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EDITORIAL

Presidente de ASEBIR

ASAMBLEA GENERAL 2026

Estimados colegas y amigos,

El pasado 17 de junio, en Asamblea General Extraordi-
naria, los socios y socias de ASEBIR aprobaron la reforma
de los Estatutos de la asociacion. Los seis bloques some-
tidos a votacion recibieron el respaldo necesario, y eso
es una buena noticia: no solo por el contenido concreto
de los cambios, sino por lo que representa el proceso
en si mismo.

Los estatutos no son un documento que se lee a menu-
do, pero son el esqueleto de lo que somos como aso-
ciacion. Regularlos y actualizarlos cada cierto tiempo
es un ejercicio de responsabilidad colectiva, y hacerlo
a través de una votacién estructurada en bloques (ni el
todo o nada ni una interminable sucesion de puntos)
ha permitido que los asociados se pronunciaran con
criterio sobre cada dmbito. El resultado habla de una
comunidad que lee, debate y decide. Eso nos parece
muy valioso.

El impulso inicial vino del Grupo de Interés de Ftica y
Buenas Practicas Clinicas, que identificé aspectos del
texto que requerian puesta al dia. Desde la Junta reco-
gimos ese trabajo, lo completamos con otros cambios
que considerdbamos necesarios y lo pusimos en vues-
tras manos. Entre las incorporaciones que mas nos satis-
facen figuran dos nuevos articulos: uno sobre no discri-
minacion e igualdad de trato, y otro sobre compromiso
con el medio ambiente y la sostenibilidad.

No son adornos retéricos; son valores que ASEBIR ya
practicaba y que ahora quedan reflejados donde deben
estar.

Con los nuevos Estatutos aprobados, ASEBIR estd mejor
equipada para afrontar los retos que tiene por delan-
te: la solicitud de la especialidad de Embriologia Clini-
ca, la reforma de la LOPS con el reconocimiento de la
Biologfa y grados afines como profesiones sanitarias, y
la creacion en distintas comunidades autdnomas de la
categoria profesional de embriélogo clinico. Son proce-
sos lentos y complejos, pero son avances reales, y una
asociacion con unas bases estatutarias solidas y actua-
lizadas estd en mejores condiciones de acompanfarlos
y liderarlos.

Gracias a todos los que participasteis en la asamblea 'y a
quienes dedicasteis tiempo a leer y reflexionar sobre los
cambios propuestos. Este resultado es vuestro.

Un abrazo,

Nicolas Prados
Presidente de ASEBIR




ASEBIR: Laura, muchas gracias por estar aqui compartien-
do tu experiencia. Por una optativa casi a final de carrera,
podemos decir que estamos aqui hablando.

Es un verdadero placer, la verdad. Muchas
gracias a vosotros por la invitacion. Y si, asi es, por una optativa,
y su profesora, que tuvo mucho que ver.

ASEBIR: ;Qué hiciste después de descubrir ese interés?

Decidf especializarme y hacer el master del IVl junto
con la Universidad de Valencia. Realicé las practicas del master
en VI Bilbao y, en ese momento, tuve la suerte de que la clinica
estaba creciendo.

ASEBIR: Muchas veces en una carrera profesional influyen

tanto el esfuerzo como las oportunidades. ;Fue también
tu caso?
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Si, totalmente. Supongo que, como en muchas cosas
en la vida, aunque obviamente el esfuerzo siempre cuenta, el
destino también depende un poco de la suerte y de estar en el
lugar adecuado en el momento adecuado. En mi caso coincidié
asiy, después de las practicas, pude quedarme y empezar a for-
marme como embriéloga.

ASEBIR: Y cuéntanos, ;como fueron esos primeros afnos?

Estuve alli desde 2013 hasta 2018, adquiriendo expe-
riencia en todas las técnicas del laboratorio. Con el tiempo senti
que necesitaba un cambio y explorar otros entornos profesio-
nales, asf que pasé a trabajar en clinicas mas pequenfas en el Pafs
Vasco. Tuve la suerte de formar parte de los equipos de Clinica
Zuatzuy Reproduccion Bilbao, etapas que recuerdo con muchi-
simo carifio tanto a nivel personal como profesional.

ASEBIR: El trabajo en laboratorio suele ser muy inten-

so, tanto en las clinicas pequeiias como en las grandes.
{Cémo describirias la experiencia?

JUNIO 2026



SOCIOS POR EL MUNDO

Laura lraurgi Izurza: su experiencia entre Barbados y Suiza

LAURA: Durante esos anos, ademas del aprendizaje profesio-
nal, también me llevé algo que para mf ha sido igual de impor-
tante: companeros que con el tiempo se han convertido en
amigos muy cercanos, como familia.

El trabajo de embridlog@ es bastante intenso y pasamos mu-
chas horas juntos en el laboratorio, compartiendo momentos
de estrés y responsabilidad. Supongo que eso hace que, o bien
acabes llevandote muy bien... o todo lo contrario. En mi caso,
por suerte, las adversidades del dia a dia hicieron que nos unié-
ramos mucho y formaramos equipos muy fuertes.

ASEBIR: Después de casi diez afos trabajando en Espa-
Aa, aparecié una oportunidad muy distinta y seguro que
para muchos muy atractiva: Barbados. ;Cémo surgi6?

LAURA: Surgié de forma bastante curiosa. Llegé a través de
unas entrevistas que habfa hecho tiempo atras y que en su mo-
mento no habian salido adelante, pero tiempo después volvie-
ron a contactar conmigo. En ese momento de mi vida no tenfa
nada que me atara especialmente y no me lo pensé demasiado.
Era la ocasion de vivir una experiencia profesional diferente y,
por qué no decirlo, también de probar la experiencia de vivir y
trabajar en el Caribe.

ASEBIR:Y, ;qué te llamé la atencion al llegar?

LAURA: Pues curiosamente, aunque la clinica tenia ya una tra-
yectoria bastante larga y el crecimiento habia sido considerable
desde sus inicios, aun seguia manteniendo un ambiente bas-
tante familiar. Llevaban més de veinte afios trabajando y habia
sido fundada por una ginecdéloga y una enfermera que poco a
poco habian ido construyendo el proyecto.

ASEBIR: ;Como estaba formado el equipo del laborato-
rio?
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LAURA: No era un equipo muy grande. El laboratorio de Bar-
bados Fertility Centre (BFC) contaba con la directora, mi com-
pafera Natalia, que llevaba muchos afios alli, otro embridlogo,
una técnico de laboratorio y yo; 5 en total. Realizdbamos alrede-
dor de 600 ciclos al afo. Ademas, con el tiempo termind incor-
porandose una compafera y amiga, Valle, con la que yo habfa
trabajado anteriormente en Donosti, lo que hizo la experiencia
todavia mas especial.

ASEBIR: Siempre es una alegria reencontrarse con buenos
compaiieros con los que hemos coincidido. Y, ;qué apren-
diste profesionalmente en Barbados?

LAURA: Aprendi muchisimo. Sobre todo, aprendi que no todo
tiene que hacerse siempre de la misma manera. Ya habfa visto
diferentes formas de trabajar a lo largo de mi carrera, pero en
Barbados entendi alin mas que incluso con menos recursos se
pueden hacer las cosas muy bien y obtener buenos resultados.
Al final, estdbamos en una isla, con todas las limitaciones que
eso supone a la hora de importar material o enviar muestras,
asi que habifa que planificarse muy bien'y, a veces, tirar un poco
de ingenio.

ASEBIR: Generalmente somos una profesion bastante in-
geniosa. ;A nivel técnico haciais todas las técnicas habi-
tuales de reproduccion asistida?

LAURA: Si, practicamente todas. Ademds, Barbados no tiene
una legislacién especifica sobre reproduccion asistida, asi que
las politicas de la clinica estaban bastante alineadas con la prac-
tica de Estados Unidos, que es mucho més flexible que la legis-
lacion espanola.

ASEBIR: ;Qué diferencias te llamaron mas la atencion res-
pecto a Espaina?

LAURA: Por ejemplo, la donacion de gametos podia ser tanto
anénima como de donante conocida. No era raro que las pa-
cientes trajeran donantes muy especificas de bancos interna-
cionales o incluso amigas o familiares que querian donarles los
OVOCitos.

JUNIO 2026



También ocurria algo parecido con los embriones donados. En
Estados Unidos existen incluso foros donde pacientes que ya
han completado su tratamiento ofrecen embriones criopreser-
vados para que otras parejas puedan utilizarlos. Para alguien
formado dentro del sistema espafiol, donde la legislacion estd
muy bien definida, encontrarse con estas situaciones resultaba
bastante curioso al principio.

ASEBIR: Lo es, la verdad es que si. Y, entrando en detalles,
¢qué hay respecto al test genético preimplantacional?

También era diferente. En Espafa estamos acostum-
brados a recibir los informes genéticos sin informaciéon sobre
el sexo del embrién para evitar que influya en la decision de
transferencia. En Barbados, aunque no haciamos PGT con ese
fin, muchas pacientes priorizaban unos u otros embriones en
funcion del sexo.

Como embridlogos siempre recomendabamos transferir el em-
brién con mayores posibilidades de implantacion y de mejor
calidad, pero al no ser ilegal tampoco se les podia negar.

ASEBIR: Siguiendo con el PGT, ;se realizaba el test gené-
tico preimplantacional no invasivo o el de enfermedades
poligénicas?

AUn no se realizaba el no invasivo y el PGT-P apenas
empezaba a oirse alli, asi que tampoco tuvimos casos.

ASEBIR:Y con la gestacion subrogada, ;estaba permitida?

En Barbados, la gestacion subrogada realmente no
estaba regulada de forma clara. Nosotros como centro no la
ofreciamos directamente, pero si que tuvimos algunos casos en
los que ayuddbamos a los pacientes a generar embriones, con
ovodonacion y PGT, y luego ellos trasladaban esos embriones a
Estados Unidos para completar alli el proceso de subrogacion.

ASEBIR: En cuanto a la procedencia de los pacientes, ;ha-
bia mucha demanda de fuera de la isla?

Si, especialmente estadounidenses. En Estados Unidos
los tratamientos suelen ser muy caros, asi que viajar a Barba-
dos resultaba una alternativa mas asequible. Muchos pacientes
aprovechaban para combinar el tratamiento con unos dias de
descanso en la isla, lo que les ayudaba a vivir el proceso con
menos estres.

ASEBIR: Y la gestion de los casos procedentes del extran-
jero, jera complicada?

Pues precisamente existia la figura de la"IVF Coordina-
tor’, que era fundamental. Enfermeras especializadas actuaban
como punto de contacto principal con las pacientes. Después
de la primera consulta médica, organizaban las estimulaciones,
explicaban la medicacion por videollamada, revisaban toda la
documentacion médica y coordinaban el viaje de las pacientes.
Muchas empezaban la estimulacion en su pafs y viajaban a Bar-
bados hacia el dia 8 del ciclo para continuar alli el tratamiento.

ASEBIR: Y mas alla del trabajo, ;como era vivir en Barba-
dos?

Era una experiencia muy especial: Vivir en el “paraiso”.
Barbados es una isla pequena, de unos 250.000 habitantes y
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con un tamano parecido al de Ibiza, asi que todo se vive de
una forma bastante cercana y tranquila. La clinica era una casa
colonial a diez metros del mar. Salfas del laboratorio, cruzabas
un paso de cebra y ya tenias delante el Caribe con sus aguas
cristalinas. Trabajabamos mucho, pero al mismo tiempo tenias
una sensacion constante de estar de vacaciones. Y, para qué
engafarnos, terminar la jornada e irte a echarte una siesta bajo
una palmera no tiene precio.

ASEBIR: Suena muy apetitoso, aunque finalmente, deci-
diste marcharte antes de finalizar tu contrato.

Si. Mi contrato era inicialmente de tres afos, pero con
el tiempo me di cuenta de que no me vefa instalandome alli a
largo plazo y empecé a pensar en volver a acercarme a Europa.

ASEBIR: ;Volver a Espafia o seguir tu aventura en otro si-
tio?

En ese momento no pensé directamente en Espafna.
Aungue es una de las mayores, y para mi, de las mejores, cunas
de embriélogos del mundo, desgraciadamente la profesién no
estd bien regulada y los sueldos no son especialmente atrac-
tivos, asi que es normal que muchos acabemos trabajando
fuera.

ASEBIR: Estamos luchando por ese tema activamente, por
nosotros y por nuestros pacientes, aunque el camino sea
duro.

Lo sé, cosa que se agradece mucho, la verdad.
ASEBIR: Y, ;como llegé el siguiente destino?

Buscando oportunidades encontré un proyecto que
me llamoé muchisimo la atencion: Cada, una clinica en Zurich
que todavia no habia empezado su actividad. Habia sido fun-
dada por varios inversores jovenes y el laboratorio habifa sido
disefado desde cero por mi ahora companero Nacho Landa-
buru, también espafiol. La idea era crear un laboratorio mo-
derno, con la mejor tecnologia disponible y en una ubicacion
inmejorable.

ASEBIR: Tendremos a Nacho contando esa experiencia
también en esta edicion de la revista, explicandonos
como es la hazaina de acondicionar un laboratorio para
una apertura en el extranjero, pero de momento, sigue
contandonos, ;qué te atrajo de ese proyecto?

Desde la primera entrevista tuvimos muy buena sin-
tonia y no pude dejarlo pasar. No ocurre muchas veces en la
carrera de un@ embridlog@ poder empezar un proyecto asf

desde el principio.

ASEBIR: El cambio debio de ser enorme: del Caribe a Suiza.

9 REVISTA ASEBIR

Si, muchisimo. Practicamente, después de mas de dos
afos en Barbados, enlacé una etapa con la otra, y pasé de las
mafanas a 27 grados haciendo parte del camino a la clinica
descalza, a las temperaturas bajo cero en Zurich. Fue un cam-
bio grande tanto personal como profesionalmente.

ASEBIR: De extremo a extremo. Y brevemente, ;como ha
evolucionado la clinica en Suiza?

Muy rdpido. Empezamos las primeras punciones en
octubre de 2024 y en el primer afio ya realizamos mas de 300
ciclos. Profesionalmente estad siendo muy enriquecedor por-
que hemos podido disefar procedimientos y formas de traba-
jar desde cero, con total libertad y sin imposiciones.

ASEBIR: ;También has vivido diferencias legislativas muy
marcadas entre paises?

Si, totalmente. Si en Barbados practicamente no habia
regulacion especifica, en Suiza la ley es mucho mas restrictiva
que en Espafna. Aqui la donacién de évulos no estd permitida y
la donacién de semen solo esta autorizada en parejas casadas,
asi que el perfil de pacientes es muy diferente.

ASEBIR: Después de trabajar en distintos paises, ;qué re-
flexion haces sobre la profesion?

Mirando atras, veo que no existe una Unica forma co-
rrecta de trabajar en reproduccion asistida. Cada laboratorio,
cada equipo y cada contexto tienen sus propias dindmicas, y
siempre se puede aprender algo de cada experiencia.

ASEBIR: ;Qué balance haces de todo este recorrido inter-
nacional?

Tanto Barbados como ahora Suiza han sido experien-
cias muy positivas, tanto profesional como personalmente. He
aprendido idiomas, he trabajado con equipos muy diversos y
he visto muchas maneras distintas de hacer las cosas. No sé si
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SOCIOS POR EL MUNDO

Laura Iraurgi lzurza: su experiencia entre Barbados y Suiza

algun dia volveré a Espafia, pero si ocurre serd con la sensacion
de haber vivido experiencias muy intensas y enriquecedoras
fuera.

ASEBIR: ;Y como es tu vida ahora en Zurich?

LAURA: Estoy disfrutando mucho de esta etapa. Estoy mas cer-
ca de casa, puedo visitar a mi familia y a mis amigos con mas
facilidad y, al mismo tiempo, sigo viviendo una experiencia in-
ternacional que contintia enseidndome cosas cada dia.
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ASEBIR: Laura, de nuevo, muchas gracias por acercarnos un
trocito del “paraiso”y por compartir tu amplia experiencia
con nosotros. Ha sido una entrevista muy enriquecedora.

LAURA: Muchas gracias a ASEBIR por haberme dejado esta
oportunidad y ,sobre todo, compartirla con mi compariero en
el mismo numero. No os perdais su entrevista.

Y si, como Laura, quieres contarnos tu experiencia
54 > mas alla de nuestras fronteras, no dudes en con-
tactarnos a través del correo asebir@asebir.com
iTe esperamos!
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SOCIOS EMPRENDEDORES ASEBIR

Cada: montando un laboratorio en Suiza

NACHO LANDABURU

oy

Tras conocer la trayectoria internacional de Laura y su llegada a Suiza para incorporarse al pro-
yecto de Cada, hablamos también con uno de sus compaferos en Zudrich, Nacho Landaburu,
embridlogo y responsable de liderar la creacion y puesta en marcha del laboratorio desde cero.
Desde el disefio técnico y estratégico del proyecto hasta la validacion de procesos y la implan-
tacion de estandares de calidad bajo normativa suiza, Nacho repasa cémo ha sido construir una
clinica de reproduccion asistida en uno de los mercados mas exigentes de Europa.

» ENTREVISTA

ASEBIR: Encantados de tenerte aqui contando tu expe-
riencia montando un laboratorio en el extranjero, desde
cero y en otro idioma. Nacho, bienvenido.

NACHO LANDABURU: Gracias a ASEBIR por interesarse por
este proyecto y dar a conocer esta experiencia.

ASEBIR: Nacho, cuéntanos, ;pudiste imaginar que te pe-
dirian un proyecto asi? ;Qué sentiste cuando aparecio la
oportunidad de liderar este proyecto?

11 .
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NACHO: La verdad es que no dudé demasiado. Si hace diez
afos me hubiesen pedido describir mi posicion sofiada, ha-
bria descrito con bastante precision lo que estoy viviendo hoy.

Eso si, suponia asumir un riesgo personal y profesional impor-
tante, porque dejaba la direccién de un laboratorio de FIV ya
consolidado en Lucerna. Pero la posibilidad de embarcarme
en el disefio e inicios de una clinica asf bien valfa el riesgo.
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Cada: montando un laboratorio en Suiza

ASEBIR: ;Cual era exactamente tu papel dentro de Cada?

NACHO: Mi responsabilidad ha sido liderar la puesta en mar-
cha técnica y estratégica de los Laboratorios de Medicina Re-
productiva, entendiendo el laboratorio como el nucleo del
proyecto. Se trataba de traducir una vision empresarial en una
estructura clinica real, operativa y completamente alineada
con el exigente marco regulatorio suizo.

ASEBIR: El nombre de la clinica también tiene un signifi-
cado muy concreto, ;no?

NACHO: Si.“Cada”"nace del espafiol, precisamente para recor-
darnos que nos debemos a cada paciente y a cada caso. Toda
la estructura de la clinica estad pensada alrededor de esa idea.

ASEBIR: ;Como se traslada esa filosofia al funcionamiento
diario?

NACHO: Todo se ha estructurado para que los procesos sean
medibles y reproducibles. Utilizamos la tecnologfa para lo que
creemos que realmente importa: mejorar el contacto con los
pacientes y poder dedicarles el tiempo y la cercania que ne-
cesitan.

ASEBIR: Abrir una clinica en una ciudad como Zurich ima-
gino que no es sencillo. ;Cudl era el principal reto?

NACHO: Sabiamos que, para entrar en un mercado compe-
titivo y bastante conservador como el de Zurich, necesitaba-
mos una estructura moderna y con estandares técnicos muy
exigentes. No era solo una cuestion estética, aunque la clinica
esta frente al lago, en una ubicacion espectacular, sino aplicar la
evidencia cientffica actual y los Ultimos avances a cada proceso
con un objetivo claro: liderar en resultados ofreciendo ademas
un trato excepcional al paciente.

12 .
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ASEBIR: ;Como es el panorama de clinicas de reproduc-
cion asistida en Zurich y la gestion de sus tratamientos?

NACHO: Con la nuestra, hay seis clinicas en Zurich. Ninguna
es especialmente grande; entre todas realizamos alrededor de
3.000 ciclos anuales. En Suiza toda la reproduccioén asistida fun-
ciona dentro del sistema privado, aunque existe una iniciativa
legislativa para que los seguros obligatorios de salud empiecen
a cubrir estos tratamientos. Lo mds parecido a un sistema pu-
blico serfan los hospitales cantonales, aunque siguen sujetos
igualmente al modelo privado.

ASEBIR: Y entrando en materia de gestion, ;cudl crees
que fue el mayor reto que se plante4? ;Qué supuso eso?

NACHO: Montar el laboratorio vino de la mano de un gran reto
de gestion de calidad: debiamos disefiar un sistema de gestion
(basado en la ISO 15189 y en aleman) en paralelo a la concep-
tualizacion de la clinica.

Fue probablemente uno de los mayores retos. La ISO 15189 es
un estandar internacional para laboratorios clinicos en gene-
ral. Lo complicado es traducir lo que implica ese estandar a un
laboratorio de FIV, que es muy diferente a uno de bioquimica
clinica o genética molecular.

Suiza, igual que Espafia, también tiene una acreditacion espe-
cifica para laboratorios de FIV, mas facil de interpretar porque
estd hecha ad hoc. Pero en el cantdn de Zurich, para abrir un
nuevo laboratorio de FIV, las autoridades exigen trabajar bajo
la1SO 15189.

ASEBIR: ;Qué diferencias encontraste respecto a lo que se
suele exigir en Espaia?

NACHO: El enfoque tenia que ser completamente integral. Di-
seflamos los procesos no solo desde el laboratorio, sino desde
toda la clinica, definiendo cuidadosamente el patient journey
para garantizar una experiencia éptima para el paciente. Ade-
maés, el gran handicap era que teniamos que definir todos esos
flujos sin tener todavia el laboratorio operativo. Era un requisito
impuesto por las autoridades sanitarias del cantén para conce-
dernos el permiso de apertura.

ASEBIR: ;Las autoridades exigian otros requisitos especi-
ficos?

NACHO: Si. Por ejemplo, nos exigian empezar con dos embrio-
logos y que el director fuese Senior Clinical Embryologist acre-

ditado por ESHRE.

ASEBIR: ;Cuanto tiempo llevé todo el proceso administra-
tivo hasta obtener la autorizacién definitiva?

NACHO: Entre la entrega de la primera version de la docu-
mentacion y la obtencién de los permisos definitivos pasaron
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catorce meses. Hubo hasta cuatro versiones diferentes de la do-
cumentacion y, mientras tanto, evidentemente no podiamos
iniciar actividad.

ASEBIR: Una vez obtenidos los permisos por parte de la
administracion, entra también Laura, de quien hablaba-
mos antes.

NACHO: Exacto. En esa etapa se incorpord mi colega y amiga
Laura Iraurgi y juntos terminamos de definir los protocolos y
toda la puesta en marcha para los primeros ciclos. En octubre
de 2024 realizamos las primeras punciones y, con ellas, llega-
ron las primeras fecundaciones, blastocistos y sacos gestacio-
nales.

ASEBIR: ;Cé6mo se vive un momento asi cuando has cons-
truido el proyecto desde cero?

NACHO: Es dificil describirlo. Como equipo, la satisfaccion y el
orgullo que sientes al ver los primeros embarazos es enorme.

ASEBIR: ;Cémo evolucioné la clinica durante el siguiente
ano? ;Se cumplieron expectativas?

DESPUES

NACHO: Inicialmente pensdbamos que seria un afo de ate-
rrizaje, pero la respuesta del mercado fue mucho mas rapida
de lo previsto. Cerramos el afo con mas de 350 punciones y
€s0 nos permitié acelerar la implementacion del programa de
PGT, que supuso ademds un cambio importante en nuestra
manera de trabajar.

En paralelo, también empezamos nuestra faceta investigado-
ra mediante proyectos de colaboraciéon con la Universidad de
Lucerna.

ASEBIR: Y ahora mismo, dos afos después, ;en qué punto
esta el proyecto?

NACHO: Estamos en una fase de consolidacion operativa y
crecimiento sostenido. Actualmente contamos con un equi-
po multidisciplinar formado por cinco embridlogos, siete gi-
necologos y especialistas en reproduccion, ademds de ocho
enfermeras.

Incorporar y formar toda esa estructura ha sido un gran reto,
pero también la clave para sostener el crecimiento mante-
niendo los estandares de calidad.
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ASEBIR: Y actualmente, ;cual es el mayor reto que se ave-
cina?

NACHO: Pues actualmente serfa consolidar la I1SO 15189. Aun-
que llevamos operando bajo esos estandares desde el prin-
Cipio, el proceso de acreditacion oficial es largo. Para poder
acceder a la auditoria principal, que tendremos en septiem-
bre, necesitas haber trabajado al menos un afo bajo esos es-
tandares.

ASEBIR: También habéis crecido muchisimo en actividad.

NACHO: Si. La prevision es cerrar 2026 con unas 750 puncio-
nes. Un volumen asf solo es sostenible refinando continua-
mente los procesos internos, el patient journey e incorporando
progresivamente nuevo equipamiento. Durante este tiempo
hemos implementado muchas mejoras operativas que nos
estan permitiendo obtener resultados clinicos de los que es-
tamos muy orgullosos.

ASEBIR: Liderar un proyecto asi debe implicar mucha pre-
sion.

NACHO: Muchisima. Es un ejercicio de equilibrio constante.
Tienes que compaginar el rigor que exige tu trabajo como

cimiento sostenible basado en buenos resultados. Es un en-
torno donde no hay margen para la improvisacién. Ademas,
todo esto ocurre en un pais extranjero y trabajando comple-
tamente en aleman.Y a nivel personal, compagindndolo tam-
bién con sacar adelante a dos bebés junto a mi pareja.

ASEBIR: Precisamente por todo eso, imagino que el resul-
tado tiene todavia mas valor.

NACHO: Totalmente. Ver que un proyecto que has visto nacer
no solo funciona, sino que ademas obtiene excelentes resulta-
dos y sigue creciendo, es probablemente lo més satisfactorio
que he vivido a nivel profesional.

Gracias, Nacho, por compartir tu experiencia

Y si, como Nacho, tienes un proyecto dentro o
fuera de la reproduccién asistida que pueda

resultar interesante, no dudes en contactarnos
a través del correo asebir@asebir.com
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» RESUMEN

Desde el nacimiento de Louise Brown en 1978, la biomedicina reproductiva ha experimentado un crecimiento expo-
nencial; sin embargo, muchas de las técnicas que hoy se emplean de forma rutinaria se introdujeron sin evidencia sufi-
ciente sobre su seguridad y eficacia. Para subsanar esta carencia, hemos desarrollado un marco que ordena las etapas
de la investigacion traslacional en el dmbito especifico de la reproduccion humana asistida.

Integramos dos modelos complementarios: el modelo de descubrimiento de cuatro fases propuesto por Gannon, que
abarca desde la investigacion basica hasta la validacion funcional, y el modelo de las «cuatro T» de Khoury et al, que
describe la progresion desde la primera aplicacion en humanos hasta el impacto en la salud de la poblaciéon. Ambos
se alinean, ademas, con la clasificacion de Provoost et al, que distingue entre procedimientos experimentales, innova-
dores y consolidados.

Dentro de este marco se definen y contextualizan cuatro etapas clave de investigacion: prueba de concepto (PoC),
estudios preclinicos, estudios piloto y estudios clinicos. Cada etapa se asocia a requisitos metodolégicos especificos e
indicadores de calidad extraidos de los estandares del laboratorio de FIV. La evaluacién del riesgo se incorpora median-
te las directrices Euro-GTP I, que clasifican el riesgo del procedimiento en cuatro niveles y orientan el nivel de evidencia
exigible antes de avanzar a las fases siguientes.

El marco propuesto subraya que una verdadera traslacion clinica en reproduccion asistida exige la transferencia em-
brionaria y el seguimiento de la implantacion, los resultados gestacionales y perinatales, y la salud de la descendencia.
Al ofrecer un modelo traslacional estructurado y adaptado al riesgo, este trabajo aspira a impulsar en la reproduccion
humana asistida una innovacion mas segura, transparente y basada en la evidencia.
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» ABSTRACT

Since the birth of Louise Brown in 1978, reproductive biomedicine has undergone exponential growth, yet many tech-
nigues currently in routine use were introduced without sufficient evidence of safety and efficacy. To address this gap,
we have developed a framework that maps the stages of translational research specifically within the field of assisted
human reproduction.

We integrate two complementary models: the four-phase discovery model proposed by Gannon, which spans from
basic research to functional validation, and the "four T" model by Khoury et al, which describes the continuum from
first-in-human application to population health impact. These are further aligned with the classification by Provoost et
al, which distinguishes between experimental, innovative, and established procedures.

Within this framework, four key research stages are defined and contextualized: proof of concept (PoC), preclinical stu-
dies, pilot studies, and clinical studies. Each stage is associated with specific methodological requirements and quality
indicators drawn from IVF laboratory standards. Risk assessment is incorporated using the Euro-GTP Il guidelines, which
classify procedural risk into four levels and inform decisions on the depth of evidence required before advancing to
subsequent phases.

The proposed framework emphasizes that genuine clinical translation in assisted reproduction requires embryo transfer
and follow-up of implantation, gestational outcomes, perinatal results, and offspring health. By providing a structured,
risk-adapted translational model, this work aims to support safer, more transparent, and evidence-based innovation in

assisted human reproduction.

INTRODUCCION

Desde el nacimiento de Louise Brown en 1978 (Steptoe and
Edwards, 1978), la biomedicina reproductiva ha experimenta-
do un crecimiento exponencial que ha permitido consolidar la
practica clinica actual en los centros de reproduccién asistida.
Sin embargo, muchas de las técnicas que hoy se emplean de
forma rutinaria, como por ejemplo la inyeccién intracitoplas-
matica de espermatozoides (ICSI) (Palermo et al, 1992), fueron
introducidas sin disponer de evidencia suficiente sobre su se-
guridad y eficacia. En la actualidad, la incorporacion acelera-
da de nuevas intervenciones sigue planteando importantes
desaffos desde el punto de vista cientffico, ético y regulatorio
(Harper et al, 2012).

En este contexto, resulta esencial estructurar adecuadamente
el proceso de generacion de evidencia cientifica (ver figura).
Gannon propone un modelo de cuatro fases de descubri-
miento (D1-D4), que abarca desde la investigacion basica
(D1), pasando por la investigacion orientada a la patologfa
(D2) y la identificacion de dianas terapéuticas (D3), hasta su
validacion funcional (D4) (Gannon, 2014). Este modelo pro-
porciona un marco conceptual para entender la progresion
del conocimiento cientifico, que se complementa con el
modelo de las “cuatro T" (T1-T4) propuesto por Khoury et al.
(2010), orientado a su traslacion hacia la practica clinicay la sa-
lud poblacional. En este sentido, el modelo de las 4T describe
el continuum de la investigacion traslacional desde la primera
aplicaciéon en humanos del nuevo tratamiento (T1), pasan-
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do por la validacién clinica donde la eficacia del tratamiento
queda comprobada (T2) y su implementacién en la practica
asistencial general (T3), hasta la evaluacion de su impacto en
salud poblacional (T4).

