘:“::".‘:“‘;’E’ B

arimec

dissenyats), elongacié (68-722C) on la DNA —
polimerasa actua i desnaturalitzacié dels primers / o
(aquests es separen per seguidament poder tornar coter - :

a comencar el cicle de 30 a 35 vegades). Per acabar _"‘.:.. 1 ? é é é

la PCR es reajlltz.a un ultim pas dfelongauo ala L // ,/ \ / \\ .\\‘
temperatura optima de la DNA polimerasa durant e ;

uns 5 minuts (Obradors, 2009). Quan s’acaba la {%4 é é é E é é

reaccié en cadena s’obté bilions de copies del afd | ¥
fragment d’interés (NCBI, Polymerase Chain

Reaction). A partir del producte es realitza un
estudi genétic.

Figura 5. Funcionament d’una PCR. (Imatge
obtinguda de http://schoolworkhelper.net/pcr-uses-
steps-purpose/).

En alguns casos, previament a la PCR, es realitza una amplificacié de tot el genoma de la cél-lula
o Whole Genome Amplification (WGA). Aquesta técnica s’aplica quan és necessari estudiar un
nombre elevat de regions com és el cas de la cerca de germans histocompatibles els quals han
de presentar un gran nombre de marcadors iguals (Informes, Estudios e Investigacién, 2011). En
aquests casos s’utilitza una PCR-multiplex en la qual s’utilitzen diferents primers alhora.

Quan es coneix la mutacié exacta causant de la malaltia es pot fer una deteccié directa
amplificant per la mutacid en si. També pot succeir que es coneguin marcadors com
microsatel-lits associats, el que permet una deteccié indirecta. Si es coneix tant la mutacié com
els microsatel-lits associats, és aconsellable utilitzar ambdds per a minimitzar el risc d’error. En
el cas que es conegui la mida de I'al-lel normal, es pot detectar les anomalies que afectin a la
mida com insercions i delecions. Per a la deteccié de mutacions puntuals s’utilitza el metode de
MiniSequencing en el qual a partir d'un primer es sintetitza una nova cadena amb nucleotids
marcats fluorescentment (amb diferents colors) el qual és llegit i permet coneixer si la mutacié
hi és present o no. La diferencia basica amb la seqlienciacid és que només es busca el punt exacte
de la mutacid, per tant aquest ha de ser préviament conegut (Obradors, 2009). Degut a
problemes inherents al processat de les biopsies obtingudes, s’estima que un 10% dels embrions
biopsiats no tindra diagnostic (SEF Recomendaciones, 2015).

4.4.2.3. Microarray de hibridacié genomica comparada (CGH)

El microarray de CGH o hibridacié gendmica comparada consisteix en una técnica que s’ha
desenvolupat molt recentment en el camp de I'analisi del DGP. Aquesta téecnica permet, a
diferéncia de la técnica FISH, analitzar el genoma complert (23 parells de cromosomes) d’una
cél-lula i aixi poder determinar les anomalies quantitatives genétiques en una sola analisi.
Aguesta tecnica permet coneixer les possibles insercions (increment d’ADN respecte una mostra
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control) i delecions (disminucié d’ADN) en genoma d’una cél-lula. Es una técnica indicada en la
deteccié de deficits mentals, autisme, dimorfismes, defectes congénits, avortaments recurrents
on no es coneix la causa, edat materna avancada, etc.

Els microarrays son dispositius en els quals es col-loquen sondes, una al costat de I'altre, en un
espai molt petit. Aquestes sondes sén de ADN en punts microscopics d’un portaobjectes, les
quals sén impreses a la placa a partir d’un robot. La mostra marcada fluorescentment hibridara
amb les sondes emetent diferents fluorescencies.

En aquesta analisi s’utilitzen dues mostres d’ADN control o de referencia (d’un individu femeni
i d’'un masculi sans) per a determinar la quantitat d’ADN d’una mostra problema, en aquest cas
les cel-lules biopsiades de diferents preembrinos. Cada mostra amplificada a partir de WGA
basat en PCR es situa en un xip (a cada xip hi caben 4 mostres) i es marca amb dos fluorocroms
qgue emeten fluoresceéncia de diferent color.

Un cop les mostres han hibridat, emeten diferents fluorescéncies (verd, vermell o la combinacio
dels dos, groc). A partir de la comparacié de la fluorescéncia emesa per les mostres a analitzar i
les mostres control es pot coneixer si hi ha un excés, manca o igual ADN que en les mostres
control (sanes). Aixi, amb aquest estudi es pot determinar la quantitat d’ADN que es té (de cada
cromosoma) pero no es pot predir les possibles translocacions, mutacions , inversions i mosaics
per sota del 30% de la poblacié cel-lular. A més a més permet predir el sexe del preembrid, el
qual és utilitzat només en el cas de sospitar de malalties lligades al sexe (Miret, 2013).

Figura 6. Xip de microarray on s’observa la diferéncia de
fluorescéncia en cada pic. Cada pic representa una sonda
coneguda diferent que pot hibridar amb la mostra.
(Imatge facilitada per Reprogenetics).
Degut a que permet un analisi més exhaustiu que la técnica FISH, els microarrays de CGH han
passat a substituir cada vegada més a la técnica de FISH tant emprada fins al moment, tot i que
es tracta d’una técnica cara i requereix de més temps respecte a FISH (Informes, Estudios e
Investigacion, 2011).

