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RESUMEN

Actualmente, en paises desarrollados, entre el 1 y el 4% de los niflos nacen mediante
Técnicas de Reproduccion Asistida (TRA), las cuales, se caracterizan por una
manipulacién controlada de los gametos y embriones. Durante la gametogénesis y el
desarrollo embrionario temprano, se producen modificaciones epigenéticas, cambios
qgue regulan la expresién génica sin cambiar la secuencia de nucleétidos del ADN. Hay
indicios de que las personas nacidas mediante TRA, son mas propensas a sufrir ciertas
enfermedades, cardiovasculares, neurolégicas, diabetes, obesidad, entre otras, que
aquellas que han nacido por reproduccion natural.

En este trabajo, se realiza una revisidn bibliografica y un meta-andlisis en busca de
evidencias que relacionen el desarrollo de estas enfermedades con los niflos nacidos
mediante TRA, cémo estas técnicas influyen en el epigenoma, y cdmo estas
modificaciones epigenéticas (microdeleciones de un gen, errores de impronta, etc.)
aumentan la probabilidad de sufrir diferentes enfermedades o trastornos.

ABSTRACT

Currently, in developed countries, between 1 and 4% of children are born using Assisted
Reproduction Techniques (ART), which are characterized by a controlled manipulation
of gametes and embryos. During gametogenesis and early embryonic development,
epigenetic modifications occur, changes that regulate gene expression without changing
the nucleotide sequence of DNA. There are indications that people born through ART
are more likely to suffer from certain diseases, cardiovascular, neurological, diabetes,
obesity, among others, than those born through spontaneous reproduction.

In this work, a bibliographic review and a meta-analysis are carried out in search of
evidence that relates the development of these diseases with children born through
ART, how these techniques influence the epigenome, and how these epigenetic
modifications (microdeletions of a gene, imprinting errors, ...) increase the probability
of suffering from different diseases or disorders.



ABREVIATURAS

Ac: Grupo acetilo (-C2H30)

ADN: Acido desoxirribonucleico.

AS: Sindrome de Angelman.

BWS: Sindrome de Beckwith-Wiedemann.

CGH array: “Array Comparative Genomic Hybridization”:
DMR: Regiones con metilacién diferencial “differentially metylated region”

DNMT: ADN metiltransferasa, “DNA Methyl Transferases”.

DPG: Diagndstico genético preimplantacional.

ESHE: European Society of Human Reproduction and Embryology

F: Fenotipo.

FET: Transferencia de embriones criopreservados, “Frozen Embryo Transfer”
FISH: Hibridacién fluorescente in situ.

FIV: Fecundacion in vitro.

H: Histona.

HAT: Histona acetiltransferasa, “Histone Acetyl Transferases”

HDAC: Histona deacetilasa, “Histone DeACetylases”

HDM: Histona demetilasa, “Histone DeMethylases”

HMT: Histona metiltransferasas, “Histone Methyl Transferases”

ICRs: Regiones de control de impronta, "Imprinting Control Regions".
ICSI: Técnica de inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides.
K: Lisina.

MSP: “Methylation Sensitive PCR”

Pb: Pares de bases

PCR: “Polymerase Chain Reaction”

PTMs: Modificaciones post-traduccionales.

PW: Sindrome de Prader-Willi.

R: Arginina.

SAM: S-adenosil-L-metionina



SEF:
SRS:

TRA:

5-mc:

Sociedad Espafiola de Fertilidad.
Sindrome de Silver-Russell.
Técnicas de reproduccion asistida.

5- metilcitosina.
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1. OBJETIVOS

El objetivo principal del trabajo es el estudio mediante revisidn bibliografica del riesgo
de alteraciones epigenéticas en los nifos nacidos mediante técnicas de reproduccién
asistida (TRA) comparado con los nifios que nacen por reproduccion natural.

Evaluar mediante la realizacidon de un meta-analisis, si las TRA aumentan el riesgo de
desarrollar determinadas patologias y si tienen algln impacto tanto en la infancia como
en la edad adulta.
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2. DESARROLLO
2.1. INTRODUCCION

2.1.1. Definicion de epigenética.

El término epigenética (“epi”-encima, sobre; “genética”-referido a los genes) significa
por encima de la genética y es el estudio de las modificaciones en la expresion de genes
gue no obedecen a una alteracidon en la secuencia del ADN, y que, ademads, estas
modificaciones son heredables y reversibles.

El término epigenética aparecid en 1940, utilizado por Conrad Hal Waddington y
definido como “la epigenética son las interacciones causales entre los genes y sus
productos, de los cuales resulta su fenotipo” (1). En 1975 Robin Holliday demostré el
primer mecanismo epigenético. Demostré que la metilacién del ADN en mamiferos
inhibia o regulaba la expresién de los genes. El, también es el autor de la primera
definicidn de epigenética que seguimos utilizando hoy en dia; “epigenética es el estudio
de los cambios en la funcidn de los genes que son heredables por mitosis y/o meiosis,
que no entraflan una modificacién en la secuencia del ADN y que pueden ser
reversibles”(2). Esto no quiere decir que sean reversibles, pero si que pueden serlo.

Los mecanismos epigenéticos, son los mecanismos por los cuales los factores
relacionados con el modo de vida y los factores ambientales modifican la expresividad
de los genes, sin cambiar su estructura y su secuencia. Los procesos epigenéticos suelen
afadir o quitar pequefias moléculas quimicas en zonas muy concretas del ADN, que son
capaces de activar o desactivar genes. Debido a estas marcas quimicas cambia la forma
en la que se expresa el ADN, pero sin modificar la secuencia genética.

Uno de los grandes dogmas de la biologia ha sido la inalterabilidad de los genes a lo largo
de la vida de un individuo, es decir, el ADN de todas las células del organismo es el
mismo. Pero también sabemos que, a lo largo de la vida de un individuo el genoma
puede sufrir alteraciones. Hay muchos mecanismos que alteran los genes, por ejemplo,
alteraciones cromosoémicas, mutaciones somaticas e inestabilidad de variaciones
tdndem. Los genes a lo largo de la vida no son inalterables, se producen variaciones que
pueden producir fendmenos como el cancer.

El ADN de todas las células del organismo es exactamente el mismo a excepcion de las
células germinales. Sin embargo, las células no son iguales fenotipicamente y realizan
funciones diferentes y actian de manera diferente en el tiempo, las células se activany
se inactivan. Por lo tanto, el diferente comportamiento de los tipos de células de un
organismo no se debe al genoma que poseen porque todas tienen los mismos genes,
sino que se debe a qué genes utilizan cada una, qué parte del genoma esta activo. El
epigenoma de cada célula es quien la define fenotipicamente. No es suficiente con tener
los genes que codifican proteinas y que estos sean correctos, hace falta, ademas que, la
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expresividad de esos genes sea controlada de una manera precisa para que todo el
sistema funcione.

La epigenética, por lo tanto, regula la expresividad de los genes de cada célula, es
heredable, y depende de ciertas condiciones bioquimicas como es la modificacidn de las
histonas, metilacion de las citosinas...

2.1.2. Factores de las variaciones epigenéticas.

Las fuentes de variabilidad que condicionan el fenotipo fisico y bioldgico de un individuo
son los factores ambientales, factores genéticos y habitos de la vida. Los mecanismos
epigenéticos, son los mecanismos por los cuales los factores relacionados con el modo
de vida y los factores ambientales modifican la expresividad de los genes, sin cambiar su
estructura y su secuencia.

Esta idea ya fue propuesta por Lamarck, a principios del siglo XIX. Lamarck afirmaba que
la evolucidn se producia por pequefios cambios a lo largo de la vida de un individuo y
esos cambios se transmitian a sus descendientes. La teoria que prevalecié fue la teoria
de Darwin, que postulé que los individuos que mejor se adaptaban eran los que
sobrevivian, y que esas caracteristicas se transmitian a la descendencia. Hoy en dia,
podemos considerar la teoria de Lamarck al menos parcialmente cierta, hablando de
epigenética, demostrando que las modificaciones a lo largo de la vida debido a factores
externos si que son heredables haciendo necesaria una nueva teoria unificada de la
evolucién.

El objeto de la epigenética es el estudio de todas aquellas modificaciones en el genoma
y en su expresividad que van mas alla de la secuencia genética, es decir, que no afectan
a la secuencia genética.

Se ha demostrado que los factores externos a los que se expone un individuo a lo largo
de la vida, no solo afectan a ese individuo, sino que también pueden afectar a su
descendencia y a la descendencia de su descendencia (Figura 1). Como se ha enunciado
en la definicidn de epigenética en el apartado anterior, las modificaciones epigenéticas
son heredables y no solo tendrian consecuencias en el individuo expuesto a ciertos
factores, (FO) primera generacidn filial, se transmitiria a su descendencia que no se ha
expuesto directamente a los factores, segunda generaciéon (F1), sino que estas
consecuencias podrian llegar a la tercera generacién (F2) por las células germinales que
se estan desarrollando dentro del feto. En estudios en animales se ha observado que se
producen efectos transgeneracionales, es decir, que se extienden hasta la generacién
F3. (3)
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FO: MADRE

F1: HUO
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F2: NIETO

Figura 1. Los factores externos solo afectan directamente a FO, los posibles efectos son heredables varias
generaciones, F1 Y F2.

En el estudio de los efectos producidos por la hambruna holandesa del afio 1944,
quedan bien reflejadas las consecuencias epigenéticas. Las generaciones actuales, ya
sean hijos o nietos de las personas que sufrieron la hambruna, tienen mayor
probabilidad de sufrir diabetes, tienen una esperanza de vida media menor, y padecen
mas frecuentemente obesidad, y otras enfermedades. Es un estudio esclarecedor sobre
como las condiciones que padecieron las madres que sufrieron la hambruna puede
afectar a su descendencia varias generaciones después. (4)

Otro ejemplo, de como afecta los factores externos no solo a los individuos expuestos
sino, también a su descendencia es el caso de envenenamiento por consumo de pescado
contaminado con metilmercurio, en las décadas de 1950 y 1960 entre los residentes de
Minamata, Japdn, por la contaminacion de la fabrica quimica de Chisso Corporation. El
mercurio era vertido por la fabrica quimica al agua de la zona, de este modo se
contaminaba a los peces que eran consumidos por la poblaciéon. EI mercurio se
acumulaba en los organismos. Se ha demostrado que la exposicidn al mercurio es la
causa de numerosos problemas de salud, incluso tras una exposicion pequefia. También
se ha demostrado que la exposicién al mercurio afecta al desarrollo intrauterino y
especialmente durante las primeras etapas de la vida, incrementando entre los
afectados el riesgo de presentar problemas neuropsicolégicos. (5)

Un estudio reciente, relaciona el tabaco con modificaciones epigenéticas en la
descendencia (6). Experimentos en ratones, a los que se expuso al humo del tabaco,
indican un aumento del riesgo de cancer en la madre y en su descendencia. Es decir, que
cuando se fuma, no solo aumenta el riesgo de cancer en nuestra persona, sino que las
modificaciones epigenéticas producidas por el tabaco, producen un aumento del riesgo
de cancer en los hijos y también en los nietos.
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2.1.3. Niveles de organizacion.

Los genomas mds complejos de las células eucariotas requieren niveles superiores de
organizacién, cuyos detalles estructurales son observables en los cromosomas.

Los genes son segmentos de un cromosoma que contienen la informacion para un
polipéptido funcional o una molécula de ARN. Ademas de los genes, los cromosomas
contienen diversas secuencias reguladoras implicadas en la replicacion, la transcripcién
y otros procesos. Los genes son las unidades basicas que contienen la informacidn
genética.

