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RESUMEN



A dia de hoy, las enfermedades debidas a alteraciones en el ADNmt no tienen
cura. No obstante, existe una variedad de técnicas, mas o menos desarrolladas, que
podrian evitar la transmision madre-hijo de estas enfermedades hereditarias. Sin
embargo, estas técnicas requieren de la manipulacion y destruccion de numerosos

embriones y vulneran la unidad procreacion-sexualidad.

En este trabajo se revisan las distintas técnicas disponibles para posteriormente
desarrollar una valoracion ética de las mismas. Asi, se definieron como moralmente
inaceptables el diagnostico genético preimplantacional (PGD), la transferencia nuclear
(NT) y la pronuclear transfer (PNT). La transferencia citoplasmatica (CT) y la
aggregated chromosomes transfer (ACT), por su parte, no son éticamente ilicitas en si
mismas, pero si lo es su aplicacion préactica tal y como se desarrollaria actualmente. En
cuanto al diagndstico prenatal (PND), puede darse un doble uso del mismo, bueno o
malo, pero su aplicabilidad es limitada. Finalmente, la germinal vesicle transfer o
injection (GVT/I) y la maternal spindle transfer (MST) no presentan problemas éticos
por si mismas y su aplicacién en este campo podria ser licita siempre y cuando se le
asociara una técnica de reproduccion asistida moralmente aceptable, como pueden ser la

transferencia intratubarica de gametos (GIFT) o la low tubal oocyte transfer (LTOT).



1. INTRODUCCION



1.1 Mitocondrias y ADNmt

Las mitocondrias son pequefios organulos presentes en el citoplasma de la
mayoria de células eucariotas. Su principal funcién es la produccion de energia celular
mediante un sistema de fosforilacion oxidativa (OXPHOS), aunque también tienen un
papel importante en otros procesos vitales, como la sefializacion por calcio, la
regulacion del metabolismo celular, el desarrollo embrionario o la muerte celular

programada (1).

Estos organulos contienen su propio ADN, el llamado ADN mitocondrial
(ADNmt), que es distinto del ADN nuclear (2). Pueden existir desde unos cientos hasta
varios miles de copias de este ADNmt en cada célula, nimero que probablemente esté
sujeto a los requerimientos energéticos de cada tipo celular (3). EI ADNmt contiene un
93% de regidn codificante; no contiene regiones intronicas y algunos genes se
superponen unos con otros. Por otra parte, el codigo genético mitocondrial es
ligeramente distinto del nuclear. Se trata de moléculas de ADN de doble hebra circular
que en humanos contienen 37 genes, es decir, aproximadamente un 0.1% del genoma
total, cuya funcidn parece estar restringida al &ambito mitocondrial. De estos genes, 13
codifican para un polipéptido implicado en la cadena respiratoria (Fig. 1), 22 para

ARNTts y 2 para ARNrs, todos encargados de la traduccion de estos 13 péptidos (4).
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Figura 1. Cadena respiratoria humana. El sistema OXPHOS consta de cinco complejos y dos
transportadores de electrones, el coenzima Q y el citocromo C. Los complejos I, IIl, IV y V estan
formados por subunidades codificadas por ambos genomas, el nuclear (color azul claro) y el mitocondrial
(color rojo, naranja, azul oscuro y amarillo), mientras que el complejo Il esta codificado exclusivamente
por el ADNn. DHOD es un enzima codificado por el ADNn que transmite electrones al CoQ. Modificado

de (5).



Existen distintos subgrupos estables de ADNmt en la poblacion, conocidos como
haplogrupos. Se diferencian por determinadas variaciones en su secuencia, la mayoria
de las cuales se produjeron hace més de 10000 afios y se han ido transmitiendo a lo
largo de las generaciones. Mas del 95% de los europeos pertenecen a 1 de 10
haplogrupos mayoritarios (H, J, T, U, K, M, I, V, W, 0 X) (6). Aunque estas variaciones
no son perjudiciales, razén por la cual se han fijado en la poblacion, diferentes
haplogrupos parecen estar asociados con enfermedades como la neuropatia Optica
hereditaria de Leber (LHON) (7), Parkinson (8), Alzheimer (9), (10) o degeneracion
macular asociada a la edad (11), aunque esta relacion todavia no se puede afirmar con

certeza (5).

El mantenimiento mitocondrial, asi como el cumplimiento de sus funciones, no
es autosuficiente, sino que depende del genoma nuclear. Asi, la replicacion del ADNmt,
su empaquetamiento en nucleoides (complejos ADN-proteicos), su transcripcién y su
traduccidn, son procesos que dependen, en mayor o menor medida, del ADN nuclear
(12). Por otra parte, los procesos de fusion y fisibn mitocondrial, que posibilitan la
cooperacion intermitocondrial y la compartimentalizacién organular respectivamente,
estan controlados por productos que provienen, en su totalidad, del ADNn (13). En
cuanto a la funcion mitocondrial, 79 de las 92 subunidades que componen el sistema
OXPHOS estan codificadas por el ADNn (12) (Fig. 1). Asi, las alteraciones en la
cadena respiratoria primaria pueden deberse a alteraciones hereditarias del ADNmt (se
trata de deleciones, reorganizaciones o mutaciones puntuales) o de genes del ADNn que
codifican subunidades para este sistema, asi como a mutaciones somaticas, resultado de
la accion de los radicales libres que, o bien causan un dafio directo sobre el ADNmt, o

bien impiden la correcta reparacion del mismo (14).

Las multiples copias de ADNmt que contienen las células de un organismo
suelen ser idénticas, lo que se conoce como homoplasmia. No obstante, cuando existen
mutaciones, el ADNmt alterado normalmente coexiste, en diferentes proporciones, con
el ADNmt wild-type, lo que se denomina heteroplasmia. Una poblacion homoplasmica
de mitocondrias mutadas es muy inusual, ya que normalmente el organismo en cuestion
no seria viable. Sin embargo, puede darse el caso de que un portador homoplasmico no

manifieste sintomas y que sus hijos se vean notablemente afectados (15).

El ADNmt es heredado exclusivamente via materna. Solo se ha registrado un
caso de transmision paterna en humanos (16). EI mecanismo concreto por el cual no se
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da la transmision paterna se desconoce, pero se barajan tres teorias: (i) al ser el nimero
de copias de ADNmt tan reducido en el esperma comparado con el évulo (100 frente a
100000 copias), se produce un efecto de dilucion, (ii) el ADNmt paterno es eliminado

por ubiquitinacion o (iii) el efecto “cuello de botella” elimina este ADN minoritario

(17).

1.2 Transmisidn variable de la heteroplasmia

Como se explica anteriormente, en el caso de una poblacion mitocondrial
heteroplasmica, el ADNmt mutado coexiste en diferentes proporciones con el ADNmt
wild-type. Esta proporcién puede variar entre tejidos y a lo largo del tiempo.
Dependiendo de los niveles de mutacion, la manifestacion de los sintomas de la
enfermedad sera mas acusada. En general, a mayor proporcion de mitocondrias
mutadas, mas severos serdn los sintomas de la enfermedad. La proporcion necesaria
para que se manifieste la enfermedad varia dependiendo de la mutacion, del tejido e
incluso del individuo, ya que factores ambientales, el ejercicio fisico o la propia carga
genética nuclear también pueden influir (18). En el caso de las mutaciones puntuales
mas comunes, la enfermedad se manifiesta a nivel celular si se supera un umbral del 80-
90% de mitocondrias mutadas (19), (20). El fenotipo clinico depende de la proporcién a
nivel de tejido (12).

El nivel de heteroplasmia varia entre individuos descendientes de la misma
madre portadora de ADNmt mutado. Esto es debido al efecto de “cuello de botella” que
se da en la transmision mitocondrial. Solo un nimero limitado y aleatorio de las
mitocondrias de la madre pasa a la descendencia, lo que explica la variacion en el nivel

de heteroplasmia entre distintas generaciones y entre hermanos (21).

El momento especifico en el que se produce el efecto de cuello de botella ha sido
discutido por diferentes investigadores. Inicialmente se pensé que en la linea germinal
femenina temprana existian cantidades relativamente altas de ADNmt (22). Sin
embargo, esto fue posteriormente puesto en entredicho por dos grupos independientes
cuyas investigaciones sefialaban una reduccion en el contenido de ADNmt intracelular
poco después de la especificacion de las células germinales (23), (24). El primero de
ellos concluia que la herencia de niveles de heteroplasmia distintos se debia a la division
de las moléculas de ADNmt en células diferentes, que ocurria antes y después de la

implantacion, y a la posterior segregacion del ADNmt replicado entre las células
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germinales primordiales en proliferacion. Es decir, segun este trabajo, la distribucion de
las moléculas de ADNmt se producia durante la ovogénesis embrionaria (23). El otro
grupo, en cambio, defendia que el cuello de botella genético ocurria durante la
foliculogénesis postnatal a través de la replicacion de una subpoblacién de genomas
mitocondriales en las células de la linea germinal (24). Sin embargo, las muestras
utilizadas en estos estudios eran demasiado pequefias, por lo que estas conclusiones no
podian considerarse robustas (25). Un estudio mas reciente sugiere que los niveles de
heteroplasmia del ADNmt se establecen principalmente antes de nacer, dentro de la

linea germinal femenina en desarrollo (21).

En cuanto al mecanismo por el cual se produce el efecto de cuello de botella, se
ha discutido si se trata de una deriva genética aleatoria, una seleccién contra alelos
perjudiciales o ambas, pero actualmente no se tiene ninguna certeza sobre este punto
(26).

La herencia de la heteroplasmia del ADNmt puede describirse como la
distribucion de la probabilidad esperada para los valores de heteroplasmia en un grupo
de hermanos. Conocer esta distribucion es importante para el asesoramiento genético de
las futuras madres (27), (28), (29). Inicialmente solo se podian calcular el valor medio y
la varianza para predecir las distribuciones de la heteroplasmia (30). Asi, en base a la
deriva genética neutra y a la genética de poblaciones haploides estandar, la
heteroplasmia media en la descendencia deberia ser igual a la heteroplasmia de la
madre, y la varianza de la heteroplasmia en la descendencia deberia ser (31):

V(t) =poll —po)

=po(l —1-’0)[1 N (1 " \)']

[1 — e~ 1/Ng |

Ecuacion 1. Férmula Sewell-Wright.

Donde:

V = Varianza de la heteroplasmia en un grupo de individuos descendientes de la
misma madre

t = nimero de generaciones transcurridas

po = frecuencia génica inicial

Ness = tamafio efectivo de la poblacion
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Estas ecuaciones se basan en la suposicion de que el mecanismo por el cual se da

el efecto de cuello de botella es la deriva genética aleatoria.

Estos parametros, la media y la varianza de la distribucion de la heteroplasmia,
proporcionan una informacion util pero limitada, ya que no proporciona la distribucion
de probabilidad de heteroplasmia en si misma (30). Mooto Kimura resolvié este
problema en 1955. Aungue su solucion era para las probabilidades de frecuencia génica
en poblaciones diploides (32), su teoria puede aplicarse en este contexto. Ademas, la
varianza de la ecuacion 1 se puede derivar de la teoria de Kimura, por lo que no
desplaza el trabajo previo que se ha hecho en genética mitocondrial sobre la base de esta
ecuacion. Kimura derivo tres ecuaciones para explicar la distribucién de la frecuencia
génica en poblaciones bajo deriva genética aleatoria, asumiendo que las generaciones no
se superponen, que no se da ninguna seleccién, migracion ni ninguna mutacion de novo,

y que el tamafio de la poblacidn es finito y constante (32):

f(0,t) = (1 —po) Z‘Z' 1)po (1 — po)(—
F(1—i,i+2,2,1 — po)e W2kt

Ecuacion 2. Probabilidad de perder un alelo.

o

¢xt) = i(i+1)(2i+ 1)po(1 — po)F(1 — iji +2,2,x)

=
. . \ ,—(i{i+1) /2N 4 )
F(1 —i,i+2,2,po)e {1/t

Ecuacion 3. Funcion de la distribucidn de la probabilidad de que el alelo esté presente con una

frecuencia x en la poblacion.

f(1,t) =po+ Z[‘2i+ po(1 — po) (1)’
i=1
F(1—i,i+2,2,po)e i+1/2Ner)!

Ecuacion 4. Probabilidad para la fijacion de ese alelo.

Dado que se trata de una distribucion de probabilidad, la integracion de estas tres

ecuaciones es igual a 1.

1
NQH+J¢mmu+ﬂLU_1
(

4]

Ecuacion 5. Integracion de las 3 ecuaciones de la distribucion de Kimura.
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En la aplicacion de la distribucion de Kimura al caso de la heteroplasmia

mitocondrial, el significado de las distintas variables es el siguiente (30):

t = ndmero de generaciones transcurridas

Po = nivel de heteroplasmia del ADNmt en el fundador del linaje materno =
heteroplasmia media en la distribucion de la descendencia

f(0,t) = probabilidad de fijacion del ADNmt wild-type

f(1,t) = probabilidad de fijacién del ADNmt mutado

x = nivel de heteroplasmia en la descendencia

Ness = tamafio efectivo de la poblacion

Los parametros t y Neg pueden agruparse en un solo pardmetro, b, de manera
que:

V=m(l—-m)1—e '-""“-'| =po(l — ) (1 —b)
Ecuacién 6. Férmula Sewell-Wright con b = e "N,
b — e tNg

Ecuacién 7. Parametro b.

fll():l = (1 —po) + ,V"Zl < hl’“(l —Po)(- 1)
i=1
F(1—ii+ 22,1 — po)bt+1n2

Ecuacién 8. Probabilidad de perder un alelo, con b = e "¢,
d(x) = i(i+ 1)(2i+ 1)po(1 — po) F(1 — iji +2,2x)
i=1
F(1 —ii+2,2,p) B0

Ecuacion 9. Funcion de la distribucidn de la probabilidad de que el alelo esté presente con una

frecuencia x en la poblacién, con b = e,

F1) = po+ Y _(2i+1)po(1 — po)(—1)'F(1 — i,i +2,2,p) 5172
=1

Ecuacién 10. Probabilidad para la fijacion de ese alelo, con b = e ™™™,

Asi, para un conjunto de datos de heteroplasmia del ADNmt en individuos

provenientes de la misma madre, pueden calcularse los parametros p, y b. p, es igual al
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valor medio de heteroplasmia del conjunto de datos y b se obtiene, previo calculo de la
varianza, a partir de la ecuacion 6.