Els resultats d’un microarray sén analitzats mitjancant un programa informatic que permet
comparar cada cél-lula biopsiada amb les mostres control i aixi determinar I'estat de cada
preembrid. Els resultats es mostren per quantitat d’ADN (de més i de menys en relacid als
controls) per cada preembrié i per parells de cromosomes (Figures 7, 8 i 9).
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Figura 7. Comparacio de la quantitat d’ADN d’un preembrid respecte una mostra control d’'un mascle (esquerre) i d’una femella (dreta).
El preembrié presenta una quantitat normal d’ADN (dins les linies de referéncia) i és de sexe femeni (presenta igual quantitat d’ADN
respecte al control femella). El preembrid pertinent seria favorable per a ser transferit (Imatge facilitada per Reprogenetics).
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Figura 8. Comparacio de la quantitat d’ADN d’un preembrid respecte una mostra control d’un mascle (esquerre) i d’una femella (dreta).
El preembrié presenta una quantitat normal d’ADN i és de sexe masculi (presenta una quantitat igual d’ADN que el control mascle). EI
preembrid seria favorable per a ser transferit (Imatge facilitada per Reprogenetics).
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Figura 9. Comparacio de la quantitat d’ADN d’un preembrid respecte una mostra control d’un mascle (esquerre) i d’una femella (dreta).
El preembrid presenta una quantitat anormal d’ADN en els cromosomes 2, 3, 6, 8, 11, 12, 19, 21, 22 i X. Es tracta d’un embrié de sexe
femeni XXX (Sindrome de la triple X). En aquest cas el preembrid no seria favorable per a ser transferit ja que presenta un gran nombre

d’anomalies genétiques (Imatge facilitada per Reprogenetics).
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4.5. Transferéncia embrionaria (TE)

Una vegada obtinguts els resultats de I'estudi genétic per a cada preembrié es comparen entre
si per a poder determinar quin/s embrid/ns sén susceptibles de ser transferits. En alguns casos
les anomalies genétiques son presents en tots els preembrions i s’ha de recdrrer a utilitzar altres
tecniques com preembrions o oocits de donants.

La transferéncia embrionaria (TE) consisteix en el procediment en el qual es diposita I'embrid/ns
a I'dter de la pacient, normalment al fons de la cavitat uterina i principalment a la paret
posterior. En el cas que s’hagin detectat preembrions bons per a la TE es procedira a seleccionar
els més adients segons les seves caracteristiques morfo-fisiologiques en el nombre adequat. La
Llei Espanyola decreta que podran ser transferits un maxim de 3 embrions per dona en cada
cicle reproductiu (BOE, Llei 14/2006, Capitol I, Article 3.2). Transferir només un sol embrid
disminueix molt les probabilitats de que aquest s’implanti, perd transferir-ne 3 comporta un
major risc d’embaras multiple, de manera que per a cada cas s’adapta a les condicions de la
pacient.

Una TE es realitza en una sala médica o quirofan sense necessitat d’anestésia. Hi intervenen un
metge embrioleg i un bioleg del laboratori de FIV. Inicialment s’introdueix un espécul esteril per
a obrir el canal vaginal. Seguidament es neteja el cérvix amb gasses i serum fisiologic esteril. Es
neteja I'endocérvix amb medi de cultiu i s’aspira el moc cervical de manera curosa per a no
provocar cap tipus de sagnat. Es comprova que un catéter s’introdueixi facilment a través del
cérvix i seguidament 'embrioleg passa a carregar una canula amb el/s embrid/ns seleccionat/s.
Seguidament s’introdueix la canula a través del cervix fins el centre de la cavitat endometrial i
s’injecten els embrions. A través d’un ecograf es pot visualitzar el recorregut del catéter i com
es diposita els embrions (s’observa una petita gota de color blanquinds). Seguidament ja es pot
retirar el catéter lentament i es comprova que no hagi quedat cap embrié en aquest (Garcia,
2007).

En alguns casos hi ha una gran dificultat de travessar el cérvix per el mateix canal i es passa a
realitzar una transferéncia embrionaria transmiometrial. Aquesta técnica es realitza en el
quirofan i si requereix d’anestésia. Consta d’un procediment similar a la TE, amb la diferéncia
gue es travessa el cervix quirdrgicament per a poder alliberar els embrions a la cavitat uterina.
A més a més, requereix d’un temps de repos d’una hora post-operacional (Urbina et al., 2008).

4.6. Aplicacions cliniques del DGP

La tecnica del DGP té tres funcions principals: incrementar les taxes d’implantacié, reduir el risc
d’avortaments espontanis i evitar els naixements d’individus cromosdmicament anormals. Dins
d’aquesta tercera aplicaci6 la ESHRE (European Society of Human Reproduction and
Embryology) va estimar que des del s’han reportat més de 2500 aplicacions cliniques diferents
per al DGP/PGS (Goossens et al., 2012) agrupades dins dels seglients apartats:

Malalties lligades al sexe: es caracteritzen per ser originades per una mutacié que afecta a un
gen que es troba en un dels cromosomes sexuals, X 0 Y. Aquestes malalties poden ser dominants
de manera que un sol gen anormal determina la presencia de la malaltia. En els casos que la
mare el presenta en la X, hi ha un 50% de probabilitats de que un fill sigui afectat. Per altra banda
es pot tractar d’un gen recessiu del qual els pares en poden ser portadors i transmetre’l a la
descendéncia. Existeixen unes 300 malalties d’aquest tipus com sén la hemofilia, la distrofia
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muscular de Duchenne, el sindrome de Turner , el sindrome de Klinefelter, etc. En general en
aquests casos hi ha un 50% de possibilitats de passar la malaltia als descendents de sexe masculi,
mentre que les dones solen ser només portadores. En la majoria d’aquests casos es busca
seleccionar un preembrid de sexe femeni per aixi evitar els possibles trastorns (Garcia, 2007).

