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» ANTONIO URRIES LOPEZ
Presidente de ASEBIR

El pasado 9 de noviembre, Jennifer Aniston, fa-
mosa protagonista de la serie televisiva “Friends’,
sorprendid publicando en una entrevista a la re-
vista "Allure” que se habia sometido a tratamien-
tos de fertilidad vy la frustracién que le generd no
conseguir el embarazo deseado.

Por encima del caracter sensacionalista de la no-
ticia que se genera al tratarse de un personaje
conocido, deberfa servirnos a todos los profesio-
nales involucrados en este campo para reflexio-
nar sobre dos puntos que quedan reflejados a lo
largo de la entrevista. La falta de informacion que
tiene la sociedad en general sobre su “biologfa
reproductiva” y el riesgo que puede suponer el
basar todo su proyecto reproductivo en “‘congelar
unos évulos”

Ambos puntos quedan reflejados en el articu-
lo cuando la actriz, actualmente con 53 anos,
hace una revisién de todo lo sucedido en esos
momentos y de como, incluso, tuvo que sufrir
el ataque de la prensa que le tildaba de “egoista”
por hacer prevalecer (aparentemente) su carrera
profesional frente a la maternidad, justo en una
época en que se estaba sometiendo a todos esos
fallidos tratamientos.

Creo que, sin duda, podemos ver reflejada esta
situaciéon en nuestra propia sociedad, pero seria
un error y una injusticia responsabilizar a las mu-

jeres por ello, como le pasé a Jennifer Aniston. La
sociedad no se lo pone facil.Y mucho menos a los
mas jovenes. Competitividad laboral, condiciones
imposibles de conciliacion familiar, dificultad para
independizarse,...situaciones en las que toda la
informacion sirve de poco. Como me dijo un dia
una colega y amiga “cuando estds al borde de la
pobreza dan igual la educacion, la biologia de la
reproducciény cualquier proyecto de futuro. Dan
igual las ganas y los deseos’”.

Pero aunque no esté en nuestras manos revertir
esta situacion, en lo que si debemos asumir res-
ponsabilidad es frente a esa falta de informacion.
Debemos de ser capaces de transmitir a la socie-
dad mensajes mas ajustados que den respuesta a
esas dos cuestiones. Por algo nuestra asociacion
incluye las palabras “Estudio de la Biologia de la
Reproduccion”y trabajamos para ese fin. No solo
para hacer tratamientos de reproduccion asistida.

Y ese es el llamamiento que os hago desde este
editorial. Cada uno de nosotros, desde nuestras
unidades, y de forma global a través de nuestra
asociaciéon, deberiamos afrontar la tarea divul-
gativa de explicar a la sociedad no solo como se
hace una fecundacioén in vitro, sino también qué
debe hacerse para no tener que acabar recurrien-
do a ella. Y si tienen que recurrir que sea en las
mejores condiciones posibles.

Esta claro que tal como ha evolucionado la sociedad es dificil
que volvamos a la situacién de hace 50 afios, cuando la edad
media de embarazo apenas pasaban de los 20, pero la socie-
dad debe, por lo menos, ser consciente de los riesgos que
corre si retrasa demasiado su maternidad y de las posibles
opciones a las que puede recurrir si ve claro que ese retraso
es inevitable.

Incluyendo naturalmente la criopreservacion de évulos. Pero
no como “la opcidn” sino como “una opcién cuando no hay
otraopcion”y nunca con el mensaje de que esa preservacion
le va a garantizar su futuro embarazo.

Siempre he pensado que debemos considerarnos profesio-
nales de la reproduccién, no solo de la reproduccion asisti-
da, y ayudar a informar a la sociedad de que la vida es muy
larga, pero la vida reproductiva no lo es tanto y no podemos

permitir que acaben viniendo a nuestras consultas mujeres
de mds de 40 afos que se sorprendan de que su maternidad
esta en peligro porque nadie les habia avisado. Pero también
deben saber que congelar unos évulos no les va a garantizar
ser madres en el futuro.

Desde ASEBIR os animamos a que asumais esa responsabili-
dad en vuestros centros y promovais campafas divulgativas
sobre la Biologfa de la Reproduccién. Y sobre todo ayudar a
las mujeres jovenes (y sus parejas) a valorar su proyecto re-
productivo y a la toma de decisiones cuando aun estan a
tiempo. No deberiamos permitirnos que, ni Jennifer Aniston
ni nadie, dijera frases como la publicada en su reportaje: “oja-
|4 alguien me lo hubiera dicho antes”.