El material genético de las células eucariotas estd repartido entre varios cromosomas
cuyo numero diploide (2n) depende de la especie. Las células humanas somaticas tienen
46 cromosomas. Cada uno de los cromosomas contiene una Unica molécula de ADN muy
larga. Las moléculas de ADN de los 24 tipos diferentes de cromosomas humanos (22
parejas andlogas mas los cromosomas sexuales X y Y (Figura 2)) tienen diferentes
longitudes. Cada tipo de cromosoma contiene un conjunto caracteristico de genes. El
ADN humano contiene aproximadamente 3.10° pb, aproximadamente 20000 genes y 46
cromosomas. (7)

a
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Figura 2. Genoma completo humano. Montaje GRCh38.p13 (Genome Reference Consortium

Human Build 38), Asamblea de INSDC GCA_000001405.28, diciembre de 2013. Base de datos
Ensembl Genome Browser.
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Muchos genes de las células eucariéticas estan interrumpidos por secuencias no
codificantes denominadas intrones. Los segmentos codificantes separados por los
intrones se denominan exones.

Sélo alrededor del 1,5% del ADN genémico humano codifica proteinas. Incluso cuando
se incluyen los intrones, los genes representan menos de un tercio del ADN gendmico
humano. Gran parte del ADN restante consiste en secuencias repetidas de diversos
tipos. Los acidos nucleicos parasitos, conocidos como transposones, representan la
mitad del genoma humano.

Los cromosomas eucaridticos poseen dos importantes secuencias de ADN repetitivo con
funciones especiales, los centrémeros, que son los sitios de unidn del uso mitdtico y los
teldmeros, localizados en los extremos de los cromosomas.
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Durante el ciclo celular eucaridtico se producen grandes cambios en la estructura de los
cromosomas. El material cromosémico, denominado cromatina, es amorfo y aparenta
encontrarse al azar por el nucleo celular. Durante la profase del ciclo celular, los
cromosomas se condensan y adquieren la forma definida de los pares de cromatidas
hermanas (Figura 4.E). Esta compactacion es el resultado de la superposicion de varios
niveles de plegamiento altamente organizado. El ADN se encuentra intimamente unido
a complejos proteicos, histonas, que a menudo se hallan espaciados regularmente
(Figura 4.A). Esta formacién en "rosario" son complejos de histonas y ADN, formando el
nucleosoma, la unidad fundamental de organizacién de la cromatina, a partir de la cual
se organiza el empaquetamiento de orden superior (Figura 4.C). Cada nucleosoma
contiene ocho moléculas de histona, dos copias de cada una de las histonas H2A, H2B,
H3 y H4 (Figura 3). El espaciado de los nucleosomas a lo largo del ADN define una unidad
repetitiva de unos 200 pb, de los que 146 pb estan fuertemente unidos alrededor del
nucleo de histonas y el resto sirve de ADN de unién entre los nucleosomas. Las colas de
las histonas se extienden hacia el exterior de los nucleosomas y estdn intrinsicamente
desordenadas (Figura 3). La mayoria de las modificaciones de las histonas ocurren en las
colas.

| NUCLEOSOMA

COLASDE |
LAS
HISTONAS

Figura 3. Representacion grdfica de un nucleosoma del octdmero de histonas unido a la hebra de ADN.
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Figura 4. Fibra de cromatina. A) ADN unido a las histonas formando la estructura collar de perlas, formada
por la repeticion de nucleosomas. B) estructura de orden superior formada por solenoides (agrupaciones
de nucleosomas). C) aumenta el empaquetamiento, formando la fibra de cromatina en bucles. D) llegando
al mayor grado de compactacion formando un denso paquete de cromatina, el cromosoma. E) cromdtidas
hermanas condensadas en la profase de la mitosis en el ciclo celular.

Otro factor que afecta la unién del ADN a las histonas en los nucleosomas es la secuencia
del ADN. Los nucleos de histonas no se unen al azar al ADN, sino que tienden a situarse
en ciertas posiciones. No se conoce con seguridad la causa del posicionamiento, pero en
algunos casos parece depender de la abundancia local de pares de bases A=T en los
lugares de contacto de la hélice del ADN con las histonas. (8)

La composicion quimica y la estructura del ADN es el punto que queda de explicar para
entender la organizacién cromosémica. El ADN esta compuesto por dos cadenas, cada
una formada por nucleétidos unidos por enlace fosfodiéster. Cada nucleétido, a su vez,
esta compuesto por un azucar (desoxirribosa), un grupo fosfato y una base nitrogenada.
Las bases nitrogenadas son cuatro: adenina (A), timina (T), citosina (C), y guanina (G), y
siempre una A se enfrenta a una T y una C se enfrenta a una G en la doble cadena. Las
bases enfrentadas se dice que son complementarias. El ADN adopta una forma de doble
hélice, como una escalera caracol donde los lados son cadenas de azucares y fosfatos
conectadas por las bases nitrogenadas complementarias unidas mediante puentes de
hidrogeno. (Figura 5)
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Figura 5. Estructura del ADN. A) modelo original propuesto por Watson y Crick, modelo de la doble hélice.
B) nucledtido formado por un grupo fosfato, aziucar y una base nitrogenada. C) cadenas antiparalelas
complementarias del ADN, union entre las bases mediante puentes de hidrogeno.

Mediante diversas técnicas se ha podido demostrar que en el interior del nucleo celular
cada cromosoma ocupa un lugar especifico (7). La posicién que ocupa un cromosoma en
el interior del nucleo es importante ya que influye en la activacién y desactivacion de los
genes que contiene. Sabemos que el maximo empaquetamiento y condensacién del
ADN del cromosoma, solo es observable antes de la division celular (mitosis). En
regiones mas condensadas o mas distendidas forman respectivamente la
heterocromatina o la eucromatina.
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La heterocromatina permite la separacion de las cromatidas durante la mitosis v,
ademas, protege los extremos de los cromosomas. La heterocromatina es rica en
secuencias silenciadoras transcripcionales. Este silenciamiento génico esta relacionado
con un alto grado de metilacidn y bajo grado de acetilacion de determinados residuos
localizados en histonas como son: histona H3 en las lisinas 9 0 27 (H3Ks, H3K27) o histona
H4 en la lisina 20 (HaK20), tal como se explica en el apartado siguiente. El alto grado de
condensacién de la heterocromatina hace que sus genes sean inaccesibles a los factores
transcripcionales manteniéndose silenciados. Los genes contenidos en la eucromatina,
sin embargo, pueden ser activados o seguir inactivos. Asimismo, la eucromatina puede
ser desempaquetada con el fin de llevar a cabo procesos de replicacion o de reparacion.
Estas modificaciones van a alterar el grado de organizacion de la cromatina. (9)

2.1.4. Mecanismos epigenéticos.

Las modificaciones epigenéticas se producen por una serie de variaciones bioquimicas
sobre el ADN, sin alterar su secuencia, pero si que se produce una modificacion en la
forma de empaquetamiento, y estos cambios son heredables mitéticamente y
meidticamente.

Estas modificaciones quimicas se definen como patrones de expresidn, lo que significa
gue las regiones mas empaquetadas no se expresaran, y las menos empaquetadas si que
se podrdn expresar, ya que las regiones menos empaquetadas podran ser accesibles a
las distintas proteinas que produciran la transcripcidn de los genes que se encuentran
en la regidn. El mecanismo de modificacién epigenética mas estudiado es la metilacion
de las citosinas de regiones ricas en estos nucleétidos.

Tras analizar la metilacién del genoma de mas de 23000 personas, los investigadores
han detectado 4452 epivariaciones (variaciones epigenéticas) en los cromosomas no
sexuales. Muchas de estas epivariaciones provocan un cambio de expresion fuera de lo
habitual, aunque no todas son negativas para el organismo. (10)

Ademads de la metilacion del ADN, se han descrito otros mecanismos por los que se
modifica la expresién de un gen, como la modificacidon postraduccional de histonas, o la
expresion de microARNs no codificantes...

Nos centramos en los dos mecanismos epigenéticos mas estudiados:

2.1.4.1. Metilacion del ADN.

La metilacion del ADN, también llamada metilacién de las citosinas (base nitrogenada
de los nucleétidos que componen la cadena de ADN), consiste en la unién de un grupo
metilo a las citosinas del ADN. El grupo metilo unido a la citosina impedird la unién de
las proteinas necesarias para la expresién de un gen en concreto, ya que cuando las
citosinas de una region del genoma estan metiladas, el ADN estd mds empaquetado, es
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decir, menos accesible a los factores de transcripcion. Es un proceso reversible,
pudiendo ocurrir tanto la metilacién como la desmetilacién de las citosinas.

La metilacion del ADN afecta a las regiones ricas en citosinas. Las mas importantes y
conocidas son las islas CpG que son regiones que presentan unas proporciones de
citosinas y guaninas (Figura 6) por encima del 55% y que suponen el 1% del genoma. La
metilacion de las citosinas esta catalizada por las ADN-metiltransferasas (11). El nombre
de las islas CpG, proviene de “C” de citosina y la “G” de guanina y la “p” de los enlaces
fosfato entre los nucleétidos del ADN. Las islas CpG no son las Unicas regiones ricas en
citosinas.
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Figura 6. A. Guanina y B. Citosina

Las islas CpG se encuentran en las regiones reguladoras y no en los segmentos
codificantes del ADN, por lo que las islas CpG estan implicadas en el empaquetamiento
del ADN formando una estructura mas compacta que la hace inaccesible para los
factores de transcripcion. Frecuentemente regulan mas de un gen. Las islas CpG se
encuentran en las regiones promotoras de los genes llamados “housekeeping”, que son
los genes no especificos del tejido, es decir genes que se expresan en muchos de los
tipos celulares. Sin embargo, los genes especificos de los tejidos como por ejemplo los
que codifican alfa y beta globina de la hemoglobina de los eritrocitos, no estan regulados
por regiones CpG, sino por regiones especificas que se ligan a reguladores especificos.

La metilacion de las citosinas suele ser inhibidora.

La reaccidon de metilacidon del ADN, es una reaccién enzimatica catalizada por la enzima
ADN-metiltransferasa (DNMT) (12). La reaccion consiste en la unién de un grupo metilo(-
CHs) en el carbono 5 de la citosina, formando 5-metilcitosina (5-mc). El grupo metilo
proviene de un sustrato, S-adenosil-L-metionina (SAM) (Figura 7). (Reaccion 1).
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Figura 7. S-adenosil-L-metionina (SAM)

Como veremos en los siguientes apartados, la metilacion del ADN esta involucrada en
diversos procesos fisioldgicos como la impronta gendmica, regulacion de los fendmenos
de transcripcion, organizacion de la estructura de la cromatina, entre otros. En
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definitiva, regula la expresividad de los genes (13). Una inadecuada metilaciéon del ADN
puede provocar diferentes enfermedades.
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Reaccion 1. A) Reaccidon de metilacion del ADN. B) Mecanismo de la reaccion.
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2.1.4.2. Modificacion de las histonas.