Malalties monogéniques: es caracteritzen per ser originades per la mutacié puntual d’un sol
gen. La mutacié en el gen pot causar un canvi en la sintesi de la proteina resultant d’aquest, que
aquesta no es sintetitzi, que es produeixi en excés, en poca quantitat o que la proteina sigui
diferent donant com a resultat un mal funcionament en alguna part de I'organisme i aixi
provocant la malaltia. En aquest cas també pot haver-hi una heréencia dominant o recessiva
depenent de la malaltia que es tracti (Garcia, 2007).

El DGP s’ha realitzat cercant una gamma molt amplia de malalties monogenétiques, perdo només
algunes d’aquestes necessiten d’un informe favorable de la Comissié Nacional de Reproduccio
Humana Assistida (Taula 1).

Taula 1. Llistat de malalties monogeniques cercades en el DGP. En negreta es mostren les malalties que requereixen
d’un informe favorable de la Comissié Nacional de Reproduccié Humana Assistida per a poder ser diagnosticades en
un DGP (Sdnchez, 2009; Giménez, 2012).

Achondroplasia; ACH

Acyl-CoA dehydrogenase, very long-chain; ACADVL
Adenomatous polyposis of the colon; APC

Albinisme, ocular, type |; OA 1

Alpers diffuse degeneration of cerebral gray matter with hepatic cirrhosis
Alpha 1 antitrypsin deficiency (AAT)

Amyloidosis |, Hereditary neuropathic

Ataxia-telangiectasia; AT

Blepharophimosis, ptosis, and epicanthus inversus; BPES
Brachydactyly, Type B1; BDB1

Breast cancer, BCRA1

Bruton agammaglobulinaemia tyrosine kinase; BTK

Ceroid lipofuscinosis, neuronal 2, late infantile; CLN2
Charcot-Marie-Tooth disease, demyelinating, type 1A, CMT1A
Charcot-Marie-Tooth disease, X-linked 1; CMTX1
Chondroplasia punctata 1, X-linked recessive; CDPX1
Citrullinaemia, classic

Colorectal cancer, hereditary non-polyposis, type 1; HNPCC1
Congenital adrenal hyperplasia (CAH)

Currarino syndrome

Cystic Fibrosis; CF

Darier-White disease; DAR

Diamond-Blackfan anaemia; DBA

Dystrophia myotonica 1

Ectodermal dysplasia |, anhidrotic; ED1

Ectrodactyly, ectodermal dysplasia, and cleft lip/palate syndrome 1; EEC1
Emery-Dreifuss muscular dystrophy, X-linked; EDMD
Epidermolysis bullosa lethalis

Epiphyseal dysplasia, multiple, 1; EDM1

Fabry disease

Fanconi anaemia, complementation gruup C; FANCC
Fanconi anaemia, complementation group F; FANCF

Fanconi anaemia, complementation group J

Fragile site mental retardation 1

Fragile X syndrome

Friedreich ataxia !; FRDA

Gangliosidosis, generalized GM1, type |

Glomuvenous malformation type VI

Haemoglobin-alpha locus 2; HBA2

Hemophagocytic lymphohistiocytosis, familial, 2

Hemophilia B

Homocystinuria due to deficiency of N(5, 10)-methylenetetrahydrofolate
reductase activity

Huntington disease; HD

Hydrocephalus, X-linked; LICAM

Hypophosphatasia, infantile

Immunodeficiency with hyper-IgM, type 1; HIGM1

Isovaleric acidaemia; IVA

Leigh syndrome; LS

Acyl-CoA dehydrogenase, médium-chain, deficiency
Adadenosine deaminase deficiency; ADA
Adrenoleukodystrophy; ALD

Alopecia universalis congenita; ALUNC

Alport syndrome, X-linked; ATS

Androgen receptor; (testicular feminization); spinal and bulbar muscular
atropfy; Kennedy diseaswe)

Angiodema, hereditary; HAE

Basal cell nevus syndrome; BCNS (Gorlin)

Beta Thalassemia

Blood Group- Kell- Cellano System

Brain tumor, posterior fossa of infancy, familial

Breast cancer, BRCA2

Canavan disease

Charcot-Marie-Tooth disease, axonal, type 2E
Charcot-Marie-Tooth disease, demielinating, type 1B; CMT1B
Cholestasis, progressive familial intrahepatic 2
Choroideraemia; CHM

Collagen, type IV, alpha-5; COL4AS

Colorectal cancer, hereditary non-polyposis, type 2; HNPCC2
Craniofacial dysostosis, type I; (CFD1)

Cutis laxa, autosomal recessive, type |

Cystinosis, nephropathic; CTNS

Deafness, neurosensory, autosomal recessive; EDMD3
Dysautonomia, familial

Early-onset familial Alzheimer disease

Ectodermal dysplasia, anhidrotic

Emery-Dreifuss muscular dystrophy, autosomal recessive; EDMD3
Epidermolysis bullosa dystrophica, Pasini type

Epidermolysis bullosa simplex and limb-girdle muscular dystrophy
Exostoses, multiple, type |