La distribucion de Kimura ha sido validada con éxito contrastandola con
conjuntos de datos de heteroplasmia en ratones, Drosophila y humanos, en este Gltimo

caso para la comdn variacion patogénica m.3243A>G (30).

Esta herramienta tedrica puede usarse para calcular la probabilidad de manifestar
una enfermedad en base a su umbral limite se heteroplasmia, a partir del cual aparece el
fenotipo clinico, lo cual puede ser muy util para el asesoramiento genético de las futuras
madres (30). Actualmente se estdn desarrollando nuevas técnicas para prevenir la
transmision madre-hijo de enfermedades debidas a mutaciones en el ADNm. Estas
técnicas evitan la transmision de las mitocondrias maternas al hijo, que contaria con
mitocondrias sanas de donante. Sin embargo, siempre hay un escape (carry over) que,
debido al efecto de cuello de botella, puede suponer la reapariciéon de la enfermedad en
generaciones posteriores. La distribucion de Kimura también puede utilizarse para

estimar el potencial que tienen estas técnicas de evitar que esto suceda (33).

En este sentido, un estudio reciente utiliza la distribucion de Kimura para
calcular la probabilidad de desarrollar un nivel de heteroplasmia superior al umbral de
manifestacion de la enfermedad en base a la cantidad de ADNmt mutado transferido de
la madre (33). Para determinar los parametros de la distribucién se utilizaron 87 pares
madre-hijo, de los que las madres tenian un nivel de heteroplasmia del 40-60% (25). Se
calcul6 que, para un umbral clinico del 60%, reducir el ADNmt mutado transferido por
debajo del 5% erradicaria la enfermedad para siempre en ese linaje, mientras que, si se
supera esta cifra, la probabilidad de reaparicién de la enfermedad en generaciones
posteriores es elevada (figura 2A). Asi, es importante limitar la transmision del ADNmt
mutado a niveles por debajo del 3% (figura 2B) (33). Estos bajos niveles ya se han
conseguido con la técnica Maternal Spindle Transfer (MST) en primates (34), (35) y
con la Pronuclear Transfer (PNT) en embriones humanos preimplantatorios (36), por lo
que parece que estas nuevas técnicas pueden evitar con efectividad la transmision de

determinadas enfermedades mitocondriales a la descendencia.

Los mismos célculos se simularon para umbrales clinicos del 20%, 40% y 80%
(figura 3), observandose que, a menor umbral, mayor riesgo de reaparicion de la

enfermedad y menor impacto de las tecnicas de transferencia génica.
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Figura 2. Efecto del escape de ADNmt mutado al embridn en generaciones posteriores para un
umbral clinico del 60%. (A) Probabilidad de que un descendiente de la madre desarrolle un nivel de
mutacion por encima del umbral clinico (60%) en funcion de la cantidad de ADNmt mutado presente en
el embridn tratado. (B) Impacto de la técnica en generaciones posteriores. En la parte inferior de la grafica
se sefialan los rangos conocidos de escape de ADNmt materno en las técnicas de MST, PNT, PGD y
PND. Los rangos indicados para PGD y PND corresponden a valores de heteroplasmia que se

consideraron suficientemente seguros como para seguir con el embarazo. Modificado de (33).
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en la segunda generacidon (C) y en la tercera (D). Modificado de (33).

1.3 Enfermedades mitocondriales

Las alteraciones mitocondriales provocan una carencia de energia celular que
puede afectar a distintos 6rganos, manifestandose diversos fenotipos clinicos (Fig. 4)
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(12). Actualmente no existe cura para estas enfermedades, pero se estan desarrollado
técnicas en la linea de prevenir la transmisién madre-hijo de enfermedades debidas a
mutaciones en el ADNmt (18), las llamadas enfermedades mitocondriales primarias,
que afectan directamente a la funcion del sistema OXPHOS. Estas enfermedades
afectan aproximadamente a 1 persona de cada 5000 (37), (38), (39), (40), (41), (42),
mientras que 1 de cada 200 personas sanas es portadora de una mutacion mitocondrial
patogénica que puede afectar a la descendencia de las mujeres portadoras (43).
Actualmente, se tiene constancia de casi 600 mutaciones diferentes del ADNmt (44),
(45). Estas mutaciones estan asociadas con diversos sindromes. Los mas comunes se

explican a continuacion (5).

Brain
Ataxia
Dementia
Migraine
Myodonus
Neuronal Loss
Stroke

Peripheral Nervous System
Neuropathy

Eve

Optic Neuropathy
Ophthalmoplegia
Retinopathy

Ear

Sensorineuronal hearing loss

Blood
Pearson's syndrome

Heart

Cardlomyopathy

Conduction disorder
Woll-Parkinson-White Syndrome
Liver
Hepatopathy

Kidney
Fanconi’s Syndrome
Glomerulopathy

Colon

Pseudo-obstruction
= {{s
Ovarian failure

Figura 4. Espectro clinico de la enfermedad mitocondrial (12).

Pancreas
Diabetes

Skeletal Muscle

Fatigue
Myopathy
Weakness

Leber’s hereditary optic neuropathy (LHON)

Esta enfermedad, que es de las mas comunes de entre las asociadas a mutaciones del
ADNmMt, resulta normalmente de una mutacién homoplasmica en uno de tres genes de
los que codifican subunidades del complejo | (m.11778G—A NADH deshidrogenasa 4
(ND4), m.3460G—A en ND1 y m.14484T—C en NDG6) (46). Estas alteraciones
provocan una perdida subaguda de la vision central en jovenes, afectando

selectivamente a las células ganglionares de la retina. Esta enfermedad afecta
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fundamentalmente a hombres debido a la relativa abundancia de receptores de estrogeno

(47), lo cual afecta epigenéticamente a la manifestacion de los sintomas.

Leigh’s syndrome

Aunque hay una gran variedad de etiologias, este sindrome presenta algunas
caracteristicas clinicas comunes, como retraso del desarrollo, alteraciones respiratorias,

vomitos recurrentes, ataxia, distonia o muerte temprana (5).

Mitochondrial encephalomyopathy, lactic acidosis and stroke-like episodes

(MELAS)

Este desorden afecta predominantemente al cerebro, los musculos y el sistema
endocrino, y suele ser fatal en la infancia o la juventud (48). La mutacion causante mas
comun es m.3243A—G in tRNALeu(UUR) (49), aunque puede ser debido a otras doce
mutaciones diferentes que afectan tanto a los genes que codifican para proteina como a
los que codifican ARNt. Los pacientes presentan dolores de cabeza frecuentes, anorexia
con vomitos recurrentes, sordera post-lingual y episodios transitorios tipo ictus (50),
(51), (52). Los infartos en los lébulos temporal y occipital estdn asociados con
hemiplejia y ceguera cortical. MELAS es también una angiopatia, por lo que este

sindrome es practicamente Unico entre las enfermedades mitocondriales (53).

Myoclonus epilepsy and ragged red fibers (MERRF)

Este sindrome se debe casi exclusivamente a mutaciones en el ARNt™®

, en concreto
m.8344A—G. Sus sintomas incluyen debilidad muscular, ataxia cerebelosa y demencia,
mioclonias y epilepsia, aunque los sintomas neuroldgicos pueden desarrollarse con la

edad (54).

Neuropathy, ataxia and renitis pigmentosa, and maternally inherited Leigh’s

syndrome (NARP y MILS, respectivamente)

Estos sindromes se deben a dos posibles mutaciones: m.8993T—G 0 m.8993T—C.
Como su nombre indica, los sintomas de este sindrome pueden ser neuropatias, ataxia,
retinitis pigmentosa o sintomas propios del sindrome de Leigh, como retraso en el

desarrollo o atrofia cerebelosa y del tronco cerebral (5).
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Deficiencia reversible de la cadena respiratoria

Este sindrome es muy inusual. Se debe a una mutacién homoplasmica que afecta al
ARNt®" (m.14674T—C). Los bebés que padecen esta enfermedad estan gravemente
enfermos, pero si se les proporcionan los cuidados adecuados durante el periodo

perinatal, recuperan espontaneamente la funcion mitocondrial en 2 afios (55).
1.3.1 Diagnostico

El diagndstico clinico de las enfermedades mitocondriales puede ser dificil
cuando no se trata de los sindromes mas comunes, los cuales pueden detectarse

mediante secuenciacion de Sanger (12). El proceso de diagndstico consiste en la

\®

realizacion de diferentes pasos consecutivos (figura 5) (56).

@

Clinically distinct syndrome?

MELAS MERRF NARP, Muscle/Liver/Skin biopsy
LHONKS5 earsan CPEO (Histochemistry, biochemistry)
miDNA analysis Southern-blot / \ v
(RFLP, southern blot)  muscle mtDNA Sl;gle Multiple
on appropriate tissues \Pos ;e ec\’ dzf“'\s‘
O D
Multiple Single Autosomal Maternally  Autosomal
e deleﬁ’;ns dellegion inherited inherited inherited
mtDNA Nuclear gene sequencing: Nuclear gene miDINA Southern
sequencing POLG1POLG2, PEOIANTIL, sequencing: sequencing blot
TYMP,OPAI I, CII1,CIV, OV
assembly factors, Depletion
structural subunits, y N
CoQ biosynthetic . v
enzymes
Nuclear gene Nuclear gene sequencing
sequencing of mt protein synthesis
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LIVER:POLGIPEOI, MRPS16,MRPS22 RARS2
DGUOK . MPVI7 DARS2Z

Figura 5. Algoritmo para el analisis genético de las enfermedades mitocondriales (56).

El primer paso es disponer de una historia familiar detallada. Dado que el
ADNmMt es heredado exclusivamente via materna, una clara herencia materna indica una
enfermedad mitocondrial primaria. En cambio, la herencia autosomica indica que el
origen de la enfermedad estd en el ADNn (12). Ademas, deben realizarse

investigaciones clinicas a cargo de especialistas en neurologia, oftalmologia, otologia,
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endocrinologia, cardiologia, gastroenterologia, nefrologia, hematologia o dermatologia
(56).

En un segundo paso, los médicos deben decidir si el fenotipo particular se ajusta
a alguno de los sindromes conocidos o si, por el contrario, se trata de una enfermedad
mitocondrial no sindrémica. Tras esto se realizan las pruebas genéticas pertinentes para
determinar la raiz del fenotipo clinico. En muchos casos pueden detectarse evidencias
histologicas e histoquimicas de enfermedad mitocondrial mediante neuroimagen (57),
(58), evaluacion cardiaca, biopsia muscular o a través de la concentracion de lactato en
la sangre y /o el liquido cefalorraquideo (59). No obstante, es preferible el diagndstico
genético molecular, que puede llevarse a cabo sobre ADN extraido de sangre o del
tejido afectado (12). Las reorganizaciones genéticas pueden detectarse mediante
southern blot (12).

Asi, si el fenotipo sugiere un sindrome debido a mutaciones puntuales del
ADNmt (MELAS, MERRF, NARP, LHON), pueden utilizarse microarrays de ADN
para la hibridacion de oligonucledtidos especifica de alelo, PCR en tiempo real, o la
secuenciacion de un determinado gen. Si el sindrome se debe a deleciones en el ADNmt
(KSS, sindrome de Pearson), el analisis comienza con RFLP o Southern blot de los
tejidos apropiados. Si no se encuentran deleciones, debe llevarse a cabo la
secuenciacion del ADNmt. Por otra parte, si se encuentran deleciones multiples, deben
secuenciarse los genes POLG1 (cuya probabilidad de estar mutado es mayor), POLG2,
PEO1, ANT1, TYMP o OPA1 (56).

Si el fenotipo no corresponde a ningdn sindrome, deben realizarse
investigaciones bioquimicas de los tejidos mas afectados (musculo, higado, cerebro,
piel) para aclarar si uno o varios componentes de la cadena respiratoria son defectuosos.
Si el componente o los componentes defectuosos han sido heredados por via materna,
deben secuenciarse los correspondientes genes del ADNmt. Si solo es defectuoso un
componente y este ha sido heredado por herencia autosémica, deben secuenciarse las
subunidades estructurales apropiadas o los factores de ensamblaje de los complejos I,
I1, IV o V de la cadena respiratoria. Si hay sospecha de deficiencia del CoQ, deben
secuenciarse los genes implicados en su biosintesis (con mayor frecuencia ETFDH). Si
por herencia autosomica se han heredado multiples componentes de la cadena
respiratoria defectuosos, debe comprobarse por Southern blot o PCR cuantitativa si se
ha producido o no una reduccion del ADNmt. En caso afirmativo, se recomienda la
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secuenciacion de diferentes genes segun qué organos sean los mas afectados. Asi, si el
masculo esquelético es el 6rgano predominantemente afectado se secuenciaran los
genes TK2 o RRM2B, si los musculos y el cerebro son los drganos méas afectados se
secuenciaran los genes SUCLA2 SUCLGL, vy si se trata del higado se secuenciaran
POLG1, PEO1, DGUOK o Mpv17. Si por el contrario no se detecta ninguna reduccion
del ADNmt, deben secuenciarse los genes implicados en la maquinaria de sintesis de
proteinas mitocondriales (PUS1, EFT, EFG1, EFTs, MRPS16, MRPS22, RARS?2,
DARS?2).

