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Nacimiento exitoso de un bebé no afecto después de un tratamiento
de fertilizacion in-vitro con estudio preimplantacional para
enfermedades monogénicas en una pareja con la enfermedad de
darier-white (mutacion del gen atp2a2). Reporte de caso clinico

Successful birth of an unaffected baby after in-vitro fertilization treatment with
preimplantation screening for monogenic diseases in a couple with Darier-White
disease (ATP2A2 gene mutation). Clinical case report
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Ana Milena Lenis Ramirez*, Marcelo Adrian Flores Vazquez®, Germania de los Angeles Moreta Duque®

Resumen

Introduccion: La enfermedad de Darier White es una genodermatosis poco frecuente caracterizada por un
desorden de la queratinizaciéon. Se hereda de forma autosémica dominante con el gen defectuoso localizado
en el brazo largo del cromosoma 12 (12g23-24), con una penetrancia muy alta superior al 95%1-5 y nuevas
mutaciones. Presentacion de caso clinico: Pareja que busca un embarazo, en la cual el hombre es
portador de la enfermedad de Darier-White, por lo que se someten a un proceso de fertilizacion in vitro con es-
tudio preimplantacional para enfermedades monogénicas. Diagnéstico, intervenciones y resultados:
Previo la realizacion del estudio de informatividad, la pareja se sometid a dos ciclos de fertilizacion in vitro, ob-
teniendo 8 blastocitos, 1os mismos que fueron biopsiados para realizar la prueba genética preimplantacional
para enfermedades monogénicas, llegando a obtener 2 embriones no portadores de alteraciones cromosoé-
micas ni de la mutacion para Darier — White. El tratamiento resulté en el nacimiento de un bebé no afecto para
la enfermedad de Darier White. Conclusiones: La prueba Genética Preimplantacional para enfermedades
monogeénicas es una herramienta genética importante en medicina reproductiva, permite la identificacion de
embriones que no portan el gen alterado que causa una enfermedad genética hereditaria.
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Abstract
Introduction: Darier-White disease is a rare genodermatosis characterized by a keratinization disorder. It is
inherited in an autosomal dominant manner with the defective gene located on the long arm of chromosome 12
(12g23-24), with a very high penetrance of over 95%1-5 and new mutations. Clinical case presentation:
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A couple seeking to conceive, in which the man is a carrier of Darier-White disease, undergoes in vitro fertiliza-
tion with preimplantation testing for monogenic diseases. Diagnosis, interventions, and results: Prior to
the informativeness study, the couple underwent two cycles of in vitro fertilization, obtaining eight blastocysts,
which were biopsied to perform preimplantation genetic testing for monogenic diseases, resulting in two embr-
yos that did not carry chromosomal alterations or the mutation for Darier-White disease. The treatment resulted
in the birth of a baby not affected by Darier-White disease. Conclusions: Preimplantation genetic testing for
monogenic diseases is an important genetic tool in reproductive medicine, allowing the identification of embr-
yos that do not carry the altered gene that causes a hereditary genetic disease.
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Introduccion

El sindrome de Darier-White, también co-
nocido como disqueratosis folicular, es una
condicién médica infrecuente y genética’
(1 caso por 30.000 a 100.000) descrita por
primera vez en 18892 que produce una que-
ratinizacion andmala que afecta los tejidos
ectodérmicos (piel, ufas, mucosas). Clini-
camente se caracteriza por anomalias en
la piel, queratosis folicular, queratosis sebo-
rreica, cicatrices'.

Puede estar asociada con infecciones cuta-
neas graves que requieren hospitalizacion,
asi como con enfermedades comorbidas
neurologicas y psiquiatricas. Una mayor
sospecha clinica podria conducir posible-
mente a una menor demora en el diagnosti-
co de esta enfermedad y a una mayor cali-
dad de vida para estos pacientes?®.

Su causa son mutaciones en los genes
ATP2A2 y VPS11, con un patréon autosémi-
co dominante?, que codifica una ATPasa
de calcio en el reticulo sarcoendoplasma-
tico (SERCAZ2). Los defectos en la proteina
SERCAZ2 conducen a un deterioro de la ho-
meostasis del calcio celular, que a su vez,
desencadena vias de muerte celular®.

