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Resumen:

Con el aumento de casos de nifios nacidos mediante TRA se hace necesaria la evaluacion
de los riegos que estas mismas puedan suponer para la salud de la descendencia. La
presente investigacion bibliografica recoge la informacion de 60 articulos obtenidos
mediante las bases de datos de PubMed Health, PubMed y OMIM. Los resultados
muestran que las TRA suponen un aumento del riesgo de que se den fallos en los
mecanismos de impronta gendmica, asi como alteraciones en las primeras etapas del
desarrollo embrionario. Para concluir, existen evidencias que indican que los bebés
nacidos mediante TRA parecen ser mas susceptibles a padecer sindromes como el de
Beckwith-Wiedemann (BWS) o el de Angelman (AS), asi como patologias
cardiometabdlicas, disfuncion vascular o afecciones como el sindrome de Goldenhar.

Abstract:

With the increasing cases of children born by means of ART, an assessment becomes
necessary of the risks that these may pose to the health of the offspring. This bibliographic
research collects information from 60 papers obtained through databases from PubMed
Health, PubMed and OMIM. The results show that the ART may present an increased risk
of errors in genomic imprinting mechanisms, as well as alterations in the early stages of
the embryonic development. In conclusion, there is evidence that babies born by means
of ART appear to be more susceptible to syndromes such as Beckwith-Wiedemann
syndrome (BWS) or Angelman syndrome (AS) as well as cardiometabolic diseases,
vascular dysfunction or Goldenhar syndrome.

Abreviaciones

RMA: reproducciéon médicamente asistida.
TRA: técnicas de reproduccién asistida.

OMS: organizacion mundial de la salud.

[IA: inseminacidn artificial.

FIV: fecundacioén in vitro.

FSH: hormona estimulante del foliculo.

HMG: gonadotropina menopausica humana.
GnRH: hormona liberadora de gonadotropina.
hCG: gonadotropina coriénica humana.

ICSI: inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoide.
LH: hormona luteinizante.

SNC: sistema nervioso central.

BWS: sindrome de Beckwith-Wiedemann.

AS: sindrome de Angelman.

PWS: sindrome de Prader-Willi.

SRS: sindrome de Silver-Russell.

UPD: disomia Uniparental.

DMRs: regiones de metilacion diferencial.
0AVS: espectro 6culo-auriculo-vertebral.
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1. Introduccién

1.1.  Técnicas de reproduccidn asistida: Definicion

Afio tras ano se ha visto un incremento en el nimero de parejas con problemas
reproductivos, ya sea por patologias que afectan a los 6rganos reproductores, la edad de
la madre, o a factores ambientales que afectan al recuento y la calidad espermatica del
padre. Actualmente, segin la Sociedad Espafiola de Fertilidad, hay estudios
epidemiolégicos que constatan que la esterilidad afecta a un 15% de la poblacién en edad
reproductiva en los paises occidentales (1). Hasta finales del siglo XX las parejas
incapaces de concebir una nueva vida debian resignarse a alternativas como la adopcion,
sin embargo, desde el nacimiento de Louise Brown en 1978, considerado el primer “bebé
probeta”(2), cambiaron totalmente las perspectivas de los problemas reproductivos. Tras
esto, la reproduccién asistida ha supuesto para muchas parejas, una alternativa médica
ante las dificultades para concebir hijos. Las técnicas de reproduccién asistida (TRA)
también son muy utilizadas por enfermos de cancer que han de someterse a tratamientos
agresivos como la radiacién o la quimioterapia, en ese caso se les extraen los gametos
antes de someterse a dicho tratamiento, conservando las muestras para posibilitar
futuros embarazos.

Las técnicas de reproduccion asistida se engloban dentro de la reproduccién
médicamente asistida (RMA). Tras una estandarizacién de todas las definiciones y los
procedimientos realizados en las distintas regiones y paises, la Organizacion mundial de
la salud (OMS) define las TRA como “Todos los tratamientos o procedimientos que incluyen
la manipulacién tanto de ovocitos como de espermatozoides o embriones humanos para el
establecimiento de un embarazo. Esto incluye, pero no estd limitado sélo a, la fecundacion
in vitro y la transferencia de embriones, la transferencia intratubdrica de gametos, la
transferencia intratubdrica de zigotos, la transferencia intratubdrica de embriones, la
criopreservacion de ovocitos y embriones, la donacion de ovocitos y embriones, y el ttero
subrogado. Las TRA no incluye inseminacién asistida (inseminacién artificial) usando
espermatozoides ni de la pareja ni de un donante” (3).

Segun un estudio publicado en 2012, las TRA tienen una tasa de éxito similar a las

de reproduccion natural; por otro lado, el éxito de las TRA, también depende de otros
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factores como la edad de la madre, puesto que la tasa de éxito es mayor en madres jévenes
(4). Actualmente las TRA han experimentado un gran avance en cuanto a su tecnologia y
a sus protocolos. En principio esta alternativa a la reproduccién natural se emplea cuando
se halla una alteracion tanto a nivel de tracto reproductor femenino como masculino, o
dificultades en la interaccion entre ambos. Por otro, lado también se recomiendan en el
caso de que haya antecedentes de enfermedades genéticas que el embridon pudiera
heredar y que, mediante el diagndstico preimplantacional, se puede evitar seleccionando

los embriones sanos para ser transferidos (5).

1.2. Tipos de TRA y protocolos usados

Los protocolos a utilizar dependen en gran parte de los factores causantes de la
incapacidad reproductiva natural y de la TRA a realizar en cada caso especifico, aunque
estdn bastante estandarizados. Existen diversos factores implicados en la esterilidad
reproductiva, aunque los mas comunes segin la Sociedad espafiola de fertilidad son:
factor masculino (25-35%), que engloba diversas alteraciones seminales, factor tubarico
y peritoneal (17-20%), que engloba alteraciones estructurales y/o funcionales de las
trompas de Falopio y su entorno, endometriosis (5-15%), que conforma una alteracion en
la funcion ovarica y tubarica, factor ovulatorio (25%), esterilidad inexplicada (20%) y
esterilidad mixta (20-60%)(1).