1.4 Prevencion de la transmisién de desdrdenes del ADNmt

Como se explica anteriormente, hoy en dia no existe cura para las enfermedades
mitocondriales. En casos aislados se han utilizado como tratamiento suplementos
vitaminicos, farmacos y ejercicios fisicos en ensayos clinicos pequefios. Sin embargo,
una revision Cochrane realizada en 2003 y actualizada sucesivamente en 2006 y 2012
concluye que actualmente no existe evidencia alguna sobre la utilidad de estas
intervenciones en los trastornos mitocondriales (60). Por ello, la préctica clinica se
mueve mas en la linea de prevenir o minimizar la transmision madre-hijo de las

enfermedades mitocondriales (18).

Para evitar el riesgo de concebir un hijo afectado, las mujeres pueden recurrir a
la donacion de dvulos, o a la adopcion (18). El uso de évulos de donante sin ninguna
alteracion en el ADNmt asegura que el nifio resultante no serd portador de la
enfermedad. No obstante, aunque la mujer que lo geste sera reconocida legalmente
como su madre, el nifio solo estara genéticamente ligado al padre. Una dificultad que
presenta esta técnica es la escasez de 6vulos de donante, que limita su aplicacion (61).
En cuanto a la adopcion, también es una posibilidad totalmente segura para tener hijos
no afectados. No obstante, en este caso los hijos no estaran genéticamente relacionados

con ningun de sus padres y la madre no podréa gestarlo.

Las mujeres afectadas que quieren usar sus propios Ovulos pueden recurrir al
diagnostico genético preimplantacional (PGD) o al diagndstico prenatal (PND). Sin
embargo, estas opciones solo pueden ser usadas por mujeres heteroplasmicas, ya que el
hijo de una mujer homoplasmica seré inevitablemente homoplasmico. Técnicas como la
transferencia citoplasmatica (CT), la transferencia nuclear (NT) o la transferencia de

vesicula germinal (GVT) han sido propuestas como posibles métodos para prevenir la
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transmision del ADNmt mutado a los hijos. En los ultimos afios se han desarrollado
especificamente para este fin dos nuevas técnicas, la Maternal Spindle Transfer (MST)
y la Pronuclear transfer (PNT). Estas técnicas parecen tener un mayor potencial de
aplicacion, tanto que pronto podrian ser legalizadas en Inglaterra (18). Ademas, un
equipo de investigacion japonés ha propuesto recientemente un nuevo método, la

transferencia de cromosomas agregados (ACT) (62).
1.4.1 Diagnostico prenatal (PND)

La OMS define el PND como aquellas “acciones prenatales que tengan por
objeto la deteccion y/o diagnostico de un defecto congénito, entendiendo por tal toda
anomalia del desarrollo morfoldgico, estructural, funcional o molecular, presente al
nacer (aunque puede manifestarse mas tarde) externa o interna, familiar o esporadica,
hereditaria 0 no, Unica o multiple. Las técnicas de PND pueden ser no invasivas
(analisis bioquimicos u observaciones ecograficas), que no suponen un riesgo para el
feto, o invasivas (como la amniocentesis o la biopsia de la vellosidad corionica), que

suponen un riesgo de aborto de aproximadamente el 1%.

Estas técnicas pueden aplicarse en el caso de las enfermedades mitocondriales
para conocer el estado mitocondrial del feto (tabla 1). Antes de aplicar la técnica se debe

determinar a cuél de estos tres grupos pertenece la paciente (28).
- Pacientes con una mutacién conocida en un gen del ADNn.

Este grupo supone un pequefio porcentaje del total de pacientes con enfermedades
mitocondriales, aproximadamente un 10%. Es el caso en el que el asesoramiento
genético resulta mas sencillo, ya que se puede hacer un diagnostico prenatal fidedigno
mediante andlisis de la mutacion en células obtenidas por biopsia de la vellosidad

coridnica (28) y/o amniocentesis (63).

- Pacientes con una deficiencia enzimatica en la cadena respiratoria de origen

genético desconocido.

Si la deficiencia enzimatica puede detectarse en los fibroblastos, puede realizarse un
analisis bioquimico de los amniocitos o de las células coridnicas (obtenidas por
amniocentesis o por biopsia de la vellosidad corionica, respectivamente) (63), ya que
tienen el mismo origen embrionario que los fibroblastos (64). Los tests basados en

enzimas son mas limitados, ya que, ademas de requerir que la deficiencia enzimatica sea
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detectable en los fibroblastos, pueden darse falsos negativos y es probable que algunos

defectos no se estén expresando o tengan una actividad residual relativamente alta en las

células coridnicas o los amniocitos (28).

Tabla 1. PND de diferentes enfermedades mitocondriales. Modificado de (63).

MUTACION

METODO

ENFERMEDAD

Analisis directo de la

RESULTADO

Los dos embarazos
revelaron altos

REFERENCIA

mutacién mediante : Harding et al.
AP AHEEEEUHE digestion por enzimas de IIELE de- (1992) (66)
restriccion heteroplasmia
(>80%) y se abortd
Los niveles de
Andlisis directo de la mutacion oscilaron
mutacién mediante entre el 64% y el Bartley et al.
NARP m.8993T>G digestion por enzimas de 68%. El embarazo (1996) (67)
restriccion lleg6 a término y
nacio un nifio sano
Analisis directo de la El nivel de mutacion
. mutacion mediante rozaba la Ferlin et al.
Legrgeiems THEEEEUHE digestion por enzimas de homoplasmia, por lo (1997) (68)

restriccion

gue se abort6

Deficiencia de la
piruvato carboxilasa
(PC)

Desconocida

Medida directa de la
actividad de la PC en las
células de la vellosidad

corionica

Nacié un bebé sano y
se produjo un aborto
voluntario

Van Coster et
al. (1998) (69)

Leigh syndrome
debido a una

Desconocida

Analisis de la actividad y
composicion de los
complejos del sistema
OXPHOS mediante PAGE

Se descartd el
defecto encimatico y

Houstek et al.

e el y meigace | SO 0999010
la produccion de ATP g
estimulada por substrato
Andlisis directo de la Sergﬁfgsiré?] la
VAL e | MO ety | (Ol
y g por en nacieron dos bebés
restriccion
5anos
Delecion de No se detecto la
5kb del e delecion en las
PEO ADNmMt (nt A%?IITDPNOL;?;&”E) t%IOt células de la (Cza(r)aof;)et%l.)
9986-nt P vellosidad coridnica
15042) y nacio un bebé sano
No se detect6 la
Deleciénenel | Andlisis por southern blot delecion en las Thorburn y
KSS P células de la Dahl (2001)
ADNmt del ADNmt completo : o
vellosidad coridnica (28)
y nacio un bebé sano
Deficiencia en la Ensayos bioquimicos del De 23 embarazos
NADH: ubiquinona complejo | en tejidos fetales | analizados, nacieron Niers et al
oxidoreductasa Desconocida (células de la vellosidad 15 bebés sanos y 3 (2001) (73)

(complejo 1)

coriénica nativas y
cultivadas)

afectados y se
produjeron 5 abortos
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Gen NDUFV1

E214K/IVS8+
4A>C, Gen )
NDUFV1 Se continud la
A432P/ATC gestacion de 2 fetos
(989-990), gen heterocigotos y de un
L g homocigoto normal y .
SDH-F|
Def|C|enc!a del P Secuenciacion se produjo el aborto Amiel et al.
complejo | A524V/MIL, do de un f (2001) (74)
en SCO1 provocado de un feto
Pg174|_/AGA afectado y el aborto
espintaneo de un feto
(3635'36;2 gen homocigoto onormal
G180E/IVS6-
1G>C
Deficiencia de la Medida de la actividad de la .
carmitina 983A>G CPT2 en células de la £ E];%?g#\ou%\ %l;%réto Vakemans et al.
palmitoyltransferasa (D328G) vellosidad corial y andlisis y afectado (2003) (75)
2 (CPT2) molecular de la mutacion
Andlisis directo de la Leshinsky-
Leigh syndrome m.8993T>C digr:slirgﬁlggrn;ﬁgm;z de Nacio un bebé sano Silver et al.
restriccion (2003) (76)
Aungue la
Anélisis directo de la ANEEETEST FEVELS
MELAS mM.3243A>G I G ”rﬂft';‘é.ﬁrieratﬂﬁaﬂe Srame el
’ digestion por enzimas de d o (2004) (77)
restriccion € 4 afos no s
observaban sintomas
de MELAS
La biopsia de la
vellosidad coridnica
Anédlisis directo de la y la amniocentésis
. mutacién mediante revelaron un Jacobs et al.
Leigh syndrome m.9176T>C digestion por enzimas de porcentaje de (2005) (78)

restriccion

mutacién de riesgo,
pero nacio un nifio
aparentemente sano

- Pacientes con una mutacion conocida en un gen del ADNmt.

El PND de mutaciones puntuales del ADNmt es dificil debido a sus complejas

caracteristicas (heteroplasmia, diferentes umbrales clinicos, etc). En el afio 2000 se

propusieron tres criterios para determinar aquellas mutaciones del ADNmt para las

cuales es posible ofrecer un PND de confianza (65): (i) que exista una estrecha relacién

entre el nivel de carga mutante y la gravedad de la enfermedad; (ii) que haya na

distribucion uniforme del ADNmt mutado en todos los tejidos; (iii) que la carga mutante

no cambie con el tiempo. Sin embargo, lo cierto es que muy pocas mutaciones cumplen

todos estos criterios, por lo que el PND no puede considerarse una opcion eficaz para

prevenir la transmision de las enfermedades asociadas al ADNmt. Entre las mutaciones
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que si cumplen los tres criterios anteriores destacan m.8993T>G y m.8993T>C,
responsables de los sindromes NARP y Leigh. Las técnicas de PND fueron utilizadas
por primera vez para la deteccion de mutaciones en el ADNmt en 1992 (66).

1.4.2 Diagnostico genético preimplantacional (PGD)

El PGD normalmente consiste en el analisis de una o dos células obtenidas del embrion
de 8 células. Esta técnica se utiliza en los tratamientos de FIVET tras la fecundacién in
vitro para detectar posibles defectos genéticos, de manera que solo se transfieran a la
madre embriones sanos. No obstante, la biopsia y posterior analisis también pueden
realizarse sobre el primer o el segundo corpusculo polar del ovocito, antes de que este

sea fertilizado.

El PGD puede emplearse para el diagndstico de enfermedades asociadas al
ADNmMt, aplicacién que ya ha sido llevada a cabo en humanos (79), (80) (81), (82), (83).
Lo mas habitual es realizar la biopsia de uno o dos blastomeros del embrion de 8 células
(dia 3) (84). Obviamente, esta opcion solo es aplicable en caso de que exista
heteroplasmia, ya que los ovocitos de una mujer homplasmica tendran todos un nivel de
mutacion del ADNmt del 100%, el cual se transmitira irremediablemente a la
descendencia (84). EI PGD de mutaciones en el ADNmt depende de los mismos
criterios que el PND para ser de confianza (65). Una vez realizado el PGD se transfieren
al Gtero los embriones cuyo nivel de mutacion pueda dar lugar a un fenotipo sano.
Pueden ser necesarios varios ciclos de IVF-PGD, bien porque no se encuentre ningin
embrion adecuado o porque, debido a diversos motivos, no se establezca el embarazo
(63). En este contexto también es aplicable la biopsia del corpusculo polar del ovocito
(63), aunque el diagndstico de blastdmeros parece ser més fiable (85), (86). Asi, el nivel
de mutacién determinado en los corplsculos polares es distinto del nivel de mutacién en
el embrion (81), el cual, sin embargo, coincide suficientemente con el nivel de mutacién
de los blastomeros individuales (figura 6) (61). No obstante, hay que tener en cuenta
que en ocasiones un solo blastomero puede diferir del resto en su nivel de ADNmt
mutado, por lo que se recomienda realizar el PGD siempre sobre dos blastomeros y, en
caso de que no coincidan las cifras, tomar el valor mas alto como referencia para las
consideraciones posteriores (83). Aunque realizar la biopsia de dos blastomeros es mas
fiable, puede perjudicar la viabilidad del embrién (87), (88), (89).
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Embrién 3

Figura 6. Nivel de mutacion del ADNmt en las distintas células de tres embriones descartados de un
ciclo de PGD-IVFET. Las células individuales reflejan el estado general del embrién, aunque alguna es
dispar. Modificado de (61).

Un factor clave en la aplicacion del PGD al diagnéstico de enfermedades
asociadas al ADNmt es el umbral de manifestacion de la enfermedad, el cual puede ser
calculado para las mutaciones comunes a partir de los datos disponibles (84), pero no

para el resto de mutaciones.

Dada esta imposibilidad de determinar los umbrales clinicos para muchas de las
mutaciones del ADNmt, se realiz6 un estudio para averiguar si existia un nivel de
mutacion por debajo del cual no se manifestase la enfermedad en ningin caso, para
ninguna mutacion del ADNmt (90), lo que haria del PGD una herramienta muy util para
prevenir la transmision de mutaciones del ADNmt. El estudio consistio en una revision
sistematica del nivel de mutacion detectado en células musculares para 159 mutaciones
puntuales diferentes derivadas de 327 pedigris distintos. Tres mutaciones comunes
(m.3243A>G, m.8344A>G y m.8993T>C/G) fueron consideradas individualmente para
evitar que desviaran la tendencia de los datos y porque en su caso es mas conveniente
basarse en correlaciones genotipo-fenotipo especificas, que permiten definir un umbral

clinico propio de la mutacion concreta. Se trabajo con células musculares asumiendo
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que el nivel de mutacion en estas células no varia de forma significativa a lo largo de la
vida del individuo y que es representativo de los niveles existentes en los blastomeros.
No obstante, los autores reconocen que hay pocos estudios disponibles sobre la
variacion del nivel de mutacién en el tejido muscular (91), (92), por lo que su premisa

puede no ser acertada.