Facioscapulohumeral muscular dystrophy 1A; FSHMD1A
Fanconi anaemia, complementation group E; FANCE

Fanconi anaemia, complementation group G

Fanconi anaemia, complementation group A; FANCA

Fragile site, folic acid type, rare, FRA(X)(g28); FRAXE
Galactosaemia

Gaucher disease, type |

Glutaric acidaemia |

Haemoglobin-alpha locus I; HBA1

Haemoglobin-beta locus; HBB

Hemophilia A

HLA matching genotyping

Hoyeraal-Hreidarsson syndrome; HSS

Hurler syndrome

Hyperinsulinemic hypoglycaemia, familial, 1; HHF1
Hypophosphatemic rickets, X-linked dominant

Incontinentia pigmenti; IP

Krabbe disease
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Li-Fraumeni syndrome 1; LFS1 Leukoencephalopathy with vanishing white matter; VWM

Long-chain 3-hydroxyacyl-coa dehydrogenase deficiency; HADHA Loeys-Dietz syndrome; LDS

Marfan syndrome; MFS Machado-Joseph disease; MJD

Metachromatic lecodistropy Meckle-Gruber Syndrome

Methilmalonic aciddria and homocystinuria (MMACHC) Metaphyseal chondroplasya, Schmid type; MCDS
Migraine, familial hemiplegic, 1; FHM1 Microcoria-congenital nephrosis syndrome
Mucopolysaccharidosis type 1} (Hunter) Hunter-McAlpine Morquio syndrome, non-keratosulfate-excreting type
craniosynostosis syndrome Multiple endocrine neoplasia, type I; MEN1
Multiple acyl-CoA dehydrogenase deficiency; MADD

Multiple endocrine neoplasia, type IIA; MEN2A Muscular dystrophy, Becker type; BMD
Muscular dystrophy Duchenne type; DMD Myotubular myopathy 1; MTM1
N-acetylglutamate synthase deficiency Neurofibromatosis, type |; NF1
Neurofibromatosis, type Il; NF2 Neuropathy, hereditary sensory and autonomic, type Ill; HSAN3
Niemann-Pick Disease Norrie disease; NDP

Oculocutaneous albinisme, type I; OCA1 Oculocutaneous albinisme, type Il; OCA2

Omenn syndrome Optic atrophy 1; OPA1

Ornithine transcarbamylase deficiency Osteogenesis imperfecta congenita; OIC
Osteogenesis imperfecta congenita; OIC Osteopetrosis, autosomal recessive
Osteopetrosis imperfecta congenita Pancreatitis, hereditary; PCTT
Pelizaeus-Merzbacher-like disease; PMLD Peutz-Jeghers syndrome; PJS

Phenylketonuria Polycystic kidney disease 1; PKD1

Polycystic kidney disease 2; PKD2 Polycystic kidney disease, autosomal recessive; ARPKD
Popliteal pterygium syndrome; PPS Propionic acidaemia

Retinitis pigmentosa Retinitis pigmentosa 3; RP3

Retinoblastoma; RB1 Rett syndrome; RTT

Rhesus blood group, CcEe antigens; RHCE Rhesus blood group, D antigen; RHD

Sandhoff disease Sickle cell anaemia

Smith-Lemli-Opitz syndrome; SLOS Sonic hedgehog; SH

Spinal muscular atrophy, type I; SMA1 Spinocerebellar ataxia 1; SCA1

Spinocerebellar ataxia 2; SCA2 Spinocerebellar ataxia 6; SCA6

Spinocerebellar ataxia 7; SCA7 Stickler syndrome, type I; STL1

Succinic semialdehyde dehydrogenase deficiency Symphalangism, proximal; SYM1

Tay-Sach disease; TSD Torsion distonia 1, autosomal dominant; DYT1
Treacher Collins-Franceschetti syndrome; TCOF Tuberous sclerosis, type |

Tuberous sclerosis type 2 Von Hippel-Lindau syndrome; VHL
Ulnar-mammary syndrome; UMS Zellweger syndrome; ZS

Wiskott-Aldrich Syndrome; WAS

Anomalies cromosomiques numeriques i estructurals: aquest tipus d’anomalies sol ser causa
d’un error en la gametogenesi, de manera que es poden veure afectats tant els oocits com els
espermatozoides, el que déna lloc a un embrié amb anomalies cromosomiques. Les anomalies
cromosomiques numerigues més comunes son les aneuploidies i sén la principal indicacié de
DGP. Per altra banda en les anomalies cromosomiques estructurals hi distingim les
translocacions reciproques i robertsonianes, inversions i delecions. En la majoria d’aquests casos
els embrions no sén viables, el que desemboca en un avortament, normalment durant el primer
trimestre d’embaras. Aixi, en casos d’avortaments repetitius és aconsellable realitzar un DGP
per a poder determinar quins preembrions no pateixen aquestes alteracions. Aquest tipus
d’anomalies també sdn les causants dels errors d’implantacié dels embrions, de manera que en
els casos en que la pacient tingui tres o més errors d’'implantacio és aconsellable realitzar el DGP
(Garcia, 2007). Aquestes anomalies sén freqlients en dones majors de 35 anys degut a que tenen
una major probabilitat de presentar oocits geneticament alterats degut a possibles factors
mutagenics a conseqliencia de la dotacio fixe d’oocits que resten aturats a la meiosi |, de manera
que s’aconsella realitzar aquest analisi en el grup de dones majors de 35 anys (Maroulis i
Koutlaki, 2006). Les malalties més freqilients dins d’aquest grup son la trisomia del 21, donant
lloc al Sindrome de Down, el Sindrome de Klinefelter (XXY), la trisomia del 13, la trisomia del 18
i el Sindrome de la triple X.