Dentro de cada una de las células de un ser humano se encuentran 2 metros de hebra
de ADN. La hebra de ADN no se encuentra en su estructura primaria, doble hélice
estirada, se encuentra ultra empaquetada, muy bien estructurada y disefada, gracias al
octamero de histonas, sobre el que se enrolla el ADN para empaquetarse formando el
nucleosoma (Figura 3 y 4). Las histonas del nucleosoma H3, H4, H2A y H2B, son proteinas
pequeiias y bdsicas muy conservadas en la evolucién. Presentan una regién muy
conservada en el dominio central denominado “dominio de plegamiento” mientras que
las colas terminales son mas variables. Estas colas son ricas en los aminodcidos basicos
lisina (K) y arginina (R). (Figura 8 y 9). (14)

COO COO
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Figura 8. Los aminodcidos Lisina (K) y Arginina (R)

Las modificaciones quimicas llevadas a cabo por diferentes enzimas en las histonas
ocurren mayoritariamente en los extremos N-terminal o C-terminal de las colas de las
histonas (Figura 9). Estas modificaciones post-traduccionales (PTMs) son principalmente
la acetilacion y metilacion de determinados residuos aminoacidicos, aunque existen
muchas otras, como la fosforilacidn, la ribosilacién o la ubiquitinacion. (Figura 9)
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Figura 9. Esquema histonas. A) Estructura de las cuatro histonas, cada una de las histonas contiene una
cola N-terminal, que estd sujeto a varias formas de modificacion covalente, y un dominio de plegamiento
(“histone fold”). B) Modificaciones en las colas de las histonas. (15)

El grado de empaquetamiento de la cromatina esta determinado por las histonas (Figura
10). Habra zonas donde el ADN se encuentre muy empaquetado, por lo que los genes
gue se encuentren en estas zonas no se expresaran, ya que las proteinas de la
maquinaria de transcripcién no tendran acceso a estos genes en las zonas muy
empagquetadas. Por el contrario, cuando las histonas desenrollan el ADN, ciertas zonas
pasan a estar accesibles, en esas zonas si que se expresaran los genes contenidos. Este
mecanismo de empaquetamiento del ADN dentro de las células esta controlado por
moléculas quimicas. (Figura 9)

Hay dos tipos de modificaciones de las histonas, las activadoras y las inhibidoras de la
expresion de los genes. Algunas de las mas conocidas son: activadoras como acetilacion
de lisinas de las histonas, metilacién de argininas, metilacidon de algunas lisinas en H3 y
H4 (HsKss, H3Kz9, H3Ka) (Figura 9); modificaciones inhibidoras como metilacion de
algunas lisinas en H3 y H4 (Hs3Ko, H3Kz7, HaKao) (Figura 9). Las colas de las histonas
sobresalen del nucleosoma, dichas colas sufren modificaciones tras la traduccién, en
particular en las histonas H3 y H4. La modificacion de las histonas es la forma de cambiar
la expresividad de los genes, es decir, otro mecanismo epigenético.
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La acetilacion y metilacion son modificaciones quimicas postraduccionales (PTMs) de las
histonas y otras proteinas. Esta union del grupo acetilo o metilo, produce un cambio en
el empaquetamiento de la histona (Figura 10). Al afiadir el grupo Ac o Me, se produce
una relajacion en la estructura de la histona, provocando que ciertas zonas de ADN estén
mas accesibles a los factores de trascripcién. Los genes que se encuentren en esas zonas
del ADN se podran expresar ya que estan accesibles. Asimismo, la reaccién inversa de
desacetilacion o desmetilacién, donde se elimina el grupo Ac o Me, provoca un mayor
empaquetamiento, haciendo mas inaccesible el ADN a los factores de transcripcién, por
lo que los genes que se encuentren en estas zonas del ADN no se expresaran.

Este mecanismo explica la variabilidad en |la expresividad de los genes en cada célula. De
este modo, hay células especializadas, con funciones concretas donde solo estdn activos
o expresados ciertos genes. La existencia de distintos tipos celulares es posible gracias a
los mecanismos epigenéticos. (Figura 12)

Una variacion en las reacciones quimicas de acetilacién y desacetilacién, o metilacién y
desmetilacién de las histonas podrian provocar enfermedades, como veremos en los
siguientes apartados.

1.4.2.1. ACETILACION Y DESACETILACION DE HISTONAS

La reaccién de acetilacidon de las histonas es una reaccion enzimatica y reversible. Se
produce en las colas de las histonas, mds comunmente en las lisinas (K) en las colas de
H3 y H4. La reaccion de acetilacion consiste en afiadir un grupo acetilo (Ac) al compuesto
organico, reaccion catalizada por las enzimas acetiltransferasas (HAT) en presencia de la
coenzima A acetilada, que proporciona los grupos Ac. La reaccion inversa, desacetilacion
de la histona, también una reaccién enzimatica, consiste en la eliminacién del grupo Ac
de la cola de las histonas en presencia de agua, reaccidén catalizada por las enzimas
desacetiltransferasas (HDAC). (Reaccion 2).
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Reaccién 2. Reaccion de acetilacion y desacetilacion de histonas. Reaccidon que se
produce en la cola de la lisina.
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Figura 10. Esquema de la relacion entre la acetilacion de las histonas y la compactacion de la cromatina.

1.4.2.2. METILACION Y DESMETILACION DE HISTONAS

La reaccién de metilacién de las histonas es una reaccion enzimatica y reversible. Se
produce en las colas de las histonas, mas cominmente en las lisinas (K) en las colas de
H3 y H4. La reaccién de metilacion, consiste en sustituir un hidréogeno por un grupo
metilo (CH3), que se encuentra unido al N-terminal de la cadena lateral de la lisina,
reaccion catalizada por las enzimas metiltransferasas (HMT) en presencia de la S-
adenosil-L-metionina, que es de donde proviene el grupo metilo. La reaccion, de
desmetilacion de la histona, también una reaccidon enzimatica, consiste en la eliminacion
del grupo metilo de la cadena lateral de la lisina, reaccion catalizada por la enzima
desmetiltransferasas (HDM). (Reaccion 3).
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Reaccion 3. Reaccion de metilacion de histonas. [R=H]. Reaccion que se produce en
la cola de la lisina.
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2.1.5. Desarrollo epigenético.

Una vez vistos los mecanismos epigenéticos, es importante saber cudndo y dénde se
producen las epivariaciones.

2.1.5.1. Cuando se produce el desarrollo epigenético.

Los cambios de expresividad del genoma se pueden producir a lo largo de toda la vida
del individuo.

Las primeras fases del desarrollo embrionario son muy importantes. El genoma pasa por
varias fases de programacién epigenética (16). En primer lugar, tras la fecundacidn, en
el cigoto, antes de que se fusionen los pronucleos materno y paterno, se produce una
desmetilacion del paterno, permaneciendo metilado el pronidcleo materno. Se
producen algunas divisiones mitdticas, y el ADN materno se va a ir desmetilando
progresivamente. Tras las primeras divisiones mitéticas se forma la mérula y cuando el
blastocisto se cavita se produce la remetilacién del genoma con el nuevo patrén que va
a permitir el inicio de la diferenciacion de los nuevos tejidos. La primera fase de
epigenética, la reprogramacion tiene lugar durante la gametogénesis (Figura 11). En el
desarrollo, la diferenciacion de los tejidos se va a ir produciendo ya que se van a ir
modificando los patrones de metilacion, esto va a ir dando lugar a los diferentes tipos
celulares (Figura 12). Luego, durante toda la vida, las diferentes células siguen sufriendo
modificaciones epigenéticas que les permite adaptarse a los estimulos que reciben.
Mientras que la desmetilacidn-metilacidn ocurre en todo el genoma del embrién
temprano, las regiones genéticas improntadas estan protegidas de los procesos de
desmetilacion y mantienen su metilacion especifica durante la gametogénesis,
dependiendo del sexo del progenitor del que procede. La remetilacion se completa con
la implantacion. Las aberraciones en la reprogramacién epigenética, como
hipermetilacion o hipometilacion de ADN dentro de una regién genética especifica,
puede resultar en alteraciones de la actividad genética y alteraciones de la impronta.
Las epimutaciones que causan enfermedades se mantienen mediante division celular y
se pueden heredar (17).

Las células madre pluripotentes, van a ir sufriendo modificaciones epigenéticas durante
toda la vida del individuo para transformarse en cualquier célula. Por ejemplo, los
linfocitos B, al recibir un estimulo antigénico inician mediante cambios en su patrén
epigenético, el proceso para convertirse en célula plasmatica. Es decir, todo lo que va
del genoma inicial al fenotipo en cada uno de los momentos de la vida del individuo esta
causado por cambios en el patrdn de la expresidon de genoma que son gobernados por
mecanismos epigenéticos.
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10

12. Desmetilacién del nucleo paterno, antes de la primera division celular.

10

22, Desmetilacion del ADN materno, junto con la division celular.
32, Metilacion de novo del ADN, en la masa interna celular (MIC).

Division celular, formacidon de embrion. Cuando se realiza la mitosis por las células
diferenciadas, los patrones de metilacion se conservan.
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Figura 11. Desarrollo embrionario
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Figura 12. Diferentes tipos celulares gracias a los mecanismos epigenéticos.

2.1.5.2. Donde se produce desarrollo epigenético.

Las epivariaciones se van a dar en regiones reguladoras de la expresion de los genes.
Estas regiones son las regiones del promotor, que pueden contener baja, madia o alta
concentracion de islas CpG (Figura 13); y también en regiones reguladoras distales, que
provocan una remodelacidn de la cromatina y hacen accesibles o inaccesibles regiones
reguladoras.

Siempre sera sobre regiones reguladoras del genoma.
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2.2. TECNOLOGIA DE REPRODUCCION ASISTIDA

Mds de 8 millones de bebés han nacido mediante técnicas de reproduccion asistida en
el mundo, desde que nacid la primera nifia mediante fecundacién in vitro (FIV), Louise
Brown, en 1978, en el Oldham General Hospital (Reino Unido), segun un estudio
presentado en el congreso de la Sociedad Europea de Reproduccién Humana vy
Embriologia (ESHRE), en Barcelona. Anualmente, se llevan a cabo mas de 2 millones de
tratamientos de reproduccién asistida. El miembro fundador de la ESHRE, fue el bidlogo
reproductivo Robert Edwards, padre cientifico de la FIV, al que le fue concedido el
premio Novel de Medicina en 2010.(18)

La tecnologia de reproduccion asistida ha experimentado muchos avances basandose
en un mejor diagndstico de las parejas que padecen disfuncién reproductiva, en el
proceso de simplificacién del procedimiento de obtencidon de ovocitos, en un mejor
control del cultivo y seleccién de embriones y aumento significativo de las tasas de
embarazo. En resumen, una gran mejora de las técnicas, del diagndstico y del
seguimiento del proceso.

Al estudiar los cambios epigenéticos en el periodo neonatal, algunos trabajos sugieren
gue las técnicas de reproduccién asistida aumentan el riesgo de patologias de origen
epigenético en los embriones. Aunque el riesgo no es alto, parece mayor que en nifios
obtenidos mediante reproduccion natural. Las patologias clinicas epigenéticas de nifios
obtenidos por estas técnicas, es de 3 a 6 veces mas frecuente que en el resto de la
poblacidén obtenida por gestacidn natural. La posible razén es que en los primeros dias
de gestacion se producen modificaciones epigenéticas muy importantes. Los gametos
ya tienen un mapa genético, en el momento en el que se unen los gametos se produce
una desprogramacion y una reprogramacion del embrién (Figura 11). En las técnicas de
reproduccién asistida, esa fase se produce en un entorno artificial, por lo tanto, el
entorno in vitro, aunque es lo mas parecido posible, no es idéntico al del seno materno.
Por lo tanto, es posible que las modificaciones epigenéticas que se realizan en ese
momento no se hagan siempre correctamente.

2.2.1. Epigenéticay TRA.

Los nuevos avances en las técnicas de reproduccidn asistida, como técnicas de inyeccién
intracitoplasmadtica de esperma (ICSl), las técnicas FIV, la vitrificacion de ovocitos y de
embriones y un largo etcétera; han dado la oportunidad de tener descendencia a las
parejas que presentaban alteraciones de la fertilidad.

Podemos evitar ciertas enfermedades genéticas mediante el diagndstico genético
preimplantacional (DGP) que permite seleccionar antes de su implantacién, a los
embriones en las primeras etapas del desarrollo embrionario.
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Todo este desarrollo ha traido problemas importantes, no solo médicos sino también
éticos. A medida que aumenta exponencialmente el nimero de embarazos y recién
nacidos por TRA se podria estar aumentando el riesgo de complicaciones en la
descendencia obtenida mediante estas técnicas.

