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POR NOSOTROS. CONTRA NADIE.

Recientemente un buen amigo ginec6logo me invitd a dar una charla en una reunién cientifica que estaba organizando
en su ciudad. Una de esas jornadas tan habituales en nuestra profesion.

Muy amablemente me ofrecié que eligierayo mismo eltema del que hablar, siempre que fueraalgo sobre lo que se pudiera
generar debate. Dado que es una reunién a la que suelen asistir tanto embriélogos como ginecélogos pensé que podia
ser un buen foro donde debatir nuestro papel en el mundo de la Reproduccién Asistida. Ya sabéis. Responsabilidades y
obligaciones, pero también derechos.

Tengo que decir que le pareci6 unaidea estupenda y asi quedé definido en el programa.

La sorpresa vino cuando, unos meses antes de la celebracién de dichas jornadas, el organizador del evento se volvié
a poner en contacto conmigo para rogarme que cambiara el tema de mi exposicidn, ya que, determinadas personas le
habfan manifestado cierta preocupacién frente a la posibilidad de que se generase un debate “incémodo” sobre ello.

Pero... ¢no se trataba precisamente de eso? (lo de “incémodo” vamos a dejarlo aparte).

Naturalmente, por respeto a mi amigo, le manifesté que no habia problema. Retiraba la charla. Pero, obviamente,
también me retiraba yo de ponente eincluso, a partir de ese momento, de la asistencia a ese foro.

Con esta reflexién no quiero entrar en polémica sobre la preocupacién que pueda generar en algunas personas que
se hable de cual es nuestro papel real en el mundo de la Reproduccidn Asistida, aunque resulta preocupante que haya
gente que vea con miedo nuestro deseo de regulacién profesional, y no entienda que defender nuestro espacio no
significa invadir el de nadie.

Quiza deberfamos todos meditar (unos y otros) sobre cudl es ese espacio que nos corresponde a cada uno. E incluso
debatirlo. Aunque a alguno no le guste.

Afortunadamente estamos hablando de situaciones excepcionales, pero que dejan claro que atin nos queda mucho por
hacer.

Lo que también deja claro es que somos nosotros los que tenemos que hacerlo.

Y en ello estamos.

Seguimos avanzando con nuestras propuestas y, por lo menos, ya hemos conseguido entre todos retrasar la puesta
en marcha del Registro Estatal de Profesionales Sanitarios (Portal REPS) con el compromiso de incluir el concepto de
“Facultativo en Biologia de la Reproduccion”. Pero esto es sélo el primer paso.

Y como dice el titulo de esta editorial.

Solamente por nosotros.
Nunca contra nadie.

Antonio Urries Lépez
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SOCIOS POR EL MUNDO: INAKI ARROYOS

Desde ASEBIR queremos conocer, y dar a conocer a nuestros socios. Queremos hacerte mds participe de la
asociacion que nos une y queremos saber qué intereses os mueven y promoverlos si eso es posible.

En la edicién anterior contamos con un grupo de jévenes emprendedores, mientras que en esta ocasion, hemos querido conocer la
historia e inquietudes de Ifaki Arroyos Solaguren, nuestro socio 893 que cuenta con 10 afios de experiencia como embriélogo en
nuestro pais, 12 en total de su experiencia profesional, y que recientemente ha iniciado una aventura que ahora nos va a contar.

ASEBIR: ;Bienvenido, Iiaki! Es un
placer para nosotros contar contigo
para conocer un poco mejor a nuestros
socios. Pero antes de empezar, y para
todos los socios que nos leen que no te
conozcan, cuéntanos un poco sobre tiy
tu evolucion.

Inaki Arroyos: jHola equipo! Antes de
nada agradecer la iniciativa de ASEBIR
de dar a conocer nuestro trabajo y
por el esfuerzo realizado dia a dia por
defender nuestros intereses.

Pues como bien has dicho, mi nombre
completo es Ifaki Arroyos Solaguren y
soy socio de Asebir desde 2012. Naci en
Toledo hace 36 afos y vivi en mi ciudad
natal hasta que terminé mis estudios
de Bachillerato, momento en que me
trasladé a Madrid para estudiar la
carrera de Biologia.

Mi primer contacto con la reproduccion
asistida se produjo en el dltimo afio de
mis estudios universitarios, cuando
me ofrecieron la posibilidad de acudir
durante dos meses a la Unidad de
Reproduccién del Hospital Virgen de la
Salud en Toledo.

ASEBIR: Sabemos que la primera toma
de contacto con nuestra profesion
puede marcar un antes y un después.
cQué tal fue esa experiencia?

Ifiaki: Pues en esa ocasion, de la mano
de Silvia Jiménez Bravo, por aquel
entonces directora del laboratorio,
pude ser testigo de como funcionaba
una unidad de reproduccion, asi como
de los distintos procedimientos que
se llevan a cabo mas concretamente

Inaki Arroyos

dentro de un laboratorio.

Sinceramente, me atrajo desde el
principio y vi una muy interesante y
excitante salida en el mercado laboral
por aquel momento.

ASEBIR: C6mo puede ser el destino,
un ofrecimiento que llevé a una vida
profesional  enriquecida.  ;Como
llegaste finalmente a convertirte en el
Inaki que conocemos ahora?

Ifnaki: Fue al terminar mi proyecto
final de carrera, que tuve la suerte
de incorporarme a nuestra disciplina
en FIV Center en Madrid, puesto que
necesitaban personal para formar como
embridlogo. Alli, Antonio Alcaide, como
director del laboratorio, y Eva Huguet

como embriéloga senior, fueron los
encargados de mi formacion.

Después de varios afios desarrollando
mi labor como embridlogo junior, y tras
un mdster en reproduccion asistida,
cursos de genética y la certificacion
europea de Senior Embryologist, surgid
la oportunidad de ejercer de supervisor
del laboratorio y mds adelante ser
responsable de laboratorio durante 3
afos. Yya son 10 afios de experiencia.

ASEBIR: Diez anos, que se dice
pronto... Sabemos que actualmente
estds inmerso en un proyecto en China.
¢Como surgio esta iniciativa?

Inaki: En mi adolescencia habia
realizado varias estancias cortas de
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1-2 meses en el extranjero y quizds por
ello siempre me ha llamado mucho la
atencién tener la oportunidad de vivir
fuera de Espafa por un tiempo mas
largo.

Soy una persona muy abierta, con
ganas de conocer otras culturas y vivir
diferentes experiencias. Ya en FIV
Center me surgié la oportunidad de
poder trabajar en Connecticut (USA)
con el grupo del Dr. Lavy pero debido
a la complicacion de la obtencidn del
visado, principalmente, no se pudo
formalizar el proceso.

Unos afios mds adelante, Ellen She (IVF
consultant en Stamford), a quien habia
tenidolaoportunidadde conocercuando
acudia Connecticut en busca del “suefio
americano”, me ofrecié la oportunidad
de unirme a un proyecto en la ciudad
costera de Quanzhou al sureste de
China. Una ciudad no muy conocida pero
con potencial de crecimiento y cercana
a una de las ciudades mds atractivas
para vivir en China, Xiamen. Se trataba
de un proyecto que empezaba a dar sus
primeros pasos como departamento de
reproduccion en uno de los hospitales
mds nuevos de la ciudad. Necesitan
a un embriélogo senior para formar
personal y supervisar el trabajo diario
de laboratorio. Después de varios afios
en FIV Center y mas de 15 afios viviendo
en la capital de Espafia, decidi salir de
mi zona de conforty cumplir uno de mis
suefios.

ASEBIR: Y ahora que ya llevas un
tiempo alli, cuéntanos algunas cosas
de como funcionan alli las cosas, por
ejemplo, ;qué regulacion existe en
China para la reproduccion asistida?

Inaki: La Reproduccion asistida en
China estd requlada por el Ministerio
de Salud. La regulacién es a nivel
nacional con ligeras diferencias entre
las diferentes provincias.

Entre las técnicas permitidas, se
incluyen la inseminacién, FIV-ICSI,
semen de donante, TESA, IVM,

congelacién de semen, vitrificacién de
ovocitos y embriones y PGD/PGS. No
estan permitida la donacién de ovocitos
con fines comerciales, la donacion de
embriones ni el vientre de alquiler.
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Es importante mencionar que alli, la
aplicacion o no de algunas técnicas
tiene ciertos matices. El uso de semen
de donante estd permitido pero el
centro debe tener una licencia especial.

En relacion a la donacion de ovocitos,
la ley prohibe el uso comercial de
ovocitos con fines lucrativos. Solo en
casos puntuales se pueden realizar,
como el caso de pacientes que tiene un
nimero elevado de ovocitos después de
la puncién y deciden donar algunos de
ellos. En ese momento tiene que haber
una paciente receptora que los recibe, lo
que en términos practicos es muy dificil
de conseguir. Sin embargo en China
proliferan las agencias y/o clinicas que
ofrecen servicios de donacion al margen
de la ley.

La ICSI estda permitida pero se tiene
que justificar y los criterios varian
ampliamente entre centros siendo,
obviamente, la causa mds comin el
factor masculino. Este hecho hace que
la FIV clasica sea la técnica mds usada
para la fertilizacion.

En cuanto al limite del nidmero de
embriones a transferir, 2 embriones es
el maximo.

ASEBIR: Curioso las diferencias con
nuestro pais. Y en lo relativo a la
accesibilidad a los tratamientos, ;qué
limites se establecen alli?

Ifaki: En relacion a este tema, China
s6lo permite acceder a tratamientos de
reproduccion a parejas casadasy no estd
permitido para mujeres solas o parejas
del mismo sexo. Esto se debe al cardcter
muy tradicional de la sociedad. En cierta
manera, las mujeres solas mayores de
30 afios estdn estigmatizadas por la
sociedad y las Gnicas opciones de estas
mujeres de ser madres pasan por viajar
fuera del pais a buscar tratamientos,
normalmente, con un alto coste.

ASEBIR: Y en cuento a los centros, ;qué
requisitos deben cumplirse para entrar
en funcionamiento?

Ifaki: En China, para que un centro esté
legalmente operativo y pueda ofrecer
servicios de FIV, el departamento
de reproduccién tiene que realizar

inseminacionesdurante 2 afios. Después
debe pasar una revisién gubernamental
que determine que esté apto para dar
el salto a la FIV. A su vez, para ofrecer
servicios de diagndstico genético, el
centro de estar 5 afios haciendo FIV-ICSI
para solicitar la licencia de actividad en
genética.

En cuanto al modelo de gestion,
los centros privados en China son
una minoria y alrededor del 90%
corresponden a centros plblicos.

ASEBIR: Y, ;deben seguir algunas
normas especificas?

Ifaki: Es el gobierno, a través de un
organismo profesional llamado CSRM
(Chinese Society of Reproductive
Medicine) quien se encarga de redactar
unas Guidelines, que deberan seguir los
centros. La dltima versién corresponde
al 2015 y es elaborada por un conjunto
de expertos.

ASEBIR: ;Podrias hablar acerca de los
resultados que obtienen?

Inaki: En general los resultados
nacionales son bastante buenos.
Es cierto que la edad media de las
pacientes es mas joven que en Europa
y, particularmente, que en Espafia,
pero teniendo en cuenta que no hay
tratamientos de donacién de ovocitos
los resultados son muy competitivos.

En nuestro centro y correspondiente al
ano anterior, hay una tasa de embarazo
clinicodel62%, unatasadeimplantacion
del 42% y una tasa de nacido vivo del
51% en transferencias en fresco. En lo
referente a criotransferencias los datos
se sitlan un poco por encima con un
71% de tasa de embarazo clinico, un
45% de tasa de implantacion y un 52%
de tasa de nacido vivo.

En el centro donde trabajo, se apuesta
desde el principio por invertir en la
calidad del aire, instalando un sistema
que  monitoriza  constantemente
parametros importantes como presion,
velocidad del aire, n° renovaciones,
nivel de VOC, temperatura y humedad.
A su vez, la individualizacion de cada
tratamiento y la experiencia aportada
por el sistema de trabajo espafiol y
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americano hacen obtener

buenos resultados.

posible

ASEBIR: ;Qué te ha llamado la
atencion o qué particularidades tiene
la reproduccion asistida en China que
no haya en Europa?

Inaki: Pues, por ejemplo, es curiosa la
poca oferta que hay para la eleccién de
medios de cultivo. Esto se debe a que es
muy dificil conseguir, por parte de las
compafias, la licencia correspondiente.
En relacion a esto, los servicios
asociados con dichas compaiiias, asi
como la distribucion a las clinicas,
a veces, carecen de la calidad o
profesionalidad suficiente debido a la
falta de competencia.

Otro aspecto que llama la atencion
y, como se puede esperar, es que
hay algunos centros que realizan
muchisimos ciclos. Concretamente un
hospital de Hunan lleva a cabo unos
1140000 ciclos al afio!! Para ello el
hospital sélo ofrece servicios de FIV.

ASEBIR: ;40000 ciclos? Debe ser un
centro enorme... ;Qué interesante!
iSigue, sigue!

Inaki: S, la verdad es que impacta...

Otra de las diferencias que se pueden ver
con Espana, por ejemplo, es la apuesta
en muchos centros por la maduracion
in vitro de ovocitos. Nosotros, en
nuestro centro, hemos empezado ahora
a tratar de definir los protocolos vy,
mas exactamente, a definir las dosis
y los tiempos de HMG y HCG para la
maduracién de los ovocitos.

A nivel técnico, como he comentado
anteriormente, otra diferencia
significativa es que se hace mucha FIV
ya que aqui se tiene que justificar el uso
de la ICSI. Cada grupo tiene criterios
diferentes. En relacién a este hecho, hay
clinicas que, por ejemplo, con muestras
de semen no indicadas para ICSI pero
que no tienen valores de REM altos en
pacientes con infertilidades primarias,
realizan una FIV corta de 4 horas y
chequean la extrusion del segundo
cuerpo polar. En los casos que no hay
extrusion del segundo cuerpo polar a
las 6h, proceden a hacer un rescate con
ICSI con resultados mas que aceptables.

Aqui, una de las claves, es fertilizar
los ovocitos dentro de la ventana de
competencia de desarrollo.

Otra diferencia es la tendencia a
transferir en dia 3 y no en dia 5 de
desarrollo como viene siendo alza en
Europa. Principalmente se debe a que
muchos clinicos tienen miedo a que
no haya ningin blastocisto 6ptimo
para transferir y tengan que dar una
informacion complicada a la paciente.
Esta estrategia se debe también a
la inexperiencia de muchos centros
en desarrollar un éptimo cultivo a
blastocisto. En otras ocasiones, los
centros nuevos se declinan por el dia
3 porque esta practica le genera mas
embarazos y asi construyen un buen
nombre para atraer mds pacientes en
el futuro aunque se paga el coste de
altas tasas de embarazos miltiples.
En cambio, otros grupos defienden la
idea de que el embrién en dia 3 estd
expuesto a menos riesgo de cambios de
tipo epigenético en el (tero materno en
comparacion con el cultivo in vitro.

Relativo a aspectos sociales, la inmensa
poblacion hace que las consultas en
los hospitales estén abarrotadas y la
atencion al paciente quede reducida
en muchisimos casos a unos escasos 2
minutos por paciente. Esto en Europa
seria inadmisible pero aqui es bastante
normal. El paciente no recibe el tiempo
que mereciera.

Otro aspecto completamente diferente
que también atiende a normas sociales
es el de la privacidad. Aqui basicamente
no la hay. Es facil darse un paseo por
las consultas de reproduccién para ver
como decenas de pacientes colapsan
la consulta y estan presentes a escasos
metros de una revision de otra paciente.

Otra diferencia que atiende a normas de
la sociedad es el horario. Aqui en China
alas 12 am es la hora de la comida y es
muy usual que todo el mundo duerma
hasta el comienzo del turno de tarde a
las 14:00.

La capacidad de trabajo es otra cosa
que me llama bastante la atencion.
Aqui se trabaja mucho y me refiero con
mucho, no a muchas horas al dia, si no
muchos dias al mes. En concreto como

norma se trabaja la jornada completa
de lunes a viernes y todos los sabados
media jornada. Ya sabemos que en esta
profesion también tenemos que cubrir
domingos y festivos por lo que persona
que trabaje en el laboratorio y que
cubra dos fines de semana al mes tiene
2 dias libres por mes. Aqui se vive para
trabajar.

ASEBIR: Y ahora mismo, Inaki, ;queé
planes de futuro tienes?

Inaki: Pues justamente en Enero de
2019 finaliza mi contrato, por lo que
ahora mismo estoy en bidsqueda de
nuevos retos profesionales. Antes
de volver a Espana me gustaria pasar
una temporada en Australia: Idioma
inglés, buen balance entre vida laboral
y personal y destino puntero en
reproduccion son alicientes suficientes
para intentar dar el préximo paso en
esa direccion. La dificultad principal
para trabajar en Australia radica en
la necesidad de un visado de trabajo,
por lo que si en un tiempo razonable
no es posible desarrollar mi actividad
profesional alli me enfocaré en nuevos
retos en Europa. Por supuesto, si hay
alglin proyecto interesante en Espafa
se volverd a casa con muchas lecciones
aprendidas, no solo de embriologia si
no de vida.

ASEBIR: Y nosotros que podamos
compartir todos tus eéxitos contigo.
Siempre es un placer contar con
profesionales como Iiiaki y te damos
las gracias por el tiempo que nos has
dedicado.

Ifaki: Gracias a vosotros por pensar
en mi para este espacio, y sobretodo
espero que haya ayudado a conocer un
poco mejor nuestra profesion en otro
lado del mundo. ;Gracias!

ASEBIR: Y quién sabe si dentro de
poco tiempo, nos volvemos a poner en
contacto contigo para que nos cuentes
la situacion en Australia...

(Todos rien).
ASEBIR: Os dejamos algunas imdgenes

que Ifiaki nos ha traido de su centro y
equipo donde trabaja.
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ASEBIR: Y a todos los que nos leen.... Ponte en contacto con nosotros a través

éTenéis  alguna  experiencia que de la Secretaria de ASEBIR (asebir@ iAnfmatea participar!
contarnos?, ;te gustaria que te asebir.com)ynospondremosen contacto :Queremos conocerte!
entrevistdsemos para contarnos tu contigo para conocer tu experiencia. 'Q :

estancia en otro lugar del mundo?
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DESCELULARIZAC!GN EN ORGANOS REPRODUCTIVOS
FEMENINOS: VISION GENERAL DEL CONOCIMIENTO ACTUAL
Y AVANCES RECIENTES EN MEDICINA REPRODUCTIVA

DECELLULARIZATION OF FEMALE REPRODUCTIVE ORGANS: A GENERAL OVERVIEW
OF CURRENT KNOWLEDGE AND RECENT ADVANCES IN REPRODUCTIVE MEDICINE.

Neus Moranta. P. Estudiante del Master Universitario en Biotecnologia de la Reproduccién Humana Asistida de la Universidad de

Valencia junto con IVI-RMA E-mail: nmorantaperello@gmail.com

RESUMEN: En un 38% de los casos se atribuye la infertilidad a causas femeninas, la mayoria de las cuales pueden subsanarse
con técnicas de reproduccion asistida, pero aun asi existen un conjunto de patologias ginecolégicas cuya funcionalidad
solo puede restituirse con tratamientos quirirgicos basados en la escision y criopreservacion de corteza ovarica, los
trasplantes de Gtero o la histeroscopia reparativa. Las limitaciones asociadas a estos son la posible reintroduccion de
células cancerigenas, la necesidad de inmunosupresion o el estado y disponibilidad de los organos. Los avances en los
conocimientos de la Medicina Regenerativa estan siendo de gran valor en la medicina reproductiva, ofreciendo la terapia
celular y la ingenieria de tejidos como alternativas a las técnicas habituales. Esta revision ofrece una visién general de
las investigaciones y avances actuales en la bioingenieria de tejidos a partir del uso de 6rganos descelularizados y su
aplicacion clinica en medicina reproductiva.

Palabras clave: Genitales femeninos, ingenieria tisular, drganos artificiales, Medicina Regenerativa, Gtero, ovario, vagina.

ABSTRACT: In 38% of cases sterility is attributed to female causes, most of which can be overcome with assisted reproduction
techniques, but there are a number of pathologies whose functionality can only be restored with surgical treatments based
on excision and criopreservation of the ovarian cortex, uterine transplants or reparative hysteroscopy. The limitations
associated with these techniques are the possible reintroduction of cancer cells, the need for immunosuppression or the
state and availability of organs. Advances in the knowledge of Regenerative Medicine are being of great value in reproductive
medicine, offering cell therapy and tissue engineering as alternatives to the usual techniques. This review offers an overview
of current research and advances in tissue bioengineering from the use of decellularized organs and their clinical application
in reproductive medicine.

Keywords: Female genitalia, tissue engineering, artificial organs, Regenerative Medicine, uterus, ovaries, vagina.

INTRODUCCION

La Organizacién Mundial de la Salud
(OMS) establece que entre el 2-14%
de las parejas en edad reproductiva
son estériles. En un 38% de los casos
se atribuye tal afeccion a causas
femeninas, la mayoria de las cuales
pueden subsanarse mediante el uso de
técnicas de reproduccion asistida (TRA),
pero hay un conjunto de pacientes cuya
patologia no es tratable. Algunos de
estos casos incluyen las adhesiones
intrauterinas, las  malformaciones
congénitas, la ausencia de (tero
funcional (tanto de origen congénito
como el Sindrome Mayer-Rokitansky-

Kaiiser-Hauser e hipoplasia uterina,
como adquirido debido a histeroscopias
por tumoracion maligna, hemorragia
postparto...), etc... (Campo, Baptista
et al. 2017; Campo, Cervell6 et al.
2017; Peng et al. 2017). Por otra
parte, los efectos gonadotéxicos de
las terapias anticancerigenas, resultan
frecuentemente en la infertilidad
crénica. Ademds, las mujeres jovenes
pueden padecer un fallo ovarico
prematuro por predisposicion genética
(&j.: Sindrome de la X-fragil y Sindrome
de Turner), a un cancer familiar de
inicio temprano (BRCA1/2), o como
consecuencia a tratamientos para otras
enfermedades (Laronda et al. 2015).

Actualmente, la funcién reproductiva
de estas pacientes sélo puede
restituirse con tratamientos quirdrgicos
basados en trasplantes de dtero,
histeroscopia reparativa o la escision
y criopreservacion de corteza ovdrica.
Las limitaciones asociadas a estos
enfoques son varias, como la falta de
donantes de dtero, la necesidad de una
larga inmunosupresion y la posibilidad
de reintroducir células cancerigenas con
el autotransplante de corteza ovarica
(Kakabadze et al. 2017; Kuo et al. 2017;
Peng et al. 2017; Campo, Cervell6 et al.
2017). Otras opciones actuales a las que
recurrir serfan la gestacion subrogada o
la adopcion (Tamadon et al. 2016).
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Las investigaciones hoy en dia en la
bioingenieria de tejidos femeninos
reproductivos y el mayor conocimiento
de su fisiologia dan pie a nuevas
esperanzas para las mujeres que sufren
este tipo de patologias gracias a modelos
complejos desarrollados por la Medicina
Regenerativa (MR) (Campo, Baptista et
al. 2017). Esta ciencia se divide en dos
ramas principales: por un lado la terapia
celular, basada en la utilizacion de células
para reconstruir o restaurar tejidos
danados, y por otro lado la Ingenieria de
Tejidos (IT), basada en la utilizacién de
moldes para la formacion de estructuras
tridimensionales (3D) destinadas a
funcionar como 6drganos. Los moldes
pueden construirse de manera artificial,
a partir de biomateriales sintéticos
y/o derivados de otros componentes
naturales como polimeros y proteinas
(Campo, Cervell6 et al. 2017; Peng et
al. 2017). Ademas, el uso de drganos
descelularizados proporciona el molde
ideal para la reconstruccion de los
6rganos en 3D.

Para restituir y mantener la funcién
normal de los drganos se requiere del
establecimiento de sustitutos bioldgicos
que puedan cubrir las condiciones

Sintéticos

-Algunes son biodegradables {remodelados por la

Ventajas MO
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apropiadas de adhesién, crecimiento,
migracién, proliferacién, sefalizacion
y diferenciacién celular (Olalekan et al.
2017; Tamadon et al. 2016). Asi pues,
las propiedades ideales de los biomoldes
serian: la  biocompatibilidad, la
coincidenciadelacinéticade degradacion
y formacion de bioproductos; la
similitud de propiedades estructurales
y mecanicas; y el biomimetismo
funcional y de composicion (Murphy
and Atala 2014; Tamadon et al. 2016).
Como se puede observar en la Tabla
I los tejidos acelulares cumplen mas
propiedades que los biomateriales,
y de hecho ya han demostrado tener
una gran capacidad de regeneracion
en varios o6rganos (Tamandon et al.
2016). Esta tabla describe las ventajas y
desventajas de los biomateriales frente
a las matrices extracelulares (MEC),
una compleja mezcla de proteinas
estructurales y funcionales obtenidas
después de la descelularizacién de un
tejido. Concretamente los 6rganos
reproductivos debido a la especificidad
de las funciones que desempenan,
conllevan una dificultosa elaboracién
artificial de sus MEC. Tales conocimientos
han sido aplicados al campo de la
medicina reproductiva, utilizando las

Biomateriales

MNaturales

- Reconocimiento bologico.

= Buena bocompaiibilidad.

Desventajas

- Fiicil disponibilidad con adecuacidn a caracteristicas,
propiedades meecdnicas y microcsiruciuras
delerminadas.

- Mantienen b resistencia (Tensibe strengih).

= Diversas lormas de apheacion (moldes, fibras,

hidrogebes o microesfers. .. ).

- Necesidad de inminosupresones.

= Alta tasa de infecciones secundarias,

- Poca biccompanbilidad,

- Ausenicia de sitios de reconocimiento molecular.

- Mala mimetizacion con la estrectura natural de los
tejidos.

- Pérdida de Las propiedades mecinicas y produceitn
de productos toxices duranie su biodegmadacion

- Capacidad disminuida de inducir  remodelacion
echular v iisular

- Pobre hidrofobecidid superficial.

= Elevada heterogencudad de matenales debido o ln

mala propagacion celular.

- Componentes semejantes a las MEC humanas.
- Bioactividad inherente

- Necesidad de inmunosupresores.

- Posibilidad de contaminacidn patigena segln el
donante,

- Requerimiento de procedimicntos de purificacion.

- Mala mimetizaciin de la esiructura natural de los
lejidos.

= Rango de propicdades lisicoquimicas

- Variabiludad enire Ioles

matrices descelularizadasy sin antigenos
que puedan provocar un rechazo inmune,
como plataformas regenerativas para su
recelularizacién (RC) con diferentes tipos
de células (Campo, Baptista et al. 2017;
Taylan and Oktay 2017;Peng et al. 2017).