Germans histocompatibles: en alguns casos es busca un embrié histocompatible amb un fill
anterior degut a que aquest ultim té problemes que es podrien resoldre a través d’un germa
histocompatible. Un exemple és la cerca d’un germa histocompatible per a la donacié de
medul-la Ossia en trastorns neoplasics i no neoplasics (Cardenas, 2000). Aquest tipus de DGP
requereix de |'autoritzacid previa de la Comissié Nacional de Reproducci6 Humana Assistida
degut al gran debat etic que I'envolta.
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A la Taula 2 es mostren els percentatges de DGP realitzats a I'Estat Espanyol segons I'informe
de la Sociedad Espafiola de Fertilidad (SEF) de I'any 2012.

Taula 2. Percentatge de DGP segons les indicacions (Modificada de Registre de la Sociedad Espaiiola de Fertilidad
(SEF) de I'any 2012).

DGP: Indicacions

N % sobre el total de cicles
iniciats DGP
Malalties moleculars 327 11,9%
Malalties citogenétiques 348 12,7%
Avortaments repetitius 271 9,9%
Edat materna avancada 1045 38,1%
Errors d’'implantacié 223 8,1%
Altres 283 10,3%

4.7. Limitacions del DGP
4.7.1. Técnica

La realitzacié d’un DGP no resulta sempre exitds degut a que cada técnica té la seva limitacio.
S’ha observat que la utilitzacié de técniques de RA pot provocar el naixement de nadons
prematurament a més a més de presentar un menor pes corporal i ser susceptibles de patir més
problemes en el naixement. Tot i aix0, s’ha de tenir en compte que en molts casos les técniques
de RA s’utilitzen en dones d’edat avancada, el que podria tenir a veure amb aquests resultats
observats (Taylor, 2008), pero és dificil de determinar si realment les técniques utilitzades en el
DGP afecten negativament als nounats o si esta causat per I'edat avan¢ada de les mares que es
sotmeten a aquest tipus de diagnostic.

Les técniques utilitzades en RA, i per tant també en un DGP, no sén exitoses al 100% (SEF
Recomendaciones). Les técniques que utilitzen sondes es veuen afectades degut a que aquestes
poden no ser del tot eficaces, el que du a embrions classificats com a no informatius per a algun
dels cromosomes analitzats, donant falsos negatius i en alguns casos falsos positius. En el cas de
FISH, només és possible diagnosticar anormalitats en un total de 13 cromosomes, mentre que
en el microarray de CGH es pot analitzar la totalitat del contingut genétic, amb un increment de
cost considerable. Es per aixd que en els Ultims anys aquesta técnica ha comencat a substituir
la de FISH en la majoria de cliniques.

Per a aconseguir uns resultats optims és necessari realitzar el DGP amb un nombre elevat de
preembrions, el que no sempre és possible degut a que hi ha dones a les quals no se’ls pots
extreure suficients oocits després de I'estimulacié hormonal. A més a més, el DGP comporta un
cost economic important, i com més preembrions s’analitzen més car és aquesta analisi.

Una limitacié important és el nombre de cél-lules biopsiades i, per tant, analitzades (Munné,
2002). La biopsia més utilitzada és la del blastomer, en la qual s’extreu una o dues cél-lules
depenent de I'estat del preembrié (nombre de divisions) i de I'especialista que la realitza.
Extreure més de una cel-lula pot comportar un risc de cares al desenvolupament del preembrié
el qual, tot i estar en estat totipotent, pot veure’s afectat negativament. Tot i aixi, extreure més
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de una cél-lula pot ajudar a la realitzacid de les tecniques fent-les més fiables i aconseguint
diagnostics més acurats, a més a més de I'avantatge de poder dur a terme un diagnostic de
mosaicisme. En els casos que es pot sospitar d’aquest mosaicisme també podria ser convenient
de realitzar una biopsia del teixit del trofectoderma de manera que es malmet menys I'embrid,
pero s’acaba disposant de menys dies d’analisi per a dur a terme una implantacid en fresc, el
gue redueix la taxa d’implantacié degut a la criopreservacio.

El cost de la realitzacié d’'un DGP és realment elevat degut a que no només comporta el cost de
la técnica en si, sind també de totes les técniques de RA associades a aquest. La realitzacié d’un
cicle complet de FIV juntament a un DGP té un cost aproximat total de mitjana de 5.000-7.000€.
En la Taula 3 es pot observar els costs estandards per un tractament de RA amb DGP en una
clinica de Madrid de I’any 2008.

Taula 3. Diagnéstic genétic preimplantacional (DGP-cicle). Costs estimats del procediment, any 2008 (Modificada de
Informes, Estudios e Investigacion, 2011).

