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1. INTRODUCCION

El Proyecto Genoma Humano culmina en 2003 con la publicacion del genoma completo
de la especie humana, que llevé una década descifrar. Este hecho supuso una revolucion
a la hora de entender la biologia molecular y la ciencia, asi como sirvié de impulso
llevando a comprender la necesidad de crear grandes equipos multidisciplinarios e

internacionales que permitieran procesar datos a gran escala (“big data”). [1]

Aunque originalmente existian otros métodos, no fue hasta 1977 cuando Frederick
Sanger y colaboradores establecieron la estrategia que seria utilizada durante mas de dos
décadas y todavia en uso para ciertos casos, para cumplir con el objetivo de la
secuenciacion. Esta estrategia que actualmente se conoce como “método Sanger” y que
dio lugar a las técnicas de secuenciacion de primera generacion, permitieron a los

cientificos encargados del trabajo conseguir que éste se llevase a cabo. [2]

Tras la publicacion del proyecto, muchos fueron los grupos de investigadores que trataron
de disefiar nuevas estrategias de secuenciacion del material genético que permitiesen
obtener la composicion nucleotidica de los genomas de las diferentes especies en un
menor periodo de tiempo, con una menor tasa de error y menor coste. De esta necesidad
de evolucién cientifica surgieron en 2005 las técnicas de segunda generacién o NGS
(“Next Generation Sequencing”), un avance que posibilitd alcanzar no sélo los objetivos
descritos anteriormente, sino que ademas permitio llevar a cabo el analisis en paralelo de
multiples secuencias gendémicas a la vez; lo que hoy en dia conocemos como “High-

throughput DNA sequencing”. [1].

Este proceso de evolucion tecnoldgica y cientifica ha permitido conocer que cada
individuo alberga en torno a 4-5 millones de variantes en su genoma, contribuyendo a
gue cada persona sea genéticamente Unica. La gran mayoria de estas variantes no
presentan efectos sobre la salud de los individuos, mientras que ciertas mutaciones se
encuentran implicadas en el incremento del riesgo de desarrollar determinadas patologias

o la respuesta al tratamiento con farmacos, entre otras funciones.
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Debido a la posibilidad de secuenciar el genoma humano en menor tiempo y a menor
coste, la ciencia actualmente busca llegar a la “Medicina de precision” que permita hacer
un seguimiento personalizado a cada paciente segln las variantes de las que sean
portadores para determinar tratamientos y posibilitar cuidados preventivos

personalizados.

La secuenciacion completa del exoma (“Whole Exome Sequencing”, WES) es una
técnica de secuenciacion de nueva generacion (NGS) que incluye la determinacion de la
secuencia de ADN de la mayoria de los genes codificantes para proteinas y, ademas puede
incluir regiones gendmicas codificantes para moléculas de ARN gue no estan implicadas

en la sintesis de proteinas. [3].

Los exones representan aproximadamente el 2% del ADN del genoma, que comprende
alrededor de 22.000 genes. La mayoria de los genes identificados implicados en la
enfermedad mendeliana involucran a los exones, siendo el exoma la region en la que se
acumula el mayor niamero de mutaciones (en torno al 85% de variantes conocidas) que

resultan en alteraciones fenotipicas con relevancia clinica. [3]

La secuenciacion del exoma completo tiene como fin principal ser una herramienta
diagnostica, permitiendo una aproximacion sin sesgos al diagnostico genético molecular
que podria revelar muchos casos en los que el fenotipo de un paciente no se corresponde
con el fenotipo clinico estandar de la enfermedad de la que es portador, o casos en los que
otras pruebas genéticas especificas disponibles para ese fenotipo no han logrado llegar a
un diagndstico claro. También es util aplicarlo ante pacientes que presentan un trastorno
genético con alto grado de heterogeneidad, lo que hace que el analisis de multiples genes

simultaneamente sea un enfoque practico. [4][5]

La técnica WES permite analizar genes conocidos relacionados con enfermedades de base
genética, asi como determinar si en casos de individuos afectos aparecen variantes raras

que hasta el momento no se habian relacionado con dichas patologias.
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Sin embargo, al igual que permite analizar genes conocidos, es una gran estrategia de
investigacion para dilucidar si existen otros genes implicados en estas enfermedades y

que hasta el momento se desconocian.

En el campo de la reproduccion asistida, las técnicas de secuenciacion de nueva
generacion se abren paso permitiendo conocer o acercarse a la etiologia de la infertilidad,

asi como analizar los casos en los que los tratamientos resultan sin éxito.

Hoy en dia, las pruebas gendmicas permiten llevar a cabo un asesoramiento reproductivo
minucioso para las parejas, teniendo presentes el diagndstico genético preimplantacional
y las pruebas de deteccidn de portadores previas a la concepcién. [1] Ademas de todo
ello, conocer la informacidn genética de cada individuo es una herramienta para estimar
el riesgo de desarrollar enfermedades tardias y asi poder beneficiarse de cuidados

preventivos y paliativos tanto el progenitor como la futura descendencia.

Los tratamientos de reproduccion junto con las pruebas genéticas son un mecanismo
directo para revelar fenotipos especificos asociados con fallos de implantacion
recurrentes o abortos tempranos, resultados que no estan accesibles cuando se tratan de
embarazos espontaneos. A demas, WES puede proporcionar informacion sobre riesgos
de recurrencia en fetos venideros para informar y asesorar en futuras elecciones

reproductivas [6]

A todo lo expuesto anteriormente, se afiade el asesoramiento genético por antecedentes
familiares con etiologia genética o sospecha de fetos con posibles alteraciones de esta
base, en las que las pruebas especificas para los trastornos que se sospechan resultan no

concluyentes. En estos casos es aconsejable realizar un WES. [1]
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2. RESUMEN

La secuenciacion completa del exoma (WES) es una técnica de secuenciacion de nueva
generacion (NGS) que incluye la determinacion de la secuencia de ADN de la mayoria
de los genes codificantes para proteinas. Los tratamientos de reproduccion junto con las
pruebas genéticas son un mecanismo directo para revelar fenotipos especificos asociados
con fallos de implantacion recurrentes o abortos tempranos, resultados que no estan

accesibles cuando se tratan de embarazos espontaneos.

El objetivo de este estudio fue conocer las aplicaciones actuales con las que cuenta la
secuenciacion del exoma embrionario y parental en reproduccién asistida, asi como
estudiar posibles aplicaciones futuras. Los articulos que han sido analizados en esta
revision se centran en la secuenciacion de exoma completo parental, embrionario y de
SCMC, asi como sus aplicaciones, encontrandose similitudes entre ellos y llegando a la
conclusion de que uno de los principales desafios en la interpretacion de la contribucion
genética monogénica a la pérdida gestacional es esclarecer la asociacion de la enfermedad

con la causa genética, y determinar una relacion causa-efecto con la muerte fetal.

La etiologia del aborto parece ser diversa y heterogénea, pero aun asi habria genes que
tendrian un papel mas critico y potencial en el desarrollo fetal, sin los cuales este
desarrollo no puede continuar. En los casos de abortos recurrentes y fallos repetidos de
los tratamientos de reproduccion asistida a causa del bloqueo embrionario en etapas
tempranas y sin ningun factor de riesgo a considerar, la secuenciacion del exoma
completo seria una via diagndstica para analizar las variantes de las que son portadoras

las pacientes afectadas.