Elobjeto de esta revisién es dar unavision
general de los recientes avances en MR e
IT en la medicina reproductiva a partir del
uso de drganos descelularizados y a sus
posibles aplicaciones clinicas.

PROTOCOLOS DE DESCELULARIZACION

La descelularizacion (DC) fue definida
por Badylack et al. como la “eliminacion
eficiente del material celular y nuclear de
un tejido minimizando cualquier efecto
adverso sobre la composicion, actividad
bioldgica e integridad mecdnica de la
matriz extracelular (MEC) restante”. Si
el proceso se hace correctamente, tales
caracteristicas pueden ser mantenidas
en el tiempo incluso después de una
esterilizacion y largo almacenamiento.
La preservacion de la red vascular
también es critica ya que se necesita de
un sistema circulatorio para recelularizar
el 6rgano (Campo, Baptista et al. 2017;
Peng et al. 2017).

Tejidos acelulares

- No necesidad de inmunosupresores.

= Bapa tasa de mnfeccones secundanas

- Arquitectura especifica del drgano o wpido (ultrestrucura).
= Alta preservaciion de la composicidn de Ta MEC

- Presencia de biomolkéculas bicactivas, imporianies para la

regencracian del wjido, en la MEC.

= Residuos celulares no eliminados pueden tener efectos
adversos en ¢l receptor,

- Posible respuesta inmune significativa debide a diferencias en
la estructura primaria de las proteinas residuales en la MEC, cn
el uso de xeneinjerios.

= Posibles variaciones de la maienia prima de aloinjerio enire
les

= Posible alicracion esiructural de la MEC en la

desoclulanizacion

Tabla 1. Ventajas y desventajas de la utilizacion de biomateriales sintéticos frente a matrices extracelulares (tejidos acelulares) obtenidas tras
proceso de descelularizacion de los drganos de interés (Murphy and Atala., 2014; Tamadon et al.,2016)
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Los protocolos de DC varian en relacion
al 6rgano de interés ya que la eficiencia
de los procesos depende del tejido y de
los métodos que se utilicen (Peng et
al. 2017; Young and Goloman 2013). El
primer paso generalmente es la lisis de

Garantizar la efici

encia del proceso

la membrana celular a partir de técnicas
fisicas o soluciones idnicas, sequido por
laseparaciéncelulardeloscomponentes
de la MEC, utilizando reacciones
enzimaticas, y la solubilizacion de
los elementos celulares usando

Evaluar la estructura final

detergentes (i6nicos o noidnicos). Todo
ello puede ir acoplado a mecanismos
de agitacién para incrementar su
efectividad (Gilbert et al. 2006).
Durante los protocolos las proteasas
liberadas pueden causar dafio en la MEC

+ Estructuras nucleares: Deteccidn con tinciones histolégicas |
(H&E, Masson's Trichome, Movat's..)

* Proteinas intracelulares: Deteccion (inmunohistoguimicas)

= Presencia de ADN: Detecoidn con tinciones fluorescentes
{DAPI o Hoechst), cuantificacidn (Yoduro de Propidio, |

» Test mecdnico: Espesor de la muestra y prueba de traccién
unianial

» Proteinas estructurales: Deteccidn (inmunchistoguimicas) o
cuantificacion (ensayo de hidromiprolina o azul de
dimetilmetilena)

* Ultraestructura : Microscopia electrénica SEM y TEM

PicoGreen, Nanodrop).. |

Santoso ct al.,2014

Protocolos

F2-HPP

T: 10uC o 30 uC
Pr: 65.3-196.1 3MPa/min

Tampon NaCl 0.9%, hexahidrato de eloruro de magnesio 0.05M. ADNasal 0.2mg/ml, peniciling
vy estreptomicing 1% durante 1 semana a 4'C en un agitador a frecuencia 1Hz

R2

. P1- SDS
Condiciones 0.1% SDS/PBS - 1h
1% SDS/PBS - 1h
1% SDS/PBS -2h
Lavado
' Resultados R

Residuos celulares

Contenido de coligeno

| 0.1% SDS/PBS - Ih

1% SDS/PBS - 1h

>

1% SDS/PBS -2h

| Reduccion Reduccion

Mivazaki and Maruyama., 2014

Eliminacion completa de las células del misculo liso y el
> estroma pero no de las capas epiteliales

P3-Tritén X-100

1% Tritbn X-100/PBS 24h
3% Triton X-100/PBS 24h
3% Triton X-100/ PBS 48h

R3

Mucha reduccion [

Condiciones 0.01% SDS/AH-0 - 24h
0.1% SDS/dH0 - 24h
1% SDS/dHO - 24h
T:4°C
Lavado Perfusion inicial via aorta de PBS 50ml'h
Perfusion final con dHzO | 5min y Triton X-100 al 1% 30 min finalizando con un lavado de
PBS
Resuliados Descelularizacién completa de la matriz v conservacion de Is componentes de la MEC y la red
vascular.
Hellstriim et al.,2014
Protocolos P1 P2 P3
Condiciones 4% DMSOYPBS+A =4h | 5 Ciclos del P1 cambinado 2% SDC/dH20+A - 6h
1% Triton X 1{/PBS+A -4h | PBS por dH:0 y afiadiendoun | dH20+A - Zh
PBS+A - 30min paso de C/D{-80°C v 37°C) Lavado
entre los ciclos 2 v 3
Repetir 4 veces Repetir 4 veces
Lavado PBS+A overnight dH:O+A overnight dH O+ A overnight
Resultados Rl R2 R3
Residuos ADN 31,8 ng ADN/ mg tejido 1.3 ng ADN/ mg tejido 6.2 ng ADN/ mg tejido
Contenido de coligenoy | Conservado Conservado Conservado
Vascularizacion
SEM y TEM |E. Compacta E. Compacta | E. Porosa

Campuo, Baptista ct al., 2017

Condiciones | Evaluacion de un paso de C/D antes de empezar el ciclo:
| 0.1% SDS 18h, dH-O 30min, 1% Triton X-100 30min i PBS 5h. Repetir 2 veces.
Lavado | Perfusion inicial via cuemo uterino con PBS durante 1h
Resultados No hubo diferencias con o sin ¢l paso de C/D. Eficiente descelularizacion v preservacion de la

| red vascular.

Tabla 2. Métodos y técnicas para garantizar la efectividad de los procesos de descelularizacion y la conservacion de las caracteristicas de la matriz
extracelular (Campo, Baptista et al. 2017; Santoso et al., 2014).
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por lo que deben incluirse inhibidores
de proteasas y mantener la temperatura
y el pH controlados. Para disminuir las
contaminaciones es habitual incluir
soluciones antibidticas y finalmente
eliminar los residuos quimicos del tejido
antes de la RCy trasplante, ya que, en
altas concentraciones, podrian causar
una reaccién adversa en el receptor
(Gilbert et al. 2006).

Este proceso se debera acompafar de
analisis adecuados para garantizar su
efectividad y la conservacion de las
caracteristicas de la estructura final.
Existen muchos métodos para ello, tal
como se muestra en la Tabla II. Pequenas
concentraciones de restos celulares en
la MEC no se han correlacionado con
una respuesta adversa en el receptor.
Aun asi, segln Crapo et al. el minimo
criterio a satisfacer es: <50 ng de ADN
por mg de MEC peso seco, <200 pb ADN
longitud de los fragmentos y ademas
falta de material nuclear visible en
tinciones DAPI o Hematoxilina & Eosina
(Crapo et al. 2011; Gilbert et al. 2006).

APLICACIONES DE LA MEDICINA
REGENERATIVA BASADA EN LA
BIOINGENIERIA

Utero
EL Gtero es un 6rgano muscular que se

divideen cérvix, istmo, cuerpoy fondo.
Formado por tres capas: el perimetrio,

principalmente  tejido  conectivo,
el miometrio, tejido muscular, vy
el endometrio, epitelio columnar

parcialmente ciliado acompafiado de
estroma. Este 6rgano reproductivo es
muy sensible a la produccion hormonal
de los ovarios y varia tanto en la
composicion del endometrio como en
su comportamiento (contracciones)
a lo largo del ciclo menstrual. Todas
estas caracteristicas hacen que su MEC
sea especialmente dificil de imitar aun
siendo el o6rgano reproductivo mas
estudiado respecto a su funcionalidad
(Tamadon et al. 2016).

En 2005 Alborzi et al. utilizaron un
injerto peritoneal y un soporte de
plastico para tratar la aplasia cervical
en humanos. Estudios semejantes se
han hecho con submucosa del intestino
delgado, células cervicales y con
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biomateriales sintéticos pero todavia
ningln constructo ha sido testado
bajo condiciones de embarazo (Campo,
Cervelld et al. 2017; Kuo et al. 2017;
Tamadon et al. 2016).

Los primeros intentos para desarrollar
endometrios con estructuras 3D fueron
llevados a cabo por Bentin-Ley et al.,
Schutte et al. o MacKintosh et al., a
partir de matrices sintéticas o derivadas
de otros compuestos humanos llegando
a imitarse su compleja arquitectura
e incluso la menstruacién, pero sin
resultar 6ptimos para uso in vivo. Otros
muchos estudios han intentado mejorar
los resultados sobre todo en cuanto a
similitud estructural (Campo, Cervelld
et al. 2017). Recientemente Olalekan
et al. establecieron un nuevo modelo
3D de endometrio in vitro que responde
a un ciclo de 28 dias de hormonas
esteroideas ovaricas con la expresién de
receptores de estrégenoy progesterona
y una respuesta de decidualizacién
proporcionando un novedoso sistema
para estudiar la accién hormonal
sobre la angiogénesis, la receptividad
endometrialy laimplantacién (Olalekan
et al. 2017). Lu et al. demostraron que
es posible llevar a cabo el desarrollo
temprano de embriones en un co-cultivo
estratificado de endometrio y miocitos
sobre una capa de matrigel de colageno
(Steinberg et al. 2015). Y Young vy
Goloman dirigieron sus esfuerzos a
reparar una fraccion de pared uterina
a partir de células de miometrio
cultivadas en MEC de miometrios
humanosy de rata DC. (Campo, Cervellé
et al. 2017; Kuo et al. 2017; Young and
Goloman 2013).

Los conocimientos adquiridos con
todos esos estudios hicieron posible el
hecho de regenerar el tejido uterino,
in vivo, a partir de injertos cultivados
sobre moldes construidos normalmente
con materiales sintéticos o naturales,
llegandoaobtenertasasdeembarazodel
77.8% e incluso viendo implantaciones
de embriones en los injertos (Ding
et al. 2014). Aunque estas matrices
artificiales constan de reconocimiento
biolégico, no se ha conseguido imitar
totalmente la estructura del tejido
uterino y su capacidad regenerativa es
dependiente del tejido nativo existente.
Otra posibilidad serian lostrasplantes de

6rgano integro pero descelularizados,
asi como la utilizacién de injertos de
tejido uterino acelular, una alternativa
que podria mejorar mucho los resultados
y a la vez saltar ciertos obstdculos como
la inmunosupresién (Campo, Baptista
et al. 2017; Kuo et al. 2017; Santoso et
al. 2014).

Bastantes grupos han descrito el
procedimiento de DC y RC de todo el
6rgano en modelos animales (Campo,
Cervello et al. 2017). En 2014 Santoso
et al., compararon la efectividad de tres
métodos de DC, representados en la
TablaITI, en trompas de Falopio de ratay
estudiaron el comportamiento de estos
tejidos in vivo. Los resultados mostraron
que con alta presion hidrostdtica (HHP)
se pueden estandarizar las condiciones
de DC porque son independientes del
tamafio y la estructura de la muestra.
Ademds, este sistema causa una
desnaturalizacién de proteinas minima
en contraste con los detergentes, lo
que resulta en la mejor preservacion del
contenido de MEC (Figura 1 apartado
A). Se observé regeneracion de los
tejidos uterinos, especificamente en
el grupo HHP, ademas de respuesta
hormonal y propiedades mecanicas
que revelaron el potencial de los Gteros
reconstruidos para comportarse como
un Gtero nativo. En las pruebas de
fertilidad hubo embarazo en los grupos
de dodecilsulfato sédico (SDS) y HHP,
concluyéndose este dltimo como la
mejor opcion (Santoso etal., 2014). Ese
ano Miyazaki y Maruyama consiguieron
la DC completa de (tero, en rata, con
la conservacion de los componentes
de la MEC y la red vascular, usando
un sistema de perfusion via aorta,
Tabla III. Demostraron RC in vitro
con la consiguiente reconstruccion
de un endometrio funcionalmente
competente y tasas de embarazo
del 75% (Miyazaki and Maruyama.,
2014). Por su parte Hellstrom et al.,
compararon tres protocolos de DC de
Gtero de rata basados en el uso de
diferentes detergentes, Tabla III. La
inmunohistoquimica mostré que todos
los protocolos utilizados eliminaron con
éxito los elementos inmunorreactivos
MHC clase I y II. No se detectaron
diferenciasimportantes en el contenido
ni distribucion del coldgeno entre
los moldes, pero si en elastina y

15



AULA JOVEN

Rev Asoc Est Biol Rep Diciembre 2018 Vol. 23 N° 2

Tabla 3 - Figura 1
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Tabla 3. Detalle de 4 protocolos de descelularizacion de dtero y sus resultados. T: Temperatura, Pr: Presion, SDS: Dodecilsulfato sodico, HPP: Alta
presion hidrostdtica, dH20: Aqua destilada, A: Acida sédica, C/D: congelacion/descongelacion (Santoso et al.,2014; Mizayaki y Maruyama 2014;
Hellstrom et al. 2014; Campo, Baptista et al.,2017).

Tabla 3 - Figura 1. Técnicas y protocolos de descelularizacion de ttero A) El protocolo con alta presion hidrostdtica (HHP) elimina mejor el ADN y
desnaturaliza minimamente las proteinas de la MEC en contraste con la utilizacion de SDS, sin dejar residuos quimicos (Santoso et al., 2014) B) La
cuantificacion del ADN sugirio propiedades de DC para la dH20 como reactivo tamponador. No se detectaron diferencias importantes en el contenido
ni distribucion del coldgeno entre los moldes, pero si en elastina y glicosaminoglicanos (Hellstrém et al.,2014). C) Utero antes y después de la
descelularizacion (Campo, Baptista et al., 2014)

glicosaminoglicanos (GAGs). Losanalisis
de microscopia electrénica revelaron
que los constructos mads resistentes,
segln los experimentos mecanicos,
contaban con una estructura de MEC
porosa. Los protocolos que demostraron
ser superiores en la eliminacion de ADN
y, en general, fueron menos nocivos
para la MEC fueron sefialados como
candidatos prometedores para futuras
aplicaciones de bioingenieria del Gtero,
Figura 1 apartado B. (Hellstrom et al.,
2014)

Los tratamientos explicados
anteriormente generan cambios en
las MEC que pueden tener un cierto
impacto en su funcionalidad por lo que
se deberia tratar de establecer cudl es

el mejor protocolo para su aplicacion
in vivo (Hellstrom et al. 2017). Con esta
motivacion los dos grupos anteriores
evaluaron conjuntamente la capacidad
regenerativa de injertos uterinos
obtenidos a partir de la RC de matrices
uterinas que habfan sido DC con los
protocolos mencionados previamente.
Los resultados corroboraron los del
estudio anterior, mostrando que los
injertos obtenidos mediante uno de
los protocolos mds prometedores
regeneraban mejor e incluso fueron
capaces de desarrollar fetos a corto
plazo en los sitios de trasplante
aunque la placentaciéon nunca ocurrié
directamente sobre los injertos,
posiblementedebidoaunaestructurade
tejido subéptima y/o revascularizacién

deficiente (Hellstrom et al. 2016).

En 2017 Campo et al. desarrollaron
un protocolo de DC, Tabla III, de todo
el dtero porcino consiguiendo una
eficiente eliminacién de los restos
celulares sin diferencias visibles entre
los protocolos estudiados. La estructura
3D se mantuvo, asi como la red vascular,
Figura 1 apartado C. También se observé
una correcta RC y regeneracion de
células endometriales, demostrando
la posibilidad de aumentar el tamafio
de los drganos descelularizados vy
permitiendo la posibilidad de crear un
6rgano funcional (Campo, Baptista et
al., 2017).
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Vagina

La vagina forma parte de los 6rganos
sexuales externos que intervienen en
el coito. Su estructura se compone de
tejido epitelial, muscular y una matriz
con proteinas estructurales como
coldgeno, elastina...

Para pacientes que sufren aplasia
vaginal la bioingenieria hace posible
la creacidn, ex vivo, de construcciones
que desempefian una funcién sexual
normal y mantienen adecuadamente
la apariencia de genitales externos
(Campo, Cervelld et al. 2017; Peng et
al. 2017). Sin embargo, la mayoria de
las alternativas disponibles incluyen
procedimientos quirdrgicos y el uso
de tejidos no-genitales. Los tejidos
usados como sustitutos pueden tener
una adecuada regeneracion y funcion
epitelial pero normalmente disponen de
una capa muscular anormal dificultando
la recuperacion normal de la funcidn
de este 6rgano (De Filippo et al. 2003;
Murphy and Atala 2014). El primer caso
de un trasplante vaginal, con moldes
3D, en humanos fue publicado por Raya-
Rivera et al. Segmentos comerciales
de submucosa intestinal acelular se
sembraron con células autélogas
obtenidas de pacientes con ausencia
congénita de vagina y con ellas se
recubrieron los moldes de copolimero
disefados especificamente para cada
paciente. Seis meses después de la
operacion los tejidos reconstruidos
se mostraron similares a los nativos
en caracteristicas fisicas, perfiles de
expresion de proteinasy organizaciones
celulares (Raya-Rivera et al. 2014).
Estos resultados fueron posibles
porque se basan en la experiencia
previa de pruebas experimentales in
vitro e in vivo en modelos animales y la
utilizacién de las MEC de otros 6rganos
descelularizados (De Filippo et al.
2003;Peng et al. 2017).

Ovarios

Los ovarios son los 6rganos sexuales
primarios responsables de la produccion
de los dvulos y la secrecion endocrina
de hormonas y otros péptidos. Es
muy importante su flexibilidad vy
adaptabilidad ya que su tamafo
varia dentro del ciclo menstrual y la
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paridad de la mujer ademas de sufrir
mensualmente roturas relacionadas con
la ovulacién. Su estructura histolégica
consiste en cuatro capas: el epitelio
germinativo, la tdnica albuginea, la
corteza que contiene los foliculos
ovaricos, y la médula (Tamadon et al.
2016).

Para las pacientes que se enfrentan a
un cancer es primordial salvaguardar
una gran poblacién inactiva de
foliculos primordiales antes de iniciar
los tratamientos. Se han descrito
diferentes estrategias para ello siendo
una de ellas la criopreservaciéon y
trasplante de tejido ovarico cuyo
principal inconveniente recae en el
fenémeno conocido como “burnout”
producido por unaisquemiainicial, pero
también existe el riesgo de reintroducir
células malignas en el paciente a partir
del tejido trasplantado (Laronda et al.
2015; Taylan and Oktay 2017). Por ello,
en las dltimas décadas, numerosos
equipos de investigacién han trabajado
en el desarrollo de dos estrategias para
evitar o disminuir tal riesgo: el ovario in
vitro y el ovario artificial trasplantable.
(Diaz-Garcia and Herraiz 2014; Telfer
and Fauser 2016).

Construir un ovario podria restaurar
las funciones sistémicas mejor que la
terapia hormonal de reemplazo, ademds
se beneficiaria a pacientes con opciones
limitadas (prepuberales o con cdnceres
hormonodepedientes) (Laronda et al.
2015). Pero la dificultad del cultivo
folicular recae en que en las diferentes
etapas de maduracion los foliculos
van cambiando sus necesidades en
términos de estimulos paracrinos,
tanto bioquimicos como mecdnicos
(Diaz-Garcia and Herraiz 2014).
Ademds, la imitacion de la MEC ovdrica
es fundamental para promocionar su
desarrollo y recuperacién (Laronda et
al. 2015, Tamadon et al. 2016).

Muchos estudios desarrollaron sistemas
de cultivo 3D con materiales sintéticos
como Pangasetal., 2003 o Xu etal., pero
fue Krotz S.P. et al. quien consiguid,
en humanos, la maduracién desde
foliculo antral temprano a ovocitos
metafase II en geles de agarosa. Otros
estudios que incorporan componentes
como coldgeno (tipo Iy 1V), fibrina y/o

fibronectina en la MEC han demostrado
un crecimiento, diferenciacion vy
competencia  meiética  mejorados
en comparacion con las matrices
sintéticas (Kuo et al. 2017; Luyckx et
al. 2014; Amorim and Shikanov 2016).
Una vez mas, la mejor alternativa a
la utilizacion de biomateriales es la
DC del érgano despojandolo de las
células cancerigenas. Partiendo de
esta hipodtesis se puede recurrir a dos
enfoques: el primero implica la DC
y RC del drgano completo antes de
la implantacion (Jakus et al. 2017).
Laronda et al., descelularizaron ovarios
bovinos y humanos y después de volver
a sembrarlos con células ovaricas
somaticas se observé que producian
estradiol e inhibina A in vitro. Ademads,
los injertos recelularizados iniciaron
la pubertad en ratones que habian
sido ovariectomizados, sugiriendo
que podrian tener implicaciones
mds amplias en la bioingenieria de
otros 6rganos con funcién endocrina
(Martinez and International Society for
Fertility Preservation-ESHRE-ASRM Expert
Working Group 2017). Los resultados
fueron satisfactorios, sin embargo, no
se consiguio la RC completa del 6rgano
ni hubo descendencia viable (Laronda et
al. 2015). Liu et al., disefiaron un nuevo
protocolo para la DC de tejido ovdrico
de cerdo acortando el tratamiento
con SDS para minimizar el dafio en
la ultraestructura del tejido nativo.
Ademds de una correcta repoblacion
del tejido y secrecion de estradiol,
se observd una respuesta inmune
minima en los injertos (Liu et al. 2017).
Aunque prometedor, este enfoque
todavia adolece de una variedad
de deficiencias técnicas y practicas
que incluyen la incapacidad de
recelularizar ~ completamente  los
6rganos  consiguiendo una total
funcionalidad y la necesidad de
6rganos completos y viables que estén
disponibles para la DCinicial.

El sequndo enfoque, utilizado por Jakus
etal., sebasabaenunprocesoaltamente
versatil para crear biomateriales
llamados “Tissue paper” (TP). Estos se
componen en un 65% de componente
bioactivo natural, de manera que
mantienen parte de la estructura nativa
y de las caracteristicas mecdnicas del
tejido original, yen un 35% de polimero,
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Figura 2. Creacion de biomateriales llamados “Tissue Paper” a partir de matrices ovdricas descelularizadas que son liofilizadas y mezcladas con
biomateriales. Estos pueden ser ttiles en infusiones de andamios, impresiones 3D o parches asegurando injertos corticales. (Jakus et al.,2017)

presente principalmente para ayudar
en el procesamiento y la manipulacion.
Podrian usarse para impresiones en
3D, para la implantacién quirdrgica de
foliculos individuales, actuar como un
parche asegurando injertos de tejido
cortical o en trasplantes de drgano
completo (Figura 2). Se investigé la
viabilidad y la funcién ex vivo de los
foliculos ovaricos aislados de ratén y
trozos de corteza ovdrica cultivados en
TP demostrando que se puede mantener
la viabilidad tisular y la funcién
hormonal (Jakus et al., 2017). Esta
aplicacién de los TP recuerda al estudio
de Taylan y Oktay en el que se describe
la aplicacién innovadora de estructuras
tridimensionales descelularizadas como
una plataforma regenerativa para la
reconstruccion de injertos ovdricos para
autotrasplante (Taylan and Oktay 2017).

CONCLUSION

Los tejidos descelularizados han
demostradoser prometedores sustitutos
funcionales de los biomateriales hasta
el punto de ser actualmente esenciales
en la IT. Ademas, la baja respuesta
inmune de las MEC las convierte en
ideales para su uso tanto en alo-
como xeno-trasplantes por tener los
componentes de la matriz altamente
conservados entre especies.

En medicina reproductiva estas nuevas
técnicas también se estan llevando a
cabo con resultados muy prometedores:
respectoalendometrio se ha conseguido
la construccién de moldes acelulares
3D sensibles a hormonas in vitro, los
trabajos con miometrio han demostrado
la utilidad de los parches uterinos y

se han utilizado soportes sintéticos,
naturales e incluso recelularizados con
células de otros 6rganos para tratar
la aplasia cérvico-vaginal. Gracias
a los conocimientos adquiridos con
todos estos estudios, ha sido posible
regenerar tejido uterino, in vivo, a
partir de tejido acelular y desarrollar
un protocolo de DC para un drgano
reproductor grande manteniendo su
estructura 3D, dando opcién a futuros
trasplantes de (tero integros, lo que
podria evitar la inmunosupresién como
tratamiento de los pacientes. La IT
también puede ofrecer una solucion
para la reconstruccion vaginal cuando se
dispone de poco tejido local, con el uso
de tejido autélogo, de otros érganos,
descelularizado. Por otra parte, el
desarrollo de un ovario artificial es
una alternativa valiosa para restaurar
la fertilidad y las funciones sistémicas
en pacientes puntuales sin necesidad
de inmunosupresién y disminuyendo
el riesgo de reintroduccién de células
cancerigenas. Ademads, podria usarse
en estudios de toxicologia para
evaluar el impacto de diferentes
farmacos y sustancias quimicas sobre
la supervivencia y el desarrollo de los
foliculos, asi como sobre la calidad de
los ovocitos. Se concluye la necesidad de
mas estudios in vivo con la DC del 6rgano
completo demostrando la funcién
fisioldgica de los ovarios finalizando en
una gestacion para que esta estrategia
se utilice en trasplantes humanos.