Luego, si es necesario, ya les explicaremos como se hace una
preservacion de évulos o una fecundacion in vitro.




Para esta edicion tenemos el placer de despla-
zarnos hasta Suiza, a la ciudad de Zurich, de
la mano de nuestro socio Alejandro Montoya
Ureta, que nos adentrara en el pais que le ha
acogido en estos Ultimos afos.

Y sin mas dilacién, vamos conocer a Alejandro
para que nos meta de lleno en la“‘aventura Sui-
za'y nos muestre todos los secretos de nuestra
profesidn en ese pais.
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MONTOYA URETA

ASEBIR: Bienvenido, Alejandro, a nuestro espacio de
entrevistas, jestamos encantados de tenerte con no-
sotros!

ALEJANDRO MONTOYA: Muchas gracias a vosotros y
permiteme en primer lugar, agradeceros que me hayais
dado la oportunidad de participar en este espacio y por
ayudar a divulgar coémo se vive la embriologia mas alla
de nuestras fronteras.

ASEBIR: Os lo agradecemos a vosotros por abrirnos las
puertas del mundo en cada edicion,... Permitamos a
nuestros lectores que conozcan quién nos trae de la
mano un pais tan maravilloso como el que vienes a
relatarnos...
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ALEJANDRQO: iClaro! Antes de nada, mejor presentarme. Soy
Alejandro Montoya, alicantino criado en Madrid, socio de
ASEBIR n°1040. Me licencié en Biologfa en la Universidad de
Alicante y posteriormente me especialicé en Fertilidad y Re-
produccion Asistida realizando un Master en La Fe (Valencia).
Pasados unos aflos comenzo a interesarme el mundo de los
negocios, por lo que realicé un MBA con especializacién en el
sector de la Salud.

ASEBIR: Uaau, qué gran recorrido...

ALEJANDRO: Si, como todo en la vida, con mucho esfuerzo,
pero merece la pena siempre. ..

ASEBIR: Pero has ido muy rapido, ;cémo llegaste ahi, Ale-
jandro?

ALEJANDRO: jJajal Pues, si me dejas, te cuento desde el prin-
cipio... al terminar la carrera, los campos que mas interés me
despertaban eran la Inmunologia y la Genética. Sin embargo,
en el Ultimo momento me ofrecieron la posibilidad de reali-
zar las practicas de final de carrera en una pequena clinica de
fertilidad de Elche llamada ICSI. En un principio no entraba en
mis planes, pero indagando e investigando un poco me picd
la curiosidad y decidi apostar por ello.

ASEBIR: Esas pequefas experiencias que nos llegan a cam-
biar la vida...

ALEJANDRO: Efectivamente,... de hecho, durante mi estan-
cia alli, comencé a interesarme y adentrarme en el mundo de
la Medicina Reproductiva. Y fue alli donde me surgié la posibi-
lidad de realizar el Master en Fertilidad al que posteriormente
me inscribirfa y realizarfa. Y, aunque ahora suene inusual, antes
de terminar el Master me contactaron de una clinica de Fer-
tilidad para comenzar a trabajar con ellos. Desde entonces y
casi sin darme cuenta, jmi vida profesional ha ido ligada a este
campo! En resumen, jcasi dirfa que fue el mundo de la Fertili-
dad el que ‘me encontré a mi'l

ASEBIR: Y nos ha encontrado a muchos de nosotros... ;Y
hasta llegar a Zurich, algo més que destacar?

ALEJANDRO: Profundizando un poco, en mis Ultimos meses
en Valencia, realizando el Master en Reproduccién Asistida,
me surgid la posibilidad de unirme al equipo del Instituto Ber-
nabéu de Alicante, donde completé mi formacién y tuve mi
primer contacto con el mundo laboral, ademds de conocer
a estupendos profesionales y compareros. También estuve
ligado al mundo de la investigacién, colaborando durante
unos anos en un proyecto para el CSIC. Mivuelta a la actividad
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clinica fue de la mano de IVF Spain, donde terminé de desa-
rrollarme como embridlogo y empezaron a despertarse otras
inquietudes en mi. Fruto de ello, compaginé mi actividad la-
boral con la realizacion de un MBA con especializacion en el
sector Healthcare, lo cual me proporciond una visiéon mas am-
plia sobre nuestro sector, no solo desde el punto de vista cli-
nico y cientifico, sino también desde su vertiente empresarial.
He de resaltar que durante esta etapa, también tuve la suerte
de disfrutar de un excepcional equipo humano y profesional.