3. PALABRAS CLAVE

Secuenciacion del exoma completo; embriones; POCs; SCMC; Aborto recurrente;

Reproduccién Asistida.
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4. OBJETIVOS

El objetivo principal de este proyecto es hacer una revision bibliografica de la
secuenciacion del exoma embrionario y conocer las aplicaciones que presenta en
reproduccion asistida.
Para cumplir con dicho objetivo, se han desarrollado objetivos secundarios que son:
1. Describir la base cientifica que permite el desarrollo de la secuenciacion del
exoma.
2. Desarrollar una introduccion sobre la técnica de secuenciacién completa del
exoma.
3. Conocer el contexto histdrico que ha llevado a la aparicion de dicha técnica.
4. Ahondar en las aplicaciones generales de la técnica y conocer las aplicaciones
especificas en reproduccion asistida.
5. Conocer las ventajas y desventajas de utilizar la secuenciacion del exoma.
6. Aportar una visién del estado actual de la técnica en reproduccion asistida y

conocer las posibles aplicaciones futuras.

5. METODOS

La metodologia seleccionada para llevar a cabo este trabajo ha sido una revision
bibliogréafica narrativa basada en la bisqueda de informacién sobre la secuenciacion del
exoma completo incluyendo una introduccién sobre la base cientifica de la técnica, sus

aplicaciones genéricas y, de forma mas especifica en reproduccion asistida.

Para comenzar, se ha llevado a cabo una bdsqueda general en libros y articulos
relacionados con el tema, filtrando segun: afio de publicacion (2012-2022), especie
(humanos), idioma (inglés), factor de impacto de los Gltimos 4 afios de las revistas en las
que han sido publicados (Q1 en Genética o Ginecologia y obstetricia, segun el articulo)
y resumen que se ajustara al tema de interes. La principal base de datos escogidas ha sido
Pubmed (https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/).
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Base de datos consultada: Pubmed

|

1.188 articulos en la blisqueda nicial
“Prenatal exome sequencing”

Tras anadir descriptores como:

‘; —> “embryo™ y “POCs”

506 articulos

> ‘ Acotados por tipo de documento |

37 articulos

U*

Acotados por afo 2012-2022 |

|

v

— | Acotados por titulo y resumen

L

30 articulos

——— | Excluidos por no poder acceder
al articulo completo

Resultado final:

25 articulos

Figura 1. Diagrama de flujo para la seleccién de articulos.

6. RESULTADOS

4.1 WES: TECNICA

IVIRMA

Global

El genoma humano estda compuesto por miles de millones de nucleotidos, siendo

unicamente en torno al 2% de todo este genoma la parte codificante, es decir, los exones.

Las técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS) se basan en la secuenciacién

masiva paralela de maultiples regiones del genoma a partir de la sintesis de millones de

fragmentos de ADN de secuencia conocida con una longitud de bases pequefia. Estos

fragmentos se encuentran distribuidos al azar y, en muchas ocasiones, se encuentran

superpuestos unos con otros de forma que se alinean a la secuencia de ADN de referencia
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para asi determinar su ubicacién en el genoma, ademas de comparar el contenido

nucleotidico de la secuencia de estudio con el genoma de referencia. [7]

La secuenciacion de nueva generacion cuenta con dos enfoques principales; un enfoque
general que consiste en la secuenciacion del genoma completo (WGS) y un enfoque

especifico, conocido como secuenciacion de exoma completo (WES). [7]

Secuenciar el exoma completo requiere de una serie de pasos especificos que se han de
seguir para completar la técnica. Se comienza con el fraccionamiento del ADN gendmico
de estudio en fragmentos pequefios al azar, de manera que se construyan librerias de ADN
complementario (cDNA) que ser&n hibridadas con cebadores universales de secuencia

conocida que posteriormente vayan a alinearse con la secuencia de referencia.

Es importante construir las librerias gendmicas con los cebadores conocidos, ya que esto
permitira enriquecer y capturar las regiones especificas de interés. La base de esta técnica
radica en secuenciar los exones, que constituyen una region relativamente pequefia del
genoma, y son el principal motivo por el cual es necesario amplificar el ADN para asi

conseguir una mayor cobertura y resolucién de la técnica. [8]

Una vez amplificado el ADN, se ha de conseguir la unién de los fragmentos que se han
construido con los cebadores conocidos y las regiones de interés del ADN de referencia.
Para ello, se lleva a cabo el proceso de hibridacion de la muestra en el que se pretende
conseguir la unién de ADNc y ADN de referencia.

Una vez terminado el proceso de hibridacion se encuentra el ADN al completo,
compuesto por regiones hibridadas y regiones sin hibridar (no interesan ya que no son
exones: contienen intrones, elementos transponibles, ARN mensajeros, etc.). Una vez
purificada la muestra, solo se secuencian los fragmentos capturados purificados,

permitiendo una mayor profundidad de secuenciacion y mayor precision a menor coste.

[8]

Cuando se secuencia el exoma es de gran importancia que la técnica tenga un nivel de

cobertura de secuenciacion alto (“‘coverage”) que nos permita aceptar los resultados con

)
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un alto grado de confianza. Si encontramos casos en los que la cobertura es baja, es

recomendable hacer el analisis con el método de secuenciacion Sanger.

Actualmente, existen multiples casas comerciales que ofrecen a los laboratorios Kits
completos con los cebadores de secuencia conocida de interés de manera que no es
necesario completar el paso de construir las librerias de ADN complementarios
requeridas para secuenciar el exoma. Cada casa comercial ofrece una libreria determinada
con un namero de genes concreto, de manera que cuentan con diferentes paquetes de
cebadores, dependiendo del tipo de proyecto de investigacion o el grupo de genes que se

quieran analizar.

Cabe destacar que la mayoria de estudios expuestos en este trabajo utilizan como
secuenciadores Illumina HiSeq 2000/ lllumina HiSeq 3000 y de biblioteca gendmica de

cebadores SureSelect Human All Exon en sus diferentes versiones. [3]
4.1.1 VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE WES

La secuenciacion del exoma completo incluye las regiones exclusivamente codificantes
del genoma, excluyendo alrededor del 98% de informacion genética. EI hecho de
secuenciar los exones donde estan albergadas en torno al 85% de las alteraciones que dan
lugar a las enfermedades, hacen que el WES se haya posicionado como técnica estrella
en los ultimos afos en diferentes &mbitos de la ciencia. No fue hasta 2009 cuando esta
técnica se introdujo en la préactica clinica como herramienta diagndstica, presentando un
rango de rendimiento diagnostico de entre 20-60% tanto en la identificacion de
enfermedades como en el estudio de genes de herencia mendeliana implicados en dichas

alteraciones.