Finalmente, el reciente descubrimiento
de la posibilidad de solubilizar vy
manipular MEC para formar hidrogeles
y TP ha dado paso a investigaciones in
vitro e in vivo para intentar entender

sus propiedades mecdnicas y evaluar
como éstos influyen en el control de
la diferenciacion y comportamiento
celular ademas de la remodelacion del
tejido de novo. Los resultados actuales
prevén una expansion de sus utilidades
clinicas en un futuro al utilizarse como
plataformas regenerativas, ya sea en
forma de injerto o de 6rgano completo
creado a partir de una impresién 3D,
disminuyendo el burnout al reducir
la isquemia inicial, facilitando
la maduracién folicular y la RC o
mejorando la sujecién de diferentes
6rganos (Saldin et al. 2017). Aun
asi, quedan muchos obstaculos que
sobrepasar para la completa sustitucién
de los tejidos reproductivos, entre ellos
la optimizacién de protocolos de DCy
RC de los diferentes drganos completos.
Por ello, los estudios actuales se centran
cada vez mds en comparar protocolos
que una vez establecidos en animales
podrian dar paso a estudios clinicos en
humanos.
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LA DOBLE CARA DE LA ZONA PELUCIDA
THE DOUBLE FACE OF THE ZONA PELLUCIDA
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RESUMEN: La Zona Peldcida (ZP) es una matriz glicoproteica translicida que rodea al ovocito de los mamiferos y que se
mantiene en el embrién preimplantacional hasta el estadio de blastocisto, observandose variaciones tanto en la estructura
como en la funcionalidad comparada con la ZP ovocitaria. En humanos, esta compuesta por 4 glicoproteinas designadas
como ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4 y presentan un patrén de glicosilacion especie-especifico que se considera fundamental para el
reconocimiento gamético, lainduccion de la reaccion acrosémicayelbloqueo de la polispermia. Ademas, durante el desarrollo
embrionario preimplantacional esta capa es esencial en la proteccién del embrién, la comunicacién materno-cigoética, la
prevencion de la gemelaridad monocigética mediante la unién de los blastomeros y la diferenciacién de los blastémeros
a trofoblasto (hipétesis de polarizacién). También juega un papel importante en la eclosién o hacthing embrionario, cuyo
proceso depende tanto de la accion mecanica y enzimdtica del blastocisto como la actividad litica uterina. La disposicion de
los filamentos de la ZP permite el andlisis de ésta por microscopia de polarizacion (PolScope) ya que le confiere una propiedad
6ptica denominada birrefringencia, permitiendo definir la estructura trilaminar que presenta. Debido a que la formacién de
la ZP depende del desarrollo folicular, las propiedades de la ZP humana podrian estimar la calidad del ovocito/embrion y,
por tanto, la tecnologia de PolScope se podria utilizar como herramienta clinica no invasiva para seleccionar los ovocitos/
embriones de mayor calidad en una cohorte dada. También se ha propuesto la inmunizacién contra la ZP como método
anticonceptivo, aunque siguen siendo necesarias mas investigaciones para esclarecer los posibles efectos secundarios
no deseados. Asi, la ZP se convierte en un objeto de estudio de gran interés debido al doble papel que puede jugar en el
panorama reproductivo actual.

Palabrasclave:zonapelicida(ZP), PolScope, estructura, funcién, birrefringencia, capas, glicoproteinas,inmunocontracepcion

ABSTRACT: The zona pellucida (ZP) is a translucent glycoprotein matrix that surrounds the oocyte of mammals and is
maintainedinthe preimplantation embryo untilthe blastocyst stage, observingvariationsin structure and functionality
compared to oocyte ZP. In humans, it is composed of 4 glycoproteins designated as ZP1, ZP2, ZP3 and ZP4 and present
a specific-glycosylation pattern thatis considered fundamental for gametic recognition, the induction of the acrosome
reaction and the blockade of polyspermia. In addition, during preimplantation embryonic development this layer
is essential in embryo protection, maternal-zygomatic communication, the prevention of monozygotic twinning
through the binding of blastomeres and the differentiation of blastomeres to trophoblast (polarization hypothesis).
It also plays an important role in hatching or embryonic hacthing, whose process depends on both the mechanical
and enzymatic action of the blastocyst and uterine lytic activity. The arrangement of the filaments of the ZP allows
the analysis of this by polarization microscopy (PolScope) since it confers an optical property called birefringence,
allowing to define the trilaminar structure that it presents. Because the formation of the ZP depends on the follicular
development, the properties of the human ZP could estimate the quality of the oocyte / embryo and, therefore, the
PolScope technology could be used as a non-invasive clinical tool to select the oocytes / embryos of higher quality in a
given cohort. Immunization against ZP has also been proposed as a contraceptive method, although more research is
still needed to clarify possible unwanted side effects. Thus, the ZP becomes an object of study of great interest due to
the double role it can play in the current reproductive panorama.

Keywords: zona pellucida (ZP), PolScope, structure, function, birefringence, lay- ers, glycoproteins, immunoconception
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INTRODUCCION

La Zona Peldcida (ZP) es una matriz
glicoproteica extracelular que rodea
al ovocito y se mantiene durante
todo el desarrollo embrionario hasta
la implantacion en el endometrio.
Se encarga de miltiples funciones
tanto en el ovocito (previamente a la
fecundacién) como en el embrion hasta
el estadio de blastocisto.

Elanalisis estructural de la ZP es posible
gracias a la microscopia de polarizacion
que se basa en la birrefringencia, una
propiedad 6ptica lnica de moléculas
altamente ordenadas como las fibras de
laZP, siendoindicativo de la densidad, la
alineacién de las moléculas y su grosor
(Oldenbourg,  1999). Actualmente,
uno de los campos de investigacion
en auge en reproduccién asistida es
la identificacion de marcadores no
invasivos que nos permitan identificar
los mejores gametos y/o embriones
para mejorar las tasas de implantacion
y embarazo. Asi, el andlisis de la ZP
mediante el PolScope puede ser una
herramienta clinica muy atil.

Por otro lado, completamente opuesto,
también es de gran interés la bisqueda
de nuevos tratamientos anticonceptivos
que puedan mejorar los ya existentes
para evitar los efectos secundarios que
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producen los mismos. Debido a que la ZP
es un elemento clave en la fecundacion,
se ha propuesto la inmunizacién
contra sus proteinas para bloquear la
interaccién con el espermatozoide y asi
evitar el embarazo.

El objetivo de este trabajo es describir
los aspectos estructurales y funcionales
de la ZP tanto en el ovocito como
en el embridon pre-implantacional y
relacionar estas caracteristicas con sus
posibles aplicaciones en la clinica.

ESTRUCTURA DE LA ZP
En el ovocito

Las glicoproteinas de la ZP parecen
ser secretadas coordinadamente por
el ovocito durante la foliculogénesis,
comoseobservaenelratén (Soyaletal.,
2000), mientras que hay evidencias en
otras especies, incluida la humana, de
que las células de la granulosa también
contribuyen a la produccién de dichas
proteinas (Sinowatz et al., 2001). En
los humanos la ZP tiene un espesor de
aproximadamente 16 pm, rodea a un
ovocito de un didmetro considerable
(120 pm) y esta compuesta por cuatro
glicoproteinas: ZP1 (528 aa, 100 kD),
ZP2 (602 aa, 75 kD), ZP3 (328 aa, 55kD)
y ZP4 (444 aa, 65 kD) (Lefievre et al,
2004).
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A nivel molecular, en el modelo
murino, bastante aceptado para la
mayoria de los mamiferos superiores,
dos de las glicoproteinas, ZP2 vy
ZP3, interactian entre si formando
unidades heterodiméricas que se
disponen periédicamente en filamentos
largos. Estos filamentos parecen
estar interconectados por ZP1, la
proteina mas voluminosa de la ZP
del ratén (Wassarman and Mortillo,
1991). Asi, se constituye una capa
que separa el oolema de la regién mas
interna del foliculo, la corona radiata.
Prolongaciones celulares de esas
células atraviesan la ZP y forman con
la membrana plasmdtica del ovocito
los puentes celulares (gap-junction)
esenciales en la comunicacién celular.

Como podemos observar en la figura
1, existe una marcada asimetria entre
las capas externas y las internas
de la ZP (Shalgi and Raz, 1997). La
superficie externa, de apariencia
amorfa y esponjosa, contiene poros
de mayor tamafio que las capas
internas, lo que facilita la penetracion
de los espermatozoides, asi como de
diferentes moléculas.

Gracias a la  microscopia de
polarizacion, fue posible analizar la ZP
a nivel subestructural, mostrando una
estructura trilaminar (Pelletier et al,

Embriones
dia 3
(n=183)

79+10
3.00+0.86

3.6+1.2
0.33+0.29

3714
0.78 £ 0.27

152128

Tabla 1. Promedio y varianza del grosory la retardancia medida en ovocitos y embriones individuales. (Adaptada de Pelletier et al, 2004) Nota: Los
valores son la media + DE (one-tailed t-test; P< 0.05). a Diferencia estadisticamente significativa entre ovocitos inmaduros y maduros. b Disminucion
estadisticamente significativa entre ovocitos maduros y embriones en dia 3. ¢ Aumento estadisticamente significativo entre ovocitos maduros y

embriones en dia 3.
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Figura 1. Andlisis de la ZP por microscopia electronica de barrido. (a) Ovocito humano no fecundado. Red porosa de la ZP (x2000). (b) Ovocito
humano no fecundado. Superficie compacta y lisa de la ZP (x2000). (c) Mayor aumento de (a). La estructura porosa es evidente (x 4000). (d)
Mayor aumento de (b). Se muestra una estructura densa y compacta (x 4000). Adaptada de Familiari et al, 2006.

2004). En el ovocito, los filamentos
de la capa interna (capa 1) estdn
orientados radialmente, mientras que
los filamentos de la capa externa (capa
3) estdn orientados tangencialmente.
Debido a esta organizacién bien
estructurada, estas capas aparecen
muy birrefringentes con el PolScope
(Fig. 2). Las capas interna y externa
estdn separadas por una capa
intermedia (capa 2) que presenta una
birrefringencia minima, lo que sugiere
una orientaciéon aleatoria de los
filamentos (Silva et al, 1997). Tanto en
el ovocito como en elembrién temprano
la capa mds interna (capa 1) es la mds
gruesa y la que mayor retardancia
exhibe, mostrando una  mayor
intensidad de brillo en el PolScope.
La capa mas externa (capa 3) es mas
delgaday exhibe menor retardancia que
la capa 1, aunque es la capa intermedia
(capa 2) la que presenta menor grosory
minima retardancia.

En el embrion

la ZP de los embriones difiere
significativamente tanto en el grosor
como en la retardancia de las tres
capas individualmente y en general,
comparada con la ZP de los ovocitos
maduros (Tabla I) (Pelletier et al,
2004).

La disminucién del grosor general de la
ZP de los embriones se debe sobre todo
a la disminucion de la capa mds externa
(capa 3) (Fig. 2E). Es bien conocido
que los embriones en estadio de
blastocisto tienen una ZP mas delgada
que los ovocitos (Balaban et al, 2002).
Sin embargo, el grupo de Pelletier
demostré que esa disminucidn ya esta
presente en estadio de segmentacion,
concretamente en dia 3.

Es interesante senalar que se
encontraron diferencias entre las capas

de la ZP humana entre los ovocitos y los
embrionesdeunacohortedeterminada.
Gracias al marcado de epitopos de
las proteinas de la zona se demostrd
que las capas de la zona se establecen
en secuencia temporal, con la capa
interna colocada en dltimo lugar (Qi et
al, 2002). Las diferencias regionales o
espaciales en la produccion enzimatica
o proteica dentro del ooplasma y el
grado de unién de las células de la
granulosa al ovocito podrian alterar la
deposicion de las proteinas de la zona,
dando como resultado la variabilidad
en los parametros analizados de la
ZP entre los ovocitos individuales
(Pelletier et al, 2004).

FUNCIONES DE LA ZP
En el ovocito

Reconocimiento gamético, activacion
del ovocito y bloqueo espermatico

23
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Figura 2. La estructura multilaminar de la ZP se puede cuantificar con PolScope. (A) Ovocito humano, fotografiado con dptica diferencial de contraste
de interferencia y (B) con el PolScope. (C) Embrion en dia 3 con microscopia PolScope. (D) El grosory la retardancia de la ZPy cada una de sus capas
se midieron con un sistema computarizado de andlisis de imdgenes (Spindle View 3.9 (E) Contribuciones de las capas individuales al grosor total de
la ZP de los ovocitos y los embriones en dia 3. Barras de escala = 20 um. Adaptada de Pelletier et al, 2004.

Pese a no existir un tnico modelo de
reconocimiento gamético, el modelo
mds ampliamente aceptado es el de
reconocimiento de glicanos unidos a
ZP3 (Avella et al, 2013).

Este modelo indica que los
espermatozoidesseunenalos0-glicanos
ligados a las serinas (Ser332 y Ser334)
de la proteina ZP3 (Figura 3, panel
izquierdo). Asi, esta unién induciria
la reaccion acrosomica en el gameto
masculino permitiendo la fecundacion,
tras la cual los glicanos de la ZP3
serfan eliminados por una glicosidasa
liberada por los grdnulos corticales
del oocito evitdndose la unién de un
nuevo espermatozoide y, por tanto, la
polispermia. Sin embargo, posteriores
estudios realizados el pasado 2010 por
Gahlay y colaboradores indicaron que
los residuos Ser332 y Ser334, aunque
participen en el proceso, no juegan
un papel limitante en la interaccion
espermatozoide-ovocito.

Recientemente, se ha reportado
que, si ZP2 se mantiene intacta, los
espermatozoides se unen a la ZP
independientemente de la fecundacion
y exocitosis de los granulos corticales
(Rankin et al., 2003; Baibakov et al.,
2007; Gahlay etal., 2010; Burkartetal.,
2012).

Asi, en la blisqueda de nuevos modelos
de unidén espermatozoide-ovocito se
generaron diferentes lineas de ratones
transgénicos que expresaban las
glicoproteinas humanas ZP1, ZP2, ZP3
y ZP4. Los resultados mostraron que
los espermatozoides humanos fueron
capaces de unirse a la ZP dnicamente
en presencia de ZP2 (Yauger et al, 2011;
Baibakov etal., 2012). En estos oocitos,
el esperma humano penetraba la ZPy se
acumulaba en el espacio perivitelino,
siendo sin embargo, incapaz de fecundar
a los ovocitos de raton (Baibakov et al.,
2012). Estos resultados dieron pie a un
nuevo modelo de reconocimiento de
gametos, el modelo de escision de ZP2,

en el cual se propone que el ligando de
los espermatozoides humanos a la ZP es
un dominio N-terminal de ZP2. Asi, tras
la fecundacion, ZP2 se escinde, evitando
la union de nuevos espermatozoides a
la superficie de la ZP (Figura 3, panel
derecho).

Si bien podriamos pensar que la
funcionalidad de ambos modelos
es contradictoria, existen posibles
explicaciones que apuntan a la
complementariedad (no exclusion)
de ambos modelos. Una posibilidad es
que ZP2 y ZP3 formen un heterodimero
de forma que el espermatozoide de
ratén en primer lugar se uniria a ZP3
mediante los glicanos y esta unidn

induciria  la reaccion acrosémica
del gameto masculino. Solamente
los espermatozoides acrosoma
reaccionados se unirfan a ZP2.

Ademds, la correcta escision de ZP2
es imprescindible para conseguir un
bloqueo eficiente de la polispermia.
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En el embrion
Comunicacion materno-cigotica

Como el embrién esta revestido por la
ZP hasta poco antes de la implantacion,
todas las sefiales materno-embrionarias
tienen que atravesarla: mientras
continta el desarrollo embrionario las
proteinas segregadas por el oviducto
y por el dtero, asi como aquéllas
embrionarias, se incorporan a la zona
pelicida cambiando sus propiedades
morfolégicas y bioquimicas. Asi se
han reportado en la literatura diversas
moléculas que actdan durante la
implantacién, de entre las cuales,
la familia del factor de crecimiento
epidérmico (EGF) es de especial
interés ya que hay evidencias de un
incremento muy local de dicha ruta
de sefalizaciéon durante la ventana
de implantacién (Das et al., 1994,
1997, Bush et al., 1998). También han
recibido especial atencién los datos
que sugieren que la implantacion
puede ser blogqueada en ratones por un
antagonista de IL-1 (Simén et al., 1994;
Karagouni et al., 1998). Curiosamente,
numerosos hallazgos sugieren que los
recubrimientos embrionarios pueden
desempenar un papel en este contexto
de manera que la ZP actuaria como un
buzén en la sefializacién cruzada entre
la madrey el embrion.

Estas sefales se acumularian en la
capa glicoproteica pudiendo sufrir
diversas modificaciones como ya se ha
demostrado para otras especies (conejo
y caballo). Asi, Herrler et al. (1998a-b)
publicaron la presencia de la proteina 3
de unién al factor de crecimiento similar
a la insulina (IGFBP 3) y del factor de
crecimiento epidérmico de unién a la
heparina (HB-EGF) en laZP de embriones
de conejo y caballo. Es concebible que,
por ejemplo, IGFBP 3 podria actuar en
este caso regulando el transporte y la
disponibilidad de IGF, favoreciendo el
crecimiento y el desarrollo del embrion
(Herrler et al., 2000).

Funcion morfogenética

Hace tiempo que se sabe que la ZP actla
como un andamio fisico que mantiene
unidos a los blastémeros evitando la
gemelaridad monocigética, mientras
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los complejos de adhesion célula-célula
no estdn todavia bien desarrollados
(Denker, 2000). Los embriones exentos
de zonas se desarrollan bien en
condiciones in vitro desde estadios de
escision hasta blastocistos mientras que
el desarrollo es muy pobre después de
la transferencia de tales embriones al
tracto genital femenino (Bronson and
McLaren, 1970; Modlinski, 1970). Deben
haber alcanzado la etapa tardia de
morula o blastocito para desarrollarse
bien después de la transferencia libre
de zona (Denker, 2000). Una explicacién
para este fendémeno se encuentra
facilmente en el contexto de la hipétesis
de polarizacion (Johnson et al., 1981,
19863, b; Fleming, 1992). Esta hipétesis
establece que la diferenciacion a
trofoblasto, el primer epitelio en la
embriogénesis, depende de sefales
posicionales, es decir, interacciones
adhesivas célula-célula que deben
dominar en un polo (el polo basolateral
prospectivo) de la célula; mientras que
también debe existir una superficie libre
donde tales interacciones no ocurren.
Esta superficie libre adquirird entonces
las propiedades de un dominio de
membrana plasmdtica apical, de modo
que se logre la organizacion polar tipica
de un epitelio simple. Por lo tanto,
para la diferenciacion del trofoblasto
es esencial proporcionar un entorno no
adhesivo a los blastémeros externos.
Esto parece ser fisiolégicamente la ZP,
que puede ser reemplazada, in vitro, por
el medio de cultivo tisular.

Proceso de eclosion/hatching
embrionario

En condiciones de cultivo, la eclosién
de los blastocistos tardios es debida a
su accion mecdnica mediante series de
contracciones y reexpansiones (Cohen,
1991), provocando el estiramiento y
adelgazamiento de la ZP, aunque la
principal responsable es una dilatacion
local producida por algunas células
del trofoblasto que se hunden en la
ZP en el curso de la expansion. Perona
y Wassarman (1986) propusieron
que ademds de la fuerza mecanica,
una proteinasa tipo tripsina (74
kDa) derivada del trofoectodermo,
denominada Strypsin, esta directamente
involucrada en el adelgazamiento de la
ZP. De la misma manera, se ha estudiado
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el papel de las catepsinas en la eclosion
embrionaria en modelos animales
(Sireesha et al., 2008), reportandose la
expresion de genes de catepsina tanto
en células del trofoectodermo como dela
masa celular interna (Adjaye, 2005); sin
embargo, el papel de las catepsinas en
la eclosién de blastocitos humanos no se
observé hasta 2017, cuando Syrkasheva
y colaboradores reportaron un aumento
significativo en la expresion de ARNm de
la catepsina V (CTSV) en los blastocistos
en eclosion (Syrkasheva et al, 2017).
No obstante, al menos para el hamster,
Gonzales y Bavister (1995) demostraron
que el escape de la zona peldcida in vivo
es diferente del proceso de eclosion
observado in vitro ya que existe una
contribucién uterina al escape de la ZP
mediante la produccién de unas lisinas
uterinas que ayudan a la disolucién de la
matriz glicoproteica (Orsini y Mclaren,
1967; RosenfeldyJoshi, 1981). Montagy
colaboradores (2000) observaron que la
eclosion in vitro en ratones se inicia tan
pronto como esté disponible un nimero
suficiente de células embrionarias para
vencer la resistencia de la zona, por lo
que dicho proceso depende a suvezde la
estructura de la ZP en simisma, mientras
que con la utilizacién de ldser la eclosion
ya puede iniciarse con menos células
(Montag et al., 2000). En este caso, el
menor nimero de células embrionarias
detectadas en blastocistos libres de
zona in vivo indica que el mecanismo
subyacente de escape de la ZP es
diferente, no depende exclusivamente
de la expansion del blastocisto vy
presumiblemente involucra factores
liticos del dtero, tal y como también lo
apoyan Lin y colaboradores (Lin et al.,
2001). Centrandonos en los humanos,
recientemente se ha realizado un
estudio prospectivo de casosy controles
para identificar predictores celulares
y genéticos del éxito de eclosion de
blastocitos humanos en programas de
reproduccion asistida (Syrkasheva et
al., 2017). En dicho estudio observaron
que el 75% de los blastocistos humanos
morfolégicamente normales no pueden
abandonar la ZP espontdneamente
(Practice Committee et al., 2014).
Sin embargo, no se ha reportado una
asociacién entre la tasa de fallo de
eclosion y el grosor de la ZP, lo que
sugiere que la eclosion es una etapa
caracterizada por un determinismo
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Figura 2. Modelos de reconocimiento de gametos. El modelo especifico de liberacion de glicanos (panel izquierdo) propone que los 0-glicanos
de Ser332 y Ser334 en ZP3 actien como ligandos para un receptor de superficie de esperma. Después de la fertilizacion, los grdnulos corticales
liberarian una glicosidasa que eliminaria los 0-glicanos y explicaria la incapacidad de los espermatozoides de unirse a los embriones de 2 células.
El modelo de escision ZP2 (panel derecho) propone que los espermatozoides se unen a un dominio N-terminal de ZP2. Después de la fecundacion,
la ovastacina (codificada por Astl), liberada por los granulos corticales, eliminaria por protedlisis el sitio de acoplamiento de ZP2 lo que impide que
los espermatozoides se unan a los embriones de 2 células. Cada modelo ha sido probado usando la transgénesis del raton. La zona peliicida del
raton que contiene ZP3 humana en lugar de la de raton no es compatible con la union del esperma humano y los ratones mutantes Zp3S332A; S334A
tienen fertilidad normal. Estos resultados no son consistentes con el modelo ZP3 de liberacion de glicanos, tal como se articula actualmente. Por el
contrario, la zona peldcida de raton que contiene ZP2 humana en lugar de raton soporta la union / penetracion de esperma humano y los ratones
Zp2Mut y AstiNull en los que ZP2 permanece sin escindir en embriones de 2 células apoyan la union de esperma de novo a pesar de la fecundacion y
exocitosis de granulos corticales. Estos resultados apoyan el modelo de escision ZP2 del reconocimiento de gametos (Gahlay et al., 2010; Baibakov
etal., 2012; Burkart et al., 2012)

cronolégico y, en gran medida, APLICACIONES acros6mica. Asi, la inmunizacion

cronogenético. Asi, concluyeron que la
eficacia de la eclosion espontdnea de
los blastocistos humanos in vivo no esta
determinada por la calidad de la ZP y
los gametos, sino por la calidad de los
blastocistos en si.

En el ovocito: inmunocontracepcion

Como ya sabemos la ZP se encarga del
reconocimiento gamético especifico de
especie y la induccién de la reaccion

contra la ZP de las hembras conduce a
un bloqueo de la fertilidad en varios
modelos animales (Gupta et al., 1997),
observandose, en la inmunizacion
pasiva con anticuerpos contra las
proteinas ZP, que los anticuerpos
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séricos pueden pasar al fluido folicular
y bloquear las interacciones entre los
oocitos y las células de la granulosa
(Skinner et al., 1996). Esto sugiere que
los anticuerpos contra las proteinas
ZP pueden interferir con el desarrollo
folicular normal (Dunbar, 1990).
Ademads, la inmunizaciéon activa con
ciertos componentes de la ZP, que
induce un bloqueo de la fertilidad que
puede ser reversible o no (Jewgenow
and Finkel, 1999), puede provocar
una respuesta inmune que altere el
desarrollo normal de los foliculos
ovdricos (Prasad et al., 1996, 1997).
Recientemente, se ha documentado
que la inmunocontracepcion activa con
componentes de la ZP porcina (pZP)
provocé una supresién profunda vy
temporal de la hormona antimiilleriana
(AMH) en las yeguas tratadas (Joone et
al., 2018). Clinicamente, seis de siete
yeguas tratadas con pZP demostraron
un anestro intermitente persistente
durante este tiempo, caracterizado
por ovarios bilaterales pequefios,
concentraciones de progesterona sérica
basales y un recuento de foliculos
antrales bajo (Joone et al., 2017).
La disminucién de la AMH durante
la inmunocontracepcion con pZP
puede deberse a una disminucion del
nimero de foliculos antrales y/o a la
requlacion a la baja de la expresion de
AMH por las células de la granulosa.
Preferentemente, se sugiere que
la supresion ovarica posterior a la
vacunacién pZP en la yegua se debe
a una destruccién inmunitaria de los
foliculos en desarrollo, asi como a una
inhibicién de la foliculogénesis debido
a la interferencia de los anticuerpos en
la comunicacién de los ovocitos con las
células de la granulosa (Bechert et al.,
2013).

Pero sigue siendo necesaria una mayor
experimentacion para determinar qué
proteinas de la ZP no influyen de forma
irreversible en el desarrollo folicular
normal, pero provocan anticuerpos que
interfieren con la unién gamética.

En el embrién: Polscope (herramienta
clinica no invasiva) para predecir la
implantacion

Shen y colaboradores (2005) fueron los
primeros en correlacionar la magnitud
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de la retardancia de la ZP, en particular
la de la capainterna, con la probabilidad
de concepcion.

El estudio se realiz6 en 166 oocitos
seleccionados, segln la puntuacion
pronuclearen dia 1, para la transferencia
después de ICSI (63 pacientes, 32’8
+ 4’4 afios). Los datos se compararon
entre dos grupos: oocitos de ciclos
de concepcion (CC; 65 ovocitos / 23
pacientes) y oocitos de ciclos sin
concepcién (NCC; 101 ovocitos / 40
pacientes) y siempre teniendo en
cuenta la edad materna. Finalmente,
concluyeron que la magnitud de la
retardancia en la capa interna de la
zona fue un 30% mayor (p < 0°001) en
los oocitos del CC en comparacion con el
grupo NCC antes del ICSI. En concreto,
si la magnitud de la retardancia de la
capa interna de la ZP es superiora 3 nm
es predictiva del grupo CC; mientras que
la retardancia inferior a 2 nm parece
estar asociada a un menor potencial de
desarrollo y tasa de embarazo. Ademads,
los oocitos del grupo CC presentaban
una morfologia de la ZP mas homogénea
en comparacién con los oocitos del
grupo NCC. Estos datos indican que
los embriones de buena calidad
provienen de ovocitos que muestran una
retardancia significativamente mayor
en la capa mas interna de la zona (Shen
et al, 2005). En concreto, los ovocitos
que tienen una ZP cuya capa interna
cuenta con un grosor aproximado de
10-12 pm exhiben la mejor progresion
a blastocisto (Shen et al, 2005; Raju et
al, 2007).