El siguiente capftulo de la historia ya fue mi aterrizaje en Zu-
rich, Suiza, donde actualmente vivo y trabajo, dirigiendo el
area clinica y cientifica en OVA IVF. Ademas, aprovecho para
seguir formandome en diferentes areas, asi como para realizar
distintas actividades de consultoria y apoyo para diversas start
ups del sector de la fertilidad.
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ASEBIR: ;Y coémo llegé esa oportunidad, de trabajar en
Zurich?

ALEJANDRO: En este caso, tras la consecucion del MBA, se
me abrio la posibilidad de vivir una experiencia internacional
dirigiendo un equipo en Zurich. Siempre habia tenido el gu-
sanillo de vivir y trabajar fuera y, aunque al principio le dedi-
qué tiempo a tomar la decisién, finalmente me decidf a vivir
la experiencia tanto personal como profesional.

ASEBIR: E imaginamos que aunque habia ganas de vivir
fuera, siempre cuesta, ;no?

ALEJANDRO: Pues fijate, que aunque dicen que los comien-
zos siempre son dificiles, y més si el comienzo implica cam-
bio de trabajo, de pais, de lengua y de cultura... he de decir
que me considero bastante afortunado del lugar al que fui
a parar. Mi adaptacién al nuevo entorno laboral en OVA IVF
fue bastante rapida y sencilla. Tengo que puntualizar que, una
vez mas, tuve muchisima suerte con el equipo humano con
el que he podido convivir durante estos afios, lo cual me hizo
el inicio y la adaptacion mucho mas facil.

ASEBIR: Siempre algo fundamental cuando entras en un
trabajo, el equipo humano que te acompanara cada dia en

nuestra segunda casa...

ALEJANDRO: jEs que pasamos un tercio de nuestro dfa ahil Es
importante, por supuesto.

ASEBIR: ;Y qué panorama encontraste a nivel profesional?
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ALEJANDRO: Pues en el momento de mi llegada a Suiza, alla
por principios de 2015, el pafs encaraba un cambio de legisla-
cién importante en materia de reproduccion asistida.

ASEBIR: Como iria haciendo falta en Espaa...

ALEJANDRO: Efectivamente, aunque en este caso el punto
de partida se localizaba en jlas antipodas! ... de hecho, has-
ta entonces la ley en este campo habia sido muy restrictiva,
bastante parecida a la alemana, pero después de mucho es-
fuerzo e insistencia por parte de las asociaciones de fertilidad
en Suiza, el panorama legislativo estaba a punto de cambiar.
Eso, ademas de numerosas nuevas opciones, implicaba un no
menor nimero de retos.

ASEBIR: Cuando la legislacion se modifica, se avecinan mu-
chos cambios y adaptaciones...

ALEJANDRQO: Y éste es uno de los principales motivos en los
que consistié uno de mis primeros proyectos en tierras hel-
véticas, el de adecuar todos los procesos e infraestructuras a
la nueva realidad legislativa que se iba a aprobar, ademas de
modernizar los laboratorios tanto de IVF como de Andrologia.
Ello implicé el cambio de protocolos normalizados de traba-
jo, la introduccién de nuevas técnicas, la implantacion de un
nuevo sistema de control de calidad, una importante transfe-
rencia de knowhow, la formacién del personal en los nuevos
procedimientos y técnicas establecidas, etc...

ASEBIR: Cuéntanos un poco mas sobre la legislacién en Suiza
y sobre los cambios que acontecieron... jsomos todo oidos!

ALEJANDRO: jVamos a ello! A mi llegada al pais, me encon-
tré con un panorama bastante diferente a lo que habfa visto
hasta entonces en el campo de la fertilidad. El viejo marco
legislativo era bastante restrictivo, de manera que el cultivo
embrionario solo estaba permitido para los embriones que se
iban a transferir, no estando permitido en ningln caso cultivar
mas de tres. De forma que en dia 1, en pronucleos, se tenfa
que decidir que cigotos se dejaban en cultivo para posterior-
mente transferirse, normalmente en dfa 2 o dia 3, y congelar
el resto en dia 1, estadio de PN.

ASEBIR: Bastante similar a lo que nos contaba Victoria de
Alemania... ;y el resto se vitrificaban?