La Prueba Genética Preimplantacional para
enfermedades Monogénicas (PGT-M) es
una opcién para parejas que tienen un his-
torial familiar de Darier-White y desean re-
ducir el riesgo de transmitir esta condicion
a su descendencia.

El diagndstico genético preimplantacional
se realizd con éxito por primera vez en 1989
como una alternativa al diagnostico prena-
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tal para parejas con riesgo de transmitir una
anomalia genética o cromosdmica a sus hi-
jos®. Es un procedimiento que implica la ex-
tirpacion de uno 0 mas nucleos de ovocitos
(un cuerpo polar) o embriones (blastomeros
0 células de trofectodermo) para detectar
problemas en la secuencia del genoma o
los cromosomas del embrion antes de la im-
plantacion. Ofrece la oportunidad de tener
hijos no afectados, ademas de evitar la ne-
cesidad de interrumpir un embarazo’.

Presentacion del caso

Pacientes acuden por deseo gestacional
referidos por genetista.

Mujer de 31 afos, con antecedentes de co-
licos menstruales severos y aborto diferido
en el ano 2019.

Varon de 26 anos, con antecedentes de
piel seca y descamativa desde los 7 afnos
de edad, comedones, verrugas y areas se-
borreicas en diferentes sitios de la piel es-
pecialmente en zonas de flexion de las ex-
tremidades. No constan antecedentes de
dicha sintomatologia en la familia, padres
no consanguineos, tiene 5 hermanos, pare-
ja no consanguinea.

Se realiza, en el varén, la secuenciacion de
exoma a la muestra de ADN (técnica NSG-
WES) y se reporta una variante, en heteroci-
gosis, relacionada con los sintomas descri-
tos, NM_170665.4 (ATP2A2): c.542C >G p.
(Thr181Arg).

Mutaciones conocidas de este gen oca-
sionan la enfermedad de Darier-White o
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queratosis folicular. es una enfermedad au-
tosbmica dominante por tanto el riesgo de
recurrencia para su descendencia es del
50% por embarazo.

Esquema de tiempo o calendario

1.Anédlisis genético del miembro de la pareja que padece la
enfermedad, para identificar la mutacion especifica.

2.Estudio de informatividad.

3.Dos ciclos de fertilizacion in vitro (FIV)

4 Biopsia embrionaria para extraer células y analizar el ADN.

5.Estudio genético preimplantacional para aneuploidias y
enfermedades monogénicas

6.Transferencia embrionaria de embrién no portador de la
enfermedad monogénica ni de alteraciones cromosomicas.

Evaluacion diagnodstica

Se realiza un estudio de informatividad que
engloba el analisis de muestras de ADN
tanto de la pareja reproductora como de
familiares directos. Dicho analisis consiste
en la amplificacion y secuenciacion de las
regiones proximas al gen implicado, con el
objetivo de identificar tanto la variante res-
ponsable del PGT (estudio directo), como
del analisis de polimorfismos (estudio indi-
recto) asociados al gen en todos los miem-
bros participantes. De esta manera, se po-
dra identificar con certeza los embriones
portadores de la variante tras Fecundacion
in vitro.

Se amplificaron secuencias cercanas a la
mutacion en todos los miembros participan-
tes del estudio, a través de un panel de son-
das exclusivo, desarrollado expresamen-
te para el gen ATP2A2, con la plataforma
AmpliSeq. Se seleccionaron polimorfismos
(Single Nucleotide Polymorphisms, SNP)
SNPs cercanos, potencialmente informati-
vOs a este gen. La secuenciacion se realizo
con la plataforma lon S50 (Life Technolo-
gies), que luego se analizd por bioinformati-
ca de desarrollo propio (Bioarray SL).

De acuerdo con los informes genéti-
cos remitidos, el paciente masculino, es
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portador de la mutacion NM_170665.4
(ATP2A2).c.542C>G p. (Thr181Arg), rela-
cionada con la aparicion de la enfermedad
de Darier-White o queratosis folicular. En
este caso en concreto, la mutacion ha sido
estudiada de manera directa mediante se-
cuenciacion Sanger, detectandose Unica-
mente en el paciente, pero en ninguno de
sus familiares, 1o que indica el origen de
novo de la mutacion en el paciente portador.
Por tanto, el anédlisis de los polimorfismos
(estudio indirecto) no ha podido llevarse a
cabo y fue completado una vez recibido los
embriones de la pareja. Para ello se necesi-
t6 el mayor numero de embriones posibles
(incluso aquellos que detuvieron su desa-
rrollo), con el fin de maximizar las posibili-
dades de obtener resultados concluyentes
en el PGT-M.