Entre las principales ventajas que tiene secuenciar el exoma completo se encuentran:
proporciona una mayor profundidad de lectura a la hora de secuenciar debido a que la
region del genoma que se analiza es pequefia (2%), mayor precision, sensibilidad y
rapidez comparada con la secuenciacion del genoma completo, reduccién del tiempo de
secuenciacion y analisis y de los costes, asi como reduccion de costes para el

procesamiento y almacenamiento de los datos. Sin embrago, WES también cuenta con

)



ue

Universidad IVIR
Europea MADRID o

una serie de limitaciones entre las que se ha de destacar que no secuencia las regiones no
codificantes del genoma en las que se encuentran elementos reguladores de gran
importancia en la expresion génica, no cuenta con capacidad para detectar grandes
variantes estructurales en el genoma (CNVs?) y al necesitar enriquecer los exones previa
secuenciacion de los mismos, no se cubren completamente las regiones ricas en GC? por

lo que la cobertura de la secuencia no es uniforme.

4.2 COMPLEJO OVOCITARIO MATERNO SUBCORTICAL

La infertilidad es una enfermedad que afecta en torno a 48 millones de mujeres en todo
el mundo, presentando diferentes factores causantes de la misma. Las causas conocidas
de infertilidad se clasifican en: defectos en la produccion de gametos, anomalias en el
tracto reproductivo que impiden el correcto transito de espermatozoides, defectos en la
fecundacion, problemas del desarrollo embrionario o defectos en la implantacién
embrionaria y anomalias en la implantacién embrionaria, entre otras causas. No obstante,
alrededor del 20% de casos resultan ausentes de diagndstico, por lo que avanzar en causas
desconocidas de infertilidad es crucial para poder ofrecer nuevas alternativas de

tratamientos a estos pacientes. [9]

El avance cientifico y tecnolégico surgido en las Gltimas décadas ha permitido adquirir
un mayor conocimiento sobre el papel que juega la genética en la etiologia y desarrollo
de numerosas enfermedades, asi como comprender la respuesta diferencial a los farmacos
y prever el avance de multiples patologias. En el campo de la reproduccion asistida, la
secuenciacion del exoma completo contempla aplicaciones tanto parentales como
embrionarias o también aplicaciones para el SCMC. Este ultimo caso pretende analizar
mediante la amplificacion del exoma un grupo concreto de genes para prever y
comprender la respuesta a los tratamientos de determinadas pacientes.

El complejo materno subcortical (SCMC) es un complejo multiprotéico que comprende
modulos funcionales de proteinas materno-especificos de ovocito a embrion, codificadas

por genes de efecto materno (MEG?3). [9] Se localiza en el citoplasma, bajo el cortex

L CNVs: Variantes en el nimero de copias o “Copy number variants”. Se refiere al rasgo genético que
implica el nimero de copias de un gen determinado presente en el genoma de un individuo.

2 GC: Nucledtidos Guanina y Citosina.

3 MEG: “Maternally Expressed Genes”

10
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ovocitario presentando un papel clave en los primeros estadios de desarrollo embrionario

en los que permanece en la periferia del embridn preimplantatorio. [10]

Se ha observado la presencia de mutaciones inactivantes de genes de efecto materno en
mujeres con infertilidad de origen idiopatico. Estos genes juegan un papel clave en la
embriogénesis, puesto que son los encargados de producir los transcritos (ARNs
mensajeros y proteinas) que se acumulan en el citoplasma ovocitario durante el proceso
de ovogénesis, actuando posteriormente de sostén para el desarrollo del cigoto antes de

que se produzca la activacion del genoma embrionario (EGA). [10]

La comunicacion continua entre citoplasma y nucleo es esencial para la maduracion de
los ovocitos, el establecimiento del patron epigenético, asi como para el potencial
desarrollo del embrién preimplantatorio. La correcta instauracion del patron de impronta
genética es crucial para que se dé una exitosa embriogénesis tras la fecundacion.
Principalmente, debido a la necesidad de establecer las marcas de impronta genémica y,
en segundo lugar, debido a que tras el borrado epigenético que se da en las células
germinales primordiales, los ovocitos son marcados con un patron epigenético Gnico que

los diferencia del resto de células sométicas. [11]

ElI SCMC esta compuesto principalmente por cinco proteinas, entre las que se encuentran:
el antigeno requerido por los embriones (MATER) codificado por NLRP5, el factor de
localizacion ovocitaria que permite la embriogénesis (FLOPED) codificado por OOEP,
una tercera proteina conocida como peptidilarginina deiminasa tipo VI (PADIG)
codificada por PADIG, un potenciador tipo transducina (TLEG) que es a su vez codificado
por TLE6 y, por ultimo, Filia codificada por KHDC3L. [12]

11
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Tabla 1. Genes de efecto materno, simbolo, manifestacion clinica y funciones en las que

se han visto asociados durante la transicion ovocito-embrion. Fuente: ASEBIR [13]

Gen Simbolo Manifestacion clinica en Funciones en las que se han visto
mutantes asociados durante la transicién
ovocito-embrién

Bloqueo del desarrollo en 2 células,

reduccidn de la transcripcion Control de la posicion del huso,
Mater NLRP5 embrionaria, incremento de ROS, regulacion de la formacion del RE y
problemas en la distribucion distribucién de organulos.
mitocondrial.
Inestabilidad, aneuploidia,
Filia KHDC3L reduccion de las tasas de Actividad gendmica.

fecundacion (ratén) y del desarrollo
preimplantacional.

Blogueo en etapa de 2 células, mala Control de la posicion del huso,
Floped OOEP progresioén del ciclo celular, regulacion de la formacion del RE y
asimetria. actividad genomica.
Tle6 TLE6 Asimetria, reduccién de la Control de la posicién del huso y
fertilidad, mala distribucion de distribucion de organulos.
organulos.
Nirp2 NLRP2 Morfologia anormal, subfertilidad.
Arresto en etapa de 2 células, Regulacidn de la formacion del RE y
Padi6 PADI6 problemas en ZGA, defectos en la distribucion de organulos.

redistribucion de organulos.

Las mutaciones de pérdida de funcion en los genes que codifican para las proteinas del
SCMC resultan en un amplio espectro de fenotipos reproductivos anémalos. Entre dichos
fenotipos se incluyen casos de subfertilidad e infertilidad debido a la aparicion de
alteraciones en la fusion del huso acromatico y en el alineamiento de los cromosomas,
constituyendo al desarrollo de aneuploidias. [10] No obstante, el fenotipo mas conocido
como resultado de las variantes en el SCMC humano es el bloqueo embrionario en etapas

tempranas de desarrollo. [9]

Entre los resultados negativos que provocan dichas variantes también se encuentran la
pérdida de metilacion del ADN en regiones diferencialmente metiladas (DMRs), estas
regiones estan estrictamente protegidas ante la desmetilacion que se da en el cigoto tras
la fecundacion puesto que controlan la expresion monoalélica de genes de impronta
materna [11]. Otro efecto negativo comprende la formacion de molas hidatiformes y

abortos recurrentes [9].