No se puede pasar por alto el aparente mayor riesgo de trastornos de la impronta
gendmica relacionados con la TRA. Sin embargo, el vinculo entre defectos de impronta
y TRA es débil. Los procesos llevados a cabo en las TRA estan probablemente implicados
en estos riesgos y tienen que ser estudiados enfocdndose procesos especificos de TRA,
y dado que el proceso de gametogénesis es sincrénico con los eventos de impronta
relevantes, debe estudiarse qué procesos pueden causar mads facilmente errores en la
impronta con consecuencias en el desarrollo embrionario temprano. Aunque no se
puede descartar la contribuciéon de la manipulacidn in vitro de gametos y embriones,
parece que las condiciones de superovulacion y / o infertilidad en si mismas pueden ser
las principales razones del riesgo de trastornos de la impronta gendmica observados al
nacimiento de nifios concebidos mediante TRA. (19)

En estos estudios se analizan las evaluaciones perinatales y los datos recogidos durante
el embarazo de los nifios nacidos mediante TRA. Los estudios suelen estar centrados en
la recopilacion de pardmetros como el peso del recién nacido, edad gestacional en el
momento del parto, presencia de deformidades, tasa de mortalidad, la incidencia de
diabetes gestacional, la amenaza de aborto, y parto prematuro. Las consecuencias
descritas asociadas a TRA son muy variadas e incluyen las siguientes:

- Bajo peso al nacer: segln estudios llevados a cabo en Estados Unidos, el uso de
TRA ha llevado a un nimero desproporcionado de bebés con bajo peso y muy
bajo peso al nacer, en parte debido al aumento absoluto de embarazos multiples,
pero también se ha observado tasas mas elevadas neonatos con bajo peso
concebidos mediante TRA, sin proceder de embarazos multiples (20).

Un estudio sefiala que el medio de cultivo utilizado en la fecundacién in vitro
(FIV) afecta al tamafio del feto a término (21).

- Malformaciones: En comparacién con la concepcion natural, los nifios nacidos
después de la inyeccidn intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl) tienen un
mayor riesgo de sufrir malformaciones congénitas importantes. Este riesgo se
atribuye principalmente a los factores de riesgo del padre y la madre, y es mas
comun en parejas que utilizan ICSI para la reproduccién. Es probable que los
hallazgos observados estén relacionados con la causa de la infertilidad. Sin
embargo, no se pueden descartar los riesgos asociados a esta tecnologia (22).
Los bebés concebidos mediante ICSI o FIV tienen el doble de riesgo de sufrir
enfermedades congénitas importantes que los que nacen de forma natural (23).
Puede producirse un desarrollo anormal de algunos drganos, ya que las TRA
pasan por alto muchos filtros bioldgicos, poniendo a los gametos y embriones
bajo la presién ambiental (24).
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Alteracion en la impronta de los genes: Los genes improntados juegan un papel
importante en la regulacién del crecimiento y el desarrollo, y en algunos casos
pueden afectar al comportamiento (25). Hay muchos genes improntados y otros
muchos todavia no se han identificado. Las lineas de investigacidon de estos genes
se centran en la identificacion de patrones de herencia de enfermedades
humanas (26).

Estudios han demostrado que las TRA pueden modificar laimpronta de los genes,
alterando el ciclo epigenético de los genes improntados, dando lugar a
enfermedad de impronta, (27) tales como el sindrome de Beckwith-Wiedemann
(BWS)(28) (29) (30), el sindrome de Prader-Willi (PWS), el sindrome de Angelman
(31), el sindrome de Russel-Silver (32), el retinoblastoma, diabetes neonatal, etc.
Todas estas enfermedad de impronta presentan wuna incidencia
inesperadamente alta en nifos concebidos mediante TRA (33). Se han
identificado nueve sindromes de impronta humana pero no todos ellos estdn
asociados con las técnicas TRA, solo hay evidencia de vinculo entre las TRA y tres
de los sindromes de impronta (34).

Las enfermedades relacionadas con las modificaciones epigenéticas de los nifios
nacidos por TRA se expone, en el apartado siguiente del trabajo.

Desarrollo de enfermedades postnatales: la mayoria de los estudios que
investigan los efectos de la TRA se han centrado en los resultados perinatales,
los estudios mas recientes demuestran que los nifios concebidos con TRA
pueden tener un mayor riesgo de trastornos postnatales.

Algunas enfermedades cardiovasculares pueden ser producidas a largo plazo por
las TRA en nifios (35). Otro estudio, sugiere que los nifios con TRA pueden tener
un mayor riesgo de sufrir enfermedades cardiometabdlicas posteriores (36).

La evidencia epidemiolégica actual sugiere que los nifios concebidos mediante
TRA presentan diferencias detectables en la presion arterial, la composicidn
corporal y mayor riesgo de desarrollar diabetes (37).

Para el desarrollo de las TRA, los embriones tienen que permanecer en cultivos,
las condiciones ambientales de los medios de cultivo afectan al desarrollo
embrionario y en la misma direccién que los anteriores, otros estudio ha
demostrado que los medios de cultivo afectan a la regulacidn epigenética del
genoma embrionario, evidenciando que el cultivo de embriones produce un
riesgo mayor de desarrollar enfermedades cardiovasculares (38), desarrollar una
hipertension arterial (39) y de padecer diabetes (40). Todas estas consecuencias
por otro lado, interactian entre ellas (41)(42).

Parto prematuro: las TRA se asocian a una mayor tasa de partos prematuros
(43).

Amenaza de aborto: los trabajos indican que las pérdidas de embarazos
tempranos fueron mas altas en los nifos concebidos mediante TRA, también la
incidencia de aborto espontaneo es mas alta (43).

Los nifos concebidos mediante TRA tienen un mayor riesgo de padecer
trastornos neurolégicos. El estudio evidencid que los ratones derivados de
embriones cultivados mostraron alteraciones conductuales especificas en
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ansiedad y deficiencias en recuerdos implicitos. Estos embriones en la etapa de
blastocisto mostraron una menor expresion de ARNm de H19.

Por otro lado, diferentes autores han reportado un aumento del riesgo de
pardlisis cerebral (PC) en nifios concebidos con TRA, que en parte se debe a los
embarazos multiples (44).

El posible riesgo de discapacidad intelectual (DI) en los nifios concebidos por TRA
representa otro problema abordado por varios estudios. Se han identificado mas
de 500 genes implicados en su etiologia (45).

Un gen involucrado en la regulacién de la homeostasis cerebral es el gen BDNF,
que juega un papel fundamental en el desarrollo, mantenimiento y plasticidad
del sistema nervioso central. Varios estudios reportaron una desregulacion de la
expresion de BDNF por alteraciones de la metilacion del ADN, también mediada
por modificaciones de histonas y alteraciones en la metilacion del ARN no
codificante en diferentes enfermedades neurolégicas, como en la enfermedad
de Alzheimer (EA), enfermedad de Parkinson (EP), enfermedad de Huntington
(EH) y esclerosis lateral amiotrdfica (ELA) (46).

2.2.2. Fertilidad y TRA.

El impacto de las TRA en la salud de los nifios sigue sin estar claro. La infertilidad de la
poblacion que utiliza estas técnicas, es por si misma un factor de riesgo (47).

Algunos estudios han observado alteraciones significativas de metilacion en el esperma
de hombres con diferentes grados de infertilidad y en ovocitos de mujeres sometidas a
estimulacion ovarica.(48) La metilacion de SNRPN en la descendencia (polipéptido N de
ribonucleoproteina nuclear pequena), gen que se sabe que esta asociado a los
sindromes de Prader-Willi y de Angelman, se relaciond con el tratamiento de fertilidad
en los padres. Este efecto fue especifico para los nifios concebidos mediante ICSI, por lo
que el tratamiento de fertilidad de los padres también afecta a la epigenética de la
descendencia, teniendo consecuencias a largo y corto plazo (49). Los nifios con sindrome
de Prader-Willi o sindrome de Angelman tienen mas probabilidades de nacer de padres
con problemas de fertilidad, aunque no se encontraron asociaciones significativas entre
las incidencias de los sindromes de Angelman y Prader-Willi y los tratamientos de FIV o
ICSI.(50) Hubo un aumento en los trastornos de la impronta en nifos concebidos
mediante FIV e ICSI, pero evidencia insuficiente para una asociacién entre ART vy
metilacion en otros genes impresos. Se necesitan estudios con un control mayor en los
métodos de medicidn y las regiones estudiadas para asociar el efecto de las TRA sobre
la metilacion del ADN y la impronta de los genes (44) (48).

Las nuevas técnicas de reproduccién asistida han mejorado durante los ultimos afios,
incluida la vitrificacion, sistemas de cultivo dindmicos, maduracion in vitro de ovocitos,
eclosidn asistida por laser e inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides.
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Dado que los procedimientos de TRA realizan multiples manipulaciones del gameto y
del embrién durante las ventanas criticas de la reprogramacién epigenética, se ha
puesto de manifiesto una asociacion entre TRA y modificaciones epigenéticas
aberrantes, que se evidencian principalmente en modelos animales. Los factores de
riesgo atribuidos a las técnicas de reproduccidn asistida son:

- Edad avanzada: El andlisis de embriones en etapa de blastocisto reveld que el
mantenimiento de la metilacidon impresa no se vio afectado por el aumento de
la edad materna (51).

- Riesgo de la estimulaciéon ovarica: la incidencia en trastornos de impronta
aumenta cuando se utilizan técnicas como la estimulacién ovarica (52)(53).

- Embarazos multiples: en un estudio de la ESHRE sobre las TRA se observé que la
distribucién de partos Unicos, gemelares vy trillizos para FIV e ICSI combinados
fue 76,7, 22,0 y 1,1%, respectivamente (54). Lo que supone un aumento de los
embarazos multiples en comparacion con los embarazos espontaneos,
produciendo resultados perinatales adversos asociados con los embarazos
multiples (53).

- Cultivo de ovocitos: la incidencia en trastornos de impronta aumenta cuando se

utilizan técnicas como los cultivos in vitro (52). Se ha demostrado que el cultivo
in vitro de embriones preimplantacionales es un factor de riesgo de fetos a
término anormales, incluidos los pesos altos y bajos al nacer (55).
Dado que hay medios de cultivo con propiedades muy diferentes, otra rama de
estudio es comprobar cudl es el medio de cultivo idéneo para el desarrollo
embrionario y la regulacién epigenética (56). Hay que tener en cuenta factores
como la temperatura, la osmolaridad, el pH vy la densidad durante el cultivo que
pueden incrementar el estrés del embrion y tener importantes consecuencias
epigenéticas.

- Transferencia de embriones criopreservados (FET, “Frozen Embryo Transfer”):
técnica que, segun estudios, puede estar relacionada con modificaciones
epigenéticas de la descendencia obtenida (57). Las manipulaciones embrionarias
realizadas durante la congelacién y descongelacién pueden causar cambios en el
desarrollo del feto a través de las modificaciones epigenéticas (58).