CONCLUSIONES

La ZP es una capa fundamental tanto
para el gameto femenino como para el
embrion preimplantacional hasta el
estadio de blastocisto. Variaciones en
la estructura de la misma puede influir
en la consecucion de sus funciones.
Asi, una correcta ZP implica un correcto
desarrollo folicular y una completa
maduracion del ovocito. La expresion de
las proteinas de la zona puede contribuir
al establecimiento de gradientes de
polaridad y a mejorar la senalizacion
entre los ovocitos y las células somaticas
mediante proyecciones transzonales. La
acumulacion de factores autocrinos y
paracrinos en la zona podria potenciar
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el desarrollo de ovocitos/embriones.
Una ZP gruesa y sélida también
podria ser una ventaja en el ICSI, ya
que protege particularmente bien al
ovocito del estrés mecdnico durante el
procedimiento de microinyeccién. Todo
ello determina dos posibles aplicaciones
que tienen gran interés en el campo de
la reproduccién asistida, convirtiendo a
la ZP en una moneda de doble cara.

Por un lado, las propiedades de la ZP
humana podrian estimar la calidad
del ovocito/embrién de una cohorte
dada permitiendo, gracias a la
tecnologia del PolScope, seleccionar
los de mejor calidad aumentando asi
las probabilidades de éxito del ciclo de
forma inmediata y sin efectos adversos
sobre los ovocitos ni embriones (no
invasivo). Asimismo, cobran graninterés
las variaciones que se producen en la ZP
en el desarrollo de ovocitos a embriones
ya que juega un papel esencial en el
desarrollo preimplantacional y su mejor
comprension facilitaria el desarrollo de
nuevos procedimientos que aumenten
las tasas de implantacion en las técnicas
de reproduccién humana asistida.

Por otro lado, se ha documentado
una disminucién de AMH durante la
inmunocontracepcién activa con ZP
que puede deberse a una disminucion
del ndmero de foliculos antrales
provocada por la interferencia de los
anticuerpos anti-ZP en el desarrollo
folicular normal convirtiendo a la ZP
en un objetivo muy atractivo para
la vacunaciéon anticonceptiva. Sin
embargo, siguen siendo necesarias
nuevas investigaciones centradas en
esclarecer las bases moleculares del
reconocimiento de gametos que aporten
terapias novedosas para mejorar el
panorama de infertilidad actual vy
proporcionen métodos anticonceptivos
basados en la inmunizacién contra la ZP,
sininfluir en el desarrollo folicular.
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RESUMEN: La embriogénesis humana es un proceso que requiere de eventos bien orquestados y coordinados. Factores
almacenados en el ovocito denominados genes de efecto materno (MEG, delinglés Maternally Expressed Genes) se expresaran
tras la fecundacion para el correcto desarrollo del embrién. Los MEG estan involucrados en la remodelacién de histonas, el
control del huso mitético, la formacion del reticulo endoplasmico (RE), la distribucion de organulos, la activacién de genes
embrionarios y la impronta genémica, entre otros. En los Gltimos afios, se han determinado varias proteinas codificadas por
estos genes, las cuales son clave para la embriogénesis.
Tras una o varias rondas de escision de blastomeros, el genoma del cigoto comienza a transcribirse y convirtiéndose en el
responsable deldesarrollo embrionario, mientras que los transcritos maternos se degradan gradualmente. Que esta transiciéon
materno-cigédtica se lleve a cabo correctamente es una condicién vital para la supervivencia del cigoto, pues problemas en
este proceso pueden acarrear el blogueo de los embriones y su degeneracién. Sin embargo, son todavia desconocidos los
genes implicados en este proceso, asi como los marcadores de pluripotencia en el blastocisto y los mecanismos moleculares

que subyacen a estos procesos.

En esta revision se resumen los genes y transcritos implicados en la embriogénesis temprana y en la transicion materno-
cigética. Estamos ante un campo de investigacion que ha ganado interés en los dltimos afios debido a la bdsqueda de
biomarcadores que nos puedan dar informacién sobre la viabilidad y el potencial de desarrollo embrionario. Esto nos
permitiria mejorar y modificar los tratamientos de reproduccion asistida (TRA).

Palabras clave: efecto materno; desarrollo embrionario; transcriptoma; pluripotencia

ABSTRACT: THuman embryogenesis is a process that requires well coordinated steps. Factors stored in the oocyte,
so-called maternally expressed genes (MEG), will be translated after fertilization for the correct development of the
embryo. The MEGs are involved in histone remodeling, mitotic spindle control, endoplasmic reticulum formation (ER),
organelle distribution, embryonic gene activation and genomic imprinting, among others. In recent years, several
proteins have been determined codified by these genes, which are key to embryogenesis.

After one or several rounds of blastomere cleavage, the zygote genome starts to be transcribed and becomes the one
responsable forembryonic development, while maternaltranscripts are gradually degrading. To carry out this maternal-
zygotic transition correctly is a vital condition for the survival of the zygote, because problems in this process can lead
to the blockage of the embryos and their degeneration. However, the genes involved in this process are still unknown,
as well as the pluripotency markers in the blastocyst and the molecular mechanisms that underlie these processes.

In this review we summarize the genes and transcripts involved in early embryogenesis and in the maternal-zygotic
transition. This research field has earned interest in recent years due to the search of biomarkers that can give us
information about the feasibility and potential of embryonic development. This would allow us to improve and modify
the assisted reproduction treatments (ART).

Keywords: Maternal factor; embryonic development, transcriptome; pluripotency

INTRODUCCION

Durante el crecimiento del ovocito se
van acumulando transcritos de los MEG
cuya traduccion se encuentra inhibida.
Unos transcritos seran traducidos para

propiciar el blogueo de la polispermia
y otros seran transcritos tras la
fecundacién por el espermatozoide,
ya que estan implicados en diversos
procesos a partir de este momento
(Kim and Lee, 2014). Ambos genomas,

materno y paterno, son necesarios
para el éxito del desarrollo. Sin
embargo, los gametos tienen una carga
desigual para garantizar el éxito en el
desarrollo, desempenando un papel de
menor importancia en la fecundacion
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y en la embriogénesis temprana los
componentes celulares almacenados en
el espermatozoide (Bruce, 2013).

Experimentos con microarrays y analisis
protedmicos han definido los patrones
globales de expresion génica en el
desarrollo temprano y proporcionan
informacion sobre el papel de los
genes especificos durante los primeros
estadios deldesarrollo embrionario. Los
estudios genéticos han demostrado que
los MEGs afectan a mdltiples procesos,
incluyendo la formacién pronuclear y
la fusién (Philipps et al., 2008; Wu et
al., 2003), la primera division celular
(Burns et al., 2003; Tang et al.,2007),
la transcripcion de genes embrionarios
(Bultman et al.,2006; Ramos et al.,
2004) y la embriogénesis (Li et al.,
2008a; Ma et al., 2006; Payer et al.,
2003; Roest et al., 2004; Tong et al.,
2000).

Durante las primeras divisiones
embrionarias, los transcritos de
origen materno irdn desapareciendo
gradualmente, comenzando asi la
transicion materno-cigética (ilustracion
1). Este evento de degradacién del 90%
de los transcritos maternos, ocurre
fundamentalmente en el estadio de 2
células en ratones, en el estadio de 4
células en humanos y en el estadio de
8a 16 células en ganado (Bruce, 2013).
El resultado de esta transicion es la
expresion de los genes del embrién. El
pico de maxima expresion ocurre en la
etapa de 8 células, lo cual sefializa la
activacion del genoma del cigoto (ZGA,
delinglés zygotic genome activation).

La transicion materno-cigética es
esencial para el desarrollo embrionario
ya que coordina la divisién celulary la
activacion de genes del cigoto con el
objetivo de preparar al embrién para
la diferenciacion celular y el posterior
desarrollo, proveyendo de los sustratos
moleculares necesarios para iniciar
la gastrulacion y especificacion en
determinadas capas y lineas celulares
(endodermo, ectodermo y mesodermo)
(Jukam etal., 2017).

En esta revision expondremos en
qué procesos a dia de hoy se conoce
la participacion de los MEG, asi
como los Gltimos avances acerca de

los procesos relacionados con los
perfiles de expresion génica durante
el desarrollo embrionario humano
preimplantacional, la  transicidn
mateterno-cigética, la ZGA y las
conclusiones que se pueden extraer
de los transcriptomas de estas fases
tempranas del desarrollo embrionario.
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Durante el crecimiento de los
ovocitos de ratén, el diametro de
estos aumenta de ~10 um a 80 pm. El
genoma materno se transcribe y estos
transcritos se acumulan (~100 pg)
hasta que los ovocitos alcanzan un
diametro de ~65 pm. La mayoria de los
transcritos se traducen directamente
en proteinas, muchas de las cuales han
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Ilustracion 1. Transicion del ovocito al embrion temprano en el raton y en el ser humanos. En los
mamiferos, esta transicion comienza con la fecundacion del ovocito por parte del espermatozoide,
lo que da inicio a una serie de cambios; a nivel celular se pasa de unas divisiones asimétricas
propias de la meiosis a divisiones simétricas mitdticas; a nivel de orgdnulos, se redistribuyen
dindmicamente las mitocondrias y el reticulo endoplasmdtico; a nivel molecular, los genomas de
la madre y del embrion son desmetilados en patrones activos y pasivos; los transcritos de la madre
son degradados gradualmente tras la fecundacion mientras que el genoma del embrion es activado
tras los primeros ciclos celulares. En el raton, la activacion gendmica ocurre en la fase de dos
células, mientras que en el humano esto ocurre en la transicion de 4 a 6 células (Lu et al., 2017).

DISCUSION
GENES Y TRANSCRITOS DEL OVOCITO

Tras la fecundacion, los MEG se
encargan del procesamiento del
genoma masculino, cuya participacion
es necesaria para la embriogénesis.
A continuacion, eliminan los RNA vy
proteinas maternas y seguidamente
activan el genoma embrionario, lo
cual es esencial para el desarrollo
embrionario mds alld del tercer ciclo
celular.

sido catalogadas. Sin embargo, otros
transcritos permanecen en estado
latente, y se activan mas adelante en
la ovogénesis mediante un proceso de
poliadenilacion.

A continuacién, se describen los
principales procesos desde la formacidn
del embrién hasta su desarrollo a
blastocisto en los que estdn implicados
los MEG:
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Bloqueo de la poliespermia

El blogueo de la poliespermia es de
vital importancia en la fecundacion
ya que la fecundacion por mas de
un espermatozoide podria acarrear
problemas de aneuploidias y fallos
en el desarrollo embrionario. Uno de
los genes implicadas es Uchll, el cual,
codifica para una proteina de fusion en
la membrana ovocitaria (Kim and Lee,
2014).

Remodelacion de histonas

La produccién eficiente de histonas
para el empaquetamiento del DNA
recién replicado es particularmente
importante para la division celular
adecuada y el control epigenético
durante las etapas iniciales en la
implantacion.

El factor nuclear de histona P (Hinfp)
es el (nico factor de transcripcion
conocido para la expresion del gen
de la histona H4, el cual se une
directamente a un elemento especifico
del promotor de H4 para regular la
transcripcion. La delecion de Hinfp
en fibroblastos embrionarios genera
inestabilidad gendmica y compromete
la viabilidad celular. Esto explicaria el
espaciamiento, el estrés replicativo,
la alteracion en la sintesis de DNA y la
aneuploidia (Ghule et al., 2014). Los
mRNA de histonas no se pasan a las
células hijas en la mitosis del embrion
porque se degradan rdpidamente al
completar la fase S. Esta degradacion
selectiva de los mRNA de histona
provoca que se requiera de una sintesis
de novo durante cada ciclo de division.
Por lo tanto, una pregunta clave es
cudndo y cémo las células activan la
expresion de Hinfp (Ghule et al., 2016).
Mediante knockout, se observé que
Hinfp produce transcritos activamente
durante la ovogénesis y su expresion
cigotica protege a los embriones de la
deficiencia de histonas (Ghule et al.,
2016).

Por otro lado, el gen Brm. cuya
subunidad catalitica Brgl es un factor
de supervivencia celular. Es esencial
para la ZGA y estd vinculado también
a la modificacion de histonas, en
particular de la histona H3-K4 (Kim and
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Lee, 2014). Otro factor transcripcional,
Ctcf, se ha propuesto como candidato
por su funcién MEG ya que su déficit
afecta a la ZGA en etapas tempranas
al reducir la metilacion de la histona
H19 y la disminucién por tanto en la
competencia del desarrollo embrionario
(Kim and Lee, 2014).

El complejo materno subcortical
(SCMC)

Se ha estudiado el papel de un
complejo funcional de origen materno
y almacenado en el ovocito de ratén,
el SCMC, como posible modulador de
varios de los procesos necesarios la
transicion materno-cigética (Lu et al.,
2017). Este complejo integra miltiples
proteinas codificadas por los MEG vy
aparentemente su funcion se encuentra
conservada en los  mamiferos.
Comprende Mater, Pillia, Floped, Tle6,
Zbed3, Nlrp2 y posiblemente Padl6
(Tabla I). Se determind que todas las
proteinas que forman parte delcomplejo
SCMC en el ratén presentan homélogos
en el humano y se encuentran
conservados para un gran porcentaje de
sus dominios. Esto lleva a laidea de que
la exploracion de la funcién de SCMC
en modelos de ratén podria conllevar
a planteamientos terapéuticos para las
causas deinfertilidad humanay abortos
espontdneos, ademas de la posibilidad
de que un SCMC humana podria existir
(hSCMC), pero son necesarios mas
estudios al respecto (Li et al., 2013, Lu
etal., 2017).

Este complejo estd asociado a muchas
funciones en la transicion de ovocito a
embrién (Ilustracion 2):

Controla la posicién del huso por la
regulacion de actina del citoesqueleto:
La transicion de ovocito a embrién va
acompafiada del cambio de una meiosis
asimétrica a una mitosis simétrica,
posiblemente bajo el control de la
F-actina. Se ha observado que la mala
posicion del huso esta asociada a
mutantes de Tle6, Mater, Fliped y Zbed3
(Luetal., 2017).

Regulan la formacion del reticulo
endoplasmatico (RE): EL reticulo
endoplasmatico se distribuye por todo
el citoplasma de los ovocitos. Se ha

especulado que puede servir como
almacenamiento de RNA y ribosomas
maternos. Varios estudios recientes
han demostrado que la funcién de éste
esta relacionada con SCMC puesto que
Floped, Mater y Padi6 residen en el RE
(Luetal., 2017).

Distribucién de los organulos: Un
estudio revelé que aquellos ovocitos
donde no se expresa Mater exhibian
un aumento de la actividad de sus
mitocondrias, lo que condujo a
un aumento en los niveles de las
especies reactivas de oxigeno (ROS)
pudiendo afectar a muchos eventos
de sefalizacion como, por ejemplo, la
redistribucion de RE que conlleva una
disminucion de las reservas de Ca%
intracelular, provocando una detencién
del desarrollo. Esto se observé
posteriormente también en mutantes
Tle6, Padi6 y Zbed3. (Lu etal., 2017).

Linaje Celular: EL SCMC también
ejerceria un papel importante en el
establecimiento del destino celular.
Segln lo observado en embriones de
raton, la disminucion del contacto
celular, junto con la exclusion de SCMC
predice a la participacién de este en
el establecimiento del linaje celular.
Aguellos embriones carentes de SCMC
s6lo eran capaces de convertir las células
externas en ICM, mientras que las que si
lo contienen forman preferentemente
el trofoectodermo. Que algunas células
internas se conviertan en células
del trofoectodermo podria reflejar la
restauracion del SCMC en ausencia
del contacto célula a célula. La
localizacion de Cdx2 y Floped uniéndose
a homopolimeros de ribonucleétidos
son ideas firmes de que el complejo
tiene un papel en el secuestro de RNA en
las células externas para influir en vias
posteriores para el linaje. Por lo tanto,
este complejo podria participar en el
mantenimiento de la pluripotencia de
las blastémeras (Li et al., 2010).

Degradacion de transcritos

La cantidad de mRNA disminuye en un
60% durante el primer ciclo celular y
para la etapa de dos células, mas del
90% del mRNA materno se ha degradado
(Bachvarova, 1985; Paynton et al.,
1988). Esta degradacion gradual es
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Ilustracion 2. Efectos del SCMC en el ovocito y desarrollo embrionario (Lu et al., 2017)

debida a su desestabilizacion mediado
por micro-RNA embrionario (Giraldez
et al., 2006; Miccoli et al., 2017). Se
postula la existencia de un conjunto de
mecanismos para degradar de manera
diferencial estos mRNA, entre los que
destacan las secuencias 3UTR, Atg5
y Ago2 (Kim and Lee, 2014). Existen
dos vias de degradacién: la materna
y la cigética, siendo esta dltima
dependiente de los transcritos cigéticos
yseactiva 2h después de la fecundacion.

Algunos de los transcritos susceptibles
a la degradacién son proteinas que
desempefian  papeles importantes
durante la meiosis y que son
perjudiciales para el desarrollo tras la
fecundacién. Destacan los genes H1oo0,
c-mos, tPA y gdf9 cuyas transcripciones
se degradan rapidamente tras la
fecundaciéon. Esto se  corrobora
mediante RT-PCR donde se observé
que ninguno de estos transcritos
se expresaba durante el desarrollo
embrionario preimplantacional (Grafica
1) (Alizadeh et al., 2005).

Activacion del genoma del cigoto

La ZGA en el embrién humano es un
proceso que se considera gradual,
comenzando a detectarse transcritos
en el embrién de dos células (Vassena
et al., 2011) y aumentando el ndmero
de estos transcritos a medida que crece
el ndmero de células y nicleos (B. Liu
and Grosshans, 2017). Este modelo de
activacion se denomina “en ondas” y a
diadehoysesigueestudiando qué genes

se expresan durante este proceso y cual
es sufuncion (C. Liuetal., 2018, Miao et
al., 2018). Pese a laimportancia de este
proceso, se desconocen exactamente los
mecanismos moleculares que ocurren
en esta fase del embrién humano.

Recientemente se ha realizado un
estudio usando la técnica de edicion
genética CRISPR-Cas9 con el fin de
sobreexpresar en mioblastos humanos
la familia de genes DUX, la cual regula
una gran cantidad de genes en la ZGA
(De Iaco et al., 2017). La regulacién
génica que lleva a cabo la familia DUX
ocurre cuando se unen a los promotores
de los genes, resultando en un aumento
de la transcripcion. El estudio detecto
mediante ARN-seq transcritos para
estos factores de transcripcion desde
el ovocito hasta la fase de 4 células
en el embrién. (De Iaco et al., 2017,
Vassena et al., 2011). Los resultados
del estudio sugieren que la familia DUX
tendria un papel importante en actuar
como factores pioneros del inicio de la
transcripcion del genoma del embrion
humano, ya que permitirian el acceso
de la maquinaria transcripcional a los
sitios de inicio de la transcripcion de
estos genes (De Iaco etal., 2017)

Otro estudio destacable es el uso del
CRISPR-Cas9 en embriones humanos
para determinar el papel de 0CT4/
POUF51 en la segmentacion (Fogarty
et al., 2017). OCT4 es uno de los
marcadores de pluripotencialidad en
el blastocisto, el cual si se silencia se
observa que los embriones se bloguean
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en la segmentacion, en concreto en la
transicion de 4 a 8 células. Por tanto,
0CT4 asumiria un papel importante y
previamente no detectado en la ZGA
humana, y defectos en su expresion
podrian comprometer la calidad vy
viabilidad de los embriones humanos.
(Fogarty etal., 2017).

GENES Y TRANSCRITOS DEL EMBRION

Transcriptémica del desarrollo
embrionario humano durante el
desarrollo preimplantacional y

establecimiento del destino celular.

De manera general, unos 200 genes
aumentan su expresion en la fase de
2 células, siendo genes relacionados
con la biosintesis y modificacion de
proteinas, regulados por factores
maternos. Principalmente, se traducen
proteinas de unién a acido nucleico,
proteinas ribosémicas e histonas,
sugiriendo que la primera ola de sintesis
de proteinas va dirigida a la formacién
de la maquinaria transcripcional y
traduccional para posteriores fases del
desarrollo (Vassena etal., 2011).

Aproximadamente unos 250 genes
diferentes a los de los estadios
anteriores aumentan su expresion al
inicio de la fase de 4 células y en este
momento se activa una maquinaria
transcripcional reguladora cigética.
Este proceso se mantiene y crece de
manera gradual y estable en fases
posteriores de 8 y 10 células, donde
continda la biosintesis de proteinasy la
actividad transcripcional, alcanzando
un pico de expresion en la etapa de 8
células (Vassena et al., 2011). Este pico
de expresion se pierde en la transicion
a la moérula, donde se favorece la
expresion de genes relacionados con el
metabolismo de lipidos, aminoacidos,
proteinas y carbohidratos, suceso que
continua en la transicién a blastocisto
(Vassena et al., 2011). Los perfiles de
expresion génica en el blastocisto se
han estudiado mdas detenidamente,
especialmente por su relacion con las
células madre embrionarias (Fassnacht
and Ciosk, 2017, Stirparo et al.,
2018). Ademas, la transcriptémica del
blastocisto nos permite estudiar cémo
se establece la pluripotencialidad a
nivel génico, y qué genes se relacionan
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conladeterminacién del posible destino
celular  (ectodermo,  mesodermo,
endodermo) (D. V. Onichtchouk and
Voronina, 2015).

El establecimiento de la
pluripotencialidad de manera general
se debe a la regulacion de 3 factores de
transcripcién: NANOG, O0CT4/POUF51,
y SOX2. Estos junto con el coactivador
p300 requlan la expresion de genes
uniéndose a potenciadores de la
transcripcion, en concreto, a secuencias
especificas denominadas SOX-POU (D.
V. Onichtchouk and Voronina, 2015)
(Ilustracion 3).
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CONCLUSION

La calidad del ovocito es un factor
critico que limita la eficacia de las TRAy
el éxito del embarazo. Esto se debe a la
participacion de los factores maternos
acumulados en el ovocito en diversos
procesos del desarrollo embrionario
temprano incluyendo bloqueo de la
polispermia, remodelacién de histonas,
control del huso, formacion del RE,
distribucién de organulo, activacién de
genes embrionarios, establecimiento de
linajey degradacion de mRNA maternos.
Sin embargo, a pesar de que diferentes
estudios han demostrado la asociacién
entre perfiles de expresion génica y
produccién de embriones de calidad, la
regulacion de la calidad de los ovocitos
sigue siendo poco conocida.

B

Differentiation

genes i

Comprender el transcriptoma del
desarrollo embrionario humano es
vital para interpretar los aspectos
funcionales del genoma, sin embargo,
las dificultades éticas y legales a la
hora de realizar investigacién con
embriones humanos, han impedido que
haya un gran ndmero de estudios al
respecto. Destacar que los estudios en
ratones abren la posibilidad de nuevas
aplicaciones en las TRA debido a la
homologia con los humanos.
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Ilustracién 3. Dos modelos posibles del establecimiento de la pluripotencia y mantenimiento de ésta. Las flechas con punta indican que la expresion
es favorecida, mientras que las flechas con punta redonda indican represion de la expresion. La terminacion en linea representa inhibicion. (A) Modelo
simplificado: En respuesta a unas condiciones ambientales, los genes 0CT4/POUFSI, SOX2 y NANOG son activados y bajo un mecanismo de feedback
positivo mantienen su propia expresion, estableciendo el estado de pluripotencia, caracterizado por la expresion de genes propios de células madres,
mientras que los genes de diferenciacion se encuentran inhibidos hasta que una serie de sefiales impliquen la transicion a un estado diferenciado. (B)
Modelo de transicion en el embrion en el blastocisto tardio y en la gastrulacion. Bajo el efecto del circuito POU-SOX-NANOG, se encuentran activados
una serie de factores de represion de la diferenciacion, RODIy RODII. Previo a la diferenciacion existe un equilibrio entre las sefiales de diferenciaciony
la expresion de los ROD. En respuesta a unas sefiales especificas de tejido, aumentan su expresion, el equilibrio se rompe y un ROD de una linea celular
determinada continua activo, mientras que la otra se inhibe, permitiendo la expresion de unos promotores de la diferenciacion POD que transcribirdn
los genes relacionados con una linea celular determinada (D. Onichtchouk and Driever, 2016; D. V. Onichtchouk and Voronina, 2015; M. Zhang et al.,

2017)
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Grafica 1. Degradacion de varios mRNA. Se seleccionaron C-mos, ciclina A2y Hprt
puesto que se expresan abundantemente en ovocitos. (-mos es una transcripcion
especifica de ovocitos y no se detecta en embriones de una sola célula, mientras
que las ciclinas A2 y Hprt se detectan en ambos, ovocitos y embriones tempranos
v las cantidades de estas transcripciones no difieren notablemente en embriones
de unay dos células (Alizadeh et al., 2005).
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RESUMEN: Las enfermedades mitocondriales se producen por la alteracién en una o mas proteinas localizadas en las
mitocondrias e involucradas en el metabolismo celular. Estas enfermedades pueden estar causadas por mutaciones en el
ADN mitocondrial (ADNmt) o por mutaciones en genes nucleares que codifican para proteinas implicadas en el correcto
funcionamiento de la mitocondria.

Dada la gran complejidad y variedad de presentaciones clinicas no existe un tratamiento terapéutico definitivo. Por esta
razoén, se han propuesto técnicas de transferencia nuclear, con la idea de prevenir la transmision del ADNmt mutado. Estas
técnicas también se denominan de reemplazo mitocondrial y actualmente existen distintas metodologias: transferencia de
vesicula germinal, de huso meiético, pronucleary de corptsculo polar. Estas técnicas las veremos en detalle en esta revision
aligual que los resultados actuales en estudios clinicos en humanos.

Palabras clave: ADN mitocondrial, transferencia nuclear, enfermedad de ADN mitocondrial, reemplazo mitocondrial.

ABSTRACT: Mitochondrial diseases are caused by the alteration in one or more proteins located in the mitochondria
and involved in cellular metabolism. These diseases can be caused by mutations in mitochondrial DNA (mtDNA)
or by mutations in nuclear genes that code for proteins involved in the proper functioning of the mitochondria.
Diseases caused by the mutation in mtDNA, follow a pattern of maternalinheritance.

Due to the great complexity and variety of clinical symptoms, there isn’t an effective therapeutic treatment. For this
reason, nuclear transfer techniques have been proposed, with the aim of preventing the transmission of mutated
mtDNA. These techniques are also called mitochondrial replacement and currently, there are different methodologies:
germinal vesicle transfer, meiotic, pronuclear and polar corpuscle spindle. In this review we will see these techniques
in detail, as well as the current results in clinical trials in humans.

Keywords: Mitochondrial DNA, nuclear transfer, mitochondrial DNA diseases, mitochondrial replacement.

INTRODUCCION

Las enfermedades mitocondriales son
causadas por mutaciones en el ADN
mitocondrial (ADNmt) o en genes
nucleares involucrados en funciones
mitocondriales.