La clasificacién propuesta por Provoost et al. (2014) aporta un
marco complementario de gran utilidad en el dmbito de Ia
reproduccion asistida, al diferenciar entre procedimientos ex-
perimentales, innovadores y establecidos. Los procedimientos
experimentales se caracterizan por una evidencia limitada y
un uso principalmente en el dmbito de la investigacion, los
innovadores por su aplicacion clinica con evidencia aun en
desarrollo, y los establecidos por disponer de evidencia solida
de seguridad y eficacia que respalda su uso rutinario. Esta cla-
sificacion se alinea de forma conceptual con el modelo trasla-
cional, de manera que los procedimientos experimentales se
aproximan a las fases de descubrimiento (D-T1), los innova-
dores a las fases intermedias de traslacién clinica (T1-T2) y los
establecidos a la implementacion en la practica clinica (T2-
T3). Su utilidad radica en facilitar la interpretacion del grado
de madurez de una intervencion y orientar su integracion en
la practica clinica (Provoost et al, 2014).

En biomedicina reproductiva, no obstante, la aplicacion prac-
tica de estos marcos no siempre es lineal. La estrecha interac-
cién entre investigacion y practica clinica, junto con las parti-
cularidades éticas y regulatorias asociadas al uso de gametos
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y embriones humanos, dificulta la delimitacion estricta entre
fases y la toma de decisiones sobre el avance de nuevas técni-
cas o procedimientos a lo largo del continuo traslacional (Fort
etal, 2017).

Ante esta problemadtica, el grupo de interés en investigacion
traslacional e innovacién en reproduccién humana de ASEBIR
ha elaborado un documento (pendiente de publicacion), cuyo
objetivo es clarificar estas etapas, definiendo conceptos como
prueba de concepto, estudio preclinico, estudio piloto y es-
tudio clinico, en nuestro ambito. De este modo, se pretende
facilitar la ubicacién de nuevas tecnologfas y procedimien-
tos dentro del continuo D-T, proporcionando una guia que
permita identificar el estado de desarrollo de una eventual
tecnologfa o practica emergente. La figura muestra la inte-
gracion de las distintas etapas de la investigacion traslacional
propuestas en este documento. Para dar a conocer el trabajo
realizado por dicho grupo, se ha elaborado el siguiente resu-
men a partir del documento original. La versiéon completa del
documento serd publicada por ASEBIR y por una revista in-
dexada proximamente.

FASES DE LA INVESTIGACION
TRASLACIONAL

El primer paso para enlazar la investigacion basica con la inves-
tigacion clinica es la realizacion de una prueba de concepto
(PoCQ), que se sitla en las fases avanzadas del descubrimiento
(D3-D4). La PoC, realizada habitualmente en modelos anima-
les o en material humano sin finalidad reproductiva (Provoost
et al, 2014), tiene como objetivo evaluar la viabilidad técnica
y la plausibilidad biolégica de una intervencion, contrastan-
do hipotesis generadas en fases previas (D1-D2) (Yuan et dl,
2024). De este modo, permite optimizar pardmetros experi-
mentales e identificar posibles limitaciones antes de avanzar
hacia etapas posteriores.

A continuacion, se desarrollan los estudios preclinicos, espe-
cialmente necesarios cuando la intervencion presenta un gra-
do de novedad que puede afectar a la calidad y/o seguridad
del paciente o de su posible descendencia (por ejemplo, efec-
tos sobre el desarrollo embrionario, el genoma o epigenoma
del gameto o embridn, o el entorno uterino) (Trias et al., 2020;
EDQM, 2023). Estos estudios, realizados en modelos in vitro, in
vivo o in silico, deben evaluar el impacto del procedimiento en
gametos, embriones y/o tejido gonadal, incluyendo la morfo-
logfa embrionaria hasta el estadio de blastocisto (Fosse et al,
2023). En situaciones de riesgo elevado, se recomienda el uso
de modelos animales (Trias et al, 2020; EDQM, 2023). En térmi-
nos conceptuales, se sittian en la fase final del descubrimiento
D4 propuesta por Gannon y constituyen la etapa previa a la
transicion hacia T1 en el modelo de las cuatro T de Khoury et
al. (2010). Su finalidad es generar evidencia suficiente sobre la
seguridad y eficacia del procedimiento que permita obtener
un valor predictivo para ayudar a la decision y autorizacion de
un estudio clinico posterior (Huang et al., 2020).

La transicién hacia la investigacion traslacional se produce
con laentrada en la fase T1, que se corresponde con la realiza-
cién de estudios piloto. En esta etapa, la intervencion se eva-
lUa por primera vez en humanos en un ndimero reducido de
pacientes, con el fin de determinar su viabilidad y aplicabili-
dad clinica (Resnick, 2015). Estos estudios deben aproximarse,
en la medida de lo posible, al disefio del ensayo clinico poste-
rior (Teresi et al, 2022), incorporando pardmetros propios de
la reproduccion asistida, como las tasas de fecundacion vy el
desarrollo embrionario. Los resultados de los estudios pilotos
deben cumplir los indicadores de calidad establecidos en los
laboratorios de FIV (ESHRE Special Interest Group of Embryolo-
gy, 2017). En situaciones de riesgo moderado o alto, segun
las guias Euro-GTP Il (EDQM, 2023), resulta necesario incluir
la transferencia embrionaria para evaluar de forma realista los
efectos clinicos iniciales, como la implantacion, asi como el
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seguimiento de la evolucion gestacional y los resultados peri-
natales. Una vez obtenidos resultados favorables en el estudio
piloto, se procede al desarrollo de estudios clinicos. En el mar-
co del modelo de las cuatro T, estos estudios se sitdan princi-
palmente en la fase T2, cuyo objetivo es la consolidacion de
la evidencia sobre la sequridad y eficacia de la intervencion.

En esta etapa se generan datos a partir de poblaciones mas
amplias, lo que permite evaluar la generalizacion de los resul-
tados y su aplicabilidad en la practica clinica (Umscheid et al,
2011). Estos estudios deben disefarse de forma prospectiva
y, preferentemente, como ensayos controlados aleatorizados
(randomized controlled trials, RCT) (Arce et al, 2005).

Los resultados obtenidos deben cumplir con los indicadores
de calidad de los laboratorios de FIV revisados de manera con-
tinua por consensos expertos (ESHRE Special Interest Group of
Embryology, 2017). Asimismo, el seguimiento de los embara-
z0s y de los resultados perinatales resulta esencial, indepen-
dientemente del nivel de riesgo estimado (Zhang et al, 2024).

La fase T3 se centra en la investigacion de la implementacion
de la evidencia en la practica clinica, analizando cémo integrar
y optimizar el uso de nuevas intervenciones en condiciones
asistenciales reales. En este nivel se evallan aspectos como
la adherencia a las gufas clinicas, la variabilidad en la practica,
las barreras de implementacién vy la efectividad en situacio-
nes reales. Posteriormente, la fase T4 aborda la evaluacion del
impacto poblacional de las intervenciones, considerando los
resultados en salud a largo plazo, la seguridad en la descen-
dencia, la equidad en el acceso y la relacion coste-efectividad
(Khoury etal, 2010).

De este modo, los estudios clinicos no se limitan exclusiva-
mente a la generacion de evidencia de eficacia y seguridad
(T2), sino que constituyen la base sobre la que se construyen
progresivamente la implementacion clinica (T3) y la evalua-
cién del impacto en salud poblacional (T4).

La investigacion traslacional debe integrarse con una adecua-
da valoracion del riesgo. En este sentido, las guias Euro-GTP
Il proporcionan un marco Util para la clasificacion del riesgo
asociado a cada procedimiento, estableciendo cuatro nive-
les (insignificante, bajo, moderado y alto) (EDQM, 2023). Esta
categorizacion permite orientar la toma de decisiones sobre
las fases traslacionales necesarias y el grado de seguimiento
clinico y posnatal requerido, segun el nivel de riesgo identifi-
cado. Asi, en situaciones de bajo riesgo, podria considerarse la
transiciéon directa a estudios clinicos, sin la realizacion de estu-
dios pilotos, mientras que en escenarios de riesgo moderado
0 alto, resulta imprescindible reforzar la evidencia preclinica y
clinica temprana, incluyendo la transferencia embrionaria y el
seguimiento de resultados gestacionales en estudios piloto.
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No obstante, nuestro grupo recomienda aplicar un criterio de
precaucién en intervenciones que afecten a la embriogénesis
temprana o a la genética, aunque la evaluacién del Euro GTP-I
sugiera un riesgo bajo.

Asimismo, debe tenerse en cuenta que la verdadera traslacion
clinica en reproduccién asistida se produce cuando, durante
las fases piloto y clinica, se realiza transferencia embrionaria
y se analizan pardmetros como la implantacion, la evolucion
gestacional, los resultados perinatales y la salud de la descen-
dencia. De este modo, la evaluacion de la seguridad y eficacia
de la nueva intervencidon no se limita solo a parametros de
laboratorio.

En conjunto, la integracion de las diferentes etapas de desarro-
llo (prueba de concepto, estudios preclinicos, piloto y clinicos)
con una evaluacion del riesgo basada en las guias Euro-GTP |l
proporciona un marco practico para situar el grado de desa-
rrollo de nuevas intervenciones en biomedicina reproductiva.
Este enfoque facilita una comunicacién mas transparente en-
tre investigadores, clinicos, pacientes y organismos regulado-
res, ademas de orientar la toma de decisiones sobre la evalua-
cién, autorizacion e implementacion de nuevas técnicas.

De este modo, la aplicacién de un modelo traslacional estruc-
turado y adaptado al riesgo puede contribuir a una innova-
cidn mas segura, ordenada y basada en la evidencia en el dm-
bito de la reproduccion humana asistida.
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—4— Descubrimiento —4—Investigacion traslacional

T4

Experimental Innovador

Conocimiento cientifico
Practica clinica

D1 D2 D3 D4TO0 1 T2 T3 T4

L ]
PoC ®
Estudio preclinico : v

L ]
Estudio piloto | |

Estudio clinico

Fases integradas de las diferentes etapas de la investigacion traslacional. Las diferentes etapas de la investigacion traslacional se pueden dis-
tribuir a lo largo de la linea de evolucion en el contexto del modelo de las 4T (Khoury et al., 2010). La flecha indica la evolucidn desde la condicién
de experimental hasta el estado establecido de una determinada intervencion (Provoost et al., 2014). PoC: prueba de concepto.
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SOMETHING IN THE WAY SHE MOVES. LA
DINAMICA DEL CITOPLASMA OVOCITARIO
COMO MARCADOR PREDICTIVO NO INVASIVO
DEL RESULTADO DE FECUNDACION TRAS ICSI.

SOMETHING IN THE WAY SHE MOVES. OOPLASM STREAMING VELOCITY ANTICIPATES
FERTILIZATION OUTCOMES POST-ICSI AND PROVIDES INSIGHTS INTO THE UNDERLYING

CAUSES OF FERTILIZATION FAILURE

Minerva Ferrer Buitrago, Empar Ferrer Robles, Patricia Mufoz Soriano, Victoria Antequera Durdn, Carmen

Calatayud Lliso, Miguel Ruiz Jorro.

CREA. Medicina de la Reproduccién, S. L. — Valencia (Esparia)

» ABSTRACT

The ooplasm is a highly dynamic and fluidic milieu,
which enables an efficient redistribution of its compo-
nents in preparation for fertilization and the subsequent
ultrastructural reorganization. Particle Image Velocime-
try (PIV) has been employed to study the OS behaviour
during oocyte activation and changes in velocity and
directionality have been associated with the calcium
oscillations triggered by a fertilizing sperm. These obser-
vations suggest that the ooplasm undergoes meaning-
ful dynamic shifts during the process of fertilization. The
question remains how OS swings in the event of failed
fertilization, and whether PIV analysis could anticipate
this outcome and shed light on the interpretation. To the
best of our knowledge, this is the first study to establish a
correlation between failed-to-fertilize immunodetection
data, time-lapse imaging, and PIV analysis. Our findings
suggest that PIV analysis could serve as a non-invasive
method to infer the underlying causes of fertilization fai-
lure after ICSI. This study is a cohort analysis based on a
limited sample size; therefore, the results should be inter-
preted with caution.

INTRODUCCION

El citoplasma ovocitario es un entorno dinamico y fluido
(Goldstein & Van de Meent, 2015; Shamipour et al, 2021), que
muestra un comportamiento de flujos y corrientes denomina-
do ciclosis, y que permite redistribuir los componentes intra-
citoplasmaticos para optimizar la competencia del ovocito y
facilitar la reorganizacion de su ultraestructura tras la fecunda-
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cién, siendo, por lo tanto, crucial en la activacion y el posterior
desarrollo embrionario temprano.

En particular, algunos autores han identificado alteraciones

en los movimientos del citoplasma de ovocitos de ratén (Aj-
duk et al, 2008, 2011a) y humanos (Swann et al, 2012) tras la
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entrada del espermatozoide y en respuesta a la activacion
ovocitaria. Esta reaccién se asocia directamente al estimulo
provocado por los factores espermaticos, y a la consiguiente
respuesta de los factores ovocitarios durante el inicio de la
activacion ovocitaria y la reanudacion de la meiosis (revisado
por Ferrer-Buitrago et al, 2018a). Del lado del espermatozoi-
de, se ha descrito que la proteina fosfolipasa-C-zeta (PLCC) es
el factor principal y responsable del inicio de las oscilaciones
de calcio (Ca2+) que dirigirdn el proceso activacion del ovo-
cito (Saunders et al, 2002), y la salida del blogueo meiético
ovocitario en metafase Il hasta la formacion de pronucleos
en ovocitos humanos (revisado por Cardona Barberan et al,
2020). Por otro lado, podemos destacar la importancia de los
reservorios de Ca2+ ovocitarios intracelular, los receptores de
Inositol-3-fosfato (IP3) y otras bombas de iones como la bom-
ba de calcio de la membrana plasmatica (PMCA).

En particular, la produccion de IP3 estimula la coordinacion de
la maquinaria de liberacién de Ca2+ del ovocito intracitoplds-
mico (Lee et al, 2006), lo que asegura el mantenimiento de
oscilaciones de Ca2-+hasta la formacion de los pronucleos. Los
cambios ultraestructurales que experimenta el ovocito duran-
te el proceso de activacion aparecen en respuesta a esta, y
otras cascadas de sefializacion.

El mayor cambio ultraestructural ocurre a nivel nuclear ya que
ambos gametos experimentaran una remodelacion de su cro-
matina. El nucleo espermdtico, que se encuentra en interfase,
inicia una serie de transformaciones con la pérdida de su en-
voltura nuclear tras la reaccion acrosémica, y la consiguiente
exposicion del ADN paterno al citoplasma ovocitario (Ajduk
et al, 2006). A continuacién, el espermatozoide experimenta
una remodelacién de nucleoproteinas, intercambiando pro-
taminas por histonas.

Asi el nUcleo espermético, que se caracteriza por su alto grado
de compactacion, se descondensa, aumenta de tamafo y se
prepara para adquirir una nueva envoltura nuclear, formando
el prondcleo masculino y volviéndose competente a nivel
transcriptémico. En coordinaciéon con estos eventos, el nicleo
materno, que se encuentra en metafase Il, reanuda la meiosis,
completando su maduracion nuclear con la extrusion del se-
gundo corpusculo polary prepara su cromatina (ya en interfa-
se) para la formacion del pronucleo femenino, y las posteriores
fases del desarrollo embrionario temprano tras la aposicion y
singamia de ambos pronucleos: materno y paterno. Esta asin-
cronfa en el ciclo celular entre ovocito Ml y espermatozoide
es un punto sensible a errores que pueden derivar en fallos
o bloqueos de la activacién ovocitaria. Como resultado, en
el laboratorio se observa la falta de formacién de pronucleos
post-ICSI bajo el microscopio de luz transmitida. Cuando esta
situacion ocurre resultando en una tasa de fecundacion por
debajo del 30 %, se describe como un fallo de fecundacion tras
ICSI. El abordaje clinico de estos casos se basa en la valoracion
y eventual aplicacion de activacion ovocitaria asistida (AOA)
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mediante iondforos de calcio, con el objetivo de compensar
un posible déficit en el aporte intracelular de calcio necesario
para la induccién de la activacion ovocitaria. La AOA ha sido
considerada durante afios como una técnica experimental; no
obstante, recientemente ya consta como técnica recomen-
dada por sociedades cientificas como la European Society of
Human Reproduction and Embryology (ESHRE) y la Human
Fertilisation and Embryology Authority (HFEA) en casos selec-
cionados de fallo de fecundacién (Bolton et al, 2023; Lundin
et al, 2023). El éxito de la AOA esta asociado directamente al
origen de la causa de fallo de fecundacion, siendo mas efec-
tiva en aquellos casos con causa espermatica (Ferrer-Buitra-
go, Dhaenens, et al, 2018; Ferrer-Buitrago et al, 2019; Vanden
Meerschaut et al, 2014).

Pero el diagndstico clinico y posterior tratamiento de estos
casos continla siendo un reto. En la literatura se describen
distintos enfoques y esfuerzos orientados a definir metodo-
logias diagndsticas capaces de determinar el origen de los
fallos de fecundacion. Entre los estudios publicados destacan
los test funcionales espermaticos de activacion y los andlisis
de la respuesta ovocitaria mediante un estudio de patrones
de liberacion de calcio intracelular en modelos interespecie:
ratén-humano (Rybouchkin et al, 1995; Vanden Meerschaut et
al, 2013) e intraespecie: humano-humano (Ferrer Buitrago et
al, 2018). Asimismo, se han desarrollado andlisis de concen-
tracion y distribucion de la proteina PLCC en espermatozoides
(Kashir et al, 2013), estudios de ultraestructura en ovocitos
no fecundados (Rawe, Olmedo, et al, 2000a) y, mas reciente-
mente, ha cobrado especial relevancia el andlisis y la caracte-
rizacién de variantes genéticas de origen materno y paterno
asociados a distintas causas de infertilidad (Van der Kelen et
al, 2023;Veltman & Tuttelmann, 2024), incluyendo los fallos de
fecundacion tras ICSI.

En nuestro laboratorio llevamos afios aplicando el analisis
inmunocitoquimico al estudio de la ultraestructura y citoes-
queleto de ovocitos no fecundados tras ICSI, con el objetivo
de ofrecer un enfoque diagndstico que permita acompanar
al paciente en la comprension de las posibles causas subya-
centes del fallo de ICSI y en la definicion de estrategias para
abordar su caso.

Las técnicas de inmunocitoquimica han sido ampliamente
utilizadas en el anélisis de ovocitos no fecundados, y numero-
sos estudios han descrito diversas anomalias detectadas me-
diante el marcaje de componentes del citoesqueleto, como
la tubulina, la actina y el propio ADN espermatico y ovocitario
(Combelles et al, 2010; Heindryckx et al, 2011; Rawe, Olmedo,
etal, 2000b).

Gracias a estos trabajos se han podido identificar distintas
configuraciones de la ultraestructura ovocitaria y espermati-
ca, contribuyendo asf a diferenciar entre un fallo de activacién
ovocitaria y un blogueo o activacion silenciada, situaciones
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Configuraciones del nicleo paterno en ovocitos no fecundados tras ICSI

Grupo 1: Nicleo intacto

Grupo 2: Nucle

DNA
@ Flagelo
® Tubulina

o Grupo 3: PCC

Figura 1. Configuraciones del nticleo paterno en ovocitos no fecundados tras ICSI. Marcaje por inmunofluo-
rescencia del nucleo paterno (azul), la tubulina acetilada presente en el flagelo espermdtico (verde) y la tubulina
(rojo/naranja), reclutada y polimerizada durante una condensacion prematura de cromosomas. (Imdgenes: CREA.

Medicina de la Reproduccion S. L)

con implicaciones diagnésticas y clinicas diferenciadas (Rawe,
Olmedo, et al, 2000a). Los patrones identificados tras las téc-
nicas inmunocitoguimicas corresponden generalmente a
cuatro categorias, distribuidas segun el estado que muestre el
nucleo espermatico (Figura 1).

1. Ausencia de penetracion espermatica: Se distingue
por la ausencia del flagelo y nucleo espermaticos en el
citoplasma del ovocito microinyectado. Esta situacion se
da en los casos en los que hubo una expulsion del esper-
matozoide tras la microinyeccién, normalmente asocia-
da a errores técnicos asociados al periodo de curva de
aprendizaje en ICSI (referencia), o a de las propias mem-
branas del ovocito, que muestran resistencia a su ruptura
(Rawe, Brugo Olmedo, et al,, 2000).

1. Fallo de descondensacion total del nucleo esperma-
tico. Se observa el nlcleo espermético en el interior del
ooplasma en una conformacién intacta, con su nucleo
compacto, altamente condensando y unido, general-
mente, al flagelo espermdtico (Montag et al, 1992).

2. Fallo de descondensacion parcial del ntcleo esper-
matico. Se observa el nicleo espermatico descondensa-
do, de mayor tamano, y asociado al flagelo espermatico,
generalmente (Rawe & hemes, 2009).

3. Condensacion prematura de cromosomas (PCC) de
la cromatina espermatica. Se observa el nucleo es-
permatico formando una estructura que recuerda a un
huso meidtico, viéndose ADN en forma de cromosomas,
unidos a una estructura de tubulina en forma de barril,
caracterfstica del huso meiético materno. En la mayorfa
de las muestras analizadas se observa el flagelo esper-
matico unido y muchas veces, enrollado alrededor de
estaestructura de tubulina y ADN (Racowsky et al,, 1997;
Rosenbusch, 2000a).
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Pese a su capacidad para definir el estado de las ultraestructu-
ras en los ovocitos no fecundados, el estudio inmunocitoqui-
mico tiene algunas limitaciones.

Primero, se requiere utilizar los propios ovocitos no fecun-
dados, que ademas han quedado un tiempo prolongado en
cultivo hasta la confirmacién de la ausencia de pronucleos, lo
cual puede influir al estado del ovocito ya envejecido in vitro.
Ademas, el nUmero de ovocitos estudiados es limitado, lo cual
dificulta en muchas ocasiones obtener un resultado homogé-
neoy representativo de la cohorte de ovocitos no fecundados.
A ello se suma la necesidad de equipamiento especializado y
personal con experiencia especifica para la interpretacion de
estos casos. Por todo ello, resulta de gran interés el desarro-
llo de herramientas alternativas, idealmente menos invasivas,
que permitan ampliar y generalizar el estudio de los fallos de
fecundacién en la practica clinica.

La velocimetria de imagenes de particulas (PIV) es una técnica
Optica avanzada utilizada para visualizar y medir la dindmica
de flujos en diversas disciplinas, incluyendo la biologia celular.
En el contexto de la activacion del ovocito, la técnica PIV se
ha utilizado para estudiar el comportamiento del flujo cito-
plasmatico durante este proceso, y ha permitido asociar los
cambios en velocidad y direccionalidad del flujo del coplasma
con las oscilaciones de calcio intracitoplasmatico, desencade-
nadas por el espermatozoide tras su entrada al propio 0os-
plasma (Ajduk et al, 2011b; Swann et al, 2012; Milewski et al,
2018).

Ademads, también se ha descrito una caida en la velocidad
media de los movimientos del citoplasma en ovocitos huma-
nos desde el momento de la microinyeccion hasta la primera
divisién (Coticchio et al, 2021). Esta variacion, ocurre durante
la remodelaciéon de los nucleos paterno y materno, lo cual su-
giere que podria existir una relacion causa-efecto entre esta
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transformacion y el comportamiento de la corriente citoplas-
matica. De ser asi, la dindmica de movimiento del citoplasma
ovocitario desde el momento de la ICSI hasta el tiempo de
formacion de prondcleos podria variar entre los ovocitos fe-
cundados y los no fecundados, pudiéndose asociar, ademas,
a los distintos patrones de fallo de fecundacion descritos por
los estudios inmunocitoquimicos. Partiendo de esta hipdte-
sis, este proyecto se construye sobre una prueba de concepto
basada en recopilacién y analisis mediante PIV de imagenes
time-lapse de ovocitos no fecundados que fueron estudiados
mediante inmunocitoquimica, teniendo definidos los patro-
nes de fallo de fecundacién de cada uno.

MATERIAL Y METODOS
Disefo experimental

Estudio observacional, exploratorio y longitudinal de caracter
retrospectivo para validacion de una tecnologifa de andlisis de
imagen (PIV; velocimetria de imdgenes de particulas) aplicada
a la caracterizacion de los patrones de movimiento citoplas-
matico en ovocitos humanos durante las primeras horas del
proceso de fecundacién in vitro mediante ICSI.

Poblacion de estudio

El presente andlisis incluyd ovocitos humanos metafase Il (MIl)
microinyectados mediante el procedimiento ICSI, e incubados
en un sistema time-lapse (T-L; Geri Genea-Biomedx). El estu-
dio incluyd un total de 115 ovocitos no fecundados, identi-
ficados por la ausencia de pronucleos (OPN), que mostraron
1 0 2 corpusculos polares (CP), de 25 pacientes con fallos
de fecundacién o fecundacion baja tras ICSI (tasa de fecun-
dacién: 32,4+13,5 %). Los ovocitos no fecundados se clasifi-
caron segun la configuracion del nucleo espermatico: Grupo
1: nulcleo intacto, Grupo 2: nucleo descondensado y Grupo 3:
condensacion prematura de cromosomas (PCC) segun (Rawe,
Olmedo, et al, 2000b). Se excluyeron del estudio aquellos ovo-
citos no fecundados que mostraban desplazamientos dentro
del pocillo de incubacion, y los ovocitos no fecundados sin
diagndstico tras estudio inmuncitoquimico. Para el analisis del
grupo control, se incluyeron videos T-L de un total de 22 ovo-
citos correctamente fecundados (2PN, 2CP) que se cultivaron
hasta alcanzar el estadio de blastocisto, y que confirmaron ser
euploides tras un andlisis genético preimplantacion (PGT-A)
con muestras de trofoectodermo.

Estudio inmunocitoquimico

Tras la eliminacion parcial de la zona peldcida mediante aci-
do Tyrode en gotas de 30 pL, los ovocitos se lavaron en solu-
cién de blogueo compuesta principalmente por PBS (tampdn
fosfato salino), albumina (HSA) y gentamicina, y se incubaron
entre 40-60 minutos a 37 °C en una solucion con base de PBS
conformaldehido al 37 %,Triton X-100 y taxol. Posteriormente,
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los ovocitos se dejaron a 4 °C en solucion de bloqueo. Para la
inmunocitoquimica, los ovocitos se incubaron con anticuer-
pos primarios sheepanti-tubulina (1:200) y mouseanti-tubulina
acetilada (1:100), durante toda la noche a 4 °C. Tras numerosos
lavados, se incubaron con anticuerpos secundarios (0,5 pL an-
ti-sheep + 0,5 uL anti-mouse en un volumen final de 100 pL
con solucién de bloqueo) durante 1 hora a 37 °C en oscuridad.
El ADN se marco incubando con Hoechst (1:2000) durante 30
minutos. Finalmente, los ovocitos se montaron en portaobje-
tos con 5 pL de medio Vectashield, y se sellaron y se analiza-
ron mediante microscopia de fluorescencia o confocal para
evaluar la organizacién del citoesqueleto, y el estado del ADN
espermatico y ovocitario.

Analisis de imagen de velocimetria de particulas

Se utilizé el software de andlisis de imagen de velocimetria de
particulas (PIVIab v3.08; MATLAB) para obtener datos brutos
de la velocidad media (um/s) del citoplasma en un total de
485 imdagenes de cada secuencia de time-lapse, correspon-
dientes a intervalos de 5 minutos entre cada imagen.

Figura 2. Ejemplo del uso del software PIVIab para la obtencion de
datos de velocidad media del citoplasma en ovocitos humanos.
ROI (Region ofinterest): delimita la regidn de interés donde aplicar
el andlisis. Posteriormente, y tras la normalizacién de los datos, se
extraen los resultados del drea de andlisis deseada, en este ejemplo
el total de la superficie del ovocito. El andlisis devuelve la velocidad
media del citoplasma como la velocidad o magnitud promedio
calculada en un campo vectorial por cada imagen de la secuencia
analizada.

RESULTADOS

El andlisis de inmunocitoquimica resultd informativo en el
81,7 % (94/115) de los ovocitos no fecundados estudiados.
Los ovocitos estudiados se distribuyeron en subgrupos para
un posterior andlisis: 1) Nucleo intacto; n=9, 2) Nucleo des-
condensado (parcial o totalmente); n=13, PCC; n=60, 4) Otros
patrones; n=12, incluyendo aquellos ovocitos con ausencia
de espermatozoide en su citoplasma. En el grupo de ovocitos
no fecundados, se anotd la presencia o ausencia del segundo
corpusculo polar y se calcularon las frecuencias de extrusion
de segundo corpusculo segun el patrén de fallo de fecunda-
cién observado (Figura 3).
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Figura 3. Presencia del segundo corpusculo polar (%) segtin el patrén de fallo de fe-
cundacién en los grupos 1 (Ndcleo intacto), 2 (Nucleo descondensado) y 3 (PCC).

Analisis PIV

El analisis PIV se realizd en aquellos videos en los que el ovoci-
to cultivado no mostraba ningun desplazamiento dentro del
pocillo de incubacién, quedando un total de 76 ovocitos ana-
lizados de un total de 94 con estudio informativo tras tincién
inmunocitoguimica.

Finalmente, el grupo 4 fue excluido del andlisis PIV por su hete-
rogeneidad y tamafo limitado, quedando un total de 64 ovo-
citos no fecundados incluidos en el grupo de estudio. Como
control, se incluyeron 22 ovocitos correctamente fecundados
(2PN, 2CP), que habfan dado lugar a blastocistos euploides.

En primer lugar, se establecieron los resultados en los ovoci-
tos control (n=22) teniendo en cuenta como variable inicial la
velocidad media citoplasmatica, y su derivada: tasa de cambio
de velocidad por hora ((velocidad media 8hpl - velocidad media
Thpl) / velocidad media Thpl). En el grupo control se observé
una velocidad media citoplasmatica total de 7,81+1,72 um/s,
siendo de 10,5+0,7um/s en la hora 1 post-ICSI (1 hpl) y de
5,46+0,39 a la 8hpl, ajustandose fuertemente a un modelo de
regresion lineal (* = 0,92; Figura 4), y en consecuencia mos-
trando una relacion entre el tiempo post-ICSly una variacion
de velocidad del citoplasma.