El umbral clinico para las mutaciones m.8993T>G y m.8993T>C se definid en el
afio 1999 en el 60-70% vy el 80-90%, respectivamente (20). No obstante, estas cifras
consideraban los estados clinicos “leves” y “graves’, en lugar de “afectado” y "no
afectado’, por lo que probablemente el umbral clinico real esta por debajo de estos
valores. Aunque considerar los estados “afectado” y "no afectado™ es mas seguro, puede

Ilevar a descartar embriones sanos (90).

Para la mutacion m.8344A>G no hay datos suficientes como para determinar
una relacion genotipo-fenotipo acertada (90), aunque si se ha descrito la relacion entre
el nivel de mutacién en las células musculares y la presencia de determinados sintomas,
viéndose que los sintomas mas comunes asociados a la mutacion no aparecen por
debajo de un nivel de mutacion del 70% (19). Ademas, también se ha visto que la
manifestacion de la mutacidn aparece a partir de niveles mayores al 50% (19), (93),
(94), (95), (96).

Los datos sobre la manifestacion clinica de la mutacion m.3243A>G reflejan un
patron variable, observandose fenotipos clinicos incluso para niveles de mutacion muy
bajos (figura 7) (90). No obstante, estos datos estan desviados en tres sentidos, por lo
que el analisis de esta mutacién puede considerarse menos fiable y menos Gtil a la hora
de predecir el umbral clinico. Como se puede apreciar en la figura 7, el grafico derivado
de los datos disponibles muestra que incluso para niveles de mutacion del 0% existe la

posibilidad de verse afectado. (90).

En primer lugar, dada la elevada frecuencia de la mutacion en la poblacion
general, algunas enfermedades que han sido asociadas a la mutacion podrian no estarlo
realmente, presentandose por otro motivo en el portador de la alteracion. Por ejemplo,
pacientes con diabetes, sordera o problemas oftalmolégicos y bajos niveles de la
mutacion, estos trastornos pueden deberse a otras causas. En segundo lugar, ya se han
publicado numerosos pedigris con la mutacion m.3243A>G, lo que crea una desviacion

hacia aquellos pacientes con manifestaciones clinicas y/o niveles de mutacion inusuales.
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Y en tercer lugar, para la deteccion de la mutacion no se analiza todo el ADNmt, sino
que se recurre a un ensayo de preseleccion muy sensible. Asi, una vez se detecta la
mutacién, normalmente no se realiza un andlisis posterior del resto de ADNmt, lo que

impide la identificacion de otras posibles mutaciones causales (90).

Estimated probability of symptoms with 95% CI (ratio=0.477)
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Figura 7. Probabilidad estimada estar afectado para un determinado nivel de mutacion
m.3243A>G en musculo (modelo de regresion logistica), asumiendo una probabilidad general de
estar afectado de 0.477. Modificado de (90).

Dada la actual imposibilidad de determinar un umbral clinico certero para esta
mutacion, en la practica del PGD se utilizan distintos niveles limite, que pueden ir desde
el 15% hasta el 30% (90), (97), (84), (82). Es necesario, por tanto, realizar una
evaluacion de la mutacion m.3243A>G que no esté desviada (90).

En cuanto al nivel de mutacion por debajo del cual no se manifiesta la
enfermedad en ningun caso, los investigadores elaboraron un grafico para determinar la
probabilidad de estar afectado en base al nivel de mutacion del ADNmt en las células
musculares (figura 8), y determinaron que para un nivel de mutacion de hasta el 18% la
probabilidad de no padecer la enfermedad es del 95% (con un limite de confianza del
95%) (90).

En base a la experiencia actual en PGD de mutaciones en el ADNmt, si bien esta
es limitada, parece que las mujeres portadoras heteroplasmicas generalmente son

capaces de producir ovocitos con un nivel de mutacion menor al 18% (98), (99), (82),
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(81), (83), (79), (80), por lo que el PGD parece ser una opcién factible para que las
parejas en las que la mujer tenga alguna mutacion en su ADNmt puedan tener hijos
propios sanos (90). Normalmente, la posibilidad de producir ovocitos con un nivel de
mutacion por debajo de este umbral minimo depende del nivel de mutacion de la madre,
de la naturaleza de la mutaciéon y de la distribuciéon del nivel de mutacion entre los
distintos ovocitos. Un elevado nivel de mutacion en la madre no serd un problema
cuando la mutacion muestre una distribucion aleatoria o asimétrica en los ovocitos,

mientras que una distribucion estrecha supone una contraindicacion para el PGD (61).

Estimated probability of symptoms with 95% confidence interval (ratio=0.477)
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Figura 8. Probabilidad estimada de padecer la enfermedad para un determinado nivel de mutacion
del ADNmt en musculo (modelo de regresion logistica), asumiendo una probabilidad general de
estar afectado de 0.477. Modificado de (90).

Aunque el umbral del 18% generalmente evitara la manifestacion de la
enfermedad, es muy probable que no se erradique la mutacion en la descendencia, por lo
que las mujeres de la generacion posterior se enfrentaran a los mismos problemas que su
madre a la hora de tener hijos sanos. Para evitar este hecho se ha propuesto incluir el
analisis de sexo como parte del procedimiento de PGD para seleccionar solo los
embriones masculinos, lo que impediria la transmisién de la mutacién a futuras

generaciones (100).

El umbral del 18% puede ser aplicado a priori para todas las mutaciones del
ADNmMt. Sin embargo, para cada pareja, el umbral especifico debe determinarse durante

el asesoramiento, ya que depende de otros factores, como la manifestacion de la
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enfermedad y la percepcion del riesgo y de la gravedad clinica en la familia, la
disponibilidad de embriones por debajo del umbral y cuestiones generales de fertilidad
relacionadas con la fecundacion in vitro (90). Estas cuestiones deben esclarecerse en el
asesoramiento previo para poder obtener un adecuado consentimiento informado de los

futuros padres (101).

Por ejemplo, debe informarse a la pareja de la posibilidad de realizar un analisis
los ovocitos para determinar si es factible utilizarlos en un ciclo de FIV-PGD, asi como
de las ventajas e inconvenientes de este procedimiento. Los ovocitos analizados no
pueden ser fertilizados, de manera que se pierden y la mujer para la cual el PGD parece
factible, es decir, aquella en la que se han podido detectar ovocitos con un nivel de
mutacion nulo o bajo (102), tiene que someterse a un segundo ciclo de superovulacion
para proceder al FIV-PGD. Este inconveniente podria evitarse omitiendo el paso del
analisis de ovocitos y realizando directamente la fertilizacion y posterior PGD. No
obstante, este procedimiento presenta importantes ventajas en el caso en el que la mujer
no disponga de ovocitos adecuados, ya que si se comprueba que la posibilidad de
conseguir ovocitos con un nivel de mutacion suficientemente bajo es despreciable,
puede evitarse una vana creacion y destruccién de embriones y un gasto innecesario
(102).

Otros factores que deben definirse previamente al FIV-PGD son la
representatividad, para cada caso concreto debe determinarse si el blastomero biopsiado
es representativo del embrion, para lo cual es conveniente biopsiar dos blastdmeros; y la
posibilidad de llevar a cabo sucesivos ciclos que, que dependerd de la mutacion
especifica, de los deseos de la pareja, de sus probabilidades individuales de éxito y del

namero de ciclos permitidos y reembolsados en el pais (101).

Ademas, también debe informarse a la pareja de las posibles alternativas, como
el PND, la donacion de ovocitos o la adopcion; de los riesgos del procedimiento; y de
las posibilidades de contribuir a la investigacion cientifica mediante la donacion de los

embriones descartados o el posterior PND o analisis post-natal, etc (101).
1.4.3 Transferencia citoplasmatica (CT)

Esta técnica consiste en afadir citoplasma de donante a los ovocitos de una
mujer con problemas de fertilidad. Para ello se obtienen ovocitos de una mujer infértil y

de una mujer joven y sana, la donante. Se extrae el citoplasma del ovocito de la donante
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y se inyecta en el ovocito de la paciente, de manera que el ovocito resultante contiene el
ADNDN y las mitocondrias de la futura madre juntamente con mitocondrias de la mujer
donante (figura 9). Este ovocito es fertilizado con el esperma del padre o de un donante

y el embrion se transfiere a la madre.

Esta técnica se desarrolld6 para posibilitar que las que se da un desarrollo
deficiente del embrion y un fracaso recurrente de la implantacion del mismo,
posiblemente debido a unos pobres niveles de ATP en los ovocitos (103), (104),
pudieran tener hijos (18). Aungue no se conoce con exactitud el mecanismo por el cual
la CT favorece el correcto desarrollo del embarazo, parece que actda “rejuveneciendo’
los ovocitos de las mujeres infértiles, ya que se aportan factores citoplasmaticos de

mejor calidad, tales como ADNmt, ARNm, proteinas y otras moléculas (105).

En 1997 naci6 el primer bebé fruto de esta técnica (106), y en 2001 ya habian
nacido unos 30 nifios gracias a la CT. Sin embargo, esta técnica ha sido
considerablemente desacreditada en la comunidad cientifica debido a que no parece ser
muy segura (18). Dos gemelos concebidos tras la aplicacion de la técnica fueron
abortados por estar afectados del sindrome de Turner y a un nifio nacido se le
diagnosticd Pervasive developmental disorder (PDD) a los 18 meses (107), (108). Estos
trastornos podrian deberse a la desestructuracion del citoesqueleto durante la

introduccién del ooplasma (63).
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Figura 9. Diagrama de la técnica de Transferencia Citoplasmatica (CT). Modificado de (105).
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Tras la publicacion de estos casos en el afo 2001, la Food and Drug
Administration (FDA) de US prohibié la préctica de esta técnica e indicd que era
necesaria una investigacion mas profunda de la misma. Sin embargo, en otros paises la
CT si esta legalizada, como es el caso de India, la Republica Turca del Norte de Chipre,
Ucrania, Armenia, Georgia, Israel, Turquia, Tailandia, Singapur, Alemania y Austria
(18). Por lo tanto, aquellas mujeres que quieran someterse a la técnica pueden viajar a
alguno de estos paises y solicitarla si en su pais no esta legalizada (109).

Aunque la CT fue desarrollada para su aplicacion en casos de infertilidad
femenina, también ha sido propuesto su uso en la prevencion de la transmisién de
enfermedades mitocondriales hereditarias. No obstante, dados los problemas que
plantea esta técnica, no parece probable que la comunidad cientifica investigue su
aplicacion en este contexto (29). Ademas, la proporcion de ADNmt de donante que se
transfiere con esta técnica oscila entre el 5y el 15% (105), por lo que es muy posible
que el porcentaje de ADNmt mutado en el ovocito tras la técnica sea todavia
suficientemente alto como para que se manifieste la enfermedad y, sobre todo, se
transmita a posteriores generaciones. Para prevenir la transmision, un volumen mucho
mayor, mas del 50%, del citoplasma de la donante debe ser transferido (28), lo cual se
desconoce si es técnicamente posible (63). Una posibilidad podria ser la reduccién
parcial, previa a la inyeccion, del ooplasma del ovocito recipiente o del cigoto una vez
constituido (110), (111). Estas limitaciones técnicas, ademas de las indicadas para el
tratamiento de la infertilidad, hacen que la CT no parezca un método apropiado para
prevenir la transmision de estas enfermedades (63).

1.4.4 Transferencia nuclear (NT)

Aunque algunos investigadores engloban bajo el término NT a todas las técnicas
que implican la transferencia del nucleo de una célula donante a una célula receptora, lo
que incluye a la NT propiamente dicha y también a la GVT, a la MST (63), (112), (113)
y a la PNT (113), preferimos considerar estas técnicas por separado, ya que presentan

unas diferencias técnicas que van a ser de gran relevancia para su valoracion ética.

Asi, utilizamos el término NT para referirnos a la transferencia del ndcleo de un
blastomero a un oocito enucleado (18). Para ello se crea un embrion por FIV, del cual se
escinden cinco dias después varios blastomeros para obtener los nucleos. Por otro lado,

se extraen los ndcleos de varios oocitos de donante. Los nudcleos procedentes de los
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blastobmeros se introducen en los oocitos enucleados y se deja seguir el desarrollo in

vitro hasta el momento de transferir al cuerpo de la madre (figura 10).
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Figura 10. Diagrama de la Transferencia Nuclear (NT). Modificado de (18).

La NT podria ser aplicada a la prevencion de las enfermedades mitocondriales
hereditarias, transfiriendo los ndcleos de los blastomeros a 6vulos de donante sanos
(18). No obstante, esta técnica no parece muy prometedora en este &mbito, ya que es
menos segura y eficiente que la MST o la PNT. Ademas, es la que presenta mayores
dificultades éticas, pues implica la clonacion de seres humanos. Por estas razones, la
comunidad cientifica ha evitado la investigacion con esta técnica en favor de la MST y

la PNT, mas prometedoras (113).
1.4.5 Germinal Vesicle Transfer (GVT)

Los oocitos inmaduros, detenidos en la profase I, son diploides (2n) y presentan
los cromosomas en el interior de una membrana nuclear intacta llamada vesicula
germinal. El pico preovulatorio de hormona luteinizante (LH) reactiva la meiosis, de
manera que se provoca la primera division meidtica con la extrusion del primer

corpusculo polar. El proceso se paraliza de nuevo en la metafase de la segunda division
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meiotica, pocas horas antes de la ovulacién, y no se reanudara hasta que no se produzca
la fecundacion. Este proceso es muy importante, y de que ocurra correctamente depende
la posibilidad de una posterior fertilizacion del 6vulo. Estd regulado por factores
citoplasmaticos, por lo que si estos son disfuncionales (presentes en ovocitos de mujeres
de avanzada edad) incrementan la frecuencia de anormalidades en la formacion del huso
mitdtico y en la segregacion cromosomica (114) y, por lo tanto, disminuye la fertilidad.
Estas anormalidades podrian evitarse cambiando el citoplasma comprometido por otro
sano antes de la segregacion cromosomica, es decir, en el estado de vesicula germinal
(105).