En un individuo sano, todas las copias
del genoma mitocondrial de todas las
células delindividuo son idénticas, esto
es lo que se denomina homoplasmia
(Brown et al., 2006).

En un individuo enfermo, nos podemos

encontrar con dos situaciones.
Por una parte, todas las copias
del genoma mitocondrial estén

mutadas y hablarfamos de mutacion
homopldsmica. En el caso de una
paciente con mutacién homoplasmica,
ésta transmitird a toda su descendencia
la enfermedad (Brown et al., 2006).
Por otra parte, que exista una mezcla
en su genoma de ADNmt mutado y
ADNmt wild type (WT) y se denominara
mutacién heteropldsmica (Craven et

al., 2010; Amato et al., 2014). En este
caso la paciente pasard una mezcla
de mitocondrias sanas y enfermas a
la descendencia y dependiendo de la
proporcion de sanas y enfermas, el
recién nacido estara afecto o no de
la enfermedad o parcialmente afecto
(Palacios-Gonzdlez  and  Medina-
Arellano, 2017).

Las manifestaciones clinicas de las
enfermedades mitocondriales tienen
como diana principal 6rganos y tejidos
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con alto requerimiento energético
(Tachibana et al., 2013). El grado de
afectacion depende de la mutacién
especifica que ocurra (Kang et al.,
2016) y del porcentaje de heteroplasmia
presente. Por lo tanto, la patogenia
es proporcional a la ratio ADNmt
mutado/WT (Hyslop et al., 2016) y sélo
se observara enfermedad clinica en
aquellos pacientes donde la carga de
ADN mitocondrial mutada sea superior
al 60% en los tejidos afectos (Craven et
al., 2010).

Hasta la fecha, no existe tratamiento
definitivo para estas enfermedades.
Ante la falta de tratamientos y las
limitaciones del diagndstico prenatal
y preimplantacional, se ha propuesto
la transferencia nuclear como técnica
para prevenir la transmision del
ADNmt mutado. De manera genérica,
a estas técnicas se les denomina de
reemplazo mitocondrial (MRT) (Poulton
et al., 2009; Hellebrekers et al., 2012;
Richardson et al., 2015; Craven et al.,
2017).

Las MRT consisten en reemplazar
el ADNmt mutado por ADNmt sano
procedente de un ovocito o cigoto
donado con el fin de obtener
descendencia sana para esta patologia.
Esta técnica permite a una mujer afecta
de enfermedad mitocondrial causada
por ADNmt mutado tener descendencia
sana sin perder la informacion genética
nuclear (Rulli, 2016; Yabuuchi et al.,
2012).

El objetivo de esta revision es observar
las diferentes técnicas de realizacion del
trasplante nuclear aplicado a técnicas
de FIV en el contexto de enfermedades
genéticas, asi como beneficios,
limitaciones técnicas, Gltimos
progresos y casos clinicos presentados
en la literatura cientifica.

TECNICAS DE REEMPLAZO
MITOCONDRIAL

En un primer momento, se penséd
que la transferencia citoplasmatica
de un donante sano a un ovocito con
ADNmt mutado podria subsanar una
enfermedad mitocondrial. Se observé
que lo Gnico que se consigue es crear
un ovocito heteroplasmico con ambos

haplotipos mitocondriales (Amato et
al., 2014) diluyendo levemente el efecto
delADNmt mutado (Brown etal., 2006).
Esta técnica se utiliz6 en técnicas de
reproduccion asistida a finales de la
década de los 90 y fundamentalmente
en EE. UU (Cohen et al., 1997; Cohen et
al., 1998). Esta técnica dio lugar a mds
de 30 recién nacidos vivos. Sin embargo,
después de que se descubriera que tres
nifios nacidos tenian trastornos del
desarrollo (dos casos de sindrome de
Turner y un caso de trastorno autista
ligado al cromosoma X), la agencia
para la administracién de alimentos y
medicamentos (FDA) de EEUU prohibié
el uso de esta técnica hasta que un
ensayo clinico pudiera demostrar su
seguridad (Barritt et al., 2001; Brenner
etal., 2000).

Nuevas  técnicas de  reemplazo
mitocondrial han sido desarrolladas.
Ejemplos de estas técnicas son la
transferencia de vesicula germinal, de
huso meidtico en estadio de maduracion
ovocitaria MII, transferencia pronuclear
o de corpdsculo polar.

TRANSFERENCIA DE VESICULA
GERMINAL

La transferencia de vesicula germinal
consiste en transferir el ADN de un
ovocito inmaduro de una paciente con
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enucleado, ambos en el estadio de
vesicula germinal (Brown et al., 2006).

El procedimiento de esta técnica
consiste en introducir la pipeta de
enucleacion a través de la zona pelicida
yseextraeelndcleovisible de la vesicula
germinal junto con una pequefa
porcién de citoplasma, denominado
karyoplast del ovocito de la paciente. A
continuacion, el karyoplast seinserta en
un ovocito enucleado de una donante.
Las membranas del ovocito donantey el
karyoplast se unifican por electrofusion
y se cultivan in vitro para que maduren
y posteriormente proceder a la
fecundacién (Zhang et al., 1999).

Segln los estudios publicados hasta la
fecha, los ovocitos humanos resultados
de esta fusion son capaces de completar
la maduracién meidtica de forma normal
e incluso fecundarse normalmente
después del ICSI (Takeuchi et al., 2001;
Zhang et al., 1999). Ademads, el estudio
de Takeuchi et al., 2001, indica que el
trasplante de vesicula germinal en si
mismo no aumenta la incidencia de
aneuploidias.

Todos los estudios cultivaron los
ovocitos en estadio de vesicula germinal
en un medio con citocalasina B, antes
de la micromanipulacion. La exposicidn
a citocalasina B fue beneficiosa para

el ADNmt mutado a un ovocito sano realizar la enucleacion, aunque se

Tubla 1. Estudios publicados de ransferencia de VG en ovocitos humanos
Estudio No. VG Ovocites No. Andlisis genético

receptoras Reconstituidos Ovocitos CcP
MII
Zhang et al, 1999 47 12 7 45N
Takeuchi et al, B 7 5 35N
2001
Tesarik et al, 44 40 29 SD
2003
Zhang and Liw, SD 23"G/'C 25 S9N
2015 sD 13°VG/ "C 8 9N
Ovocites quiménicos
CP=corpiisculo polar, VG=vesicula germinal
N=normal
SD=sin datos

h=humano, r=ratén, C=citoplasma

Tabla I. Estudios publicados de transferencia de VG en ovocitos humanos

h=humano, r=raton, C= citoplasma,

CP= corpdsculo polar, VG = vesicula germinal
SD=sin datos

N=normal
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desconoce su efecto citotoxico en el
futuro desarrollo embrionario (Tesarik
etal., 2003).

Hallazgos adicionales en ovocitos
quiméricos a los que se transfirieron
reciprocamente vesiculas germinales
entre ovocitos humanos y de ratén,
sugirieron que, ambos  podrian
compartir moléculas citoplasmaticas
similares, las cuales, controlan la
maduracién meidtica, la extrusion de
corplsculo polar, el ensamblaje del
huso meiético, el alineamiento y la
segregacion cromosémica (Zhang and
Liu, 2015).

TRANSFERENCIA DE HUSO MEIOTICO
EN ESTADIO MII

Una técnica alternativa es la
transferencia del huso meiético, donde
el ADNmt puede ser reemplazado
eficientemente con esta técnica sin
influir en la fecundacion ni en el
desarrollo  embrionario  posterior
(Tachibana et al., 2009). La
transferencia de huso  meiético
consiste en transferir el material
genético nuclear (huso meidtico y los
cromosomas) de un ovocito MII con
mutacion en el ADNmt a otro ovocito
MII previamente enucleado sano que
serd inseminado a continuacién (Amato
etal., 2014).

En los ovocitos maduros MII,
las mitocondrias se distribuyen
uniformemente por todo el citoplasma
y el huso meiético y los cromosomas no
tienen mitocondrias en su interior.
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Losdos primerosestudios representados
en el cuadro anterior sobre MRT
en ovocitos humanos, obtuvieron
bajos niveles de heteroplasmia
(por debajo del 1%) confirmando
la capacidad de la técnica para
prevenir la transmisién de mutaciones
del ADNmt a la descendencia. Sin
embargo, una proporcién significativa
de cigotos resultantes contenian un
ndimero anormal de prondcleos. Esta
anomalia fue atribuida a un fallo
en la segregacion cromosémica en
proceso de la meiosis, producido por
una activacién ovocitaria prematura
durante la manipulacién (Tachibana
et al., 2013). El estudio realizado por
Paully colaboradores identifican que en
células madre embrionarias derivadas
de los blastocistos obtenidos, el
cariotipo, la expresion de marcadores de
pluripotencia, los perfiles metabédlicosy
la expresion de genes eran normales en
comparacién con los controles (Paull et
al., 2013).

Aunque en el estudio de (Khang et al.,
2016), la muestra es pequefia, las
tasas de fecundacion de los ovocitos
generados por la transferencia del huso
meiético fueron comparables a las de los
controles. Los protocolos modificados
redujeron la tasa de activacion anormal
de ovocitos y alrededor del 75% de los
cigotos se desarrollaron hasta la etapa
de blastocito. Las tasas de aneuploidias
y la calidad de los blastocistos fueron
similares en comparacién con los
controles.

Con esta técnica, el equipo de Zhang,
publico el nacimiento de un nifio
sano de una mujer portadora de una

Tabla II. Estudios publicados sobre transferencia de huso meidtico en ovocitos humanos

Estudio n Ovocitos
Reconstituidos

Tachibana et 64 60

al., 2013

Paull et al, 62 I8

2013

Kang e al, SD 6

2016

Zhang et al, 9 5
2017

SD=sin datos

Fecundacidn/Activacion Blastocistos
13
Partenogenotas 7
1
4

Tabla I1. Estudios publicados sobre transferencia de huso meidtico en ovocitos humanos

enfermedad mitocondrial con una
carga de mtDNA materna menor al 10%
(Zhang et al., 2017).

TRANSFERENCIA PRONUCLEAR

La transferencia Pronuclear (PNT)
consiste en transferir los prondcleos de
un cigoto con ADNmt mutado al espacio
perivitelino de otro cigoto donado
previamente enucleado (Amato et al.,
2014).

Después de la fecundacion se extraen
los prondcleos, para ello, se penetra
en la zona peldcida con la pipeta de
enucleacion y se aspiran los prontcleos
junto con una pequefia porcion del
citoplasma conformando un karyoplast
pronuclear. A continuacién, se aspira
el virus Sendai inactivado que actuara
como agente que facilitara la fusion
de membranas con el cigoto receptor.
Por dltimo, se inyecta la suspension de
virus junto con el karyoplast pronuclear
en el espacio perivitelino de un cigoto
enucleado receptor. Finalmente se
incuba para facilitar la fusién de
membranas (McGrath et al., 1983). El
nuevo cigoto reconstituido contiene el
nicleo con el ADN nuclear del cigoto
del paciente y el citoplasma junto con
el ADNmt del cigoto sano (Amato et al.,
2014).

Craven et al., 2010, demostré que
la transferencia de prontcleos era
compatible con el desarrollo in vitro de
embriones humanos hasta el estadio de
blastocisto. Para estudiar la viabilidad
de la técnica, transfirié uno o dos
prondcleos entre cigotos anormalmente
fecundados (unipronucleares y
triplonucleares). En este caso la
tasa de llegada a blastocisto fue del
8,3% y se debi6 fundamentalmente
a la dotacion cromosémicamente
anormal de estos cigotos que limito su
potencial de desarrollo. La optimizacion
del procedimiento minimizo
significativamente el arrastre de ADNmt
mutado con valores menores al 2%.

El equipo de Zhang en 2016, realizé
una transferencia de prondicleos en
una pareja con repetidos bloqueos en
el desarrollo embrionario. La paciente
gest6 en 3 ocasiones con resultado de
unaborto espontdneo. Seanalizaron los
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Tabla I1I. Estudios publicados de PNT en cigotos humanos

Estudio n Cigotos reconstituidos Blastocistos Andlisis Yo ADNmt
genético
Craven et al, 44 10 (transferenciade 1IPN) 2 sD sSD
2010 8 (transferencia de 2PN)
36 3 5D <2%

Zhang et al, 12 7 5 SD 0%
2016
Hyslop et al, 131 78 62 IS30N 2-5%
2016

PN=pronicleos

SD=sin datos

N=normal

Tabla III. Estudios publicados de PNT en cigotos humanos

N=normal
PN=pronticleos
SD=sin datos

cariotipos de los tejidos embrionarios
de los restos fetales y fueron normales
cromosémicamente. Ademas, el perfil
del ADNmt fetal indicaba que procedian
de la donante sin signos del ADNmt de
los pacientes. Por lo tanto, validaron
que la transferencia pronuclear se habia
realizado con éxito.

Hyslop etal., 2016, publicaron un nuevo
protocolo de transferencia pronuclear
que incluia el trasplante de prontcleos
8 horas después de la finalizacién del
ICSI. Los autores demostraron que
realizar esta técnica en este periodo
de tiempo mejoraba la viahilidad de los
embriones reconstituidos. El arrastre
de ADNmt mutado en los blastocistos
fue menor al 5%. La calidad de los
blastocistos reconstituidos y los perfiles
de expresion fueron comparables con
los controles.

TRANSFERENCIA CORPUSCULO POLAR
(PBNT)

El procedimiento se inicia con la
recuperacién del primer CP de un
ovocito MII no fecundado de la paciente,
seguido de una fusién con el citoplasma
ovocitario enucleado de la donante. Los
ovocitos MII reconstituidos se fecundan
y transfieren a una receptora.

El segundo CP se recupera de cigotos
en estadio pronucleary se fusionan con
cigotos receptores en los que se les ha
eliminado los prondcleos femeninos.

ratones

Los estudios previos en

demostraron la viabilidad de usar la
transferencia de los corpdsculos polares
como una herramienta clinica ya que
ambos contienen poca cantidad de
ADN mitocondrial (Wang et al., 2014;
Wakayama etal., 1997,1998). ELgrupo de
Maetal., 2017 describen la transferencia
a través del primer corpdsculo polar
(PB1). Mientras que un 76% de los
ovocitos fecundaron correctamente y
fueron capaces de finalizar la segunda
meiosis de forma normal, solamente un
42% de cigotos alcanzaron el desarrollo
hasta blastocisto. Pero a pesar de
una caida en la tasa de desarrollo
embrionario, los analisis genéticos,
epigenéticos y transcriptémicos de
células madre embrionarias derivadas
de los blastocistos indicaron una
marcada similitud con los controles.
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Los resultados del articulo de Zhang et
al., 2017 revelaron que la transferencia
del 1r CP, pero no la transferencia del
2n CP, podria generar con éxito cigotos
normalmente fecundados con una alta
eficienciaen eldesarrolloablastocistos.

DISCUSION
La transmision de enfermedades
mitocondriales, puede prevenirse

mediantevarios enfoques, de los cuales,
cada uno de ellos presenta ventajas,
desventajas, limitaciones técnicas
y éticas asociadas. El trasplante del
genoma nuclear puede realizarse una
vez el ovocito es fecundado, o antes de
este proceso de manera que, el proceso
de la meiosis femenina ofrece varias
opciones.

El trasplante de vesicula germinal
presenta la ventaja que el nicleo
en este estadio es grande y visible
al microscopio. Sin embargo, esto
requeriria la maduracion in vitro de
los ovocitos desde la etapa de vesicula
germinal hasta la etapa MII, paso
limitante para el éxito de la técnica.
Ademds, los ovocitos inmaduros son
mds sensibles a su manipulacion,
posiblemente debido a la distribucién
de los microfilamentos en la regidn
cortical y perinuclear, hecho que hace
necesario el empleo de disruptores de
microfilamentos para la enucleacion.

Tabla IV. Estudios publicados de PBNT en ovocitos humanos

Estudio n PBNT Fecundacion  Meiosis [l a Blastocistos  Andlisis
término genético
Ma e al, SD 32 2531 19/25 8 1N
207
Zhang e 28 22(PBIT) 13 SD 4 2N
al, 2007 26 17(PB2T) SD 5D 0 SD
SD=sin datos
N=normal
PB1T=transferencia del primer CP
PB2T=transferencia del segundo CP

Tabla IV. Estudios publicados de PBNT en ovocitos humanos

PB1T= Transferencia del primer CP
PB2T= Transferencia del segundo CP
N=Normal

SD=Sin datos
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Actualmente, la estrategia mas
prometedora es transferir el genoma
nuclear a partir del huso meiético que
por el contrario a la transferencia de
vesicula germinal o de prondcleos, los
cromosomas de los ovocitos MIIno estan
rodeados por una membrana nuclear.
Es por eso, que es necesario el uso de
tinciones de ADN y de tecnologias de luz
UV o luz polarizada para visualizar los
cromosomas. Pero suuso no esdeseable,
ya que puede ocurrir una activacion
prematura del ovocito. Y, ademds, seria
dificil eliminar la posibilidad de que
algunos cromosomas no se alineen
correctamente en la placa metafdsica,
tal y como se ha observado en ovocitos
de mujeres en edad materna avanzada.
A pesar de las desventajas técnicas, se
ha reportado un recién nacido vivo con
el minimo arrastre de ADNmt.

La transferencia pronuclear requiere
de la fecundacion tanto de los ovocitos
proporcionados por la paciente
portadora de la enfermedad como de la
donante, y por lo tanto su uso plantea
complejasimplicaciones éticas. Ademds,
el procedimiento supone el tratamiento
de los cigotos con farmacos inhibidores
de componentes del citoesqueleto, para
facilitar la extraccion del ndcleo.

Los genes en este estadio se encuentran
empaquetados en prondcleos grandes
claramente visibles, lo cual representa
una ventaja para su extraccion.
También, la optimizacion de los
procedimientos de enucleaciény cultivo
de embriones ha facilitado el desarrollo
de blastocistos de buena calidad y con
el minimo arrastre de ADNmt.

El uso de los corplsculos polares
podria usarse como fuente de ADN
nuclear con un minimo arrastre de
ADN mitocondrial. EL 1r CP tiene
facil visualizacion y manipulacion.
Asimismo, no genera heteroplasmia
en la descendencia y se lleva a cabo a
nivel de ovocitos no fecundados. Para la
transferencia del 2° CP, se lleva a cabo
una vez el ovocito es fecundado, pero
el principal inconveniente es que el 2°
CP sélo tiene un haplotipo. Ambos nos
permiten reducir el nimero de ovocitos
requeridos de mujeres afectadas por
mutaciones de mtDNA.
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Las estrategias, propuestas
anteriormente, han demostrado ser
eficientes tanto en modelos animales,
como en humanos. Pero su aplicacion
en la clinica adn sigue siendo un
desafio. Similar a la donacién de
ovocitos, requieren la disponibilidad
de suficientes donantes de ovocitos o
cigotos, lo que podria ser un obstaculo
para su aplicacion. Cada vez hay mas
evidencias que sugieren que el uso de
estas innovadoras tecnologias debe
adoptarse con precaucion y Ginicamente
en pacientes altamente seleccionados.
Y parece preferible restringirla en
situaciones en el que el diagndstico
preimplantacional no pueda seleccionar
embriones libres de estas anomalias
genéticas.

A dia de hoy son necesarios nuevos
estudios de seguridad y eficacia que
supervisen el uso de estas nuevas y
prometedoras tecnologias que podrian
evitar la transmisién de una enfermedad
a la descendencia, manteniendo los
genes maternos.
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GRUPO DE INTERES EN EMBR!OLOGiA: MORFOLogiA
EMBRIONARIA Y CORRELACION CON ANEUPLOIDIAS

Delgado A.?, Pons MC.2, Rives N.3, Carrasco B.2, Cuadros M.#, Cuevas 1., Teruel J.5, Cabello Y.”, Mufioz J.%, Hurtado de Mendoza
M.V.9

nstitut Universitari IVI Valéncia. Valencia. 2Institut Universitari Dexeus. Barcelona. 3Barcelona IVF. Barcelona. “Madrid.
*Hospital General Universitario. Valencia. *Equipo Juana Crespo. Valencia. "Hospital Ruber Juan Bravo Quirén Salud. Madrid.
8Clinica Tambre. Madrid. °Sevilla.

RESUMEN: La herramienta principalen el laboratorio para la seleccion embrionaria previa a la transferencia, es la observacién
de la morfologia tradicional. Sin embargo, muchos de los embriones seleccionados pueden ser portadores de aneuploidias,
influyendo en el resultado final del ciclo, bien con fallos de implantacién o con pérdidas gestacionales. Por ello, muchos
autores han tratado de establecer una relacion entre la morfologia embrionaria y la carga cromosémica del embrién en
distintos estadios.

Palabras clave: euploidia, morfologia, aneuploidia, blastocisto.

ABSTRACT: The main tool in the laboratory for embryonic selection prior to embryo transfer, is the observation of
traditional morphology. However, many of the selected embryos can be carriers of aneuploidies, influencing the final
result of the cycle, leading to implantation failures or pregnancy loss. Therefore, many authors have tried to establish

a correlation between the embryonic morphology and the chromosomal charge of the embryo in different stages.

Keywords: euploidy, morphology, aneuploidy, blastocyst.

INTRODUCCION

El uso de la estimulacién ovarica
controlada en los tratamientos de
reproduccion asistida tiene como
finalidad, en la mayoria de los ciclos,
la obtencion de mdltiples ovocitos
maduros, por lo que el nimero de
embriones disponibles para transferir
suele ser elevado.

Muchos embriones morfolégicamente
6ptimos que son transferidos al
Gtero, no logran implantar o generan
gestaciones que finalizan en abortos
espontaneos. Algunos de estos
fracasos, pueden ser explicados por la
presencia de anomalias cromosémicas
en los embriones seleccionados para la
transferencia.

Sin embargo, alguno de los aspectos

mds importantes de la viabilidad
embrionaria, como la carga
cromosomica, son indetectables

mediante la observacion morfoldgica
clasica.

La estrategia mas comin, en la mayoria
de los laboratorios de fecundacion
in vitro (FIV), para identificar los
embriones viables capaces de dar lugar
a una gestacion evolutiva, estd basada
en criterios morfoldgicos tales como el
nimero de células y la simetria de las
mismas, lapresenciademultinucleacion,
el porcentaje de fragmentacién y la
velocidad de desarrollo. En cuanto al
estadio de blastocisto, nos centramos
en la clasificacion de la masa celular
interna (MCI) y del trofoectodermo (TF),
asi como en el grado de expansion.

Mas recientemente, la tecnologia
time lapse ha entrado a formar parte
de un gran nidmero de laboratorios,
aportando datos de la morfocinética
embrionaria quevienena complementar
a la morfologia tradicional.

A lo largo de estos dltimos afos,
algunos autores han intentado
establecer una correlacion entre
determinados parametros morfoldgicos
y la carga cromosémica final del
embrién en distintos estadios del
desarrollo embrionario, como dia 3y
dia 5 (Munné et al., 2006) (Magli et al.,
2007) (Delgado A., 2015). Ademds, se
han publicado distintos algoritmos de
prediccién de aneuploidias basados en
la morfocinética embrionaria (Campbell
etal., 2013) (Basile et al., 2014).
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PATRON PRONUCLEAR

La primera valoracion morfoldgica
del embrién a estudiar es el patron
pronuclear del cigoto. Sitomamos como
referencia el modelo de Scott (Scott,
2003), no parece relevante a la hora de
determinar la dotacién cromosémica
del embrién, si bien el tipo I parece
tener mds probabilidad de euploidia
al compararlo con el resto de patrones
pronucleares (Gamiz et al., 2003)
(Edirisinghe et al., 2005).

Ademds, hay autores que han
correlacionado los parametros
espermaticos con el score pronuclear
observado tras la microinyeccion
espermatica y la dotacién cromosémica
de los embriones  resultantes
(Kahraman et al., 2002), existiendo
diferencias en cuanto a prondstico de
euploidia y tasa de blastulacion entre
los grupos IyII, siendo mejor el tipo I.
Igualmente, se obtenian mas embriones
del grupo II cuando se utilizaba en la
microinyeccién espermdtica muestra
procedente de tejido testicular,
incluyendo espermdtidas redondas.
También el grupo de Gianaroli (Gianaroli
etal., 2006) encontré correlacion entre
determinados patrones pronucleares y
la posibilidad de euploidia.

MORFOLOGIA EN DiA 3

Las aneuploidias son el principal factor
genético que afecta al éxito de los ciclos
de fecundacion in vitro. La morfologia
embrionaria en dia 3 de desarrollo, y su
correlacion con aneuploidias, han sido
objeto de numerosos estudios (Marquez
etal., 2000) (Munné etal., 2006) (Magli
et al., 2007). Otros autores, ademds de
evaluar la relacion entre la morfologia
en dia 3 con las aneuploidias, lo
han hecho con la tasa de llegada a
blastocisto (Eaton etal., 2009).

En cuanto a la morfologia embrionaria
en dia 2 y dia 3 de desarrollo, a mayor
nimero de células respecto al desarrollo
esperado, menor es la posibilidad de
euploidia (Hardarson et al., 2001)
(Munné, 2006) Por lo tanto, la velocidad
de desarrollo si que condiciona la
euploidia del embrién (Magli et al.,
2007). En este articulo se observé que
los embriones de desarrollo lento,
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aquéllos que se bloqueaban y los que
tenian una velocidad de desarrollo
que podia considerarse rdpida,
tenian incrementadas las anomalias
cromosémicas.

Por el contrario, un estudio reciente
(Pons et al., 2018) observé que el
64.4% de los embriones en 8 células
en dia 3y el 59.3% de los embriones
considerados como rdpidos en dias 3
(>8 células), alcanzaban el estado de
blastocisto. Tras el andlisis genético
de estos embriones, el 22.7% de los
embriones en 8 células en dia 3 y
el 20.6% de los embriones rapidos,
fueron diagnosticados como euploides.
El andlisis estadistico mostré que la
probabilidad de un embrién rapido en
dia 3 de formar un blastocito euploide
no era significativamente diferente a
uno que procediera de 8 células.

Si nos fijamos en un grupo concreto de
edad, algunos autores como Moayeri
(Moayerietal., 2008), sique encuentran
de utilidad la morfologia en dia 3 para
prediccién de euploidia en pacientes
de edad materna avanzada, pero no
para el grupo de pacientes jovenes
cuyos  dismorfismos  embrionarios
pueden tener otro origen. En cuanto a
la fragmentacion, si que puede ser un
factor comtin a ambos grupos a tener en
cuenta de cara a seleccionar un embrion
euploide. En el caso del estudio del
grupo de Eaton (Eaton et al., 2009), la
morfologia en dia 3 no es concluyente
como Unico pardmetro para descartar
embriones aneuploides, indicando por
lo tanto, en pacientes concretas, el test
genético preimplantacional.