Tendencias de la velocidad media del citoplasma post-1CST

Velocidad media (juniseg)

1
o & 120

180

20
Tiempo postICSI (min)

300

Figura 4. Velocidad media del citoplasma las primeras 8 horas post-ICSI. Control (verde), Grupo 1 (NUcleo intacto; naranja), Grupo 2 (Ndicleo
descondensado; azul), Grupo 3 (Condensacion prematura de cromosomas, PCC:1 corpusculo polar (1CP; gris), 2 corpusculos polares (2CP;
amarillo). R2 indica el coeficiente de correlacion entre el tiempo post ICSI (minutos; eje x) y la velocidad media del citoplasma (um/s; eje Y).
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En concreto se observé una disminucion de la velocidad, que
representd un cambio de la velocidad media del 48 % entre la
primera hora (Thpl) y la dltima hora (8hpl) incluida en el ana-
lisis.

En contraste, cuando analizamos los ovocitos no fecundados
del grupo 1 (Nucleo intacto; n=7), la velocidad inicial (1hpl)
fue 9,8+0,8 um/s y la final (8 hpl) de 8,25+0,09 um/s, mostran-
do un indice bajo de correlacién (r2 = 0,05; Figura 4) y una
reduccion del 16 % de la tasa de cambio de velocidad.

En el grupo 2 (Nucleo descondensado; n=7), la velocidad
inicial fue 10,6+0,9 um/s, con una caida a las 8hpl del 7 %
(9,86£0,49 um/s), y un indice de correlacion de r2 = 0,03.
Para el grupo 3 (PCC; n=65) la velocidad inicial fue de 9,2+1,0
um/s, disminuyendo un 24 % a las 8hpl (7,16 £ 0,23 um/s).
Este grupo se subdividié en dos, siendo analizados los ovo-
citos no fecundados con patrén PCC que mostraron solo el
primer corpusculo (1CP) y aquellos que mostraron el segundo
corpusculo polar (2CP).

En el primer subgrupo (PCC 1CP; n=29), se observé una tasa
de cambio de velocidad del -16 %, con un coeficiente de co-
rrelacion (r2) de 0,64. El segundo subgrupo (PCC 2CP; n=22)
mostrd una tasa de cambio de velocidad del -25 %, con un
coeficiente de correlacion (r2) de 0,68.

Il N. Intacto

& Control

F ]
*Il'll
B

pcC 1cp

& Control

La tasa de cambio de velocidad por hora mostré diferencias
significativas en todos los grupos frente al grupo control, vién-
dose esta diferencia desde las 5y 4 hpl en los grupos 1y 2,
respectivamente (p<0,05). En el caso del grupo 3 (PCC), estas
diferencias significativas con el control se observaron desde
las 6 hpl en ovocitos PCC con 1CP (p<0,05), y desde las 7 hpl
en ovocitos PCC con 2CP. El tamafo limitado de los otros gru-
pos restringié subandlisis similares (Figura 5).

DISCUSION

Los resultados del presente estudio mostraron que la dindmi-
ca citoplasmaética post-ICSI difiere claramente entre los ovoci-
tos correctamente fecundados y aquellos que presentan un
fallo de fecundacion, observandose, ademads, diferencias en
las velocidades de movimiento de distintos patrones de fallo
de fecundacién (Figura 6). En concreto, los ovocitos del grupo
control que dieron lugar a blastocistos euploides mostraron
una disminucion progresiva de la velocidad citoplasmatica
durante las primeras horas post-ICSI, con una alta correlacion
lineal con el tiempo post ICSI (Figura 4).

Por el contrario, los ovocitos no fecundados, especialmente
en los grupos con nucleo intacto y nucleo descondensado, no
mostraron esta relacion temporal, viéndose que la velocidad

*
i lllﬁ
1

Velodidad media
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Figura 5. Variacion de la velocidad media del citoplasma por hora desde la microinyeccion hasta la hora 8 post ICSI. (*) marca diferencias signi-
ficativas entre el grupo control y el grupo de fallo de fecundacidn analizado (p < 0,05)
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permanecio relativamente estable tras ICSI y los coeficientes
de correlacién fueron bajos. En particular, los ovocitos con nu-
cleo descondensado mostraron una dindmica practicamente
constante, lo que podria indicar que, aunque se inicio la re-
modelacién del nlcleo espermatico, visible tras la inmuno-
tincion por la descondensacién (Figura 1), no llegé a iniciarse
el proceso de activacion ovocitaria. Los perfiles descritos en
los grupos 1y 2 se asocian a alteraciones de origen esper-
matico y, segun la literatura, estos son los casos que mas se
benefician de la aplicacién de AOA (Bonte et al, 2019; Ferrer
Buitrago et al, 2018; Vanden Meerschaut et al, 2012b). Los re-
sultados de la tasa de cambio de la velocidad muestran que
estos ovocitos no fecundados ya presentan diferencias res-
pecto al grupo control a las 4-5 horas post-ICSI.

Estas observaciones abren una posible linea de trabajo orien-
tada al desarrollo de un protocolo de rescate precoz el mis-
mo dia de la ICSI. Aungue aun existen limitaciones logisticas
importantes a este respecto, el potencial clinico de este pro-
tocolo de rescate de fallo de fecundacién resulta promete-
dor. En la literatura encontramos un trabajo que se desarrolla
siguiendo una hipdtesis similar (Xue et al, 2023). Los autores
plantean el potencial rescate de ovocitos que no extruyeron el
segundo corpusculo polar tras 5 horas post ICSI, conociendo
de antemano que solo un 4,45 % de ovocitos correctamente
fecundados extruyen el segundo corpusculo polar tras las 5
horas post ICSI, y considerando este grupo (sin 2CP a las 5 hpl)
como ovocitos con fallo de fecundacion. En el trabajo los au-
tores aplicaron la AOA a las 5 horas post-ICSI en ovocitos sin
2CP, consiguiendo una tasa de fecundacion en este grupo de
un 71,74 %, y una tasa de blastocisto a dfa 6 de 48,28 %.

En el caso de los ovocitos con patrén de fallo de fecundacion
PCC, se observé una disminucion parcial de la velocidad me-
dia del citoplasma y coeficientes de correlacion moderados
en ambos subgrupos de PCC con uno o dos corpusculos pola-
res. En este grupo de estudio, se observo que la frecuencia de
extrusion del segundo corpusculo polar es mayor que en los
dos grupos anteriores (Figura 3). Estas observaciones sugieren
una mayor frecuencia de reinicio de la meiosis a medida que
progresa el estado de remodelacion del nicleo espermético.

No obstante, la extrusion del segundo corpusculo no siempre
se correlaciona con el patron de descondensacion del nuicleo
espermdtico ni con la respuesta molecular desencadenada
tras este proceso. Esto podria explicarse por la existencia de
vias moleculares diferenciadas que regulan, por un lado, la ex-
trusion del segundo corpusculo polary, por otro, la activacion
ovocitaria (revisado por Cardona Barberan et al, 2020), mos-
trando la complejidad de este proceso.

Aunque habitualmente la situacion PCC se entiende como
una consecuencia de un estado de inmadurez citoplasmati-
ca ovocitaria (Rawe, Brugo Olmedo, et al, 2000; Rosenbusch,
2000b), también se ha descrito esta situacidn como conse-
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cuencia de defectos en la protonaciéon del nucleo espermati-
co (Ishchuk Mariia Alekseevna, 2026).

El efecto de la AOA en estos casos concretos aun no ha sido
estudiado. Sin embargo, el bloqueo de la fecundacion no pa-
rece deberse a una ausencia inicial de sefializacion por calcio,
especialmente en los ovocitos que ya han extruido el segun-
do corpusculo polar. Por ello, es probable que la AOA no sea
suficiente para revertir las alteraciones responsables del fallo
de activacién en estos casos. Ademas, el andlisis mediante PIV
mostré diferencias en la tasa de cambio de la velocidad en
momentos mas tardios que en los grupos anteriores, concre-
tamente entre las 6 y 7 horas post-ICSI. Aun asi, esta aproxi-
macion sigue representando una herramienta diagnostica Util
para la identificacién de estos patrones de fallo de fecunda-
cién. En estos casos, las posibles estrategias terapéuticas de-
berfan orientarse hacia la optimizacion de la maduracién ci-
toplasmatica ovocitaria y la aplicacion de métodos avanzados
de seleccién espermatica.

El presente estudio presenta limitaciones importantes, princi-
palmente relacionadas con el tamafio muestral reducido de
algunos grupos vy la heterogeneidad observada en determi-
nados patrones de fallo de fecundacion. Estudios futuros con
cohortes mas amplias serdn necesarios para confirmar estos
hallazgos y determinar la relevancia bioldgica y clinica de las
alteraciones observadas en la dindmica citoplasmatica. Asi-
mismo, es relevante enriquecer el andlisis incorporando otras
variables derivadas del analisis PIV, como la vorticidad o la di-
reccionalidad de los movimientos citoplasmaticos.

No obstante, nuestro trabajo es una aportaciéon novedosa al
estudio y caracterizaciéon de los fallos de fecundacion, ya que
hasta donde nosotros conocemos, no se han publicado otros
analisis descriptivos de la dindmica citoplasmatica en ovocitos
no fecundados tras ICSI. Por ello, nuestras observaciones son
particularmente relevantes, puesto que los resultados de este
estudio apoyan la hipotesis de que el andlisis de dindmica ci-
toplasmatica mediante PIV podria constituir una herramienta
complementaria para caracterizar los mecanismos implicados
en el fallo de fecundacion tras ICSI.

La identificacién de patrones de movimientos citoplasmati-
cos especificos podria contribuir a una mejor comprension de
los procesos de fallo activacién ovocitaria y, potencialmente,
al desarrollo futuro de marcadores no invasivos con utilidad
diagndstica y clinica. Si se confirman nuestras observaciones,
el andlisis PIV de ovocitos no fecundados podria evitar, en mu-
chos casos, el uso empirico de la AOA.

Ademas, ofrecerifa la posibilidad de anticipar fallos de fecun-
dacion totales o parciales el mismo dia de la ICSI'y aplicar la
técnica de AOA como estrategia de rescate temprano en el
mismo dia de la microinyeccion.
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Figura 6. Andlisis de la dindmica citoplasmdtica mediante PIV en ovocitos fecundados (control) y en diferentes patrones de fallo de fecunda-
cién tras ICSI. Se muestran imdgenes representativas de los perfiles dindmicos obtenidos entre 1y 8 horas post-ICSI (Hpi) en ovocitos control,
ovocitos con nticleo espermdtico intacto, parcialmente descondensado y con patrén PCC (Premature Chromosome Condensation). Los vectores
representan el movimiento citoplasmdtico detectado mediante andlisis PIV y los valores indican la velocidad media del flujo del citoplasma
(um/s). Los recuadros coloreados destacan los intervalos temporales en los que se observaron diferencias significativas en la tasa de cambio de
velocidad respecto al grupo control: 4 hpl en ovocitos con ndcleo intacto y parcialmente descondensado, y 6 hpl en ovocitos con patrén PCC. En
la columna izquierda se muestran imdgenes representativas de inmunotincién correspondiente a cada grupo.
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» RESUMEN

Introduccion. El mosaicismo embrionario fue descrito por primera vez en la década de los 90 en otras lineas celulares
y representa la presentacion de mas de una poblacién celular con cariotipos distintos. Su origen mitético responde a
mecanismos como el retraso en la anafase y en los blastocistos se puede identificar por técnicas como el FISH, aCGH
y NGS.

Objetivo. Revisar los conceptos actuales de mosaicismo embrionario, su clasificacion, métodos diagnésticos disponi-
bles y resultados perinatales.

Material y métodos. Se realizé una busqueda en dos bases de datos PubMed y Embase obteniendo 72 publicaciones,
de las cuales tras aplicar los criterios de exclusion se incluyeron 16 articulos.

Resultados. Las publicaciones incluidas en la revisién arrojaron distintos porcentajes de mosaicismo encontrado que
van desde el 8 % en el caso del SNP array hasta el 60 % por el FISH. Una publicacién de 2017 describié un modelo
matematico predictivo en el que requerian al menos 27 células para obtener un diagndéstico minimamente predictivo.
Ademas, se describié en otro articulo el mayor riesgo de presentar mosaicismo de acuerdo con el dfa de |a biopsia. Se
describieron series de casos con resultados perinatales favorables. Las gufas actuales recomiendan establecer pautas
de manejo de esta clase de embriones en cada centro.

Conclusion. Las técnicas diagnoésticas actuales son variadas y brindan un porcentaje de mosaicismo diferente de
acuerdo a cada una de ellas. Es importante identificar la técnica que se utilizard y definir el punto de corte para consi-
derar al embrién como mosaico de bajo o alto grado. A la hora de transferir vale la pena seguir las recomendaciones
de las gufas y establecer conductas a seguir en el centro.

Palabras clave: mosaicismo, diagndstico genético preimplantacional, blastocisto, secuenciacion de nucleétidos de alto
rendimiento, transferencia embrionaria, modelos predictivos, resultados perinatales.
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» ABSTRACT

Introduction. Embryonic mosaicism was first described in the 1990s in other cell lines and represents the presence of
more than one cell population with distinct karyotypes. Its mitotic origin is due to mechanisms such as anaphase lag,
and in blastocysts, it can be identified using techniques such as FISH, aCGH, and NGS.

Objective. To review current concepts of embryonic mosaicism, its classification, available diagnostic methods, and
perinatal outcomes.

Materials and Methods. A search was conducted in two databases, PubMed and Embase, yielding 72 publications.
After applying the exclusion criteria, 16 articles were included.

Results. The publications included in the review reported different percentages of mosaicism, ranging from 8 % in
the case of SNP array up to 60 % via FISH. A 2017 publication described a predictive mathematical model requiring
at least 27 cells to obtain a minimally predictive diagnosis. Furthermore, another article described an increased risk of
mosaicism according to the day of the biopsy. Case series with favorable perinatal outcomes were described. Current
guidelines recommend establishing management protocols for these types of embryos at each center.

Conclusion. Current diagnostic techniques vary and provide a different percentage of mosaicism according to each
method. It is important to identify the technique to be used and define the cutoff point to classify the embryo as
low-grade or high-grade mosaic. When considering transfer, it is valuable to follow guideline recommendations and
establish protocols for embryo management within the center.

Key words: mosaicism, preimplantation diagnosis, blastocyst, high Throughput nucleotide sequencing, embryo trans-

fer, predictive models, pregnancy outcomes.

INTRODUCCION

El' mosaicismo embrionario fue descrito por primera vez por
Delhanty y colaboradores en 1993 utilizando la técnica de
hibridacion in situ fluorescente (FISH) en estadios tempranos.
Posteriormente, Evsikov y Verlinsky también describieron este
fendmeno en estadios de blastocisto utilizando la misma téc-
nica (Delhanty et al, 1993; Evsikov and Verlinsky, 1998).

Se denomina mosaicismo embrionario a la presentacion de
mas de una poblacion celular con cariotipos distintos (Ze-
gers-Hochschil et al, 2017). Esta condicién se origina debido
a fallos en la segregacion durante la mitosis, lo cual provoca
la ganancia o pérdida de un cromosoma entero o de un seg-
mento del mismo. Ademas, el mosaicismo cromosémico ha
sido vinculado con enfermedades genéticas, fallos en la im-
plantaciony abortos (Hassold and Hunt, 2001).

Los errores en la mitosis que originan el mosaicismo pueden
ocurrir por diferentes mecanismos. Uno de ellos es el retraso
de la anafase, lo cual genera una célula normal y otra mono-
somica. El otro mecanismo es la no disyuncién, que produce
una célula monosémica y otra con trisomia (Greco et al, 2015).

Por otro lado, la endorreduplicacién, que resulta de una exce-
siva replicacion cromosémica en una célula diploide, puede
generar trisomia.
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Ademas, la formacion de micronucleos debido a errores en la
formacion de material cromosémico independiente encapsu-
lado en una membrana nuclear también puede contribuir a
la aparicion de mosaicismo cromosémico (Taylor et al, 2014).

Sin embargo, es importante destacar que, dado que las mo-
nosomias son mas frecuentes que las trisomias reciprocas en
embriones mosaicos, el retraso en la anafase se considera el
error mitético mas comun que da lugar al mosaicismo em-
brionario (Vazquez-Diez and FitzHarris, 2018; Connen et al,
2004).

Actualmente, se estima que el mosaicismo embrionario se
presenta entre el 4 % y el 22 % de los embriones estudiados
mediante diagndstico genético preimplantatorio. Esta varia-
cion en el porcentaje se debe a las diferencias en las condi-
ciones de laboratorio, estdndares de calidad, el procesamien-
to del estudio y los resultados reportados (Victor et al, 2019;
Munné and Wells, 2017). Se ha observado que la incidencia de
mosaicismo disminuye a medida que el embrién alcanza el
estadio de blastocisto. En 2019 Popovic y colaboradores rea-
lizaron un estudio para investigar la progresién de embriones
euploides, aneuploides 0 mosaicos utilizando un modelo de
cultivo extendido encontrando una gran proporcion de em-
briones euploides tras 12 dias de desarrollo, demostrando asi
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la plasticidad celular y la capacidad de deplecion de las célu-
las anormales en estadios postimplantatorios (Popovic et al,
2019); el mecanismo por el que esto sucede aun se encuentra
en discusion, sin embargo, es coherente con los mecanismos
de correccién que operan durante el desarrollo embrionario,
reduciendo significativamente el riesgo de aneuploidia me-
diante la seleccién en contra de las células que portan anoma-
lfas cromosdmicas (McCoy et al, 2015).

En cuanto a la clasificacion del mosaicismo embrionario, se
destaca el mosaico general, que es definido como la presencia
de dos o méas poblaciones celulares con cariotipos distintos en
todo el organismo. Este fenémeno se origina debido a errores
mitéticos durante los primeros dias del desarrollo embriona-
rio, antes de la diferenciacion celular. Se ha informado que la
incidencia de este tipo de mosaicismo se encuentra en un
rango del 65 % al 70 % siendo el tipo de mosaicismo mas fre-
cuente (Mertzanidou, 2013).

Por otro lado, el mosaicismo confinado ocurre cuando las ano-
malias cromosémicas se limitan a un area especifica del orga-
nismo. Un ejemplo de esto es el mosaicismo cerebral, el cual
fue reportado por Yurov y colaboradores en 2007 (Yurov et al,
2007). En el &mbito de la reproduccion, el tipo de mosaicismo
mas estudiado es el confinado a la placenta (MCP).

El MCP se define como la presencia de anomalias restringi-
das a la placenta, mientras que los cromosomas del feto son
euploides (Eggenhuizen et al, 2021). Este tipo de mosaicismo
resulta de un error postcigético de no disyuncién, aunque
también puede ser causado por un retraso en la anafase (Ka-
lousek, 2000). EI MCP se asocia con complicaciones del emba-
razo, como la restriccién del crecimiento intrauterino, el parto
prematuro, el bajo peso al nacer y anomalias estructurales,
entre otras.

El mosaicismo embrionario es un tema relevante en el contex-
to de la reproduccion asistida, que se ha asociado con com-
plicaciones significativas en el desenlace perinatal; siguiendo
esta linea, los tres tipos de mosaico con mayor riesgo de com-
plicaciones son los siguientes: el mosaico confinado a placen-
ta, previamente descrito, el mosaico fetal verdadero y la diso-
mia uniparental (DUP) (Practice, 2020), la cual ocurre cuando,
en una trisomia meidtica, se pierde una copia del cromosoma
duplicado durante la mitosis, lo que resulta en una célula con
dos componentes cromosdémicos del mismo progenitor. La
DUP puede causar enfermedades si el cromosoma contiene
un gen impreso mutado o si se detecta un alelo recesivo de la
enfermedad (Engel, 2006).

DIAGNOSTICO

El estudio preimplantacional de aneuploidias (PGT-a) utiliza la
amplificaciéon de la informacion del DNA para determinar la
presencia de anomalias en el HLA de los embriones en estadio
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de segmentacion y de blastocisto (Munné et al, 2019). Inicial-
mente, se empled la técnica de hibridacién in situ fluorescen-
te (FISH). Sin embargo, las nuevas generaciones de métodos
diagnosticos moleculares nos han permitido una visualizacion
con mayor y mejor resolucién del estado de euploidfa de una
célula.

En respuesta a la necesidad de avanzar en la investigacion de
nuevas técnicas para el diagndstico cromosémico embriona-
rio, en los Ultimos afios se han utilizado los métodos molecula-
res como la Array Comparative Genomic Hybridization (@CGH)
y la Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction (rtg-
PCR), los cuales analizan las biopsias que pueden obtenerse
directamente del ovocito, del primer o segundo cuerpo polar,
del embridn en estado de segmentacién y/o del trofoectoder-
mo (Goodrich et al, 2016).

Actualmente, la tecnologia mas utilizada es el Next Genera-
tion Sequencing (NGS). NGS nos permite la prediccion del
mosaicismo utilizando umbrales arbitrarios de nimero de co-
pias de cromosomas aleatorios que van desde el 20 al 80 %;
dando lugar a la clasificacién del mosaicismo embrionario se-
gun el porcentaje de aneuploidias. Esto nos permite catalogar
a los embriones con mosaicismo de acuerdo al porcentaje de
aneuploidia con puntos de corte que van del 30 al 50 % para
bajo grado y mas del 50 % para alto grado (Marin et al, 2021).

En 2015 se reportd el primer caso de transferencia de embrio-
nes con mosaico cromosémico en PGT-A que resultd en un
recién nacido vivo sano (Greco et al, 2015), dando como re-
sultado un creciente interés de la comunidad cientifica en la
investigacion de este rubro.

Debido al incremento en el nimero de casos reportados de
recién nacidos vivos sanos procedentes de ciclos de fertiliza-
cién in vitro (FIV) con diagnéstico de mosaicismo de bajo gra-
do, se han publicado recomendaciones para su manejo, entre
las que se encuentran las guias de la Sociedad Americana de
Reproduccion Asistida (ASRM por sus siglas en inglés) (Practi-
ce Committee and GCPG of ASRM, 2020), la sociedad interna-
cional de PGD (PGDIS) y las Controversias en Preconcepcion,
Preimplantacion y Diagnéstico Genético Prenatal (CoGEN)
(CoGEN, 2016); asi como las gufas de la Sociedad Europea de
Reproduccion Asistida Humana y Embriologia (ESHRE) (De
Rycke et al, 2022).

MATERIAL Y METODO

Se realizd una revision sistemdtica en las bases de datos Pub-
Med y Embase obteniendo 72 publicaciones, se excluyeron
aquellas publicaciones que incluian el mosaico confinado a
placenta, disomia uniparental, enfermedades puntuales, test
prenatal y enfermedades mitocondriales, asi como aquellos
articulos que incluyen el PGT-A no invasivo como técnica
diagnéstica.
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Al finalizar se incluyeron 16 articulos como se detalla en la
figura 1. Se incluyeron articulos desde 2011 debido a la an-
tigledad de las técnicas diagndsticas, hasta el 2023. Ademas
se incluyeron las gufas publicadas para la evaluacion de las
recomendaciones actuales: Guia de la Sociedad Europea de
Reproduccion Asistida Humana y Embriologia (ESHRE), la
Sociedad Americana de Medicina Reproductiva (ASRM) vy el
estatuto sobre la posicion de la transferencia de embriones
mosaicos de 2021.

OBIJETIVO

El objetivo de este trabajo es revisar los conceptos actuales
de mosaicismo embrionario, su clasificacién, métodos diag-
nésticos disponibles y resultados perinatales. A través de esta
revisiéon, evaluaremos si es apropiado hacer recomendaciones
clinicas para la transferencia de embriones mosaicos de bajo
grado en el contexto de la reproduccion asistida.

RESULTADOS

El mosaicismo embrionario, su origen, diagndstico, clasifica-
cion y manejo clinico, representan uno de los mayores desa-
fios en el campo de la reproduccion asistida en la actualidad.
Las decisiones adecuadas sobre este tipo de embriones y sus
posibles repercusiones no solo afectan la tasa de éxito de los
tratamientos de reproduccion asistida, sino también el resul-
tado perinatal de la transferencia de embriones, lo que ha sus-
citado un creciente interés en su estudio en los Ultimos anos.

Los métodos diagndsticos mds cominmente empleados in-
cluyen la técnica de FISH, gPCR, SNP array y NGS. Es esencial
evaluar cuidadosamente cada uno de ellos, teniendo en cuen-
ta la sensibilidad de la técnica y los resultados reportados en
la practica clinica.

De los articulos incluidos sobre técnicas diagnosticas, el de ma-
yor antigliedad es del afio 2011, en el que Van Echten-Arends
y colaboradores realizaron una revisiéon de 36 estudios en los
que reportaron resultados de 815 embriones en los que cerca
del 90 % de los embriones fueron analizados por la técnica de
FISH y el porcentaje restante por CGH, encontraron que el 60 %
de los embriones resultaron con mosaicismo por la técnica de
FISH y el 50 % por la técnica de CGH. Los autores concluyeron
que hubo una variacion debido a la variabilidad de la técnica
y el nimero de células estudiadas por cada técnica (Van Ech-
ten-Arends et al, 2011).

Utilizando la misma plataforma diagnéstica, Capalbo y co-
laboradores reevaluaron 70 blastocistos que habfan sido
clasificados como anormales mediante la técnica de aCGH,
evaluaron los resultados y concordancia entre la masa celu-
lar interna y el trofoectodermo. Catalogaron a los embriones
como mosaicos cuando contenian al menos 10 % de células
aneuploides, y reportaron arriba del 20 % de muestras dentro
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de esta categoria. Encontraron una distribucion equitativa de
las células anormales en ambas partes del embridon con un
resultado estadisticamente significativo. Ademas de encontrar
un resultado concordante al reportado por la técnica inicial de
aCGH por el que habian sido estudiados originalmente (Ca-
palbo et al, 2013). Una limitacién de este estudio mencionada
por los autores fue el nimero restringido de cromosomas que
fueron reevaluados y que pudieran no ser representativos del
componente cromosomico real del embrion.

Otra publicacién revisada fue la de Fragouli y colaboradores;
ellos evaluaron alrededor de 50 blastocistos no estudiados
previamente, utilizando combinaciones de técnicas de diag-
nostico como CGH, aCGH y FISH. En este estudio, se informé
una prevalencia de mas del 30 % de embriones mosaicos en-
contrando que mas de la mitad de estos embriones presenta-
ban un componente anueploide/euploide. Encontraron una
concordancia entre la técnica de FISH/CGH y aCGH/FISH de
mas del 90 % en ambos grupos. En este estudio describieron
alrededor de una tercera parte de la muestra, sin embargo, los
autores finalizan recalcando que de estos embriones mosai-
COS un gran porcentaje tenfan un componente mayormente
aneuploide, por lo que el riesgo de descartar embriones con
potencial de ser transferidos es sumamente bajo. (Fragouli et
al, 2011)

Con una técnica mas nueva, en 2016, Goodrich y colabora-
dores utilizaron dos plataformas para el cribado cromosémico
completo (CCS, por sus siglas en inglés) para evaluar el por-
centaje de aneuploidia en mezclas de lineas celulares. Las
plataformas utilizadas fueron la gPCR y la secuenciacion de
nueva generacion VeriSeq (NGS). No encontraron diferencias
significativas en la sensibilidad cuando se utilizd un sistema
automatizado, demostrando su capacidad para predecir anor-
malidades en las muestras que contenian al menos un 17 %
de aneuploidia.

Sin embargo, cuando se utilizd un andlisis personalizado, si
bien mejord significativamente la sensibilidad en la deteccién
de aneuploidias del 17 al 66 % (p<0, 05), también aumentd el
riesgo de falsos positivos hasta el 33 % (p<0, 001). (Goodrich
etal, 2016)

Por otro lado, Min Xiao y colaboradores llevaron a cabo un
estudio retrospectivo en el que compararon la tasa de mo-
saicismo cromosémico detectado por NGS versus SNP array
en mas de 6.000 blastocistos biopsiados de enero de 2017 a
febrero de 2019. Ellos catalogaron a los embriones mosaicos
con potencial de ser transferidos si tenfan entre un 20-50 % de
células aneuploides, sin embargo, cabe mencionar que si bien
estos embriones no fueron transferidos, pudieron demostrar
que aquellos estudiados por la técnica de NGS presentaron
una incidencia de mosaicos significativamente mayor en el
grupo del NGS triplicandolo en ndmero (Xiao et al, 2021).
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Varios estudios han utilizado la plataforma NGS para evaluar la
composicién cromosdmica de embriones mosaicos que ha-
bian sido previamente estudiados por otras plataformas.

En 2017, Huang et al, demostraron un porcentaje de concor-
dancia de mas del 90 % entre la MCl y el TE en 51 blastocistos
que habfan sido diagnosticados previamente como aneuploi-
des mediante la plataforma aCGH. Ellos concluyeron que la
biopsia de TE analizada por la técnica de NGS era muy repre-
sentativa del componente cromosémico de la MCly que las
células con componente que puede ser catalogado como mo-
saico, tienen una mayor predileccion a estar localizadas en esta
regién del blastocisto. Un dato importante es que en el 84 % de
los embriones observaron mosaicismo al utilizar la técnica de
multiples ciclos de amplificacién basados en recocido y bucle
(MALBAC) para la WGA, una técnica validada pero poco utiliza-
da (Huang et al, 2017); como se describe en la tabla I.

Una de las revisiones sistematicas incluidas es la de 37 estu-
dios, que reveld una concordancia de alrededor del 40 % entre
el resultado original de mosaicismo y el resultado del reanali-
sis. De este estudio es importante mencionar que el porcen-
taje de concordancia disminuyd en aguellos estudios que no
incluyeron la prediccién de mosaicismo en su analisis hasta
en el 10 %; ademas que tras realizar el reanalisis de multiples
biopsias, encontraron que cerca del 30 % de los embriones
mosaicos se encontraron como euploides.

Los autores recalcaron al finalizar el estudio que los criterios
utilizados por cada estudio para estimar el estado de mosaicis-
mo del embridn genera variabilidad en el resultado del estado
de euploidia del mismo (Marin et al, 2021).

Respecto a la diferencia entre los resultados del estudio de
la MCl y trofoectodermo, en 2016 Gleicher y colaboradores
publicaron en un estudio descriptivo, resultados del repro-
cesamiento del PGT-A en laboratorios distintos de 11 blastos
previamente descritos como aneuploides, en los que encon-
traron cerca del 50 % de embriones euploides y mosaicos con
potencial de ser transferidos; estos blastos fueron transferidos
y resultaron en 5 embarazos con bebés cromosdmicamente
normales confirmados por estudios posteriores. Tras concluir
el estudio se sefala la necesidad de tomar precauciones al te-
ner los resultados de los estudio de aneuploidias ya que se
podrian estar descartando embriones sanos (Gleicher et al,
2016).