Asi pues existen diferentes técnicas de reproduccion asistida, dependiendo de la
metodologia a seguir. La inseminacion artificial (IA) no sera explicada puesto que la OMS

no la considera un TRA.

1.2.1. Fecundacién in vitro (FIV)

El proceso de FIV da comienzo con la induccién de la ovulacion gracias a una serie de
medicamentos, con el objetivo de producir y madurar los 6vulos que se encuentran en el
ovario. Es importante que durante este proceso se lleve a cabo un control riguroso de la
respuesta de la madre ante estos medicamentos. Tras la induccién de la ovulacién se
procede a la estimulacion ovarica, nuevamente gracias a farmacos, con la finalidad de
conseguir que los foliculos maduren y se liberen los dvulos. Una vez se obtengan 6vulos
maduros se procede a su extraccion. En posesion de 6vulos viables y maduros se realiza

la fertilizacion del 6vulo y la incubacion asistida selectiva. Una vez seleccionados los
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embriones viables se procede a su transferencia. Normalmente tras la implantaciéon se
administran una serie de fArmacos que aseguren o promuevan la implantacién eficiente
del embrion en las paredes uterinas, ademas del crecimiento temprano del embrion. En
determinadas circunstancias se valora si este ultimo paso es necesario, ya que dependera
de las condiciones en las que se encuentre la madre (6).

Es importante que todas las candidatas que deseen someterse a dicho tratamiento
pasen por una serie de pruebas exhaustivas de fertilidad con tal de poder ajustar y
personalizar al maximo las dosis y tipos de medicamentos utilizados (6,7). A continuacién
se explica de una forma mas detallada los diferentes pasos del procedimiento antes
mencionado.

» Estimulacion ovarica: dicho proceso requiere de un aporte farmacolégico que
podria tener, en algunos casos, repercusiones negativas para la salud de la
madre. Debido a ellos antes de recurrir a ellos, es apropiado asegurarse de que
es imposible aprovechar el ciclo de ovulaciéon natural de la madre. Si dicha
situacion no fuera posible se recurriria a la estimulaciéon ovdrica via
medicamentos tales como la Clomifeno (ver figura 1), gonadotropinas como la
Hormona estimulante del foliculo (FSH) o la gonadotropina menopausica
humana (HMG) (ver figura 1); otra opciéon son los analogos (agonistas y
antagonistas) de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), como el
Procrin o el Cetrotide respectivamente. El proceso depende en gran medida del

farmaco que se utilice, asi como de su concentracién (7,8).
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Figura 1. Enla figura de laizquierda se observala induccién de la ovulacién con Citrato de Clomifeno.
En la figura de la derecha se observa la induccién de la ovulacién mediante gonadotropinas.
Recuperado de Escudero Velando (2012) (8).

Durante el proceso es necesaria una monitorizacién, con tal de optimizar el

ciclo y la coordinacién de la maduracion del foliculo y el nimero de 6vulos.
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Ademas, también es de vital importancia a la hora de detectar posibles efectos
adversos de la medicacién, como puede ser el sindrome de hiperestimulacién
ovarica. Dichos controles normalmente se realizan mediante ecografias para
controlar el desarrollo folicular, acompafnados de la determinacion de los
niveles séricos de estradiol (7).

*» Maduracion folicular con Gonadotropina coridonica humana (hCG): la
recogida de los 6vulos depende de la maduracién folicular, dicha maduracién
sera inducida mediante un tratamiento estandarizado con hCG que limita el
pico de hormona luteinizante (LH) (7,9).

* Puncion folicular: hasta ahora el método mas fiable y seguro para obtener los
6vulos es la puncioén folicular transvaginal mediante guia ecografica. Durante
este proceso debe realizarse una sedacion intravenosa de la paciente, ademas
de realizarse una monitorizacion de las constantes vitales por un especialista
(7).

» Fecundacion del ovocito: para que la fecundacién pueda realizarse, el ovocito
ha de haber concluido su crecimiento y su maduracién tanto nuclear como
citoplasmatica de una manera eficiente y coordinada, esto es importante
puesto que alteraciones o asincronias pueden derivar en anomalias
morfoldgicas. Es importante aclarar que solo seran fecundados aquellos
ovocitos que se encuentren en metafase I, es decir, en aquellos en los cuales ya
se haya dado la expulsién del primer corpusculo polar (7,9).

Los ovocitos se colocan en un medio adecuado, capaz de responder a las
necesidades metabdlicas del embrion en cada momento evolutivo.
Normalmente se acepta el piruvato y el lactato como fuentes de energia en las
primeras fases del desarrollo, ya que el consumo de glucosa al principio es muy
bajo, pero va aumentando conforme aumenta el numero de células. Existen dos
tipos de medios de cultivo utilizados segun el volumen: microgotas (20-30 pl)
sobre una placa de cultivo y recubiertas con aceite mineral, y pocillos con un
volumen de 0,5-1 ml. A continuaciodn, se afiade una concentracién adecuada de
espermatozoides moviles, previamente seleccionados, la placa donde se
encuentran los ovocitos. Es importante que el nimero de espermatozoides sea
igual o superior a 20.000 por ovocito, y que hayan sido capacitados mediante

las técnicas de Swim-up y gradiente espermatico (7,10).
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Tras la inseminacién se recomienda un tiempo de incubacién entre 2-5 dias
antes de realizar la implantacién. Los preembriones que seran transferidos se
seleccionan mediante un estudio de su calidad, segin los Criterios de
Valoracion Morfologicos de Oocitos, Embriones tempranos y Blastocitos
Humanos descritos en el consenso ASEBIR. Los parametros que permiten
valorar la calidad embrionaria son: el nimero de células, fragmentacion,
velocidad de division, multinucleacion, tamafio y simetria de los blastomeros,
ademas del aspecto de la zona pelucida y del citoplasma (7).

Transferencia embrionaria: una vez se ha realizada la fecundacién del
ovocito, el embrion resultante ha de ser implantado en el dtero materno. La
metodologia mas eficaz consiste en una transferencia ecoguiada a través del
canal cervical mediante un catéter. Normalmente la transferencia se realiza
cuando el embrién se encuentra en fase de blastobmero o blastocisto, y es
importante tener en cuenta el grosor del endometrio, puesto que la eficiencia
de la implantaciéon aumenta si aproximadamente de 8 mm (7).