12
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Multiples estudios demuestran que, la ausencia de cualquier miembro del SCMC, resulta

en la desestabilizacion del complejo al completo [13]. Por lo tanto, la esterilidad femenina

resultante no se debe a foliculogénesis, ovulacion, fecundacion o receptividad uterina

alteradas, sino a la falta de macromoléculas que comprenden la reserva materna

requeridas por el cigoto para sobrevivir hasta el EGA. A pesar del enfoque que se ha dado

recientemente con los estudios llevados a cabo, el mecanismo bioldgico exacto del SCMC

continua en gran medida sin estar esclarecido. [10]

Tabla 2. Estudios relacionados con el SCMC y principales hallazgos

)

Tipo de Autor n Indicacion Técnica Hallazgos principales
estudio
- La ausencia de algin elemento del
complejo SCMC desestabiliza el
Estudiar los complejo al completo y afecta a la
rep:gzltjjlct?i(\jlgss en formaciéon del huso acromatico y
mujeres con segregacion  correcta  de  los
variantes Secuenciacién | rOmMosomas.
Estudio | Sara Arianet | 40 genéticas en con PCR El fenotipo provocado por las
prospectivo al., 2020 NLRP2y variantes en NLRP2 es ovocito
comprender los especifico y no revierte al transferir los
resultados de los embriones a un Gtero sano.
C;S:)(;Saggnitla\s/ - Defecto primario ovocitario como
consecuencia de variantes genéticas
que afectan al SCMC y a NLRP2 en
concreto.
- Los tratamientos de FIV no serian
una buena alternativa terapéutica para
mujeres con mutaciones en NLRP2.
- Hallaron 13 nuevas variantes del
SCMC y su significado.
- Se sugiere que PAD16 y TLE6
Conocer el regulan la correcta division celular en
Estudio Wei Zheng | 50 \(/e;ﬂea%tt;os (l‘; WESy |6tapas tempranas. Afectas de estas
prospectivo | et.al., 2020 SCMC en las Sanger  |Vvariantes pueden dar lugar a
mujeres con descendencia con alteraciones de
infertilidad impronta en maltiples loci y abortos.
- Las variantes de KHDC3L, NLRP2,
NLRP5 y NLRP7 serian la causa de
fecundacién anormal o bloqueo
embrionario.
- ldentificaron 5 nuevas variantes en
) TLES6, PADI6 y KHDC3L en 4
prospectivo| Wang et al., 84 | desconocidas del WES infertilidad prlmarla} y Io,s proponen
2018 SCMCy como marcadores diagndsticos en
fenotipos pacientes con fallos de FIV/ICSI
subyacentes recurrentes.
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- Los fenotipos analizados en este
estudio son consistentes con las
variantes previamente descritas,
mostrando bloqueo temprano del
desarrollo embrionario.

El gen NRLP2 codifica para una de las proteinas del SCMC. Se ha observado que aquellas
mujeres con mutaciones de pérdida de funcién en dicho gen presentan un amplio espectro
de fenotipos entre los que se encuentran: ausencia de descendencia debido al bloqueo
embrionario, anomalias de crecimiento prenatales y posnatales y mayor incidencia de

muerte neonatal.

Arian et al., 2020 investigaron sobre la respuesta que se obtenia de embriones procedentes
de mujeres con variantes en NLRP2 en diferentes ambientes, de forma que pudiesen
esclarecer el motivo de la interrupcion en el desarrollo embrionario. Tras este estudio
concluyeron que la causa del bloqueo es ovocito-especifica, por lo que en casos de
mujeres portadoras de variantes en NLRP2 y fallos en los tratamientos reproductivos
sugirieron que la fecundacion in vitro no seria una alternativa terapéutica adecuada ya
que los embriones procedentes de estos casos son mas sensibles a los cambios en el
ambiente. Se aconseja dar opcidn de donacion de ovocitos, aunque no se descarta que el
utero de las mujeres portadoras de la mutacion esté afectado ya que el NLRP2 es
homologo del NLRP7, ambos implicados en la respuesta al sistema inmune y apoptosis.
[10]

Zheng et al., 2020 en su estudio que aborda el espectro de variantes del SCMC, hallaron
trece nuevas mutaciones en este complejo que se pueden clasificar en tres tipos: 10 fueron
variantes de cambio de sentido, 2 mutaciones sin sentido y 1 delecion con cambio del

marco de lectura. [9]

Todos los embriones analizados en el estudio quedaron bloqueados durante la etapa de 3-
7 células, siendo una minoria los que lograron llegar a 8 blastomeras. Debido a estos
acontecimientos se dividieron en dos grupos y se analizé el genoma para determinar si se
debia a alguna variante genética y cuéles eran. En pacientes con embriones de
fecundacién normal y alto grado de fragmentacion se encontraron variantes bialélicas en

TLEG6 entre las que se hallaban variantes homocigotas y heterocigotas compuestas.
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Mientras que en aquellas pacientes con embriones de fecundacion anormal y baja tasa de
fragmentacion celular (<20%) se notificaron principalmente variantes homocigotas y
heterocigotas compuestas en NLRP5 y dos variantes homocigotas en NLRP2 y PADI®6.

[9]

Todas las variantes fueron heredadas siguiendo un patrén autosémico recesivo, excepto
tres variantes homocigotas que resultaron en herencia desconocida puesto que no se
disponia de muestra parental. Se clasificaron como variantes de significado incierto
exceptuando tres de ellas que fueron reconocidas como variantes patogénicas (p.Trp446*
en TLEG6, p.Argl15* en NLRP2 y p.Ser278Profs*59 en PAD16) siguiendo con lo
acordado por el Colegio Americano de Medicina Genética y Gendémica (ACMG). [9]

Como se ha mencionado, los genes de efecto materno tienen un papel importante en la
embriogénesis, de forma que las alteraciones en estos genes van acompariadas de fallos
de maduracion ovocitaria o desarrollo embrionario alterado ya que quedan bloqueados en
estadios tempranos de division celular. Wang et al., 2018 estudiaron cuales son las
variantes genéticas de los genes del SCMC que causan blogueo embrionario durante el
proceso de embriogénesis. En este estudio hallaron una mutacion homocigética de
cambio en el marco de lectura detectada en TLE6 y que lleva a la formacion de la proteina
truncada (p.A378Efs*75), asi mismo notificaron una variante heterocigota compuesta en
PADI6 y, mediante Sanger confirmaron que esta variante era heredada y no surgio “de
novo” en la paciente. Ademas de la variante mencionada, en PADI6 se hallé una mutacion
homocigota de cambio de lectura y analizaron otra variante homocigota de cambio en el
marco de lectura, pero en KHDC3L todas las variantes encontradas fueron directamente
relacionadas por causar bloqueos embrionarios ya sea en etapas tempranas o tardias de su

desarrollo.