Un articulo sobre la sensibilidad de las técnicas diagndsticas
evaluadas por modelos matematicos, tratd de establecer en
2017 un modelo capaz de calcular la probabilidad de detectar
resultados falsos positivos y negativos en la biopsia conven-
cional de TE de 6 células. Después de revisar mas de 300 célu-
las y evaluar dos modelos diferentes, se llegd a la conclusién
de que se necesitarian al menos 27 células para obtener un
diagnodstico minimamente predictivo, por lo que las biopsias

38 =

REVISTA ASEBIR

actuales no pueden tomarse como base para poder elegir el
embrién a ser transferido.

Esta necesidad se debe a que el mosaicismo suele ser clonal
(Gleicher et al, 2017).

Por otro lado, se incluyd en esta revision la publicacion de Cas-
cales y colaboradores de 2023, en la que realizaron un metaa-
nalisis de siete articulos sobre el mosaicismo embrionario y los
factores asociados con el resultado. Encontraron una asocia-
cién positiva entre el resultado de mosaico y el dia en el que
se realizaba la biopsia de TE; describieron un mayor riesgo si
serealizabaendia6 o7 vs.endia 5 (OR: 1,06; Cl 95 %). Ademas
describieron una razén de riesgo positiva (OR: 1,04; Cl 95 %)
con la edad paterna y materna (Cascales et al, 2023).

La incorporacién de embriones mosaicos en la practica clinica
ha planteado la cuestion fundamental de establecer los por-
centajes de mosaicismo para clasificar a los embriones como
de alto o bajo grado. El articulo revisado publicado en 2022
por Armstrong y colaboradores, describe un estudio en biop-
sias de trofoectodermo utilizando la plataforma NGS, utilizan-
do el 40 % de mosaicismo como punto de corte. Encontraron
que el 15 % del total de las biopsias eran mosaicos. Identifica-
ron una diferencia estadisticamente significativa en el nimero
de embriones euploides cuando los centros decidian enmas-
carar a los embriones mosaicos. Concluyeron que el informe y
la transferencia de estos embriones deben ser personalizados,
especialmente en pacientes con un numero limitado de blas-
tocistos (Armstrong et al, 2022).

Respecto a los puntos de corte se incluyd en la revision la
publicacion del 2023 de Girardi y colaboradores, en el que
realizaron un estudio de cohorte para evaluar la precision
de diferentes puntos de corte para clasificar los blastocistos
como mosaicos o aneuploides en biopsias de trofoectoder-
mo. Observaron que cuando los criterios de mosaicismo se
ampliaban entre 20-80 % el porcentaje de mosaicismo se du-
plica. Pero también concluyeron que el ser mas estrictos con
el punto de corte, aumentaba el riesgo de falsos positivos.
Concluyeron que, para mejorar la sensibilidad del PGT-A me-
diante esta técnica, se requiere un punto de corte diagndstico
mas estricto (30-70 %) para mejorar el valor predictivo de la
prueba. También informaron resultados negativos cuando se
transfieren embriones con mosaicos de alto grado (Girardi et
al, 2023).

En cuanto a los resultados perinatales de la transferencia de
blastocistos catalogados como mosaicos, se revisaron cinco
publicaciones.

La primera de ellas, de 2021, en la que Capalbo y colaborado-

res realizaron un estudio que analizé la transferencia de em-
briones con mosaicismo de bajo y moderado grado.
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Clasificaron como "bajo grado" aquellos que tenian entre el
20 %y el 30 % de células aneuploides, y como "moderado” a
los que presentaban entre el 30 % y el 50 % de células aneu-
ploides. Es importante mencionar que utilizaron el 50 % como
punto de corte para la definicién de mosaicismo, un umbral
ampliamente aceptado incluso en técnicas de diagnostico
genético preimplantacional (PGT-A) distintas al NGS. En este
estudio, antes de la transferencia, ocultaron el resultado del
PGT-A y encontraron que no habifa diferencias significativas
en la tasa de recién nacidos vivos entre los blastocistos de
bajo grado y grado moderado. Tampoco hallaron diferencias
significativas entre los blastocistos euploides y los mosaicos
(Capalbo et al, 2021). Estos resultados destacan la importancia
de no descartar los embriones con mosaicismo al considerar
la transferencia.

En lo que respecta a la seleccién de blastocistos con mosai-
cismo, se incluyé un metaanalisis basado en 1.106 ciclos de
transferencia de embriones Unicos. Este metaanalisis compard
la tasa de implantacion, la tasa de aborto vy la tasa de embara-
z0 y recién nacido vivo, utilizando el umbral del 50 % de mo-
saicismo como punto de corte. Los resultados revelaron una
diferencia favorable en los resultados de embarazo y la tasa de
recién nacido vivo en los blastocistos con solo un cromosoma
involucrado en comparacion con aquellos con tres 0 mas cro-
mosomas afectados, con un odds ratio (OR) de 1,76 (IC 95 %).
Ademas, se observaron mejores resultados en los mosaicos de
bajo grado, con una tasa de recién nacido vivoy un OR de 1,74
(IC95 %) (Ma et al, 2022).

Los resultados aun se encuentran limitados, sin embargo, los
datos recopilados de la transferencias de 2.500 casos de em-
briones mosaicos que no tuvieron impacto en los resultados
de la tasa de recién nacido vivo reportadas, son base para con-
tinuar con investigaciones (Treff and Marin, 2021).

En la misma linea de investigacion, Viotti y colaboradores lle-
varon a cabo un estudio en 1.000 embriones mosaicos utili-
zando un rango del 20 al 80 %. Observaron mejores resultados
en embriones catalogados como de bajo grado al tomar el
50 % de aneuploidia como punto de corte. Es relevante men-
cionar que también integraron criterios morfoldgicos para
evaluar los resultados, lo que cred una herramienta de refe-
rencia para decidir si se debfa o no realizar la transferencia del
embrién mosaico, y esta informacion esta disponible para la
comunidad cientifica (Viotti et al, 2021).

Recientemente, Abhari y Kawwass publicaron un informe so-
bre la transferencia de embriones mosaicos en el que descri-
bieron el nacimiento de 100 bebés sin anomalias fenotipicas,
provenientes de embriones catalogados inicialmente como
mosaicos (Abhari et al, 2021).

En cuanto a las nuevas tecnologias, se incluyd el articulo de
Chavez y colaboradores en el que evaluaron el uso de la tec-
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nologia de time-lapse en la practica de la fertilizacién in vitro
combinandola con los resultados del PGT-A para el andlisis
morfocinéticoy la toma de decisiones, asf como la creacion de
algoritmos predictivos de ploidia (Chavez et al, 2012). Por otro
lado, la publicacion de 2019 de Lee et al, describieron retrasos
morfocinéticos en embriones reportados como mosaicos de
alto grado por NGS (p=0,034) después del ICSI, tanto en el pe-
riodo de tiempo necesario para alcanzar el estadio de dia tres
como en el de blastocisto (Lee et al, 2019).

El otro articulo incluido fue el de 2021 de Martin y colabora-
dores, en el que realizaron un estudio comparativo de los cro-
mosomas, morfologia y caracteristicas morfocinéticas de blas-
tocistos clasificados como euploides, aneuploides y mosaicos
(bajo grado 30-50 %, alto grado 50-70 %). Concluyeron que los
embriones mosaicos no encajan en las categorias morfociné-
ticas de los embriones euploides o aneuploides, lo que podria
generar diagndsticos falsos positivos (Martin et al, 2021).

En 2022, Ortizy colaboradores publicaron un estudio observa-
cional retrospectivo en el American Journal of Obstetrics and
Gynecology sobre 6.989 embriones con PGT-A. Catalogaron a
los embriones como mosaicos cuando el porcentaje de lineas
celulares con aneuploidia estaba entre el 25 %y el 50 %. Uti-
lizaron dos modelos de machine learning: uno para predecir
aneuploidias y otro para predecir mosaicos. Demostraron la
importancia de establecer un protocolo que maximice la pro-
babilidad de obtener un embrién euploide (Ortiz et al, 2022).
Con el propdsito de orientar la toma de decisiones, las gufas
de practica clinica de diversas sociedades han publicado sus
directrices, se revisaron tanto la de la Sociedad Americana de
Medicina Reproductiva (ASRM) como la Sociedad Europea de
Reproduccion Humana y Embriologia (ESHRE), y el estatuto de
la Sociedad Internacional de Diagndstico Genético Preimplan-
tacional (PGDIS, por sus siglas en inglés).

Las primeras dos guias antes mencionadas recomiendan que
los centros dispongan de un documento especifico que guie
las acciones a seguir en casos de parejas con embriones de
tipo mosaico. Ambas sociedades también sugieren priorizar
la transferencia de blastocistos euploides sobre los mosaicos,
a menos gue no haya otra opcion para transferirlos (Practice
Committee and GCPG of ASRM, 2020; De Ryckey et al,, 2022).

La guia de la Sociedad Internacional de Diagndstico Genéti-
co Preimplantacional (PGDIS, por sus siglas en inglés) en su
estatuto se baso en la evidencia actual de los resultados peri-
natales informados por varios grupos (algunos mencionados
previamente en esta revision), la decision debe ser individua-
lizada, reconociendo que algunos embriones considerados
euploides podrian resultar mosaicos en una segunda biopsia
(Leigh et al, 2022). En cuanto al umbral recomendado para
clasificar a los embriones como mosaicos, la ESHRE recomien-
da el 50 % como pardmetro (De Ryckey et al, 2022).
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Las tres sociedades enfatizan la necesidad de explicar a los
pacientes de manera sencilla e ilustrativa la definicion de em-
brion mosaico, ademas de informar acerca del alcance de las
pruebas realizadas, las cuales se basan en un nimero limitado
de células del trofoblasto embrionario que de ninguna manera
representan la totalidad del blastocisto (Practice Committee
and GCPG of ASRM, 2020; De Ryckey et al, 2022, American Co-
llege of Obstetricians and Gynecologists, 2020).

El Colegio Americano de Obstetras y Ginecélogos (ACOG,
2020) recomienda considerar la realizacién de un test prenatal
no invasivo (Non-invasive prenatal testing, NIPT) en las prime-
ras etapas del embarazo, aunque se debe tener en cuenta que
solo puede evaluar un nimero determinado de cromosomas,
lo que significa que hay segmentos que el PGT-A puede eva-
luar, pero que no son examinados por este tipo de test (Ame-
rican College of Obstetricians and Gynecologists, 2020).

Por este motivo, la PGDIS resalta la amniocentesis como una
prueba con mayor sensibilidad, ya que evalla una muestra
mas representativa del complemento cromosémico del feto
(Leigh etal, 2022).

En relaciéon al manejo postnatal, la ASRM recomienda la eva-
luacién del cariotipo en sangre periférica o microarreglos,
especialmente en pacientes que optaron por no realizar el
cribado prenatal. En caso de confirmarse alguna anomalia o
presentarse un fenotipo especifico, se debe derivar a los pa-
cientes a un especialista (Practice Committee and GCPG of
ASRM, 2020).

DISCUSION

A pesar de que muchas técnicas diagndsticas han sido descri-
tas con diversos porcentajes de sensibilidad para diferenciar
entre los estados de euploidia y aneuploidia evidenciados
por los altos porcentajes de embriones mosaicos al reanalizar
blastocistos que ya habfan sido catalogados como anormales
por técnicas tan antiguas como el FISH, la plataforma NGS ha
demostrado tener la mayor sensibilidad debido a su capaci-
dad para detectar la mezcla de lineas celulares en un ndmero
menor de células.

Al abordar el diagndstico de este tipo de embriones, es esen-
cial tener en cuenta el riesgo de falsos positivos y negativos;
asf como tomar en cuenta la variabilidad de la técnica y la
sensibilidad para detectar a los embriones mosaicos de bajo
grado, ya que esto nos puede hacer caer en resultados falsos
positivos y en descartar embriones con probabilidad de ser
transferidos, sobre todo en pacientes que no cuentan con un
gran nimero de opciones para su transferencia.

Dada la importancia de los puntos mencionados anterior-
mente, se hace evidente la necesidad de refinar las técnicas
diagndsticas, incluyendo la determinacién de la aneuploidia,
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teniendo en cuenta el origen de la division celular. A pesar de
que la plataforma NGS proporciona un analisis mas completo
de las anomalias cromosdmicas, no es capaz de distinguir si
el origen de dichas anomalias es meidtico o mitdtico, lo que
puede tener diferentes implicaciones clinicas.

Los hallazgos reportados por las series de casos actuales
subrayan la posibilidad de que los embriones catalogados
como mosaicos, especialmente aquellos con un grado de
mosaicismo mas bajo y menos cromosomas afectados, ten-
gan la capacidad de resultar en un embarazo y en el naci-
miento de un recién nacido. Sin embargo, es fundamental
recordar que la decision de transferir embriones mosaicos
debe ser individualizada y discutida con el equipo médico
del centro, ya que varios factores pueden influir en el éxito
de la transferencia.

Tras revisar la evidencia, podemos concluir que un punto de
corte de menos del 50 % de células aneuploides para mosaicos
de bajo grado acorde con la directriz de la ESHRE es un criterio
viable para establecer la posibilidad de transferir un blastocisto
MOosaico, aungue es importante destacar que puntos de corte
mas estrictos podrian ser establecidos en futuras investigacio-
nes.

Tanto las guias americanas como europeas convergen en la
recomendacién de considerar la transferencia de este tipo de
embriones como una opcidn para pacientes que no cuentan
con blastocistos euploides como primera eleccién. En conclu-
sion, los avances en las técnicas de diagndéstico actuales para el
Diagndstico Genético Preimplantacional (PGT-A) han ampliado
el espectro de embriones transferibles mas alla de los exclusi-
vamente euploides, considerando ahora también los mosaicos
de bajo grado. Al recomendar la transferencia de estos embrio-
nes, es crucial tener en cuenta las limitaciones de estas técnicas
para poder informar adecuadamente a los pacientes sobre las
posibles complicaciones que podrian surgir a raiz de la deci-
sion tomada. Ademas, se debe establecer la técnica diagndés-
tica que se utilizara en cada centro basada en la evidencia de
la sensibilidad de cada una de ellas. Queda pendiente realizar
futuras investigaciones para establecer algoritmos matemati-
cos predictivos de los estados de euploidia de los embriones
mucho mas precisos.

En el contexto mexicano, es relevante destacar que no existen
guias o estatutos publicados que orienten la practica diaria en
técnicas de reproduccion asistida. Por lo tanto, serfa valioso que
los centros que realizan PGT-A y consideran la transferencia de
embriones mosaicos, mantengan un registro de los resultados
de las transferencias, tasas de aborto y tasas de embarazo/re-
cién nacido vivo, con el objetivo de contribuir a la recopilacion
de datos a nivel nacional que enriqueceran la estadistica mun-
dial y proporcionaran una base sélida para futuras investigacio-
nesy la toma de decisiones clinicas informadas.
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TABLAS Y GRAFICAS

FIGURA 1. Algoritmo de seleccion de articulos incluidos en revision bibliogrdfica. Diagrama que describe el
algoritmo utilizado para la busqueda y seleccion de los articulos que se incluyeron en la revision bibliogrdfica.
Describe el nimero total de articulos encontrados en la primera busqueda, y aquellos incluidos tras la aplica-
cién de los criterios de exclusion.

[J Publicacion = No. de blastos = Técnica diagnodstica = % de embriones mosaicos
van Echten-Arends et al. 2011 n=815 (n=730, n=85) FISH, CGH 60%, 50%

Capalbo et al. 2013 n=70 FISH 20%

Fragouli et al. 2011 n=50 FISH/CGH y aCGH/FISH 30%

Min Xiao et al. 2021 n=6000 (n=769, n=744) NGS, SNP array 23.3%, 7.7%

Huang et al. 2017 n=51 NGS 18.62%

Tabla I. Comparativo de técnicas diagndsticas y porcentaje de embriones mosaicos reportados. Porcentaje de
embriones mosaicos reportado en distintos estudios en funcion de la técnica de diagndstico genético preim-
plantacional empleada. Las diferencias observadas entre plataformas (FISH, CGH, aCGH, NGS, SNP array) refle-
jan la variabilidad en la capacidad de deteccién del mosaicismo embrionario segun la resolucidn y precision
de cada metodologia.
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» RESUMEN

La reproduccién humana depende de una comunicacién celular precisa que regula procesos como la gametogénesis, la
fecundacion, la implantacién y el desarrollo embrionario. Sin embargo, las limitaciones de las técnicas de reproduccion
asistida, unidas a la elevada prevalencia de infertilidad, impulsan la busqueda de nuevas estrategias que optimicen los
resultados clinicos. En este marco, las EV se perfilan como elementos decisivos, dada su capacidad para mediar en la
sefializacion intercelular y modular el microambiente reproductivo. Este trabajo revisa criticamente la literatura cientifica
sobre |a biologfa, los mecanismos de accién y las aplicaciones de las EV en reproduccion.

Se abordan sus caracteristicas generales, su contenido moleculary los procesos de captacion por células diana, asf como
su implicacion en funciones fisioldgicas y patoldgicas. En el ambito reproductivo, las EV procedentes del embrién, el
oviducto, el endometrio, el ambiente folicular y la placenta han mostrado roles esenciales en la maduracién ovocitaria, la
interaccion embridn-endometrio, la implantacién y el mantenimiento de la gestacion. Asimismo, se analiza su potencial
como biomarcadores no invasivos de fertilidad, calidad ovocitaria, embrionaria y placentaria, asi como en la detec-
cién de patologfas reproductivas y complicaciones gestacionales. En paralelo, se discuten las aplicaciones terapéuticas
emergentes, entre ellas la reparacion endometrial, el rejuvenecimiento ovarico, el tratamiento de la insuficiencia ovaérica
prematura y la suplementacion de cultivos embrionarios. Pese a sus prometedoras aplicaciones, persisten limitaciones
relacionadas con la heterogeneidad metodolégica, la falta de estandarizacién en el aislamiento y caracterizacion de EV
y la necesidad de validar hallazgos en modelos humanos. Superar estos retos permitird consolidar su uso clinico a través
de herramientas diagnésticas y terapéuticas innovadoras, con capacidad para mejorar la eficiencia y seguridad de los
tratamientos de reproduccion asistida.

Palabras clave: vesiculas extracelulares, exosomas, biomarcadores, reproduccién, fecundacion, implantacion del em-
brién, desarrollo embrionario, endometrio, placenta, fertilidad.
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» ABSTRACT

Human reproduction relies on precise cellular communication that regulates processes such as gametogenesis, fertiliza-
tion, implantation, and embryonic development. However, the limitations of assisted reproductive technologies, com-
bined with the high prevalence of infertility, drive the search for novel strategies to optimize clinical outcomes. In this
context, EV have emerged as key mediators due to their ability to facilitate intercellular signaling and modulate the re-
productive microenvironment. This work provides a critical review of the scientific literature on biology, mechanisms of
action, and applications of EV in reproduction. Their general characteristics, molecular cargo, and uptake by target cells are
discussed, alongside their roles in both physiological and pathological processes. In the reproductive setting, EV derived
from the embryo, oviduct, endometrium, follicular environment, and placenta have demonstrated essential functions in
oocyte maturation, embryo-endometrium interaction, implantation, and the maintenance of pregnancy.

Moreover, their potential as non-invasive biomarkers of fertility, oocyte, embryo, and placental quality, as well as their
use in detecting reproductive disorders and gestational complications, is examined. Concurrently, emerging therapeutic
applications, including endometrial repair, ovarian rejuvenation, treatment of premature ovarian insufficiency, and supple-
mentation of embryonic culture media are discussed. Despite their promising potential, challenges remain related to me-
thodological heterogeneity, lack of standardized EV isolation and characterization protocols, and the need for validation
in human models. Addressing these limitations will be crucial to establishing EV as innovative diagnostic and therapeutic
tools capable of improving the efficacy and safety of assisted reproductive treatments.

Keywords: extracellular vesicles, exosomes, biomarkers, reproduction, fertilization, embryo implantation, embryonic de-

velopment, endometrium, placenta, fertility.

1. INTRODUCCION

La reproduccidon humana constituye un proceso altamente
regulado que depende de una comunicacién celular precisa
y eficiente para garantizar su éxito. La comunicacion interce-
lular es un proceso esencial en la fisiologfa reproductiva. Las
células que conforman los tejidos y estructuras del sistema
reproductor interactlan constantemente entre si, mediante
mecanismos de sefializacidon endocrina, paracrina y autocrina
(Avila et al, 2019). Esta interaccion coordinada es clave para el
desarrollo de los gametos, la fecundacion, la implantacion y la
consolidacién del embarazo (Machtinger et al, 2016).

Sin embargo, diversos factores pueden alterar estos mecanis-
mos de comunicacion, afectando directamente la fertilidad.
Tanto es asf que, segun estimaciones combinadas de los Ul-
timos 25 afos, la prevalencia de infertilidad durante la vida y
en un periodo de 12 meses es del 17,5 % y 12,6 %, respec-
tivamente (Cox et al, 2022). Esta considerable proporcion de
personas que enfrentan infertilidad a nivel mundial se suma a
las limitaciones de los tratamientos de reproduccién asistida
(ART), los cuales auin presentan bajas tasas de éxito por cicloy
riesgos asociados para la salud del embrién y del recién naci-
do vivo (LNB). Se ha observado que el entorno in vitro puede
afectar negativamente a la calidad de los gametos y embrio-
nes, modificando su expresién génica y su estructura celular
(Avila etal, 2019).
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Por ello, resulta fundamental comprender en profundidad los
mecanismos celulares y moleculares que regulan la reproduc-
Cion, especialmente aquellos relacionados con la comunica-
cion intercelular, para optimizar las condiciones de cultivo y
mejorar los resultados clinicos. En este contexto, las vesiculas
extracelulares (EV) han emergido como herramientas prome-
tedoras, tanto por su papel en la fisiologia reproductiva como
por su potencial como biomarcadores y agentes terapéuticos
(Capra and Lange-Consiglio, 2020).

Estas vesiculas son estructuras membranosas liberadas por cé-
lulas de distintos origenes, capaces de transportar y transferir
moléculas bioldgicamente activas como proteinas, lipidos y
acidos nucleicos a células diana. Existen diferentes tipos de EV,
segun su tamafo, contenido y mecanismo de biogénesis (El
Andaloussi et al, 2013).

Los exosomas se generan dentro de la red endosomal, for-
mandose como vesiculas intraluminales (ILV) en los cuerpos
multivesiculares (MVB), que se fusionan con lisosomas para
degradar su contenido o con la membrana plasmética para
liberarlo al espacio extracelular (Akers et al, 2013; Yu et al,
2024). Este proceso permite que ciertos lipidos y proteinas
sean degradados, mientras que otros son reciclados o secreta-
dos al exterior celular mediante exocitosis (Akers et al, 2013).
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La biogénesis depende de la coordinacién de multiples rutas
y puede seguir una via dependiente del complejo ESCRT (En-
dosomal Sorting Complex Required for Transport) o una via
independiente mediada por tetraspaninas como CD9, CD63
y CD81 que regulan la seleccion y el empaquetamiento de
su contenido. Ademas, proteinas como Alix, TSG101, RAB27
y componentes SNARE regulan su secrecion (Yu et al, 2024).

Por el contrario, las microvesiculas (MV) se forman por ge-
macion y desprendimiento desde la membrana plasmatica. La
formacion de las MV implica la reorganizacion del citoesque-
leto de actina-miosina, la redistribucion de fosfolipidos como
la fosfatidilserina hacia la cara externa de la membrana, y la
accién de proteinas como ARF6 y complejos ESCRT-IIl, que
facilitan su escision final. Estas vesiculas también incorporan
selectivamente protefnas transmembrana, RNA y otras mo-
léculas funcionales. Durante la nucleacién, las protefnas con
modificaciones de anclaje lipidico se acumulan en el lumen
para iniciar la formacién de la curvatura de la membrana des-
tinada a la gemacion (Akers et al, 2013; Yu et al, 2024).

Por su parte, los cuerpos apoptéticos se liberan durante la
apoptosis en forma de vesiculas celulares (Yu et al, 2024). Con-
tienen fragmentos de DNA, histonas, organulos y restos celu-
lares encapsulados, y aunque se consideraron durante mucho
tiempo como residuos inertes, actualmente se reconoce su
participacion en la modulacién inmune y la comunicacion in-
tercelular (Akers et al, 2013; Yu et al, 2024).

El interés por estas vesiculas ha aumentado exponencialmen-
te en biomedicina, y especialmente en el dmbito de la repro-
duccién, donde han sido identificadas en multiples fluidos
clave: el liquido folicular, el fluido oviductal, el endometrio, la
placenta, el medio de cultivo embrionario y el liquido amnio-
tico (Yanez-Mo et al, 2015). Su implicacion en la maduracion
ovocitaria, la interaccion embrién-endometrio, la implanta-
cion y la remodelacion del ambiente uterino las convierte en
candidatas ideales para optimizar las ART (Avila et al, 2019).

A pesar del creciente interés por las EV en el dmbito de la me-
dicina reproductiva, la mayoria de los estudios disponibles se
centran en aspectos especificos, sin ofrecer una vision global
de su potencial clinico. En este contexto, resulta necesario re-
visar de forma critica la literatura cientifica para integrar los
hallazgos recientes, identificar sus aplicaciones mas promete-
doras y delimitar las principales limitaciones que aun impiden
su implementacion clinica.

Con este fin, el presente trabajo tiene como objetivo explorar
el potencial de las EV en el campo de la reproduccion asistida,
abordando su biologia, mecanismos de accién y aplicaciones
emergentes, con especial énfasis en su papel como modula-
doras del microambiente reproductivo y como posibles bio-
marcadores prondsticos de éxito reproductivo.

46 HE

REVISTA ASEBIR

2. OBJETIVOS

- Objetivo general

 Analizar el potencial de las vesiculas extracelulares en la
mejora de los tratamientos de reproduccién asistida.
« Objetivos especificos:

o Describir el papel de las EV en el microambiente repro-
ductivo materno natural.

o Evaluar la evidencia experimental sobre su uso en culti-
VOS ovocitarios y embrionarios.

o |[dentificar los retos actuales en su aplicacion clinica.

o Proponer futuras lineas de investigacion.

3. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo se desarrollé como una revision bibliogra-
fica narrativa centrada en el papel de las EV en los procesos
reproductivos y en su relevancia durante la comunicacion em-
brion-endometrio y la implantacién. La busqueda bibliografi-
ca se llevé a cabo entre abril y julio de 2025 en bases de datos
de referencia como PubMed, ScienceDirect, SpringerlLink y
Wiley Online Library, aunque la mayor parte de los articulos
seleccionados procedieron de PubMed y ScienceDirect.

Para la estrategia de busqueda se emplearon combinaciones
de términos en inglés utilizando conectores booleanos. Los
descriptores principales fueron extracellular vesicles, exosomes
y microvesicles, que se combinaron con conceptos relaciona-
dos con la reproduccién mediante la expresién AND, gene-
rando ecuaciones como extracellular vesicles AND embryo, ex-
tracellular vesicles AND implantation, extracellular vesicles AND
gamete o extracellular vesicles AND reproduction.

Asimismo, se afiadieron términos como role, function, biogene-
sis o mechanisms para ampliar la busqueda, y se empled el co-
nector OR para englobar sinénimos o términos equivalentes,
como en (extracellular vesicles OR exosomes OR microvesicles)
AND reproduction.

Tras la aplicacion de criterios de inclusién y exclusion, priori-
zando articulos originales, revisiones narrativas y sistematicas,
asi como gufas internacionales como las MISEV (2014, 2018,
2023), se recuperd un conjunto de alrededor de 50 trabajos,
de los cuales se seleccionaron 25, en consonancia con la nor-
mativa del programa de master que establece un limite maxi-
mo de referencias.

La gestion y organizacion de las referencias se realizd median-
te el programa Zotero, lo que permitio clasificar la bibliografia
por tematicas y aplicar de manera uniforme el estilo de cita-
cién requerido.

Posteriormente, se efectud una lectura critica y se sintetizé la

informacién en funcion de los objetivos del trabajo, organi-
zando el andlisis en torno a los aspectos fundamentales de las
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EV: su definicion y caracteristicas, contenido molecular, meca-
nismos de accién, papel en el microambiente reproductivo,
potencial como biomarcadores y posibles aplicaciones tera-
péuticas.

4. RESULTADOS

4.]. DEFINICION Y CARACTERISTICAS
GENERALES DE LAS EV

Las EV se definen como particulas nanométricas liberadas por
las células, delimitadas por una bicapa lipidica, que carecen de
un nucleo funcional y, por tanto, no pueden replicarse por sf
mismas (Welsh et al, 2024). Actian como vehiculos de trans-
porte intercelular de material genético, lipidos y proteinas, y
participan en numerosos procesos fisioldgicos. Ademas de su
funcién en la comunicacién celular, las EV presentan una gran
heterogeneidad en cuanto a su origen, tamafio, composicidn
y mecanismos de secrecion (Kurian and Modi, 2019; Van Niel
etal, 2018).

Segun las directrices establecidas por la International Society
for Extracellular Vesicles (ISEV), se recomienda utilizar el térmi-
no genérico “EV" para referirse a estas vesiculas, ya que resul-
ta dificil atribuir con certeza una via de biogénesis concreta
a cada subtipo. No obstante, se fomenta el uso de términos
operativos complementarios que describen caracteristicas fi-
sicas (como el tamafo o la densidad), bioquimicas (como la
presencia de protefnas especificas) o funcionales (Zhang et al,
2024).

Esta clasificacion, sin embargo, presenta limitaciones. A lo lar-
go de las Ultimas décadas se han propuesto multiples sub-
tipos de EV en funciéon de su origen celular o de funciones
especificas, como prostasomas (vesiculas derivadas de células
prostaticas), sinaptosomas (procedentes de neuronas), onco-
somas (liberadas por células tumorales) o cardiosomas (de
cardiomiocitos); aunque su utilidad suele estar restringida a
contextos muy especificos. En cambio, los términos mas am-
pliamente aceptados en la literatura cientifica son exosomas,
microvesiculas y cuerpos apoptéticos, que se diferencian prin-
Cipalmente por su via de biogénesis (figura 1).

Sin embargo, el solapamiento en el tamafio (exosomas: 40—
120 nm; microvesiculas: 50-1000 nm; cuerpos apoptoticos:
500-2000 nm), junto con la ausencia de marcadores molecu-
lares exclusivos, dificulta su distinciéon inequivoca (Chen and
Yang, 2024). Esta falta de criterios universales complica la es-
tandarizacion y continda siendo motivo de debate dentro de
la comunidad cientifica.