ALEJANDRO: Aqui viene otro punto curioso; en el momento
en el que llegué, en la clinica se realizaba congelacion lenta
por motivos de logistica, técnica que solo habfa visto durante
las practicas de empresa que realicé. La criopreservacion de
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embriones solo estaba permitida en casos de urgencia, como
que la paciente estuviese hiperestimulada en el momento de
la transferencia. Ademas, técnicas como el PGT o la donacién
de ovocitos o embriones no estaban permitidas. Tampoco
existia el requisito legislativo de que los centros tuviesen im-
plementado un sistema para control de la calidad como tal.

ASEBIR: Madre mia... muchos de los embriélogos de este
pais no habran visto nunca la congelacién lenta... ;y se po-
dia preservar la fertilidad?

ALEJANDRO: En este sentido, la preservacion de la fertilidad
(6vulos y espermatozoides) si estaba permitida, pero no po-
dfan superar los cinco aflos de almacenamiento (salvo bajo
causa médica justificada), por lo que no habfa muchos pa-
cientes interesados en llevar a cabo esta opcion en Suiza, por
lo general se iban a otros pafses con una legislacion mas per-
misiva en este aspecto. Este punto cambié con la nueva ley,
amplidndose la posibilidad de almacenar gametos criopreser-
vados hasta los 10 aflos posteriores a su congelacion.

ASEBIR: ;Y qué mas cosas contempla la nueva ley?

ALEJANDRO: Pues como iba contando, finalmente en 2017
fue aprobada y empezamos a implementar todos los cambios
programados y preparados. La nueva ley permitia el cultivo
embrionario hasta blastocisto de hasta 12 embriones (se es-
tablecié este nimero como compromiso, para prevenir una
elevada generacién de embriones) asi como su vitrificacion.

ASEBIR: Mucho mejor en todos los aspectos, mayores ga-
rantias y mejores resultados seguro...

ALEJANDRO: En efecto,... Y también a partir de ese momen-
to se aprobd el uso del PGT de una manera bastante liberal,
no con las restricciones para el uso de esta técnica que tienen
otros paises europeos como Francia y Alemania.

ASEBIR: Y, ;mejor6 en temas de calidad?

ALEJANDRO: Totalmente, se regularizéd y pasé a ser obliga-
torio por ley el contar con un sistema de gestion y control
de la calidad asf como contar con un jefe de laboratorio que

estuviese en posesion del titulo Senior de la ESHRE.

ASEBIR: Buen cambio, aunque deberia ser valido también
el de ASEBIR, (guifio, guifio).

ALEJANDRO: Deberfa, deberia...

ASEBIR: Y en otros campos, ;qué mds destacarias?
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ALEJANDRO: En realidad fueron muchos los cambios realiza-
dos: se aprob¢ la realizacion de ciclos para parejas del mis-
mo sexo (estableciendo como requisito que tienen que estar
casadas). La donacién de semen segufa estando aprobada,
como ya lo estaba en la antigua ley, sin embargo la donacién
de 6vulos sigue sin estar aprobada tras el cambio de ley, as-
pecto el cual resulta bastante chocante. De la misma mane-
ra, la gestacion subrogada y los ciclos para mujeres solteras
siguen sin estar permitidos bajo el nuevo marco legislativo.

ASEBIR: Vaya, eso si que sorprende... se podria entender
la gestacion subrogada, pero ni donacién de ovocitos, ni
mujeres solas,... llama la atencién.

ALEJANDRO: La verdad es que si... mucho. Y volviendo a la
donacion de gametos (ya hemos visto que, a dia de hoy, solo
estd permitida la de espermatozoides), la legislacion previa al
afo 2001 establecia la donacién de semen como andnimo,
sin embargo, a partir de dicho aflo cambid, pudiendo aque-
llos niflos nacidos de semen de donante, una vez cumplidos
los 18 afos, conocer la identidad de su padre bioldgico. Esta
parte de la ley continua vigente actualmente.

ASEBIR: Tema de gran debate sobre la mesa, el anonimato
en las donaciones...

ALEJANDRO: Si, es un tema bastante candente. Y en este
caso, a diferencia de Espafa, los nifos nacidos procedentes
de donaciones de esperma puede ser de un maximo de ocho
ninos por donante y se realiza un estricto registro y control
anual a nivel estatal tanto de los donantes como de los na-
cidos de los donantes. Puntualizar en este apartado que OVA
IVF cuenta con el mayor banco de semen de donante a nivel
nacional.
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ASEBIR: Es decir, a modo de resumen respecto a la legisla-
cién espanola tendriamos...