Centrdndonos en la fragmentacion
embrionaria, parece claro que el
porcentaje de fragmentacién si que
afecta a la dotacién cromosémica
final. En algunos casos, se han
obtenido datos respecto al mosaicismo
y otras alteraciones (poliploidias y
haploidias) y aneuploidias (Munné,
2006). Segin Munné, a medida
que aumenta la fragmentacion, se
incrementa el porcentaje de embriones
afectados por mosaicismo y otras
alteraciones (poliploidias y haploidias)
disminuyendo el ndmero de embriones
euploides disponibles. Respecto a las
aneuploidias no es asi, y no aumentan

proporcionalmente con el aumento de
la fragmentacion ya que éstas, estdn
mas ligadas a la edad avanzada (Munné
et al., 2007). En referencia al tipo de
fragmentacion, si que hay estudios
que han hablado de obtener una mayor
posibilidad de aneuploidia referida al
tipo 4 (Magli et al., 2007).

Respecto a la simetria embrionaria,
existen publicaciones que han obtenido
tasas de anomalias cromosémicas
elevadas en embriones con divisiones
asimétricas (Hardarson et al., 2001).
Se ha sugerido que esta asimetria
podria causar multinucleacién en los
blastémeros resultantes y provocar un
aumento de las aneuploidias en estos
embriones. También los datos de Magli
confirman la influencia de la simetria
durante el desarrollo embrionario con
un mayor porcentaje de aneuploidias en
los embriones asimétricos (Magli et al.,
2007).

Referente a la multinucleacion,
parece que a mayor ndmero de
células multinucleadas, menor es la
posibilidad de euploidia. Hace casi 20
afios, Kligman (Kligman et al., 1996)
ya habia encontrado cierta relacion
entre los embriones que presentaban
multinucleacion y los que no, respecto
a su carga cromosémica. En su
estudio, el porcentaje de embriones
aneuploides aumentaba en aquellos
embriones con células multinucleadas,
aunque no se encontré una relacién
clara entre el dia de la aparicion de la
multinucleacion, el tipo, el ndmero
de células multinucleadas, la calidad
embrionaria y la técnica empleada para
inseminar los ovocitos (microinyecciéon
espermatica o fecundacion in vitro
convencional), respecto al ratio de
embriones anormales. Otros autores
como Hardarson (Hardarson et al.,
2001), también han relacionado la
asimetria en las divisiones embrionarias
con el grado de multinucleacion y por
lo tanto con una menor posibilidad de
euploidia.

ESTADIO DE BLASTOCISTO

El cultivo, hasta el estadio de
blastocisto, se ha implementado en
la actualidad en muchas clinicas de
fecundacion in vitro, debido a que los
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embriones que alcanzan este estadio
tienen mayor potencialdeimplantacién.

Sin embargo, la capacidad del cultivo
largo hasta blastocisto de descartar los
embriones aneuploides sigue siendo
limitada. Los blastocistos, al igual
que los embriones, contindan siendo
portadores deanomalias cromosémicas,
aunque la frecuencia de las mismas
y la incidencia del mosaicismo son
inferiores a la de los embriones en dia 3
de desarrollo. Este dato es corroborado
por  autores como  Sandalinas
(Sandalinas et al., 2001), que encontré
que los embriones portadores de
trisomias puras alcanzaban el estadio
de blastocisto en un 37%, y que algunas
monosomias como la Xy la 21 también
eran capaces de hacerlo. Por otro
lado, Rubio (Rubio et al., 2007), en su
estudio, observé que los embriones
euploides llegaban a blastocisto en un
68,2%, pero sin embargo, también los
embriones aneuploides son capaces de
alcanzar este estadio como en el caso de
las trisomias y las monosomias.

Respecto a la morfologia de los
blastocistos, una proporcién
considerable de ellos,
cromosémicamente anormales,

alcanzan el maximo score y de la misma
manera, algunos con peor score son
euploides (Alfarawati et al., 2011). Mds
de la mitad de los blastocistos testados
en ese estudio habfan sido catalogados
como anormales.

El efecto de la edad materna avanzada
también estaba asociado al aumento
de aneuploidias siendo del 51% en
pacientes jovenes respecto a las de
edad materna avanzada donde se
incrementaban hasta un 61%. El efecto
de la edad materna y de la morfologia
del blastocisto, asi como su posibilidad
de euploidia, también ha sido estudiado
por otros autores (Fragouli et al., 2013)
(Fragouli et al., 2014) corroborando
muchos de los datos adelantados por
Alfarawati (Alfarawati et al., 2011).
Parece claro que la edad materna
afecta directamente al porcentaje
de  embriones
como también que algunos de estos
embriones, como aquellos que tienen
la trisomia 21, alcanzan el estadio
de blastocisto y un alto score, siendo

aneuploides,  asf

indistinguibles de los blastocistos
euploides (Fragouli et al., 2014).

Ademds, en ese mismo estudio y de
manera especifica, el score de la MCI y
del TE, condicionaban la posibilidad
de euploidia del blastocisto, siendo
los scores mas altos los que menos
anomalias cromosémicas conllevaban.
Este dato concuerda con los de otros
estudios (Delgado, A. 2017), donde los
blastocistos de mejor categoria segtin
la clasificacion de ASEBIR, mostraban
indices mas altos de euploidia. Ademas,
el porcentaje de euploides también se
veia influenciado por el dia de llegada
a blastocisto, siendo mayor en dia 5 de
desarrollo.

De esta manera, Capalbo (Capalboetal.,
2014) también obtuvo mayor posibilidad
de euploidia entre los blastocistos que
alcanzaban mayor score. Ademds, en
el citado estudio, se correlacion6 de
manera negativa la tasa de llegada a
blastocisto (respecto al dia) con la edad
de la paciente, siendo mayor a menor
edad. Sin embargo, el porcentaje de
euploides no diferia mucho entre los
que llegaban a blastocisto en dia 5 0 en
dia 6 de desarrollo.

TECNOLOGIA TIME LAPSE

Entre los primeros estudios que han
tratado de relacionar la morfocinética
con las aneuploidias aparece el de
Chavez (Chavezetal., 2012), que evalué
embriones en estadio de cuatro células
llegando a la conclusion de que el ciclo
inicial de los embriones euploides es
mas estable que el de los aneuploides.

En el 2013, Campbell y sus
colaboradores (Campbell et al., 2013),
evaluaron un grupo de blastocistos y
la posibilidad que tenian de presentar
anomalias simples o mdltiples. Llegaron
a la conclusién de que los embriones
aneuploides presentan un retraso en la
compactacion, periblastulacién y en el
tiempo de llegada a blastocisto. Kramer
(Kramer et al., 2014) aplicé este modelo
en su laboratorio, pero los resultados
no fueron reproducibles.

Autores como Chawla (Chawla et al.,
2015), encontraron diferencias en los
distintos parametros morfocinéticos

al evaluar el desarrollo en embriones
biopsiados en dia 3, siendo mas
cercanos a los esperados en el caso
de los euploides respecto a los
aneuploides. Igualmente, Basile y su
grupo también observaron diferencias
morfocinéticas entre los embriones
euploides y aneuploides, y propusieron
un algoritmo que agrupaba a los
embriones en cuatro categorias segln
su probabilidad de euploidia.(Basile et
al., 2014).

Otros autores como Rienzi (Rienzi et
al., 2015), con el uso de la tecnologia
time lapse y los arrays de hibridacién
gendémica comparada, no encontraron
diferencias significativas en cuanto
a la morfocinética de los embriones
euploides y aneuploides respecto
al inicio de la compactacién, de la
blastulacién y la blastulacién completa
dentro de un grupo de pacientes de mal
pronéstico reproductivo.

Minasi (Minasi et al., 2016), observé
que los blastocistos  euploides
presentaban mayor porcentaje de MCI
y TF con score alto, ademas de mayor
grado de expansion, y menor tiempo
de formacion de blastocisto, tiempo de
expansion y eclosion mdas tempranos
que en blastocistos aneuploides.

Recientemente, Nogales (Nogales
et al., 2017), encontré diferencias
morfocinéticas en los embriones
aneuploides en funcién del tipo de
aneuploidia, simple o compleja.

CONCLUSION

La observacion estdtica convencional
de la morfologia embrionaria, ademas
deluso del time lapse, son herramientas
de mejora de los resultados del
laboratorio de fecundacién in vitro,
pero en la actualidad, con los datos
que disponemos, no pueden sustituir
de manera individual o conjunta al
test genético preimplantacional para
determinar la carga cromosdémica de un
embrion.
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RESUMEN: El laboratorio de reproduccién humana asistida debe estar orientado a satisfacer las necesidades de sus usuarios
mediante procesos de probada seguridad y eficiencia. Para ello es clave la implantacién de sistemas de calidad y programas

de control de calidad internos (CCInt) y control de calidad externos (CCExt).

Concretamente, los CCExt permiten conocer la exactitud en los procedimientos controlados, aumentar la eficiencia de
estos y conocer la variabilidad en los procesos llevados a cabo por los distintos laboratorios, ademas de ser la base de la

transferibilidad de resultados entre laboratorios.

Hoy en dia, existen 3 procedimientos con programas de CCExt consolidados para el laboratorio de reproduccién (andlisis
de semen, evaluacién embrionaria y citotoxicidad). En estos programas, diferentes laboratorios analizan alicuotas de una

misma muestra (tipo I).

En el futuro, seria conveniente la generalizacién de los programas existentes a mas centrosy el desarrollo e implantacion de
estos programas de CCExt en otros procedimientos que se llevan a cabo en el laboratorio de reproduccién.

ABSTRACT: The assisted human reproduction laboratory must be guided to the needs of its patients through proven
safety and efficiency processes. The implementation of quality systems and internal (IQC) and external quality control

(EQC) programs is key for this.

Specifically, the EQC programs allows to know accuracy in the controlled procedures, increase the procedures efficiency
and to know variability in the procedures carried out by different laboratories, in addition to form the basis of the
transferability of results between laboratories.

Today, there are 3 procedures with consolidated EQC programs for the reproduction laboratory (semen analysis, embryo
assessment and cytotoxicity). In these programs, different laboratories analyze aliquots of the same sample (type I).

Inthefuture, the existing EQC programmes should be generalized to more centers. The developmentand implementation
of these EQC programs to other procedures that are carried out in the laboratory of reproduction is necessary.

CONTROL DE CALIDAD EXTERNO

La variabilidad analitica es un fenémeno
propio de los procesos de medida, que
ocasiona que los resultados obtenidos
al medir repetidamente una magnitud
en un mismo espécimen puedan ser
ligeramente diferentes entresi (Haeckel,
1993). Este concepto, aplicadoalmanejo
de gametos o al cultivo embrionario en
el laboratorio de reproduccién humana
asistida (LRHA), es el que hace que

los resultados obtenidos al analizar,
procesar o crioconservar alicuotas de
un mismo espécimen sean ligeramente
diferentes entre si. Todo esto nos obliga
a realizar un conjunto de acciones
internas o externas conocido como
“control de la calidad”. Estas acciones
deben estar planificadas, realizarse
sistemdticamente y ser demostrables.

Los programas de control de calidad
externos  (CCExt) mas conocidos

en los laboratorios clinicos son los
basados en la participacion de diversos
laboratorios que miden, con los mismos
o diferentes procedimientos de medida,
una o mas magnitudes en los mismos
materiales de control, y en el que los
resultados obtenidos por un laboratorio
son comparados con los resultados
obtenidos porelrestodelos laboratorios
participantes o por expertos. Por
tanto, permite conocer cémo estdn
funcionando los procedimientos de un
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determinado laboratorio en relacién con
cémo funcionan en otros laboratorios o
en relacién a los resultados de expertos
(Organizacion Mundial de la Salud,
2010). Por otra parte, los programas
de CCExt constituyen la base de la
transferibilidad de resultados entre
laboratorios.

Ademds, en la norma UNE 179007,
norma que especifica los requisitos
para un sistema de gestion de la calidad
para centros de reproduccién humana
asistida, recoge que “La organizacién
debe participar en controles de
calidad externos sobre preembriones
y gametos y en Registros de Actividad
Multicéntricos, con una periodicidad
minima anual”.

Los programas de CCExt suelen estar
organizados por fabricantes de
materiales de control, organismos
oficiales u organizaciones cientificas.
La participacion suele ser voluntaria,
aunque en algunos paises la ley
obliga a los laboratorios a participar
en programas de CCExt, y sus
resultados pueden ser inspeccionados
oficialmente.

Cada programa de CCExt establece
el nimero de materiales de control,
su frecuencia de distribucién y los
valores de las magnitudes cuyos
procedimientos de medida se desea
evaluar, dependiendo todo ello de la
finalidad concreta para la que haya sido
disefiado.

Debemos recordar en este punto que la
manera de participar en los programas
de CCExt segun la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) (2010) es mediante
un miembro del personal de laboratorio
que tenga un aceptable nivel en el
programa de control de calidad interno
(CCInt).

Ademads de las caracteristicas generales
sobrelaestructuradelprogramadeCCExt,
los participantes reciben informacion
sobre el origen de los materiales de
control e instrucciones claras sobre su
manipulacion, estabilidad, condiciones
de almacenamiento y fecha limite de
entrega de los resultados (Thompson et
al., 2006).

Para que un programa de CCExt sea
fiable deben cumplirse los siguientes
puntos (ISO 15189:2012; Thompson et
al., 2006):

1. Los distintos materiales de control
de un mismo lote deben ser totalmente
homogéneos entre si y su estabilidad
debe mantenerse a lo largo de todo el
periodo de control.

2. El ndmero de laboratorios
participantes debe ser el mayor posible
y la diversidad de los métodos de medida
de una misma magnitud también debe
ser la mayor posible, con lo que la
estimacidn de los valores consensuados,
tanto por método como global, serd
fiable y permitira la comparacién entre
laboratorios que utilizan el mismo
método, y una buena estimacion del
error sistematico.

3. Deben utilizarse materiales de control
con diferentes valores de las magnitudes
en estudio, intentando abarcar todo
el intervalo de medicion, o al menos,
con valores cercanos a las decisiones
clinicas.

Existen dos tipos principales de
programas de CCExt analitica: tipo I
y tipo II. Las diferencias principales
entre ambos tipos son la frecuencia
con que se realizan las mediciones en
los materiales de control y el hecho
de que los valores de esos materiales
sean conocidos por los laboratorios
participantes o no lo sean.

Tipo I: En estos programas se utilizan
los resultados obtenidos de forma
esporddica, aunque periddica, por
los laboratorios participantes. Se
utilizan diversos materiales de control
cuyos valores no son conocidos
por los laboratorios participantes.
Durante los 6 6 12 meses que suele
durar cada ciclo de control, cada
laboratorio mide en cada material de
control con una cadencia quincenal,
mensual o trimestral las magnitudes
correspondientes a los procedimientos
que se desea controlar y, finalmente,
envia los resultados al organizador.
Poco tiempo después, el organizador
envia a cada laboratorio participante,
para cada procedimiento de medida
sometido a control, un informe en

el que se comparan los resultados
obtenidos por el participante con los
obtenidos por los laboratorios que
utilizan el mismo método de medida
y con los obtenidos por todos los
laboratorios participantes, sea cual
sea el método con el que miden una
misma magnitud. Finalizado el periodo
de control, el organizador elabora
un informe global en el que evalia
la calidad analitica obtenida por el
participante para cada procedimiento
y la compara con la obtenida por el
resto de los laboratorios participantes.
En algunos programas, en el informe
correspondiente al final del periodo
de control, se indica la clasificacion
basada en la imprecision interdiaria
y el error sistematico, de cada uno de
los procedimientos utilizados por el
participante en relacién con el resto
de los participantes (Ferré y Fuentes,
1998).

TipoII: En estos programas se utilizan los
resultados obtenidos cotidianamente
en el CCInt. En estos programas, cuya
duracion suele ser de un afio o mds,
los materiales de control pueden
estar valorados o no, aunque si no lo
estan, cada laboratorio participante
les asigna sus propios valores. Asi
pues, los materiales de control se
usan cada vez que se realiza una serie
de mediciones para controlar los
resultados observados en los pacientes.
Los resultados de control obtenidos
en el CCInt se envian mensualmente
al organizador del programa. A
continuacién, el organizador envia
a cada laboratorio participante un
informe en el que consta, para cada
procedimiento de medida sometido a
control, las medidas y los coeficientes
de variacién (imprecision interdiaria)
correspondientes a los resultados
enviados el mes anterior y los enviados
hasta el momento desde el inicio del
periodo de control (datos acumulados),
asi como la media y la desviacion tipica
correspondiente a los resultados de
los laboratorios que utilizan el mismo
método (valor consensual por método)
y la media correspondiente a los
resultados de todos los laboratorios,
prescindiendo del método empleado
(valor consensual global) (Ferré vy
Fuentes, 1998).
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Losresultados obtenidosdeun programa
de CCExt nunca deben utilizarse como
base para disminuir el error sistematico
calculando un factor de correccion para
aplicarlo a los resultados observados en
las muestras de los pacientes, ya que los
materiales de control, frecuentemente
no se comportan igual que ellos, porque
no son de origen humano, porque
contienen  sustancias conservantes
0 porque no son equiparables a los
procedimientos habituales.

Valores aberrantes: A veces el resultado
enviado por un participante es calificado
de aberrante por el organizador. En
estos casos debe comprobarse que no
se ha cometido ninguna equivocacion
en la transcripcion de los resultados,
que se han efectuado correctamente los
calculos y que se ha utilizado el material
de control adecuado.

Valores incoherentes: En los programas
en que se miden dos materiales de
control  simultdneamente, puede
no existir coherencia entre los dos
resultados. En este caso, en primer
lugar, se debe considerar un posible
cruce de los dos materiales de control.
Si no existe tal confusidon, se debe
consultar el diagrama de Youden (Ferré
y Fuentes, 1998), que se suele incluir en
estos programas, para deducir el tipo de
error.

Un punto clave en los programas de CCExt
es el establecimiento de los intervalos
de aceptacion de los resultados. La
Organizacion Internacional para la
Estandarizacion (ISO) propone cinco
métodos para asignar valores de

Valor de referencia

1. Formulacién

2. Valor de referencia certificado

3. Valor de referencia

4. Valor consenso de laboratorios expertos

5. Valor consenso de los participantes

Tabla I. Métodos para obtener valores de referencia en un programa de CCExt segtin la norma IS013528:2015. CRM: Material de referencia certificado.

Rev Asoc Est Biol Rep Diciembre 2018 Vol. 23 N° 2

referencia (IS013528:2015) (Tabla I).

PROGRAMAS DE CONTROL DE CALIDAD
EXTERNO EN EL LABORATORIO DE
REPRODUCCION HUMANA ASISTIDA

Los esquemas de CCExt propuestos
para el LRHA y mas utilizados en
diferentes paises son: analisis de semen
(concentracion de espermatozoides,
movilidad, vitalidad, morfologia
espermadtica y medicién de anticuerpos
antiespermatozoide), realizaciéon de
bioensayos para detectar la toxicidad y
las condiciones de cultivo subéptimas, y
analisis de imagenes para la evaluacién
de la calidad y destino clinico de los
embriones (Elder y Kastrop, 2003;
De Jonge et al., 2003; Castilla et al.,
2010). En la Tabla II se muestran otros
ejemplos de CCExt en el laboratorio de
reproducciéon humana asistida.

CONTROL DE CALIDAD EXTERNO DE
ANALISIS DE SEMEN

La implantacién de programas de CCExt
de andlisis de semen es amplia en
muchos paises, pues desde la tercera
edicion del manual de andlisis de
semen humano de la OMS (Organizacién
Mundial de la Salud, 1992) hasta la
Gltima edicién de este mismo manual,
se insiste en la participacién en estos
programas y se facilita un listado de
programas de este tipo, nacionales e
internacionales (Organizacién Mundial
de la Salud, 2010).

En Espafia, tras una experiencia piloto

con 18 laboratorios, seinstauré en 1999
el primer programa de CCExt auspiciado

Mezcla de medios

por la Asociacion para el Estudio de la
Biologia de la Reproduccion (ASEBIR),
dicho programa estuvo coordinado
con el Comité de control de calidad
del Grupo de Interés Especial en
Andrologia de la Sociedad Europea de
Reproduccion Humana y Embriologia
(ESHRE) y organizado por el laboratorio
CEIFER de Granada. Actualmente el
material de dicho programa es también
distribuido al programa de CCExt de
Asociacion Espaiiola de Farmacéuticos
Analistas y de la Asociaciéon Espariola
de Biopatologia Médica y sus resultados
procesados en conjunto (Castilla
et al., 2005). EL procesamiento de
los resultados se realiza de forma
andnima, introduciendo los datos por
duplicado con verificacion de estos en
la aplicacion informdtica encargada
de su analisis estadistico. Todos los
resultados se analizan por técnica y
método utilizado, calculdndose media,
desviacién estandar (DS), coeficiente
de variacién, maximo, minimo y rango
intercuartilico. Se descartan todos los
valores que sean + 3DS (Alvarez et al.,
2005).

Elvalordereferencia utilizado es el valor
obtenido por la media de laboratorios
participantes.

Se han descrito diferencias entre
programas de CCExt de andlisis de
semen (Cooper et al., 2002). Estas
podrian estar debidos a los distintos
métodos utilizados para definir los
valores de referencia en cada programa
de CCExt de andlisis de semen (Palacios
etal., 2002)

Método

Materiales certificados CRM

Comparaciéon con materiales CRM

expertos

Valor obtenido por la media de un grupo de laboratorios

Valor obtenido por la media de los laboratorios

participantes
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Area Proceso

Actividad

CCExt

Analisis Analisis de semen

Clasificacion

embrionaria

Procesamiento
de células y FIV/ICSI CT IA

tejidos

Crioconservacion
Crioconservacion de gametos
(masculino)
Crioconservacion
de gametos

(femenino)

Crioconservacion

de embriones

Determinacion de la
concentracion
espermatica

Determinacion de la
movilidad espermatica

Determinacion de la
morfologia
espermatica

Determinacion de la
vitalidad espermatica

Realizacién de un test
hipoosmético
Determinacion de
anticuerpos anti-
espermatozoide
directa
Determinacion de
anticuerpos anti-
espermatozoide
indirecta
Recuperacion de
espermatozoides

modviles

Determinacion de la
toxicidad de un
fungible

Semen crioconservado
Suspension bolitas latex
Suspension
espermatica
Videos
Semen crioconservado
Videos
Portaobjetos tefiidos y/o
fijados
Semen crioconservado
Videos y/o fotos
Portaobjetos tefiidos
Semen crioconservado
Videos
Semen crioconservado
Videos
Semen

crioconservado

Videos

Sueros

Realizacién de REM

con semen congelado

Videos y/o fotos

Envio material de

toxicidad desconocida

Comparacion de
indicadores con otros
centros
Evaluacién externa de
samen congelado en
el laboratorio
Evaluacién externa de
ovocitos vitrificados
en el laboratorio
Comparacion del %
supervivencia
embrionaria con otros
centros

Tabla II. Ejemplos de CCExt para actividades de procedimiento (Fase Técnica)

(Castilla y Mantilla et al., 2016).

CONTROL DE CALIDAD EXTERNO DE
EVALUACION EMBRIONARIA.

La evaluacion de la calidad embrionaria
es clave en el laboratorio, ya que afecta

aladecision de cuantosy qué embriones
transferir, lo cual esta directamente
relacionado con la eficacia de un ciclo
de FIV/ICSI y con la probabilidad de
embarazo miltiple.

En Espana entre 2003 y 2007 existia
un programa nacional de CCExt de
evaluacion embrionaria, organizado
por CEIFER y auspiciado por ASEBIR,
donde los centros participantes debian
catalogar embriones en tres categorias
(bueno, regular o malo) y decidir
el destino clinico de los embriones
(transferir, crioconservar o descartar).
Elandlisisdelosresultados de estosafos
permitid demostrar las discrepancias
existentes en evaluacion embrionaria
entre centros y un panel de expertos
(Castilla et al., 2010). A partir de 2011,
el programa pasa a ser organizado en
su totalidad por ASEBIR y en 2012 se
incorpora la clasificacion estandarizada
publicada por ASEBIR en 2008, pasando
los laboratorios a analizar de forma
individualizada distintos tipos de
variables como ndmero de células del
embrion, porcentaje de fragmentacion,
vacuolizacién, nucleacion y otras
caracteristicas que permiten
categorizar al embrion mediante la
clasificaciéon embrionaria de ASEBIR
(Ardoy et al., 2008). Los laboratorios,
al igual que en la etapa inicial, deben
tomar una decision clinica (transferir,
crioconservar o descartar) sobre cada
embrién.

Nuestro grupo demostré, que la
participacion en este tipo de programas
aumenta el grado de acuerdo entre
laboratorios en la  evaluacién
morfoldgica embrionaria (Castilla et
al., 2010).

Tras cinco afos de la incorporacién, en
2012, de la catalogacion estandarizada
de ASEBIR al programa de CCExt de
evaluaciéon embrionaria, nuestro grupo
ha demostrado que pese alalto grado de
acuerdo existente entre laboratorios y
expertos en la evaluacion de embriones
de buena calidad siguen existiendo
discrepancias a la hora de catalogar los
embriones de peor calidad (Martinez-
Granados et al., 2018).

En un programa de CCExt para la
evaluacion de imagenes de embriones,
las alternativas posibles para establecer
el valor de referencia, dentro de las
normas IS0 13528:2015, son los puntos
4 (valor consenso de laboratorios
expertos) y 5 (valor consenso de los
participantes) expuestos en la Tabla I.
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Tanto Arce et al. (2006), que compara
los resultados de la evaluacién de tres
laboratorios de expertos entre ellos
y a su vez con los resultados de varios
laboratorios locales, como Ruiz de Assin
etal., (2009) que compara los resultados
entre un grupo de laboratorios y un
grupo de expertos, demostraron que la
variabilidad entre expertos era inferior
a la observada entre laboratorios.
Se demostraba la importancia de
utilizar valores verdaderos, basados
en la opinién de expertos en lugar de
basarse los valores de referencia en las
opiniones mayoritarias de los centros
participantes.

Actualmente, existen programas
similares a los descritos para Espafia, en
Reino Unido, Estados Unidos y Suiza.

CONTROL DE CALIDAD EXTERNO DE
EVALUACION EMBRIONARIA CON
EQUIPOS TIME-LAPSE

El Grupo de Interés de Calidad de
ASEBIR llevé a cabo un ensayo piloto de
un CCExt de este tipo en el afio 2014.

