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RESUMEN

Introduccion: Existen méas de 1100 enfermedades hereditarias recesivas. Es conocido que
las frecuencias de portadores de enfermedades recesivas difieren entre razas o grupos étnicos. En
la actualidad, existe un vacio de informacidon acerca de la prevalencia de portadores de

enfermedades recesivas en la poblacion de Centroamérica.

Objetivos: Comparar la prevalencia de portadores de las enfermedades recesivas mas
comunes en la etnia caucésica en la poblacidén centroamericana, asi como, evaluar si el test de
cribado genético de portadores de enfermedades recesivas usado en la poblacion europea es

efectivo en la poblacion de Centroamérica.

Metodologia: Se seleccionaran donantes de ambos sexos de cuatro centros reproductivos
centroamericanos siguiendo el criterio de seleccion de la legislacion espafiola. Tras la extraccion
de ADN se analizaran los 15 genes relacionados con enfermedades recesivas de mayor

importancia y prevalencia en la etnia caucasica.

De este estudio se espera encontrar una diferencia significativa en la prevalencia de
portadores de enfermedades recesivas en la poblacion centroamericana en comparacién con la
europea. Tras este primer analisis exploratorio y si se cumple nuestra hipétesis, el siguiente paso
ser4 conocer cuéles son las enfermedades recesivas mas prevalentes en la poblacion de
Centroamérica con el objetivo de crear un test especifico y dirigido a la poblacion diana. La
existencia de un test especifico y efectivo para dicha poblacién ayudara a aumentar la adhesién
de centros que realicen las pruebas consiguiendo un abaratamiento en los costos de éstas,

siempre en pro del beneficio de la salud de la poblacion de Centroamérica.

Palabras clave: Portador, prevalencia, seleccion de donantes, recesivo.



ABSTRACT

Introduction: There are more than 1100 inherited recessive diseases. It is known that the
frequencies of carriers of recessive diseases differ between races or ethnic groups. At present,
there is a vacuum of information about the prevalence of carriers of recessive diseases in the

population of Central America.

Obijectives: To compare the prevalence of carriers of the most common recessive diseases
in Caucasian ethnicity in the Central American population, as well as to assess whether the
genetic screening test of carriers of recessive diseases used in the European population is

effective in the population of Central America.

Methodology: Donors of both sexes will be selected from four Central American
reproductive centers following the selection criteria of Spanish legislation. After DNA
extraction, the 15 genes related to recessive diseases of greater importance and prevalence in

Caucasian ethnicity will be analyzed.

This study is expected to find a significant difference in the prevalence of recessive
disease carriers in the Central American population compared to the European population. After
this first exploratory analysis and if our hypothesis is fulfilled, the next step will be to know
which are the most prevalent recessive diseases in the population of Central America with the
objective of creating a specific test aimed at the target population. The existence of a specific and
effective test for said population will help to increase the adhesion of centers that carry out the
tests getting a lower cost of these, always for the benefit of the health of the population of

Central America.

Key words: Carrier, prevalence, donor selection, recessive.
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1. INTRODUCCION

1.1 Contexto actual

A nivel mundial, la mayor preocupacion de los pacientes que van a iniciar un ciclo de
reproduccién asistida (RA) es la posibilidad de fracaso que todo procedimiento experimental
conlleva, asi como la presencia de enfermedad por un inexistente cribado de enfermedades
hereditarias durante el proceso.

Las enfermedades genéticas mendelianas poseen unos patrones de herencia que se
pueden definir tras la observacion de la enfermedad a lo largo de las distintas generaciones,
mediante el estudio de la historia familiar (1). Estos patrones son:

-Autosémico dominante, la enfermedad aparece cuando hay una sola copia del alelo
mutante, localizado en un cromosoma no sexual. Una pareja con un progenitor que posea una

enfermedad con este tipo de herencia tendra una probabilidad de tener un hijo afecto del 50%.

-Autosémico recesivo, la enfermedad aparece cuando hay dos copias del alelo mutante,
localizado en un cromosoma no sexual, por lo que para que una persona herede la enfermedad
necesita recibir dos alelos recesivos, uno de cada progenitor, las probabilidades de tener un hijo

afecto de una pareja sana portadora son de un 25%.

-Dominante Ligado al X, en este caso el alelo mutante se localiza en el cromosoma X
pero la presencia de una Unica copia provoca la enfermedad, por lo que las hijas de un padre
afecto siempre tendran la enfermedad, pero ninguno de sus hijos la heredara. En caso de mujeres
heterocigotas el 50% de las nifias y de los nifios seran afectos. Si la madre posee la mutacién en
homocigosis, el 100% de los nifios y el 50% de las nifias heredaran dicha mutacién, por lo que

sufrirén la enfermedad.

-Recesivo ligado al X, la enfermedad es provocada por un alelo mutante localizado en el
cromosoma X. La incidencia de estas enfermedades es mucho mayor en hombres que en
mujeres, puesto que una mujer debe heredar dos cromosomas X con el alelo mutado. Los padres
transmitiran el alelo mutado a todas sus hijas, siendo portadoras en el caso de la pareja no posea



la mutacion. En el caso de que la pareja sea heterocigota para dicha mutacion el 50% de mujeres
seran portadoras y el 50% de nifias afectas por la enfermedad. En el caso de los nifios, el
cromosoma X lo heredan de la madre, por lo que una mujer afecta siempre tendra nifios afectos y
en caso de ser heterocigota, tendra una posibilidad del 50% de tener nifios afectos y 50% nifios

Sanos.

- Ligada al Y, en este caso la enfermedad es ocasionada por un gen mutado que se
localiza en el cromosoma Y. Este cromosoma es muy pequefio y posee pocos genes Yy su herencia
(solo se transmite de padres a hijos varones) hace que si el padre posee una enfermedad ligada al

Y todos sus hijos la poseeran y ninguna de sus hijas (2).

Hay més de 1100 enfermedades hereditarias recesivas y aproximadamente 1 a 2 parejas
de cada 100 se encuentran en riesgo de tener un hijo afecto por una de estas enfermedades.
Cuando dos miembros de la pareja son portadores de la misma enfermedad recesiva tienen un
25% de probabilidad de tener un hijo afecto. EI problema lo encontramos en que los individuos
portadores sin antecedentes familiares relacionados con la enfermedad, suelen desconocer su

patologia y, por tanto, desconocen el riesgo y lo que ello conlleva (3).