ALEJANDRO: Pues basicamente, en comparacion con la ley
espafola, las principales diferencias serian: la restriccién de no
poder cultivar mas de 12 embriones, asi como la prohibicion
de la donacion de dvulos, la falta de acceso a estos tratamien-
tos para mujeres solteras y el limite de 10 afios para la criopre-
servacion de gametos y embriones.

ASEBIR: Y qué panorama reproductivo tenemos en Suiza a
nivel de clinicas, tratamientos, etc...

ALEJANDRO: Pues actualmente en Suiza hay unas 33 clinicas
con licencia. Tan solo 7 de ellas son publicas. La media anual
de ciclos realizados a nivel nacional oscila aproximadamente
entre los 9.000 y los 11.000, entre ciclos frescos y congelados.
De ellos, OVA IVF realiza aproximadamente unos 700 al afio.
En cuanto a la capitalizacién anual del sector, ronda entre los
40 - 50 millones.

ASEBIR: jQue se dice pronto! Y a nivel de financiacién en
la sanidad publica, precios en la privada... jsorpréndenos!

ALEJANDRO: A este respecto podemos destacar dos curiosi-
dades: Suiza es uno de los pocos paises europeos en los que
el seguro de salud no cubre el tratamiento de fertilidad, estan-
do tomado en su practica totalidad por el sector privado. Este
hecho, a pesar del saludable estado financiero de sus habi-
tantes, influye en el numero de tratamientos a nivel nacional,
siendo menor que en otros paises de su entorno.

Y el otro dato que llama la atencion, por el que ademas me
preguntas, es el del precio de los tratamientos. En compara-
cién con el nivel de vida (el coste de la vida es aproximada-
mente tres veces mas caro que en Espana), el precio de los
tratamientos es sorprendentemente bajo; se sittan en el mis-
MO rango que en nuestro pars.

ASEBIR: Ostras, qué curioso... eso si que llama la atencién. Y
el tema que ultimamente estd dando qué hablar, jsituacién
laboral de los embriélogos?

ALEJANDRO: jAy, qué tema tan actual y polémico! Pues aqui,
con respecto a la embriologia, tampoco existe una especia-
lidad como tal en el campo, es por ello por lo que principal-
mente necesitan buscar a los profesionales con este perfil
fuera de sus fronteras. El embriélogo espafiol tiene muy buen
nombre y mercado en Suiza...
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ASEBIR: Si, porque aunque no tengamos tampoco la espe-
cialidad como tal, estamos muy especializados y prepara-
dos...

ALEJANDRO: Efectivamente, eso es un hecho que nadie pue-
de negar.

ASEBIR: Y cuéntanos un poco mas de tu centro y tu trabajo
alli....

ALEJANDRO: En este sentido, lo que inicialmente empezd
siendo un proyecto de transferencia de knowhow y adapta-
cién a una nueva realidad legislativa, ha ido evolucionando
hasta convertirse en otro proyecto para situar a OVA IVF en la
vanguardia del mercado suizo en términos de calidad asisten-
cial, innovacion y tasas de éxito, donde actualmente se sitUa.
Ademas de trabajar también la parcela del marketing dando
difusién a nuestro trabajo y a la filosofia de la clinica.

Comenzamos siendo la primera clinica en toda Suiza en intro-
ducir la tecnologia TL, a lo que le siguid un trabajo en el desa-
rrollo y creacion de algoritmos para una mejor prediccion de
las tasas de éxito. Me ocupé de redactar de nuevo todos los
PNT consiguiendo una mayor eficiencia en el trabajo y una
reduccion de costes asociada. Implementamos desde cero
un nuevo sistema para la gestion y el control de la calidad el
cudl nos ayudo a pasar exitosamente las diferentes auditorias
a las que nos hemos ido sometiendo durante estos anos y asf
obtener la licencia para poder desarrollar nuestra labor en el
marco de la nueva ley.

]
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ASEBIR: La calidad, esa a veces gran olvidada y que tan y tan
importante y necesaria es...

ALEJANDRO: Ya no se concibe la reproduccion sin la calidad,
eso ya no lo duda nadie... De hecho, en mi caso, fruto de ese
trabajo, entré a formar parte del Comité de Acreditacion Suizo
para la calidad de laboratorios IVF (QUARTS).