A pesar de ello, y con fines précticos, la mayoria de los estudios
clasifican actualmente a las EV en tres categorias principales,
basadas en su mecanismo de biogénesis: exosomas, microve-
siculas y cuerpos apoptoticos.
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Figura 1. Via de biogénesis de exosomas y microvesiculas. Los exoso-
mas se forman mediante la red endosomal, mientras que las micro-
vesiculas geman de la membrana plasmdtica. Modificada de (Akers
etal,2013).

4.2. CONTENIDO MOLECULAR

El contenido de las vesiculas extracelulares incluye lipidos, aci-
dos nucleicos y protefnas que provienen de las células donan-
tes, es decir, las células que las generan y liberan. Este material
molecular transportado refleja el estado y las caracteristicas
funcionales de la célula origen, lo que confiere a las vesiculas
un papel importante en la comunicacién intercelular y en la
transferencia de informacion bioldgica (figura 2) (Zaborowski
etal,2015).

En cuanto a los lipidos, las EV presentan una bicapa lipidica
similar a la membrana plasmatica celular, aunque con ciertas
particularidades que reflejan su biogénesis y contribuyen a su
estabilidad estructural. Por ejemplo, los exosomas suelen estar
enriquecidos en esfingomielina, colesterol, gangliésidos y fos-
fatidilserina en la cara externa de la membrana, lo que puede
facilitar su reconocimiento e internalizacion por las células re-
ceptoras (Zaborowski et al, 2015).

Los acidos nucleicos presentes en las EV incluyen principal-
mente distintos tipos de RNA'y DNA. En cuanto al RNA, es pre-
dominantemente de tamafo corto (menos de 200 nucledti-
dos) como miRNA, y se encuentran otros como tRNA, IncRNA
y mRNA.

La composicion y cantidad de RNA varia segun la célula de
origen, y en algunos casos, el perfil transcriptémico de las
EV es distinto al de la célula que las produce, lo que sugiere
mecanismos selectivos para el empaquetamiento de ciertos
RNA, regulados por motivos de secuencia y modificaciones
postranscripcionales.
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Figura 2. Morfologia tipica de una EV. Las EV son particulas nanométricas rodeadas por una membrana. Estas EV contienen
diversas biomoléculas en su interior, otras unidas a su membrana y algunas asociadas de manera laxa en forma de corona.

Modificada de (Fazeli and Godakumara, 2024).

Ademas, se ha demostrado que este RNA puede ser funcio-
nal en las células receptoras, ya que los mRNA poliadenilados
pueden ser traducidos y los miRNA pueden regular la expre-
sion génica, evidenciando un papel activo de las EV en la co-
municacién intercelular tanto a nivel local como sistémico
(Zaborowski et al, 2015).

EI DNA transportado por las EV varia en tamafo desde 100 pb
hasta 2,5 kb. Este DNA refleja secuencias gendmicas comple-
tas y puede contener mutaciones propias de la célula origen,
incluyendo aquellas relacionadas con procesos patolégicos
como el cancer (por ejemplo, en genes como BRAF, EGFR,
KRAS o p53). A pesar de que la presencia de DNA en las EV
estd bien establecida, su funcién biolégica aln no estd com-
pletamente clara (Zaborowski et al, 2015).

La composicion proteica de las EV en algunos casos estd
relacionada con el tipo celular y el modo de biogénesis. Los
exosomas estan enriquecidos en moléculas como el complejo
mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC Il) y diversas
tetraspaninas (CD37, CD53, CD63, CD81, CD82, CDY9).

También contienen proteinas del complejo ESCRT, junto con
proteinas accesorias como Alix y TSG101, asi como chapero-
nas (Hsc70, Hsp90), presentes independientemente del tipo
celular. En general, los exosomas muestran un mayor conteni-
do en glicoproteinas y proteinas transmembrana (Zaborowski
etal, 2015).
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Debido a su origen en la membrana plasmatica, las MV pre-
sentan proteinas como integrinas, GPlb y P-selectina, ademas
de modificaciones postraduccionales (glicoproteinas y fos-
foproteinas). También pueden incorporar la GTPasa ARF6, im-
plicada en la liberacion de oncosomas. Por su parte, los cuer-
pOs apoptdticos contienen histonas y una menor proporcion
de glicoproteinas (Zaborowski et al, 2015).

Muchas de las protefnas mencionadas, especialmente MHC
II, tetraspaninas, proteinas ESCRT, Alix, TSG101 y chaperonas,
se encuentran comunmente en EV, independientemente del
tipo celular, por lo que se consideran marcadores generales
de EV. La composicion proteica de los diferentes subtipos de
EV muestra un solapamiento considerable, aunque algunas
proteinas estdn mas enriquecidas en ciertos subtipos. No esta
claro si este solapamiento se debe en parte a las técnicas de
aislamiento, que actualmente no permiten una separacion
completa entre subtipos de EV'y agregados proteicos (Zabo-
rowski etal, 2015).

4.3. CAPTACION E INTERNALIZACION
DE LAS EV

Las EV desempefan un papel fundamental en la comunica-
cién intercelular, facilitando el intercambio de informacién
entre células. Una vez internalizadas por las células receptoras
através de distintos mecanismos, las EV pueden inducir altera-
ciones en sus caracteristicas bioldgicas y funcionales.
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Esta internalizacion puede activar rutas de sefalizacion intra-
celular mediante interacciones especificas entre ligandos pre-
sentes en la superficie de las EV y receptores celulares, lo que
permite la transferencia de su contenido molecular. Como
consecuencia, se pueden producir cambios en la expresion
génica y en la actividad de sefalizacion, que a su vez pueden
desencadenar modificaciones fenotipicas asociadas con el ini-
cioy la progresiéon de diversas patologias (Yu et al, 2024).

Los mecanismos de captacion de EV por las células receptoras
varfan en funcién del tipo de vesicula y del contexto celular.
En términos generales, se han descrito tres vias principales:
la fusion directa con la membrana plasmatica, la endocitosis
dependiente de clatrina y la endocitosis independiente de
clatrina, que abarca procesos como la pinocitosis y la fagoci-
tosis. Ademas, factores como las balsas lipidicas y determina-
das interacciones proteina-proteina también han demostrado
influir en la eficiencia y especificidad de este proceso (Yu et
al, 2024).

4.4, FUNCIONES Y RELEVANCIA
BIOMEDICA

Una de las principales formas de comunicacién intercelular
en los distintos tejidos del organismo humano es la secrecion
de EV hacia los fluidos corporales circundantes. Estas vesiculas
han sido identificadas y aisladas en una amplia variedad de
medios, como el liquido cefalorraquideo, la saliva, el liquido
broncoalveolar, el fluido sinovial, la bilis, la sangre, la orina y
las heces. En el contexto reproductivo, las EV también se han
encontrado en el plasma seminal en hombres, asi como en
la leche materna, el liquido amnidtico y el fluido uterino en
mujeres (Yahez-Mo et al, 2015).

Actlan mediante la activacion de receptores de membrana,
fusion con células diana y liberacion de su contenido intra-
celular, que puede incluir mMRNA, miRNA, ncRNA y factores de
transcripcion (El Andaloussi et al., 2013). Participan en proce-
s0s como mantenimiento de células madre, reparacion tisular,
coagulacién y regulacion inmunitaria. Dependiendo del con-
texto celular, pueden promover la activacion de células B, cé-
lulas NK, monocitos o células madre hematopoyéticas, o bien
favorecer mecanismos de tolerancia inmunolégica mediante
la potenciacion de células T reguladoras o la inhibicion de la
maduracién de células dendriticas (El Andaloussi et al., 2013).

En el sistema nervioso, las EV pueden contribuir a la plastici-
dad sindptica y la comunicacion neuronal (El Andaloussi et al,
2013). Ademas, pueden inducir cambios en el fenotipo celular
y favorecer la regeneracion tisular tras dafio subrayando su
papel en el mantenimiento de la plasticidad celular (EI Anda-
loussi et al., 2013; Wang et al,, 2022).

En reproduccion, las EV se encuentran en procesos funda-
mentales como la gametogénesis, fecundacién, implantacion
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y desarrollo embrionario temprano, influyendo en la madura-
cién ovocitaria, el reconocimiento embrionario y el manteni-
miento del embarazo y el parto (Machtinger et al, 2016). Re-
cientemente, también se han asociado a patologias como la
pérdida precoz del embarazo, el sindrome de ovario poliquis-
tico, la endometriosis, la diabetes gestacional, la hipertension
y la preeclampsia (Fazeli and Godakumara, 2024).

Aunque gran parte del estudio de las EV reproductivas se ha
centrado en el entorno uterino y embrionario, también se ha
evidenciado su papel en el componente masculino de la fer-
tilidad. En bovinos, los epididimosomas del fluido epididimal
contienen protefnas asociadas a la maduraciéon espermatica,
mientras que en humanos los prostasomas del fluido seminal
reducen la fluidez de la membrana espermatica, protegien-
do frente a capacitacion y reaccién acrosémica prematura.
En modelos murinos y porcinos, las EV transfieren proteinas
esenciales para la fusion gamética y, ademas, en murinos se
ha descrito su funcion en la prevencion de la polispermia, ya
que tras la fecundacion la proteina Juno se libera en EV que
neutralizan espermatozoides con reaccion acrosoémica (Mach-
tinger et al, 2016).

Las EV del fluido uterino y oviductal (uterosomas y oviducto-
somas) transportan proteinas y moléculas bioactivas implica-
das en la capacitacion y fecundacion espermética. En mode-
los murinos se ha visto que transfieren proteinas clave como
PMCA4 y SPAM1, necesarias para la homeostasis del calcio, la
viabilidady la capacitacion espermatica. Asimismo, algunas EV
uterinas contienen miRNA, proteinas y factores inmunomodu-
ladores como LIF, con un posible papel en la comunicacién
embrion-endometrio durante la implantacion (Yaiez-Mo et
al, 2015).

También se han identificado EV en el liquido amniético de mu-
rinos y mujeres sometidas a amniocentesis, con origen tanto
fetal como materno. El rifidn fetal libera EV con marcadores
como AQP2, CD24 y anexina-l, mientras que otra fraccién, con
anexina-l y HSP70 pero sin CD24, podria proceder de la ma-
dre. Estas EV regulan la respuesta inmunitaria para favorecer la
supervivencia fetal, destacando el papel de HSP72 en la pro-
duccion de citocinas. Ademas, se ha demostrado que pueden
ser captadas por células THP-1, estimulando la liberacién de
citocinas y la activacion de NFkB/STAT3 mediante receptores
TLR (Yanez-Mo et al, 2015).

La leche materna, fluido complejo y rico en componentes in-
munoldgicos, contiene EV de origen incierto, posiblemente
derivadas de células presentes en la propia leche, del epitelio
mamario o de otros compartimentos corporales a través de la
circulacion. Estas EV presentan altos niveles de miRNA relacio-
nados con la inmunidad, como miR-181a y miR-17, especial-
mente durante los primeros 6 meses de lactancia.
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Estudios de secuenciacion han confirmado la abundancia de
miRNA inmunoldgicos en estas vesiculas, lo que sugiere su
transferencia al lactante y su implicacién en el desarrollo de
su sistema inmunitario. A nivel funcional, se ha demostrado
que estas EV inhiben la produccion de citoquinas en células
T activadas (anti-CD3 y anti-PHA) y aumentan el ndmero de
células T reguladoras (Yahez-Mo et al, 2015).

4.5. EV EN EL CONTEXTO
REPRODUCTIVO

Durante la reproduccion, las EV facilitan el intercambio de se-
fAales bioldgicas entre distintos tipos celulares. En este trabajo
se aborda la comunicacién intercelular mediada por EV que
tiene lugar entre el embrién fecundado y los tejidos maternos.

4.5.1. EV EMBRIONARIAS

Diversos estudios han identificado EV en medios condicio-
nados de cultivo embrionario, tanto en humanos como en
modelos bovinos y porcinos. En estadios como el dfa 3 (D3) y
dfa 5 (D5) del desarrollo embrionario, aislaron EV con un tama-
fio promedio de 100 nm, que mostraron inmunorreactividad
frente a marcadores exosémicos como CD9, CD63 y Alix. En
el caso de embriones humanos, estas EV expresaron HLA-G
y mRNA de genes relacionados con la pluripotencia, como
OCT4, SOX2, KLF4, C-MYCy NANOG. Asimismo, se vio que eran
capaces de transportar diferentes especies de miRNA con po-
tencial para actuar sobre células epiteliales y estromales. Se ha
propuesto que los genes diana de estos miRNA regulan fun-
ciones como la adhesion y la migracion celular, lo que sugiere
que el embridn podria influir activamente sobre el transcrip-
toma endometrial (Avila et al, 2019; Kurian and Modi, 2019).

Aunque es controvertido, algunos estudios sugirieron un ma-
yor éxito en el cultivo de embriones in vitro cuando se realiza
en grupos, ya que pueden generar un microambiente rico en
factores de crecimiento, constituyendo un “secretoma” con
efectos autocrinos y paracrinos. En embriones clonados, el co-
cultivo con embriones partenogenéticos porcinos mejord su
competencia de desarrollo, aumentando el nimero de blas-
témeros y la formacion de blastocistos. Se ha demostrado que
estas EV pueden atravesar la zona pellcida y ser internalizadas
por blastémeros, lo que respalda su potencial papel funcional
en la comunicacién celular temprana (Machtinger et al, 2016).

En el modelo porcino, la suplementacion del medio con EV
embrionarias aumentd las tasas de formacion y calidad de
blastocistos, mejord la proporcion entre masa celular interna
(ICM) y trofoectodermo (TE), y elevo las tasas de implantacion
y LNB, lo que indica un efecto autocrino/paracrino positivo
sobre el desarrollo embrionario (Kurian and Modi, 2019). Los
estudios en el modelo murino evidenciaron la influencia de
las EV de la ICM en el TE: las células madre embrionarias (ES)
secretan MV con proteinas como laminina y fibronectina, que
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interactlan con integrinas de la superficie del trofoblasto y ac-
tivan vias de sefalizacion que potencian la invasividad del TE.
La microinyeccidn de estas MV en blastocistos incrementd las
tasas de implantacion in vivo (Kurian and Modi, 2019).

Ademas de las EV, se han identificado miRNA embrionarios
en medios de cultivo de blastocistos y en células del TE biop-
siadas; y aunque no se ha demostrado que estas moléculas
sean transportadas a través de EV, se postula esta via dada la
abundancia de miRNA en exosomas (Kurian and Modi, 2019).

4.5.2. EV DEL OVIDUCTO

El oviducto constituye el sitio principal para la fecundacion y
el inicio del desarrollo embrionario temprano. Las secreciones
oviductales influyen en procesos clave como la motilidad es-
permatica y la reaccion acrosoémica. En este contexto, se han
aislado exosomas y MV tanto del fluido oviductal de murinosy
bovinos como de cultivos in vitro de células epiteliales oviduc-
tales bovinas que ademas de marcadores tipicos presentan
proteinas especificas del entorno oviductal, como la OVGP1
(Kurian and Modi, 2019). Estudios protedmicos identificaron
315 proteinas distintas en EV oviductales: 97 exclusivas de las
EV in vivo, 47 propias de las EV in vitro y 175 compartidas por
ambos tipos. El origen de las proteinas Unicas presentes en
las EV derivadas in vitro no estd completamente claro; se ha
sugerido que podrian proceder del medio de cultivo, del sue-
ro anadido o reflejar adaptaciones celulares a las condiciones
artificiales del cultivo (Alminana et al, 2017; Kurian and Modi,
2019).

Ademas de las diferencias cualitativas, se han descrito diferen-
cias en la expresion proteica entre las EV oviductales obteni-
das invivo e invitro, o que subraya la influencia del entorno de
cultivo en su composicion molecular (Almifana et al, 2017).
En este sentido, los modelos in vitro bovinos han demostrado
que la suplementacién del medio con EV oviductales mejora
la calidad embrionaria, incrementando la formacién de blas-
tocistos, el nimero de células del TE y la supervivencia tras
vitrificacién (Fazeli and Godakumara, 2024). Estos efectos
dependen del origen regional: las EV del istmo favorecen la
viabilidad embrionaria, posiblemente mediante la regulacion
positiva de AQP3, mientras que las de la ampolla tubarica
no mostraron efectos significativos (Fazeli and Godakumara,
2024).

En modelos murinos, la adicion de EV oviductales al medio
de transferencia incrementd las tasas de LNB, confirmando su
potencial en reproduccién asistida. Ademas, pueden inducir
cambios en la expresién génica embrionaria, afectando rutas
relacionadas con la biosintesis proteica, unién a nucledtidos
u organizacion del citoesqueleto de actina (Almifana et al,
2017; Fazeli and Godakumara, 2024).
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Si bien se ha estudiado ampliamente cémo el oviducto influ-
ye sobre el embridn, se ha prestado menor atencion al efecto
inverso: como las EV embrionarias pueden afectar al oviducto.
En bovinos, el cocultivo con células epiteliales redujo la ex-
presion de genes de la via BMP, mientras que EV derivadas
de embriones de alta calidad en D5 modificaron la expresion
de 25 genes en células oviductales, incluyendo ISG-15, MX1,
OAS1Yy LOC100139670, activados por IFN-T, factor clave en el
reconocimiento materno de la gestacion en rumiantes. Estos
hallazgos sugieren que el embrién podrfa usar EV como me-
dio para comunicar su presencia y calidad a la madre (Fazeli
and Godakumara, 2024).

4.5.3. EV ENDOMETRIALES

La comunicaciéon entre embrién y endometrio es un proce-
so bidireccional fundamental para la implantacion. No solo el
embrién envia sefales, sino que el endometrio también mo-
dula activamente su capacidad de implantacién y desarrollo
temprano. Aunque tradicionalmente se atribuyé este didlogo
a moléculas solubles, evidencias recientes destacan el papel
de las EV derivadas del endometrio como mediadores clave
(Greening et al, 2016; Ng et al, 2013).

Estas vesiculas, con tamafios compatibles con exosomas y MV,
se han identificado en fluido uterino y moco de mujeres fér-
tiles durante la fase secretora del ciclo menstrual. Mediante
inmunomarcaje de tetraspaninas como CD9 y CD63 se ha ob-
servado la presencia de EV en la superficie apical del epitelio
endometrial con una expresion variable que sugiere una regu-
lacion ciclica. También se han aislado EV de aspirados uterinos,
moco cervical y cultivos celulares, con tamafios entre 50y 150
nm (Kurian and Modi, 2019; Ng et al, 2013).

En modelos bovinos, se ha evidenciado la liberacion de EV
endometriales durante la etapa peri-implantacional, con un
incremento tras la implantacion, lo que sugiere una participa-
cién activa del endometrio en la regulacién embrionaria me-
diante sefiales empaquetadas en EV (Kurian and Modi, 2019;
Kusama et al, 2018). Estudios en la linea celular epitelial endo-
metrial (EECT) revelaron que estas células y sus EV comparten
la mayoria de sus miRNA, excepto algunos miRNA exclusivos
de las vesiculas que sugieren mecanismos especificos de se-
leccion y carga (Ng et al, 2013). Entre sus posibles funciones,
estos MiRNA podrian regular genes de adhesién celular (cad-
herinas e integrinas) y rutas de sefalizacién celular criticas
para la implantacion, como VEGF, Jak-STAT y TLR [19]. Ademas,
se detectaron otros ncRNA (U6, RNU44, RNU48) vinculados al
procesamiento y modificacion de RNA, aunque su papel en
este contexto alin no esta claro (Kurian and Modi, 2019).

Elandlisis protedmico de EV derivadas de EECT identifico 1.043
proteinas, de las cuales la mayoria se encontraron asociadas a
biogénesis de exosomas (ESCRT, tetraspaninas) y otras exclu-
sivas del epitelio endometrial, incluyendo enzimas como qui-
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nasas, fosfatasas, transferasas o metaloproteinasas (Greening
etal, 2016; Kurian and Modi, 2019). Se ha comprobado que su
secrecion, al igual que en el entorno in vivo, estd modulada por
hormonas esteroideas, con variaciones dependientes de tra-
tamientos con estrogenos o estrégenos-progesterona, lo que
concuerda con la influencia hormonal en el reciclaje endoso-
mal y su relacién con la fertilidad (Greening et al,, 2016; Kurian
and Modi, 2019). Funcionalmente, estas EV favorecen la adhe-
sion de células trofoblasticas HTR8, aumentando la activacion
de FAK, su fosforilacion y la expresion de fibronectina, lo que
sugiere su papel en la modulacién de la fisiologia del trofo-
blasto para favorecer la implantacion (Greening et al,, 2016).

Més alla del epitelio, también se han identificado EV estroma-
les, potencialmente implicadas en la decidualizacién, proceso
esencial en la regulacion de la invasion trofoblastica y la pla-
centacion. Aungue no se ha demostrado la produccién directa
de MV por la decidua, si se han aislado en los sobrenadantes de
cultivos de células estromales endometriales bovinas y huma-
nas, tanto de mujeres con y sin endometriosis, lo que refuerza
el papel de las EV en la implantacion (Kurian and Modi, 2019).

4.5.4. EV DEL AMBIENTE FOLICULAR OVARICO

El foliculo ovérico constituye un microambiente altamente
especializado en el que las células de la teca, granulosa, cu-
mulo y el ovocito interactan de forma dindmica para regular
la foliculogénesis. Durante este proceso, las células foliculares
liberan EV al liquido folicular que transportan mRNA, proteinas
y miRNA, actuando como mediadores de la comunicacién in-
tercelular (Avila et al, 2019). Diversos estudios han demostrado
que las EV, especialmente las exosdmicas, son internalizadas
por células de la granulosa, modulando rutas clave como la se-
Aalizacion del TGF-B a través de la regulacion de genes como
ACVR1 e ID2. Ademas, las EV derivadas de foliculos pequefos
favorecen la expansion del cimulo, la proliferaciéon celular y el
desarrollo embrionario in vitro, mostrando un efecto superior
al de las procedentes de foliculos mayores. Estas diferencias su-
gieren una regulacién dependiente del estado folicular sobre
la biogénesis y el contenido molecular de las EV (Avila et al,
2019).

4.5.5. EV PLACENTARIAS

La placenta, en particular los sincitiotrofoblastos, constituye
una fuente principal de EV durante la gestacion, actuando en la
comunicacion materno-fetal (Kurian and Modi, 2019). Estas ve-
siculas se han aislado de lineas celulares, cultivos placentarios
y sangre materna, observandose un incremento progresivo de
su concentracion en plasma a lo largo del embarazo, especial-
mente bajo condiciones de hipoxia o hipoglucemia (Kurian
and Modi, 2019). Su contenido incluye proteinas de membrana
especificas (ligandos NKGD2, FasL, TRAIL y sincitina), que con-
tribuyen a la tolerancia inmunolégica entre madre y feto; fac-
tores solubles (TGF-B y fosfatasa alcalina placentaria); y mRNA

JUNIO 2026



AULA JOVEN

Aplicacion de vesiculas extracelulares en la mejora de los tratamientos de
reproduccion asistida: potencial, mecanismos y perspectivas clinicas

y miRNA, que cumplen funciones biolégicas diversas (Kurian
and Modi, 2019). Alteraciones en sus niveles y composicion
se han asociado con complicaciones como la preeclampsia,
donde las EV presentan propiedades proinflamatorias, antian-
giogénicas y procoagulantes, promoviendo inflamacion sisté-
mica, disfuncion endotelial y activacion de la coagulacion. Por
ello, se investigan como potenciales biomarcadores en esta 'y
otras patologfas del embarazo, como la diabetes mellitus (Ku-
rian and Modi, 2019).

4.5.6. OTRAS FUENTES DE EV EN EL
EMBARAZO

Ademas de las EV de origen placentario, otras células maternas
y microbianas liberan EV que pueden influir en la gestacion.
Las células endoteliales modifican el contenido de sus exoso-
mas en situaciones de hiperglucemia y estrés oxidativo, alte-
rando la funcién del endotelio fetoplacentario y asocidndose
con hipertensién, edema, trombosis e infartos placentarios.
De manera similar, el tejido adiposo materno, especialmente
en contextos de obesidad o diabetes gestacional, produce EV
con perfiles alterados de miRNA. En modelos murinos, exoso-
mas derivados de macréfagos de tejido adiposo obeso indu-
jeron resistencia a la insulina y tolerancia alterada a la glucosa
en ratones sanos, lo que sugiere un papel en la inflamacion
sistémica y en la fisiopatologfa placentaria vinculada a trastor-
nos metabolicos (Kurian and Modi, 2019).

Por ultimo, se investiga la contribucion de las EV microbia-
nas en el embarazo. El microbioma reproductivo femenino
puede liberar vesiculas bacterianas con componentes bio-
l6gicamente activos que modulan la respuesta inmunitaria
materna. Destaca el caso del Streptococcus del grupo B (GBS),
cuya colonizacién vaginal se asocia con parto pretérmino y
rotura prematura de membranas. En modelos experimentales,
sus vesfculas cargadas con proteasas y toxinas han mostrado
capacidad para degradar membranas, inducir muerte fetal y
desencadenar parto prematuro (Kurian and Modi, 2019).

4.7. INTERACCION Y MODELOS DE
ESTUDIO

La comunicacién celular es fundamental para diversos pro-
cesos moleculares que permiten a las poblaciones celulares
intercambiar informacion entre si, favoreciendo la especializa-
cion tisular o la coordinacion de interacciones entre distintos
6rganos. Las EV han sido identificadas como elementos clave
en la regulacion de las secuencias temporales e interacciones
espaciales, asi como en la sefalizacion célula a célula duran-
te todos los eventos de la reproduccion sexual, tales como
la gametogénesis, la fecundacion y la embriogénesis, y en el
didlogo embridn-materno (Capra and Lange-Consiglio, 2020).
Los estudios en modelos embrionarios animales han mostra-
do que el perfil de secrecion de EV se relaciona con la calidad
embrionaria: los embriones con menor potencial de desarro-
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llo liberan mas EV, probablemente como respuesta al estrés,
mientras que perfiles mas homogéneos y estables se asocian
a mayor viabilidad, especialmente en bovinos (Ovcar and Ko-
vaci¢, 2025). También se han descrito variaciones en el tamafo
de las EV, aungue su valor como biomarcador no es del todo
consistente, pues algunos estudios asocian un mayor tamafio
a embriones viables y otros a no viables. En general, la produc-
cion de EV aumenta en fases avanzadas como la blastulacion,
reflejando una mayor actividad celular (Ovcar and Kovaci¢,
2025).

El analisis del contenido molecular de estas vesiculas ha iden-
tificado miRNA con potencial como biomarcadores de cali-
dad no invasivos. Por ejemplo, en embriones con desarrollo
detenido se observa la sobreexpresién de miR-103, miR-100,
miR-502a y miR-1, en contraste con la disminucién de miR-
92a, miR-140, miR-2285av y miR-222 (Ov¢ar and Kovacic,
2025). Ademas, la dindmica de los miRNA varfa segun la fase
de desarrollo: durante la compactacion destacaron aquellos
implicados en sefalizaciéon de hormonas como oxitocina y
estrégeno, mientras que en blastulacion emergieron perfiles
vinculados a la sefializacion de la prolactina.

Otros miRNA, como miR-21 y miR-130, parecen intervenir en
la activacion del genoma embrionario, mientras que miR-30c
se asocio a apoptosis y menor calidad embrionaria (Ov¢éar and
Kovacic, 2025). Aunque estos hallazgos destacan el potencial
biomarcador distintivo de miRNA de las EV, las incoherencias
en los métodos de aislamiento y secuenciacion de miRNA
subrayan la necesidad critica de protocolos estandarizados
que permitan la validacion entre estudio.

Mas alld de los miRNA, se ha observado DNA en EV tanto de
embriones viables como no viables, asi como proteinas inmu-
norreguladoras como HLA-G, que podrian favorecer un am-
biente receptivo. Se ha demostrado que exosomas positivos
para CD9 y CD63, de menos de 100 nm, son liberados con-
tinuamente desde el cigoto hasta el blastocisto, atravesando
la zona pelucida e interactuando con células endometriales
maternas (Ovcar and Kovacic, 2025). Estas vesiculas contienen
también transcritos asociados a pluripotencia y parecen par-
ticipar en la modulacién inmune materna (Ovcar and Kovacic,
2025).

Las condiciones de cultivo, en particular la tension de oxigeno
alterada y la renovacion del medio, afectan significativamente
la composicion y funcion de las EV. Variaciones en el oxigeno
alteran la cantidad, el tipo y el perfil de miRNA contenidos en
estas vesiculas. Por ejemplo, se ha descrito una mayor expre-
sion de miR-210 bajo condiciones de hipoxia, posicionandolo
como un posible biomarcador no invasivo del estado del cul-
tivo.

Ademas, los embriones generados in vitro secretan EV con un
perfil molecular distinto al de los embriones desarrollados in
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vivo, incluyendo rutas asociadas a procesos de estrés celular
(Ovcar and Kovacic, 2025).

En este contexto, numerosos estudios recientes han profun-
dizado en la caracterizaciéon de las EV secretadas por embrio-
nes animales al medio de cultivo, especialmente en modelos
bovinos, aunque también se han utilizado modelos ovinos,
porcinos y murinos. Para su aislamiento, se han empleado
principalmente métodos como la centrifugacion diferencial,
la ultrafiltracion, la cromatografia de exclusion por tamafioy la
precipitacion polimérica. La caracterizacion de las EV ha recu-
rrido a técnicas como el andlisis de seguimiento de nanopar-
ticulas (NTA), microscopfa electrénica de transmision y barrido
(TEM y SEM), citometria de flujo con marcadores especificos,
inmunotincion, y estudios del contenido molecular de las ve-
siculas (RNA, DNA 'y proteinas).

Esta diversidad metodoldgica ha permitido obtener una vi-
sion mas detallada del papel que desempenan las EV en la
comunicacion celular durante el desarrollo embrionario tem-
prano (Ovcar and Kovacic, 2025).

Recientes investigaciones han identificado perfiles especificos
de RNA en EV procedentes de embriones aneuploides, que
podrian servir como indicadores no invasivos de aneuploidia.
Estos EV parecen modificar la expresion génica en las células
estromales endometriales, aumentando barreras a la implan-
tacion y alterando vias celulares relacionadas con la comuni-
caciéon y la apoptosis (Ovcar and Kovacic, 2025).

4.8. COMUNICACION
EMBRION-ENDOMETRIAL

La implantacion embrionaria constituye un proceso altamen-
te regulado, que depende de una interaccion bidireccional
entre un embridén competente y un endometrio receptivo.