Compararon los resultados que obtuvieron con los estudios previos, confirmando que
TLESG juega un papel fundamental tanto en la maduracién ovocitaria como en el desarrollo
de los cigotos en humanos. Los pacientes con embriones portadores de mutaciones
homocigotas o heterocigotas compuestas en PADI6 refieren un bloqueo embrionario
entre estadio de cigoto y 5 células. Tanto NLRP7 como KHDC3L son dos genes
implicados en el establecimiento de patron epigenético y la impronta gendmica actuando

en mayor y menor medida, respectivamente. Las variantes que involucran a estos dos
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genes se caracterizan por formar proteinas truncadas y permitir la degradacion de ARNs

mensajeros.[12]

4.3WES EMBRIONARIO Y DE POCs

El aborto recurrente o aborto de repeticion (AR) se define como dos o mas pérdidas
gestacionales, consecutivas 0 no consecutivas, antes de la semana 20 de gestacion. La
incidencia de la pérdida embrionaria desde la implantacion hasta el aborto reconocido
clinicamente se encuentra en un 30% de mujeres entre 15-44 afios. [14] Se ha de
diferenciar la pérdida gestacional recurrente y la pérdida de embarazo espontanea. Esta
ultima se da en el 15-25% de los embarazos, generalmente antes de la semana 10 de
gestacion y, entre las causas principales de este suceso se encuentran las alteraciones
cromosoOmicas (generalmente, numeéricas). Entre las causas reconocidas de los abortos de
repeticion se diferencian de origen paterno, materno, mixto o bien alteraciones

embrionarias. [15]

La secuenciacion de nueva generacion ha pasado a ocupar un papel importante en el
estudio de los abortos recurrentes y sus productos (productos de la concepcién; POCs)
debido a que permiten conocer alteraciones genéticas que no podrian ser detectadas
mediante las estrategias tradicionales de analisis cromosémico (analisis citogenético),
tales como variaciones del nimero de copias (CNVSs) o variantes de significado incierto
(VUS). Las técnicas de cariotipado Unicamente permiten conocer reordenamientos
estructurales y numéricos de los cromosomas. Ademas, las técnicas NGS han permitido
prestar mayor atencion a los abortos de repeticion mediante las estrategias de
identificacion de genes que podrian estar involucrados en el origen de las pérdidas
gestacionales, de manera que los casos que podrian darse como esporadicos se pueda
determinar si son causados por herencia mendeliana de variantes génicas que estaban

pasando desapercibidas. [16]

Una vez se conocieron las aplicaciones que presentaba la secuenciacion del exoma
completo, muchos fueron los estudios que se centraron en identificar relaciones genotipo-
fenotipo en adultos y nifios, sin embargo, no se encuentra tanta informacion en relacion
a identificar las causas de los abortos tempranos y las pérdidas prenatales mas tardias.
Los estudios llevados a cabo en ratones mostraron la existencia de mutaciones

autosomicas recesivas en genes importantes para el desarrollo y que resultaban en
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anomalias en el desarrollo embrionario y muerte fetal, lo que Ilevé a pensar que podrian
estar ante genes candidatos para mdultiples alteraciones en fetos humanos que
permanecian con etiologia desconocida. [16]

En los estudios llevados a cabo por Filges et al., 2013 se observd que, en muchas de las
gestaciones en las que el embridn era portador de alteraciones genéticas, los fetos
heredaban mutaciones en el mismo gen por parte paterna y materna, resultando en la
herencia de mutaciones heterocigotas compuestas y, en consecuencia, adquirian el gen
defectuoso. Asi mismo, observaron que los genes mayormente afectados tienen funciones
importantes en procesos bioldgicos fundamentales para el desarrollo embrionario y fetal,
asi como para la fertilidad de los progenitores. [15][17]

La herencia de variantes procedentes de uno u ambos progenitores puede estar influyendo
significativamente en el éxito de la gestacién. Es por ello por lo que algunos estudios de
investigacion como el de Qiao et al., 2015 no buscan analizar las variantes de un gen en
concreto, si no que pretenden inferir la contribucion de la suma de las variantes
patogénicas en todos los genes afectados, tanto en la descendencia como en los
progenitores. Sugiriendo asi que, ademas de las mutaciones genéticas aisladas, la suma
de variantes gque afecten a vias bioldgicas relevantes podria contribuir a la susceptibilidad
de la enfermedad. El andlisis de genes con mutaciones detectadas en abortos recurrentes
y parejas mostro que estos genes estan enriquecidos en vias bioldgicas involucradas en el

embarazo, el aborto y la fertilidad.

El gen DYNC2HI codifica a una dineina encargada en el transporte intraflagelar de
cilios, proceso esencial para el mantenimiento y generacion de los mismos. Alteraciones
en dicha proteina causan una distrofia toracica potencialmente letal en fetos. Ademas de
las mutaciones descritas en DYNC2HI, se han encontrado variantes en ALOX15
implicadas en condiciones patologicas (procesos inflamatorios, carcinogénesis y
alteraciones cardiovasculares) siendo de relevancia conocida la asociacion de las
mutaciones en dicho gen y la respuesta de estrés del reticulo endoplasmatico en abortos
tempranos. Se ha observado que la sobreexpresion de ALOX15 se relaciona con una

menor fertilidad y mayor tasa de aborto. [15]

Lord y colaboradores llevaron a cabo el mayor estudio hasta la fecha sobre secuenciacién
del exoma embrionario para detectar anomalias fetales estructurales. Para ello contaron

con un panel virtual de genes especificos relacionados con trastornos en el desarrollo que
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comprendia 1628 genes. Los 610 fetos fueron subclasificados en 11 grupos segun el lugar
en el que se situaban las anomalias detectadas, que iban desde la columna vertebral hasta
anomalias multisistémicas. [6] Se hallaron variantes diagnosticas o de relevancia clinica
en 52 y 24 fetos, respectivamente. Aungue en estudios anteriores se notificaron ratios de
sensibilidad diagndstica del 50%, estos presentaban un menor tamafio muestral y criterios
de inclusion/exclusion menos estrictos que los utilizados por Lord y colaboradores, los
cuales obtuvieron una ratio de diagnostico del 12,5% que fue consistente con el expuesto
por el estudio anterior més reciente (Yates et al., 2017) en el cual se estudié el rendimiento
diagnostico de WES en fetos fallecidos en los que se obtuvo una ratio de diagnostico del
20%. [5]

La deteccion mediante secuenciacion del exoma completo de variantes genéticas
diagnosticas en anomalias estructurales fetales es significativamente menor que la
notificada en nifios diagnosticados con trastornos en el desarrollo, a pesar de que la

estrategia de secuenciacion e interpretacion fue similar.

Los estudios WES en fetos y embriones han implicado multiples genes del desarrollo en
anomalias estructurales y, aunque 19 de estos genes han sido identificados en varios
estudios, Lord y colaboradores han notificado las primeras mutaciones en varios genes.
La secuenciacién del exoma también permite conocer los riesgos de recurrencia, y en los
casos en los que este riesgo sea elevado los padres pueden buscar diagnésticos genéticos

preimplantacionales o prenatales en embarazos futuros. [6]

Zhao et al., 2021 buscaban conocer si la secuenciacion del exoma de fetos inviables
productos de la concepcion es una herramienta util para determinar el diagndstico del
aborto recurrente. Para ello, secuenciaron el exoma de muestras de fetos con cariotipo
normal, es decir, sin alteraciones ni mutaciones de variaciones en el nimero de copias.
De dicha secuenciacion encontraron 39 variantes en 36 genes que se clasificaron en
variantes patogénicas (6), variantes probablemente patogénicas (16) y variantes de
significado incierto (17). [14]