FASES COSTS

1. Consulta 160-164 €
2. Analisis laboratori previs

- Cariotip, analisis bioquimics, en progenitors (cariotip en sang periferica) 75-77 €

- Estudi previ per a la valoracio de factors de risc en portadors 406-417 €
4. FIV aspiracid (sense les biopsies embrionaries) + Transferéncia incloent 2.988-3.066€
medicacié + ICSI (529,67 €)

3 bis. Biopsies embrionaries 284-292 €
3. Informativitat

- FISH 500-800 €
5. Diagnostic geneétic Preimplantacional (DGP)

- PCR (Caracteritzacio molecular en portadors de malalties hereditaries) 1.421-1.458 €
- FISH (Caracteritzacid citogenética per a la determinacid del sexe embrionari 1.218-1.250 €

i de portadors d’anomalies cromosomiques)
6. Diagnostic prenatal (DP)

- PCR 1.892-1.941 €
- FISH 1.689-1.733 €
7.

a) Abortament espontani + raspat 1.270 €

b) Embaras a terme. Part normal 1.471 €

c) Embaras a terme. Part amb cesaria. 2.287 €

d) Interrupcié de I'embaras terapéutic. 1.270 €

4.7.2. Etica

El DGP ha estat objecte d’una gran polémica des de bon principi degut al que s"anomena “nens
a la carta” més que pel fet de poder diagnosticar malalties genétiques. Es veu com una técnica
de seleccié genética que pot ser utilitzada per a seleccionar el sexe dels preembrions sense
justificacié de malaltia Iligada al sexe, o per a seleccionar altres factors dels nadons com és
I'alcada o la intel-ligencia segons els desitjos dels pares (Zhuang, 2003). En alguns casos el DGP
es realitza a partir de marcadors lligats a un possible gen mutat, perd aquests marcadors també
poden anar lligats a un gen conegut que déna un determinat fenotip, el que donaria lloc a una
seleccidé d’'un embrié amb unes determinades caracteristiques fenotipiques. En molts paisos s’ha
prohibit el DGP degut a aquest factor tot i que aquest fet es podria resoldre mitjangant un bon
control per part de la legislacié de cada pais. En molts dels paisos en els quals el DGP (veure
apartat 4.7.3. Legislacid) esta abolit es continua utilitzant el DP, la qual cosa és contradictoria ja
que aquest té la mateixa finalitat que un DGP, amb la diferéncia que es realitza sobre un embaras
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ja existent. En molts casos el que s’intenta evitar, a més a més d’un mal Us del DGP, és la
manipulacié de preembrions els quals, en moltes cultures, ja es consideren éssers vius amb
dignitat humana. Aixi, la determinacio ética de quan un preembrid passa a ser considerat un
ésser huma és fonamental per a determinar la legislacié respecte a la manipulacié d’aquests, el
qual sol anar lligat a la mentalitat de cada pais, sovint lligat a la mateixa religié. Altres decisions
importants sén qui decideix, i amb quins criteris, quins sén els embrions que poden ser
transferits, quines malalties (més o menys greus) determinen que un preembrid no és viable per
a desenvolupar-se, i quin és el desti possible des d’'un punt de vista etic per als preembrions
sobrants. En els paisos que permeten el DGP s’han creat diverses comissions d’ética per a
prendre les diverses decisions que envolten a aquest i a tot el mén de la RA.

Un altre debat étic important lligat al DGP és la utilitzacid d’aquesta técnica amb la finalitat
d’obtenir un germa histocompatible per a un individu que necessita cél-lules mare per a tractar
una malaltia greu, és el DGP amb finalitat terapeutica a tercers. A través d’aquesta técnica es
creen molts preembrions sobrants sense la garantia d’obtenir el germa histocompatible i en
molts casos aquests preembrions sobrants mai seran utilitzats. En el cas d’obtenir un individu
histocompatible, aquest estaria obligat pels progenitors a ajudar al germa fins que tingués edat
legal per a decidir-ho ell mateix, a més a més de ser conscient de que va ser seleccionat només
com a cura per a una tercera persona, el que pot comportar unes conseqiiéncies psicologiques
greus en l'individu.

Les alternatives étiques al DGP sén les de realitzar un DP o utilitzar embrions/semen de donants
sans, els quals no necessiten de la realitzacié d’un DGP per a determinar possibles alteracions.
Tot i aix0, obtenir un fill a través d’oocits i esperma de donant no sol ser tant satisfactori per a
les parelles ja que no es tracta d’un fill genéticament derivat d’aquests. Aixi, en parelles que no
accepten realitzar un DGP, DP o utilitzar gametes de donant només els resta I'alternativa de
I’adopcid, la qual sol constar d’un procediment llarg i costds. Aquesta ultima opcid és la que
solen prendre parelles amb creences religioses que castiguen la practica de la RA.