Cuando una pareja con deseos reproductivos inicia un ciclo de reproduccién asistida con
donantes de gametos, resulta indispensable realizar pruebas genéticas a estos donantes. El
objetivos es evitar el uso de gametos portadores de enfermedades recesivas que puedan dar lugar
a un hijo afecto debido a la union de dos gametos de individuos que desconocen ser portadores
de una misma enfermedad recesiva, asegurando asi, que el donante seleccionado esté libre de una

patologia hereditaria. (4)

Los avances tecnoldgicos de secuenciacion y la disminucion de los costes de la técnica
han logrado que el analisis expandido de portadores sea factible, pudiendo identificar a estas

parejas reduciendo el riesgo de transmision de la enfermedad (5).

Segun datos del Instituto de Estadistica y Cartografia de Andalucia, la edad materna es
uno de los principales factores asociados a la infertilidad, la cual ha ido aumentando con el paso
de los afios, situdndose actualmente, en 31.5 afios de media, y disminuyendo a 1.2 hijos por
familia (Figura 1). La edad materna avanzada esta claramente asociada con diversos factores



relacionados con la infertilidad como: la disminucion de la reserva ovarica, lo cual se relaciona
con un aumento de FSH y una disminucion de AMH (6) o el aumento de alteraciones
cromosomicas, siendo del 23.5% en mujeres menores a 35 afos y llegando al 46.5% en mujeres
mayores de 40 (7).

Todo esto se traduce en una disminucion de la tasa de embarazo. Segun los datos de la
Sociedad Espafiola de Fertilidad la tasa de gestacion por transferencia, desciende de un 44.3% a

los 35 afios a un 22.8% a los 45 afios (8).

Figura 1. Indicador coyuntural de fecundidad y edad media de la maternidad desde 1976 hasta 2011. En naranja se
representa el nimero medio de hijos por mujer y en roja la edad media de la mujer en tener su primer hijo. Datos
tomados del Instituto de Estadistica y Cartografia de Andalucia.
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En el caso de los varones, la edad, a pesar de las creencias, también desempefia un papel
fundamental a la hora de tener un hijo sano. En la espermatogénesis los errores en la replicacion
del ADN, la efectividad en la reparacién del dafio no replicativo del ADN entre divisiones
celulares y la exposicion a mutagenos durante la vida, provoca mutaciones de novo (9). Estas
estan altamente asociadas con la edad, ya que tienden a surgir y acumularse en mayor frecuencia

con el envejecimiento testicular, duplicandose cada 16.5 afios en el caso de las mutaciones



paternas. Ademas se ha visto que estas mutaciones estan implicadas en el desarrollo de

enfermedades como la esquizofrenia o el autismo (10,11).

El factor mas importante de infertilidad masculina es la calidad seminal, la cual se ve
afectada por varios parametros como son: la concentracion espermatica, la movilidad, la

morfologia, la vitalidad y la fragmentacion de ADN espermaético (12).

El estrés oxidativo (OS, de sus siglas en inglés) esta asociado a factores que alteran la
espermatogénesis como: la exposicion a metales (13), la obesidad, la inflamacion, la
contaminacion o el tabaquismo (14). ElI OS produce radicales libres de oxigeno (ROS) que, en
dosis altas, afectan negativamente a la calidad seminal. El plasma seminal contiene antioxidantes
que se generan de manera natural por los espermatozoides, “bloqueando” los radicales libres de
oxigeno (ROS). El problema radica en que cuando las especies reactivas de oxigeno se
encuentran en dosis altas, los antioxidantes propios del plasma seminal no pueden “bloquear”
todos los ROS disminuyendo, entre otros factores, la vitalidad y la movilidad del espermatozoide
asi como aumentan la fragmentacién del ADN e induce dafios en la membrana plasmatica del

espermatozoide, repercutiendo en la capacidad fecundante (15).

Todo esto argumenta, que el uso de donantes de gametos esta claramente indicado en
parejas de edad avanzada que muestren una disfuncion ovérica o espermética o en parejas que
independientemente de la edad hayan perdido la funcion fecundante por alguna razén, como, por
ejemplo: personas sometidas a un proceso de quimioterapia (16,17) o que presenten alteraciones
geneticas heredables. En Espafia el nimero de ciclos de reproduccion asistida realizados con
donantes de gametos asciende al 30% (18), mientras que en Centroamérica la tasa es del 15%
(19).

Es bien conocido, que las frecuencias de portadores de enfermedades recesivas difieren
entre grupos étnicos (20), por lo que la legislacién vigente sobre la donacion de gametos a nivel
europeo indica que, se debe llevar a cabo un cribado genético de genes recesivos prevalentes en

la etnia del donante.

Cada centro, en cuanto a las enfermedades genéticas se refiere, debe asegurar en todo
momento la salud del recién nacido fruto de gametos donados, realizando una adecuada

seleccion del donante (21). Sin olvidar y teniendo en cuenta los criterios econémicos y de



productividad que cada centro tiene que asumir, se debe realizar un balance de lo que significa
un estudio genético, teniendo en cuenta los criterios de prevalencia de la enfermedad en si y de

sus portadores, asi como la gravedad de cada una de las mutaciones genéticas (22).

Para estar totalmente seguros de que los donantes de gametos seleccionados no
transmiten ninguna enfermedad recesiva es necesario realizar un estudio genético de cribado de
mutaciones en enfermedades recesivas (23). Puesto que dichas enfermedades no tienen por qué
ser las mismas en todas las partes del mundo, en la actualidad, estudiar todas las enfermedades
recesivas, resultaria de un alto coste y bajo beneficio. Lo dptimo seria tener una base de datos
con la prevalencia de las enfermedades recesivas mas comunes por paises, con el objetivo de
realizar solo el cribado de las enfermedades mas prevalentes al donante, siendo de vital
importancia realizar una historia clinica y familiar del candidato a donante (24).