Todas estas variantes tienen una clara asociacion con patrones de herencia mendeliana ya
sean autosomicos dominantes, recesivos, mixtos o ligados al cromosoma X. Cabe
destacar que las variantes estudiadas con herencia autosomica dominante presentaban una
incidencia en la poblacion que oscila entre cero y extremadamente baja, por lo que

infieren que son variantes muy raras; asi mismo, observaron que tres de los casos
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analizados en la investigacion contaban con variantes en mas de un gen implicado,
atendiendo a la presencia de varias alteraciones genéticas. Se destaca que en el 47% de
los casos de la cohorte utilizada en este estudio se han descrito causas fetales que fueron
clasificadas en investigaciones anteriores, lo que apoya la teoria de que contribuyen a
mecanismos compartidos y condiciones mendelianas implicadas en el aborto espontaneo.
[14]

La recurrencia de determinadas categorias de enfermedades, asi como los genes y
variantes relacionados son considerados evidencia clinica que apoya el efecto causal de
la pérdida gestacional. Se han relacionado doce categorias de alteraciones entre las causas
mencionadas de aborto. Sin embargo, no todas aparecen con la misma relacion en los
casos analizados. Entre las principales causas se encuentran desordenes multisistémicos,
el segundo puesto lo ocupan las alteraciones cardiacas o arritmias seguidas de alteraciones

renales y del sistema nervioso central. [14]

Los resultados de este estudio plantean que la etiologia del aborto parece ser diversa y
heterogénea, pero aun asi habria genes que tendrian un papel mas critico y potencial en
el desarrollo fetal, sin los cuales este desarrollo no puede continuar.

Tabla 3. Estudios de WES en POCs y fetos y principales hallazgos.

Tipo de Autor n Indicacién Técnica Hallazgos principales
estudio
Variantes patogénicas,
Evaluar la probablemente patogénicas y de
aplicacion clinica de significado incierto. De estas, algunas
Estudio Chen la secuenciacién han sido previamente categorizadas
prospectivo | Zhaoet | 102 | embrionaria para WES aportando evidencia a que existen
al., 2021 identificar la mecanismos compartidos y
etiologia genética contribucion de alteraciones
del aborto monogénicas en el aborto recurrente.
recurrente.
Evaluar la 321 variantes  genéticas (255
proporcién de fetos diagnésticos potenciales) entre las que
con alteraciones habia SNV e indels, CNV y disomias
estructurales uniparentales, asi como mutaciones de
portadores de novo.
Estudio de Jenny variantes en genes -Se hallo una variante diagnéstica o
cohorte Lordet | 610 asociados con WES potencialmente relevante en 76 fetos
prospectivo | al.,2019 trastornos del (12,5%)
desarrollo que -Las variantes en KMT2D fueron uno
pueden ser de los principales hallazgos.
detectados mediante
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secuenciacion del -Se han informado  primeras
exoma. mutaciones diagnosticadas
prenatalmente en varios genes.
Determinar el
rendimiento
diagnostico de la -Porcentaje de diagnostico del 20% en
Estudio Carin L secuenciacion del aquellos fetos con resultado positivo.
prospectivo | Yateset | 84 | exomacompleto en WES -Detectaron una mutacion sin sentido
al., 2017 fetos con anomalias heterocigota compuesta en CRB2
ecograficas que causante de quistes renales.
resultaron en muerte
fetal o interrupcion
del embarazo.
‘En el 50% de las muestras se
Buscar variantes detectaron mutaciones heterocigotas
patogénicas en compuestas.
abortos tempranos -Dos productos de la concepcidn eran
Ying euploides de parejas portadores de mutaciones
Estudio Qiao et| 7 con abortos WES heterocigotas compuestas en
prospectivo | al.,2015 recurrentes y previo DYNC2HI y ALOXI5, respectivamente.
analisis de -Las variantes encontradas ya sean
microarrays individualmente o como grupo,
cromosémico de podrian contribuir  a  abortos
alta resolucion recurrentes.
Identificar las -Mutaciones bialélicas inactivantes en
variantes causales KIF14 que provocan un defecto en los
de un patrén cilios primarios impidiendo la correcta
Estudio Filges et recurrente de un divisién celular y resultando letal para
prospectivo | al., 2013 | 2 sindrome de WES el embrion.
anomalias ‘Variantes en KIF4 resultan en
congénitas fetales fenotipos viables y/o de microcefalia.
letales no descrito.

4.4WES PARENTAL

Para la basqueda vy clasificacion eficiente de variantes genéticas, se ha demostrado a lo

largo de los estudios llevados a cabo hasta la fecha que el analisis de trios fetal-parental

es preferible a la secuenciacion del exoma completo de fetos o embriones Unicamente.

Esto se debe a que la evaluacién de trios permite identificar aquellas variantes que han

surgido “de novo” en la descendencia mediante la comparativa con el genoma parental.

Ademas, permiten determinar si las variantes patogénicas bialélicas heterocigotas se

encuentran configuradas en cis o en trans. [6]
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Los defectos de maduracién ovocitario (OOMDSs) se encuentran entre las causas comunes
de infertilidad primaria que llegan a las clinicas de reproduccion asistida, traduciéndose
en fallos de fecundacion tanto in vitro como in vivo. Han sido numerosos los estudios
previos que han identificado genes relacionados con los defectos de maduracion de los
ovocitos, tales como ZP1, ZP2, ZP3 WEE2, PATL2 y TUBBS.

Tabla 4. Genes de defectos de maduracion, tipo y consecuencias.

Gen Defecto de maduracion Consecuencia // Resultado

ZP1 OMMD1 Ausencia de zona pellcida, degeneracion de los
ovocitos y sindrome del foliculo vacio.

ZP2 OMMD6 Ausencia de zona pelucida, degeneracion de los
ovocitos y sindrome del foliculo vacio.

ZP3 OMMD3 Ausencia de zona pellcida, degeneracion de los
ovocitos y sindrome del foliculo vacio.

WEE2 OMMD5 Boqueo de maduracién ovocitaria en Mll e

incapacidad para formar el prondcleo tras la
fecundacion.

PATL2 OMMDA4 Fallo de fecundacidon y bloqueo embrionario
temprano.
TUBBS OMMD?2 Huso acromético dafiado en Ml o MIl'y

subsecuente fallo de fecundacion.

La maduracion ovocitaria es un proceso clave para la fecundacion. Una correcta
maduracion nuclear y citoplasmatica asegura un desarrollo embrionario preciso. Durante
el proceso de maduracidn, se dan una serie de eventos entre los que se incluyen: la rotura
de la vesicula germinal, la formacion del huso acromatico y la diferenciaciéon de la
polaridad del cértex, entre otros. Cualquier anomalia en los procesos mencionados
resultan en alteraciones en la fase de maduracion de los mismos (fecundacion y desarrollo

embrionario) contribuyendo al desarrollo de infertilidad primaria femenina. [17]

Aunque la maduracion ovocitaria ha sido ampliamente estudiada en ratones, el
mecanismo genético implicado en este proceso en la especie humana continla sin estar

esclarecido. [17]

El huso acromatico esta formado por un conjunto de microtibulos que son polimeros
dindmicos de alfa y beta-tubulina. EI genoma de la especie humana cuenta con nueve
isotipos de beta-tubulina, entre los que se encuentra TUBBS8 (tubulina beta de clase 8).