4.7.3. Legislacio

El DGP ha generat un gran ventall d’opinions a tot el mén de tal manera que ha creat una gran
discordanga tant en la ética com en la legislacid de les diferents comunitats capaces d’emprar-
lo. En general, els factors que més influencien a la legislacié que I’envolta sén el social,
tradicional, economic i religiés. En la Declaracié Universal sobre el Genoma Huma de 1997 la
UNESCO declara en sentit simbolic el genoma huma com a patrimoni de la humanitat i prohibeix
les practiques contraries a la dignitat humana, com és la clonacié humana. En I’'ambit europeu,
el Conveni d’Europa relatiu als Drets Humans i la Biomedicina del 4 d’abril de 1997 dedica el
Capitol IV al genoma huma i determina que només es podran realitzar proves predictives de
malalties genetiques o d’identificacié de portadors de gens responsables de malalties per a
finalitats mediques o d’investigacié medica, accepta la intervencié en el genoma huma per a
finalitats terapeutiques i només quan no tingui finalitats de modificar el genoma de la
descendéncia i prohibeix la seleccid del sexe, excepte en els casos que sigui precis per a evitar
una malaltia genetica greu. El Protocol Addicional a la Convencié per a la Proteccié dels Drets
Humans i la Dignitat de I’Esser Huma en respecte a I’aplicacié de la biologia i la medicina, firmat
a Paris el 12 de gener de 1998, estableix que qualsevol intervencid que sigui per a crear un ésser
huma genéticament idéntic a un altre esta totalment prohibida. Aquest conveni no va ser firmat
per tots els paisos europeus (si per Espanya) ja que alguns el van considerar massa permissiu
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(com Alemanya) o massa restrictiu (com en el cas del Regne Unit) (Jiménez, 2014). La Cort
Europea de Drets Humans va condemnar a I'Estat italia entre altres degut a la incoheréncia que
resultava de la Llei 40/2004, la qual prohibia la seleccié embrionaria per a evitar la transmissié
de malalties greus, i per altra banda admetia eliminar un fetus amb malalties greus mitjancant
un avortament. Darrere aquest i molts paisos s’amaga el factor religiés, principalment el
catolicisme. Aquest reconeix que un embrié té una dignitat humana igual a la de un nounat de
tal manera que rebutja la majoria de practiques sobre aquest, donant lloc a politiques
restrictives en els paisos creients. Per altra banda, religions com lislamisme permet la
manipulacié dels preembrions fins als 40 o 120 dies quan es déna el moment de la fusié de
I’'anima amb Ala. El judaisme permet la manipulacid fins als 40 dies com s’especifica en el Tora,
i el budisme i hinduisme tenen una visié gradual de la dignitat de I'embrid.

Cada any la Societat Europea de Reproduccié Humana i Embriologia (ESHRE) recull des del 2002
la informacio relativa a les aplicacions de la RA, entre ells el DGP, realitzant uns informes en vers
a cada técnica. A la Figura 10 es pot observar el nombre de cicles de DGP registrats per cada pais
Europeu durant I'any 2008, en el qual s’observa que el pais que més va utilitzar aquesta técnica
va ser Espanya seguit de Russia, Franca, la Republica Txeca i el Regne Unit.

Us del DGP a nivell Europeu (2008)
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Figura 10. Grafic on es mostra el nombre de cicles de DGP registrats en els paisos
Europeus durant I’any 2008 (Modificada de Ferrarretti et al., 2012).

A Espanya el DGP esta regulat per la Llei 14/2006 i la Llei 1030/2006 de la Seguretat Social (veure
apartat 4.2. Marc legal del DGP). A més a més de seguir la legislacié en alguns casos és necessari
d’una autoritzacio de la Comissié Nacional de Reproduccié Humana Assistida, la qual es reuneix
unes vegades a I'any per a que un tribunal étic discuteixi cada cas proposat. A Espanya la
Seguretat Social cobreix un nombre limitat de casos de RA a I'any i els serveis depenen de cada
centre hospitalari, com en el cas del centre hospitalari Clinic de Barcelona que cobreix un total
de 24 cicles de FIV amb DGP a I'any. En alguns centres es cobreix la totalitat del tractament pero
en altres els pacients han de pagar una part que correspondria a la de laboratori. Els tractaments
de RA dins la Seguretat Social només donen cobertura a parelles heterosexuals en les quals la
dona no sobrepassi I'edat de 40 anys, i només en la realitzacié d’un total de 3 cicles. El DGP
indicat per a avortaments recurrents es sol realitzar a partir dels 3 avortaments espontanis, de
manera que en moltes ocasions el DGP només es realitza en casos coneguts de malalties
monosomiques ja que no dona temps a realitzar-lo en presencia d’anomalies cromosomiques
estructurals i numeriques.

En general el DGP no es troba regulat legislativament: a Xina existeix un buit legal per al DGP, de
manera que és molt habitual recérrer a aquest; a I'india esta permés coneixer el sexe de I'embrié
tant abans com després de la implantacio; al Japd no hi ha una legislacié concreta, pero es
segueix les recomanacions d’una comissié que estableix que només es pot utilitzar en casos de
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possible transmissio de malalties greus; a Israel el DGP esta altament acceptat fins al punt que
esta permes elegir el sexe del preembrié per raons familiars en casos concrets; els paisos arabs
no disposen de cap legislacié que reguli el DGP, el qual esta ampliament acceptat i es realitza
habitualment.

Als Estats Units cap legislacio regula la técnica i aquesta va lligada al contracte que realitzi cada
parella amb el centre hospitalari, els quals sén privats.

El DGP és una técnica que no es troba a I'abast tant a Africa com a ’Ameérica Llatina degut a
altres preocupacions més importants com la condicié de la societat i la sanitat (Jiménez, 2014).
En general trobem que el DGP esta acceptat o no en els diferents paisos degut basicament a les
diferents cultures i étnies amb diferents creences, pero el que realment necessita aquesta
teécnica no és ser acceptada per tots aquests paisos, sind crear una legislacié que en reguli una
bona praxi.

4.8. Recopilacié de dades de la practica del DGP

Malgrat no poder recopilar les dades dels diferents centres requerits si que s’ha pogut fer una
valoracio subjectiva de I'estat actual de la técnica del DGP mitjancant les dades publicades per
la Sociedad Espafiola de Fertilidad SEF. Anualment, des de I’'any 2002, la Sociedad Espaiola de
Fertilidad (SEF) recull els resultats envers a les técniques de RA de I'estat espanyol. L'Ultim
informe emes és el relatiu al 2012 degut a la dificultat de recopilacid i contrastacié de les dades.
A continuacid es mostren algunes de les taules de dades informatives de I'informe del 2012.