La realizaciéon de una correcta historia clinica y familiar del donante es el primer paso
fundamental en la seleccion de los mismos. Con un arbol genealdgico podemos detectar muchas
enfermedades mendelianas y malformaciones (25). El estudio debe ser minimo de tres

generaciones y es el primer filtro que debe pasar el candidato a donante de gametos (26).

1.2 Situacion actual en Espafia

En Espafia, el Real Decreto 412/1996 establece el protocolo que han de seguir los centros
espafoles para el estudio de los donantes de gametos, donde se determina que los estudios a
realizar son fijados por cada comunidad autbnoma, aunque establece unos estudios minimos
nacionales, que son:

1. Conocimiento del grupo sanguineo, factor rH, sifilis, hepatitis, SIDA, toxoplasma,

rubeola, citomegalovirus, herpesvirus, gonorrea y chlamidia.

2. Obligatoriedad de realizacion de las pruebas seroldgicas en cada donacion. Quedan

excluidas aquellos donantes que tengan antecedentes familiares de malformaciones
ligadas a cromosomopatias, genopatias o metabolopatias (27).
3. No expresa ninguna orientacion ni dicta ninguna prueba genética obligatoria que se

deban realizar a los donantes de gametos.



4. Se mantiene la ambigliedad sobre las pruebas genéticas a realizar en el donante de
gametos, dejando a criterio del facultativo responsable el estudio de las enfermedades

genéticas en funcion del estado del conocimiento actual y de la etnia del donante (28).

Debido a la laguna existente en la ley acerca de las pruebas genéticas a realizar a los
donantes, cada centro es el que debe elegir el criterio de seleccion de donantes incluyendo el tipo
de pruebas a realizar. No todos los centros espafioles realizan un cribado de enfermedades
recesivas en sus donantes de gametos, y en aquellos que usan esta técnica para realizar la
seleccion de sus donantes, son los propios centros los que deben elegir qué enfermedades
recesivas analizaran. Por lo tanto, no existe un consenso a nivel nacional ni europeo del uso de

un test de portadores como referencia.

Ante esta situacién, la Unidad de Genética Vistahermosa con la ayuda de la Unidad de
Reproduccion de la Clinica Vistahermosa de Alicante, estudio la prevalencia de portadores para
enfermedades recesivas de mayor importancia clinica en etnia caucasica basandose en el estudio
realizado por Lazarin et. al en 2013 (20), obteniendo los datos mostrados en la figura 2. Esta
tabla muestra las enfermedades estudiadas por la Unidad de Genética Vistahermosa para analizar
los genes asociados en los estudios de portadores, y sera la usada como referencia en este

estudio.



Figura 2. Tabla de las enfermedades y genes asociados que incluye el estudio realizado por la Unidad de Genética
Vistahermosa de Alicante. Imagen extraida del estudio de Urbano A. et al. 2018 (29)

Frecuencia
Enfermedad (nOmero OMIM) Gen hTeI '::n‘::n e
N (%) ien_

Fibrosis quistica (#602421) CFTR AR 24 (4.6%)° 22
Sordera congénita no sindromica (DFNB1) (#220290) GJB2 AR 19 (3.6%) 28
Atrofia Muscular Espinal (#253300) SMN1 AR 11 (2.1%) 48
Fenilcetonuria (#261600) PAH AR 9 (1.7%) 58
Fiebre Mediterranea Familiar (#249100) MEFV AR 8 (1.5%) 65
iz-lr:ir:rlca’:iilaaz:?;azr;r;ilojongénita por deficiencia de CYP21A2 AR 6 (1.1%) 87
Sindrome de Smith-Lemli-Opitz (#270400) DHCR7 AR 5 (1.0%) 105
Z)iea?:;:::;zgae)acil- CoA deshidrogenada (cadena me- ACADM AR 5 (1.0%) 204
Sindrome de X-Fragil (#300624) FMR1 LX 4 (LO%)b 101
Anemia falciforme (#603903) HBB AR 2 (0.5%) 262
Enfermedad de Canavan (#271900) ASPA AR 1(0.2%) 523
Enfermedad de Gaucher (#230800) GBA AR 1(0.2%) 523
Enfermedad de Pompe (#232300) GAA AR 1(0.2%) 523
Beta-talasemia (#613985) HBB AR 1(0.2%) 523
Enfermedad de Tay-Sachs (#272800) HEXA AR o
(S;r;i;ogn;:)de Riley-Day (Disautonomia Familiar) IKBKAP AR .

* Numero d re T. Si se tiene en cuenta que se identifi d

plete CGG n pror iR

1.3 Situacion actual en Centroamérica

En Centroamérica la genética como tal, es una rama de la ciencia de reciente aparicion
con lo que conlleva una escasa practica debido al alto costo de sus técnicas y a la escasa
preparacion de genetistas en estos paises. En los paises centroamericanos no se encuentran bases
de datos de prevalencia de enfermedades genéticas en general, asi como es muy escasa la

bibliografia cientifica sobre enfermedades recesivas en poblacion centroamericana (30). Los
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diagnosticos que reciben los pacientes son estrictamente clinicos. Ante este contexto es facil
entender que la identificacion de las enfermedades recesivas tanto en las parejas sometidas a

técnicas de reproduccion asistida como en portadores resulta de alta complejidad.

Diferente a lo que ocurre en Esparia, en Centroamérica no existe una ley que regule el
procedimiento y las técnicas de reproduccion asistida, por lo que los criterios de seleccién de
donantes de gametos quedan completamente a cargo de cada centro de reproduccion, con el
agravante comentado de la falta de experiencia debida a la incipiente aparicion de dichos centros
en estos paises (31). Datos del 2° Congreso Centroamericano de Infertilidad revela que dos de las
pruebas estandarizadas mas realizadas y que son, la serologia para enfermedades infecciosas y el
cariotipo, solo se realizan en el 50% de los centros de reproduccidn asistida. Solo dos centros de
este 50% realizan un estudio genético de ADN para identificar a los donantes portadores de
enfermedades recesivas, utilizando como criterio para la confeccion del test, las enfermedades de
mayor prevalencia en etnia caucésica. La insuficiencia de pruebas realizadas a los donantes de
gametos en los centros de reproduccion centroamericanos se debe en parte a la escasez de
pacientes dispuestos a utilizar gametos donados para su ciclo de fecundacién in vitro y a la

elevada relacion coste-beneficio (32).