Soporte farmacolodgico en fase lutea: Se basa en la administracion de hCG via
intramuscular o de progesterona ya sea por via oral, intramuscular o vaginal.
Dicho soporte se proporciona de forma secuencial desde la puncion folicular

(7,9). Se realiza solo en los casos necesarios.

1.2.2. Inyeccion intracitoplasmdtica del espermatozoide (ICSI)

En el caso de la inyeccidon intracitoplasmatica del espermatozoide (ICSI), existe una

variacion en el protocolo que afecta a la etapa de fecundacion del ovocito. Los pasos

previos a la fecundacion del ovocito y la capacitacion de los espermatozoides, son

idénticos al caso de FIV. En este caso de la ICSI, una vez extraido el ovocito, éste precisa

un proceso de preparacion que consiste en la eliminacion de las células de la granulosa o

desnudado. Este paso es necesario para la correcta valoracion del ovocito en cuanto a su

maduracién tanto nuclear como citoplasmatica, asi como para comprobar la ausencia de

anomalias, etc. Este paso es determinante para el éxito de la técnica puesto que, como ya

se ha mencionado solo se podran utilizar los ovocitos que se encuentren en metafase Il
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Para eliminar las células de la granulosa se somete al ovocito a un proceso, que no
debe superar los 8 minutos, compuesto por dos fases: la primera se considera la fase
enzimatica, puesto que consiste en someter al ovocito a una concentraciéon de 80 Ul/ml
de hialuronidasa durante 30 segundos, tras esto se lava y se procede con la siguiente fase.
La segunda fase, considerada mecanica, supone el paso de los ovocitos a través de una
punta de pipeta de unos 150-250 um (7). A la hora de aplicar la técnica ambas fases se
dan de forma casi simultanea.

Tras esto se han de realizar dos procesos casi en paralelo. Una vez se haya
seleccionado el ovocito a fecundar, se sujeta el ovocito con una pipeta holding (ver figura
2), de tal manera que, al ejercer una pequeia presién negativa sobre €l se produzca un
efecto ventosa que permita inmovilizarlo. Por otro lado se lleva a cabo la inmovilizacién y
aspiracion del espermatozoide seleccionado. Este ultimo paso se realiza colocando la
muestra espermatica dentro de una medio con Polivinil pirrolidona al 8% o a hialuronato,
puesto que estos compuestos reducen la movilidad espermatica facilitando su aspiracion

e inmovilizacién (7).
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Figura 2. Esquema del procedimiento seguido en la técnica ICSI, en el caso de que no se produzca la
transferencia del embrién a la madre, se criopreservan los embriones. Se obtienen ovocitos por
estimulacion ovdrica, se desnudan y se realiza la ICSI. Posteriormente se cultiva el embridn o se
criopreserva. Recuperado de Sanchez-Calabuig et al. (2014) (11)

Una vez se tiene el ovocito y el espermatozoide inmovilizado se procede a la
inyeccion del espermatozoide dentro del ovocito. Dicha inyeccion se ha de realizar
evitando la zona del corpusculo polar. Durante este paso se procede a larotura del oolema,
permitiendo el contacto entre los factores ooplasmicos y los espermaticos (7,11).

Tras comprobar que la rotura de la membrana plasmatica se ha dado de una
manera correcta se procede a depositar el espermatozoide en una zona distal al punto de

inyeccion. Este ultimo paso es de vital importancia, puesto que la viabilidad y buen
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desarrollo del embrién dependen de él (7). El proceso de incubacioén del embridn, al igual
que su posterior seleccion y transferencia se lleva a cabo mediante el mismo protocolo
mencionado en la FIV.

Como se puede observar en la figura 3, la FIV y la ICSI se diferencian la una de la
otra debido a que en la ICSI el espermatozoide es depositado dentro del ovocito, ademas
del paso de desnudado propio de la misma técnica. Por lo demas la metodologia se
desarrolla siguiendo los mismos pasos. Es importante mencionar que la gran diferencia
entre las TRA y la reproduccién natural reside en el medio en el cual se encuentra el
ovocito, y el posterior preembrion durante la fecundaciéon y las primeras fases de su
desarrollo (ver figura 3). Sin embargo, las técnicas in vitro intentan imitar con la mayor
exactitud las condiciones del itero maternas vigilando parametros como la temperatura,

la humedad y la luz.
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Figura 3. Esquema comparativo del procedimiento seguido en las técnicas in vitro vs in vivo. In vitro:
(I) estimulacién ovarica con la finalidad de obtener ovocitos; (II) técnicas de FIV o ICSI para la
inseminacioén; (III) condiciones a tener en cuenta respecto al medio de cultivo de los embriones;
(IV) seleccion preimplantacional de los embriones mas viables; (V) transferencia embrionaria. In
vivo: (V) seiializacion reciproca entre el embrién y la madre tras la fecundacion del ovocito.
Recuperado de Ventura-Junca et al. (2015) (10)
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1.3. Desarrollo embrionario: etapas

El desarrollo embrionario es un proceso complejo y delicado que requiere de la maxima
coordinacion y precision. Comienza con la fecundacidon del évulo, y desde ese punto
cualquier alteracion que se pueda dar en el ambiente que lo rodea puede alterar el
equilibrio que este proceso requiere. Se define fecundacién como la fusion entre el gameto
femenino y el masculino, de esta manera se estimula al cigoto a comenzar el desarrollo.
Las diversas etapas del desarrollo que transcurren entre la fecundacién y el nacimiento,
constituyen la embriogénesis. La mayoria de los patrones de embriogénesis constan
principalmente de cinco etapas (12).

La primera etapa sucede inmediatamente tras la fecundacién, en la cual se da la
segmentacion. Durante dicha etapa el inmenso volumen de citoplasma del cigoto se divide
en blastomeros, este proceso requiere de una serie de divisiones mitoticas
extremadamente rapidas. Al final de esta etapa el cigoto se encuentra en estado de
blastula (12,13).