En este contexto, las EV han emergido como mediadoras
clave en esta comunicacién, actuando como portadoras de
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sefhales moleculares que coordinan el didlogo materno-em-
brionario (figura 3).

Diversos estudios han demostrado que tanto el embrién
como el endometrio liberan EV capaces de modificar el com-
portamiento celular del otro (Kurian and Modi, 2019). Las EV
embrionarias pueden influir en la receptividad endometrial
mediante la transferencia de miRNA, proteinas de pluripoten-
cia o factores inmunomoduladores, como se ha evidenciado
en estudios que identifican en estas vesiculas la presencia de
moléculas como POU5F1, NANOG y HLA-G, implicadas en la
promocion de un entorno uterino receptivo (Fazeli and Go-
dakumara, 2024; Kurian and Modi, 2019; Machtinger et al,
2016). Por su parte, las EV de origen endometrial pueden
preparar el entorno uterino para facilitar la implantacion, ya
que modulan la expresidon génica relacionada con adhesion
celular, angiogénesis y remodelacion tisular, como se ha de-
mostrado en modelos tanto in vitro como en fluidos uterinos
humanos y animales (Capra and Lange-Consiglio, 2020; Gree-
ning etal, 2016; Ng et al, 2013).

49. EV COMO BIOMARCADORES EN
MEDICINA REPRODUCTIVA

Las EV se han consolidado como mediadores clave en la co-
municacion intercelular, tanto en condiciones fisioldgicas
como patoldgicas. En contextos de enfermedad, las altera-
ciones metabdlicas y celulares modifican su composicion y
liberacién, lo que las posiciona como posibles biomarcado-
res diagndsticos y herramientas terapéuticas (Capra and Lan-
ge-Consiglio, 2020). En el tracto reproductivo, la interacciéon
celular mediada por EV, incluida la diafonia embridn-madre,
es esencial, y sus cambios en estados patolégicos pueden
favorecer la aparicion y progresion de distintas patologias re-
productivas y obstétricas (Tabla I) (Capra and Lange-Consiglio,
2020).

Se ha observado que los niveles fisiolégicos de EV presen-
tes en tejidos, suero u otros fluidos bioldgicos pueden variar

fx) Proteinas de pluripotencia

A Inmunomoduladores

t Implantacién
1 Desarrollo del blastocisto |8 %
\

1 Adhesién al endometrio

mm  miRNA

1t Receptividad
1t Angiogénesis
1 Remodelacion de tejidos

Endometrio

b Proteinas de adhesion

Factores de sefializacién

Figura 3. Esquema de la comunicacion bidireccional mediada por EV entre embrién y endometrio

durante la implantacion.
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Biomarcadores para:

EVs aisladas de

Especie

Método de aislamiento

Resultados principales

Céncer reproductivo
femenino

serum

Homo sapiens

Precipitacion de polimeros

Se observa un incremento de miRNAs de EVs en el serum de
pacientes con cancer epitelial de ovario

Fertilidad femenina

Fluido folicular

Homo sapiens

Ultracentrifugacion

miRNAs de EVs en el fluido folicular estan asociadas a
concentraciones urinarias de fenoles y metabolitos de ftalatos

Fertilidad femenina

Medio de
blastocistos y
cocultivo de células
endometriales

Homo sapiens

Precipitacion de polimeros

Los miRNAs secretados unidos a EVs se encuentran
alterados en experimentos de cocultivo con blastocitos y
células endometriales aisladas de pacientes diagnosticadas de
AMA o endometriosis.

Calidad embrionaria

Medio de cultivo
embrionario

Homo sapiens

No aislamiento

El contenido de DNA en EVs aisladas de cultivos
embrionarios esta relacionado con implantacion exitosa

Calidad placentaria

Citotrofoblastos
primarios y serum

Homo sapiens

Precipitacion de polimeros y
ultracentrifugacion

Las EVs en serum de pacientes con preeclampsia muestran
alteracion en el contenido de sincitina

Calidad placentaria Plasma Homo sapiens Ultracentrifugacién Los miRNAs de EVs en plasma estan alterados en
preeclampsia
Calidad placentaria Plasma Homo sapiens Precipitacion de polimeros y EVs de pacientes con preeclampsia liberan factores
ultracentrifugacion antiangiogenicos a células endoteliales
Calidad placentaria Plasma Homo sapiens Ultracentrifugacion y El analisis protedmico de las EVs en plasma revela

cromatografia de exclusion
por tamaiio

alteraciones proteicas relacionadas con la diabetes melllitus
gestacional

Calidad placentaria

Medio condicionado

Homo sapiens

Ultracentrifugacion

La diabetes mellitus gestacional altera el perfil de miRNA de

de vellosidades
coridnicas

Evs aisladas de cultivos de explantes de vellosidades
coridnicas

Aborto temprano Serum Bos taurus

Ultracentrifugacion

Las EVs en serum contienen miRNAs relacionadas con la
mortalidad embrionaria bovina

Tabla I. Resumen de estudios que reportan el uso de la carga molecular de EV como biomarcadores en medicina reproductiva. Los estudios se
clasificaron por diferentes condiciones patoldgicas describiendo la fuente y el método de aislamiento de EV'y los resultados principales obteni-

dos. Modificada de (Capra and Lange-Consiglio, 2020).

considerablemente en funcién del modelo experimental, del
tiempo tras la enfermedad (horas o dias), del tipo de patolo-
gfa y del método empleado para su cuantificacion. A pesar
de esta variabilidad, la caracterizacion precisa de estos perfiles
podria contribuir a establecer dosis terapéuticas adecuadas
y a optimizar futuras intervenciones clinicas (Capra and Lan-
ge-Consiglio, 2020).

4.9.1. BIOMARCADORES PARA EL CANCER
REPRODUCTIVO FEMENINO

Las EV reflejan el estado fisiolégico o patoldgico de la célula
de origen, lo que ha despertado interés en su aplicacién como
biomarcadores en oncologfa. A diferencia de las biopsias tisu-
lares, que son invasivas y limitadas para monitorizar la progre-
sion tumoral, las EV pueden obtenerse de fluidos biolégicos
de forma noinvasiva y protegen frente a la degradacién a mo-
léculas de interés como miRNA, proteinas o mRNA (Capra and
Lange-Consiglio, 2020).

En relaciéon con el céncer, se ha observado que determinados
miRNA derivados de EV estén asociados a distintos tipos tu-
morales, incluidos los de pulmdn, mama y ovario. En particu-
lar, la expresion de miembros de la familia miR-200 (miR-200a,
miR-200b y miR-200c) ha demostrado utilidad para discrimi-
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nar entre tumores ovaricos benignos y malignos, alcanzando
sensibilidades del 88 % y especificidades del 90 % en algunos
estudios. Estos miRNA también se correlacionan con los nive-
les séricos de CA125, un marcador clinico ampliamente utili-
zado para el diagndstico, seguimiento y prondstico del cancer
de ovario (Capra and Lange-Consiglio, 2020).

4.9.2. BIOMARCADORES PARA LA FERTILIDAD
FEMENINA

La disminucién de la fertilidad femenina se ha asociado a la
exposicion a disruptores endocrinos como ftalatos y fenoles,
que alteran el perfil de miRNA en EV del liquido folicular, in-
terfiriendo en la funcién ovérica y la maduracion ovocitaria
[4]. Se ha observado que concentraciones elevadas de estos
compuestos se relacionan con cambios en miR-125b, miR-24
y miR-375, implicados en el desarrollo embrionario temprano,
la diferenciacién embrionaria y la regulaciéon de la apoptosis
en células del cimulo. Estas alteraciones pueden comprome-
ter la produccién de estradiol y el desarrollo folicular, tanto en
humanos como en modelos animales, con potenciales conse-
cuencias sobre la fertilidad femenina (Capra and Lange-Con-
siglio, 2020). En el dmbito veterinario, micotoxinas como
las producidas por Fusarium también se han vinculado con
modificaciones en miRNA de EV foliculares y con un impacto
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negativo en la fertilidad animal (Capra and Lange-Consiglio,
2020). Asimismo, factores intrinsecos como la edad materna
avanzada (AMA) o la endometriosis alteran la comunicaciéon
embrién-endometrio.

En estos contextos se han descrito cambios en los miRNA con-
tenidos en EV endometriales, capaces de regular centenares
de genes esenciales para la adhesién celular, el desarrollo em-
brionario y laimplantacién (Capra and Lange-Consiglio, 2020).

4.9.3. BIOMARCADORES PARA LA CALIDAD
EMBRIONARIA

En la actualidad, la seleccién embrionaria se basa principal-
mente en criterios morfoldgicos y, en algunos casos, en biop-
sias del TE, aunque estas Ultimas son invasivas y conllevan
riesgos. En este contexto, la identificacion de biomarcadores
no invasivos, como los derivados de EV, representa una alter-
nativa prometedora (Capra and Lange-Consiglio, 2020).

En 2013 se detecté DNA gendmico en el liquido blastocélico
y en el medio de cultivo embrionario, lo que abrié la puerta a
nuevas estrategias diagnosticas (Capra and Lange-Consiglio,
2020). Posteriormente, en 2017, estudios confirmaron la pre-
sencia de EV en medios de cultivo embrionario mediante TEM
y citometria de flujo. Los resultados mostraron que un menor
numero de EV positivas al yoduro de propidio (Pl+), indicador
de dafio celular, se correlacionaba con un mayor potencial de
implantacion, lo que resalta la utilidad de las EV como mar-
cadores no invasivos de viabilidad embrionaria (Ovcar and
Kovacic, 2025).

Asimismo, los miRNA liberados al medio de cultivo por los
embriones han mostrado un papel clave en la comunicaciéon
embridon-materno y en la prediccion de la implantacion (Ca-
pra and Lange-Consiglio, 2020). Perfiles especificos de miRNA
en EV de bovinos, se han relacionado con aneuploidias y con
la calidad embrionaria, reflejando tanto el estado fisiolégico
del embrién como las condiciones de cultivo (Capra and Lan-
ge-Consiglio, 2020). En este sentido, se ha propuesto miR-210
como marcador de normoxia durante el cultivo in vitro, al estar
vinculado con estados hipdxicos (Capra and Lange-Consiglio,
2020). En modelos animales, como en bovinos, los blastocis-
tos implantados y no implantados presentan perfiles diferen-
ciados de miRNA en los medios de cultivo, siendo mas abun-
dantes en embriones de baja calidad. Este fendmeno podria
deberse, en parte, a un aumento pasivo por recambio celular
mds que a una secrecion activa mediada por EV (Capra and
Lange-Consiglio, 2020).

4.9.4. BIOMARCADORES PARA LA CALIDAD
PLACENTARIA

El embarazo ofrece un modelo idéneo para el estudio de EV,
ya que sus etapas son predecibles y la placenta constituye
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una fuente accesible de vesiculas con marcadores molecu-
lares especificos (Capra and Lange-Consiglio, 2020). Las EV
placentarias, identificables en sangre materna mediante pro-
teinas exclusivas como la fosfatasa alcalina placentaria (PLAP)
o miRNAs del cluster C19MC, reflejan procesos esenciales de
comunicacion feto-materna y pueden aislarse selectivamente
mediante procedimientos cromatograficos/inmunosorbentes
(Capra and Lange-Consiglio, 2020).

Durante la gestacion, estas EV participan en la inmunomodu-
lacion, favoreciendo la tolerancia materna al feto. Su concen-
tracién plasmética aumenta de forma progresiva, llegando a
ser hasta 20 veces superior en mujeres embarazadas respecto
a no gestantes (Capra and Lange-Consiglio, 2020). Alteracio-
nes en su perfil se han relacionado con patologias gestacio-
nales: en preeclampsia, por ejemplo, las EV muestran menor
expresion de sincitina-2 y un incremento de factores antian-
giogénicos como sFlt-1y sEng, lo que contribuye a la disfun-
cion endotelial caracteristica de esta enfermedad (Capra and
Lange-Consiglio, 2020).

El microambiente placentario también influye en la secrecién
de EV. Factores como la tension de oxigeno y las concentra-
ciones de glucosa pueden modular tanto la liberacion como
la bioactividad de las vesiculas trofoblasticas. En este contexto,
las EV placentarias aisladas de mujeres con diabetes mellitus
gestacional presentan alteraciones en su contenido protei-
co, especialmente en rutas relacionadas con el metabolismo
energético, la inflamacion y la sensibilidad a la insulina en el
musculo esquelético.

En algunos casos, los efectos de la hiperglucemia se ven po-
tenciados por condiciones de hipoxia placentaria, como ocu-
rre en mujeres con resistencia a la insulina asociada a diabetes
gestacional y preeclampsia (Capra and Lange-Consiglio, 2020).

4.9.5. BIOMARCADORES PARA EL ABORTO
TEMPRANO

Durante la gestacion se ha observado un aumento progresi-
vo en la concentracion plasmatica de EV y en el nimero de
miRNA circulantes asociados a ellas, identificAndose 194y 211
mMiRNA en bovinos a los dias 17 y 24 de gestacion, respecti-
vamente (Capra and Lange-Consiglio, 2020). Sin embargo,
algunos mMiRNA como miR-25, miR-16a/b y miR-3596 mostra-
ron mayor abundancia tanto en controles como en animales
con mortalidad embrionaria, en comparacion con hembras
gestantes en dia 17. El incremento de miR-25 en bovinos con
pérdida embrionaria temprana podria reflejar la muerte em-
brionaria 0 una respuesta sistémica a la misma (Capra and
Lange-Consiglio, 2020).

El andlisis funcional reveld que estos cambios podrian activar

rutas relacionadas con la produccién de prostaglandinas, mo-
léculas que inducen la regresiéon del cuerpo lUteo y, por tanto,
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una caida en los niveles de progesterona, esenciales para el
mantenimiento de la gestacion (Capra and Lange-Consiglio,
2020). Estos hallazgos sugieren que los perfiles de miRNA exo-
somales circulantes podrian emplearse como biomarcadores
tanto para el diagnéstico precoz de gestacion como para la
deteccion de mortalidad embrionaria temprana (Capra and
Lange-Consiglio, 2020).

4.10. POTENCIAL TERAPEUTICO
DE LAS EV

Las EV han demostrado un gran potencial terapéutico. Diver-
sos estudios experimentales sugieren que EV derivadas de
células madre pluripotentes o mesenquimales podrian em-
plearse como agentes terapéuticos en el tratamiento de con-
diciones asociadas a infertilidad, como la insuficiencia ovarica
primaria o las adherencias intrauterinas. Actualmente, ya se
estan llevando a cabo ensayos clinicos dirigidos a evaluar su
eficacia y seqguridad en humanos, con el enfoque en su futura
aplicacién en la practica clinica (El Andaloussi et al, 2013; Fazeli
and Godakumara, 2024). Con la evidencia clinica adecuada y
un marco regulatorio apropiado, estas terapias basadas en EV
podrian beneficiar en el futuro a pacientes con problemas de
fertilidad (Fazeli and Godakumara, 2024).

Estudios recientes han demostrado que los exosomas endo-
metriales pueden estar implicados en el fallo de implantacién
(Gurung etal, 2020), lo que ha impulsado el desarrollo de nue-
vas estrategias clinicas basadas en EV. Gracias a su estructura
de membrana bioldgica, son vehiculos ideales para transpor-
tar moléculas como RNA, proteinas, factores de crecimiento
o compuestos antiinflamatorios. Un caso destacado fue el
uso experimental de MV derivadas del liquido amniético para
tratar una endometritis crénica en una yegua con infertilidad
persistente. La administracion intrauterina de estas EV mejord
el estado del endometrio y permitid una gestacion exitosa,
sugiriendo un posible efecto regenerativo y antiinflamatorio
que favorece la implantaciéon embrionaria. Aunque este es,
hasta la fecha, el Unico estudio publicado con EV en enfer-
medades reproductivas, abre la puerta a futuras aplicaciones
clinicas en el tratamiento de trastornos de fertilidad humanos
(Lange-Consiglio et al, 2020).

4.11. OTRAS APLICACIONES CONCRE-
TAS DE LAS EV EN MEDICINA REPRO-
DUCTIVA

4.11.1. REPARACION DEL ENDOMETRIO Y
MEJORA DE LA RECEPTIVIDAD

Las EV derivadas de células madre mesenquimales de médula
6sea (BMSC-EV) han demostrado capacidad para reparar te-
jido endometrial dafiado, promoviendo la proliferacion, inhi-
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biendo la apoptosis y facilitando la angiogénesis en modelos
murinos (figura 4). Se indujo un modelo de lesién endometrial
in vivo utilizando etanol al 95 %, y se aplicaron EEC tratadas
con mifepristona como modelo de lesidon endometrial in vitro.

Tras su aislamiento e identificacion, las BMSC-EV fueron efica-
ces en la reparacion de lesiones endometriales in vivo y facili-
taron la proliferacién de EEC y reprimieron la apoptosis celular
in vitro; los sobrenadantes de EEC aceleraron la proliferacion,
migracion e invasion de células endoteliales de vena umbilical
humanay facilitaron la angiogénesis tras lesiones endometria-
les in vitro (Wang et al., 2022).

4.11.2. TRATAMIENTO DE LA INSUFICIENCIA
OVARICA PREMATURA (IOP)

Las EV de células madre mesenquimales (MSC) derivadas del
corddén umbilical han restaurado la funcién ovérica en mode-
los de IOP inducida quimicamente en ratones (figura 4). Tras
inyeccion intravenosa, estas vesiculas promovieron la angio-
génesis en el ovario, redujeron la apoptosis de células granu-
losas y normalizaron el ciclo estral, sin efectos adversos en la
descendencia. Se ha identificado que el mMiRNA-126-3p y otros
miRNA como miR-29a, transportados en EV, activan las vias
PI3K/AKT y Wnt/B-catenina, mejorando la proliferacién celular
y reduciendo el dafo folicular (He et al, 2024; Martirosyan et
al, 2023).

4.11.3. REJUVENECIMIENTO OVARICO Y
MEJORA EN LA FERTILIDAD NATURAL Y
ASISTIDA

Las EV obtenidas de células MSC del cordén umbilical han
mostrado efectos regenerativos en ovarios envejecidos na-
turalmente, restaurando parcialmente la funcién ovérica me-
diante la inhibicién de la apoptosis a través del miR-21-5p que
modula PTEN. Asimismo, se exploran aplicaciones en la pre-
servacion de la reserva ovarica antes de tratamientos gonado-
téxicos (figura 4) (Martirosyan et al, 2023).

4.11.4. SOPORTE EN CULTIVO EMBRIONARIO IN
VITRO

Aunque no hay ensayos directos, se propone suplementar
medios de cultivo embrionario con EV fisiolégicas (de fluido
folicular u oviductal) o con secretomas de cocultivo embrio-
nario para recrear condiciones mas favorables (figura 4). En
modelos porcinos, se observd que el cocultivo con embrio-
nes partenogenéticos mejora el desarrollo de embriones clo-
nados, evidenciando el potencial del secretoma, que incluye
EV, en la mejora de la calidad embrionaria (Machtinger et al,
2016).
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9. DISCUSION Y FUTURAS
PERSPECTIVAS CLINICAS

Las EV son elementos clave en la fisiologia reproductiva, parti-
cipando desde la maduracién ovocitaria hasta la implantacion
y el didlogo materno-embrionario, asi como en la fecunda-
cion, desarrollo embrionario y parto (El Andaloussi et al, 2013;
Fazeli and Godakumara, 2024; Machtinger et al, 2016, p. 16;
Wang et al, 2022).

Su implicacion también se extiende a trastornos reproduc-
tivos y gestacionales, como disfunciones ovulatorias, endo-
metriosis y complicaciones hipertensivas (Fazeli and Godaku-
mara, 2024; Machtinger et al, 2016). Si bien esta revision y
gran parte de los estudios se centran en el entorno uterino y
embrionario, cabe destacar la importancia de su implicacion
en el factor masculino, como la capacitacién espermadtica, la
reaccion acrosémica o la polispermia (Machtinger et al, 2016).

A pesar de su ubicuidad en el organismo, muchos mecanis-
mos de accién de las EV permanecen poco comprendidos y
algunos resultados son contradictorios, probablemente debi-
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do a variaciones en cultivos celulares, protocolos de purifica-
cién o falta de caracterizacion (El Andaloussi et al, 2013).

Entre los principales retos metodoldgicos destaca la ausencia
de criterios estandarizados para su aislamiento y clasificacion,
el solapamiento de tamafios entre exosomas, MV y cuerpos
apoptdticos, y la influencia de las condiciones de cultivo sobre
su contenido y secrecién (Chen and Yang, 2024; El Andaloussi
etal, 2013).

Por tanto, la estandarizacion de protocolos es fundamental
para avanzar en la comprensiéon de sus funciones, su aplica-
Cion terapéutica y su fiabilidad como herramienta diagndstica
en reproduccion asistida.

Las EV embrionarias podrian desempefar un papel activo en
la comunicacion con el entorno materno, modulando pro-
cesos como la implantacion, el desarrollo del blastocisto y la
proliferacion endometrial. En humanos se han identificado
miRNA en medios de cultivo de blastocistos y en células del
TE, observandose niveles mas altos en los que implantaron, lo
que apoya su implicacion positiva en la implantacion (Kurian

Insuficiencia Ovérica Prematura (IOP)

MSC-EVs

1 Angiogénesis
1t Vias PI3BK/AKT y Wnt/B-Catenina
| Apoptosis células granulosas

Soporte cultivo embrionario in vitro

Secretomas/ EVs fluido P~y o )
folicular u oviductal Y,
N

1t Calidad embrionaria

Figura 4. Aplicaciones emergentes de las EV en medicina reproductiva. Diversos estudios preclinicos muestran su potencial en la reparacion
endometrial, restauracion y rejuvenecimiento ovdrico, asi como en el soporte de cultivos embrionarios in vitro, lo que las posiciona como una

herramienta prometedora en la mejora de la fertilidad natural y asistida.
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and Modi, 2019). Sin embargo, todavia no se ha demostrado
un mecanismo causal directo, por lo que son necesarios mas
estudios.

Los modelos animales han aportado informacién relevante:
en porcinos, las EV embrionarias mejoran la proporcion ICM/
TE y aumentan la implantacion y la tasa de nacidos vivos,
mientras que en murinos se ha visto que las células madre
embrionarias secretan MV captadas por el TE que promueven
su migracion, aungue no se ha confirmado que estas sean
producidas in vivo por la ICM del blastocisto, ya que se obtu-
vieron de lineas cultivadas (Kurian and Modi, 2019).

En humanos, la validacion de estos hallazgos presenta una di-
ficultad anadida, dado que los medios de cultivo incorporan
suplementos séricos que aportan EV exégenas, complicando
la identificacion de las producidas especificamente por el em-
brion (Machtinger et al, 2016). Ademas, los embriones gene-
rados in vitro se desarrollan en condiciones muy diferentes a
las del oviducto y Utero, lo que provoca alteraciones morfolo-
gicas, metabdlicas y moleculares.

Estudios protedmicos han mostrado diferencias claras entre
EV derivadas del ambiente in vivo e in vitro, lo que indica que
las obtenidas en cultivo pueden proceder del propio medio,
del suero afadido o de adaptaciones celulares (Almifiana et
al, 2017; Avila etal, 2019; Kurian and Modi, 2019). Por ello, aun-
que las EV embrionarias son prometedoras, es necesario in-
terpretar con cautela los resultados obtenidos exclusivamente
en sistemas in vitro, ya que podrian no reflejar las condiciones
fisiolégicas reales.

Aunque gran parte de la caracterizacion de las EV del tracto
reproductivo femenino se ha realizado en modelos animales,
también se han aislado en humanos a partir de aspirados ute-
rinos, moco cervical y cultivos celulares, con un tamafo atri-
buible a exosomas (Kurian and Modi, 2019; Ng et al,, 2013).

Su concentracion y contenido proteico varfan durante la im-
plantacion y etapas posteriores: las EV preimplantacionales
inducen la activacion de genes apoptoéticos en células epite-
liales, mientras que las postimplantacionales activan genes re-
lacionados con la adhesion, lo que sugiere un efecto paracrino
en la regulacién de la receptividad endometrial (Kurian and
Modi, 2019; Kusama et al, 2018). Ademas, en EECT se han iden-
tificado miRNA especificos contenidos en EV, lo que apunta a
una compleja red de regulacion post-transcripcional esencial
para la pluripotencia, la regeneracién ciclica del endometrio
y la diferenciacion celular. Esta riqueza en miRNA podria estar
implicada en patologfas como endometriosis o cadncer endo-
metrial, con un potencial valor diagnéstico y terapéutico (Ku-
rian and Modi, 2019; Ng et al, 2013).

Las EV derivadas de células estromales endometriales tam-
bién se relacionan con la implantacién. Aunque la produccién
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directa de MV por la decidua no ha sido confirmada, su de-
teccion en cultivos bovinos y humanos respalda una comu-
nicacion intercelular activa mediada por EV. Bajo condiciones
patoldgicas como la endometriosis, |a liberacion y el conteni-
do de estas vesiculas se alteran, lo que sugiere un papel en la
desregulacion de la receptividad uterina (Greening et al, 2016;
Kurian and Modi, 2019). Futuras investigaciones deberian ca-
racterizar en mayor detalle sus perfiles moleculares y su efecto
fisiolégico sobre células trofoblasticas e inmunes.

Por otra parte, EV derivadas de fluidos foliculares, placenta y
otras fuentes maternas o microbianas desempenan funciones
adicionales. Las EV foliculares podrian mejorar la maduracion
ovocitaria in vitro, aunque deben considerarse los cambios fi-
sioldgicos del foliculo (Avila et al, 2019). Las EV placentarias
son claves en la comunicacion materno-fetal y su alteracion
se asocia a complicaciones como la preeclampsia (Kurian and
Modi, 2019).

Asimismo, EV derivadas de endotelio, tejido adiposo o micro-
biota configuran una red compleja de sefales extracelulares
influida por el estado metabdlico o infeccioso materno, que
puede afectar el desarrollo gestacional. En este sentido, las EV
bacterianas han mostrado un papel en la disfuncién feto-pla-
centaria, aunque aun no se conoce si la microbiota genera EV
con funcién en la implantacion o el mantenimiento del em-
barazo (Kurian and Modi, 2019). Estos hallazgos subrayan el
valor emergente de las EV como potenciales biomarcadores y
herramientas terapéuticas en medicina reproductiva.

En conjunto, la evidencia indica que las EV embrionarias y
maternas participan activamente en la regulacion del desa-
rrollo temprano y la comunicacion embridon-materno. La ma-
yor liberacién de EV por embriones con baja viabilidad podria
reflejar un mecanismo de respuesta al estrés celular, lo que
refuerza su potencial como biomarcadores no invasivos de
calidad embrionaria (Capra and Lange-Consiglio, 2020; Ovcar
and Kovaci¢, 2025). Sin embargo, las discrepancias entre estu-
dios en cuanto a concentracion y tamafo obligan a interpre-
tar estos parametros con cautela, integrandolos siempre con
otros marcadores moleculares (Ovcar and Kovacic, 2025).

La variabilidad en los perfiles de miRNA a lo largo del desa-
rrollo embrionario refleja la complejidad de su papel en la
sefializacion y el metabolismo, destacando su implicacion en
procesos clave como la activacion del genoma embrionario o
la transicion materno-embrionaria, lo que refuerza el poten-
cial diagndstico de las EV en reproduccion asistida (Ovcar and
Kovacic, 2025). La presencia de miRNA, DNA y transcriptos de
pluripotencia en estas vesiculas abre la posibilidad de utilizar-
las como herramientas no invasivas, incluso para evaluar la
ploidia sin necesidad de biopsia embrionaria. Su capacidad de
atravesar la zona peltcida e interactuar con células endome-
triales sugiere un papel en el didlogo molecular temprano que
condiciona la implantacion (Ovcar and Kovacic, 2025).
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No obstante, la heterogeneidad metodolégica en el aislamien-
to y andlisis de EV limita su aplicacion clinica, lo que subraya
la necesidad de protocolos estandarizados y de optimizar los
sistemas de cultivo in vitro para reproducir de manera mas fiel
el entorno fisioldgico, mejorando asf tanto la calidad embrio-
naria como la fiabilidad de las EV como biomarcadores (Ovcar
and Kovaci¢, 2025). En este contexto, los perfiles alterados de
EV en embriones aneuploides y sus efectos negativos sobre
células estromales maternas evidencian que estas vesiculas
tienen funciones que trascienden al propio embrién, conso-
lidando su relevancia en la seleccién embrionaria (Ov¢ar and
Kovacic, 2025).

Diversos hallazgos apoyan su papel activo en la comunicacion
embrio-materna: la presencia predominante de exosomas en
blastocistos de D5, identificados con CD9y CD63 e internaliza-
dos por células endometriales, los miRNA vinculados con se-
Aalizacion de IL-6 y proliferacion epitelial, asi como proteinas
inmunorreguladoras como HLA-G y factores de pluripotencia
como POUSF1 y NANOG (Fazeli and Godakumara, 2024; Ku-
rian and Modi, 2019; Machtinger et al, 2016; Ov¢ar and Ko-
vaci¢, 2025). Estas caracteristicas refuerzan el valor de las EV
como marcadores no invasivos de viabilidad y receptividad
endometrial.

Por otro lado, las EV derivadas del endometrio también mo-
dulan la expresidn génica en el embrién y el entorno uterino,
influyendo en adhesion celulary remodelacion tisular. Esta co-
municacién bidireccional evidencia que las EV no solo reflejan
el estado de las células emisoras, sino que actian como agen-
tes reguladores con un prometedor potencial diagndstico y
terapéutico en medicina reproductiva (Capra and Lange-Con-
siglio, 2020; Greening et al, 2016; Ng et al,, 2013).

En el contexto oncolégico, se han identificado contenidos
moleculares derivados de EV asociados a tumores ovaricos,
tanto benignos como malignos. Entre ellos destacan los miR-
NA, cuya expresion diferencial podria servir no solo para la de-
teccion temprana de neoplasias, sino también para distinguir
entre el tipo tumoral, con importantes implicaciones diagnds-
ticas y terapéuticas (Capra and Lange-Consiglio, 2020).