Ante este escenario, en este trabajo nos planteamos conocer y comparar la prevalencia de
las enfermedades genéticas recesivas analizadas en los donantes de gametos europeos, en los
donantes de gametos centroamericanos. Para ello, utilizaremos como referencia la tabla de
portadores de enfermedades genéticas recesivas utilizada por la Unidad de Genética
Vistahermosa. Los resultados obtenidos en este estudio revelaran si el test de cribado genético
para etnia caucasica puede ser aplicado en los donantes de gametos centroamericanos o si es
necesario un estudio de campo para saber cuéles son las enfermedades genéticas mas prevalentes

en esta poblacion.

11



2. HIPOTESIS
Este estudio plantea dos hipétesis:

Hipétesis general: La prevalencia de portadores de enfermedades recesivas en donantes
de gametos centroamericanos es diferente a la prevalencia de estas enfermedades en donantes

europeos.

Hipdtesis especifica: Los test de cribado genético de genes recesivos utilizados en los

donantes europeos, no son eficientes en los donantes centroamericanos.

Si las hipotesis se cumplen, seria necesario estudiar cuéles son las enfermedades
recesivas con mayor prevalencia en Centroamérica con el objetivo de confeccionar un test de
cribado genético mas especifico y efectivo en los donantes centroamericanos. La existencia de
estos test especificos mejoraria la deteccion de enfermedades genéticas en pro del beneficio de la
salud de la poblacion de Centroamérica, asi como aumentaria la adhesion de centros que realizan

las pruebas consiguiendo un abaratamiento en los costos de las pruebas clinicas.

Si las hipotesis no se cumplen, la creacion de un test especifico no seria necesario,

pudiendo usar el mismo test para poblacion centroamericana y europea.

3. OBJETIVOS

Objetivo principal: Conocer la prevalencia de enfermedades recesivas de los donantes de

gametos europeos en los donantes de gametos centroamericanos.
Obijetivos especificos:

1- Estudiar la prevalencia de enfermedades recesivas de las donantes europeas en las
donantes de nacionalidad centroamericana.

2- Estudiar la prevalencia de enfermedades recesivas de los donantes europeos en los
donantes de nacionalidad centroamericana.

3- Comparar la prevalencia de enfermedades recesivas entre poblacion centroamericana y

europea.
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4- Evaluar si el test de cribado genético de portadores de enfermedades recesivas usado en

la poblacion europea es eficiente en la poblacion centroamericana.
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4. METODOLOGIA
4.1 Disefio del estudio, lugar y tiempo de ejecucion:

Se trata de un estudio piloto comparativo de corte transversal con una fase de recogida y
analisis de muestras de los donantes de gametos centroamericanos para su posterior comparacion

con las muestras de donantes de gametos europeos.

Los centros que formaran parte del estudio son los siguientes: UR Ciudad de México,
Centro Gestar Guatemala, Centro Repromedic Salvador, UR Managua y Unidad de Genética
Vistahermosa de Alicante, esta Gltima en Espafia.

En todas las clinicas centroamericanas participantes, se seleccionaran los donantes y se
realizara la extraccién sanguinea. EI centro UR Managua seré el centro receptor de las muestras
de sangre. Este mismo centro se encargara de realizar la extraccién de ADN de las muestras de
sangre recibidas por los centros colaboradores y las de sus propios donantes seleccionados. El
ADN extraido sera enviado a la Unidad de Genética Vistahermosa en Alicante, donde se

procesaran y analizaran los datos.

El estudio tendrd una duracion de 19 meses, que abarcara desde septiembre de 2019 a
marzo de 2021.

4.2 Sujetos de estudio:

Los sujetos de estudio para este proyecto seran elegidos del programa de donacién de los
centros reproductivos: UR Managua, UR ciudad de México, Grupo Gestar Guatemala y Centro
Repromedic de Salvador. Los donantes se seleccionaran segun el criterio de legislacion espariol
(Ley 14/2006 y Real Decreto-ley 9/2014) (33), con los que los participantes deberan cumplir los

criterios de inclusion comentados mas adelante.

Para obtener el tamafio de la muestra se utilizo el paguete estadistico EPIDAT con una
precision absoluta del 2%, un intervalo de confianza del 95% y un tamafio poblacional de
12.000.000 de personas centroamericanas comprendidas entre 18 y 35 afios (34), obteniendo un
resultado de 369 individuos. Para ello se distribuiran entre los 4 centro participantes, de modo
que, cada uno de ellos debe seleccionar a 93 donantes, mitad varones y mitad mujeres, en los

doce meses de seleccion de donantes y recolecta de muestras.
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4.3 Procedimiento de seleccion:

La seleccién de donantes se llevara a cabo en cada clinica a cargo de los embridlogos
responsables del proceso. Todos los donantes (masculinos y femeninos) que accedan a participar
en el estudio deberan, previamente a la obtencion de datos, leer y firmar el consentimiento
informado aceptando la participacion en el estudio (Anexo 1) y el documento informativo
detallado del estudio (Anexo 2). Igualmente deberéan leer y firmar el consentimiento informado
para la obtencion de muestras (Anexo 3). Los documentos, una vez firmados, seran recogidos y
archivados por los centros de reproduccion. Estos centros seran los encargados de proporcionar
el asesoramiento genético a los candidatos. Los participantes y siguiendo el protocolo normal de
las clinicas también tendran que leer y firmar el consentimiento y documento informado para la

donacion de gametos.
La seleccion constara de las siguientes fases:

Fase explicativa del estudio: En esta fase se le explicara al candidato el objetivo del
estudio y se le ofrecera la opcion de participar en él de manera voluntaria. Si acepta participar, se
le suministrara el consentimiento informado y el documento informativo detallado del estudio los

cuales deberd leer y firmar aceptando su participacion.

Fase explicativa de los procedimientos técnicos: En esta fase se le explicara
minuciosamente al candidato el proceso de donacién de gametos y se le suministrard el
consentimiento informado y el documento informativo referente a la donacioén de gametos, asi
como el consentimiento informado para la realizacion de pruebas genéticas, los cuales debera

leer y firmar verificando su entendimiento.