Tras el cese de las divisiones meidticas da comienzo la segunda fase, en la cual los
blastdbmeros comienzan a variar sus posiciones unos respectos de los otros,
produciéndose reorganizaciones celulares. En este punto se esta llevando a cabo la
gastrulacién, proceso mediante el cual se obtienen las tres capas germinales que
constituyen al embriéon en estado de gastrula: el ectodermo, el endodermo y el
mesodermo. Una vez establecidas las tres capas germinales da comienzo la tercera fase,
la organogénesis. Muchos drganos contienen células de mas de una capa germinal (13).
Por tanto, cualquier alteracion que se pueda producir durante estas etapas tendra serias
repercusiones en el individuo resultante.

En la cuarta fase, de una forma casi paralela se da la separacion de las células
germinales respecto de las somaticas. Las células somaticas daran lugar al cuerpo del
individuo, mientras que las células germinales seran las precursoras de los gametos,
interviniendo en la formacién de una nueva generacion. Aun asi, el proceso de
gametogénesis no concluye hasta que el organismo ha llegado a la madurez fisica (12). En
el caso de los humanos la dltima fase consiste en el nacimiento, pero cabe especificar que
el desarrollo continta hasta la muerte del individuo, puesto que a lo largo de su vida se
produciran toda una serie de transformaciones fisiolégicas y metabdlicas que

contribuiran a que el desarrollo continde hasta la muerte.
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1.4. Potenciales riesgos

Aunque se trate de una técnica ligeramente invasiva para la madre a nivel quirtrgico, los
procesos de estimulacion ovarica y de preparacién del endometrio podrian suponen una
alteracion fisiolégica, que si no se regulan correctamente puede dar lugar a alguna
patologia. Las complicaciones y los riesgos que se observan con mayor frecuencia son: el
sindrome de estimulacién ovarica, embarazo ectdpico, aborto espontaneo, embarazo
multiple, posibles complicaciones asociadas a la edad materna, riesgo de transmision de

anomalias cromosdémicas o aneuploidias, riesgos psicoldgicos, etc. (14)

1.5. Marco legislativo

Segun la ley Espafiola publicada en el BOE ntim. 126, de 27/05/2006, con referencia BOE-
A-2006-9292, queda estipulado que:

Segun el capitulo I, articulo 3, las TRA “se realizardn solo cuando haya altas
probabilidades de éxito, y no supongan graves riesgos en lo que concierne a la salud fisica o
psiquica de la mujer o su descendencia”. Por otro lado, “en el caso de la FIV o técnicas
similares, solo se autoriza la transferencia de un madximo de tres preembriones en cada
mujer en cada ciclo reproductivo”. Todo esto requiere de una completa informacion previa
a todos los participantes, tanto las mujeres como los donantes.

Por supuesto, segtin el articulo 4 la practica de las TRA “solo se podrd llevar a cabo

en centros debidamente autorizados para ello por la autoridad sanitaria correspondiente”.

2. Objetivo

Una vez contextualizado el tema a tratar, se expone el objetivo del trabajo, el cual consiste
en realizar una revisidn bibliografica con el fin de hallar la existencia de posibles riesgos
que las TRA puedan suponer, a largo plazo, para la salud de las criaturas nacidas gracias
a las mismas. De cara a la investigacidn se parte del siguiente supuesto:

Es evidente que estas técnicas se proponen imitar de la forma mas exacta posible
el proceso de fecundacion y reproduccion natural, pero el hecho de tener que manipular
los gametos fuera del cuerpo humano podria suponer un estrés para los mismos. Es

posible que el estrés acumulado por estos gametos durante la manipulacion, el estado y
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la calidad de la muestra espermatica, los 6vulos obtenidos, el ambiente en el cual se realice
la incubaciéon del embrién o el entorno hormonal al cual esté sometido durante cualquier

punto del proceso pueda verse reflejado en algtn tipo de anomalia.

3. Materiales y métodos

Este trabajo bibliografico se ha realizado de acuerdo con las recomendaciones de

Preferred Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Anlyses (PRISMA) (15).

3.1. Materiales

Para la llevar a cabo la investigacion se ha realizado una busqueda sistematica de
literatura en la base de datos The National Center for Biotechnology Information, haciendo
uso de los motores de busqueda: Pubmed, OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man) y
PubMed Health. Por otro lado, se han consultado datos estadisticos concretos de la OMS y

la Sociedad Espafiola de Fertilidad.

3.2. Métodos

Debido al extenso nimero de resultados obtenidos en las busquedas, ha sido necesario
acotarlos y selecciénalos mediante los siguientes filtros: Article type “Systematic reviews”,
Text availability “Free Full text” y Publication dates “5 last years”. Por otro lado, también se
acotd con el término [Title] en algunos casos, con el fin de seleccionar solo aquellos
articulos que tuvieran las palabras clave en el titulo del articulo, tal y como se dispone en

la tabla 1.

3.2.1. Palabras clave

Se ha realizado la busqueda bibliografica utilizando las siguientes palabras clave: “Risk of
ARTs defects”, “Risk of ARTs defects”, “Imprinting disorders in ARTs”, “Metabolism
disease in ART children”, “Metabolism disorders in ART children”, “Congenital
malformations in assisted reproduction technology”, “Assisted reproductive technology

and birth defects” y “Histone methylation and assisted reproductive technology”, tal y

como queda reflejado en la tabla 1.
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Tabla 1. Resumen de las paginas webs consultadas, asi como los filtros y las palabras claves

utilizadas para acotar los resultados. Ademas se presenta en nimero de articulos seleccionados en

cada caso.
Motor de busqueda | Palabras clave Filtros Resultados  Seleccionados
Pubmed Health risk of ARTs systematic 95 3
defects reviews
Pubmed - OMIM Assisted 4 3
reproductive
technologies
Pubmed imprinting Free full 49 13
disorders in text
ARTs
Pubmed metabolism Free full 39 1
disease in ART text,
children ultimos 5
anos
Pubmed metabolism Free full 49 3
disorders in text
ART children
Pubmed Congenital Free full 28 10
malformations text
in assisted
reproduction
technology
Pubmed assisted [Title] 59 22
reproductive
technology and
birth defects
Pubmed congenital Free full 21 5
malformations text,
in assisted ultimos 5
reproduction afios.
technology

3.2.2. Criterios de seleccion

Alahora de escoger los articulos se han valorado los titulos y los abstracts, en especial los
objetivos, los resultados y discusion. Se han escogido aquellos que incluian las palabras

clave, aquellos que realizaban estudios comparativos entre grupos control y grupos
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nacidos por ART, aquellos que realizaban comparaciones entre las metodologias de las
ART y aquellos que daban informacién concluyente sobre patologias o alteraciones
epigenéticas e impronta gendémica. Se han excluido aquellos cuyos resultados eran
inconcluyentes o cuya informacién era redundante.