Feng et al., 2016 llegaron a la conclusion de que TUBBS es el isotipo de beta-tubulina
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predominante en el huso acromatico ovocitario, y las variantes en este gen son

responsables del bloqueo madurativo en los ovocitos. [18]

Los estudios llevados a cabo hasta la fecha sobre el fallo de maduracion ovocitaria tipo
2, han mostrado multitud de fenotipos tanto en ovocitos como en embriones. Se han
encontrado casos de (1) ovocitos completamente bloqueados en M, (2) ovocitos con
corpusculo polar presente que no pueden ser fecundados, (3) ovocitos con corpusculo
polar que son fecundados, pero los embriones quedan bloqueados en una célula y (4)
embriones con corpusculo polar que son fecundados y comienzan las divisiones celulares,

pero resultan bloqueados en estadios tempranos de desarrollo.

Se han clasificado algunos tipos de mutaciones entre las que se numeran: mutaciones
heterocigotas de pérdida de sentido, heterocigotas compuestas, mutaciones homocigotas
de pérdida de sentido y deleciones en TUBBS. Estas variantes actuarian influenciando la
unién, estabilidad y regulacion de la proteina o, en algunos casos, alterarian la union de
los nucleotidos. [17] Cabe destacar que cuentan con patrones de herencia autosémicos

dominantes y/o recesivos. [19]

Tabla 5. Variantes y fenotipos hallados en pacientes con mutaciones en TUBBS8 y

defectos de maduracién ovocitaria. [18]

A)

Variante Fenotipo
p.P50L Ensamblaje del huso anémalo; fallo total de polimerizacion
p.14L Pueden ser fecundados, pero resultan bloqueados tras extruir el corpisculo
polar
p.V353I Pueden ser fecundados, pero resultan inviables a partir de D+3
p.E205K Pueden ser fecundados y llegan a blastocito. Algunos resultan en fallo de
implantacion
p.E194K; Pueden ser fecundados, pero resultan blogueados en D+3
p.M4511
p.C12Y Pueden ser fecundados, pero resultan bloqueados tras extruir el corpisculo
polar
Delecion total | Huso acromético anormal
TUBB8
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La infertilidad primaria en mujeres es el principal rasgo fenotipico de OOMD?2 y la
expresion de la proteina que da lugar a este defecto madurativo cuando esté alterada se
da Unicamente en ovocitos y embriones tempranos, por lo que hombres portadores de

mutaciones en TUBB8 no presentaran problemas de fertilidad. [19]

Chen B et al., 2016 en la basqueda de nuevas variantes en TUBB8, determinaron que
aquellas mujeres portadoras de p.P70L y p.C12Y con padres portadores de las mutaciones
heterocigotas de pérdida de sentido, no eran infertiles. Este hecho implicaria un efecto de
haploinsuficiencia més que un efecto dominante negativo para las dos mutaciones
mencionadas. El hecho de encontrar diferentes efectos se podria explicar debido a que
cada mutacién implicaria una alteracion estructural determinada en la proteina, de manera
que no todas implican el mismo efecto negativo. Asi mismo, Xing et al., 2020 publicaban
el hallazgo de una nueva variante en TUBB8 en una familia consanguinea en la que los
padres eran portadores heterocigotos de la mutacién y, la hija afectada con p.A54V
presentaba la variante en homocigosis, resultando en infertilidad de origen primario

debido al efecto de haploinsuficiencia que conlleva la mutacion.

Tabla 6. Estudios sobre WES de muestras parentales y hallazgos principales.

Tipo de Autor n Indicacion Técnica | Hallazgos principales
estudio
- Nueva mutacion rara de
Investigar las bases pérdida de sentido en
Qiong Xing genéticas de los TUBB8 responsable de
Cohortes etal., 2020 4 defectos de WES afectar a la formacion del
maduracidén ovocitaria huso acromatico y dando
lugar a OOMD2.
Investigar la
existencia de nuevas : Hallaron nuevas
mutaciones en mutaciones homocigotas y
Estudio Biaobang TUBBS en pacientes heterocigotas compuestas.
prospectivo Chenetal., | 10 con fallos de WES - Variabilidad de fenotipos
2016 maduracion ovocitarios y embrionarios.

ovocitarios, de
fecundacién y
desarrollo
embrionario
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Reportaron 8 nuevas
mutaciones
homocigotas/heterocigotas
Heterogeneidad de en familias con infertilidad

Estudio Feng et al., 10 fenotipos causados WES primaria.
prospectivo 2016 por las variantes en - Las variantes encontradas
TUBBS tienen un efecto
dominante-negativo
resultando en una
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4.5CUESTIONES ETICAS DE LA SECUENCIACION DEL EXOMA

Las pruebas de analisis gendmico como son la secuenciacion del exoma completo, la
secuenciacion del genoma completo y los microarrays cuentan con el potencial de
aumentar significativamente las tasas de diagndstico frente a las técnicas utilizadas
previamente. A medida que el conocimiento sobre las nuevas estrategias diagnosticas
vaya avanzando, es probable que el potencial aumente aun mas y se ofrezca a los
pacientes la oportunidad de tomar decisiones desde una postura mas informada tanto en
embarazos actuales como en futuros, asi como ofrecerles mas informacion sobre las

intervenciones terapéuticas existentes seguin cada caso.

No solo se habla de beneficios, la mayor disponibilidad de informacion genémica con
respecto a padres e hijos conllevan desafios éticos importantes que se han de esclarecer
para garantizar una completa comprension por parte de los pacientes de la informacion
que se va a obtener y el fin real que tienen las pruebas de diagnostico genético. Han sido
muchas las lineas de opiniones abiertas sobre cuanta informacion se debe dar y hasta
donde se debe llegar para una correcta practica de asesoramiento genético, llegandose a
la conclusion de que se ha de ofrecer toda la informacion disponible que el paciente desee
conocer evitando dar una sobrecarga de informacion que conlleve a crear frustracion, en

lugar de servir al objetivo de eleccién auténoma. [20]
Se ha alcanzado un consenso en la bibliografia publicada sobre ética en el cual se dicta

que todos los datos que sean clinicamente procesables deben comunicarse a los pacientes

0 participantes en la investigacion, quedando en desacuerdo si se debe informar sobre
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variantes de significado incierto o por el contrario estas carecen de importancia para ser

informadas y se podria evitar mayor ansiedad que si se comunicara al paciente.

La genomica prenatal, ademas de las cuestiones mencionadas, conlleva la pregunta sobre
las responsabilidades que recaen en los profesionales de la salud para con las familias que

se someten a estas pruebas. [20]

5 ARGUMENTACION CRITICA

La reproduccion asistida y la genética son dos campos que van de la mano. Muchos han
sido los estudios publicados hasta la fecha que muestran el origen genético de la
infertilidad, los fallos de los tratamientos o de muchas de las enfermedades que
encontramos hoy en dia en la poblacién. Asi mismo, se ha visto una clara asociacion entre
genética y farmacologia, siendo determinante la variante genética de la que seas portador

en determinados genes que definiran la respuesta ante los farmacos.