La técnica consiste en la extraccién de la vesicula germinal de un ovocito de la
paciente y su transferencia a un ovocito enucleado de donante. EI 6vulo resultante debe
ser madurado in vitro, para lo cual actualmente no existen métodos eficientes, lo que
limita en gran medida la aplicabilidad de esta técnica (113). Asi, aunque la GVT podria
utilizarse también para reemplazar las mitocondrias con un ADNmt mutado por
mitocondrias sanas (figura 11) (105), la necesidad de la maduracién in vitro de los

ovocitos hace de ella una posibilidad poco prometedora actualmente (113).
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Figura 11. Diagrama de la Transferencia de la Vesicula Germinal (GVT). Modificado de (105).

Otro inconveniente de esta técnica es que, junto con la vesicula germinal, se
transfiere una pequefa cantidad del ooplasma de la paciente, que contiene mitocondrias
comprometidas, al ovocito de la donante, de manera que, incluso tras la aplicacion de la

técnica, podria superarse el umbral clinico de heteroplasmia.

Sin embargo, un grupo de investigadores ha propuesto recientemente un método
para evitar la transferencia de este ooplasma y conseguir la homoplasmia en el ovocito

hibrido, la Germinal Vesicle Injection (GVI) (figura 12). Se trata de cambiar la forma
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tradicional de fusion del ndcleo con el ovocito (electro fusion o fusién mediante el virus
Sendai (HVJ) inactivado) por un sistema que utiliza pulsos Piezo para inyectar la
vesicula germinal en el ovocito [datos no publicados, presentados en The 7th

Conference of Asian Society for Mitochondrial Research and Medicine] (105).
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Figura 12. Diagrama de la Inyeccién de la Vesicula Germinal (GVI1). Modificado de (105).
1.4.6 Pronuclear Transfer (PNT)

Esta técnica consiste en la realizacion de una fecundacion in vitro utilizando los
6vulos de la futura madre, cuyas mitocondrias contienen ADNmt mutado, y los
espermatozoides del futuro padre, y la posterior extraccion, tras un dia de desarrollo, de
los pronucleos, dejando atras la mayoria de las mitocondrias mutadas. Estos pronucleos
se transfieren a un cigoto enucleado, formado por la unién de un évulo sano de donante
y un espermatozoide del futuro padre o de donante. Es necesario que los pronicleos se
transfieran a un cigoto enucleado, y no a un ovocito, porque el estado de desarrollo debe

ser el mismo. A continuacion, el cigoto hibrido se desarrolla in vitro hasta alcanzar un

estado adecuado para ser transferido al Gtero materno (18) (figura 13).

Se produce la fertilizacién Se extrae el Se transfiere el pronicleo Se obtiene un cigoto que

in vitro de un 6vuo que promiicleo a un ovocito fertilizado de se desarrollara in vitro

contiene ADNmt mutado donante cuyo pronicleo ha hasta ser transferido al
sido eliminado litero materno

Figura 13. Diagrama de la Pronuclear Transfer (PNT). Modificado de (115).

La manipulacion de cigotos presenta, frente a la manipulacién de oocitos no

fertilizados, una mayor resistencia al dafio fisico producido por la micromanipulacion,
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lo cual supone una ventaja técnica. No obstante, también plantea serias complicaciones
éticas (116).

La PNT se aplico por primera vez con éxito en ratones, el afio 1983 (117) y
posteriormente se han realizado algunos experimentos en cigotos humanos, aunque
ninguno ha llegado a término (18). La aplicacion clinica de la PNT solo se ha registrado
una vez, en China. Se consiguié un embarazo de trillizos, pero ninguno llegé a término
(118). Destacan las experiencias realizadas por un grupo de investigadores de la
Universidad de Newcastle, Reino Unido, los cuales obtuvieron en 2005 una licencia de
la HFEA (Human Fertilisation and Embryology Authority) (119) que les permitia
aplicar la técnica en embriones con un ndmero anormal de prondcleos, donados por no
poder ser utilizados en los tratamientos de fertilidad. Mediante la aplicacién de esta
técnica en cigotos humanos, este grupo consiguié eliminar mas de 98% de las
mitocondrias maternas (36), lo cual en principio seria suficiente para evitar la
manifestacion clinica de la enfermedad (90) y su transmision a generaciones posteriores
(33). No obstante, los investigadores advierten que es necesario realizar experiencias
adicionales en otras situaciones: por ejemplo, utilizando embriones fertilizados
normalmente o utilizando oocitos de mujeres con un elevado nivel de mutacion del
ADNmMt (36).

1.4.7 Maternal Spindle Transfer (MST)

En el momento de la metafase Il, Gltima fase de la maduracion ovocitica previa a
la fertilizacion, los cromosomas se encuentran agrupados (spindle complex) en un lado
del ovocito. La MST consiste en extraer del ovocito materno, cuyo ADNmt presenta
alguna mutacién, los cromosomas en este estadio, para a continuacion transferirlos a un
ovocito sano de donante, cuyo spindle complex ha sido eliminado. El ovocito hibrido es

fertilizado in vitro y posteriormente se transfiere al Utero de la madre (18) (figura 14).
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e un ovocito que contiene transfieren a un ovocito in vitro del ovocito hibrido se desarrollari in vitro
ADNmt mutado enucleado de donante hasta ser transferido al

itero materno

Figura 14. Diagrama de la Maternal Spindle Transfer (MST). Modificado de (115).
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Esta técnica presenta la ventaja ética de que se manipulan ovocitos no
fertilizados, por lo que no se crean embriones con el unico fin de utilizarlos en el

tratamiento.

La MST se realiz6 en primates (Macaca mulatta) en 2009, consiguiéndose el
nacimiento de cuatro monos sanos, en los cuales no se detectd la presencia de
mitocondrias maternas con una sensibilidad del 3% (34). Estos son los primeros
animales nacidos tras un procedimiento de MST. Posteriormente, se probd la técnica en
ovocitos humanos (35). En este caso, aunque un 52% de los cigotos fueron fertilizados
anormalmente, el resto fueron capaces de desarrollarse a blastocistos y producir células
madre de manera semejante a los controles. Al parecer, la fertilizacion anormal se debe
a una activacion prematura de los ovocitos, previa a la fecundacién. Los investigadores
sugieren que realizar las manipulaciones en un medio con Ca®* o suplementado con
MG132 podria ser una solucion a este problema. Por tanto, investigaciones adicionales

son necesarias para la aplicacion clinica de esta técnica.
1.4.8 Aggregated Chromosomes Transfer (ACT)

En el afio 2007 se descubrié una fase durante la meiosis en la que los
cromosomas se ensamblan en una Unica agregacion (120). Esta fase es visible desde la
rotura de la vesicula germinal hasta la formacion del huso en la metafase | y desde la
extrusion del primer o el segundo corpusculo polar hasta la formacion del huso en la
metafase 1l (120). Recientemente, se ha realizado con éxito la transferencia de los
cromosomas agregados (CA) desde un 6vulo a otro, con la intencion de explorar esta

via para su aplicacion a la prevencion de enfermedades asociadas al ADNmt (figura 15)
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Affected oocyte
/4 74
AN @ ) V> H
(@ )g P | ) > :
[\ Y | (S ) ) (4 J “ J S J AC transfer
GV “:F'ef'a' :""1’;’“9’“”""9 AC phase Extraction of AC AC phase  Metaphase | Metaphase Il
shrinkage rea own
f," {/ a |;
A VaVaV XN YN X Y YV Y
(@)9> (@ )9> H> H> D> V) > H> 7 P
&~ S L3 & S L= & LS (SN S
Normal oocyte \\
N : aggregated chromosomes (AC)
) ;,-// : nucleolar
'(::iiscard J :abnormal mitochondrion
% : normal mitochondrion

Figura 15. Diagrama de la Aggregated Chromosomes Transfer (ACT). Modificado de (62).
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Esta técnica permite la transferencia cromosémica con un traspaso minimo de
ooplasma. Ademas, gracias a la utilizacion de pipetas de inyeccion de ICSI, no es
necesario realizar una fusion eléctrica o mediada por virus Sendai, y el ooplasma del
ovocito receptor sufre dafios minimos (62). No obstante, esta técnica necesita ser

mejorada y posteriores estudios son necesarios.

1.5 Marco juridico y normativo de la PNT y la MST

En febrero de 2008 se discutié en la Camara de los Lores una enmienda especial
de la ley para permitir la PNT como método de prevencion las enfermedades asociadas
al ADNmt (121). Esta propuesta se realizd a raiz de una conferencia en la que el
profesor Salvatore DiMauro, experto en enfermedades mitocondriales, relaté los
primeros experimentos llevados a cabo por el equipo de Newecastle, todavia no
publicados. Ese mismo afio se modifico la Ley HFE (Human Fertilisation and
Embryology) 1990, segln la cual no se podia transferir al cuerpo de una mujer ningun
espermatozoide, ovulo o embrién cuyo ADN nuclear o mitocondrial hubiera sido
modificado (122). La nueva Ley HFE (modificada) otorga poderes al Secretario de
Estado de Salud para proponer regulaciones que permitan la alteracion de 6vulos o
embriones solo como parte de un tratamiento para la prevencion de la herencia de
trastornos mitocondriales (123). Esta modificacion de la ley sentaba las bases para una
posible legalizacién de la PNT y la MST (e incluso de otros métodos nuevos) en caso de

demostrarse su seguridad y efectividad.

Asi, en febrero del 2011, el Secretario de Estado de Salud pidi6 a la HFEA que
coordinara un examen cientifico de los métodos existentes para evitar las enfermedades
mitocondriales (124). Los resultados de la revision se presentaron al gobierno inglés en
abril de 2011. El trabajo concluia que, si bien la PNT y la MST podrian tener el
potencial de evitar la transmisién de mutaciones del ADNmt a la descendencia, era
necesario llevar a cabo ciertos experimentos para constatar su seguridad previamente a

su aplicacion clinica (125).

Los ministros respondieron al informe pidiendo a la HFEA que llevara a cabo un
programa de didlogo publico sobre el impacto social y ético de poner estas tecnicas a
disposicion de los pacientes. La HFEA tenia también la tarea de considerar las
implicaciones practicas de conceder un lugar a estas técnicas dentro de las regulaciones.

Los hallazgos fueron considerados por la Autoridad y su consejo se informo al gobierno

37



en marzo del 2013 (126). En lineas generales, concluia es que en Reino Unido existia un
apoyo general a las técnicas de sustitucion mitocondrial, siempre y cuando fueran lo
suficientemente seguras como para ofrecerlo como tratamiento y se hiciera dentro de un
marco regulatorio, y que la opinidn publica veia las cuestiones éticas compensadas por

los argumentos a favor de las técnicas (127).

En ese momento, el Secretario de Estado de Salud también pidi6 a la HFEA que
actualizara su revision cientifica de 2011. Esta actualizacion se centro en los nuevos
avances con respecto a la seguridad y la eficacia de la PNT y la MST, incluyendo
cualquier hallazgo publicado recientemente y el grado en que se habian abordado las
recomendaciones del informe de 2011. Este nuevo informe fue presentado junto con el

informe del didlogo (128).

En junio de 2013, el Gobierno anuncié que, en base en los resultados del dialogo
publico llevado a cabo por la HFEA, procederia a la elaboracion de un proyecto de ley
en la linea de la legalizacion de la PNT y la MST para su consulta publica. El
documento se publicé el 27 de febrero de 2014 (129) y la consulta se extendié hasta el
21 de mayo de 2014. A esta consulta publica respondimos con una sugerencia

legislativa basada en los resultados de este estudio (anexo 1).

Al mismo tiempo, el gobierno pidi6 a la HFEA otra revision de las ultimas
pruebas de seguridad y eficacia para las dos técnicas de donacion mitocondrial. Por ello,
la HFEA hizo un llamamiento publico para recopilar nuevas pruebas, desde la
actualizacién de 2013, sobre la seguridad o la eficacia de la PNT y la MST en la
prevencion de las enfermedades mitocondriales (130). Este llamamiento se cerr6 el 21
de marzo y los datos fueron revisados por un grupo de expertos, tras lo cual, el 3 de
Junio, se publicé un informe en la web de la HFEA (131). El Secretario de Estado
tendra en cuenta esta actualizacion junto con los resultados de la consulta publica sobre

el proyecto de ley para definir las regulaciones que se presentaran al Parlamento.
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2. OBJETIVOS
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Para las mujeres afectadas de enfermedades asociadas al ADN mitocondrial, las
técnicas de donacion de mitocondrias, en caso de resultar seguras, supondrian la
posibilidad de concebir hijos sanos que compartieran su ADN nuclear. Sin embargo,
segun nuestro conocimiento previo de estos métodos, requieren de la manipulacion y
destruccion de numerosos embriones y separan la procreacion de la sexualidad. Una
alternativa para aquellos que perciben estas dificultades éticas como insalvables seria la
reintroduccion del évulo manipulado, con las mitocondrias donadas, en el cuerpo de la
madre, de manera que la fecundacion tendria lugar de forma natural y no se destruirian

embriones.