2.2.3. Enfermedades relacionadas con la epigenética de los nifios TRA.

El ser humano es un organismo diploide, en los organismos diploides la mayoria de los
genes presentan dos alelos funcionales. Pero en algunos genes (1% de los genes) se halla
silenciado uno de los dos alelos, bien el de origen materno o paterno, este es el
fenémeno de la impronta. En mamiferos placentarios se han encontrado hasta 83 genes
de impronta, se cree que hay muchos mas. Los genes improntados en el genoma de los
mamiferos son aquellos genes para los cuales uno de los alelos parentales esta
reprimido (silenciado), mientras que el otro se transcribe (activo). El silenciamiento
ocurre mediante fendmenos epigenéticos antes citados en el apartado anterior. La
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modificacion epigenética mds importante implicada en la impronta es la metilacion en
dinucledtidos CpG que define regiones con metilacién diferencial (DMR, “differentially
metylated regién”), las cuales son especificas para cada alelo parental. El otro
mecanismo importante de regulacién de la expresion genética de impronta es la
modificacidn de histonas. El estudio de las funciones de la metilacion del ADN permite
conocer la existencia de patrones heredables del estado de metilacion en el genoma de
los mamiferos. Los patrones de metilacion en las células somaticas son generalmente
estables y heredables por mitosis, sin embargo, son reprogramados ampliamente en las
células germinales y durante el desarrollo embrionario temprano, siendo la metilacién
de novo particularmente activa en estos estadios. Los elementos de control de impronta
se regulan por metilacién durante la gametogénesis. Después de la fecundacidn, los
genomas maternos y paternos sufren una desmetilacién, y posteriormente se vuelven a
metilar, en la fase de blastocisto durante la implantacién (Figura 11). Sin embargo, hay
algunos alelos que no sufren esta desmetilacion y posterior remetilacidn,
permaneciendo metilados, es decir improntados y por lo tanto, no se van a expresar
(59). Posteriormente en el feto se producird una reprogramacién epigenética que va a
provocar un “reset” de las células germinales. Algunas enfermedades, llamadas de
impronta, estan causadas por la pérdida de este patrén de metilacidn. La inhibicién de
los genes improntados ocurre porque la metilacion del ADN origina un mayor
compactado, formando heterocromatina, impidiendo el acceso de la maquinaria de
transcripcion.

Se debe hablar del término impronta, un mecanismo epigenético que esta relacionado
con algunas enfermedades. Las regiones improntadas son funcionalmente haploides, es
decir que solo un alelo es funcional (Figura 14). Deleciones, duplicaciones, mutaciones
o alteraciones de impronta del Unico alelo activo lleva a un desequilibrio de la dosis del
producto génico y puede llevar a alteraciones en el fenotipo. Pese a esto, todos los
mamiferos placentarios estudiados presentan fendmenos de impronta.

Gen expresado Gen no expresado
Genes no impresos  — g 7 A N G — B —
Q — A — Q B -
B Gen expresado paterno Gen expresado materno
[
Genes impresos g C — o D —
Q@ — C - Q@— D —

Figura 14. Los genes no impresos se expresan a partir de ambos alelos (gen A) o de ninguno de ellos (gen
B). los genes impresos tienen una expresion mono alélica, por lo que solo permiten la expresion de un alelo,
el paterno en el caso del gen Cy el materno en el caso del gen D.
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Un cambio epigenético, altera el fenotipo sin cambiar el genotipo. Los genes de
impronta actian como nodos de susceptibilidad para algunas enfermedades como el
asma, cancer, diabetes, obesidad, trastornos del comportamiento neuropsicolégico
complejo y del desarrollo pre y postnatal, y muchas mas. La lista de enfermedades
asociadas a la impronta es demasiado larga teniendo en cuenta el nimero limitado de
genes de impronta identificados hasta la fecha. Existen varios sindromes relacionados
con la impronta gendmica en humanos, solo en 3 de ellos se han podido demostrar
evidencias de la relacion con las TRA. Estos son: Sindrome de Prader-Willi, sindrome de
Angelman y sindrome de Beckwith-Wiedemann (BWS) (27)(60)(61).

La incidencia absoluta de defectos de impronta es muy pequeia (<1/12.000
nacimientos), por lo que no se recomienda realizar un cribado rutinario de defectos de
impronta en nifios nacidos con tecnologia de reproduccién asistida. Se necesitan
estudios de cohortes a gran escala de estos nifios para determinar la asociacion entre el
TRAy este tipo de patologia (62).

Algunas de las bases de datos que se pueden utilizar para clasificar las variaciones
encontradas son:

e UCSC Genome Browser
e Ensembl Genome Browser

e Database of Genomic Variants

e Decipher
e NCBI
e ISCA

e Genoglyphix

La base de datos que vamos a utilizaren este trabajo para realizar un mapeo del
genoma clinico, es DECIPHER (63).

- Sindrome de Prader- Willi.
Localizacién: Region PWS del cromosoma 15q11-g13. Generalmente resulta de una
delecién de aproximadamente 4 Mpb del cromosoma humano 15q11-q13, con puntos
de corte agrupados (BP) en cualquiera de los dos sitios proximales (BP1 para el tipo 1y
BP2 para el tipo 2) y un sitio distal (BP3).

Cariotipo:

cromosoma1s (] TR W W)

sindrome de Prader-willi (tipo 1) €

Variantes de nidmero de

Largo 5515776 pb
Leyenda Localizacion 15: 22677345-28193120
Genotipo Heterocigoto

Variantes de numero de [l Los= *
- Clase Supresion
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Origen: la delecion surge en el homdlogo paterno, ya que la region se encuentra
improntada en el cromosoma materno. De tal modo que si en el cromosoma 15 materno
esta region estd improntada y en el cromosoma 15 paterno se ha perdido la regiéon PWS
del cromosoma 15 pues no hay opcién de que esta regién sea funcional. Debido a la
impronta, los genes heredados de la madre en la regiéon critica del PWS de 15q11.2
suelen estar inactivos y el desarrollo normal depende de los genes activos heredados
por el padre. En el sindrome del PWS el gen critico es SNURF-SNPRPN aunque no estd
claro si es un solo gen.

Fenotipo: e Leve discapacidad intelectual

e Hipogonadismo

e Hipotonia muscular

e Obesidad

e Hiperfagia

e Dificultadas alimentarias en la infancia

Clinica de pacientes: La forma genética reconocida mds comuin de obesidad infantil
severa y que afecta a 1 /10000 - 15000 individuos (16).

- Sindrome de Angelman.
Localizacién: Regién AS del cromosoma 15q11-ql13. El sindrome de Angelman
generalmente resulta de una delecién de aproximadamente 4 Mpb del cromosoma
humano 15q11-q13, interrupcién de la funcién del dominio impreso derivado de la
madre en 15g11.13 (mas especificamente UBE3A), con puntos de corte agrupados (BP)
en cualquiera de los dos sitios proximales (BP1 para el tipo 1 y BP2 para el tipo 2) y un
sitio distal (BP3) (63) (64) (65).

Cariotipo:

Cromosoma 15

Variantes de nimero de

1Kl NI = BN N)

Sindrome de Angelman (tipo 1) o

Largo 5515776 pb
Leyenda Localizacién 15: 22677345-28193120

Genotipo Heterocigoto
Clase Supresion

Variantes de nimero de [l Lo==

Origen: las deleciones surgen en el homdlogo materno ya que el cromosoma paterno se
encuentra improntado, produciéndose pérdida de la expresién materna del gen UBE3A
localizado en el cromosoma 15q11-13. (Las deleciones de la regién critica de PWS / AS
gue surgen en el homdlogo paterno causan el sindrome de Prader-Willi.) La gran
mayoria de las deleciones de la region critica de PWS / AS surgen de novo.
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Fenotipo: e Severa discapacidad intelectual

e Ataxia del tronco

e Convulsiones/ Epilepsia
e Microcefalia

e Hiperactividad

Clinica de pacientes: sindrome neurogenético poco comun con una prevalencia
estimada entre nifios y adultos jévenes de entre 1 en 10000y 1 en 20000 (65).

- Sindrome de Beckwith-Wiedemann.
Localizacién: BWS es un trastorno multigénico resultante de alteraciones genéticas o
epigenéticas dentro de dos dominios impresos de genes reguladores del crecimiento en
el cromosoma 11p15.5. El dominio 1 incluye el centro de impronta DMR1, que regula
dos genes del factor de crecimiento similar a la insulina 2 (IGF2) y H19. Normalmente,
hay expresion materna de H19 y expresion paterna de IGF2. El dominio 2 contiene el
centro de impronta KvDMR1 (también llamado KvDMR o DMR2) y ciertos genes
relevantes para la etiologia de BWS, incluido KCNQ1OT1 (también conocido como LIT1),
KCNQ1 y CDKN1C. La metilacién materna de KvDMR1 normalmente silencia KCNQ10T1
en el alelo materno para que el gen solo se exprese a partir del alelo paterno (29) (65).

Cariotipo:

Chromosome 11

Copy-Number Variants |

e\ .-

H19 IGF2 Kt

11 _—
MIRGTS mik483 KCNQI1OTI CDKNIC

- N O — -

ICR1 ICR2

En esta regidn del cromosoma 11pl5 existen una serie de genes metilados
diferencialmente.

Origen: El sindrome BWS se produce cuando se altera estos patrones de impronta en
los cromosomas paterno y materno.

Por una parte, CDKN1C es un inhibidor del crecimiento, LIT1 es un inhibidor de CDKN1C.
Si LIT1 se desmetila se produce el silenciamiento de CDKN1C y por lo tanto se pierde el
control sobre el crecimiento. El 50% de los casos del sindrome de BWS son por pérdida
de metilacion de LIT1 materno.

Por otro lado, en el cromosoma materno, el gen IGF2 que es un importante inhibidor de
crecimiento, estd metilado, improntado. Si se pierde esta impronta, se produce una
doble dosis de este factor de crecimiento, y por lo tanto se produce el sindrome. La
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causa de este sindrome es la perdida de metilacion de LIT1 y la pérdida de la impronta
materna de IGF2. Ocurre en el 20% de los casos en los que se da el sindrome (29)(65).

Fenotipo: e Macroglosia (lengua mas grande de lo normal)

e Macrosomia (tamafio excesivo del cuerpo)
e Hipoglucemia neonatal

e Defectos en la pared abdominal

e Hiperactividad

e Pliegues en lébulos de las orejas

Clinica de pacientes: estimada incidencia de 1 en 13700 nacidos vivos (16).

- Sindrome de Russel-Silver.
Localizacidn: duplicaciones, deleciones o translocaciones que involucran los centros de
impronta en 11p15.5 o del cromosoma 7 (66).

Cariotipo:

Chromosome 11

Copy-Number Variants |

Origen: La hipometilacién de la regién de control impresa 1 (ICR1) en 11p15.5 causa SRS
en el 35% -50% de los individuos, y la disomia uniparental materna (mUPD7) causa SRS
en el 7% -10% de los individuos.

Fenotipo:
e Retraso del crecimiento intrauterino

e Retraso del crecimiento postnatal
e Facies triangular caracteristica

e C(linodactilia

e Malformaciones

Clinica de pacientes: es un trastorno poco comun con una incidencia estimada de 1 de
cada 100.000 nacidos vivos.

El modo de herencia es variable y también se describen casos esporadicos. La mayoria
de los casos de SRS y fenotipo similar a SRS son esporadicos, pero se han reportado
algunas familias con herencia autosémica dominante aparente, asi como con herencia
autosdmica recesiva y ligada al cromosoma X. La disomia uniparental materna (mUPD)
del cromosoma 7 representa el 10% de los casos de SRS y se han investigado muchos
genes candidatos impresos en el 7. El cromosoma 11 ha pasado a primer plano como el
cromosoma clave en la etiologia, con informes de defectos de metilaciéon en el dominio
impreso H19 asociado con el fenotipo en el 35-65% de los pacientes con SRS. anomalias
de metilacion del cromosoma 11pl15. Los estudios moleculares revelaron una
hipometilacion del H19 / IGF2 paterno que es la regidn de control de impresion.
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Los errores genéticos producidos por: UPD materna (cromosoma 7; 5-10%), UPD
materna (cromosoma 11; <1%), defecto de metilacion (cromosoma 11; 30-50%),
duplicacién (cromosoma 7 u 11; raro / desconocido) (16).

- Retinoblastoma.
Localizacidn: en el gen RB1 en ambos alelos en el cromosoma 13; 13g14.2

Cariotipo:

chrid(gra2) GREpOF EaRERd & | BREE T BE<cR] BN BN N RECOR] OF] ¢ BN BN as)

Origen: la inactivacién del gen supresor de tumores RB1 en ambos alelos en el
cromosoma 13 generalmente por mutacidon o delecidén. Las causas epigenéticas del
retinoblastoma han demostrado que la hipermetilacion del gen RB1 puede desempeiiar
un papel en el desarrollo de tumores reduciendo la actividad de RB1 especialmente en
casos esporadicos

Fenotipo: e Céncer

Clinica de pacientes: El retinoblastoma es un tumor infantil poco comun de la retina que
se presenta tanto en un grupo familiar (40%) como en forma esporddica (60%) con una
incidencia media de 1 por 17000 nacidos vivos.