Entrevista personal: Se valorara la historia clinica y familiar y se creara un arbol

genealdgico hasta tercera generacion, donde se estudiara la salud genética del donante.

Estas tres fases seran llevadas a cabo por los embridlogos responsables del proceso de

seleccion de donantes de cada centro.

Extraccion de sangre para estudio serologico y analitica general: Se realizara la

venopuncion para la extraccion sanguinea, la cual se trasladara a un centro de anélisis clinico
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para valorar: hematologia, coagulacion, bioquimica, y serologia. Esta fase sera llevada a cabo

por el personal de enfermeria del centro

Tras la realizacion y superacion de todas las fases del estudio preliminar para la seleccion del

donante, estos se someteran a la realizacion de las pruebas genéticas. Siendo estas:

Cariotipo: Se realiza a partir de una muestra sanguinea extraida mediante venopuncion.
De esta prueba se obtiene el estudio y ordenamiento de los cromosomas. Se llevara a cabo por el

embridlogo o genetista responsable del area de citogenética de cada centro de reproduccion.

Extraccion de ADN para panel de portadores: Las muestras de sangre obtenidas en cada
centro reproductivo se enviaran al centro UR Managua en 24 a 48 horas tras la extraccion, las
cuales, se procesaran de inmediato por la embri6loga responsable de laboratorio en UR Managua
para extraer ADN segun protocolo (Anexo 4). Las muestras de ADN obtenidas en un mes de los
4 centros de reproduccion centroamericanos se enviaran a la Unidad de Genética Vistahermosa

para su procesamiento y obtencion de los resultados.

Cribado de portadores: Las muestras de ADN de donantes procedentes de los distintos
centros de reproduccion centroamericanos se procesaran mediante tecnologia de amplicones,
empleando la plataforma NGS Gen Read V2 (Qiagen) y posterior secuenciacion con un equipo
Miniseq (Illumina). Se llevara a cabo en la Unidad de Genética Vistahermosa de Alicante en
Espana.

4.4 Criterios de inclusion:

Edad: entre 18 y 35 afios.

Etnia: centroamericana.

Aceptar participar en el estudio y firma del consentimiento informado
No presentar factores de riesgo en la historia clinica y familiar.

No presentar factores de riesgo en los estudios analiticos realizados.

16



4.5 Criterios de exclusion:

Individuos con antecedentes familiares de enfermedad hereditaria y aquellos con

cualquier trastorno genético o enfermedades congénitas.

Individuos con examenes seroldgicos positivos para cualquier enfermedad de transmisién

sexual.
4.6 Variables de estudio:

Objetivo 1: Variable dependiente: Mutaciones en los test de cribado de portadores

centroamericanos.
Variable independiente: donantes femeninas centroamericanas

Objetivo 2: Variable dependiente: Mutaciones en los test de cribado de portadores

centroamericanos.
Variable independiente: donantes masculinos centroamericanos

Objetivo 3: Variable dependiente: Mutaciones en los test de cribado de portadores

centroamericanos.
Variable independiente: donantes centroamericanos

Objetivo 4: Variable dependiente: Niumero de mutaciones en los test de cribado de

portadores
Variable independiente: etnia o raza.

Otras variables que se mediran en este estudio son las variables sociodemograficas como

el sexo, la nacionalidad y la edad.

4.7 Recogida de datos clinicos:

Se tomaran muestras codificadas de sangre periférica a todos los candidatos

seleccionados como donantes para mantener su anonimato. Las muestras se recogeran en los
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distintos centros de reproduccion asistida, y seran enviadas a UR Managua para realizar la

extraccion de ADN gendmico segun protocolo estandarizado.

Una vez extraido el ADN, las muestras refrigeradas seran enviadas a la Unidad de Genética

Vistahermosa para su procesamiento con el fin de obtener los resultados del cribado genético.

En el cribado genético se analizaran 15 genes relacionados con 16 enfermedades recesivas de
mayor importancia y prevalencia en etnia caucasica: Fibrosis quistica, sordera congénita no
sindromica, atrofia muscular espinal, fenilcetonuria, fiebre mediterranea familiar, hiperplasia
suprarrenal congénita, sindrome de Smith-Lemli-Opitz, deficiencia de acil-CoA, sindrome X
fragil, anemia falciforme, enfermedad de Canavan, enfermedad de Gaucher, enfermedad de

Pompe, beta talasemia, Enfermedad de Tay Sachs y sindrome de Riley-Day (Figura 2).

El cribado del test se realizara mediante secuenciacion masiva 0 NGS (next generation
secuency), que permite estudiar toda la secuencia codificante del gen y sus regiones flanqueantes
(35).

La mayor parte de los genes estudiados mediante este test tienen una cobertura cercana al 100%.

Los datos se analizaran estadisticamente mediante el programa informéatico SPSS con un
contraste estadistico Chi-cuadrado y un intervalo de confianza (CI) del 95%.

El andlisis final se distribuira por grupos siguiendo los criterios de los objetivos.

4.8 Limitaciones

Debido a la reciente incorporacion de la reproduccion asistida en los paises
centroamericanos, el tabld generado por los pacientes en torno a esta practica es muy habitual,
por ello, es frecuente encontrar una actitud de negacion y rechazo a la hora de realizar tales
procedimientos. El rechazo es mayor cuando en determinados casos se aconseja la donacion de

gametos y sobre todo la donacion de gametos femeninos.

Por ello, el nimero de centros especializados en reproduccién asistida en la region es
muy limitado, y de estos, los que incluyen un plan de donacion de gametos en su oferta de

servicios son todavia mas reducidos.
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Ante esta situacion, la mayor limitacion de este proyecto es el nimero de donantes

potenciales aptos para el estudio en cada centro de reproduccion en Centroamérica.

Segun los resultados obtenidos tras este estudio piloto llevado a cabo durante 19 meses,
el equipo investigador se planteara la posibilidad de ampliar y continuar con el estudio varios
afios mas con el objetivo de conseguir un nimero mayor de participantes en el estudio y

resultados con mayor significancia estadistica.
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5. ASPECTOS ETICOS

Para la realizacion de este proyecto se pedird la aprobacion del Comité Etico de
Investigacion Clinica (CEIC) de todos los centros implicados en el proyecto, siendo estos:
Hospital General Universitario de Alicante, Facultad de Ciencias Médicas de Managua, Comité
de Bioética Nacional de Guatemala, Comité de Bioética Nacional de Salvador y Comité de Etica
Ciudad de México.