Intervencion terapéutica

Segun el resultado del estudio de informati-
vidad que report6 la necesidad de obtener
el mayor numero posible de embriones, se
decide en conjunto con los pacientes rea-
lizar dos ciclos de fertilizacion in vitro con
inyeccion intracitoplasmatica del esperma-
tozoide (ICSI) y estudio genético preimplan-
tacional a los embriones combinando: Test
Genético Preimplantacional para enferme-
dades monogénicas (PGT-M) y Test Gené-
tico Preimplantacional para Aneuploidias
(PGT-A). Con la finalidad de alcanzar una
gestacion evolutiva sana.

Se inicio el primer ciclo de hiperestimu-
lacion ovarica controlada de los ovarios
mediante un protocolo corto antagonista
(frenado con Cetrorelix (cetrotide) 0,25mg/
subcutaneo), se estimula desde el segundo
dia de la menstruacion con Urofolitropina
(Fostimon) 150 Ul/dia/subcutaneo + HMG
(Merional) 75-150 Ul/dia/subcutaneo. Lue-
go de 10 dias de estimulacion con 7 folicu-
los mayores de 15mm se pautdé Gonadotro-
pina Coridnica Humana (Ovidrel) 250 mcg/
subcutaneo como inductor de la ovulacion,
llegando a obtener 6 ovocitos maduros
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(metafases Il) tras la puncion folicular, de
los cuales fecundaron 05 y 05 alcanzan el
estadio de Blastocisto en dia 5 de evolucion
(2AB, 2AB, 3BAha, 3AA, 3AB), mismos que
fueron vitrificados para posteriormente ser
desvitrificados y biopsiados con los embrio-
nes del segundo ciclo.

El segundo ciclo, se llevd a cabo con un
protocolo corto antagonista (frenado con
Cetrorelix (Cetrotide) 0,25mg/subcutaneo).
Se inici6 la hiperestimulacion ovarica con-
trolada en el segundo dia de la menstrua-
cién con Folitropina Alfa (Gonal-F) 100 UI/
dia/subcutaneo + Menotropina (Merional)
150 Ul/dia/subcutaneo. Luego de 12 dias
de estimulacion con 4 foliculos mayores
de 15mm se pauté Gonadotropina Corioni-
ca Humana (Ovidrel) 250 mcg/subcutaneo
como inductor de la ovulacién, llegando a
obtener 03 ovocitos maduros (metafases
) tras la puncion folicular, de los cuales fe-

cundaron 03 y 03 alcanzaron el estadio de
Blastocisto en dia 5 de evolucion (3BAha,
3Baha, 3Bbha) para ser biopsiados en con-
junto con los embriones del primer ciclo.

En total se biopsiaron 8 blastocistos (5 del
primer ciclo desvitrificados y 3 del segundo
ciclo) para la realizacion de PGT-M y PGT-A.

Resultados y seguimiento

El resultado del analisis genético de las
biopsias realizadas a los 8 embriones es de
3 embriones afectos (con la alteracion del
gen ATP2A2, no transferibles).

2 embriones no afectos (sin la alteracion del
gen ATP2A2 para la enfermedad de Darier-
White) y de ellos solo 1 euploide (sin altera-
ciones cromosomicas, transferible) de sexo
masculino (ANEXO 1).

Anexo 1. Resultado gréfico pgt-m: Se representa la herencia de cada unos de los cromo-
somas en la linea familiar de los pacientes. En naranja se representa el cromosoma supues-
tamente portador de la alteracion, y en verde el sano.