El objetivo de este trabajo es realizar una revision de las técnicas disponibles en
el campo de la prevencién de la transmision de enfermedades asociadas al ADNmt, en
base a la cual desarrollar una valoracion ética e identificar aquellas opciones que sean
moralmente aceptables o, en su defecto, proponer una alternativa licita, que respete la
vida y la dignidad del embrién humano y salvaguarde la unién sexualidad-procreacion.
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3. MATERIALES Y METODOS

41



Para la busqueda bibliografica se introdujeron diversos perfiles de busqueda en
Pubmed. Por un lado se recopild informacion sobre las caracteristicas de las
mitocondrias y del ADNmt y por otro lado se realizaron bulsquedas sobre las
enfermedades asociadas a este ADN y sobre las opciones terapéuticas actuales, asi
como sobre los aspectos éticos de las mismas. Ademas, se reviso la bibliografia
disponible sobre la transferencia intratubérica de gametos (GIFT). Para la elaboracién
de la bibliografia se siguieron las normas de Vancouver.

A continuacion se detallan las busquedas realizadas y los resultados obtenidos de
las mismas. En el caso de las bdsquedas que resultaron ser poco especificas, se
aplicaron determinados limites con la finalidad de reducir el namero de documentos y

asi facilitar la deteccion de informacion util para nuestros objetivos.

Aspectos éticos de la donacion de mitocondrias

= mitochondria AND ethics (11 de Noviembre de
2013)
Se obtuvieron 15 resultados, de los cuales, tras revisar los titulos y los
resumenes, se seleccionaron 7 (los nimeros 1, 3, 5, 6, 8, 9 y 13, de los cuales
solo se consiguid acceso al texto completo de aquellos marcados en negrita).

» (mitochondrial transfer) AND ethics (20 de Noviembre de
2013)
Se obtuvieron 29 resultados, de los cuales, tras revisar los titulos y los
resimenes, se seleccionaron 24 (los niumeros 1, 2, 4,5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 16, 18, 19, 20, 22, 24, 25, 26, 27, 28 y 29, de los cuales solo se consiguid
acceso al texto completo de aquellos marcados en negrita).

= (mitochondrial donation) AND ethics (20 de Noviembre de
2013)
Se obtuvieron 9 resultados, de los cuales la mayoria se habian encontrado en las

busquedas anteriores y el resto no eran Utiles.

Enfermedades mitocondriales.

= (mtDNA mutation) AND disease (21 de Noviembre de
2013)
Se obtuvieron 3593 resultados. Al aplicar los limites Text availability: Free full
text available y Publication dates: From 2013/01/01 to 2013/12/31, se
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obtuvieron 36 resultados, los cuales se revisaron para encontrar algin trabajo
que sirviera como punto de partida para elaborar el apartado de “Enfermedades
mitocondriales” de la introduccion. Se selecciond el articulo Mitochondrial
genetics, 2013 (12) como base para el desarrollo de este punto.

mitochondria AND inheritance AND disease (8 de Enero de 2014)
Se obtuvieron 207 resultados. Al aplicar el limite Publication dates: 10 years, se
obtuvieron 85 resultados, de los cuales se seleccionaron 3 (los nimeros 4, 26 y
40, de los cuales solo se consiguid acceso al texto completo de aquellos
marcados en negrita).

mitochondria AND inheritance AND heteroplasmy (8 de Enero de
2014)

Se obtuvieron 48 resultados, de los cuales se seleccionaron 2 (los numeros 1y

23, de los cuales no se consiguio acceso al texto completo).

Técnicas de prevencién de la transmision del ADNmt afectado

(mitochondrial disease) AND ((preimplantation genetic diagnosis) OR
(prenatal diagnosis)) (20 de Enero de
2014)

Se obtuvieron 278 resultados. Al aplicar el limite Publication dates: From
2007/01/01 to 2014/12/31 se obtuvieron 77 resultados, de los cuales se
seleccionaron 15 (los nimeros 1, 3, 11, 16, 22, 34, 36, 40, 45, 47, 49, 58, 59, 61
y 66, de los cuales solo se consiguid acceso al texto completo de aquellos
marcados en negrita). Otros articulos habian sido encontrados en busquedas
anteriores.

(mitochondria AND ((pronuclear transfer) OR (maternal spindle transfer))
(20 de Enero de 2014)

Se obtuvieron 11 resultados, de los cuales se seleccionaron 4 (los numeros 1, 3,

4y 5). Otros articulos habian sido encontrados en basquedas anteriores.

GIFT (transferencia intratubarica de gametos 0 Gamete Intra- Fallopian Transfert).

gamete intra fallopian transfer (25 de Noviembre de 2013)
Se obtuvieron 220 resultados, de los cuales se seleccionaron 19 (los numeros 2,
6, 9, 10, 12, 14, 15, 16, 17, 20, 21, 26, 28, 31, 39, 43, 53, 149 y 158, de los
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cuales solo se consiguié acceso al texto completo de aquellos marcados en

negrita).

Low tubal oocyte transfer (LTOT)

= (low tubal oocyte transfer) (23/03/2014)

Se obtuvieron 39 resultados, de los cuales, tras revisar los titulos y los

resumenes, se selecciono 1 (el numero 39), cuyo texto completo no se encuentra

disponible.
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4.1 Consideraciones previas al analisis ético

Antes de entrar en la valoracion ética de cada una de las técnicas explicadas, se

exponen determinadas consideraciones que serviran para su posterior analisis ético.
4.1.1 El estatuto bioldgico del embrion humano.

A este respecto partimos de la certeza basada en criterios estrictamente
cientificos de que el cigoto producto de la unién de los gametos de un hombre y una

mujer es un ser vivo de la especie humana.

Desde el momento de la fecundacion, el embrion cuenta con el patrimonio
genético propio de la especie humana. Se genera un nuevo genoma, Unico, en el que esta
contenida toda la informacion necesaria para que el embrion se desarrolle, y que se
mantendra integro durante toda su vida (prenatal y postnatal), con la excepcién de que
se produzca alguna mutacion puntual. No6tese aqui que las modificaciones epigenéticas
que se produciran sobre el genoma no afectaran a su secuencia nucleotidica, sino solo a

la expresién genica.

El desarrollo del embrion esta dirigido por miles de genes que se van expresando
de manera coordinada bajo el control de determinadas sefiales moleculares producidas
por las interacciones intercelulares y del embrion con su ambiente. Asi, es el genoma
del propio embrion el que dirige su desarrollo. Por tanto, si bien es cierto que el
embridn tiene una dependencia extrinseca de la madre, no cabe duda de que cuenta con
su propia individualidad. Este desarrollo es continuo y gradual, puesto que es siempre el
mismo individuo el que va adquiriendo fenotipos sucesivos cada vez mas complejos,
requisito necesario para que se dé la existencia de cualquier organismo pluricelular
(132).

Ademas, numerosos fendmenos bioldgicos constatados empiricamente apoyan la
definicién del embrién humano como un ser biolégico organizado, en contraposicién
con la idea del embrion como un cimulo de células desorganizadas. Asi, por ejemplo,
en el embrion de solo dos células, cada una de ellas es diferente y tienen un destino
distinto; de una de ellas se derivaran los precursores del embrion, mientras que de la

otra se derivaran los precursores del tejido extraembrionario (133).

Por lo tanto, dado que el embrion fruto de la fecundacion de un évulo de mujer

por un espermatozoide de hombre constituye un individuo de la especie humana,
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apelando al articulo 3 de la Declaracion Universal de los Derechos Humanos (“Todo
individuo tiene derecho a la vida, a la libertad y a la seguridad de su persona’) (134),
la vida del embrion debe ser respetada y protegida en todo contexto. Su derecho a la
misma no puede ser concedido o denegado por la sociedad o por los progenitores, sino

que le debe ser reconocido.
4.1.2 Etica de la procreacion humana

Entender la naturaleza de la procreacion humana es fundamental para resolver
las cuestiones bioéticas planteadas por las distintas técnicas de reproduccion asistida
(TRA). Partiendo de una concepcidn tridimensional del hombre segun la cual el hombre
es cuerpo, psique y espiritu (135), puede entenderse la sexualidad como componente
integral de la persona, y la procreacion como fin fundamental de la diferenciacion

sexual.

Efectivamente, la corporeidad estd sexualmente diferenciada como masculina o
femenina por factores cromosémicos, endocrino-neuroldgicos, genitales y por distintos
caracteres secundarios, de manera que esta diferenciacion marca en profundidad toda la
corporeidad, “/...] la corporeidad no existe si no esta sexualmente diferenciada como

corporeidad masculina y corporeidad femenina [...] ” (132).

De estas dos premisas, la union integral cuerpo-psique-espiritu y la existencia de
la corporeidad como sexualmente diferenciada, se deduce que la sexualidad marca a
toda la personalidad, de manera que no es algo que se tiene, sino algo que se es, “Por
eso la persona no solo tiene un sexo determinado, sino que es hombre o mujer” (132).
Asi, la sexualidad condiciona también las relaciones interpersonales, ya que el ser-varén
se relaciona con los otros como varon y el ser-mujer como mujer. Esto implica tanto a
las relaciones sexuadas, en las que no interviene la genitalidad, como a las relaciones

sexual-genitales.

La diferenciacion sexual tiene un caracter complementario, de manera que el
varon y la mujer estan orientados el uno al otro (132). Por ello, en cuanto a las
relaciones sexual-genitales, para que el acto sea humanamente completo, y por tanto
digno, la union debe ser heterosexual y debe implicar a toda la persona, no solo a una de
sus partes. Asi, debe darse la union fisica, psiquica y espiritual, esto es, la conyugalidad,
“si falta una de estas tres dimensiones, se trata entonces de una union humanamente

incompleta y objetivamente falsa, porque el cuerpo no tiene sentido sino como
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expresion de la totalidad de la persona” (132). Ademas, puesto que la persona no se
descompone tampoco en sentido cronoldgico, sino que es siempre la misma, la union
debe ser perenne, la conyugalidad perdura en el tiempo lo que dura la persona que se

vincula.

La conyugalidad tiene diversas consecuencias vinculadas al acto sexual: la
dimensién unitiva y la dimension procreativa. Para ser plenamente humano, en el acto
fisico de unidn sexual deben darse de modo simultaneo la capacidad de representar y
operar los dos sexos y la apertura a la procreacion, al menos en su objetividad e
intencionalidad. “Excluir la fecundidad de una union que esta orientada precisamente

a la fecundidad supone contradecir la finalidad del acto conyugal” (132).

En cuanto a las llamadas técnicas de reproduccion asistida (TRA), pueden tener
un caracter genuinamente asistencial o un caracter sustitutivo, es decir, pueden ayudar a
los procesos necesarios para que se dé la fecundacion o pueden exceder el ambito
médico y sustituir el momento procreativo, de manera que este queda disociado del
momento unitivo, lo que equivale a romper la unién entre amor y vida en el acto
conyugal. Ciertamente, el fin no justifica los medios, y no todas las técnicas disponibles

para lograr la concepcion de un hijo deseado pueden considerarse licitas (132).

4.1.3 Valoracion ética de la fecundacion in vitro con transferencia de
embriones (FIVET)

La FIVET, a pesar de haberse impuesto como TRA y de gozar de una amplia
aceptacion social, no se presenta, en base a nuestras premisas, como una técnica
moralmente aceptable, ya que conlleva una importante pérdida de embriones humanos y

una disociacion de las dimensiones unitiva y procreativa del acto sexual (132).

La fecundacion in vitro implica que el momento clave de unién de los gametos
se produce fuera del seno materno, de manera que el embrién queda irremediablemente
sujeto a una manipulacion posterior, lo cual, ademéas de atentar contra su dignidad,
supone un riesgo considerable para su vida. De hecho, la eficiencia de la FIVET es muy
baja y, con el objetivo de conseguir un resultado positivo, esto es, el nacimiento de un
hijo, se fertilizan varios ovocitos, de manera que se obtienen varios embriones. Una vez
conseguido el objetivo buscado, los embriones sobrantes pueden ser desechados,

utilizados en experimentacién o congelados. Asi, razonablemente puede afirmarse que
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esta técnica atenta contra el derecho que el embridon, como individuo humano, tiene “a

la vida, a la libertad y a la seguridad de su persona” (133).

En la FIVET se da una verdadera produccion del embrion, el cual pasa de ser un
fruto de la expresion del amor de sus padres a ser un producto de la técnica. Los
momentos procreativo y unitivo se separan, rompiéndose la causalidad paterno-filial del
acto conyugal, dado que la fecundacion es llevada a cabo extracorpéreamente por un
sujeto ajeno a la pareja, de manera que se introduce una causalidad parental adicional
extraconyugal. Asi, la procreacion ya no es un acto personal de la pareja, por lo que
compromete no solo la responsabilidad de los conyuges, sino también de los operadores

que intervienen en el proceso de fecundacion.
4.1.4 Aspectos éticos de la donacién de mitocondrias

Las técnicas que involucran la donaciéon de mitocondrias (CT, NT, GVT, MST,
PNT y ACT) plantean una serie de cuestiones bioéticas comunes. En primer lugar, seria
necesario un incremento importante en el nimero de donantes de ovocitos para llevar a
cabo la investigacion necesaria y para su aplicacion clinica. A este respecto, seria
necesario implantar una regulacién que garantizase el bienestar de la donante, mediante
un reclutamiento y apoyo adecuados y una limitacion del numero de donaciones por
donante que la preserve de los efectos negativos de una repetida hiperestimulacién
ovarica (18). No obstante, los aspectos éticos méas relevantes son el hecho de que estas
técnicas suponen una modificacion genética de la linea germinal y que los nifios nacidos
tras su aplicaciéon tendrian un vinculo genético con tres personas, sus padres y la

donante.
4.1.4.1 Manipulacion genética de la linea germinal

La modificacion genética de la linea germinal consiste en la introduccion en los
gametos o en el embrién temprano de un ADN extrafio, que pasara a los hijos y a las
generaciones futuras. Mientras que la terapia génica somatica es generalmente aceptada,
puesto que al no alterar la globalidad del genoma y no ser transmisible a la
descendencia es comparable con una intervencion quirdrgica (136), la terapia genica
germinal es méas controvertida. En este caso, los riesgos de la modificacion genética son
muy dificiles de predecir, lo cual se ve agravado por el hecho de que la modificacion se
transmitira a la descendencia. Otro inconveniente es la imposibilidad de que las persona

nacidas tras la aplicacion de estas técnicas den su consentimiento informado (18).
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Ademas, la manipulacion genética de la linea germinal podria ser utilizada con fines

eugenésicos en vez de terapéuticos.