Aunque los métodos time-lapse
proporcionan una gran cantidad
de informacién sobre el desarrollo
del embrién, su andlisis no estd
automatizado (Molder et al., 2015).
Ademas, en cuanto a la medicion de
tiempos en los equipos time-lapse,
s6lo dos estudios han evaluado
la variabilidad interobservador,
reportando poca variabilidad a este
respecto  (Sundvall et al.,, 2013,
Martinez-Granados et al., 2017).
Actualmente, la mayoria de los estudios
que buscan desarrollar algoritmos de
clasificacion usando equipos de time-
lapse s6lo tienen en cuenta el momento
del desarrollo embrionario (Meseguer
et al., 2011; Conaghan et al., 2013;
VerMilyea et al., 2014; Basile et al.,
2015; Milewski et al., 2015; Petersen
et al., 2016). Sin embargo, estas
plataformas también permiten evaluar
embriones mediante la evaluacién de
caracteristicas morfoldgicas cldsicas,
tales como aspecto de los pronicleos,
simetria, fragmentacion y/o
multinucleacion (Gardner et al., 2016).
Ahlstrom et al. (2016) demostraron
que esta estrategia es clinicamente
mds Gtil que un método de seleccién de

Rev Asoc Est Biol Rep Diciembre 2018 Vol. 23 N° 2

embriones en el que sélo se analicen los
tiempos del desarrollo. Otros autores,
utilizando diversas estrategias,
han incorporado las caracteristicas
morfolégicas clasicas a los algoritmos
basados en morfocinética (Conaghan et
al., 2013; Diamond et al., 2015; Liu et
al., 2016).

Sin embargo, segtn Lundin y Ahlstrom
(2015), el hecho de que los eventos
del desarrollo embrionario puedan
ser definidos en diferentes momentos
(inicial, medio o final), podria dificultar
la comparacién de los resultados
obtenidos por diferentes laboratorios.
Nuestros resultados, tras analizar los
datos del ensayo piloto de CCExt de
evaluacion morfolégica embrionaria
(EME) mediante time-lapse, parecen
confirmar esta hipdtesis, observandose
unpicodevariabilidadentrelaboratorios
al analizar eventos que tardan mas
tiempo en producirse como la aparicion
de los pronicleos o la compactacion.
Por el contrario, en eventos que se
producen casi instantdneamente, como
la division celular o la desaparicion
de los pronicleos, la variabilidad
observada entre laboratorios fue
significativamente menor (Martinez-
Granados etal., 2018).

Tras comparar los resultados del ensayo
piloto de EME mediante time-lapse con
los obtenidos en el programa de CCExt
de evaluacion morfolégica embrionaria
cldsica (EMEC), no se observd una
disminucion en la variabilidad entre
laboratorios usuarios de equipos time-
lapse frente a los usuarios de EMEC, en
la evaluacién de ninguna caracteristica
morfolégica ni en clasificacion de
embriones segtn los criterios ASEBIR
(Martinez-Granados et al., 2018).
Este resultado es contrario a lo que
habria cabido esperar de una menor
variabilidad en usuarios de equipos

time-lapse, 'y podria deberse en
parte, a que muchas caracteristicas
morfolégicas embrionaria son

transitorias y los criterios para evaluar
dichas caracteristicas no estdn bien
definidos actualmente para los equipos
time-lapse (Hardarson et al., 2002;
Chavezetal., 2012).

A nivel internacional sélo la External
Quality ~ Assurance ~ Schemes  for

Reproductive Medicine propone un CCExt
para equipos time-lapse (External Quality
Assurance Schemes for Reproductive
Medicine, 2018).

CONTROL DE CALIDAD EXTERNO PARA
LA REALIZACION DE ENSAYOS DE
CITOTOXICIDAD

El material de laboratorio utilizado
en los LRHA no debe tener un efecto
negativo en la viabilidad de los gametos
y embriones. Con el objetivo de
identificar aquellos fungibles tdxicos,
diferentes guias recomiendan que el
material sea testado previo a su uso
(Organizacién Mundial de la Salud,
2010; ESHRE Guideline Group on Good
Practice in IVF Labs et al., 2016). Existen
diferentes bioensayos para este fin
(Chan et al., 2001; Elder y Kastrop,
2003; Gardner et al., 2005, Kim et al.,
2005), siendo el mds utilizado por
su facilidad y disponibilidad, el test
de supervivencia espermdtica (TSE)
(Lemmolo et al., 2005).

La validez del TSE es crucial para la
calidad del laboratorio de andrologia
y embriologia, ya que una mala
realizacion de estos bioensayos podria
llevar a utilizar materiales y/o medios
embriotdxicos, lo que implicaria
una disminucion de los resultados,
0 a desechar materiales y/o medios
no toxicos, lo que provocaria costes
extras. En cualquier caso, un buen
sistema de bioensayo de materiales y
medios llevaria consigo una mejora de
resultados con un menor coste.

Con objeto de estandarizar los sistemas
de bioensayo, diferentes sociedades
cientificas hanimplantado programasde
CCExtdetoxicidad (American Association
of Bioanalyst, Fertility Society of
Australia, Asociacion para el Estudio de
la Biologia de la Reproduccidn) (Castilla
et al., 2010). En estos programas, los
centros participantes reciben diversos
fungibles tratados o no con sustancias
téxicas y deben responder si el fungible
es toxico o no. Los laboratorios
participantes desconocen totalmente
si los materiales han sido tratados o el
nimero de fungibles tratados.

Actualmente, no existe una
estandarizacion de estos programas
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de CCExt, y los fungibles enviados a
los centros para su evaluacién son
muy diferentes, desde materiales
(puntas de pipeta, catéteres de
transferencia, pipetas pasteur, placas
petri) hasta medios de cultivo. Se han
observado diferencias en los resultados
de estos programas de CCExt, no
pudiéndose descartar que se deba a
la gran heterogeneidad de productos
utilizados. Recientemente, nuestro
grupo, analizando los datos del CCExt
realizado por ASEBIR, ha observado
una mayor estabilidad en los resultados
obtenidosporloslaboratoriosalanalizar
puntas de pipeta que en los resultados
obtenidos al analizar medios de cultivo.
Esta mayor estabilidad de resultados al
utilizar puntas de pipeta, unido a que
este tipo de fungible es mas comodo
logisticamente, lo hace un fungible
ideal para este tipo de programas. Sin
embargo, el uso de medios de cultivo
permitiria analizar pH y osmolaridad,
variables que también pueden afectar
a la viabilidad de gametos y embriones,
por lo que deberfan seguir siendo un
fungible complementario en este tipo
de programas.

CONCLUSIONES

En  conclusién, son muchos los
procedimientos del laboratorio
de reproduccion humana asistida

susceptibles de ser monitorizados en
los programas de CCExt. siendo tres de
estos, los que cuentan con programas
consolidados. La participacién en estos
programas debe complementarse con
acciones planificadas de mejorar, en
caso de resultados no conformes a las
especificaciones establecidas en los
sistemas de calidad. Seria deseable,
en un futuro, aumentar la cartera de
programas de CCExt disponibles para el
laboratorio de embriologia.
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PRIMER RESUMEN DE LOS RESULTADOS DE LA
ENCUESTA LANZADA POR LA JUNTA DIRECTIVA

Como se haido anunciando durante este afio, uno de los objetivos principales de la actual Junta Directiva de ASEBIR es habilitar
sistemas de informacion dentro de nuestra comunidad. Y para ello, si la primera medida fue hacer una Newsletter agil, la segunda
fue lanzar una encuesta para conocer de primera mano la opinién y las demandas de los asociados, para no perder de vista la
opinidn de todos.

Desgraciadamente, la respuesta a la encuesta estd siendo escasa, con una minima participacion y sélo 76 respuestas. Gracias a
todos los que dedicasteis un poquito de vuestro tiempo a darnos vuestra opinién.

A continuacién, eshozamos algunos de los resultados, los que han impulsado ya a actuar:

Delegados Autonémicos ;Sabes de su existencia?

La figura de delegado autondmico se activé en 2009 para reforzar la presencia de ASEBIR
en cada Comunidad Auténoma en el tema de la acreditacién de los embridlogos clinicos y
desde entonces no se ha actualizado. Se ha agradecido la disponibilidad de los socios que
fueron nombrados delegados autonémicos y se ha decidido cesarlos momentaneamente,
considerando que ahora mismo no tienen tarea asignada. En caso de necesidad, se
reintroduciria una renovacién de dichos puestos mas adelante.

®
@ no conazco

8 ¢Conoces el papel de ASEBIR en la revista MEDRE?

Mas del 30% de nuestros asociados no conocen nuestra participacion en la revista
MEDRE, que fue un esfuerzo enorme y conjunto de la SEF y ASEBIR para llegar a una
publicacion cientifica de nivel e indexada. Los presidentes de estas dos asociaciones ya
se han reunido para valorar el funcionamiento de la revista y decidir si se mantiene el
formato actual o se busca otro modelo.

®ne
|

¢Verias interesante la creacion de una app especifica de ASEBIR que pudiera utilizarse
también en Congresos, votaciones...?
Se estd trabajando en ello.

® na
®sl

:Crees que deberiamos potenciar el acceso de ASEBIR a las redes sociales?
También se estd trabajando en esta direccion, y os recordamos que podéis seguir ASEBIR en
Twitter @ASEBIRreprod que, a dia de hoy, tiene 240 seguidores.

@ inberesante

@ me interesa paro
no lo wso

@ me interesa v o
usa

Valora los servicios concertados desde ASEBIR. Seguro de Responsabilidad Civil e
g

Hay fecha para una reunién con la aseguradora. Creemos que podemos reconducir a
este 50% personas interesadas pero que no lo usan, quizds incorporando el sequro
obligatorio para los embriones criopreservados.
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@ interesanis
® me inaresa poro \Jalora los servicios concertados desde ASEBIR. Control de calidad

no bo uso . . . . . . .
& mi Considerando que el control de calidad es imperativo, se estan estudiando qué

me interesa y lo . . . . sz <

usa modelos existen aqui y en otros paises y qué oferta encajard mas en nuestros
L L centros. Se marca el objetivo de reducir sensiblemente este 45% de personas que

estdn interesadas en el control de calidad pero no lo usan.

¢Como valoras el trabajo de la Comisién por la Especialidad?
Se ha replanteado completamente el enfoque en pro de la consecucion del

o1 reconocimiento de la especialidad y ahora se elaboran propuestas conjuntamente
®: con los Colegios Oficiales de Biélogos. Por lo tanto, la comisién queda en stand-
83

by. Se han hecho reuniones con el Director General de Ordenacion Profesional, del
Ministerio de Sanidad, Consumoy Bienestar social para lainclusion de la embriologia
en el Registro de Profesionales Sanitarios que ya deberfa estar implementado en
Espana.

L
e

Como ya hemos dicho al inicio, esperamos que la participacién en esta encuesta
aumente su participacion, ya que para la Junta Directiva es una herramienta muy (til
a la hora de conocer la opinién de las/los asociadas/os. Os animamos a responderla
para que sea un termémetro del sentimiento y de las demandas en ASEBIR, y asi, en
el proximo boletin, ya podremos informaros de nuevas medidas.

e




NOTICIAS

Rev Asoc Est Biol Rep Diciembre 2018 Vol. 23 N° 2
62

POR LA TRANSPARENCIA

Una de las peticiones mas recurrentes que nos ha llegado desde los asociados es la falta de informacion sobre los entresijos
que rodean el funcionamiento de una sociedad cientifica como ASEBIR. Por ello, desde la Junta Directiva nos hemos propuesto
facilitaros informacién de forma global sobre los temas mas interesantes tratados en nuestras juntas, tanto por video conferencia
como presenciales. Nos vamos a estrenar con datos sobre la Gltima reunién presencial mantenida en Madrid el pasado 12 de
noviembre a la que asistieron la totalidad de los miembros de la Junta.

Como en cualquier junta o asamblea general, la reunién se distribuye en informes de presidencia, secretaria, tesoreriay cada una
de las vocalias.

En esta ocasidn invitamos a asistir también a los presidentes de todos los Grupos de Interés (Andrologia, Calidad, Criobiologia,
Embriologia y Genética) a fin de que plasmaran todas aquellas iniciativas que pudieran revertir en un mejor funcionamiento de
dichos grupos.

La Junta Directiva y los Presidentes de los GGIT Presidentes de los GGII, Nereyda Ortiz, Mark Grossmann, Victoria
Hurtado de Mendoza, Mireia Sandalinas y José Luis Girela.

Pasamos a resumir los temas mds importantes tocados durante la reunién:
1. INFORME DE PRESIDENCIA

. La Comision Nacional de Reproduccion Humana Asistida ha renovado su composicién, siendo Antonio Urries miembro del
comité técnico permanente de dicha comision en representacion de ASEBIR y Mark Grossmann como vocal en representacion del
Consejo General de Colegios Oficiales de Bidlogos.

. Profesionales Sanitarios: Va a comenzarse una campafa divulgativa y de difusion de la problematica que genera nuestra falta
de regulacién profesional a través de distintos medios de comunicacién y con mesas redondas en las universidades (en esta misma
revista podéis ver la primera mesa redonda convocada en la Universidad de Murcia). La siguiente serd en Enero en Madrid.

. Se han mantenido reuniones/conversaciones con:

- Luis Martinez (presidente de la SEF) con la idea de generar sinergias y una mejor organizacién sobre temas comunes
(normalizacién de los representantes de ASEBIR en los Grupos de Trabajo de la SEF, impulso e indexacion de la revista MEDRE,
propuesta de Jornada conjunta ASEBIR/SEF,...). Pendientes de avanzar en préxima reunién.

- Representantes de las diferentes casas comerciales. En todos los casos se nos ha manifestado interés en incrementar las
colaboraciones con ASEBIR, mostrando un interés especial en organizar cursos que puedan resultarnos de interés y que puedan
realizarse via online o en ciudades con facil acceso. Se admiten ideas tanto de los Grupos de Interes como de cualquier asociado.

.Varios: Se han recibido solicitudes por parte de asociados para organizar listados con centros dispuestos a facilitar estancias
formativas a quien pueda tener interés. Todos aquellos centros que estén dispuestos a recibir personal en formacién que den sus
datos a secretaria.
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2. INFORME DE TESORERIA

Tras la presentacion de cuentas se concluye que nuestra asociacién tiene las cuentas saneadas, pero por propuesta en el anterior
congreso (Madrid 2017) de uno de los asociados de incrementar las cuotas, se procederd a presentar a votacién en la asamblea
general a realizar en Caceres 2019 una propuesta de incremento de cuotas a los asociados en activo.

3. INFORME DE SECRETARIA
Se deja constancia del problema que supone el no tener los datos de contacto de los asociados actualizados. Ello origina que no les
llegue puntualmente la informacién remitida desde ASEBIR. Por este motivo queremos insistir a todos los asociados a entrar en la

web de ASEBIR para actualizar sus datos.

También se esta trabajando en ampliar la cobertura del seguro de responsabilidad civil presentado por Segurmec a fin de que
incluya conceptos que actualmente no contempla como es el de transporte de embriones. Os mantendremos informados.

4. INFORME DE VOCALIAS
Congresos y Publicaciones
Seinforma de que el programa del congreso ya esta cerrado, asi como los cursos pre-congreso.

Se hainvitado a representantes de sociedades hermanas de otros paises (Italia, Portugal, Mexico...) para un mayor acercamiento
entre asociaciones.

Nuestra préxima revista OnLine ya estd preparada (es la que tenéis en vuestras manos) y se comenzara su difusién a principios de
Enero para evitar recibirla en periodo de vacaciones de Navidad.

Docencia y Formacion

Se esta trabajando en una revision de las normasy condiciones de acceso a las becas, cursos online y presenciales. Os informaremos
cuando esté actualizado.

La Red Latinoamericana de Reproduccién Asistida (Red Lara) con casi 200 centros adscritos han mostrado interés en nuestros
cursos Online de formacién, por lo que se les va a facilitar el acceso a través de nuestra plataforma de formacion.

En base a las conversaciones mantenidas con Colegios Profesionales, Universidades y organismos oficiales en busca de nuestro
reconocimiento profesional se decide prorrogar los examenes de Certificacion ASEBIR sine die como via prioritaria para conseguir
dicho reconocimiento. Por otra parte no podemos recomendar en este momento la Via de Novo ya que desconocemos la validez
oficial que pueda tener en el momento de su finalizacién.

TIC

Se estd trabajando en la creacién de una app propia de ASEBIR. Posiblemente ya dispondremos de ella para el proximo congreso.
También se va a trabajar en la mejora de la plataforma para los cursos online.

Grupos de Interés

De forma simultdnea a la realizacién de la Junta se citaron a todos los presidentes de los Grupos de Interés, reunion a la que
asistieron Belén Buch y Mark Grossmann con el fin de intercambiar opiniones en la bisqueda de un mejor funcionamiento de una
parte tan fundamental para ASEBIR como son estos grupos de trabajo.

Posteriormente, a las 14:30, se celebré una puesta en comtin con las conclusiones a dicha reunién, entre las que podemos destacar:

Descontento general por la escasa participacion de los integrantes de dichos grupos. Hay grupos de interés con mas de 50
integrantes de los que sé6lo tienen una participacion activa entre 6 y 8 personas. Se plantea modificar los estatutos para reducir
el ndmero de miembros y hacer mas operativo su funcionamiento. Quedamos a la espera de las sugerencias presentadas por los
distintos grupos para su modificacién.

Se hace llegar a todos los grupos el interés por parte de distintas empresas de colaborar en la realizacion de cursos de forma
periddica, por lo que van a plantear distintos temas para cursos que consideremos puedan resultar de interés a los asociados.
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Igualmente se remarca la importancia de que dichos cursos se hagan en lugares de facil acceso para los asociados o que puedan
realizarse de forma itinerante por distintas ciudades.

Solicitan la revisién de la compensacidon econémica al profesorado, ya que esta totalmente desproporcionada (a la baja).

ELGI de Embriologia plantea la posibilidad de crear una plataforma donde poder “colgar” imagenes para clasificacion interactiva en
colaboracién con el GI de Calidad.

Por parte de la Junta se recuerda a los GI del compromiso de facilitar articulos formativos para la revista, que sirvan como respaldo
para el examen de Certificacion de ASEBIR.

Se va a valorar la posibilidad de celebrar de forma bienal una jornada de los Grupos de Interes. Se comenta la importancia del
Registro de PGT (DGP) y la poca participacion que estd teniendo. Igualmente queda remarcado el poco uso que se da al Foro. Se
considera que la reunién ha sido muy productiva, por lo que se plantea repetirla en sucesivas ocasiones.

RUEGOS Y PREGUNTAS

Por peticién de distintos asociados a través de la encuesta realizada se va a trabajar en los siguientes temas:

Ampliar los servicios concertados desde ASEBIR (empresas de control de aire, control de calidad en laboratorios,...)

Se insiste en mayor trasparencia por parte de la Junta, algo que vamos a intentar solucionar, pero a lo que rogamos actualicéis
vuestros datos de contacto y tengdis una participacion mas activa en las encuestas y eventos organizados desde ASEBIR.

Varios asociados preguntan sobre la formaciéon y tareas de las distintas comisiones existentes en ASEBIR (delegados autonémicos,
grupos de trabajo, representaciones, ...) por lo que vamos a revisar su composicion y funcionesy el sentido de su existencia.

Junta Directiva de ASEBIR
Noviembre 2018

- Pz
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GANADORES I CONCURSO DE FOTOGRAFIA ASEBIR

Q@‘ASEBIR

Estamos plenamente emocionados de la alta participacién que ha tenido el I Concurso de Fotografia ASEBIR con motivo del 25°
Aniversario de ASEBIR que se anuncié en el primer trimestre del afio y que concluyé el pasado 22 de noviembre, en el que se han
recibido fotografias, montajes, vifietas, etc. de una excelente calidad y nivel.

Actuando como jurado la Junta Directiva, y siendo uno de ellos el encargado de elegir la ganadora en caso de empate, las fotos
ganadoras han sido las siguientes:

1r PREMIO

Titulo: “Lo esencial es invisible a los 0jos”- Antoine de Saint-Exupéry

Descripcion: Tincién con faloidina (rojo), DAPI (azul) y anti-AQP3 (verde). Ovocito MII bovino.

Autores: Tania Garcia Martinez (n° socio 1218) y Meritxell Vendrell Flotats. Colaboradora: Iris Martinez Rodero (n° socio 1200).

Siendo Tania Garcia Martinez quién presenta esta fotografia como principal autora.

Como ganadora del primer premio, podra disfrutar de una inscripcion gratuita al X Congreso ASEBIR que se celebrard en Cdceres el
préximo mes de octubre.
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2n PREMIO

Titulo: Criobiologia 1.
Descripcion: Cristales de hielo.
Autora: Ana Munuera (Socio 960).

Como ganadora del segundo premio del I Concurso de
fotografia, podra realizar inscripcion gratuita a uno de
los cursos precongreso que se celebrara en el X Congreso
ASEBIR en Caceres.

iEnhorabuena a las dos ganadoras!

;Y esto no acaba aqui! Queremos darle continuidad a
este concurso y abrimos el plazo para la participacion
en el II Concurso de Fotografia ASEBIR que dard inicio
con la publicacion de esta revista y del cual recibiréis
la informacién en el correo electrénico. Dispondremos
de nuevos premios y, recordad que las imdgenes iran
siendo usadas en las distintas publicaciones ASEBIR o
asociaciones afines.

i11Animaos a participar!!!

1fp PUFFFEEYNIS
-1
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III CONVOCATORIA DE BOLSAS DE VIAJE PARA
ESTANCIAS EN EL EXTRANJERO. CONVOCATORIA
2018/2019

EL 31 de octubre finalizé el plazo de presentacion de las solicitudes para la IIT CONVOCATORIA DE BOLSAS DE VIAJE PARA ESTANCIAS
EN EL EXTRANJERO. Las solicitudes recibidas fueron evaluadas por una Comisién de Investigacion convocada ad hoc por la Junta
Directiva, estando formada por representantes de las diferentes comisiones permanentes de los grupos de interés de ASEBIR y
presidida por la Vocalia de Formacién y Docencia.

Comision de Investigacion
e Rall Noblom - Gi Criobiologia * Vicente Badajoz - Gi Calidad ¢ Carme Pons - Gi Embriologia * Jose Luis Girela - Gi Andrologia
* Silvia Mateo Cuadros - Gi Genética

Vocalia de formacion y docencia de ASEBIR: ¢ Antonio Alcaide * Cristina Camprubi * Xavier Vendrell

La beca ha sido concedida, este afio, a la socia de ASEBIR N° 1200, Iris Martinez Rodero, para realizar una estancia en la Kepler
Universitatsklinikum GmbH, Linz, Austria, de la mano del Dr. Thomas Ebner, del 11 al 24 de marzo de 2019. Actualmente Iris
Martinez desarrolla su tesis doctoral en el laboratorio de Fecundacion In Vitro de Veterinaria de la Universitat Autonoma de
Barcelona, dirigida por la Dra. Teresa Mogas. Centrado en el modelo bovino, el proyecto en el que se encuadra su tesis pretende
investigar los mecanismos celulares implicitos en la vitrificacién y mejorar sus resultados en la mencionada especie.

El objetivo de su estancia es que aprenda, de manos del Dr. Ebner, la técnica de colapso artificial del blastocele, tanto con pipeta
de ICSI como mediante laser.

Esperamos con interés ver la Memoria de las actividades realizadas y de los resultados obtenidos tras su estancia.
iEnhorabuena de nuevo, Iris!
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PARTICIPA EN LAS JUNTAS DE NUESTRA ASOCIACION

En esta edicion os hemos hecho llegar la informacion relacionada con la dltima reunion de La Junta Directiva, y a partir de ahora
queremos escuchar aquellas ideas que querais que se discutan en nuestra asociacion.

De esta manera, cuando la Junta Directiva vaya a reunirse para debatir o gestionar diferentes temas, abrira un plazo de
tiempo previo a la reunion para que podais enviarnos aquellas propuestas sobre las que os gustaria que se hablara en la
reunion de la Junta.

Todos podemos participar en la gestion de nuestra sociedad. Y cuando pase la reunion, informaremos a los asociados de los puntos
tratados y todo aquello que se vaya realizando.

No se revelard la identidad del socio que emite la consulta, a menos que el participante asi lo desee. Aquello que se decida en

Junta, serd comunicado al socio que formule la consulta y si el tema fuera de interés para todos los asociados, se emitird una
newsletter para hacerlo extensivo a todos.

SOCIO EMERITO

EL Dr. Luis Salvador Montoro Buils (socio de ASEBIR N° 782) ha sido nombrado Socio Emérito conforme a lo establecido en los
estatutos de nuestra asociacién (capitulo II, articulo 9).

Con este nombramiento ASEBIR reconoce la labor desarrollada a lo largo de su carrera profesional en el campo de la Reproduccion
Humana Asistida en Espafia.
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AUN QUEREMOS SABER TU OPINION

Yseguimos queriendo sabertu opinion paraadaptar ASEBIR lo maximo posiblea lo que todos necesitamos. Recuerda que la encuesta
sigue disponibley lo estara hasta aproximadamente finales de febrero. Nos interesa saber qué opindis para poder “personalizar” la
informacion que os llega a través del correo y/o pagina web, asi como los servicios.

En la edicion de esta revista, hemos puesto a vuestra disposicion los resultados disponibles hasta elmomento; si hubiera novedades,
seran informadas en la siguiente edicién, momento en el que habrd concluido el acceso a la encuesta.

ASEBIR espera impaciente vuestra participacion. Podréis acceder a la encuesta desde la pagina principal de ASEBIR

(http://asebir.com).

Recuerda: Nada cambia, si no cambiamos nada.

PROXIMO CONGRESO ASEBIR - CACERES 2019

-

" CONGRESO

g ASEBIR

CACERES 2019

0Os recordamos que el X Congreso ASEBIR se celebrard en el Palacio de Congresos de Caceres los dias 23, 24 y 25 de octubre de 2019.
Esperamos vuestra participacién con mucho entusiasmo, id calentando motores y preparando vuestras comunicaciones.

La pagina web del congreso estara disponible a lo largo del mes de enero, y la secretaria os informara debidamente cuando podréis
acceder a ella y a toda la informacion sobre el mismo.

ACTUALIZACION DE DATOS DE LA PAGINA WEB DE ASEBIR

Debido a los grandes y rapidos cambios que se van produciendo en relacién a nuestra acreditacion como profesionales sanitarios,
es mas importante que nunca tener actualizados los datos para que no os perddis nada de lo que va ocurriendo.

¢Hace mucho que no accedes al area de socios de ASEBIR? Accede y actualiza tus datos.

¢Has olvidado tu contrasefia? ;Tu usuario?... No hay problema. Ponte en contacto con ASEBIR a través del teléfono 91 367 89
94y coméntalo con M2 José, que estard encantada de poder ayudarte a recuperar tus datos.
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CURSO GIE: ASPECTOS PRACTICOS SOBRE EL
CULTIVO, CLASIFICACION, BIOPSIA, VITRIFICACION
Y DESVITRIFICACION DE BLASTOCISTOS HUMANOS
(2° EDICION)

El pasado 15 de noviembre tuvimos la suerte de a poder asistir nuevamente al curso organizado por el Grupo de Interés de
Embriologia con la intencién de rememorar lo vivido en el congreso de Madrid y que fue un éxito.