En medicina reproductiva, los miRNA presentes en EV del i-
quido folicular representan una via prometedora como bio-
marcadores de fertilidad femenina. Factores como la AMA, la
endometriosis o la exposicion a disruptores endocrinos pue-
den modular su contenido y alterar procesos criticos como la
implantacion. Aunque los resultados in vitro refuerzan su pa-
pel activo en la comunicacién embrio-materna, su validacion
in vivo en humanos y la estandarizacién metodolégica siguen
siendo necesarias (Capra and Lange-Consiglio, 2020). En con-
junto, aunque todavia en fases iniciales, estos hallazgos abren
la puerta a nuevas herramientas diagndsticas no invasivas tan-
to en medicina reproductiva humana como veterinaria, con
potencial para anticipary manejar problemas de fertilidad con
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mayor precision. También se ha explorado el uso del mitDNA
como marcador de calidad embrionaria con el objetivo de
sustituir las biopsias invasivas. Sin embargo, el uso de mitDNA
como marcador de calidad embrionaria presenta limitaciones,
debido a la posible contaminacion del medio con DNA de cé-
lulas maternas, como las células del ciimulo. Para reducir este
riesgo, se podrian aplicar protocolos de lavado mas estrictos
tras la retirada del cumulo, asegurando una limpieza cuida-
dosa de los ovocitos antes de la fecundacion (Capra and Lan-
ge-Consiglio, 2020).

Ademas, serfa Util incorporar marcadores especificos que per-
mitan distinguir el DNA embrionario del materno, asi como
emplear técnicas mas precisas de cuantificacion, como la PCR
digital (dPCR), que aporta mayor sensibilidad y especificidad.
Como estrategia complementaria, también se podria corre-
lacionar la concentracion de mitDNA con otros indicadores
de calidad embrionaria, como los pardmetros morfocinéticos
obtenidos por sistemas de time-lapse, para validar si la sefal
mitocondrial refleja realmente el estado del embrién.

El embarazo ofrece un modelo excepcional para estudiar las
EV, ya que la placenta libera vesiculas con marcadores espe-
cificos (PLAP, miRNA del cltster C19MC) cuyo aumento pro-
gresivo en la circulacion materna refleja su papel fisioldgico.
Alteraciones en este patron se han vinculado a complicacio-
nes como preeclampsia o diabetes gestacional, donde cam-
bios en protefnas como sincitina-2, sFlt-1o skng evidencian la
influencia de la hipoxia y la hiperglucemia sobre la funcion
placentaria (Capra and Lange-Consiglio, 2020).

Asi, el estudio de las EV placentarias no solo aporta informa-
cién sobre la biologia del embarazo sano, sino que también
ofrece nuevas vias para la deteccidon temprana y el entendi-
miento de complicaciones gestacionales, facilitando asf inter-
venciones clinicas mas eficaces (Capra and Lange-Consiglio,
2020).

Finalmente, estudios en bovinos han mostrado que ciertos
miRNA, como miR-25, aparecen en mayor abundancia en
animales con mortalidad embrionaria temprana. Estos cam-
bios podrian estar relacionados con la pérdida gestacional
al afectar la sintesis de prostaglandinas y la producciéon de
progesterona, fundamentales para preservar el embarazo.
Aunque prometedores, estos hallazgos requieren validacion
en humanos para su futura aplicacién clinica (Capra and Lan-
ge-Consiglio, 2020).

En el dmbito de la reproduccion asistida, las EV han demostra-
do un notable potencial terapéutico. Estudios experimenta-
les indican que las derivadas de células madre pluripotentes
o0 mesenquimales podrian emplearse para tratar patologias
como la insuficiencia ovarica primaria o las adherencias in-
trauterinas, y ya existen ensayos clinicos orientados a evaluar
su seguridad y eficacia (Gurung et al, 2020).
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Ademads, las EV constituyen una plataforma innovadora para
el transporte de RNA, proteinas y factores de crecimiento, lo
que las convierte en vehiculos idoneos para terapias dirigidas
a mejorar la funcién reproductiva. Un ejemplo relevante es el
uso de MV del liquido amnidtico en una yegua con infertili-
dad persistente, donde la administracién intrauterina revirtié
la endometritis cronica y permitié una gestacion exitosa (Lan-
ge-Consiglio et al, 2020).

Este hallazgo respalda el efecto regenerativo y antiinflamato-
rio de las EV, con posibles aplicaciones clinicas en humanos.
También los exosomas endometriales se han vinculado al fallo
de implantacion, impulsando el interés de explorar nuevas es-
trategias basadas en EV para mejorar las tasas de embarazo,
aunqgue aun se requieren investigaciones mas amplias para su
validacion y aplicacion segura en humanos (Lange-Consiglio
etal, 2020).

Los resultados en modelos animales y celulares muestran que
las EV pueden modular proliferacién, apoptosis y angiogé-
nesis, lo que abre vias terapéuticas no invasivas y con menor
riesgo que las intervenciones convencionales. No obstante, la
heterogeneidad en su produccién, aislamiento y caracteriza-
cion limita la reproducibilidad, y persisten dudas sobre su bio-
distribucion y posible inmunogenicidad (Wang et al, 2022). En
insuficiencia ovarica, el papel de miRNA reguladores de PI3K/
AKT y Wnt/B-catenina ofrece una base molecular prometedo-
ra, aungue aun es necesario definir la regulacion temporal y
dosis-efecto de estos mediadores.

El potencial rejuvenecedor sobre ovarios envejecidos resulta
especialmente atractivo ante la creciente demanda de tera-
pias frente a la infertilidad relacionada con la edad, aunque
aun debe evaluarse la durabilidad y seguridad a largo plazo
(He et al, 2024; Martirosyan et al, 2023).

En paralelo, se investiga el uso de EV para optimizar medios de
cultivo embrionario y mejorar la calidad embrionaria, si bien
todavia no existen ensayos clinicos que lo respalden y la com-
plejidad del microambiente in vitro plantea retos importantes
para su implementacion practica (Machtinger et al, 2016).

Asimismo, se han descrito biomoléculas especificas en EV es-
permdticas y ovocitarias asociadas a motilidad, integridad del
DNA, maduracién y potencial de fecundacion, lo que podria
dar lugar a pruebas diagnosticas no invasivas para la evalua-
cién gamética (Fazeli and Godakumara, 2024).

También las EV embrionarias se perfilan como marcadores de
viabilidad, utiles para seleccionar los embriones con mayor
potencial de implantacién (Fazeli and Godakumara, 2024). La
validacion en humanos, el desarrollo de estandares regulato-
rios y la comprension profunda de su mecanismo de accién
seran esenciales para que estas terapias se integren efectiva-
mente en la practica clinica, ofreciendo nuevas esperanzas
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para pacientes con infertilidad dificil de tratar. Desde el des-
cubrimiento de sus funciones biolégicas, multiples investiga-
ciones han profundizado en aspectos clave de las EV, como
su biogénesis, composicion, interaccion con células diana, asi
como los métodos para su aislamiento y caracterizacion (Wel-
shetal, 2024).

Aunque los desafios técnicos persisten, incluyendo los tiem-
pos de procesamiento, el limitado volumen de muestras y
el conocimiento aun incompleto de su trafico y funcién en
entornos in vivo, se estan desarrollando vesiculas sintéticas y
semisintéticas con el objetivo de optimizar su uso en aplica-
ciones clinicas y reproductivas (Avila et al, 2019).

Por tanto, es fundamental seguir ampliando el conocimien-
to sobre la biologia de las EV en tejidos reproductivos. Esto
permitird avanzar hacia nuevas estrategias diagndsticas y tera-
péuticas que mejoren las condiciones de cultivo embrionario,
la calidad de los gametos y, en Ultima instancia, el éxito repro-
ductivo en humanos y animales.

10. CONCLUSIONES

Las EVs juegan un papel fundamental en la regulacién del
microambiente reproductivo, mediando la comunicacién
embrién-materna y modulando procesos criticos como im-
plantacion, proliferacion y diferenciacion celular. Su contenido
molecular (miRNA, DNA 'y proteinas) influye en la receptividad
endometrial, la calidad ovocitaria y el desarrollo embrionario,
lo que las posiciona como herramientas prometedoras tanto
diagndsticas como terapéuticas en reproduccion asistida.

La evidencia experimental indica que la incorporaciéon de
EV en cultivos ovocitarios y embrionarios mejora la madura-
Cién, viabilidad e implantacion, y que sus perfiles moleculares
pueden servir como biomarcadores no invasivos de calidad
gamética y embrionaria.

Sin embargo, la heterogeneidad en los métodos de aislamien-
to y caracterizacion limita actualmente su aplicacion clinica,
subrayando la necesidad de estandarizacion y de una com-
prensién mas profunda de su biodistribucion y mecanismos
de accion.

Ademas de su relevancia en el factor femenino, las EV deri-
vadas de espermatozoides y plasma seminal emergen como
una linea de investigacion clave, capaces de influir en la capa-
citacion espermatica, la reaccién acrosémica vy la integridad
del DNA, sugiriendo que su modulacién podria complemen-
tar los tratamientos de reproduccién asistida desde la pers-
pectiva masculina.
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En conjunto, las EV representan un recurso innovador con po-
tencial para optimizar el diagndstico, la seleccién embrionaria
y la terapia reproductiva.

La investigacion futura debe centrarse en la estandarizacion
de protocolos, la validacion clinica, la integracion del factor
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» RESUMEN

Antecedentes: Los avances en la metodologfa de las técnicas de reproduccién asistida han permitido mejorar la tasa de
recién nacidos vivos, esto se debe principalmente a la implementacion de herramientas que nos permiten analizar el esta-
tus genético del embridn a través del diagnostico genético preimplantacional. El diagnéstico genético preimplantacional
no invasivo es un método en desarrollo que muestra promesa para convertirse en el gold standard en un futuro. Diversos
estudios han mostrado concordancia similar en los resultados obtenidos por este método a los obtenidos por biopsia
de trofoectodermo. Los esfuerzos se han enfocado en estudiar esta metodologia ya que representa la oportunidad de
conocer el contenido genético del embrién a un menor costo debido a que no requiere de instrumentos ni capacitacion
especializada, haciéndolo mas accesible y disminuyendo los riesgos que representen la toma de biopsia embrionaria.

Objetivo: Realizar una evaluacion de la literatura para analizar las bases del diagndstico genético preimplantacional, los
tipos de diagnostico genético preimplantacional, las bases del diagndstico genético preimplantacional no invasivo, ven-
tajas y desventajas del diagnostico genético preimplantacional no invasivo.

Metodologia: Se realizd una busqueda sistematica en las bases de datos: PubMed, Science Direct, Elsevier y BMC. Se
utilizaron las siguientes palabras clave: cfDNA, medio de cultivo, miRNA, PGT, PGT-A, biopsia de trofoectodermo, biopsia,
blastocentesis, blastocele, liquido de blastocele, aCGH, NSG, aneuploidia, FISH, spent blastocist media.

Conclusion: El diagndéstico genético preimplantacional no invasivo parece tener un alto potencial para su aplicacion
clinica, sin embargo, se requiere continuar estudiando para lograr estandarizar la metodologfa y permitir la aplicacion

generalizada de esta nueva técnica.

Palabras clave: fDNA, medio de cultivo, miRNA, PGT, PGT-A, biopsia de trofoectodermo, biopsia, blastocentesis, blastoce-
le, liquido de blastocele, aCGH, NSG, aneuploidia, FISH, medio de cultivo de embriones gastados.

Key words: fDNA, culture medium, miRNA, PGT, PGT-A, trophectoderm biopsy, biopsy, blastocentesis, blastocoel, aCGH,
NSG, aneuploidy, FISH, spent blastocist médium.

63 B REVISTA ASEBIR JUNIO 2026



AULA JOVEN

» ABSTRACT

Background: Advances in assisted reproductive technology (ART) methodologies have led to improved live birth rates,
largely due to the implementation of tools that enable assessment of the embryo’s genetic status through preimplan-
tation genetic testing (PGT). Non-invasive preimplantation genetic testing (niPGT) is an emerging approach that shows
promise as a future gold standard. Several studies have reported levels of concordance comparable to those obtained
through trophectoderm biopsy. Research efforts have focused on this methodology because it offers the opportunity to
evaluate embryonic genetic content at a lower cost, as it does not require specialized equipment or training. Consequent-
ly, niPGT may increase accessibility while reducing the risks associated with embryonic biopsy procedures.

Objective: To review the literature and analyze the principles of preimplantation genetic testing, the different types of
PGT, the foundations of non-invasive preimplantation genetic testing, and the advantages and limitations of this emer-
ging approach.

Methods: A systematic literature search was conducted using the PubMed, ScienceDirect, Elsevier, and BMC databases.
The following keywords were used: cfDNA, culture medium, miRNA, PGT, PGT-A, trophectoderm biopsy, biopsy, blastocen-
tesis, blastocoel, blastocoelic fluid, aCGH, NGS, aneuploidy, FISH, and spent blastocyst culture medium.

Conclusion: Non-invasive preimplantation genetic testing appears to have significant potential for clinical application.
However, further research is required to standardize the methodology and facilitate the widespread implementation of

this novel technique.

Keywords: cfDNA, culture medium, miRNA, PGT, PGT-A, trophectoderm biopsy, biopsy, blastocentesis, blastocoel, blasto-

coelic fluid, aCGH, NGS, aneuploidy, FISH, spent blastocyst culture medium.

INTRODUCCION

Los avances en la metodologfa de las técnicas de reproduc-
Cion asistida han permitido mejorar la tasa de recién nacidos
vivos, esto se debe principalmente a la implementacion de
herramientas que nos permiten analizar el estatus genético
del embrién a través del diagnostico genético preimplanta-
cional (PGT).

El objetivo del diagnostico genético preimplantacional es
disminuir la posibilidad de tener un embarazo alterado y de
incrementar el éxito de las técnicas de reproduccion asistida.
El PGT por biopsia de trofoectodermo es el gold standard en
la actualidad, sin embargo, al ser una técnica invasiva, requiere
de tecnologia y personal capacitado, convirtiéndolo en una
técnica costosa y que conlleva riesgos debido a la manipula-
cion del embrion.

Recientemente los esfuerzos han sido enfocados en el estu-
dio del DNA libre circulante (cfDNA) liberado por el blastocisto
en el medio de cultivo donde es desarrollado, con el objetivo
de encontrar un método confiable, efectivo y menos costo-
S0, que consiga darnos la misma informacion que el PGT sin
la necesidad de realizar una biopsia de trofoectodermo. Esta
técnica es conocida como diagndéstico genético preimplanta-
cional no invasivo (niPGT).
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Existen paises como son Suiza, Alemania e Italia, en los que
el PGT por biopsia no es permitido, por lo que encontrar una
técnica que permita el andlisis genético preimplantacional de
los embriones es muy importante (Dawson et al, 2006)

En 2019, Zhang et al, realizaron un estudio en el cual reporta-
ron una relacién entre la toma de biopsia de trofoectodermo
y el desarrollo de preeclampsia en el embarazo, encontrando
que este riesgo es tres veces mayor en los casos en los que
se realizd PGT-A invasivo. El conocimiento de estos riesgos ha
impulsado aun mas el desarrollo de una técnica no invasiva.
(Zhang et al, 2019)

La implementacion del niPGT en la practica clinica es deba-
tida, existen diversas lagunas de conocimiento, dentro de las
principales se encuentran: origen del cfDNA, metodologia y
reproducibilidad de la técnica, tiempo de exposicion del em-
brion al medio, concordancia de los resultados al compararlos
con los obtenidos por biopsia (Del Collado et al, 2023).
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TIPOS DE DIAGNOSTICO GENETICO
PREIMPLANTACIONAL

PGT-A: TEST GENETICO PREIMPLANTACIONAL
PARA ANEUPLOIDIAS

Se utiliza para detectar los embriones que tienen el nime-
ro correcto de cromosomas, euploidia, dandoles un mayor
potencial para generar un embarazo. Se define como aneu-
ploidia cuando se encuentra una alteraciéon cromosémica, ya
sea Una monosomia o una trisomia. Se define como mosaico
cuando dos o mas lineas celulares con diferente contenido
cromosémico estan presentes simultdneamente (Viotti et al,
2021).

PGT-M: TEST GENETICO PREIMPLANTACIONAL
PARA DESORDENES MONOGENICOS

Se utiliza para valorar al embrién para un desorden causado
por un unico gen, del cual se conoce la localizacion exacta (De
Rycke et al, 2020).

PGT-SR: TEST GENETICO
PREIMPLANTACIONAL PARA REARREGLOS
ESTRUCTURALES

Los rearreglos cromosémicos, también conocidos como
translocaciones balanceadas, generan gametos con cromo-
somas desbalanceados que resultan en cigotos alterados. Las
parejas portadoras de translocaciones balanceadas tienen
riesgo de generar un embrién con la cantidad incorrecta de
material genético, lo que comudnmente resulta en aborto (Pri-
yaetal, 2018).

ANTECEDENTES DEL PGT- A

Del 20 % al 80 % de los embriones presentan algun tipo de
aneuploidfa, siendo el factor mas importante la edad ma-
terna. Estas aneuploidias dan como consecuencia falla en la
implantacion o abortos espontaneos (Capalbo et al, 2016).
Inicialmente se dependia de una valoracion morfoldgica del
embrion, decidiendo transferir el embrién con mejor califica-
cion. Posteriormente se utilizd la valoracion morfocinetica del
embrioén. Diversos estudios reportan que no existe una corre-
lacion entre la morfocinética y la presencia de aneuploidias.
(Navarro-Sanchez et al, 2022).

Melzer et al, realizaron un estudio para analizar si el uso de
time lapse, que permite valorar la morfologia del embrion en
diferentes momentos o continuamente, permite predecir la
euploidia. Se observaron 10 embriones con dos pronucleos
hasta el dfa 5 de desarrollo, 9 embriones se desarrollaron has-
ta etapa de blastocisto. Se realizd biopsia de trofoectodermo
en dfa 5 y posterior andlisis utilizando hibridacion genémi-
ca comparativa por arrays (aCGH). Los resultados del PGT-A
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mostraron euploidia en 5 de los 9 embriones. Durante este
tiempo se registré la morfologia y los puntos morfocinéticos
claves, esto fue valorado por 7 embriélogos, concluyendo en
diferentes opiniones. La conclusion fue que la morfologia no
es predictiva de euploidia, los eventos morfocinéticos, a ex-
cepcién de la compactacion temprana, no son sugestivos de
aneuploidia (Melzer et al, 2012).

El diagnostico genético preimplantacional permite valorar
aneuploidias cromosdmicas, que son un factor importante
que contribuyen en la falla de implantacion y pérdida ges-
tacional. La combinacion de valoracién morfoldgica + PGT-A
permite determinar cudl es el blasto con mayor posibilidad
de implantacion, incrementa la tasa de embarazo, reduce el
tiempo para lograr un embarazo, disminuye el nimero de
transferencias necesarias, la tasa de aborto y los costos invo-
lucrados en los tratamientos de fertilizacion in vitro (Fiorentino
etal, 2014).

El PGT-A puede realizarse en diferentes etapas del desarrollo
embrionario, incluyendo el primer y segundo cuerpo polar,
blastomeras provenientes del embridn en etapa de clivaje de
dia 3y trofoectodermo, sin embargo, todas estas requieren de
una toma de biopsia. El PGT-A mds cominmente se obtiene
de una biopsia del trofoectodermo del blastocisto que permi-
te el andlisis por secuenciacion de nueva generacion (NGS) y
supone el menor dafo al embrién, no obstante, se han descri-
to eventos adversos como (Kakourou et al, 2022):

Un efecto negativo en la implantacién asociado al nime-
ro de células biopsiadas.

Incapacidad de probar ploidia de todo el embrién por el
numero de células tomadas en embriones mosaico.
Mayor incidencia de enfermedad hipertensiva en el em-
barazo.

Mas recientemente se ha sugerido la blastocentesis como
una técnica menos invasiva para la seleccién embrionaria.
Este proceso requiere aspirar el fluido del blastocele cuando
el blasto se encuentra expandido, sin tomar células embrio-
narias. Las desventajas que presenta esta técnica son (Nava-
rro-Sanchez et al, 2022):

EI DNA que se encuentra en el fluido proviene de células
necréticas o apoptdticas que comprometen la integridad
y calidad del DNA.

Existe una variacion significativa en las tasas de amplifi-
cacion y concordancia al comparar los resultados con los
obtenidos por biopsia de trofoectodermo.

Zhang et al. realizaron un estudio para explorar un nuevo
sistema de clasificacion embrionaria basado en la combi-
nacion de la copia de copias de cromosomas y las copias
mitocondriales obtenidas del andlisis de DNA extraido de
cultivo embrionario combinado con fluido de blastocoel,
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comparandolo con el estudio del embrién completo. Esto
con base en estudios que han reportado que los embriones
pueden secretar niveles de DNA gendmico y altos niveles de
DNA mitocondrial (Hammond et al, 2017). Se cultivaron 83
embriones a dfa 5/6, obteniendo 32 blastocistos. Se recolec-
té medio de cultivo y liquido de blastocele 24 horas antes de
la formacién del blastocisto, realizando una perforaciéon de la
zona pelucida con laser para la liberacion del liquido del blas-
tocele en el medio de cultivo. El medio de cultivo fue cambia-
do cada 24 horas. Se realizé amplificacion del DNA gendmico
y DNA mitocondrial, se analizé utilizando secuenciacion de
nueva generacion. En cuanto a morfologia, los embriones fue-
ron clasificados utilizando las recomendaciones de Gardner y
Schoolcraft, inicamente los embriones clasificados como 3BB
0 mas alto fueron considerados con alta calidad. Se logro la
amplificacion y secuenciaciéon de 31 blastocistos.

Al comparar los nimeros en las copias de cromosomas, 18/27
blastocistos (66,7 %) mostraron resultados concordantes al
comparar con la técnica menos invasiva con los resultados
del embrion completo. Se detecto DNA mitocondrial en 26
de las muestras extraidas del embrién completo y del medio
de cultivo. A través de una regresion lineal encontraron que
el numero de copias de DNA mitocondrial encontradas en el
medio de cultivo tienen una relacién directa con el nimero
de copias de DNA mitocondrial del blastocisto completo (p =
0,001), edad materna (p =0,012) y clasificacién embrionaria (p
=0,014), sin embargo, no se encontrd una correlacion con el
contenido cromosémico del blastocisto (p = 0,138). Zhang et
al, encontraron que el DNA del medio de cultivo fue concor-
dante con el estudio de 18 embriones completos, mientras
que 9 no lo fueron. El mejor dia para recolectar el DNA circu-
lante es en dia 6 con un porcentaje de 88,5 %. Identificaron
como el principal problema el que diferentes autores tienen
diferentes definiciones en cuanto a concordancia entre las
muestras. También identificaron como desventaja, la falta de
homogeneidad entre los embriones utilizados en los estudios
ya que entre menor calidad, mayor secrecion de DNA al me-
dio de cultivo por apoptosis.(Zhang et al, 2019).

Todas las técnicas mencionadas previamente requieren de la
manipulacion del embriény de la perforacion de la zona pelu-
cida. Esto requiere de un mayor costo, debido a la tecnologia
necesaria y al mayor nivel de entrenamiento (Navarro-San-
chezetal, 2022).

Actualmente el PGT-A obtenido por biopsia de trofoectoder-
mo seguido de un analisis de secuenciacion de nueva gene-
racion se mantiene como el gold standard (Hawke et al, 2021).

BASES DEL NIPGT-A

Desde el 2011, el tamizaje prenatal no invasivo ha revolucio-
nado la forma en que el obstetra valora y maneja a la pacien-
te embarazada a través del estudio de DNA fetal en sangre
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materna. Este método ha demostrado que tiene una alta
sensibilidad, especificidad y valor predictivo negativo para la
deteccién de aneuploidias. El DNA fetal entra a la circulacion
materna por la regeneracion celular durante el desarrollo fetal
y placentario (Bianchi et al, 2014).

El descubrimiento de DNA libre circulante en el medio de cul-
tivo abrié la puerta a la posible determinacion de ploidia em-
brionaria con un método no invasivo (Handayani et al, 2023).

El DNA libre circulante es una fraccion de material genético
presente en el medio de cultivo donde se desarrollan los em-
briones que se puede aislar y secuenciar, esto ha dado resulta-
dos que han demostrado alta concordancia con los obtenidos
por PGT-A invasivo en varios estudios (Rubio et al, 2020).

Vera-Rodriguez et al, realizaron un estudio en el cual llevaron
a cabo un andlisis cromosémico del DNA libre circulante en el
medio de cultivo, secuenciacion de poliformismos de una sola
base (SNP) para identificar contaminacién materna y andlisis
del blastocisto completo para el estudio de mosaicos, esto per-
mitié tener un mejor entendimiento del origen del DNA libre
circulante (Vera-Rodriguez et al, 2018). Hammond et al, esta-
blecieron la hipdtesis que las moléculas de DNA son secretadas
al medio del cultivo por el embrion y sugirié que este DNA se
origina de células que son depuradas como un mecanismo de
correccion en caso de aneuploidia (Hammond et al, 2017).

Sin embargo, en este estudio encontraron que el porcentaje
de DNA libre circulante no es mayor en el medio de cultivo
correspondiente a embriones aneuploides. Al comparar el
contenido cromosémico del medio de cultivo con el del tro-
foectodermo del mismo embridn, encontraron que el 61% de
las muestras presentd contaminacion materna. También en-
contraron que los resultados que mostraron aneuploidia, exis-
te una diferencia en el cromosoma alterado, segun el origen
de la muestra (medio de cultivo vs. trofoectodermo). Al realizar
el andlisis de SNP encontraron que el porcentaje de DNA en el
medio de cultivo variaba entre 0%y 100 %, lo que sugiere que
el genoma embrionario no esté representado uniformemente
en el medio de cultivo de cada uno de los embriones (Vera-Ro-
driguez et al, 2018).

No se sabe con exactitud de donde proviene el DNA libre
circulante que se encuentra en el medio de cultivo. Se cree
que la apoptosis durante el periodo de implantacion, espe-
cialmente en la implantacién tardia, juega un rol ya que du-
rante la rapida transformacion del embrion, existe ganancia y
pérdida celular, pudiendo provenir tanto del trofoectordemo
como de la masa celularinterna (Navarro-Sanchezetal, 2022).

En el niPGT, el cfDNA se recolecta del medio de cultivo, se
amplifica y se realiza secuenciacion de nueva generacién o
se analiza utilizando hibridacion gendmica comparativa por
arrays (@CGH) (Del Collado et al, 2023).
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VENTAJAS Y DEVENTAJAS
DEL NIPGT-A

Antes de realizar una revisién de los estudios que han anali-
zado la posible efectividad del diagnéstico genético preim-
plantacional no invasivo, es necesario realizar una revisién de
conceptos importantes utilizados para realizar el comparativo
de esta técnica con los controles con los que fueron compara-
dos, al cual se le hace referencia de concordancia (Kuznyetsov
etal, 2020).

- Concordancia total: cuando el estatus de los cromoso-
mas en ambas muestras es igual.

- Concordancia parcial: cuando el estatus de los cromo-
somas difiere entre las muestras, pero es aneuploide en
ambas.

- Tasa de falso positivo: DNA libre circulante del medio de
cultivo es aneuploide y la muestra de referencia es eu-
ploide.

- Tasa de falso negativo: DNA libre circulante del medio de
cultivo es euploide y la muestra de referencia en aneu-
ploide.

Con base en la hipotesis que hay DNA libre circulante desde
el inicio del desarrollo embrionario, Shamonki et al, 2016, de-
cidieron demostrar que se puede encontrar este DNA en el
medio de cultivo donde se ha desarrollado el embrién. Fue un
estudio realizado en la Universidad de California, los partici-
pantes fueron notificados de que se realizarian dos exdmenes
a los embriones, la biopsia de trofoectodermo y el anélisis del
DNA libre circulante en el medio de cultivo con el propdsi-
to de comparar los resultados. Se incluyeron 7 pacientes con
edades entre 25 y 42 afios, la edad de la pareja variaba entre
31y 54 afos; esto resultd en el estudio de 57 embriones. Se
realizd eclosion asistida de los embriones en el dia 3, en dia 5
de desarrollo se amplificéd el DNA libre circulante del medio
de cultivo por dos horas, encontrando que 55/57 muestras
tenian DNA detectable, solo 6/55 mostraron niveles de DNA
superiores.

Las 6 muestras con niveles superiores de DNA se sometieron a
aCGH, solo 1/6 mostrd resultados idénticos a la biopsia de tro-
foectodermo. Las 5 muestras restantes se amplificaron por una
hora extra, solo 1/5 mostrd el mismo resultado que la biopsia de
trofoectodermo. Shamonki et al, lograron demostrar que existe
DNA libre circulante en el medio de cultivo tan temprano como
el dia 3 de desarrollo, sin embargo, la cantidad de DNA detec-
tado fue insuficiente en 53/55 de los casos, concluyendo que
se requiere mejorar la técnica de recoleccion, amplificacion y
analisis para lograr un método de tamizaje efectivo con resul-
tados equivalentes a la biopsia de trofoectodermo (Shamonki
etal,2016).

Xu et al, realizaron un estudio que incluy6 42 embriones con
el objetivo de realizar un tamizaje cromosémico no invasivo
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obtenido de DNA libre circulante del cultivo embrionario y
compararlo con embriones completos de dia 5. El DNA libre
circulante se obtuvo en el dia 5, posteriormente fue amplifi-
cado y analizado con secuenciacién de nueva generacion. Si-
multdneamente se realizo el mismo andlisis de los embriones
completos. Al analizar el embrién completo, 25/42 mostraron
euploidia, 21/25 mostraron concordancia con el resultado ob-
tenidos por el tamizaje no invasivo. Los 4 restantes mostraron
un falso positivo.

Del andlisis del embrién completo, 17/42 resultaron en aneu-
ploidia, 15/17 mostraron concordancia con el tamizaje no in-
vasivo. Los dos restantes presentaron un falso negativo. 4/42
mostraron resultados compatibles con mosaicos en ambos
estudios. Al realizar la comparacién entre las dos metodolo-
gfas, encontraron que el tamizaje no invasivo presenta un va-
lor predictivo positivo de 78,9 % y un valor predictivo negativo
de 91,3 %. Se reportd como posible explicacion para los falsos
negativos contaminacion materna por presencia de células de
cumulus. Los falsos positivos fueron explicados por la presen-
cia de posible mosaicismo. El alto valor predictivo negativo del
tamizaje no invasivo indica que es una metodologia efectiva
para la seleccién de embriones sanos, transferibles. En caso de
encontrar resultados anormales, proponen confirmar el resul-
tado por biopsia de trofoectodermo (Xu et al, 2016).

Rubio et al, realizaron un estudio multicéntrico en el cual
se estudiaron 1.301 embriones con el objetivo de valorar la
concordancia entre biopsias de trofoectodermo y DNA libre
circulante. El estudio se llevo a cabo en 8 centros de fertiliza-
cién en 4 continentes. Los embriones fueron estudiados en
dia 6/7, estos se obtuvieron de 406 ciclos de in vitro, de un
total de 371 pacientes con edad entre 20 y 44 afos. Se realizd
ICSI o fertilizacion in vitro convencional, no se permitio la eclo-
sion asistida ni la vitrificacién previa a la toma de muestra de
DNA en el medio de cultivo. Los embriones permanecieron en
el mismo medio hasta el dfa 4, y fueron cambiados a un nuevo
medio del dia 4 al 6/7.