- Sindrome de DiGeorge.
Localizacidn: la mayoria de los pacientes con una delecion hemicigdtica de 22q11.2.

Cariotipo:

Variantes de ndmero de
Sindrome de delecion 0
22q11 (sindrome

Velocardiofacial /
Leyenda DiGeorge)

Vari_antes de niimero de - Loss Largo 2075878 pb
Localizacion 22: 19022279-
21098156 en
GRCh38
22: 19009792~

21452445 en
GRCh37 / hg19
Levantado con
>80% de bases
reasignadas
Heterocigoto
Supresion

Origen: las microdeleciones de 22g11.2 generalmente abarcan 3 Mpb de ADN gendmico
y son detectables mediante analisis FISH (67). Hay varias repeticiones de bajo numero
de copias en el cromosoma 22 (LCR22). Los que flanquean la region de delecidn 22q11
parecen facilitar la recombinacién homodloga; sin embargo, es probable que la
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desalineacion entre los bloques de LCR22 facilite la eliminacién. La mayoria de los
pacientes con VCFS / DGS tienen una deleciéon de 3 Mpb, algunos tienen un punto de
ruptura de delecién distal anidado que da como resultado una delecién de 1.5 Mpb y
algunos pacientes raros tienen deleciones, translocaciones o mutaciones puntuales
Unicas de TBX1 (Yagi). En general, el 96% de los pacientes tienen una delecién definida
de 1,5-3 Mb que incluye 24-30 genes.

La haploinsuficiencia de TBX1, un factor de transcripcion o mutacién del gen T (Yagi),
parece ser un factor importante en el fenotipo.

Fenotipo: .
P e Defectos cardiacos

¢ Inmunodeficiencia

e hipocalcemia neonatal

e insuficiencia velofaringea

e apariencia facial distintiva

e Retraso en el desarrollo del habla y del aprendizaje
e anomalias del comportamiento, esquizofrenia

Clinica de pacientes: en aproximadamente el 94%, la eliminacién es 'de novo', y el 6%
se hereda de un padre.

En resumen (Tabla 1), observamos de forma comparativa los diferentes sindromes
asociados a un defecto de la impronta gendmica, la localizacidén y el gen que se ve
afectado.

SINDROME LOCALIZACION GEN

PWS 15q11-q13 SNURF-SNPRPN

AS 15q11-q13 UBE3A

BWS 11p15 IGF2, LIT1, CDKN1C
SRS 11p15.507 IGF2, LIT1, mUPD7
Retinoblastoma 13q14.2 RB1

S. DiGeorge 22q11.2 LCR22, TBX1, CRKL

Tabla 1. Comparativa de los sindromes producidos por variaciones en la impronta

En relacidn con lo explicado anteriormente, en general algunos de los trastornos del
sistema nervioso humano (Tabla 2) se relacionan con alteraciones epigenéticas y TRA:
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FUNCION/ TRASTORNO MECANISMOS IMPLICADOS

Aprendizaje y memoria Modificaciones de histonas, metilacion
del ADN, miRNA

Neurogénesis adulta Modificaciones de histonas, metilacién
del ADN

Respuesta al estrés Modificaciones de histonas, metilacion
del ADN

Enfermedad de Alzheimer Modificaciones de histonas, metilacion
del ADN

Esquizofrenia Modificaciones de histonas, miRNA

Depresion Metilacién del ADN

Trastorno bipolar Modificaciones de histonas, metilacién
del ADN, miRNA

Comportamiento de adiccion y Modificaciones de histonas, metilacién

recompensa del ADN, miRNA

Trastorno por estrés postraumatico Modificaciones de histonas, metilacién
del ADN

Envejecimiento cognitivo Modificaciones de histonas, metilacion
del ADN

(68)

Tabla 2. Mecanismos epigenéticos implicados en ciertas funciones del sistema nervioso humano (68).

Actualmente hay muchas técnicas para el diagndstico genético en general, pero ninguna
de ellas nos permite detectar todas las alteraciones. Para cada caso habra una técnica
mas adecuada.

En el apartado siguiente, se explicaran algunas de las técnicas utilizadas para la
deteccién de modificaciones epigenéticas.

2.3. TECNICAS DE DETECCION DE MODIFICACIONES EPIGENETICAS/
DIAGNOSTICO GENETICO.

La secuenciacion del ADN es una de las principales herramientas que se utilizan para el
analisis genético.

La secuencia es el orden que presentan los nucleétidos en la cadena de ADN, vy los
métodos y técnicas que se utilizan para conocer este orden es lo que se llama
secuenciacion. La finalidad de secuenciar el ADN es conocer que nucledtidos y en qué
orden estan formando parte de la cadena de ADN. Al comparar estas secuencias con
secuencias de referencia se pueden detectar posibles mutaciones o epivariaciones.
Existen distintos tipos de mutaciones: mutaciones puntuales, reordenamientos
cromosémicos, mutaciones dinamicas y variaciones en la impronta. Para poder detectar
los distintos tipos de mutaciones se utilizan diferentes técnicas, que se aplican segun la
patologia a estudiar.
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Las mutaciones estdn asociadas a mas del 80% de las enfermedades genéticas.

2.3.1. CGH array “Array Comparative Genomic Hybridization”:

Comparando la técnica CGH array y el cariotipo, ambos sirven para detectar grandes
reordenamientos en el genoma (69). El cariotipo tiene una resolucién bastante inferior,
de 10-5 Mpb, permitiendo detectar trisomias (tres copias de un cromosoma) y
monosomias (pérdida de un cromosoma). También permite detectar deleciones vy
duplicaciones mayores de 10-5 Mpb, translocaciones (cambio de material entre dos
cromosomas) y marcadores en mosaico. El CGH array tiene mucha mas resolucién de
200-50Mb, y permite detectar reordenamientos mas pequefios. Ademas, en el CGH
array se necesita una cantidad muy pequefia de ADN del paciente (50 ng), lo cual es una
ventaja frente al cariotipo, donde es necesario cultivar la muestra del paciente, lo que
demora los resultados 15 dias.

La técnica de CGH array implica la hibridacion de forma competitiva del ADN del
paciente con un ADN de referencia. El ADN de referencia debe de ser del mismo sexo
que el del paciente y debe de estar bien clasificado, es decir, se deben conocer
completamente las variaciones que presenta. Ambos ADNs se marcan con dos
fluorocromos distintos, el ADN del paciente verde y el ADN de referencia rojo, y se
hibridan sobre una plataforma de CGH array. (Figura 15). Una parte del genoma objetivo
se imprime en estas plataformas.

) Hibridacion
ADN paciente

i< >1L7?\Lfﬂ‘”~d\

Marcaje

competitiva

ADN referencia diferencial

W< » Apgipc ~ B

Figura 15. Hibridacion competitiva en la técnica de CGH array.

En las plataformas de CGH array utilizadas para el diagndstico, se definen dos tipos de
regiones: Las primeras son las regiones diana, “target regions”, son las regiones que se
han asociado a sindromes de microdelecién o diferentes enfermedades, o un area que
contiene genes importantes para el desarrollo. En estas areas, los arrays estan muy
cubiertos y son muy representativos. Las segundas regiones, de menor interés, son los
“backbone”, que son el resto del genoma. Aqui, la resolucién de la matriz es ligeramente
menor.

Se debe mantener un equilibrio al disefar la matriz, porque cuanto mayor sea la
cobertura del esqueleto, mayor serda la posibilidad de detectar deleciones vy

duplicaciones de importancia clinica incierta. También debe tenerse en cuenta que
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cuanto mayor sea el numero de "areas objetivo", mayor serd el poder diagndstico
obtenido. Para los casos de postnatales, se utiliza una plataforma de matriz lamada CGX
180K, esta matriz presenta diferentes caracteristicas y areas muy representadas, como:

- Mas de 980 regiones con significado funcional durante el desarrollo

- Mas de 200 sindromes o regiones asociadas con el autismo

- Sondas pseudoautosémicas para detectar variaciones numéricas en los
cromosomas sexuales

- 41 regiones subteloméricas Unicas y 43 regiones pericentroméricas Unicas

- Mas de 250 sindromes de microdelecién /microduplicacidon conocidos

La matriz CGX 180K presenta una resolucion media de 20 Kpb en las regiones diana, es
decir que las duplicaciones o deleciones de este tamafio o tamafios mayores, son
detectadas.

El ADN del paciente y el control se hibridan competitivamente sobre la plataforma. Si el
ADN del paciente es igual al del control en una regién concreta, se va a hibridar la misma
cantidad de ADN de los dos tipos. Esta regién se vera amarilla ya que es la suma de
ambos fluoréforos. Si el ADN del paciente en un punto del array presenta una delecién,
hibridara mas cantidad del ADN de referencia y por tanto se verd de color rojo. Si lo que
tiene el paciente es una duplicacién en un punto, hibridard mas cantidad del ADN del
paciente que de referencia, y el punto se verd de color verde. Finalmente, lo que
obtenemos es una coleccién de puntos de diferentes colores, que se escanean con un
escaner especifico para detectar la intensidad de cada punto (Figura 16). Después un
programa informatico convierte estas diferentes intensidades en lecturas de deleciones
o duplicaciones.

NORMAL DUPLICACION

Figura 16. Diferencia de la intensidad de la sefial. Visualizacion de resultados.

Existen diferentes programas para interpretar los resultados del array.

Chromosome Analysis Suite 4.2 (ChAS 4.2): El software Chromosome Analysis Suite
utilizado para el andlisis genético estd especialmente disefiado para uso citogenético
(Figura 16). ChAS le permite ver y resumir aberraciones cromosdmicas en todo el
genoma. Las aberraciones cromosdmicas pueden incluir ganancia o pérdida de nimero
de copia, mosaicismo o pérdida/ausencia de heterocigosidad (LOH/AQOH). ChAS se
compone de tres aplicaciones de software:

44



= Software de Andlisis de Investigacion de Salud Reproductiva (RHAS) para la
configuracion y personalizacidn de analisis.

» Visor multimuestra (MSV) para numero de copia y analisis de variantes de su
conjunto de muestras.

= ChAS para el andlisis en profundidad de muestras individuales.
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Figura 17. Ejemplo locus: 7q11.23 perteneciente a la region de la delecion que provoca sindrome de
Williams

2.3.2. Tratamiento con bisulfito sodico:

El tratamiento con bisulfito es una técnica que consiste en provocar una reaccion
guimica de aminacion (Reaccion 4), en la que citosinas no metiladas se convierten en
uracilos, mientras que las citosinas metiladas no sufren ninguna modificacién. Esta
técnica se usa combinada con la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), de manera
que los uracilos se convierten en timinas (Figura 18).

Una de las técnicas mas usadas es la lamada COBRA, analisis combinado de restriccidon
bisulfito (COBRA “combined bisulphite restriction analisis”) (70). COBRA es una técnica
cuantitativa, que permite determinar la cantidad de ADN metilado en un gen especifico.
El método COBRA consiste en un tratamiento previo de la muestra de ADN con bisulfito
de sodio, convirtiendo asi las citosinas no metiladas en uracilos, seguida de una
amplificacién mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Para la PCR se necesita el disefio de unos cebadores especificos para el ADN convertido.
Los productos obtenidos en la reaccidn de la polimerasa son purificados, posteriormente
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se afiade una enzima de restriccion que provoca el corte especifico de la hebra de ADN
cuando se encuentra con zonas del ADN no metiladas.