Seleccion de los estudios. Tras las diferentes buisquedas realizadas se obtuvieron
344 resultados. Aplicando los criterios de inclusiéon y exclusidon de se han seleccionado

para el estudio 61 tal y como se observa en la figura 4.

Bisqueda

PubMed Health OMIM
‘ o ‘ [(N=4)} PubMed

SO

(N=344)

Descartados 2834
segun criterios
de exclusion

[A]‘ticulns relevantes para abordar el tema (N=60) ]

Figura 4. Diagrama de flujo del proceso de seleccion de articulos.

3.2.3. Codificacion de estudios

Se ha realizado una codificacién de los articulos segliin su temadtica con la finalidad de
llevar una organizaciéon de la informacién y de poder agrupar aquellos articulos cuya
informacién es complementaria. La finalidad de esta agrupacién es presentar todos los
articulos seleccionados de una forma ordenada. ART y defectos en el nacimiento (16-
32); Enfermedades cardiovasculares (33-36); Alteraciones cromosoémicas,
epigenéticas y en la impronta genémica (37-53); Riesgos relacionados con la

metodologia (11,37,44,47,54-65); Desarrollo embrionario (66-69).
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4. Resultados y discusion.

A los largo de los afios incrementa el nimero de concepciones mediante TRA (31), en
2011 en Espana entre 1,2-2,1% de los nacimientos fueron mediante TRA (70). Esta
situacidén ha llevado a la sociedad cientifica a valorar los posibles riesgos que este tipo de
técnicas puedan acarrear. Se han realizado numerosos estudios al respecto, alguno de
ellos han determinado que las TRA suponen un riesgo mayor para la salud de la
descendencia (19,21), ya que éste aumenta en un 30-40% respecto a la concepciéon
natural (29). Por tanto, ciertos estudios defienden que, en lo que respecta a la salud del
individuo resultante, las TRA podrian ser un factor de riesgo importante de cara a
diversas patologias (26,32). Sin embargo, no todos los investigadores estan de acuerdo en
dicha afirmacién, opinando que las TRA no suponen un aumento en el riesgo de
anormalidades cromosdmicas, otorgando este riesgo a la avanzada edad materna (42).

Cabe destacar que es complicado realizar un analisis de estas patologias y su
relacion con las TRA debido a que la mayoria de estudios presentan problemas
metodoldgicos o no realizan una agrupacién adecuada de los grupos poblaciones ni de los
grupos control (30).

Se ha observado que el riesgo que las mismas podrian suponer podria provenir a
diversas fuentes como: el procedimiento in vitro, los farmacos utilizados en la
estimulacion folicular y la obtencidn del ovocito, el medio de cultivo de los embriones, el
estrés que pueda sufrir el embridn en las etapas preimplantacionales, tratamientos de
fertilidad, etc. (21,30,32). Se han realizado estudios que no han encontrado diferencias
significativas en el riesgo que suponen para la salud del neonato, entre FIV e ICSI (28,66).
Otras investigaciones como la de Yan y colaboradores (2011) (24), tampoco obtuvieron
resultados significativos como para afirmar que haya alguna diferencia entre ambas
técnicas, tal como expresa en su trabajo tras el analisis de 15.405 nifios nacidos mediante
TRA del 2004 al 2008. Como se observa, existen datos contradictorios a la hora de valorar
el riesgo que las TRA suponen.

Dentro de esta investigacion se ha procurado contar con articulos que tengan en
cuenta la edad de la madre a la hora de realizar el analisis de riesgos, ya que se ha visto
que cuanto mayor es la edad de la madre, mayor es el riesgo de malformaciones
congénitas (18). Es importante tener en cuenta este factor para poder diferenciar el riesgo

intrinseco a la edad de la madre que reportan las TRA en si. Del mismo modo, se han
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tenido en cuenta los posibles antecedentes familiares de enfermedades genéticas
hereditarias, malformaciones, potenciales patologias, ademas de la calidad de la muestra
espermatica como un factor de riesgo anadido no vinculado a la metodologia de las TRA
Aunque se hayan encontrado estudios contradictorios en cuanto al riesgo que las
TRA suponen a nivel general, varios autores defienden que los procedimientos
involucrados dentro de los métodos de reproduccion humana asistida, podrian
incrementar el riesgo de complicaciones y malformaciones, con respecto a la
reproduccion natural. Diversos estudios han dejado constancia del incremento en las
malformaciones congénitas en nifios nacidos por TRA (19,20,23,29). Dichas opiniones
podrian respaldarse con los estudios realizados en Suecia donde se observé un
incremento del 5,4% de malformaciones y defectos en el sistema nervioso central (SNC)
como: hidrocefalia, anencefalia o espina bifida en bebés nacidos mediante FIV (27). En
Australia occidental un 9% de los nifios nacidos mediante FIV y un 8,6% nacido mediante
ICSI presentaron defectos congénitos (20,23,27). Actualmente dentro de estas
malformaciones y/o defectos en el desarrollo se encuentran una serie de sindromes y
enfermedades asociadas con errores en la impronta genémica como son: Sindrome de
Beckwith-Wiedemann (BWS), sindrome de Angelman (AS), sindrome de Prader-willy
(PWS), sindrome Silver-Russell (SRS), retinoblastoma, etc. (28). Por otro lado, también
se han datado enfermedades cardiometabdlicas (35), disfuncién vascular (34,36),
predisposicion a la diabetes (17), riesgo de blastogénesis (68), etc. El riesgo de dichas
enfermedades no parece estar relacionado con los multiples embarazos, es decir, que no

existe una diferencia significativa entre embarazos multiples y no multiples (25).