Durante esta jornada pudimos disfrutar de la presencia de reconocidos y prestigiosos participantes que nos mostraron y lograron
abrir debates acerca de temas muy candentes dentro de la reproducciéon asistida en la actualidad.

En esta 22 edicion del curso, si pudimos contar con la presencia de Joe Conaghan, que tuvo que ausentarse la vez pasada por
diversos motivos, y aunque Marcos Mesequer no pudo asistir en esta ocasion, Alberto Tejera hizo una magnifica presentacion en
su lugar.

Como invitados pudimos contar con la presencia de:

M2 Victoria Hurtado e Irene Cuevas como organizadoras del evento, ademas de la charla presentada por Irene Cuevas acerca de la
situacién en Espania acerca del cultivo a blastocisto.

ASPECTOS PRACTICOS SOBRE EL CULTIVO, CLASIFICACION
BIOPSIA, VITRIFICACION Y DESVITRIFICACION DE
BLASTOCISTOS HUMANOS (22 ed.)

Arantza Delgado y M2 Carme Pons que pusieron a prueba la clasificacién de ASEBIR para el estadio de blastocisto y que resulté muy
interesante poder ver como la subjetividad puede cambiar la clasificacién de un embrién en funcién del observador, del dia, de los
embriones observados en el momento que estamos clasificando o del estado de animo de la persona que evalla.
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Tras el intenso debate generado en la esta parte practica, se hizo una pequefia pauta, donde uno de los ponentes, Joe Conaghan,
improvisé una clase magistral sobre parte de las discusiones generadas durante la sesion y el doctor nos explicé acerca de su

experiencia en el tema, generando gran expectacion entre todos los asistentes con su explicacién. Fue un momento realmente
impresionante.
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Siguiendo con las charlas, Alberto Tejera presentd su tema respecto al Time-lapse y el cultivo a blastocisto.

Finalmente, Miquel Solé, nos ponia al dia acerca de la vitrificacion de blastocistos en Espafia y presento los resultados de una
encuesta realizada a los socios ASEBIR acerca de diferentes aspectos del laboratorio y que tuvo gran aceptacién.

El conjunto de ponentes se reunié al final para poder exponerse a las preguntas que habfan ido surgiendo sobre los temas y cada
uno de ellos respondié a las preguntas de los asistentes.

Al concluir la sesiones tedricas, se montd una comida tipo buffet que permitia a los asistentes ir picoteando entre las sesiones
practicas que se establecieron 6 grupos de trabajo distribuidos con los diferentes ponentes y durante toda la tarde se estuvieron

practicando las diferentes técnicas:

- Microinyector con ldser para la realizacién de biopsia de blastocisto (2 puestos).
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- Criopreservacion automatica.
- Criopreservacion a 37° de temperatura
- Vitrificacion / Desvitrificacion asistida mediante laser

- Diferentes soportes y medios para la vitrificacion
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Para concluir, tuvimos la oportunidad de charlar un poco con nuestros ponentes y hacerles unas pocas preguntas.
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ASEBIR ENTREVISTA A LOS PONENTES

ASEBIR: Queremos hablar con Me Victoria, nuestra presidenta del Grupo de interés de Embriologia, cuéntanos, ; En qué se basa
el GIE a la hora de poner en marcha sus cursos?

Ma Victoria: La verdad es que la dindmica de los cursos, tanto online como presenciales, que hemos realizado hasta la fecha se han
ido sucediendo de forma natural. A partir de plantearnos el reto que nos dejé mi admirada predecesora M2 José de los Santos para
publicar la tercera edicién del Cuaderno de Embriologia, se hacia necesario la divulgacién de los criterios ASEBIR. Por lo tanto,
nos centramos en la divulgacion en todos los foros posibles y la creacion de cursos al respecto. Posteriormente, la entrada en los
laboratorios del Time lapse nos llevé a realizar un curso online donde englobar la clasificacion clasica, que al ser dinamica estd
abierta a todos los cambios que se produzcan, y el time lapse.

De cara al Congreso ASEBIR en Madrid 2017, la tendencia al cultivo largo se estaba imponiendo en un gran nimero de centros
en nuestro pais, y consideramos que era imprescindible realizar un curso precongreso en esta linea. Fue un gran éxito por varias
razones, entre otras, que se realizaba en colaboracién con otro grupo de interés, el Grupo de Interés de Criobiologia.

A la vista de la demanda de este tipo de informacion, consideramos que si al curso lo dotdbamos de una parte practica el interés
serfa alin mayor. Y asi ha sido, en un afio hemos realizado un curso presencial en abril junto al GICay otro realizado integramente
por el GIE este pasado tal dia como hoy.

No quiero dejar de resaltar que sin el apoyo de los patrocinadores, que han entendido nuestro espiritu de mostrar y poner al
alcance de los asistentes todos sus productos mas novedosos en el mercado sin que haya conflictos de interés, los cursos hubieran
sido menos atractivos para los asistentes.

ASEBIR: ; Como se dirigen los cursos del GIE?

M2 Victoria: La direccién de los cursos es una tarea muy dura, en la sombra y poco valorada. Pero eso si, hasta la fecha, los
resultados obtenidos, tanto a nivel profesional como humano, han sido muy satisfactorios.

Una vez se decide el programa del curso entre todos los miembros de la permanente, se valoran los posibles ponentes. Siempre
buscamos ponentes de peso para nuestros cursos porque consideramos que es una magnifica oportunidad para los asistentes, y
nosotros, el poder contactar con ellos. Si queremos cursos de calidad, hay que invertir en ello. Menos mal que los ponentes, hasta
la fecha, se han volcado y disfrutado tanto como nosotros en los cursos.

Por otro lado, hemos trabajado buscando patrocinio para afrontar los gastos del curso, trabajo nada facil. Gracias a la implicacién
de los patrocinadores en los cursos han salido adelante.

Como queremos que nuestros cursos tengan créditos hay que rellenar las solicitudes y enviarlas. En el dltimo curso presencial,
abril, nos han concedido 1,2 créditos que no estd nada mal.

El éxito de este curso presencial que acabamos de realizar, codirigido por Irene Cuevas y yo misma, asi como el anterior, se
debe, por un lado a que los asistentes pueden conocer de primera mano los productos que hay en el mercado y por otro, a que
contamos con unas instalaciones inigualables como es el laboratorio de la unidad de Reproducciéon Asistida del Hospital General
Universitario de Valencia, cuya directora Irene Cuevas (vocal del GIE) nos brinda generosamente. Hay un trabajo de preparacion
del laboratorio, la vispera del curso, organizando la disposicion de los equipos, del material a utilizar, etc. que llevamos a cabo los
miembros del GIE que participamos en el curso.

En fin, es trabajo de la direccion llevar a término los cursos, pero también de los miembros de la comision del GIE y, como no, del
apoyo incondicional de las dos Juntas Directivas con las que hasta la fecha he tenido la suerte de trabajar como Presidenta del
Grupo de Interés de Embriologia. A todos GRACIAS.

ASEBIR: Gracias a vosotros por vuestro esfuerzo... Seguimos hablando con Irene Cuevas, a la que tenemos algunas cosas que
nos gustaria nos contase... Buenas tardes, Irene, qué gran trabajo el realizado hoy aqui.

Irene: Buenastardes... La verdad es que si, pero vale la pena cuando ves que la gente sale contenta y hablando de cdmo han podido
disfrutar del curso.

ASEBIR: Déjanos Irene que nos aprovechemos de tu situacion para preguntar acerca de ciertos temas de interés general. Dinos,
cque porcentaje de ciclos o centros hacen cultivo a blastocisto en Espaiia?
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Irene: Segln los datos del Gltimo Registro Nacional de Actividad 2016 - Registro SEF, podemos saber el nimero de ciclos en los
que se realiza la transferencia en estadio de blastocisto. Los datos difieren mucho si hablamos de ciclos con ovocitos propios o de
donante, siendo en el primer caso aproximadamente el 16% de las transferencias y el 50% con ovocitos donados.

ASEBIR: Entonces, si dejar los embriones a estadio de blastocisto, es la opcion que parece que mayores tasas de gestacion
ofrece, ¢ por qué no todos lo hacen? ;0 es necesario individualizar cada caso?

Irene: Efectivamente, taly como dices, la transferencia en estadio de blastocisto es la que ofrece las mayores tasas de gestacién
con respecto a estadios mds precoces del desarrollo embrionario. Por ejemplo, en transferencias de ovocitos propios, la tasa de
gestacion por transfer es del 28,5% en dia 2, 34,8% en dia 3y 46,4% en estadio de blastocisto. Los datos hablan por si mismos. Pero
la realidad es que en la actualidad no todos los laboratorios estan preparados para el cultivo sistematico hasta este estadio. Las
condiciones deben ser las adecuadas para ello. Por ejemplo, es ya indiscutible que debemos trabajar a bajas presiones de oxigeno
y en incubadores tipo benchtop donde las condiciones de cultivo son mas estables incluso tras la apertura de camaras, ademds
de otros factores fisico-quimicos que debemos tener controlados como el pH de los medios de cultivo, la presencia de voldtiles,
etc... Es cierto que progresivamente se estan introduciendo los cambios en los laboratorios, pero mientras no estemos seguros
de nuestras condiciones de cultivo, me parece sensato seguir transfiriendo en estadios mas precoces. En mi opinién, si confiamos
en nuestro sistema de cultivo, lo mds adecuado es el cultivo a blasto ya que al ofrecernos las mayores tasas de implantacion
embrionaria, podremos transferir un Ginico embridn sin mermar nuestras tasas de embarazo.

Soy consciente de que muchos profesionales de la reproduccion asistida ponen en duda el cultivo prolongado, por el miedo a no
tener transferencia por bloqueo de todos los embriones. La experiencia en nuestro centro desde que adoptamos esta politica de
transferencia y vitrificacion, nos ha demostrado que el ndmero de cancelaciones por bloqueos es minimo y los pacientes pueden
asumir con mas facilidad otras alternativas de tratamiento. Pero insisto en que la clave estd en el cultivo.

ASEBIR: Y dinos, Irene, como vocal del Registro de la SEF en Europa, ;qué nivel cientifico y reproductivo tiene Espana con
respecto a Europa?

Irene: La verdad es que cuando presentamos los datos de Espafa frente a los representantes europeos, igual que ocurre en las
reuniones internacionales, siempre se genera gran expectacion, ya que desde el afio 2015, afio en el que el Registro comenz6 a ser
obligatorio, nos pusimos a la cabeza europea en nimero de tratamientos. En cuanto al nivel cientifico, va a depender un poco con
quién nos comparemos. Es cierto que la visién que tienen de nosotros fuera de nuestras fronteras es de lideres, no sélo en nimero
de tratamientos, sino también en innovacion y efectividad de los mismos. Pero nos queda mucho camino por recorrer, ya que si nos
comparamos por ejemplo con los paises nérdicos, nuestras tasas de gestacion mdltiple llegan a cuadruplicar sus cifras. Debemos
mirarnos el ombligo en este sentido. Como comentaba antes, la transferencia en estadio de blastocisto nos esta haciendo rebajar
nuestra cifra de gestaciones miltiples, pero alin nos queda camino.

Otro aspecto que podriamos destacar es la infrautilizacién de la fecundacién in vitro convencional con respecto a nuestros paises
vecinos.

En general estamos bien posicionados, pero no podemos relajarnos y debemos seguir trabajando para ser no sélo los que mds
tratamientos realizamos, sino los que ofrecemos tratamientos de mejor calidad y seguridad para nuestros pacientes.

ASEBIR: Muchas gracias Irene, siempre es un placer hablar contigo. Vemos por aqui a Arantza y a M® Carme, que tanto juego han
dado con su exposicion prdctica de la clasificacion de ASEBIR, ;nos permitis un par de preguntas?

Arantza: Por supuesto, estaremos encantadas de poder participar, como no.

ASEBIR: Muchas gracias chicas. Pues contadnos un poco, y os vamos a poner en un poco de aprieto: la clasificacion de ASEBIR
con respecto a los blastocistos, ¢se ajusta a la realidad en los laboratorios?

M2 Carme: La clasificacion ASEBIR es muy (til para la valoracion de los blastocistos pero, realmente, no se adapta a la perfeccién a
la realidad de cada dia. ;Por qué? Por varias razones.

Porque no es tarea facil elaborar una clasificacién sencilla de aplicar en la que los cambios graduales que se producen en el estadio
de blastocisto encajen en 4 categorias. De hecho, todas las clasificaciones que conocemos tienen caracteristicas y limitaciones
similares a la de ASEBIR. Ademds, como en otros tantos temas, el desarrollo de las herramientas de evaluacién habitualmente
avanzan mas lentamente y como respuesta a las necesidades que demanda el trabajo diario en el laboratorio.

Arantza: De hecho, ha sido con la normalizacién del cultivo a blastocisto y con la tecnologia time-lapse que nos hemos dado cuenta
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que hay ciertas caracteristicas o eventos que se observan con frecuencia en los blastocistos pero que la clasificacion no contempla
o no los define con precision.

Justamente, uno de los objetivos de la sesion practica que llevamos a cabo en cada edicion del curso es detectar estas limitaciones
y buscar puntos de mejora.

ASEBIR: Asi se consigue hacer ciencia de calidad, avanzando y adaptdndose a los cambios. Y contadnos, si la tendencia de
Espaiia es ir aumentando el cultivo hasta blastocisto, pero no todos lo hacen, ;creéis que habria que readaptar la clasificacion
de Asebir, aiadiendo por ejemplo material fotogrdfico o diddctico para eliminar la subjetividad entre centros y conseguir que
mds usuarios lo usen?

Arantza: Sin duda la clasificacion ASEBIR debe adecuarse a esta nueva situacién. Por un lado, definiendo y valorando de la forma
mads objetiva posible los blastocistos y por el otro, como se apunta, ofreciendo material diddctico, imdgenes, videos,... que nos
familiarice con los blastocistos, ayude a reducir la variabilidad interindividual y permita consensuar criterios.

Ma Carme: Uno de los objetivos del GIE es la mejora de la clasificacion con la maxima evidencia cientifica y para ello; préximamente
vamos a realizar un ambicioso estudio multicéntrico. También estamos trabajando en la elaboracion de un banco de imdgenes'y,
por supuesto, seguimos con los cursos como un espacio de aprendizaje y de debate.

ASEBIR: Muchas gracias por vuestro tiempo y por ayudarnos tanto hoy.
M2 Carme / Arantza: Gracias a vosotros por lo facil que habéis hecho esta colaboracién y la gran aceptacion que hemos tenido.

ASEBIR: Tenemos aqui al mismisimo Alberto Tejera al que agradecemos enormemente su charla de hoy, ;nos permite un par de
preguntas aprovechando la ocasion y su charla?

Alberto: Por supuestisimo, encantado de poder ser de ayuda en todo lo que necesitéis...

ASEBIR: Alberto, queremos saber tu opinion acerca de los sistemas time-lapse y los blastocistos, dinos, ;qué factores
importantes tiene el time-lapse para clasificar un buen blastocisto?

Hemos comprobado que el colapso espontdneo de los blastocistos (aproximadamente 20% de incidencia) es algo negativo para su
implantacién (al contrario de lo que se crefa), observando un 10% menos de implantacién de este comportamiento.

Por otro lado, en la descongelacion de blastocistos, también hemos observado que tanto las zonas adelgazadas al desvitrificarlos
(< 18 micras), el adelgazamiento de la zona justo antes de transferirlos (<11 micras) y unas mayores dreas post-descongelados
(>9900 micras al cuadrado) y pre-transfer (>141597 micras cuadrado) son factores de buen pronéstico de cara a la implantacién.

La reexpansion post-descongelacién también conlleva una mayorimplantacion de los blastocistos, asi como si lo hacen en menor
tiempo (2.6 h vs 3.5h). También un mayor didmetro (tanto en fresco como post-descongelacion) resulta relevante de cara a la
implantacién (< 164 micras 51.6% 165-182 micras 59.8% >183 micras 63.8%).

El didmetro de la masa célular interna también es un factor importante, de modo, que aquellas MCI con mayor area tienen mayor
implantacién que aquellas mas pequefias (<2147 51.60%; 2148-2640 59.80%; 2641-3221 63.80%).

ASEBIR: Qué interesante, y en este sentido, ;crees que es necesario, teniendo un incubador trigds y realizando el cultivo a
blastocisto, implementar el time lapse en un laboratorio? ; En qué nos puede ayudar?

A pesar de tener un incubador trigas y realizar cultivo a blastocisto un sistema de time-lapse siempre nos va a aportar un plus de
calidad cuando se implementa en un laboratorio de FIV.

A parte de todo lo anterior descrito, los sistemas de time-lapse son capaces de mejorar la seleccién embrionaria puesto que nos
ayudan a detectar ciertos comportamientos que sabemos que afectan negativamente a la implantacién: por ejemplo divisiones
directas cc2 (t3-t2) y cc3 (t5-t3) o “reverse cleavage” que no somos capaces de detectarlas mediante la evaluacion convencional,
y que al ser detectadas por los sistemas de time-lapse permite descartarlos. Los dltimos avances en este campo apuntan a
una automatizacion de los sistemas de time-lapse para permitir seleccionar los embriones de manera mas objetiva y eliminar
subjetividad (que también hoy hemos podido corroborar) condicionando esta seleccién.

ASEBIR: Muchisimas gracias Alberto, por tu tiempo y colaboracion. Siempre es un placer hablar contigo.
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Alberto: Gracias a vosotros, que siempre nos tratdis tan bien y nos hacéis sentir tan agusto.

ASEBIR: Parece que vemos a Joe en su momento de descanso. Good afternoon, Dr. Conaghan, It’s a pleasure for us to have you
here. Thanks you for coming today...

Joe: Thanks you to invite to come here. Spain is a great country.
ASEBIR: Could we ask you some questions?

Joe: Ohh, of course.

ASEBIR: If you know ASEBIR’s classification, what significant differences are between ASEBIR’s and the one you use
in America?

Joe: There are differences in grading between ASEBIR and the grading system in the USA.

For oocytes, we generally do not grade, but do record abnormalities just like ASEBIR. And we agree that the appearance of the
cumulus/corona does not predict outcomes for oocytes. For cytoplasmic inclusions, we also have a lot of disagreement on their
predictive value. We also worry about aggregates of smooth ER, but we still inseminate these oocytes (ASEBIR recommends no
insemination). The only oocytes we discard are giant oocytes (agree with ASEBIR).

For Day 1, we also do not grade. We do not usually pay close attention to symmetry or location of pronuclei or nucleolar precursor
bodies. We do not discard 1PN’s (ASEBIR suggests discarding 1PN/2PB oocytes after ICSI).

We do not look at early cleavage. We do not score embryos on Day 2 but agree that 4-cell stage is best.

For Day 3 embryos there is still much debate on the number of blastomeres in the best embryos. Some embryologist think that
8 cells on D3 is still the best (similar to ASEBIR) but many embryologists think that > 8 cells is better. We agree with ASEBIR on
the stage specific asymmetry, fragmentation and multi-nucleation of cells. But we would not downgrade an embryo that has an
abnormal zona as we can do AH to correct that defect.

For Day 4, we agree with ASEBIR that this is the least studied stage and we do not do transfers or embryo assessments on D4.

In D5 embryos we describe the stage, and the quality of the trophectoderm (TE) and ICM, similar to ASEBIR. However we only have
3 categories for the TE and ICM (Good, Fair, Poor) compared to ASEBIR which has A, B, Cand D. There are 4 stages for blastocysts
(Early, Blastocyst, Expanded and Hatching). We use the same grading for D6 and D7 embryos.

ASEBIR: Do you think that hatching is important to increase pregnancy rates?

Joe: For fresh embryo transfers, the published literature shows no benefit from AH. However, for frozen embryo transfers we
make very large openings in the ZP which are about 1/3 or % of the zona. We believe that this improves implantation potential for
medium or poor quality blastocysts and it eliminates the cycles of collapsing and re-expanding that happen as blastocysts try to
hatch.

ASEBIR: Do you think that in the near future there will be a laboratory automatization? Is it positive?

Joe: No, I think that automation is not going to happen for a long time. The work is too delicate and the embryos are so different
from each other. We cannot agree on what parameters to use to predict embryo viability so it will be a long time before selection
of embryo for transfer is automated. Also, procedures such as oocyte retrieval or embryo transfer will be very difficult to automate.
There is a device that can automate vitrification but it is not widely used. For now, we don't trust the machines.

ASEBIR: Do you have any experience in blastocyst culture untill day 7? What “s your opinion on that?

We culture all our patients to D7. We have been doing it for almost 5 years. The efficiency (babies born/embryos frozen) is very low.
About 15% of all our frozen blastocysts are D7 embryos. Butthey have lower euploidy rates (35%) compared to D5 and D6 embryos
(50%). They also have lower implantation rates (32% for D7 embryos and 55% for D6/6 embryos). After 5 years we only have 22

babies born from over 70 FET’s. Each clinic must decide if they consider the time and effort to culture to D7 to be worth doing.

ASEBIR: Thanks you for your time, Dr. Conaghan. You have been very kind.
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Joe: It's a pleasure to be here with you, thank you for inviting me.

ASEBIR: Y por dltimo y no menos importante, el hombre que ha conseguido una participacion elevadisima en su encuesta
lanzada a los socios para conocer el estado de ciertas técnicas en Espaiia, que ha prometido pasarnos para el uso de todos.
Miquel, bienvenido a Valencia, gracias por estar aqui.

Miquel: Muchisimas gracias, la verdad es que fue increible ver como en relativamente poco tiempo, la gente se volcé a contestar la
encuesta que ha permitido hoy presentar resultados de bastante peso...

ASEBIR: Ya nos contards el secreto...
(Todos rien).

ASEBIR: Permitenos que nos aprovechemos de tenerte aqui... cuéntanos, ;crees necesario un sistema de automatizacion en
todos los centros, o seria eficiente solamente en los centros con gran volumen de trabajo?

Miquel: Dependerd de las necesidadesy resultados que tengan actualmente en el laboratorio. Si éstos no se ajustan a los estandares
actuales, un equipo automatico puede ser una incorporacion necesaria. Pero, en general, las técnicas actuales han demostrado
una gran solvencia tanto en ovocitos como en embriones sin que se haya podido demostrar una mayor eficacia de la automatizacion
del proceso de vitrificacion.

Sicreo firmemente que la tendencia en un futuro cercano serd la de incorporar equipos automaticos que eviten las variaciones que
se pueden dar entre diferentes procedimientos y operadores de vitrificacién. Hoy por hoy, creo que puede tener mayor utilidad
en centros pequenos en los que no se pueden alcanzar suficiente experiencia para tener personal altamente experimentado en la
técnica. En los centros con mayor volumen, la amplia experiencia en la técnica de vitrificacion manual puede hacer que sea mas
dificil mejorar la eficacia actual.

ASEBIR: En tu experiencia con los sistemas automdticos, ¢ has visto un aumento en la eficiencia o efectividad en la técnica y
los resultados?

Los resultados obtenidos en blastocistos biopsiados y en ovocitos son comparables. La eficacia dependerd de los protocolos
actuales de cada centro ya que la automatizacién del proceso de vitrificacion puede disminuir el tiempo de trabajo durante la

vitrificacion haciendo mas rentable su uso.

ASEBIR: Muchas gracias Miquel, no te entretenemos mds, muchas gracias por tu colaboracion y esperamos poder contar con
esos resultados pronto.

Miquel: ;Eso esta hecho! Muchas gracias por todo, ha sido un placer.

ASEBIR: ¢ Foto de grupo?

ASEBIR: Gracias a todos. Habéis hecho del dia de hoy, una auténtica gozada. Gracias.
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SITUACION ACTUAL EMBRIOLOGO CLINICO

Adjuntamos nota de prensa remitida a los medios de comunicacién en el mes de diciembre del 2018, para hacer llegar a la poblacién
general los problemas existentes, ante la ausencia de requlacion en nuestra profesion.

Mediante noticias y newsletters, iremos manteniendo la informacién actualizada para que poddis estar al dia de todo lo que va
ocurriendo.

CONVOCATORIA

Las leyes europeas obligan a incluir a los profesionales que trabajan en dreas como la Reproduccion Humana Asistida, la
Genética Clinica o la Microbiologia en el Registro Estatal de Profesionales Sanitarios (REPS) antes de finales del afio 2018.

Europa sancionara a Espaiia a partir del préximo aiio si no reconoce a los embriologos como profesionales sanitarios

El Master en Biologia y Tecnologia de la Reproduccién de la Universidad de Murcia celebra una mesa redonda en la que se abordara
por primera vez esta problematica con la participacion del presidente de ASEBIR, Antonio Urries.

Madrid, 29 de noviembre de 2018. En apenas un mes expira el plazo para que los cerca de 2.000 profesionales que se dedican
en Espafa a la Reproducciéon Humana Asistida sean incluidos en el Registro Estatal de Profesionales Sanitarios (REPS) como
sucede en todos los paises europeos.

Espafa es el unico pais europeo que no reconoce como profesionales sanitarios a los embridlogos que desempeiian su
funcién en el ambito de la reproduccidn asistida y tratamientos en hospitales o centros sanitarios.

Esta falta de regulacion abre las puertas en nuestro pais al desarrollo de la actividad por profesionales no cualificados, a la
vez que pone en riesgo el puesto de trabajo de centenares de embridlogos espafioles que trabajan en otros paises europeos
donde ya se exige ese reconocimiento como profesionales sanitarios.

Esta problematica afecta a una especialidad que da respuesta no solo a los problemas de esterilidad e infertilidad sino a
aspectos como el diagndstico genético preimplantacional o la seleccién embrionaria para el tratamiento de enfermedades de
hermanos genéticamente compatibles a los que la medicina actual no puede procurar una curacién total.

Por ello, el Master en Biologia y Tecnologia de la Reproduccién de la Universidad de Murcia ha organizado el préximo 3 de
diciembre una Mesa redonda en la que ASEBIR (Asociacion para el estudio de la Biologia de la Reproduccién), el Consejo
General de Colegios Oficiales de Biologia, la Consejeria de Salud de la Regién de Murcia o el propio Ministerio de Sanidad
entre otros organismos y Administraciones debatiran sobre ;Cémo Trabajar como embridlogo clinico? y La problemdtica del
reconocimiento de los profesionales sanitarios.

ASUNTO: Mesa Redonda “;Cémo trabajar como embriélogo clinico? y La problemdtica del reconocimiento de los profesionales
sanitarios.

DiA: Lunes, 3 de diciembre de 2018
HORA De 16:00 h a 20:00 h

LUGAR: Aula Magna, Facultad de Veterinaria (UNIVERSIDAD DE MURCIA). C/ Campus Universitario, 7, 30100 Murcia

Los que no pudieron asistir a lLa mesa redonda, todavia pueden ver las charlas en el
siguiente enlace: https://tv.um.es/v?123371.
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