Todas las técnicas propuestas para prevenir la transmision de enfermedades
asociadas al ADNmt, exceptuando el PND y el PGD, suponen una modificacion
genética de la linea germinal, motivo que ha sido utilizado en contra de la investigacion
y aplicacion de estas técnicas (18). No obstante, no existe un consenso general entre los
investigadores en cuanto a incluir estas técnicas en el campo de la terapia génica

germinal, ya que no acttan sobre el ndcleo (18).

Ciertamente, es importante considerar la diferencia entre el ADNn y el ADNmt.
A dia de hoy parece que el ADNmt se encarga solamente de la produccion de energia
celular y que no tiene ninguna influencia sobre el fenotipo, por lo que su modificacion
no plantearia los mismos inconvenientes éticos que la modificacion del ADNn, que si
podria alterar caracteristicas esenciales y, por tanto, la identidad y la personalidad del
individuo (137). Las técnicas basadas en la modificacion de la linea germinal para
prevenir la transmision de las enfermedades mitocondriales mantienen el ndcleo intacto,
y es el ADNmt de una donante el que, en distintas proporciones segun la técnica,
aparecera en el individuo y en las generaciones posteriores. Por ello, en principio no se
aplicarian las restricciones éticas existentes para la modificacion del ADNn. Sin
embargo, algunos investigadores argumentan en contra de estas técnicas que, en el caso
de ser aceptadas, esto podria llevar a aceptar la terapia génica de la linea germinal
también en otros casos, con consecuencias imprevisibles (18). Pero la obvia diferencia
entre el ADNmt y el ADNn hace pensar que la legalizacion de estas técnicas no tiene

porqué llevar a la legalizacion de la modificacion del ADNn en la linea germinal (18).

No obstante, existe una objecion al establecimiento de una dicotomia estricta
entre el ADNn y el ADNmt, ya que todavia hay un gran desconocimiento sobre sus
interacciones. Modificar el ADNmt puede influenciar la expresion del ADNn (137).
Asi, un estudio sugiere la implicacién del ADNmt en el funcionamiento cognitivo en
ratones (138) y en otra investigacion se detectaron asociaciones entre la variacion del
ADNmMt y la susceptibilidad al alcoholismo (139). Por lo tanto, no se puede afirmar con
rotundidad la neutralidad ética de la modificacion del ADNmt (137). Es necesario
realizar estudios sobre la interaccion del ADNmt y el ADNn para determinar si el
ADNmMt tiene alguna influencia sobre nuestra identidad y personalidad y, si esto es asi,
hasta qué punto.
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Frente a esta posibilidad hay que considerar el principio moral de la accién de
doble efecto, que establece que es licito llevar a cabo u omitir deliberadamente una
accion incluso cuando ello implique un efecto negativo siempre y cuando se den las
siguientes condiciones: 1) que la finalidad buscada sea positiva; 2) que el efecto directo
de la accion sea positivo; 3) que el efecto positivo sea proporcionalmente superior o
equivalente al efecto negativo; 4) que no haya otra posibilidad de conseguir la finalidad
positiva exenta de efectos negativos (132). Este principio debera considerarse en cada
caso concreto, sopesando las posibles consecuencias positivas y negativas de la omisién
del tratamiento, esto es, la preservacion de determinadas caracteristicas frente a la
manifestacion de cierta enfermedad, y las consecuencias positivas y negativas de la
aplicacion de la técnica, es decir, la eliminacion de cierta enfermedad en la
descendencia frente a la alteracion de determinadas caracteristicas. Sera fundamental,
por lo tanto, tener la maxima informacién posible sobre la sintomatologia de la

enfermedad y sobre las interaccion entre el ADNmt y el ADNnN.
4.1.4.2 Relacién receptor-donante

Las experiencias de los donantes y receptores en cuanto a las relaciones
establecidas tras la donacion, o en cuanto al deseo de establecerlas, varian dependiendo

de la naturaleza de la donacién (140).

Al tener las mitocondrias su propio ADN, su donacién tiene una implicacion que
no tiene la donacién de 6rganos o tejidos, pues los nifios concebidos tendran un vinculo
genético con tres personas; sus padres y la donante. A dia de hoy son pocos los nacidos
tras un tratamiento de CT, la Unica técnica que supone donacién de mitocondrias que ha
sido llevada a cabo en humanos, y no existe ninguna evidencia de que estas personas
hayan intentado establecer ningun tipo de relacién con sus donantes ni viceversa (18).
Sin embargo, dado el reducido nimero de casos, estos datos no tienen una gran

relevancia.

Asi, solo se pueden hacer suposiciones acerca de las consecuencias que tendra
para el nifio el estar relacionado genéticamente con 3 personas. No obstante, teniendo en
cuenta la minima proporcién de ADN que aportan las mitocondrias, un 0,1% (137), no
parece razonable considerar a la donante como un tercer progenitor (0 una segunda
madre). Es innegable que no puede considerarse al mismo nivel de causalidad que los

padres propiamente dichos, y tampoco resulta l6gico definir a la donante como una
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madre menos madre. Por tanto, este término no parece acertado para referirse a la
donante. Ademas, llamar “madre” a la donante podria ser perjudicial para el nifio, pues
podria afectar al desarrollo de su identidad personal y a su percepcion de la unidad

matrimonial de sus padres.

En cuanto al posible interés del nifio por contactar con la donante o viceversa, es
algo que podria ocurrir, como ocurre en otros casos de donacion de organos, tejidos o
gametos. En el caso de que se aprueben las técnicas de donacion de mitocondrias, la
legislacion debe anticiparse a esta posibilidad, de manera que queden reguladas de

antemano las cuestiones de confidencialidad y de posible contacto con la donante.

4.2 Donacion de 6vulos y adopcién

La donacién de dvulos de una donante sana, en cuyas mitocondrias no se
encuentra la mutacion que, en cambio, padece la madre, no es una alternativa
moralmente aceptable. Esta opcidn entra dentro de las TRA heterdlogas, ya que en la
concepcion interviene un gameto de un donante ajeno a la pareja, en este caso el 6vulo.
Esta modalidad de reproduccion asistida no solamente vulnera la union sexualidad-
procreacion, sino que vulnera la propia unidad del matrimonio, ya que uno solo de los
esposos se convierte en padre 0 madre a través de otra persona distinta de su conyuge,
mientras que el otro cényuge queda excluido de la causalidad parental. Ademas, la
modalidad heterdloga es contraria al derecho de los hijos “a ser concebidos y traidos al
mundo en el matrimonio y por el matrimonio”, privandoles de la relacion filial con sus

origenes paternos, lo que puede dificultar la maduracion de su identidad personal (141).

La alternativa de la adopcién no vulnera ningun valor moral y, por tanto, es
perfectamente licita. No obstante, no se presenta como una solucion éptima al problema
gue nos ocupa, ya que no puede satisfacer a aquellas parejas que deseen tener hijos

propios.

4.3 Diagnostico prenatal (PND)

El PND por si solo puede considerarse éticamente neutro o incluso bueno. No
obstante, en la practica médica ha estado considerablemente asociado al aborto selectivo
de embriones con distintos problemas congenitos, por lo que su uso ha resultado
polémico. Sin embargo, el PND puede ser usado para, tratando al feto como a un ser

humano mas, diagnosticar diferentes complicaciones, con el objetivo de poder efectuar
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un tratamiento temprano o, si esto no es posible, informar a los progenitores sobre el
estado de su hijo, de manera que puedan preparar su acogida de la mejor manera posible
(142). Es importante tener en cuenta que, en el caso de las técnicas invasivas, que
suponen un riesgo para el feto, la licitud de la técnica dependera del ratio
riesgo/posibles beneficios. Asi, solo sera ético realizar una amniocentesis 0 una biopsia
de la vellosidad corial cuando del diagndstico se espere obtener una informacion
necesaria para el desarrollo de una accién médica adecuada, esto es, curativa o de
custodia (141). Como ejemplo, en un caso en el que por alguna razon fuera conveniente

adelantar el parto, es licito realizar una amniocentesis para estudiar la madurez fetal.

En el caso de las enfermedades mitocondriales, del PND no podria seguirse un
tratamiento, puesto que como se ha explicado antes, no existe cura para ellas. Por ello,
serian licitas solo aquellas técnicas que no entrafien un riesgo para la vida del feto. Por
otra parte, debe informarse correctamente a los padres sobre las limitaciones del PND
de enfermedades mitocondriales, puesto que el riesgo de diagndsticos erréneos es

elevado.

4.4 Diagnostico genético preimplantacional (PGD)

El PGD se utilizo por primera vez en Londres en el afio 1989. A. Handyside y su
equipo aplicaron esta técnica para excluir a los embriones masculinos descendientes de
madres portadoras de alguna enfermedad que solo podia afectar a varones (hemofilia,
Duchenne) (143). Asi, con el PGD, la FIV, que en principio nace como respuesta al
deseo de tener hijos de parejas estérlies, comienza a mostrar una finalidad eugenésica
(144).

Efectivamente, el PGD no tiene una finalidad terapéutica sino eugenésica,
puesto que no se pretende curar o mejorar las condiciones de vida del enfermo, sino
eliminarlo (144). Esto aplica igualmente al caso del PGD de enfermedades asociadas al
ADNmt, ya que se busca el embrién con un menor porcentaje de mutacién para
transferirlo y el resto se desecha e incluso, si no se encuentra ninguno suficientemente

sano, se desechan todos y se repite el ciclo FIV-PGD.

Para aquellos que defienden el PGD con una finalidad eugenésica, este supone
una importante ventaja frente al PND, puesto que se evita el embarazo y la interrupcion
del mismo vy, por tanto, el gasto y las consecuencias fisicas y psicoldgicas para la mujer.

Sin embargo, ninguna de estas dos posibilidades es moralmente aceptable, puesto que
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atentan contra el derecho a la vida que el embridén, como individuo de la especie

humana, posee.

A pesar de esta finalidad eugenésica, no puede decirse que el PGD sea
eugenésico en si, puesto que, de la misma manera que el PND, podria usarse para
informar a los padres del estado se su hijo. No obstante, esta seria su Unica aplicacion en
principio licita posible, puesto que una aplicacion terapéutica de un diagnéstico tan
precoz no es una posibilidad a dia de hoy. Por lo tanto, hasta aqui no habria ningun

motivo de peso para preferir en PGD al PND.

Sin embargo, aunque la finalidad de informar a los padres es en principio licita,
hay un hecho insalvable que descarta el PGD como opcion moralmente aceptable. Esta
es su inherente vinculacion a la fecundacion in vitro. Para llevar a cabo el PGD es
necesario que el embridn se encuentre fuera del cuerpo de la madre, lo cual, como se
explica anteriormente, supone un riesgo innecesario e injustificable para su vida y atenta

contra la union intrinseca entre sexualidad y procreacion.

4.5 Transferencia citoplasmatica (CT)

La CT, al contrario que el PGD, puede considerarse independientemente del
procedimiento de FIVET, puesto que, aungue en la practica se realiza la fecundacion in
vitro tras la transferencia del ooplasma, esto no tiene que ser asi necesariamente. Como
se vera posteriormente, existen otras posibilidades que salvaguardan la union entre

sexualidad y procreacion.

No obstante, la CT plantea otros problemas éticos. Esta técnica supone una
forma de modificacién genética de la linea germinal, ya que se introduce el ADNmt de
la donante en los gametos femeninos y este ADN pasara al nifio. En el caso de la CT no
estd muy claro que este ADN se mantenga en posteriores generaciones, ya que en los
estudios realizados se ha podido demostrar la presencia del ADNmt de la donante solo
en el 50% de los embriones obtenidos y en la sangre de solo 2 de 15 nifios de 1 afio
analizados (108), (145). Como se explica anteriormente, la terapia génica germinal
puede ser licita en el caso de que el ADN modificado sea el mitocondrial y no el nuclear
y siempre y cuando se salvaguarde el principio moral de la accién de doble efecto. Sin
embargo, la CT solo cumple completamente la primera condicion de este principio, que
la finalidad buscada sea positiva, y parcialmente la segunda condicién, que el efecto

directo de la accion sea positivo, ya que, como se ha visto antes, la CT tiene unas
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limitaciones técnicas que hacen que no sea un metodo muy eficaz en la prevencion de
las enfermedades mitocondriales. Este método no cumple las otras dos condiciones del
principio de la accion de doble efecto. El relativamente elevado nimero de defectos
registrado en los nacidos tras la aplicacion de la técnica hace que no se pueda afirmar
que el efecto positivo sea proporcionalmente superior o equivalente al efecto negativo.
Ademaés, existen otras técnicas capaces de conseguir la misma finalidad de un modo

mas eficaz y seguro.

Asi, en el estado de desarrollo de la CT a dia de hoy, no resulta una opcién licita

para prevenir la transmision de las enfermedades asociadas al ADNmt.