4.1. Alteraciones cromosémicas, epigenéticas y en la impronta genomica

Los tratamientos de fertilidad y metodologia de las TRA son complejos y poseen muchos
puntos criticos que podrian someter al preembrion a toda una serie de factores lesivos
que podrian alterar la dotacion genética del embrion resultante (38,40,41,43-45).

Segun la bibliografia consultada, una gran parte de las patologias son producidas
por fallos en la impronta gendmica. Se define impronta gen6mica como un mecanismo de
regulacion génica mediante el cual se da un comportamiento distinto de cada alelo en
funcion de su origen parental. Esto se traduce en que algunos genes tendran una

expresion diferencial segun el sexo del progenitor del cual han sido heredados (12,71).
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En las células germinales primordiales el DNA esta practicamente sin metilar, pero
al desarrollarse en 6vulo o espermatozoide se recupera el patréon de metilacién que puede
heredarse o puede sufrir ciertas alteraciones. Asi pues, el gen heredado ya sea paterno o
materno, trae consigo marcas de metilacion que determinan su expresion, se dice que
estos genes estan marcados o “improntados”. A este fendmeno se conoce por impronta
genOmica. La impronta genomica afiade informacion relevante al genoma que se ha
heredado, dichas marcas pueden o no regular los patrones temporales y espaciales de
expresion de un gen (12,51,71). Por tanto, la impronta genémica juega un papel muy
importante en el crecimiento embrionario, la funcién placentaria y el desarrollo
neuroldgico. Dicha expresiéon monoalélica depende de: mecanismos epigenéticos tales
como la metilacién de dinucleétidos CpG en ciertas regiones de metilaciéon diferencial
(DMRs), cuya funcién es actuar como centro de control de la impronta, asi como de
mecanismos genéticos (Ver tabla 2). Alteraciones en la impronta pueden dar lugar a la
expresion aberrante de ciertos genes y por ello se relacionan estos errores a la aparicion

de enfermedades congénitas, sindromes y tumores malignos (39,48).

Tabla 2. Tabla resumen de los mecanismos responsables de alteraciones en la impronta genética.

Recuperado de (Amor y Halliday 2008) (48).

Factores

Genéticos Se produce la delecion o duplicacion de regiones
del genoma que contienen genes improntados.
Mutaciones en el DNA de genes que
normalmente estas marcados o de sus regiones
reguladoras.

Disomia uniparental (UPD)

Epigenéticos Cambios en la metilacibon del DNA y/o
modificaciones en las histonas (epimutaciones).

4.1.1. Mecanismos causantes de defectos en la impronta en TRA.

Ahora bien, la relacién entre las TRA y dichas alteraciones ha sido complicada de explicar,
debido a que se han de tener en cuenta diversos factores. De hecho, actualmente no se
sabe exactamente que paso o pasos asocian las TRA con dichos defectos, lo que si es muy

probable, es que el entorno in vitro al que se somete a los gametos y los embriones tenga
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un papel relevante (51). Lo mas probable, es que la introduccién de estos errores
genéticos sea debida a los siguientes factores.

En primer lugar cabe mencionar que las TRA como FIV e ICSI se saltan la barrera
que la seleccion natural ha impuesto con la finalizad de evitar la fertilizacion de gametos
anormales (ver figura 5)(11,50). Cabe mencionar que las clinicas que realizan dichos
procedimientos se aseguran de someter a los espermatozoides a una seleccion y cribado
mediante técnicas como el Swim-up y el gradiente espermatico, con tal de asegurar la
seleccidn de los mejores y de reproducir de alguna manera la seleccién que se da en el

tracto reproductor femenino. (51)

.° @ AR T4 N} N | 7
-
Uterus

Figura 5. Imagen ilustrativa de las barreras naturales de seleccion de espermatozoides viables que
no se dan en la técnica ICSI: (1) microambiente del tracto reproductor femenino, incluidas las
células inmunitarias; (2) interaccion entre el espermatozoide y el istmo caudal; (3) interaccién
entre el espermatozoide y la zona pelucida. Recuperado de Sanchez-Calabuig et al. (2014) (11).

Por otro lado, la manipulacidn in vitro del oocito tiene un alto riesgo, puesto que
en el caso de la ICSI es necesario la eliminacion de las células de la granulosa, que abre la
puerta a la posibilidad de que haya una impronta genémica defectuoso. Este riesgo se
debe a que dicho complejo se encarga de mantener al oocito en un estado de secuestro
meiotico. Por otro lado, en el caso de la ICSI el hecho de introducir el acrosoma
espermatico y los enzimas digestivos directamente dentro del ooplasma altera
completamente los mecanismos de homeostasis celular (45), asi como las estructuras
intracelulares. Sin embargo, el hecho de que los defectos en la impronta se den tanto en
las técnicas de FIV con o sin ICSI sugiere que los factores etiologicos seria aquellos pasos
que estas dos técnicas tienen en comun (39,45,50,51).

Otro factor a tener en cuenta es las condiciones in vitro en las que se manipula el

ovocito y el embridn, ellos repercute de una manera directa puesto que aunque se
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intenten imitar de la forma mas exacta posible las condiciones uterinas materna,
controlando la temperatura, humedad, luz, etc. el riesgo intrinseco que posee la
manipulacioén in vitro enlo que refiere ala disrupcion de la impronta genémica existe (37-
39,46). Tal y como muestra el trabajo llevado a cabo por de Waal y colaboradores (2014)
donde se observd, mediante un estudio realizado en embiones de ratén, que las
condiciones de cultivo in vitro incrementan la frecuencia de errores epigenéticos en la
impronta de algunos genes del tejido placentario (40).