Informativity results

Heafhy allele P

FEMALE MALE Afectad alisle -
Likaly LR
Rancoemibinant
HEALTHY AFFECTED
Embryo results
49277 49277 49277 wzn 49277 49277 49277 49277
LM1- -LM2- L3 -LMS- -LIMG- LM7T- -LMa-
ATP2AZ ATF2A2 ATP2A2 ATF?AE ATP2A2 ATP2A2 ATP2A2 ATP2A2
Ll L

AFFECTED

Ademas, se reportaron 3 embriones con fa-
llo de amplificacion, dos de los cuales se
sometieron a una re-biopsia embrionaria
para un nuevo analisis genético, el tercer
embrion no se rebiopsié por mala calidad
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AFFECTED HEALTHY AFFECTED

HEALTHY

embrionaria, resultado en otro embrién no
afecto y euploide (genéticamente sano, cro-
mosomicamente normal y transferible) de
sexo masculino. (ANEXO 2).
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Anexo 2. Resultado de estudio PGT-A'Y PGT-M de los embriones.
Primera biopsia

PGT-M (Anexo 1) PGT-A (Anexo 2)
i Transferible (*)
ID Embrién Interpretamorw delA Alteraciones Detectadas | Cr. Sexuales Interpretacion Clinica
estado embrionario
#1 Afecto g/l;»n;z;owa cromosomas Normales, Masculino | Alterado No
#2 - Fallo de amplificacion - - -
#3 - Fallo de amplificacion - - -
#4 Afecto Sin alteraciones Normales, Masculino | Normal No
#5 No afecto Sin alteraciones Normales, Masculino | Normal Si
#6 Afecto mzngosorma cromoso- Normales, Masculino | Alterado No
#7 - Fallo de amplificacion - - -
#8 No afecto l1\/l4onosom|a cromosoma Normales, Masculino | Alterado No

* La columna "Transferible" es una sugerencia, sin valor diagnostico, generada a partir del resultado obtenido.

PGT-M (Anexo 1) PGT-A (Anexo 2)
i Transferible (*)
ID Embrion Interpretamoh del_ Alteraciones Detectadas | Cr. Sexuales Interpretacion Clinica
estado embrionario
#2 No afecto Sin alteraciones Normales, Masculino | Normal Si
#3 Afecto Sin alteraciones Normales, Masculino | Normal No

* La columna "Transferible" es una sugerencia, sin valor diagnostico, generada a partir del resultado obtenido.

Finalmente, se prepara la transferencia em-
brionaria en ciclo sustituido. Se transfiere un
embrién normal no afecto para Darrier-Whi-
te, de D5 de desarrollo de buena calidad,
con prueba de embarazo positiva 12 dias
mas tarde, que resultd en el nacimiento exi-
toso por cesarea, de un bebé sano a las 38
semanas de gestacion.

Discusion

Este estudio informa del parto exitoso de
un nifio sano después de PGT-M para la va-
riante del gen APT2A2, lo que contribuye a
la literatura limitada sobre resultados exito-
sos para los casos con enfermedades mo-
nogenéticas como la de Darier-White.

Dicho tratamiento de reproduccion asistida
de alta complejidad permitio la posibilidad
de seleccionar un embrién no afecto y cro-
mosomicamente normal para transferir, que
dio como resultado una gestacion evolutiva
y el nacimiento exitoso de un bebe sano.

La utilizacion de PGT-M en combinacion con
tratamientos de Fertilizacion Asistida puede
generar resultados favorables en el manejo
de los desafios reproductivos asociados a
enfermedades monogénicas, ofreciendo in-
formacion sobre posibles intervenciones y
analisis genéticos preimplantacionales y un
parto de un bebe sano en casa.

El andlisis de PGT-M, presenta beneficios
evidentes:

1. Deteccion precisa de la mutacion genéti-
ca responsable de la enfermedad.

2. Reduccion significativa del riesgo de
transmitir la enfermedad (hasta un 99%).

3. Evita la necesidad de un aborto selectivo
en caso de que se detecte la enfermedad
durante el embarazo.

4. Mayor tranquilidad para las parejas que
tienen un historial familiar de Darier-White.
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Las técnicas de analisis genético preim-
plantatorio, como parte de un tratamiento
de Fertilizacion Asistida, no solamente pue-
den ni deben ser empleadas como protoco-
los para resolver casos de infertilidad, sino
que pueden ser empleadas para tratar a
parejas fértiles con problemas para poder
concebir ninos sanos.
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