A cada donante entrevistado se le informara de la realizacion del estudio, se le explicard
la voluntariedad del mismo y todos aquellos sujetos que decidan participar en el estudio deberan
leer y firmar el consentimiento informado aceptando su participacion en el estudio. Los donantes
también deberan leer y firmar los consentimientos informados para la obtencion de muestras y

donacién de gametos.

Igualmente, se les aportara el documento informativo respecto a la técnica de donacion de
gametos donde se plasmaran los efectos secundarios derivados de la misma y el documento

informativo del estudio y la confidencialidad del mismo.
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6. PLAN DE TRABAJO

6.1 Desarrollo del proyecto
Fase 1:

Septiembre y octubre de 2019. Preparacion de protocolos y coordinacion con los

diferentes centros. Solicitud de permiso a los diferentes comités de ética.
Fase 2:

Noviembre de 2019 a octubre de 2020. Seleccion de donantes y recogida de muestras por
los diferentes centros centroamericanos. Envio de estas a Espafia para su procesamiento y
recogida de datos en la Unidad de Genética Vistahermosa.

Fase 3:

Noviembre de 2020 y diciembre de 2020. Analisis estadistico de los datos e

interpretacion de los resultados.
Fase 4:

Enero de 2021 a marzo de 2021. Redaccién final del manuscrito y envio a revistas de
alto impacto cientifico y congresos nacionales e internacionales de genética y reproduccion

asistida.

6.2 Distribucién de tareas del equipo investigador

Investigadora principal (IP): este papel lo asumird Candela Martos, la realizadora de este
proyecto. El IP sera el encargado de solicitar los permisos de los diferentes comités de ética para
el desarrollo del proyecto. Se responsabilizara de coordinar al resto del equipo investigador,
seleccionar y obtener los consentimientos informados de los participantes en la region de
Nicaragua, coordinar la recogida de muestras sanguineas, realizar la extracciéon de ADN de las

mismas y gestionar el envio de estas a la Unidad de Genética Vistahermosa. Asi mismo se
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encargara del analisis e interpretacion de los resultados. Escritura del manuscrito y publicacion

en revistas cientificas de alto impacto.

Investigadores asociados en Centroamérica (IAC): seran los encargados de seleccionar a

los donantes en cada centro, obtener los consentimientos informados y coordinar la recogida y

envio de muestras a UR Managua. Ademas, serdn los encargados de supervisar la correcta

obtencion de las muestras sanguineas por parte del equipo de enfermeria del centro.

Investigador asociado en Espafia (IAE): sera el encargado de procesar las muestras

recibidas de las diferentes clinicas de Centroamérica participantes en el proyecto y realizar el

envio de los datos a la clinica receptora de éstos en Centroamérica.

6.3 Cronograma de las actividades

Tarea

Preparacion
de protocolos
Coordinacion
de los centros

Permisos de

C.C.EE

Seleccion de

donantes

Recogida de

muestras
Procesamiento
muestras y
recogida datos
Andlisis
estadistico e
interpretacion
resultados

Escritura del
manuscrito y

difusion

Responsable

IP, 1AC
IP, IAC

IAE

Se

19 19
X

Oc

No

19

Di En
19 20
X X
X X
X | X

Fe Ma

20 20

20

May Ju Jul
20 20 20
X X X
X X X
X X X

Oc No Di En Fe

20 20 20 21 21
X
X
X
X X
X | X

May
21

Leyenda: IP: investigador principal, IAC: investigadores asociados en Centroamérica, IAE: investigador asociado en
Esparia.
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6.4 Experiencia del equipo investigador

El equipo investigador del proyecto esté formado por un conjunto de especialistas en

embriologia y/o genética de cada centro de reproduccién. En cada centro son:

Grupo Gestar Guatemala: bidlogo especialista en embriologia y reproduccion humana.
Master en reproduccion asistida por el centro VI Valencia, con 12 afios de experiencia en el
campo de la reproduccién humana asistida, Experiencia demostrada en coordinar congresos

centroamericanos de infertilidad.

Repromedic Salvador: ginec6loga y embri6loga especialista en embriologia Yy
reproducciéon humana. Master en reproduccién asistida por el centro IVI Valencia, con 7 afios de

experiencia en el campo de la reproduccién humana asistida.

UR Ciudad de México: bidlogo especialista en embriologia y reproduccién humana.
Master en medicina y genética reproductivas por la Universidad Miguel Hernandez de Elche, con
5 afios de experiencia en el campo de la reproduccion humana asistida. Creador del blog sobre
embriologia clinica Embrioloblog.

UR Managua: bidloga especialista en embriologia y reproduccién humana. Master en
medicina y genética reproductivas por la Universidad Miguel Hernandez de Elche, con 4 afios de

experiencia en el campo de la reproduccién humana asistida.

UG Vistahermosa: doctor en biologia y especialista en genética y reproduccion humana.
Master en medicina y genética reproductivas por la Universidad Miguel Hernandez de Elche, con
10 afios de experiencia en el campo de la reproduccion humana asistida. Experiencia

investigadora con publicaciones en el &mbito de la genética reproductiva.
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7. MARCO ESTRATEGICO

7.1 Utilidad y aplicabilidad practica

Debido a la inexistencia de estudios que aporten informacion sobre la prevalencia de
enfermedades recesivas en la poblacion de Centroamérica, no existe un test de cribado genético
especifico y normalizado para dicha poblacion. Ante esta situacion, el criterio acerca de cuales
son las enfermedades recesivas que se deben someter a cribado genético, recae sobre cada centro
de reproduccidn asistida. Ante esta situacion, los especialistas en Centroamérica se ven obligados
a utilizar los test de cribado que se usan en la poblacion caucasica, existiendo la posibilidad de
obviar enfermedades que puedan tener mayor riesgo y prevalencia para la poblacion
centroamericana. Estas préacticas, conllevan un elevado gasto para la sociedad ademéas de

albergar dudas acerca de la efectividad del cribado genético.