A la Taula 4 es pot observar el nombre realitzat de puncions/descongelacions, transferéncies,
gestacions, embarassos ectopics, avortaments, gestacions amb evolucié desconeguda, parts i
infants nascuts amb vida respecte al tractament amb DGP. Com es pot observar, en un 83%
(1242/1493*100) de les transferéncies realitzades en el 2012 es van utilitzar embrions en fresc
els quals solen presentar una major taxa d’implantacid, tot i que en aquest cas les taxes son
majors en embrions criopreservats. Aix0 podria ser degut a que s’han utilitzat embrions
criopreservats de donants, els quals presenten millors caracteristiques ja que no pateixen
alteracions genétiques.

Taula 4. Taula de dades del DGP de I’any 2012 on es mostren les puncions, transferéncies, gestacions, embarassos
ectopics, avortaments, gestacions amb evolucid desconeguda, parts i nounats vius segons el tipus d’embrié (fresc o
criopreservat) que s’han dut a terme a Espanya (Modificada de SEF, 2012).

DGP: puncions, transferéncies, gestacions i parts

Embrions en fresc Embrions TOTAL
congelats

Puncions/Descongelacions 2341 417 2758
Transferéencies 1242 251 1493
Gestacions 568 118 686
Ectopics 5 1 6
Avortaments 83 12 95
Gestacions amb evolucié 36 12 98
desconeguda

Parts 394 93 487
Nascuts vius 463 116 579

A la Taula 5 es pot observar el nombre de gestacions que es van dur a terme. En general
s’observa que les taxes més altes es donen en les gestacions amb un sac (75-78%) degut a la
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dificultat de que s’implanti més de un embrid (sent 3 el nombre maxim de transferencia), seguit
de un 22-24% de gestacions amb dos sacs i finalment un 0,5-1,7% de gestacions amb tres sacs.
El nombre d’embrions transferits depéen de cada cas, la probabilitat d'implantacié i el desig o no
per part de la parella d’obtenir un embaras multiple. D’igual manera, els embarassos amb més
exit sén els de gestacid Unica, assolint un 74-83% dels parts, seguit dels parts amb dos fetus (18-
26%). L’any 2012 no hi va haver cap cas de part triple, de manera que totes les gestacions triples
van donar lloc a avortaments. Aquestes dades sén totalment orientatories degut a la dificultat
de recaptar-les per part de la SEF de manera que hi ha un 10-15% de les gestacions amb evolucié
desconeguda.

Taula 5. Taula de dades del DGP on es mostren les gestacions (amb 1, 2 o 3 sacs) i la multiplicitat dels
parts que van tenir lloc durant el 2012 a Espanya (Modificada de SEF, 2012).

DGP: Gestacid i multiplicitat dels parts

Embrions en fresc Embrions congelats TOTAL
SG:CStacm“s amb 1 441 (77,6%) 88 (74,6%) 529 (77,1%)
SGaecStac'ms amb 2 124 (21,8%) 28 (23,7%) 152 (22,2%)
Gestacions amb 3 3(0,5%) 2 (1,7%) 5 (0,7%)
sacs
Total gestacions 568 (100,0%) 118 (100,0%) 686 (100,0%)
Parts amb fetus unic 325 (82,5%) 69 (74,2%) 394 (80,9%)
Parts generals 69 (17,5%) 24 (25,8%) 93 (19,1%)
Parts triples o més 0 (0,0%) 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Total parts 394 (100,0%) 93 (100,0%) 487 (100,0%)
Ectopics 5(1,0%) (*) 1(0,9%) (*) 6 (1,0%) (*)
Avortaments 83 (17,2%) (*) 12 (11,3%) (*) 95 (16,2%) (*)
Gestacions amb
evolucié 86 (15,1%) (**) 12 (10,2%) (**) 98 (14,3%) (**)
desconeguda

(*) Percentatge calculat respecte al total de gestacions menys les gestacions amb evolucié desconeguda.
(**) Percentatge calculat respecte al total de gestacions.

Com es pot observar en les Taules 4 i 5, les taxes d’'implantacid, gestacid i part tenen una
tendeéncia a ser majors en els embrions congelats que en els embrions en fresc, tot i que en
general les taxes son forga similars. El que s’esperaria és que aquestes taxes fossin majors en
embrions en fresc ja que aquests s’han manipulat menys. Tot i aixi, els resultats globals per a
I'any 2012 a I'Estat Espanyol indiquen que els oocits que presenten unes majors taxes
d’implantacio son els oodcits de donants seguits dels preembrions criopreservats de donant, els
oocits propis i els preembrions criopreservats propis.

5. CONCLUSIONS

To conclude this project:
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The extensive bibliography found about the preimplantational genetic diagnosis (PGD) method
which is applicable to the assisted reproductive techniques (ART) demonstrates the great
interest generated by this topic in the current society.

The most used techniques in PGD genetic analyses are FISH, PCR and CGH microarray. All of
them could be successfully used depending on the individual case and on the chosen center.

The PGD technique is widely used in Spain as much as in the most of developed countries where
it is allowed. Spain has a particular regulation of this practice, as in the most of the European
countries where there are specific law to allow or to ban it. There are other countries where
there is no specific legislation for the use of PGD since ethical and religious aspects could be the
only restriction of its practice.
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