Posterior a la toma de muestra del medio de cultivo se realizd
la toma de biopsia de trofoectodermo y posterior vitrificacion
del blastocisto. La indicacion del PGT-A en 66,2 % de los casos
fue edad materna avanzada. 91,2 % de las muestras de DNA
libre circulante en el medio de cultivo fueron obtenidas en
el dia 6 de desarrollo. 34/1301 (2,6 %) muestras de DNA libre
circulante presentaron falla en la amplificacion, 14/1.301 (1,1
%) de las biopsias de trofoectodermo presentaron falla en la
amplificacion.

Se obtuvo un resultado no informativo en 70/1301 (5,4 %) uti-
lizando DNA libre circulante, 26/1301 (2,0 %) utilizando biop-
sia de trofoectodermo. Se encontrd una tasa de concordancia
en la ploidia entre ambos grupos del 78,2 % (866/1.108), 1,1 %
(13/1108) de las muestras mostraron concordancia en euploi-
dfa, pero discordancia en los cromosomas sexuales.
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Se encontré concordancia total en 67,7 % de las muestras,
concordancia parcial en 10,5 % de las muestras. La concordan-
Cia general para trisomias fue del 77,3 % y para monosomias
del 70,1 %. Realizaron un andlisis para valorar el efecto de la
edad materna sobre la tasa de concordancia, notando que
esta incrementa conforme la edad materna aumenta, siendo
de 75,3 % en el grupo de menores de 30 afos, 76,6 % en el
grupo de 31-35 afos, 77,6 % en el grupo de 36-38 afos, 79,9
% en el grupo de 39-40 afos y 84,7 % en el grupo de 41-44
anos (p =0,02). No se encontré una diferencia significativa al
analizar el efecto del medio de cultivo y marca de incubadora
sobre la tasa de concordancia. Se realizo un analisis multiva-
riado para estudiar el efecto del protocolo de estimulacién,
condiciones culturales y calidad embrionaria sobre la tasa de
concordancia sin encontrar diferencias significativas (Rubio et
al, 2020).

Los 8 centros de fertilidad que participaron en este estudio
demostraron que el diagndstico genético preimplantacional
es reproducible a pesar de que las condiciones varien en los
laboratorios ya que no se encontraron diferencias significati-
vas en los resultados (Tabla I).

Con el objetivo de estudiar el origen del DNA libre circulante,
se estudiaron 81 embriones determinados como aneuploides
por biopsia de trofoectodermo que fueron donados para es-
tudio. Se realizaron estudios de concordancia con DNA libre
circulante obtenido del medio de cultivo y por biopsia de la
masa celular interna.

Se encontré concordancia entre el DNA libre circulante y las
biopsias de trofoectodermo en 87,7 % de los casos y con la
biopsia de masa celular interna en el 84,4 % de los casos. Los
resultados que mostraron discordancia resultaron en mosai-
cismo o contaminacion materna.

La concordancia del DNA libre circulante con ambas biopsias
sugiere que el DNA libre circulante puede provenir tanto del

trofoectodermo como de la masa celular interna (Tabla II).
Cinnioglu et al, realizaron una revision sistematica, en la cual
analizaron la concordancia entre los resultados obtenidos por
niPGT-Ay PGT-A, utilizando dos conceptos:
Concordancia general: ambas muestras fueron euploides
o aneuploides.
Concordancia total: la aneuploidia de ambas muestras
coincide exactamente en el mismo cromosoma.

Dentro de su revision incluyeron 20 estudios (Tabla Ill), los
cuales fueron subclasificados segun si existié algun tipo de
manipulacion de los embriones para favorecer la liberacion
del cfDNA al medio de cultivo en: ninguna manipulacion,
eclosién asistida, eclosion asistida + vitrificacion, vitrificacion y
colapso del blastocele. De los 5 estudios en los cuales no exis-
ti® ningun tipo de manipulacion, existié un promedio de con-
cordancia general del 75,37 %. 9 estudios utilizaron eclosion
asistida, presentando un promedio de concordancia general
del 70,88 %. Unicamente un estudio describié haber utilizado
eclosion asistida + vitrificacion, con un promedio de concor-
dancia general de 89,1 %.

Un estudio utilizo vitrificacién con un promedio de concor-
dancia general del 85,7 %. El Unico estudio que fue incluido
que utilizd colapso del blastocele mostré un promedio de
concordancia general del 96,4 % (Cinnioglu et al, 2023).

BIOMARCADORES EMERGENTES

Junto con el estudio de DNA libre circulante, también se han
encontrado otros biomarcadores que en un futuro podrian
ayudar a predecir la calidad y el potencial implantatorio, estos
son (Tomic et al, 2022): El primero de estos, son las vesiculas
extracelulares. Estas son nanoparticulas biolégicas formadas
por una bicapa de lipidos que les permite cruzar la membrana
celular. Las vesiculas extracelulares son liberadas en todas las
etapas del desarrollo preimplantacional y son capaces de cru-
zar la zona peltcida.

-!P-:r?‘.:ﬁt;g of concordance between TE biopsies and embryonic cfDNA, sensitivity, specificity, PPV, and NPV per
center

Statistical measures Center 1 Center 2 Center 3 Center 4 Center 5 Center 6 Center 7 Center 8 Total
Concordance 75.6 771 81.8 86.3 84.2 85.0 725 77.0 78.2
Sensitivity 80.5 84.8 88.2 86.7 91.3 76.7 765 78.9 81.7
Specificity 69.9 727 85.2 87.5 80.0 93.3 64.7 78.1 774
PPV 83.7 66.9 79.0 74.3 87.5 92.0 81.3 65.1 75.0
NPV 65.2 88.0 92.0 94.0 85.7 80.0 57.9 87.7 83.6

CcfONA, cell-free DNA; MPV, negative predicive value; PPV, positive predictive value; TE, trophectoderm.
Rubio. Embryonic cell-free DNA released to the spent blastocyst media. Am | Obstet Gynecol 2020,

Tabla | (Rubio et al, 2020). Esta tabla muestra los porcentajes de concordancia entre las biopsias de trofoectodermo y el ADN embio-

nario obtenido del medio de cultivo.
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Los exomas, que son un tipo de vesicula extracelular, actian
como un factor paracrino que les permite modular el desarro-
llo embrionario segun el medio de cultivo.

El segundo, son microRNA, moléculas de RNA no codificadas
de hasta 22 nucledtidos, estos son estables y de un reconoci-
miento facil. Existen aproximadamente 135 moléculas diferen-
te de microRNA presentes en el medio de cultivo que tienen
un rol importante en el desarrollo embrionario.

MATERIAL Y METODOS

Se llevd a cabo una revisién sistematica siguiendo las di-
rectrices establecidas en el protocolo PRISMA (Preferred
Reporting Items for Systematic Reviews and Meta-Analy-
ses). Se realizd una busqueda exhaustiva de la literatura en
las siguientes bases de datos y metabuscadores: PubMed,
ScienceDirect, Elsevier y BMC.

La busqueda incluyd articulos publicados hasta la fecha de
corte, sin restriccion de idioma.

La estrategia de busqueda se diseAd mediante la combina-
cion de las siguientes palabras clave y sus sinbnimos, utili-
zando operadores booleanos (AND y OR) para maximizar la
sensibilidad de la busqueda:

« Grupo 1 (Diagnostico Genético): PGT, PGT-A, aCGH,
NGS, FISH, aneuploidy.

+  Grupo 2 (Muestras Biolégicas): cfDNA, blastocyst me-
dia, blastocentesis, blastocele, blastocyst fluid, trophecto-
derm biopsy, biopsy.

«  Grupo 3 (Contexto de Cultivo y Microambiente): cul-
ture media, blastocyst media.

Las combinaciones de busqueda se construyeron de la si-
guiente manera: (Grupo 1) AND (Grupo 2). Los resultados
obtenidos fueron gestionados en un software de gestion de
referencias para eliminar duplicados y facilitar el proceso de
cribado (Grafica 1).

Eﬁl?::rganoe rates between embryonic cfDNA from SBM, ICM, and TE biopsies
SBM vs TE SBM vs ICM TE vs IGW
Results B B
ICM biopsies, N 81 81 81
Informativity Informative ICM — 73/81 (90.1) 73/81 (90.1)
Informative TE 79/81 (97.5) — 79/81 (97.5)
Informative SBM 73/81(90.1) 73/81 (90.1) —
Informative all 64/81 (79.0) 64/81 (79.0) 64/81 (79.0)
Embryo concordances Global concordance 56/64 (87.5) 54/64 (84.4) 56/64 (87.5)
Concordance for all chromosomes 44/64 (68.8) 44/64 (68.8) 48/64 (75.0)
Concordance for some chromosomes 12/64 (18.7) 10/64 (15.6) 8/64 (12.5)
Embryo discordances False-positive rate 0 4/64 (6.2) 7/64 (10.9)
False-negative rate 8/64 (12.5) 6/64 (9.4) 1/64 (1.6)
Only sex discordance 0 0 0
euploid
Contamination Maternal contamination 8/64 (12.5) 8/64 (12.5)
Male contamination 0 0
Polar body contamination 0 0
Values are provided as n/N (%) unless indicated otherwise.
Mo significant differences in concordance rates among groups. Maternal and male contamination identified when discordant sex was observed in SBM compared with TE and ICM.
ciDNA, cell-free DNA; JGM, inner cell mass; SBM, spent blastocyst medium; 7E, trophectoderm.
Rubia et al. Embryonic cell-free DNA released to the spent bastocyst media. Am J Obster Gynecol 2020.

Tabla Il (Rubio et al, 2017). Esta tabla muestra la concordancia entre el ADN embrionario obtenido de muestras de trofoectodermo,

medio de cultivo y masa celular interna.
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CRITERIOS DE SELECCION

Los articulos se seleccionaron en dos fases. En la primera fase,
se realizd una revision de titulos y resimenes para identificar
estudios potencialmente relevantes. En la segunda fase, se
evalud el texto completo de los articulos seleccionados para
determinar su elegibilidad.

Los criterios de inclusion y exclusiéon fueron establecidos pre-
viamente.

«  Criterios de Inclusién: estudios que incluyeran las pala-
bras clave, estudios que compararan diagnéstico preim-
plantacional con técnicas invasivas con no invasivas.

«  Criterios de Exclusién: todos los estudios que no inclu-
yeran las palabras clave establecidas, estudios duplicados.

DISCUSION

Los estudios reportados sobre el diagnéstico genético preim-
plantacional no invasivo muestran resultados prometedores,

no obstante, estos estudios muestran falta de homogeneidad
que debe de ser considerada para generalizar su aplicacion
clinica.

La metodologia utilizada en cada uno muestra variaciones,
como fueron recambio del medio de cultivo diariamente ver-
sus cambio del medio Unicamente en el dfa 4y posteriormen-
te mantenerlo hasta la recoleccion como una técnica para dis-
minuir la contaminacion responsable de los falsos negativos.

Otras variaciones fueron si existié manipulaciéon o no del em-
brion como eclosion asistida y el dia en el que las muestras
fueron recolectadas, la mayorfa de los autores reportan la re-
coleccioén en el dia 5/6, mientras Rubio et al,, asi como Zhang
etal, determinaron que la recoleccién del DNA libre circulante
es mas efectiva cuando se efectia en el dfa 6.

Lo que lleva al siguiente punto, mientras esta técnica no
muestre niveles de concordancia estadisticamente significa-
tivos y los resultados tengan que ser confirmados por biop-
sia de trofoectodermo como fue sugerido por Xu et al, esto

Studies providing result concordance rates between trophectoderm biopsy and noninvasive sampling.

Manipulation
before collection

None

Assisted hatching

Assisted hatching
plus vitrification

Vitrification
Blastocoel collapse

Abbreviation: D = day.

Study

Galluzzi et al.’® (2015)

Liu et al.'® 2017
Capalbo et al.'” (2018)
Rubio et al.® (2019)

Rubio et al.® (2019)
Chen et al.'® (2021)
Xie et al.'® (2022)
Ho et al.”® (2018)

shamonki et al.?' (2016)
Feichtinger et al.?? (2017)
Vera-Rodriguez et al. > (2018)
Yeung et al.2* (2019)

Lledo et al.2%(2020)

Hanson et al.'" (2021)

Lei et al.2% (2022)

Ho et al.2® (2018)
Kuznyetsov et al.* (2020)

Huang et al.% (2019)

Xu et al.?” (20186)

Kuznyetsov et al.® (2018)

Cinnioglu. A systematic review of naninvasive PGT-A. Fertil Steril 2023,

General
Culture time Manipulation details concordance (%)
DO-D3 (3 d) 1/2 (50)
D3-D5/6 (2-3 d) 2/2 (100)
D3-D5/6 (2-3 d) 5/5 (100)
DO-D5 (5 d) 26/31 (83.9)
D1-D5 or D3-DS (2-4 d) 27/72 (37.5)
D4-D5 (1 day) 1727 (63)
D4-D6/7 (2-3 d) 68/81 (84)
D4-De/7 (2-2 d) 866/1108 (78.2)
D3-5/6 (2-3 d) 190/256 (74.2)
D4-D5/6 111/147 (75)
D1-D5 (4 d) 10/12 (83.3)
D3-D5/6 (2-3 d) Assisted Hatching 2/2 (100)
DO-D5 (5 d) Assisted Hatching 13/18(72.2)
D3-D5 (2 d) Assisted Hatching 17/56 (30.4)
D3-D5 (2 d) Assisted Hatching on day 3 38/50 (76)
D3-D6 (3 d) Assisted Hatching on day 3 47/66 (71.2)
D3-D5/6 (2-2 d) Assisted Hatching on day 3 62/83 (74.8)
60/83 (72.3)
D5/6/7 (1-2 d) Assisted Hatching on day 3 62/104 (59.6)
D3-D5/6 (2-3 d) Assisted Hatching on day 3 76/111 (68.5)
D1-D5 (4 d) Assisted Hatching on day 3 16/28 (57.1)
D4-D5/6 (1-2 d) Assisted Hatching on day 4 88/90 (97.8)

D5-D6 (1 day)
D6-D7 (1 day)

D3-D5 (2 d)

D5-D6 (1 day)

Assisted Hatching on day 3
plus day 5/6 Vitrification

Vitrification

Double Blastocoel Collapse

41/46 (89.1)

36/42 (85.7)

27/28 (96.4)

Tabla lll (Cinnioglu et al,, 2023). Esta tabla muestra la concordancia entre biopsias de trofoectodermo y metodologias no invasivas.
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Busqueda en las bases de datos: PubMed, Science Direct, Elsevier y BMC.
Palabras clave: cfDNA, medio de cultivo, miRNA, PGT, PGT-A, biopsia de trofoectodermo, biopsia, blastocentesis,
blastocele, liquido de blastocele, aCGH, NSG, aneuploidia, FISH, spent blastocist media.

Resultados de la busqueda

Articulos duplicados

n = 50 articulos

Articulos filtrados en base a titulo y

n = 6 articulos

Excluidos después de filtro

resumen

Articulos evaluados completos

n=12

Excluidos

n =33

Estudios incluidos en la revisién
n=23

|n=1m

Grdfica 1. En esta grdfica se muestra la metodologia y método utilizada para esta revision sistemdtica.

puede verse afectado por el retraso que conlleva la toma del
ni PGT-A en el dia 6 (Zhang et al, 2019; Rubio et al, 2020; Cin-
nioglu etal, 2023.).

En cuanto a costos y practicidad que se lograrfa con el niPGT-A,
varios autores han presentado la consideracion que el analisis
por medio de cultivo requeriria que los embriones sean desa-
rrollados individualmente, lo que incrementaria la cantidad de
medio de cultivo utilizado y el espacio (Shamonki et al, 2016).

Debe de tomarse en consideracién, que los estudios de niPGT,
se han enfocado en el estudio de aneuploidias. Es importante
que una vez que se logre homogenizar la metodologia para
la toma de muestra, amplificaciéon y andlisis, lograr transpolar
este conocimiento para lograr una metodologfa no invasiva

de enfermedades monogénicas y mosaicismo (Del Collado et
al, 2023). Los embriones mosaicos plantean un obstaculo a la
generalizacion de esta técnica, debido a que diversos autores
han planteado la teoria de que el embridn tiene la capacidad
de corregir estas lineas celulares, sin embargo, esta correccion
sucederia posterior a la etapa de blastocisto, después de la
toma del estudio.

Lo que significa que el DNA libre circulante no es un reflejo
real del contenido genético del embrién, dando la posibilidad
de descartar embriones sanos (Tomic et al, 2022; Bellver et al,
2019).
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CONCLUSION

Se ha demostrado una alta concordancia entre los resultados
obtenidos por el DNA libre circulante obtenido del medio de
cultivo y los obtenidos por biopsia de trofoectodermo, de-
mostrando que este método no invasivo tiene un alto poten-
cial para su aplicacion clinica, ofreciendo un menor costo y fa-
cilidad de aplicacion al no requerir de equipo y entrenamiento
especializado, sin embargo, se requiere continuar estudiando
para lograr estandarizar la metodologia para modificar el gold
standard que existe el dfa de hoy para la realizacion del diag-
néstico genético preimplantacional por biopsia de trofoecto-
dermo.
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NOTICIAS

NOTICIAS

PRIMERA REUNION

A S E B I R Calle d Alonso, 3, 28014, Madrid

| Reunién GGIl ASEBIR 2026

1 Ya esta en marcha la
I Reunion GGII ASEBIR 2026!

Un encuentro Unico para compartir conocimientos, experien-
cias y los Ultimos avances en el dmbito de la reproduccion
asistida. Profesionales, investigadores y expertos se reuniran
para impulsar la innovacién, el aprendizaje colaborativo y el
desarrollo de nuevas iniciativas.

En septiembre os enviaremos informacion sobre programa,
ponentes e inscripciones.

Tomad nota de la fecha y anotadla en vuestras agendas. Os
invitamos a seguir las novedades y a formar parte de esta pri-
mera edicion que marcara un punto de encuentro para la co-
munidad cientifica y profesional.

75 HH REVISTA ASEBIR //71/7/0/00/5 Cinica v Bioloci
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Centro Comet Retiro

(Madrid)
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3.2 Edicion

BECAS

GENEA BIOMEDX & ASEBIR

Genea
BIOMEDX

Es crucial formar profesionales con altas capacidades para
alcanzar la excelencia. Con este objetivo GENEA BIOMEDX y
ASEBIR, en 2025, pusieron en marcha, de forma conjunta, la
TERCERA edicion de las BECAS GENEA Biomedx - ASEBIR,
con 4 Becas para Embriélogos Junior.

Las becas consisten en una estancia de 2 semanas en una
clinica de reproduccién asistida. Para ayudar a embriélogos
juniors a aprender los diferentes procedimientos y técnicas,
su gestion, el manejo del paciente... En definitiva, entender,
de la mano de los mejores profesionales cémo es el trabajo
en un laboratorio de FIV y andrologia. Cada beca cuenta con
una bolsa de 1.250 € por alumno, repartiéndose 625 € para los
gastos de la clinica y 625 € como ayuda al desplazamiento y
estancia del alumno durante las dos semanas que durara la
estancia.

76 1
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Para su tercera edicion se presentaron 7 solicitudes vy, tras la
revision de la documentacién aportada, el Jurado decidié
adjudicar las becas a los siguientes socios que han disfrutado
de su estancia formativa durante el primer trimestre de 2026:

» VICTOR LOPEZ MENCHERO JUAN (Socio 2121)
> LINA BALSAMO (Socia 1776)

» CARLA GIMENEZ RODRIGUEZ (Socia 1834)

> TANIA CARRION SISTERNAS (Socia 2004)

JUNIO 2026
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ESTANCIAS FORMATIVAS ASEBIR

Por su parte, ASEBIR puso en marcha, en 2025, como
ampliacion a las anteriores becas y con el mismo formato
y condiciones, las ESTANCIAS FORMATIVAS ASEBIR 1.2
Edicion, a la que se presentaron 15 solicitudes y tras la
revision de la documentacién aportada y después de una
dificil deliberacion, el Jurado decidié adjudicar las becas a los
siguientes socios que han disfrutado de su estancia entre abril
y julio de este afo:

» CAROLINA MARTINEZ GARNES (Socia 2075)
» IRUNE PONTEJO REINOSO (Socia 2120)

» MARINA GIRALDEZ ARGENTE (Socia 1971)

» ROSA MARIA PACHECO RENCON (Socia 2142)

Felicidades a los 8 socios que han conseguido su beca,
deseamos que os resulte provechoso y que disfrutéis de la
experiencia.

Y no queremos dejar pasar la oportunidad de agradecer a
los Centros que se han comprometido con este proyecto y
acogen a los becados, muchas gracias a todos por vuestro
compromiso y colaboracién, no solo en esta edicion, sino
también en las anteriores:

Hospital Quirénsalud Zaragoza

CREA

Grupo Nextclinics Spain (Sevilla, Valencia y Murcia)
Hospital Ruber Internacional

FIVAP

77 R REVISTA ASEBIR £ /11/ri0/00/a Clinica

Situ CENTRO esta interesado en participar en esta
iniciativa, ponte en contacto con la secretaria de
ASEBIR en el teléfono 91 367 89 94, o a través del
correo asebir@asebir.com

iNUEVA CONVOCATORIA!

Recordaros a todos que esta abierto el plazo de solicitud
de beca tanto para BECAS Genea BIOMEDX & ASEBIR
- 4. edicion, cuyo plazo de solicitud finaliza el 31 de
julio, como de las ESTANCIAS FORMATIVAS ASEBIR
- 2.2 Edicién cuyo plazo de presentacion de solicitudes
finalizaré el 2 de noviembre de 2026.

https://asebir.com/formacion/becas-genea-biomedx-
asebir/

https://asebir.com/formacion/becas-asebir/

iAnimaos a participar!

2 Reprocluccion - JUNIO 2026 Vol. 31 N.2 1
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CURSO ONLINE

CURSO ORGANIZADO POR:

oCurso Online ASEBIR

\.___5211' IA aplicada a la Reproduccidén Asistida

7

GI CALIDAD DEL

LABORATORIO DE RA

El Grupo de Interés de Calidad de ASEBIR, siempre activo y
comprometido con la innovacién, ha puesto en marcha un
interesante curso online destinado a introducir a los embrio-
logos en el uso practico, ético y responsable de la inteligencia
artificial aplicada al &mbito de la reproduccién asistida. El cur-
so estd coordinado por Carla Olmedo y cuenta con la parti-
Cipacién como docentes de Ernesto Veiga, Lourdes Sanchez,
Marta Borrallo, Nereyda Ortiz, Sara Garcia y Enric Guell.

Aunque el programa se desarrollara entre el 14 de septiembre
y el 22 de diciembre, en el momento de cerrar esta edicion
las plazas disponibles estaban practicamente agotadas, lo que
refleja el gran interés que esta tematica despierta entre los
profesionales del sector.

Mapa del curso

Modalidades de Aprendizaje

D Teoria Grabada (Asincrona)

A lo largo del curso, los participantes adquirirdn los conoci-
mientos fundamentales sobre inteligencia artificial, compren-
diendo sus conceptos clave, su funcionamiento y su potencial
impacto en la toma de decisiones clinicas. El contenido se es-
tructura segun el siguiente mapa formativo.

Deseamos a los coordinadores y ponentes el mayor de los éxi-
tos y conflamos en que el curso cumpla las expectativas ge-
neradas, resultando de gran utilidad y aprovechamiento para
todos los alumnos inscritos.

Arquitectura del Programa (3 Pilares)

3%2 Fundamentos

Aplicacién DIV Marco Regulatorio

» Temas: 1-8.
» Formato: 8 clases teoricas grabadas +
Material en PDF.

Tema 1: Introduccién al curso y
conceptos bésicos de IA.

Pilar 1: Fundamentos (La base de los datos)

Teoria Grabada Teoria Grabada

Tema 2: Estadistica basica para IA. Tema 3: Métricas.

(@) clases en Streaming (Sincrona)

» Temas: 4,5y 6.
« Formato: 3 sesiones en directo (2h c/u). ‘
+ Prdctica: Resolucidn de ejercicios

Teoria Grabada + Streaming

Tema 4: Aprendiendo R (Andlisis

Pilar 2: Aplicacién DIY (Herramientas directas) ]

Teoria Grabada + Streaming Teoria Grabada + Streaming

Tema 6: phqtbots (Entomno clinico |

Tema S: Aprendiendo Python
(Contsulfiv) + PDFs. estadistico avanzado). (Lenguaje de Machine Leaming) y de
4
Ciclo de Asimilacién Pllar 3: El Marco Humano y Regulador (Innovacidn responsable)
 Tuoria 1. Material
Resolucién de Descarga y : Eti i Tema 8: Legislacion aplicada a la |A idad d
R e . ank e Tema 7: Etica aplicada a la IA. d:::;}, egi n aplicada a la 1A (Seguridad de
74 . )
Tutoria Examen Meta de S
@ @ Ll Pre-Examen Tipo ‘raut/mzwesoo Aprobacion Ackonaein
I\ F ™\
3. Comunidad: ‘. " 2. Visualizacién: C s A ~
Debate en Foro Clase grabada o Completar todo el Ultima revisién de | 50 preguntas, B80% de aciertos Pendiente de
para Alumnado. Streaming. contenido online. dudas via plataforma. dispones de 2 requeridos. concesién CFC.
intentos. A NotebookLM
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Entre todos, un ASEBIR me¢jorado

Con el objetivo de reforzar la comunicacion, la participacion
y el acceso a la informacion dentro de la Asociacion, ASEBIR
ha puesto en marcha un nuevo Portal de Transparencia
disponible en su pagina web.

Esta iniciativa nace con la voluntad de acercar a los asociados
la actividad que desarrolla la Sociedad, ofreciendo un espacio
donde consultar de forma clara y actualizada los proyectos
en marcha, las acciones impulsadas por la Junta Directiva, los
grupos de interés y de trabajo y otras actividades de interés
para la comunidad profesional.

El Portal de Transparencia pretende convertirse en una
herramienta dindmica que permita a los socios conocer de
primera mano los temas que se estan abordando en cada
momento, asf como los retos y oportunidades que afronta la
Asociacion.

De este modo, se fomenta una participacion mas activa y una
mayor implicacién de los profesionales en la construccion del
futuro de ASEBIR.

NUEVO PORTAL DE TRANSPARENCIA

Con esta nueva herramienta, ASEBIR reafirma su compromiso
con la transparencia, la gobernanza participativa y la mejora
continua, promoviendo un modelo de gestion abierto en el
que la colaboracion de todos sus miembros desempefa un
papel esencial.

Invitamos a todos los asociados a visitar el Portal de
Transparencia, concebido para construir, entre todos, una
Asociacién mas cercana, representativa y alineada con los
intereses de sus profesionales.
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NOTICIAS

LA REVISTA DE ASEBIR DA UN PASO ADELANE

DOI para todos los articulos y puesta en marcha de la revision por pares

de manera formal

Larevistade ASEBIRinicia unanuevaetapa conlaincorporacion
de importantes novedades destinadas a fortalecer la calidad
cientffica de sus publicaciones y aumentar su proyeccion
nacional e internacional.

A partir de ahora, todos los articulos publicados en la
revista contaran con un Digital Object Identifier (DOI), un
identificador Unico y permanente que permitira localizar, citar
y acceder de forma inequivoca a los trabajos cientificos en el
entorno digital.

La asignacion del DOI representa un avance significativo para
los autores, ya que facilita la visibilidad de sus publicaciones,
mejora su trazabilidad y favorece suintegracion en los sistemas
de informacion cientifica utilizados a nivel internacional.

Ademads, esta implantacion constituye uno de los requisitos
fundamentales que siguen las publicaciones cientificas
de referencia y refuerza el compromiso de ASEBIR con la
difusiéon y preservacion del conocimiento generado por sus
profesionales.

Junto a esta novedad, la revista comenzard a implementar
de forma progresiva un proceso formal de revisién por
pares, con el objetivo de consolidar los estandares de calidad
editorial y cientffica de los manuscritos publicados.

SO Hm
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Ambas iniciativas forman parte de la estrategia de crecimiento
y mejora continua, orientada a posicionar la revista de ASEBIR
entre las publicaciones cientificas de referencia en el dmbito
de la reproduccién humana asistida, puesto que constituyen
pasos fundamentales hacia un objetivo estratégico a largo
plazo: la futura indexacion de la revista en bases de datos
cientificas de reconocido prestigio.

Alcanzar este propdsito requerirad seguir reforzando la calidad
de los manuscritos y la participacién activa de autores y
revisores, pero permitird aumentar significativamente la
visibilidad, el impacto y el reconocimiento de los trabajos
publicados.

Desde ASEBIR queremos agradecer la colaboracion de todos
los profesionales que contribuyen con sus investigaciones,
revisiones y experiencias clinicas al crecimiento de la revista.
Su participacion resulta esencial para seguir construyendo
una publicacion cientifica sélida, rigurosa y alineada con los
mas altos estandares internacionales.
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NUEVAS “NORMAS DE PUBLICACION"

Para impulsar la calidad cientifica y una futura indexacion

Como parte de esta estrategia de mejora continua, se ha
iniciado un proceso de adaptacion con el objetivo de cumplir
los estdndares exigidos por las principales bases de datos e
indices cientificos nacionales e internacionales con la finalidad
de, a largo plazo, conseguir la indexacién de la misma. La
futura indexacién de la revista supondrd un importante
reconocimiento a la calidad de los trabajos publicados vy
contribuird a aumentar su visibilidad, impacto y difusion
dentro de la comunidad cientifica. Sin embargo, alcanzar este
objetivo requiere la colaboracién activa de autores, revisores y
editores, asi como el cumplimiento riguroso de las normas de
publicacion establecidas.

Por ello, recordamos a todos los autores que los manuscritos
enviados deberan ajustarse estrictamente a las directrices
editoriales que estaran disponibles en breve en la pagina web
de la revista.

La experiencia de las revistas cientificas que han logrado su
indexacién demuestra que la calidad editorial depende tanto
del rigor de los procesos de revision como del cumplimiento
de las normas por parte de los autores. Cada manuscrito que
se ajusta adecuadamente a estas directrices contribuye a
fortalecer la credibilidad, visibilidad e impacto cientifico de la
publicacion.

Animamos a todos los autores a consultar detenidamente
las normas de publicacién antes de enviar sus trabajos. Su
colaboracién es esencial para seguir consolidando la revista
de ASEBIR como un referente cientifico en el dambito de la
reproduccion asistida y para avanzar con éxito hacia su futura
indexacion en las principales bases de datos cientificas.
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