Con nuestro estudio pretendemos comparar la prevalencia de las enfermedades recesivas de
la poblacién europea en la poblacion de Centroamérica para saber si los test de cribado genético
empleados en Europa son Utiles y eficaces para la poblacion centroamericana. Si nuestros
resultados mostrasen diferente prevalencia de enfermedades recesivas en Europa y
Centroamérica, quedaria patente la necesidad de estudiar cuales son las enfermedades genéticas
recesivas de mayor prevalencia en la poblacién centroamericana con el objetivo de confeccionar
un test de cribado genético especifico para esta poblacion. Conseguir una mayor adhesion de
centros que realicen las pruebas genéticas, asi como abaratar los costes repercutiria en un

beneficio econdémico/social para la sociedad en Centroamérica.

7.2 Capacidad del proyecto de abordar los objetivos

La prevalencia cuantifica la proporcion de individuos de una poblacion que padecen una
enfermedad en un momento o periodo de tiempo determinado y es un dato de suma importancia
en cualquier estudio epidemioldgico, siendo basico para poder desarrollar el presente proyecto.
Por ello el conocimiento de la prevalencia de enfermedades en diferentes grupos étnicos, resulta
interesante para conformar parte de la bibliografia necesaria para posteriores estudios.
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El equipo que conforma este proyecto avala suficiente experiencia en el campo de la
reproduccion asistida para desarrollar todas las tareas con éxito. Con la ayuda de los test de
cribado de enfermedades recesivas mas relevantes en etnia caucésica como control, resultara

facil comparar las prevalencias de esas mismas enfermedades en la poblacion de interés.

Con todo esto, podemos afirmar que el proyecto aborda los objetivos de interés.

7.3 Medios disponibles para la realizacion del proyecto

Los centros de fertilidad centroamericanos que van a intervenir en el estudio, cuentan con

las infraestructuras necesarias para realizar una correcta seleccion de donantes.
Todas las clinicas centroamericanas cuentan con:

Consultas independientes del espacio general destinado para los pacientes, para la

explicacion del proyecto y entrega de los diferentes consentimientos informados.

Estancias independientes para la extraccién sanguinea equipadas con todo el material
fungible e inventariable necesario: guantes de latex, gomas de compresion, jeringas, agujas,

tubos de recoleccion y neveras donde almacenar las muestras hasta su envio.

Papeleria: ordenadores e impresoras para imprimir los diferentes documentos necesarios

para la realizacion del estudio (Anexos 1, 2 y 3), asi como las hojas de historia clinica.

La UR Managua, ademas cuenta con:

Ordenadores con acceso a internet, altavoces y videocdmara. Todos cuentan con el

software necesario para el analisis estadistico de los datos (SPSS).

Equipo necesario para la extraccion de ADN: guantes de nitrilo sin polvo, micropipetas
automaticas, puntas de pipetas con filtro y estériles, tubos eppendorf de 1.5 ml, 2 Kit de
extraccion de ADN cell sv mini (GeneAll) para 200 muestras, termobloque, vortex,

microcentrifuga y nevera para almacenamiento de las muestras hasta su envio.
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Equipo de medicion de ADN: tubos mini-eppendorf, fluorémetro Qubit (Thermo Fisher),

reactivos Qubit.
La UG Vistahermosa cuenta con:

Equipo necesario para cribado de portadores: guantes de nitrilo sin polvo, micropipetas
automaticas, puntas estériles para micropipetas, tubos mini-eppendorf, dos termocicladores para
PCR (abi2720 y simpliamp), dos secuenciadores (ngs miniseq y sanger Abi3100avant),
ordenadores con acceso a internet y software de bioinforméatica para la recogida de los

resultados.
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8. PRESUPUESTO

Cada centro de fertilidad sera el encargado de costear los gastos asociados a:

- El procedimiento de seleccion de donantes que incluye gastos en: papeleria, material

fungible utilizado para la extraccién sanguinea, portes del envio de muestras y el

costo de la prueba de cribado de portadores realizada.

- La formacion continuada del personal y la asistencia a congresos nacionales e

internacionales.

- El pago establecido por convenio de las horas extra que tengan que invertir los

investigadores para la realizacion del proyecto.

Los gastos derivados del estudio por parte de UR Managua y UR Ciudad de Mexico,
entran dentro del presupuesto aprobado para la campafia de seleccién de donantes de UR de
2020, incluyendo: material fungible empleado tanto en las extracciones sanguineas como en las
extracciones de ADN, los portes del envio de muestras y los costos de las pruebas de cribado

genético de portadores. La coordinacion entre centros serd gestionada via Skype, lo cual no

conllevara gastos afadidos.

La UR Vistahermosa se encargara de la compra de dos kits de extraccion de ADN. Cada
Kit esta optimizado para procesar 200 muestras.

La publicacion del manuscrito en revistas cientificas de alto prestigio no llevara cargo

adicional.

Actividad

Presupuesto en euros

Kit extraccion ADN x400 muestras

1080

Envio de muestras 1200
Asistencia  a  congresos nacionales e | 3000
internacionales

Transporte 'y alojamiento destinado a la | 3000
asistencia a congresos

Papeleria:  papel para  consentimientos | 200
informados y tinta para impresora.

TOTAL 8480
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ANEXO 1
CONSENTIMIENTO INFORMADO ESTUDIO GENETICO

Sra. (APELLIDOS, NOMDBIE): .vieieiiieeeeee e
Edad: ... Fecha de nacimiento: ............ccoeovveneinincncennn
Numero (marcar la opcion elegida): o Cédula de Identidad: ...........ccovveviveeeiiiiennnn.

Acepta participar en el estudio: Prevalencia de portadores de enfermedades recesivas en
poblacidn centroamericana frete a la poblacion europea. Un estudio comparativo.

Bajo las condiciones anteriormente explicadas en el documento informativo para el estudio
genético.

En a de de

Firma del paciente: Firma del responsable en informar:
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ANEXO 2
DOCUMENTO INFORMATIVO ESTUDIO GENETICO

Prevalencia de portadores de enfermedades recesivas en donantes de gametos
centroamericanos frente a donantes de gametos europeos. Un estudio comparativo.