MH.
NH 1.Sulfonacion
N S NHE}
N HS0s- Sulfonato
_"' de citosina
- N 0
M O _ SOs-
CITOSINA H:0
2.Desaminacion
NHs hidrolitica
(8] 0
MH OH- NH
( Sulfonato
, de uracilo
M 8] M 8]
H HSOs- SOs- H
URACILO

3.Desulfonacion
alcalina

Reaccion 4. Reaccidn de bisulfito de sodio sobre citosina

Me Me

5°-TCCCGCGT-3’

i Bisulfito de sodio (Reaccion 4)

5°-TUUCGCGT-3’

i PCR
Figura 18. Tratamiento con bisulfito de sodio. Método de

5-TTTCGCGT-3’ estudio del ADN
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2.3.3. MSP “Methylation Sensitive PCR”:

Técnica descrita por Herman y colaboradores en el 1996 (71). El protocolo simplificado
para el desarrollo de esta técnica es:

1) Modificacién quimica con bisulfito. Las citosinas no metiladas pasan a uracilo.
2) PCR usando primers o cebadores especificos para ampliar bien alelos metilados
o sin metilar.

Esta es una técnica basada en la utilizacién de enzimas de restriccidon sensibles a la
metilacion combinada con la reaccion en cadena de la polimerasa (72). La muestra de
ADN se trata primero con una enzima sensible a la metilacion y luego se amplifica
mediante PCR. En el primer paso si la enzima se encuentra en la regién donde no hay
metilacion de bases, la enzima cortara en la posicion correcta y por tanto tras la PCR no
se encontra el producto de reaccion. Sin embargo, cuando la secuencia de ADN esta
metilada, el grupo metilo unido a la cadena puede proteger a la hebra de ADN de la
digestion por enzimas, evitando asi la aparicién de un corte, por lo que el producto de
reaccion puede verse en la PCR (Figura 19). En la PCR, el ADN se desnaturaliza y la
especificidad se obtiene agregando cebadores responsables de copiar regiones
especificas del ADN diana (73).

Secuencia no metilada Secuencia metilada
Me Me
ATATCCGCGT \ \
ATATCCGCGT
Digestion con enzimas Il
sensibles a la metilacion
Me Me
ATATCCG  CGT |
ATATCCGCGT
Reaccion en cadena
de la polimerasa
SIN PRODUCTO
I

Figura 19. Comparacion de secuencia no metilada y secuencia metilada de reaccion en PCR.

Los pasos en el desarrollo de una PCR son: (Figura 20)

19, Desnaturalizacidn: consiste en romper las fuerzas de unién entre las dos hebras
del ADN, obteniendo las dos hebras por separado. 1 minuto a 94°C.

29, Hibridacién de los primers o cebadores: los cebadores se wunen
complementariamente a las secuencias de ambas hebras de ADN. 45 segundos
a 54°C.

39, Extension o amplificacién: la ADN-polimerasa extiende la cadena de ADN
adicionando nucleétidos al extremo 3’ de los primers. 2 minutos a 72°C.
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Este proceso se repite entre 25 y 40 veces, y en cada ciclo se obtienen dos copias de
cada molécula de ADN que estamos amplificando. El tamafio del fragmento del ADN
producido va a depender de los cebadores (74).

12 CICLO

—/
T e

12, Desnaturalizar

13

I

o

29, Alineacion del cebador

Figura 20. Reaccion en cadena de la polimerasa.

I

39, Extension del cebador

La muestra de ADN, la ADN-polimerasa, la disolucién tampdén y los cebadores
seleccionados se depositan en tubos de ensayo que se introducen en un termociclador
de PCR. El termociclador se caracteriza por la graduacion de cambios grandes de

temperatura.

La ventaja del MISP es que es una técnica altamente sensible ya que se detecta un alelo
metilado en una poblacion de >1000 alelos no metilados. La desventaja es que no es una
técnica cuantitativa, y en caso de metilacién heterdloga, el valor puede no reflejar la

realidad.

En resumen (Tabla 3), observamos de forma comparativa la resolucion (pb) de las

diferentes técnicas explicadas.

PARES DE BASES (pb) Técnica Técnica Técnica
100Mpb 100000000
10Mpb 10000000 CARIOTIPO
1Mpb 1000000 ARRAY-CGH
100Kpb 100000
10Kpb 10000 Gen
1Kpb 1000
100pb 100 ) PCR
10pb 0] Bon
1pb 1

Tabla 3. Comparativa de la resolucion de las técnicas.
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2.4. META-ANALISIS.

Actualmente existe un crecimiento de la informacion cientifica, lo que imposibilita que
se tenga conocimiento de los articulos publicados en su totalidad. Un meta-andlisis es
un estudio que busca recopilar toda la informacién disponible sobre un tema en
concreto, agruparla siguiendo criterios estipulados y evaluarla a través de herramientas
de calidad.

El objetivo principal es estimar el tamafio del efecto agregado después de combinar los
resultados individuales de cada estudio seleccionado bajo un analisis estadistico
suficientemente efectivo.

Realizamos un meta-andlisis para sintetizar los datos de una serie de estudios.

2.4.1. Material y métodos.

2.4.1.1. Seleccidn de bases:

Se eligieron 4 bases de datos, de facil acceso y que nos proporcionan la informacion
relevante que estamos buscando.
[ MEDLINE

PUBMED

GOOGLE SCHOLAR

__ SCIENCEDIRECT

2.4.1.2. Ecuacion de busqueda:

En el contexto de las bases de datos académicas, las ecuaciones de busqueda consisten
en una combinacidn de palabras clave y operadores para expresar una necesidad de la
informacién que se quiere encontrar. Por diversas razones, el lenguaje natural no
funciona bien en estas bases de datos. Por lo tanto, solo las ecuaciones bien formadas
pueden proporcionar informacion relevante.

Una ayuda considerable es el uso de varios términos (incluidos sinénimos) y operadores
booleanos relacionados para combinarlos y generar la primera versién de la ecuacion de
busqueda.

Tras probar varias ecuaciones de busqueda, la ecuacién que seguimos para el desarrollo
del trabajo es:

(Assisted reproduction, ART, epigenetic disease) and (epigenetic risk)
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2.4.1.3. Registro en la base de datos:

Se afade la ecuacidn de busqueda en las distintas bases de datos obteniendo los
siguientes resultados (Tabla 4).

Bases de datos Resultados a priori (n) | Afo
MEDLINE 35

PUBMED 51 1993-2021
GOOGLE SCHOLAR 7860 1996-2021
SCIENCEDIRECT 725 1996-2021

Tabla 4. Tabla resumen de las bases de datos, con los resultados a priori.

2.4.1.4. Almacenamiento en la base de datos:

La base de datos nos ayuda a solucionar muchos problemas para acceder a toda la
informacién que necesita.

De esta manera se puede acceder de forma rdpida a la informaciéon, podemos
manipularla compararla de forma sencilla ya que estd registrada en la misma base de
datos, varios usuarios pueden acceder a la misma informacién. El programa de base de
datos tiene opciones simples para borrar informacién, agregar datos o eliminar
informacién duplicada.

La informacién estd estructurada, todos los datos que ingrese tendran la misma
estructura, por lo que no tendra ninguna dificultad a la hora de encontrar la informacion.
(Anexo l)

Estos recursos ayudan a encontrar diferentes tipos de
-PUBMED . ., -

informacién médica y de salud.

Ambos contienen los mismos trabajos por lo que se
-MEDLINE eligio el de n mayor

-GOOGLE SCHOLAR: dado el abultado numero de resultados (n:7860) se procedid a
acotar la blsqueda para obtener resultados mas precisos. Se introdujo el motor de
busqueda exclusivamente mediante el titulo:

(Assisted reproduction, ART, epigenetic disease) and (epigenetic risk)
De esta manera se obtuvieron n:76, consiguiendo una busqueda mas precisa.

-SCIENCEDIRECT: dado el abultado niumero de resultados (n:725), se procedié a
acotar la busqueda para obtener resultados mas precisos, el motor de busqueda se
acoto exclusivamente a “research articles” y se modifico le ecuacidon de busqueda
[(Assisted reproduction, ART, epigenetic disease) and (epigenetic risk) and
(imprinting)]. De esta se obtuvieron n:74.
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2.4.1.5. Anélisis de datos:

Se realizaron las busquedas, con los criterios antes descritos y todos los datos se
recogieron en una tabla de datos (Anexo I).

Se recogieron un total de 201 resultados, entre las tres bases de datos. Entre todos los
resultados se admitieron 180 y se desecharon 21 ya que no cumplian los criterios
requeridos. Los criterios fueron que el titulo y/o resumen de los trabajos seleccionados
estuviera relacionado con las TAR y con alteraciones en la epigenética.

Por otra parte, se observd que 17 de los trabajos encontrados se repetian en las bases
de datos (Tabla 5 y Grafical).

Bases de datos Total (n) Admitidos (n) | Repetidos en otras
bases de datos (n)

PUBMED 51 49 9

GOOGLE SCHOLAR 76 71 7

SCIENCEDIRECT 74 60 1

TOTAL (n) 201 180 17

Tabla 5. Analisis de datos para meta-analisis

Se realizdé una comparativa entre el total de los trabajos obtenidos en las bases de
datos, los admitidos y los trabajos repetidos en cada base de datos (Grafica 1).

BASE DE DATOS

h
9

E—
ADMITIDOS 71

BASES

B SCIENCEDIRECT ®m GOOGLESCHOLAR PUBMED

Grdfica 1. Grdfica comparativa entre las bases de datos.

Los estudios que se repetian entre las bases de datos, se eliminaron para evitar errores.
De esta manera, se trabajo con un total de 163 trabajos.

Los trabajos de la base de datos estan publicados entre el afno 1993 y 2021 (Grafica 2).
Se observa un aumento en el numero de estudios en los ultimos anos.
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Grdfica 2. Grdfica comparativa entre numero de trabajos (n) y el afio de publicacion. En azul la
linea de tendencia.

El contenido de cada trabajo se analizé de forma precisa y se ordenaron los trabajos en
nuestra base de datos. Para poder comparar la informacién de forma homogénea.

A continuacidn, se procedio a la extraccion de informacién de cada uno de los trabajos
de estudio analizando por separado diferentes variables relevantes para nuestro estudio
(Tabla 6).

VARIABLES N totales

FIV, ICSI, FET 153
Riesgos epigenéticos 122
Trastornos en el desarrollo de los niios 31
Trastornos neurologicos 7
Autismo 1
Enfermedades cardiovasculares 16
Obesidad 2
Diabetes 8
Bajo peso al nacer 22
Abortos espontaneos 14
Malformaciones 14
Fibrosis quistica 1
Parto prematuro 19
Trastornos en la edad adulta 155
Metilacion del ADN (mecanismo epigenético) 78
Aberraciones en la impronta genémica 98
Tratamientos de infertilidad 55

Tabla 6. Andlisis de datos. Variables y el nimero de trabajos correspondientes en total, sin relacion entre
ellos. (n= numero de trabajos)
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El nimero de trabajos relacionados con cada variable es muy diferente (Tabla 6, Grafica
3). Para sacar conclusiones y obtener una homogeneidad de resultados se procedio a
comparar las variables entre ellas de forma ordenada como se describe a continuacién.

N totales

Tratamientos de infertilidad — — ————————
Aberraciones en la impronta genémica
Metilacion del ADN (mecanismo epigenético)
Trastornos en la edad adulta

Parto prematuro

Fibrosis quistica

Malformaciones

Abortos espontaneos

Bajo peso al nacer

Diabetes

Obesidad

Enfermedades cardiovasculares
Autismo

Trastornos neuroldgicos

Trastornos en el desarrollo de los nifios
Riesgos epigenéticos

FIV, ICSI, FET

o
N
o
oy
o
D
o

80 100 120 140 160 180

Grdfica 3. Grdfica de columnas agrupadas para comparar el nimero total de trabajos encontrados de las
variables a tener en cuenta.