El tratamiento farmacoldgico utilizado para la estimulacion ovarica también es un
factor a tener en cuenta (39,51). Se disponen de estudios como el de Market-Velker y
colaboradores (2010), en el cual se observé que la superovulacién podria tener efectos
negativos durante la ovogénesis, por un lado interrumpiendo la transmisién de la
impronta genémica en los ovocitos en crecimiento; y por otro lado causando la
disrrupcién del efecto de determinados genes maternos que, posteriormente, seran
necesarios para mantener la correcta transmision de la impronta genomica durante el
desarrollo embrionario y la implantacién (47). Sin embargo, otros estudios realizados
mas tarde, parecen indicar que la metilaciéon del DNA a nivel global no se ve alterada tras
tratamientos de superovulacién (44). Esto nos coloca de nuevo en una postura
contradictora, lo que lleva a pensar que no existen ain pruebas concluyentes para
determinar que el tratamiento farmacol6gico suponga un mayor riesgo, aunque tampoco

se puede descartar como factor de riesgo.

4.1.2. Sindromes relacionados con alteraciones en la impronta genémica.

Los desoérdenes en la impronta genémica como BWS, AS, PWS o SRS son enfermedades
raras, causadas por una UPD, duplicaciones, deleciones o metilaciéon aberrante del DNA
en regiones especificas (ver figura 6) (39).

Cabe destacar que estudios como el de Maher y colaboradores (2003) muestran
que existe un aumento de la incidencia de dos des6rdenes concretos (BWS y AS) en nifios
nacidos mediante las técnicas de TRA FIV y ICSI (53), por lo cual parece 16gico pensar que
los pasos que se den in vitro podrian ser un factor etioldgico determinante en estos casos

(38,40,45,46,48,50).
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Figura 6. Mapa cromosémico humano en el cual se representan algunos de los desérdenes en la
impronta genomica. Se representan 23 DMRs (3 paternos en negro y 20 maternos en blanco).
Sindrome de Beckwith-Wiedemann (BWS), sindrome de Angelman (AS), sindrome de Prader-Willi
(PWS), sindrome de Silver-Russell (SRS), retinoblastoma (RB), disomia uniparental en el
cromosoma 14 (UPD14). Recuperado de Hiura et al. (2014) (39).

De hecho, en esos estudios se explica, que en los casos de BWS cuyas bases
moleculares han sido identificadas, se hall6 una pérdida de la metilacion en el alelo
materno KvDMRI, situado en el cromosoma 11 (ver figuras 6 y 8) (53). En el caso del AS,
se le atribuye como causa la pérdida de la metilacion en SNRPN codificado en el alelo
materno del cromosoma 15 (ver figuras 6 y 7) (49,53). El BWS tiene una incidencia de
1/3.372 en el caso de nifios nacidos por TRA, mayor a la que se da de forma natural donde
la incidencia es de 1/14.500 nifios (49). Por otro lado, la frecuencia de AS es del 1,6% en
el caso de nacidos mediante TRA (39), dicha recurrencia es ligeramente superior a la que

se encuentra en la poblacion normal (0,06%) (48).
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Angelman Syndrome

A Clinical Synopsis C Imprinted gene cluster at 15q11-13
Cen

Severe developmental delay

Severe speech impairment (usually <4 IMPRINTING CENTRE MAGEL2
words) DMR: Maternal allele
. : “ . " Methylated - Paternal

Ataxic gait and “abnormal movements allele unmethylated NECDIN
(“happy puppet syndrome™) E— -—. _

Characteristic behaviour: frequent laughter, [ AS
excitable personality \PWS. o SNRPN

Microcephaly frequent
Epileptic seizures and characteristic EEG

e PAR-S
abnormalities

Usually sporadic W

B Molecular Genetic Findings PARS

70% Deletion of maternal chromosome 15 UBEIA
(rarely a rearrangement)

2% Uniparental (paternal) disomy i
chromosome 15

5-10% Germline UBE34 Mutation GABRBIY

2% Imprinting centre deletion D Paternally expressed s

3% Imprinting centre defect with no . Maternally expressed
deletion _ Tel

Figura 7. Base clinica y molecular del AS. (A) Resumen de las caracteristicas fenotipicas. (B)
Frecuencia de las anormalidades genéticas en AS. (C) Mapa esquematico del cromosoma 15 en el
cual se muestra lalocalizacidon de centro de control de impronta/SNRPN DMR. Recuperado de Maher
(2005) (52)

Beckwith-Wiedemann Syndrome

A Clinical § psi C Imprinted gene cluster at 11pl5.5
linical Synopsis

Tel

Pre and/or postnatal overgrowth

Macroglossia 23
Anterior abdominal wall defect (e.g.

exomphalos, umbilical hemia) IC1DMR — H19
Neonatal hypoglycaemia Maternal aliele unmethylated |
Organomegaly Paternal allele methytated e
Embryonal tumours (~7% of patients)
15% familial

INS

B Molecular Genetic Findings

2% Paternal duplication or maternal

 rearrangment ofchromx?somc 11pl5.5 ::u?:::m:‘)mm e

20% Uniparental (paternal) disomy Paternal aliele unmethylated KvLQTY)

chromosome 11 S o ’
5% CDKNIC mutation (40% of familial cases) COKNIC
40% Imprinting centre 2 (IC2) defect

(epimutation, loss of maternal

mc(hylalion) D Paternally expressed NAPZ
5% Imprinting centre 1 (IC1) defect (gain of . Minsermilly wxpessncd

maternal methylation)
1% Imprinting centre (IC1 or 1C2) deletion Cen

Figura 8. Base clinica y molecular de BWS. (A) Resumen de las caracteristicas fenotipicas. (B)
Frecuencia de las anormalidades genéticas en BWS. (C) Mapa esquematico del cromosoma 11 en el
cual se muestra la localizacion de los centros de impronta IC 1 e IC 2. Recuperado de Maher
(2005)(52)
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4.2. Enfermedades cardiometabdlicas y disfuncion vascular

En los ultimos afios diversos estudios epidemioldgicos han mostrado que existe una
relacion entre ciertos eventos patologicos durante el desarrollo fetal y un incremento en
el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares. Dichas conclusiones conformaron lo
que se conoce como “hipoétesis de la programacion fetal de las enfermedades
cardiovasculares” (34,35). Se ha observado que las TRA podrian estar relacionadas tanto
directa como indirectamente con la disfuncién vascular (36). Tal y como muestra el
estudio de Yeung y Druschel (2013), las causas de las enfermedades cardiometabdlicas y
su relacion con las TRA pueden ser debidas a diferentes factores: por un lado se piensa
que la alteracién de los mecanismos epigenéticos juega un rol importante; por otro lado,
también se cree que la metodologia de las TRA podria repercutir negativamente en el
desarrollo embrionario (35).