Le rogamos que lea esta informacion antes de firmar la hoja de consentimiento informado para
participar en el estudio.

Este estudio evalua la prevalencia de enfermedades recesivas (aquellas que el paciente no
padece, pero puede transmitir a la descendencia) en donantes de gametos centroamericanos
comparadas con las enfermedades recesivas en donantes europeas.

El objetivo de este estudio es aumentar el conocimiento acerca de estas enfermedades a nivel
centroamericano ya que no existen datos preliminares. Con ello se preveé unificar criterios de
seleccion en las donantes de gametos.

En total se incluirdn 369 donantes de gametos seleccionados. La participacion o no participacion
al estudio no tendra repercusion en la calidad del tratamiento médico y la atencidn que recibira.

El estudio consiste en realizarle una extraccion de sangre, para posteriormente analizar su ADN.

Los datos demogréaficos y clinicos necesarios para realizar una descripcion completa de los
participantes en el estudio (edad, pais y tratamiento realizado...), se obtendran de la historia
clinica de la donante. El anonimato de las donantes se garantiza en todo momento. Si usted lo
solicita, se le proporcionara el resultado de su prueba.

Este estudio ha sido aprobado por Comité Etico de Investigacion Clinica (CEIC) del Hospital
General Universitario de Alicante para la realizacion de este proyecto, también se pedira la
aprobacion del Comité de Etica de la facultad de Ciencias Médicas de Managua, asi como del
Comité de Bioética Nacional de Guatemala y Comité de Bioética Nacional de Salvador. Los
participantes tienen derecho en cualquier momento a anular su consentimiento para este estudio.
Los datos personales de los participantes seran protegidos e incluidos en un fichero sometido a
las garantias que fija la Ley Organica 15/1999 de Proteccidn de Datos de 13 de diciembre y su
reglamento de seguridad RD 1720/2007 de 21 de diciembre. Conforme a lo establecido por la ley
espafiola, los participantes tendran derecho al acceso, rectificacion, cancelacion y oposicién de
sus datos, enviando una solicitud por escrito acompafiada de copia de su ldentificacién o
Pasaporte a Unidad de Genética Vistahermosa, Avenida de Denia 103 Alicante, Espafia o por
mail a la direccion laboratorio@urmanagua.com. Solo el equipo investigador, el monitor y, si
fuera necesario, los representantes del Comité de Etica y de las Autoridades tendran acceso a los
datos. Los documentos generados por el estudio son confidenciales.

Firma del paciente: Firma del responsable de informacion:
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ANEXO 3

Consentimiento Informado para la realizacion de pruebas genéticas

SHISra/TULOr 1€QAL........ceeieee e con cédula de

Declaro conocer que se me va a extraer/se va a extraer a mi representado una muestra de sangre
para realizar un estudio genético.

1.- El objetivo de dicho estudio es analizar los cromosomas y/o genes que pueden estar
implicados

2.- Los beneficios y los riesgos que existen en dicho procedimiento. Se me ha respondido
a todas las preguntas y resuelto todas las dudas que me han surgido. Asi mismo conozco y me
han informado de los riesgos del procedimiento de extraccion de la muestra

3.-Se utilizardn para el estudio las técnicas de citogenética y de biologia molecular
necesarias para el diagnostico de esta patologia, en los laboratorios de la Unidad de Genética o
en otros designados por el responsable de la misma.

4.- La Unidad de Genética guardara confidencialidad acerca del resultado del estudio.

5.- Es posible que de dicho estudio no se derive ningun resultado concluyente acerca de la
patologia, debido al conocimiento incompleto del gen.

6.- En el caso de identificarse la mutacion o cambio responsable de la patologia de mi
familia, deseo ser informado: SI / NO (encierre en un circulo la opcidn deseada)

7.- En el caso de que del estudio se derivasen resultados de interés para otros miembros
de mi familia, éstos podran solicitar voluntariamente la realizacion del estudio.

8.- Los resultados obtenidos podran ser utilizados para una posible publicacion cientifica,
guardando estricta confidencialidad sobre la identidad del paciente.

9.- Mi ADN sin identificacion se podré utilizar como control en otros estudios genéticos:
Si / NO (encierre en un circulo la opcion deseada)

10.- Mi ADN sin identificacion se podra utilizar para otros estudios de investigacion. Sl /
NO (encierre en un circulo la opcion deseada)
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11.- Conozco mi derecho a retirar mi consentimiento en cualquier momento y sin dar
explicacion alguna.

He sido informado adecuadamente de los once puntos anteriores y de los temas que de
ellos se derivan por el Dr. ...

(el responsable de la obtencion de la muestra)
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ANEXO 4

Protocolo de extraccion de ADN

Esta se llevard a cabo mediante el kit comercial cell sv mini de Gene All siguiendo las

indicaciones del fabricante:

El kit consta de proteasa K, tampdn de lisis BL, tampon de lavado BW, tampon TW y tampon de

elucion AE.
El protocolo es el siguiente:
Precalentar el termobloque o estufa a 56°C, atemperar los reactivos y descongelar la proteasa K.

Pipetear 20 microlitros de proteasa K al tubo eppendorf de 1.5 ml, afiadir 200 microlitros de
muestra y 200 microlitros de BL. Pasar la mezcla por vortex e incubar de 10 a 15 minutos a 56

°C pasando la muestra por vortex cada 5 minutos de la incubacion.

Afadir 200 microlitros de etanol absoluto y pasar por vortex y spin de centrifuga.
Transferir la mezcla a la columna y centrifugar 1 minuto a 6000 g.

Reemplazar la columna en un nuevo eppendorf y tirar lo sobrante.

Afadir 600 microlitros de BW y centrifugar 1 minuto a 6000 g. Reemplazar la columna.
Afadir 700 microlitros de TW centrifugar 1 minuto a 6000 g y reemplazar la columna.

Centrifugar la columna con el tubo sin liquido 1 minuto a 6000 g, poner la membrana en un tubo
nuevo y afadir de 100 a 200 microlitros de AE, incubar 1 minuto a temperatura ambiente y

centrifugar 5 minutos a maxima velocidad.

La calidad y cantidad del ADN extraido se medira mediante el fluorémetro Qubit 2.0 de Thermo

Scientific.
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