4.6 Transferencia nuclear (NT)

El principal problema ético planteado por la NT es que implica la clonacion de
seres humanos. Algunos autores defienden la eticidad de la NT en base a la diferencia
con la somatic cell nuclear transfer (SCNT), la técnica de clonacion por excelencia, en
la que los nacleos proceden de células somaticas de un individuo adulto en lugar de
proceder de blastomeros (113), (18). No obstante, dado que el embrion fruto de la
fecundacion de un 6vulo de mujer por un espermatozoide de hombre constituye un
individuo de la especie humana, es sujeto de los mismos derechos que el ser humano
adulto y no puede afirmarse ninguna diferencia moral, ni cualitativa ni cuantitativa,

entre las dos técnicas.

La clonacion humana presenta numerosas e importantes dificultades éticas, entre
las que destaca la agresion a la individualidad del ser humano, al concepto mismo de
persona como sujeto individual irrepetible (146). Ademas, vulnera la dignidad del
individuo clon, cuya venida a la vida responde a objetivos ajenos a su propio bien, de
manera que es tratado como un mero medio y no como un fin en si mismo, y cuya
seguridad se ve gravemente comprometida. Ademas la NT o clonacion embrionaria
requiere la obtencion del embrion por FIV, de manera que se rompe la union

sexualidad-procreacion.

La ilicitud de esta técnica la descarta como opcién adecuada para el tratamiento

preventivo de las enfermedades mitocondriales hereditarias.
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4.7 Germinal vesicle transfer (GVT)

Esta técnica también supone una forma de manipulacion de la linea germinal.
Actualmente parece que la MST o la PNT podrian conseguir un grado de heteroplasmia
seguro, esto es, menor al umbral clinico minimo, cosa que no puede afirmarse de la

GVT. No obstante, la variante GVI podria superar este inconveniente.

Por otra parte, también hay que considerar que, en el estado actual de desarrollo
de las técnicas de maduracion de ovocitos, la eficacia de esta técnica se ve muy
comprometida, por lo que constituye una opcion menos deseable, en términos de

factibilidad, que otras posibilidades.

Asi, en el estado actual de desarrollo de las técnicas involucradas en la GVT, no
se trata de una opcidn que pueda competir contra la MST o la PNT. No obstante, si se
superaran las dificultades técnicas, si podria ser un método a considerar. En tal caso
habria que esclarecer la posibilidad de aplicar tras la GVT/GVI una técnica de

reproduccion asistida éticamente licita, distinta de la FIVET.

4.8 Pronuclear transfer (PNT)

La PNT plantea serios impedimentos morales para su aplicacion. EI méas
importante es que requiere la destruccion de un embrion por cada embrion producido,
ya que los prondcleos deben transferirse a un “recipiente” en el mismo estado de
desarrollo, esto es, un cigoto enucleado. Por tanto, esta técnica, que atenta
necesariamente contra la vida del embrion, resulta éticamente inaceptable. Por otra
parte, su realizacion precisa de la produccion de embriones in vitro, ya que el cambio
mitocondrial se lleva a cabo tras la fecundacion, por lo que es necesario tener acceso al
embrion. Asi, la PNT atenta también contra la unidad entre la dimension unitiva y
procreativa del acto sexual y contra la causalidad paterno-filial, 1o que tampoco es
éticamente aceptable. Ademas, esta técnica incumple tres de los cuatro requisitos del
principio de la accion de doble efecto, ya que: el efecto directo de la accion es positivo
para un individuo y negativo (mortal) para otro (en contra del requisito 2); el efecto
positivo sobre un individuo es proporcionalmente inferior al efecto negativo sobre el
otro individuo (en contra del requisito 3); hay otras posibilidades de conseguir la
finalidad positiva exentas o con un menor grado de efectos negativos, la GVT, GVI o

MST (en contra del requisito 4).
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4.9 Maternal spindle transfer (MST)

En la MST la transferencia cromosomica se produce previamente a la
fertilizacion, de manera que lo que se manipula son los ovocitos, en vez de los cigotos.
Asi, esta técnica cumple todos los requisitos del principio de la accion del doble efecto,
por lo que puede considerarse una forma licita de manipulacion de la linea germinal. No
obstante, como en el caso de la GVI, hay que esclarecer la posibilidad de aplicar tras su

realizacion una técnica de reproduccion asistida éticamente licita, distinta de la FIVET.

4.10 Aggregated chromosomes transfer (ACT)

Al igual que en la MST y la GVT, la manipulacion se realiza antes de la
fertilizacion. Asi, si de ella pudiera seguirse una técnica de reproduccion asistida
moralmente aceptable, no presentaria, en principio, inconvenientes éticos para su
aplicacion en la prevencion de enfermedades asociadas al ADNmt. Sin embargo, dado
que la fase de cromosomas agregados solo se ha observado en ovocitos humanos, a dia
de hoy un modelo animal sobre el que poder realizar estudios previos. Por ello, a no ser
que se encuentre un modelo animal adecuado, esta técnica no supone una opcion en la

actualidad, pues no puede investigarse por medios éticamente licitos.

4.11 Transferencia intratubarica de gametos (GIFT)

Una alternativa moralmente aceptable a la FIVET es la GIFT (147), (132),
técnica mediante la cual se transfieren los gametos masculino y femenino
simultaneamente, pero separados mediante una burbuja de aire, donde se producira la
fecundacién, en caso de que se produzca. Se trata por tanto de una TRA intracorpérea,
ya que la fecundacion tiene lugar en el cuerpo de la madre. La ventaja ética de estas
técnicas es que la manipulacién técnica es previa a la constitucion del cigoto, ya que se
realiza sobre los gametos, por lo que la GIFT puede considerarse una TRA asistencial, y

no sustitutiva, del acto conyugal.

No obstante, para asegurar que la GIFT actle de manera meramente asistencial
debe salvaguardarse la unidad entre el momento unitivo y procreativo. Asi, el momento
unitivo debe producirse, y los gametos masculinos deben obtenerse inmediatamente
después de la realizacion del acto conyugal, mediante recuperacion del semen por
lavado vaginal. Ademas, hay que asegurarse de que el momento procreativo ocurre en el

cuerpo de la madre y no durante la aplicacion de la técnica.
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Los resultados de la GIFT efectuada por via vaginal transuterina parecen
prometedores, aunque los datos disponibles divergen demasiado como para poder hablar
de cifras concretas. En comparacion con la FIVET no se encuentran diferencias
significativas en cuanto a la eficacia. Si bien es cierto que la FIVET tiene un mayor
rango de aplicacion para conseguir embarazos en parejas infértiles, puesto que no es
necesario que la mujer cuente con unas trompas de Falopio funcionales, esto no tiene
ninguna relevancia en el campo que nos ocupa, ya que las mujeres a las que se aplicaria

la GIFT no tendrian, en principio, ningan problema de infertilidad.

4.12 Low tubal oocyte transfer (LTOT)

Otra técnica que podria ser aplicada en el contexto de la prevencion de la
transmision de enfermedades asociadas al ADNmt y que no presenta dificultades éticas
es la LTOT (132). En esta técnica son Unicamente los 6vulos los que se transfieren a la
trompa de Falopio o al Utero, por via abdominal o transcervical respectivamente, y a
continuacidn tiene lugar una relacion sexual normal. Sin embargo, el porcentaje de éxito
es muy bajo (15% aprox.) y la bibliografia existente sobre esta técnica es escasa,
encontrandose solo un documento en Pubmed, del afio 1980 (148). No obstante,
probablemente podria incrementarse la eficacia si se invirtieran recursos en el desarrollo
de la técnica. Ademas, en el caso de la prevencion de enfermedades mitocondriales, las
mujeres a las que se les aplicaria y sus parejas no tendrian problemas de fertilidad, por

lo que también es probable que la eficacia fuera mayor.

Dada la imposibilidad actual de curar los trastornos asociados al ADNmt una
vez estan presentes en el individuo, prevenir su transmision se presenta como una
posibilidad prometedora para las familias afectadas por este tipo de enfermedades. No
obstante, las técnicas disponibles para su realizacién plantean serias dificultades éticas,

en algunos casos insalvables.

Tras el estudio tedrico de las distintas técnicas disponibles para prevenir la
transmision de enfermedades asociadas al ADNmt y la evaluacion ética de cada una de
ellas, se identificaron aquellas técnicas que podrian suponer una posibilidad éticamente

aceptable en este campo.
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Asi, el PGD, la NT y la PNT son opciones éticamente inadmisibles, pues
entrafian de forma inherente préacticas tales como la FIV, la clonacion o la destruccion
de embriones. La CT y la ACT, en cambio, no presentan dificultades éticas en si
mismas. Sin embargo, las dificultades técnicas y la ausencia de modelos adecuados para
su estudio, respectivamente, hacen que, a dia de hoy, la aplicacion de estas técnicas no
sea éticamente aceptable. Por su parte, la aplicabilidad del PND en este &mbito es muy
limitada, y no seria ética su utilizacién en los casos que implicaran un riesgo para el
feto. Finalmente, la GVT/l y la MST no presentan dificultades éticas en si mismas ni
tampoco importantes problemas técnicos, aunque la GVT/I debe ser perfeccionada. Sin
embargo, para que su aplicacion clinica pueda considerarse éticamente aceptable, es
necesario sustituir la subsiguiente FIV por una técnica de reproduccion asistida que
salvaguarde la vida y la dignidad del embrién humano, asi como la unién entre
sexualidad y procreacion. Las técnicas de reproduccion asistida propuestas son la GIFT
y la LTOT, y su aplicacion tras un procedimiento de GVT/I o, preferiblemente, MST,
debe ser legislativamente fomentada e investigada por los equipos cientificos que

trabajan en el campo de la donacion mitocondrial.

59



5. CONCLUSIONES
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A dia de hoy existen ocho técnicas diferentes para prevenir la transmision de
enfermedades asociadas al ADN mitocondrial, cada una de las cuales plantea
determinadas cuestiones éticas. Tras realizar un estudio tedrico de cada una de las

técnicas se procedid a su valoracion ética y se derivaron las siguientes conclusiones:

1- En diagnostico prenatal (PND), solo seria ético realizar aquellas practicas que
no supongan un riesgo para la vida del feto, ya que no puede seguirse un tratamiento y
el unico beneficio que podria derivarse es el de informar a los padres sobre la salud de

su hijo.

2- Dada su inherente vinculacion a la fecundacion in vitro, el diagnostico

genético preimplantacional (PGD) no es una técnica moralmente aceptable.

3- Debido a los problemas de seguridad que plantea la transferencia

citoplasmatica (CT), esta técnica no constituye una opcion a considerar a dia de hoy.

4- La transferencia nuclear (NT) implica la clonacion de seres humanos vy la

obtencion del embrion por fecundacion in vitro, por lo que es moralmente inadmisible.

5- La germinal vesicle transfer o injection (GVT/I) presenta unas dificultades
técnicas que, en la actualidad, hacen de ellas una opcion menos factible que la
pronuclear transfer (PNT) o la maternal spindle transfer (MST). No obstante, si estas
dificultades se superaran y se pudiera seguir la transferencia intratubarica de gametos

GIFT o la low tubal oocyte transfer (LTOT), seria una posibilidad éticamente aceptable.

6- La PNT, ademés de estar ligada necesariamente a la fecundacion in vitro,
precisa de la destruccion de un embrién sano por cada embrion que se quiere tratar, lo

que supone un impedimento moral insalvable.

7- La MST, por si sola, es éticamente aceptable. No obstante, para que su
aplicacion préactica también lo sea, debe seguirse una GIFT o LTOT, no una

fecundacion in vitro.

8- La aggregated chromosomes transfer (ACT) no es inmoral en si misma. Sin
embargo, a dia de hoy no existe un modelo animal adecuado para su investigacién, por
lo que, a menos que se encuentre uno, no podra ser investigada por medios moralmente

aceptables ni, por tanto, ser aplicada a la clinica.
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9- Es necesario investigar en la aplicacion de la GIFT o la LTOT como paso
subsiguiente a la MST o a la GVT/I.
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Mitochondrial Donation

A consultation on draft regulations to permit the use of new treatment techniques to
prevent the transmission of a serious mitochondrial disease from mother to child.

Response Form

Name: Justo Aznar Lucea

Organisation represented (if appropriate): Instituto de Ciencias de la vida

Address: C/ Guillem de Castro, 94, 46003 Valencia, Spain

Question 9: Do you have comments on any other aspect of the draft regulations?

Your Comments:

Dear Sir or Madam,

We are writing in response to the open consultation launched on 27 February.

In terms of efficiency and safety, there is no evidence to recommend one
technique over the other, and it is foreseeable that, in any case, it will be the resources

invested in their development which will make the difference.

However, we argue that there are important ethical considerations that rise MST
above PNT. Indeed, while PNT involves the destruction of one healthy embryo for each
embryo to be treated, MST consists in handling gametes (oocytes). Furthermore, while
PNT is inherently associated to in vitro fecundation (IVF), MST could be followed by
gamete intrafallopian transfer (GIFT) or low tubal ovum transfer (LTOT), which do not
rise the ethical concerns associated with IVF and could be preferable for the couple.

Given these ethical considerations, we strongly believe that research on this area
should be focused on MST and research in PNT should be discontinued. Moreover,
GIFT and/or LTOT should be explored as MST subsequent assisted reproduction
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techniques. Additionally, we want to mention the alternative of Germinal Vesicle
Transfer/Injection (GVT/I), which is another (nowadays less effective) option ethically
less controversial than PNT.

In conclusion, we urge UK government to legislate in favor of MST / GVT/I +
GIFT / LTOT, in order to ethically conduct research and clinical practice within the

promising field of mitochondrial replacement.
Yours faithfully,
Justo Aznar Lucea

José Miguel Hernandez Andreu

Lucia Gémez Tatay
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