En el caso concreto de la patologia denominada Tetralogia de Fallot, se ha visto que
las TRA, especialmente las que requieren de una FIV/ICSI aumentan el riesgo en un 30%
de padecer dicha malformacién en comparacion a la reproduccién natural donde se da en
un 0,012% de los casos. Las TRA tienen un efecto adverso tanto directa como
indirectamente; los riesgos directos son todos aquellos intrinsecos a la metodologia,
mientras que los indirectos son los asociados a embarazos multiples (33).

En lo que se respecta a la disfuncién vascular, modelos animales han mostrado
como las TRA podrian estar dentro de los factores etiologicos de dicha afeccidon. Se llego a
dicha conclusion a partir de un estudio que mostré como en ratones normales las TRA
inducian una disfuncion vascular en la descendencia, lo cual indica que la técnica per se es
la principal culpable. Por otro lado, también se ha observado que dicha afeccién podria
estar causada por el método de estimulacion hormonal, ya que podria producir
alteraciones epigenéticas y vasculares. De nuevo se incluyen las condiciones in vitro
dentro de los factores etiol6gicos puesto que la concentraciéon de metabolitos clave y/o
factores de crecimiento que se consiguen en el medio de cultivo pueden no ser los mismos
que se encuentren en los fluidos de los oviductos de forma natural. De esta forma las
condiciones de cultivo sub6ptimas comprometen la capacidad del embriéon de mantener
la impronta gen6émica si se comparan con las condiciones in vivo (36).

Gkourogianni y colaboradores (2014) realizaron el estudio de ciertos parametros

bioquimicos en nifios nacidos mediante TRA. Sus estudios mostraron que estos nifios
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presentaban concentraciones elevadas de T3, causada probablemente por cambios
epigenéticos asociados a la técnica. Dicho hipertiroidismo provoca el aumento de la
gluconeogénesis, el ciclo de Cori y la lipdlisis en el tejido adiposo. Tal contexto metabdlico
predispone a estos nifios a padecer un intolerancia a la glucosa y una resistencia a la
insulina, ademas de aumentar el riesgo de patologias cardiometabdlicas tales como la

aterosclerosis (17).

4.3. Alteraciones en el desarrollo embrionario

Dentro de este grupo de alteraciones cabe destacar una serie de estudios realizados en
casos de embarazos multiples, concretamente en el caso de gemelos. Dichos estudios
encontraron una posible relacién entre las técnicas in vitro (FIV/ICSI) y el riesgo de que
las criaturas resultantes padecieran sindrome de Goldenhar, también conocido como
sindrome de displasia 6culo auriculo vertebral (OAVS), o anencefalia (67,69). La patologia
de OAVS se caracteriza por la presencia de microsomia craneofacial, quistes dermoides
oculares, apéndices periauriculares y malformacion de las orejas. La causa de dicha
patologia actualmente se discute, puesto que algunos autores creen que podria ser debida
a una desregulacion epigenética en genes como BAPX1, mientras que otros estudios
parecen mostrar que la posible causa podria ser una alteracion en los vasos sanguineos
que irrigan al utero.

Estudios realizados al respecto muestran que las TRA que requieren pasos in vitro
tales como FIV/ICSI, podrian mantener una relacion con la presencia de dicha patologia.
Sin embargo, pese al estudio no se han conseguido elucidar causas etioldgicas claras,
aunque parece logico pensar que el riesgo intrinseco de las TRA tales como la
estimulacion ovarica, las condiciones de tratamiento in vitro o la transferencia
embrionaria podrian estar relacionados. Por otro lado, los investigadores creen que
posiblemente el embrion resultante de las TRA no disponga de los nutrientes necesarios
para llevar a cabo una correcta reprogramacién genética en las primeras etapas del
desarrollo embrionario. Aun asi, no se descarta el hecho de que la culpa podria yacer en
los problemas de infertilidad de los padres (69).

En lo que respecta a los casos de anencefalia, se observo que los embarazos
multiples se encontraban dentro de un grupo de alto riesgo de padecer dicha

malformacion, los investigadores explicaron dicha relacién mediante el efecto sinérgico
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que tienen las TRA y los embarazos multiples. Aunque, debido a las limitaciones del
estudio no se pudieron elucidar causas etioldgicas claras (67).

Otros estudios realizados en los tltimos anos muestran que las FIV, asi como los
tratamientos de fertilidad que requieren, podrian causar defectos en la blastogénesis
temprana causando malformaciones musculoesqueléticas (68), o incluso aumentando el
riesgo de hepatoblastomas (22). Lo curioso de algunas investigaciones es que se ha
mostrado que el uso de embriones criopreservados disminuye el riesgo de alteraciones
en la blastogénesis, esto podria deberse a que la criopreservacion actia como filtro
descartando aquellos embriones no viables. Por otro lado, no se descartan las posibles

repercusiones negativas que los tratamientos hormonales puedan tener (68).

5. Conclusiones

Tras toda la informacién recopilada durante el presente trabajo, se puede decir que a
pesar de que existe informacién contradictoria al respecto, no se puede afirmar que las
TRA estén exentas de riesgo alguno. Es posible que tanto la metodologia como los
tratamientos de fertilidad supongan un riesgo intrinseco de fallos en los mecanismos de
impronta gen6mica, aumentando el riesgo de que se den patologias como el Sindrome de
Angelman, el sindrome de Beckwith-Wiedemann o el sindrome de Goldenhar. Asi como
de alteraciones durante las primeras etapas del desarrollo embrionario, aumentando el
riesgo de que se den ciertas patologias tanto cardiometaboélicas como cardiovasculares.
Actualmente, en lo que se refiere a factores etiol6gicos concretos, se especula que
la manipulacién y las condiciones in vitro podrian ser las causantes del riesgo que puedan

suponer estas técnicas de reproducciéon humana asistida para la descendencia.
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