Tras concluir el presente estudio sobre el estado actual de las aplicaciones de la
secuenciacion del exoma embrionario y parental en reproduccion asistida, se deja entrever
la necesidad de continuar explorando esta parte de la ciencia de forma que en un futuro
se ofrezca a los pacientes la posibilidad de secuenciar el exoma embrionario previo a los
tratamientos de reproduccion, y conocer de esta manera, si hay un origen genético de la
infertilidad. Una vez se conozcan las variantes genéticas de las que son portadores, los
profesionales de la reproduccion asistida podran ofrecer a los pacientes una consulta
totalmente personalizada, que busque el éxito gestacional en el primer ciclo o bien,
reduzca lo maximo posible la incertidumbre, miedo y angustia que presentan los pacientes
en el caso en el que no haya ninguna opcion para su caso, dependiendo de los resultados

de las pruebas y las opciones reproductivas de las pacientes.

La informacion disponible sobre las aplicaciones embrionarias y parentales son escasas,
debido a que no fue hasta 2009 cuando WES se introdujo en la practica clinica, asi como
los asuntos bioéticos y legales que van acompaiiados de cualquier técnica que trate con
datos humanos de gran relevancia. No obstante, es un tema de gran valor cientifico y
clinico que tiene grandes salidas, no solo en la reproduccion si no en la medicina

personalizada, por lo que las puertas abiertas a nuevos proyectos que dejan los grupos de
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investigacion que ya han iniciado andaduras en este sector, son sin duda el preludio de

grandes descubrimientos en genética y reproduccion.

6 CONCLUSIONES

Uno de los principales desafios en la interpretacion de la contribucion genética
monogénica a la pérdida gestacional es esclarecer la asociacion de la enfermedad con la

causa genética y determinar una relacion causa-efecto con la muerte fetal.

Los genes de efecto materno componen el SCMC y son esenciales para el correcto
desarrollo embrionario y la maduracion ovocitaria, siendo las mutaciones inactivantes de
los mismos, causas directas de la infertilidad de origen desconocido. Se ha demostrado
en los estudios que abordan la via bioldgica de actuacion del SCMC, que la ausencia de
cualquier miembro de este complejo resulta en una desestabilizacion del complejo al
completo resultando en un bloqueo embrionario en etapas tempranas de la embriogénesis,

asi como en falta de maduracion ovocitaria.

En los casos de abortos recurrentes y fallos repetidos de los tratamientos de reproduccion
asistida a causa del bloqueo embrionario en etapas tempranas y sin ningun factor de riesgo
a considerar, la secuenciacion del exoma completo seria una via diagndstica para analizar
las variantes de las que son portadoras las pacientes afectadas. De esta manera, si se
encuentran mutaciones en algunos de los genes de efecto materno descritas o “de novo”
se podria inferir la causa principal de los fallos en los tratamientos y dar a las parejas el
asesoramiento genético adecuado de forma que puedan comprender la situacion y conocer
las opciones terapéuticas que tienen, siempre buscando minimizar la angustia y
afecciones psicologicas que conllevan los tratamientos de reproduccion asistida. En los
casos en los que las pacientes sean portadoras de variantes descritas anteriormente en
genes de efecto materno o implicados en la embriogénesis y, ademas se conozca que la
probabilidad de que estos embriones no queden bloqueados sea muy baja, la mejor
alternativa a ofrecerles seria la donacion de ovocitos, aunque se deben hacer mas estudios
en referencia al ambiente uterino de estas pacientes afectadas ya que se desconoce si es

nocivo para los embriones o resulta intacto.
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El umbral diagnéstico de secuenciacién de nueva generacion en productos de la
concepcion es del 20%. Se ha visto que los genes mayormente afectados tienen funciones
importantes en procesos bioldgicos fundamentales para el desarrollo embrionario y fetal,
asi como para la fertilidad de los progenitores de forma que las mutaciones en alguno de
estos genes resultan letales para los embriones. Los resultados de los diferentes estudios
sobre la etiologia de los abortos recurrentes mediante WES muestran que el origen de las
pérdidas gestacionales es diverso y heterogéneo, pero aun asi hay genes que cuentan con
un papel mas critico y potencial en el desarrollo fetal, sin los cuales este desarrollo no
puede continuar. Asi mismo, la recurrencia de determinadas categorias de enfermedades
vistas en fetos y POCs, asi como los genes y variantes relacionados, se consideran
evidencia clinica suficiente para apoyar la teoria de que incurririan en el efecto causal de

la pérdida gestacional.

Las mujeres portadoras de variantes en los genes implicados en los defectos de
maduracion ovocitaria no siempre presentaran el mismo espectro de afecciones. Esto es
debido a la localizacion de la mutacion en el gen y la proteina resultante. De esta forma
se encontraran variantes con efecto dominante negativo o variante con efecto de
haploinsuficiencia en la que la mayoria de mujeres portadoras no mostraran un fenotipo

tan severo de infertilidad.

WES facilita el diagnostico genético de anomalias estructurales fetales, 1o que permite
predicciones mas precisas del pronostico fetal y el riesgo de recurrencia en futuros
embarazos. Sin embargo, la deteccion general de variantes genéticas diagnosticas en una
cohorte con una amplia gama de anomalias estructurales fetales es menor que la sugerida
por estudios previos a menor escala de menos fenotipos. WES mejordé la identificacion
de trastornos geneticos en fetos con anomalias estructurales; sin embargo, antes de la
implementacion clinica, se debe considerar cuidadosamente la seleccion de casos para

maximizar la utilidad clinica.

La secuenciacion del exoma completo es una buena opcidn diagnostica en casos en los
que se desconoce el origen de la infertilidad, los abortos recurrentes, el bloqueo
embrionario temprano o fallos de implantacion y que tras varios intentos de ciclos de
reproduccion asistida, no se consiga una gestacion a término, de forma que mediante la

informacién codificada en los exones se pueda llegar a inferir la causa de los
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acontecimientos que se estdn dando y ofrecer a los pacientes opciones terapéuticas
personalizadas, si las hubiere. Sin embrago, hoy en dia y con la informacion de la que se
dispone, no se trabaja con WES como primera linea de diagndstico a pesar de los
resultados que se obtienen. No obstante, muchos son los grupos de investigacion que
estdn apostando por WES como método diagndstico y contintan investigando para
esclarecer los campos que precisan de mayor informacion, de cara a que esta técnica
pueda ser una técnica rutinaria que permita ahorrar costes, tiempo y aumente el éxito

reproductivo tanto para los pacientes como para las clinicas.

Es esencial ofrecer a los pacientes que se sometan a secuenciacion del exoma completo
una informacion completay veraz sobre los resultados que se pueden obtener de la técnica
y sus implicaciones tanto a nivel clinico como emocional de las parejas. Asi mismo, deben
ser ellos los que tomen todas las decisiones que les incumban y ofrecerles que decidan
desde el conocimiento absoluto de los pasos que se van a seguir hasta alcanzar los
resultados. De esta forma se cumpliria con el principio de autonomia de los pacientes,
esencial para cumplir con las normas de ética descritas en la Ley de Reproduccion

Humana Asistida.
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