Se tuvo en cuenta las FIV, ICSI y FET porque son las técnicas mas utilizadas en la
reproduccién asistida. Por el mismo motivo solo se tuvo en cuenta el mecanismo de
metilacion de ADN, ya que es el mecanismo epigenético mas estudiado, comparandolo
con el mecanismo epigenético de modificacidon de histonas (n=4) que no se tuvo en
cuenta.

El procedimiento a seguir para relacionar ciertas enfermedades o trastornos con las TRA
y con las modificaciones epigenéticas fue observar que nimero de trabajos totales nos
da cada variable, cuanto mayor sea el nimero mayor sera la relacion. Para contar los
trabajos que reunen las condiciones que deseamos, se utiliza la funcidn:
=CONTAR.SI.CONJUNTO(rango;"si";rango;"si";rango;"si"), luego solo se sumaron, con la
funcion =SUMAR(rango).

2.4.2. Resultados y discusion.

Se compard el nimero de trabajos que hablan de la tecnologia de reproduccién asistida
(n=153) con el numero de trabajos que lo relacionan con el bajo peso al nacer de los
nifos nacidos mediante TRA, los cuales se relacionan con el nimero de trabajos que se
refieren al parto prematuro y un mayor nimero de abortos espontaneos comparado
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con la reproduccion natural (Figura 21). Se pudo observar que el bajo peso al nacer, que
esta relacionado con el parto prematuro y los abortos espontaneos, mantiene relacién
con el mayor nimero de embarazos multiples que se producen debido a las TRA, como
se manifestd en el apartado anterior.

Tecnologia de reproduccidn asistida

5| FIV,ICSI, FET = n=153

|, | Bajo peso al nacer 2 n=22

,» | Parto prematuro = n=10

|, | Abortos espontédneos = n=1

Figura 21. Relacion entre las técnicas de reproduccion asistida y el bajo peso al nacer de los nifios
nacidos mediante TRA, a su vez, relacionado con el parto prematuro y abortos espontdneos. (n=nimero
de trabajos)

A continuacidn, se observd el nimero de trabajos que relacionan las TRA con los
trastornos en la edad adulta. Sin entrar en qué trastornos son, se puede concluir que
efectivamente hay una conexion entre las TRA y trastornos que se presentan en la
infancia o en la edad adulta en los nacidos mediante estas técnicas (Figura 22). Teniendo
en cuenta el tipo de trastorno que pueden ocasionar, se observa que el nimero de
trabajos referidos a trastornos neuroldgicos no es muy elevado comparandolo con el
numero de trabajos que especifican que se producen trastornos en el desarrollo de los
ninos nacidos mediante TRA. Aunque el nimero de trabajos sea menor, si que se puede
esperar una relacidn, ya que se encontraron trabajos (n=6) que hablaban de pardlisis
cerebral, discapacidad intelectual y de autismo (n=1) asociados con las TRA.

Se tuvieron en cuenta los trastornos en la edad adulta para no reducir el estudio
exclusivamente a trastornos congénitos o en edad pedidtrica, aunque, hay que
puntualizar, que los estudios a lo largo de la vida de un individuo nacido mediante TRA
Son Muy escasos.
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FIV, ICSI, FET - n=153

|, | Trastornos en la edad adulta = n=153

__, | Trastorno neurolégico = n=6

|, | Trastornos en el desarrollo = n=33

Figura 22. Relacion entre las TRA y los trastornos en la edad adulta.

Por otra parte, se procedid a comparar el nimero de trabajos en los que se encuentra
una relacion entre las TRA y las modificaciones epigenéticas. Se tuvo en cuenta que estas
modificaciones podrian producir trastornos en los nifios nacidos mediante TRA y se
observé que la mayoria de los trabajos que atendian a las modificaciones epigenéticas
de los nifos TRA encontraban relacidn con los trastornos de los nifos (Figura 23).

También se buscd conexidn entre los trastornos y las alteraciones de la impronta, y si
guardaba alguna relacién con las malformaciones de los nifios nacidos mediante TRA.
De todos los trabajos del estudio que atienden a las malformaciones (n=14), la mayoria
(n=9) estan relacionados con alteraciones en la impronta.

FIV, ICSI, FET = n=153

| Epigenética > n=124

| Trastornos en la edad adulta=> n=121

Alteracién en la impronta—> n=81

\4

| » | Malformaciones 2 n=9

Figura 23. Relacion entre las TRA, las modificaciones epigenéticas, los trastornos, la impronta y las
malformaciones
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Siguiendo la linea de estudio de la Grafica 5, pero buscando relacién con el tratamiento
de infertilidad seguido por los padres, se encontrd una relacion entre los tratamientos
de infertilidad que siguen los padres con los trastornos encontrados en los nifios que
nacen mediante TRA (Figura 24).

FIV, ICSI, FET>n=153

|| Epigenética >n=124

|, | Trastornos en la edad adulta >n=121

Tratamientos de la infertilidad = n=41

\ 4

Figura 24. Relacion entre las TRA, las modificaciones epigenéticas, los trastornos y tratamientos de
infertilidad.

Se observé que la modificacidn epigenética mas estudiada en todos los trabajos es la
metilacion del ADN. El resto de los trabajos en los que, si se hablaba de modificaciones
epigenéticas, pero no explicitamente de la metilacion del ADN, se referian a
modificacion de histonas (n=4), o solo a modificaciones epigenéticas sin especificar (el
resto). Se comparo la metilacion del ADN con la alteracidn de la impronta (Figura 25).

FIV, ICSI, FET->n=153

|| Epigenética >n=124

|, | Metilacién del ADN ->n=70

Alteracién de la impronta = n=30

\ 4

Figura 25. Relacion entre las TRA y la metilacion del ADN, mecanismo epigenético.
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En algunos de los trabajos del estudio se especifica qué enfermedades desarrollan los
nifos nacidos mediante TRA en la edad adulta. Se compararon los trastornos por
separado con las modificaciones epigenéticas y se observd que si que guardaban
relacién con algunas enfermedades de la edad adulta como son la obesidad, diabetes y
enfermedades cardiovasculares (Figura 26).

Epigenética >n=138

|, | Trastornos en la edad adulta >n=132

|, | Obesidad > n=2

Diabetes = n=13

Enfermedad cardiovascular = n=20

Figura 26. Relacion entre los trastornos epigenéticos y que tipo de enfermedades presentan en la edad
adulta.

Los mecanismos epigenéticos, que regulan la expresion de los genes sin modificar la
secuencia de ADN también pueden contribuir al desarrollo de enfermedades.

Aunque el resultado a largo plazo de los nifios concebidos mediante TRA es
generalmente tranquilizador, todavia existen algunas preocupaciones. Especificamente,
estudios recientes han demostrado que puede haber un vinculo entre las TRA y las
condiciones clinicas de origen genético o epigenético, incluido los llamados defectos de
impronta gendmica. Este es el resultado de varios estudios diferentes que han
observado un exceso de casos de enfermedades clinicas raras (PWS, AS, BWS, SRS) en
los nifios concebidos mediante TRA. Hasta la fecha, el nimero de estos pacientes
descritos en los estudios es pequefio, pero muestra que claramente se necesitan
estudios a gran escala para dilucidar el vinculo entre los defectos de la impronta
gendmicay la concepcidn asistida, y para establecer la base bioldgica exacta del vinculo.
En vista del fuerte interés publico en este campo médico, todos los profesionales que
trabajan en la medicina reproductiva y campos relacionados tienen la responsabilidad
de comprender estos datos emergentes y poder discutirlos de manera informada y
responsable. Advirtiendo de las limitaciones que presentan los estudios actuales.

Todos los autores citados sefialan que existe un mayor riesgo de ciertas modificaciones
epigenéticas, relacionadas con la tecnologia de reproducciéon asistida. El principal
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problema con estos estudios es que, debido a la baja incidencia de estas enfermedades,
es dificil determinar una asociacion lo suficientemente fuerte como para llegar a una
relaciéon de que estos niflos tienen un mayor riesgo de desarrollar tales sindromes. La
evidencia parece indicar que el desarrollo folicular multiple y/o la infertilidad paterna
pueden ser los culpables. El desarrollo de embriones y ovocitos en el medio de cultivo,
la administracion de hormonas o la manipulacién mecanica de ovocitos y embriones
pueden provocar cambios en la expresion génica.

2.4.3. Limitaciones.

En la mayoria de los estudios se requiere un analisis mas detallado, por lo que los
trabajos son limitados:

- Falta de estudios longitudinales de tamafio suficiente y poblaciones
especificas para la realizacién de estudios comparativos entre nifios nacidos
con TRA y nifios en gestacién natural.

- Poco conocimiento sobre la expresidn y principales datos epigenéticos de
ovocitos y embriones (19) (28) (75).

- Pobre seguimiento de los casos de estudio para observar las consecuencias a
largo plazo de los pacientes.

Las limitaciones para un seguimiento de los estudios estan en la rareza de los casos
clinicos y en el insuficiente tamafio de los estudios. Por otra parte, la variabilidad en los
protocolos de las técnicas TRA hace complicado, también, un analisis riguroso de los
problemas asociados.

2.4.4. Conclusiones.

Se han recogido en la base de datos todos los articulos que han encajado en nuestro
motor de busqueda (total n=201). De esos trabajos solo se han tenido en cuenta para el
meta-analisis n=163, los articulos restantes no se han incluido ya que a la hora de hacer
un cribado no cumplian los requisitos de admisidn, se descartaron mediante titulo y
resumen. Los articulos que se han repetido entre las bases de datos utilizadas han sido
17, que también se eliminaron para no duplicarlos.

Se han comparado las variables de estudio. Se observan evidencias de una relacién entre
las técnicas de reproduccidn asistida, sobre todo las técnicas FIV, ICSI Y FET, y algln
trastorno epigenético. Basandonos en la cantidad de estudios recogidos podemos sacar
la conclusidn de que el mecanismo epigenético mas estudiado ha sido la metilacion del
ADN. Los trastornos que hemos podido asociar con las TRA son partos multiples, bajo
peso al nacer de los bebés, partos prematuros, diabetes, trastornos neuroldgicos y
desarrollo de enfermedades cardiovasculares en la edad adulta.
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También podemos deducir que no hay muchos estudios que relacionen el tratamiento
de infertilidad de los progenitores con un aumento de epivariaciones de los nifios
nacidos mediante TRA. Aunque si que se observd conexidn, por lo que se deberia
desarrollar mas esa linea de estudio.

Observando los estudios que se centran en la impronta para relacionarlo con las
epivariaciones y las enfermedades de imprinting, se observd que no hay muchos
estudios porque no hay muchos casos de nifos que padezcan estas enfermedades
(Sindrome de Prader-Willi, sindrome de Angelman, Sindrome de Beckwith-Widemann,
sindrome de Russel-Silver). En la mayoria de los estudios se habla de aberraciones en la
impronta gendmica pero solo en n=6 trabajos se especifica la enfermedad de la
impronta.

Como conclusidn del estudio de meta-andlisis podemos deducir que si que hay una
relacion entre las TAR y los trastornos epigenéticos de los nifios como se planteaba en
el apartado anterior.
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3. CONCLUSIONES

e Mayor riesgo de registrar ciertas modificaciones epigéneticas relacionadas con
la tecnologia de reproduccion asistida.

e Baja incidencia de estas enfermedades, por lo que es dificil determinar una
asociacion fuerte con las TRA.

e La evidencia parece indicar que el desarrollo folicular multiple y/o la infertilidad
paterna pueden ser la causa de las enfermedades relacionadas con las TAR.

e El desarrollo de embriones y ovocitos en el medio de cultivo, y la manipulacion
mecanica de ovocitos y embriones pueden provocar cambios en la expresion
génica.

e Losnifios nacidos mediante TRA presentan un riesgo mayor de desarrollar ciertas
enfermedades, como enfermedades cardiovasculares y diabetes.
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