ASEBIR: jEnhorabuena!

ALEJANDRO: jGracias! También comenzamos desde cero a
realizar PGT, me encargué de seleccionar y formar a nuevo
personal y he tenido la posibilidad de asistir a diferentes con-
gresos internacionales asi como de dar ponencias para com-
panfas farmacéuticas.

Como comentaba antes, considero que he tenido muchisima
suerte con el equipo humano de OVA IVF. Son unos grandes
profesionales con los que realmente da gusto trabajar. Mues-
tra de ello es que la duracion inicial del proyecto iba a ser de
dos afos y ya llevo siete y medio por estas tierras...

ASEBIR: jGenial' Y esperemos que muchos mas... Y sobre la
clinica, jcudntas personas estais trabajando ahora mismo?

ALEJANDRO: El equipo no es muy grande, somos unas 15 per-
sonas en total. El equipo de laboratorio estd formado por dos
bidlogos y una técnico que se encarga del laboratorio de an-
drologia. La bidloga que estd conmigo en el laboratorio de IVF
es mi compafera Patricia Peinado de Alicante, a la cual formé
desde cero. A dia de hoy sabe realizar todas las técnicas a la
perfeccion. Tanto es asi, que entre los tres conseguimos sacar
los aproximadamente 700 ciclos que realizamos anualmente.

ASEBIR: jVaya!, ;cudl es vuestro secreto?

ALEJANDRQO: Bien es cierto que la planificacion y mentalidad
suiza nos ayuda a trabajar con una muy elevada eficiencia;
con mucho orden, con los bloques y procesos muy definidos
y practicamente sin tiempos muertos.

ASEBIR:Y, ;qué puedes decirnos del perfil de pacientes?

ALEJANDRO: Con respecto al tipo de paciente mayoritario
que atendemos en nuestra clinica, sobre todo son residentes
en Suizay la principal caracteristica dirfa que es la edad mater-
na avanzada (unos 37.5 de media). En cuanto al factor mascu-
lino, no se aprecian diferencias significativas con los pacientes
que se tratan en Espafa.
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ASEBIR: Y técnicamente, jalguna cosa a destacar?

ALEJANDRO: Pues en cuanto al trabajo en si, hay poca dife-
rencia con el que se realiza en Espafa, y por lo que he leido
en pasadas ediciones de la revista, parece ser asi en la mayor
parte del mundo. Los medios, equipos, casas comerciales...
son las mismas ya conocidas por todos.

ASEBIR: Y por si algun socio que nos esté leyendo quisiera
pasar una temporada en Suiza, ;qué puedes contarnos del
pais?

ALEJANDRO: Que lo peor es lo de cenar a las 18h... no me
acostumbro... jejeje

No, en serio, cualquiera que sale de su pais (y de suzona de con-
fort) sabe que adaptarse a un nuevo entorno, cultura, idioma. ..
conlleva su tiempo y su esfuerzo. Sin embargo, a pesar de que el
paso de una sociedad de cardcter mediterrdneo a una mas friay
distante es notorio, no es menos cierto que el hecho de que ZU-
rich tenga cerca de un 40% de poblacién procedente de otros
paises al igual que la facilidad de practicamente la totalidad de
sus habitantes para hablar un perfecto ‘business ingles'ademas
de 2 o tres lenguas adicionales... ayuda bastante en las etapas
iniciales. jEspecialmente cuando te adentras en esta aventura
sin tener niidea de aleman!

ASEBIR: Esto nos quiere sonar, jajaja.
ALEJANDRO: Pero tengo que destacar, que vivir y trabajar en
Suiza es una experiencia muy pero que muy recomendable.

De hecho, te podria dedicar un articulo por separado solo
para este apartado.

DICIEMBRE 2022



Por un lado, bien es sabido por todos la diferencia entre las
condiciones laborales en el norte de Europa con respecto a
las nuestras en términos de certidumbre, flexibilidad, equili-
brio entre vida personal y laboral, asi como en términos re-
tributivos. Vivir la experiencia de trabajar aqui es algo que
realmente recomiendo. El ‘precio’a pagar es obviamente el de
estar lejos de los tuyos.

ASEBIR: Algo muy a tener en cuenta, Espafia no es que sea
un pais agradecido en ese sentido, en general...

ALEJANDRO: Ya... en eso deja un poco que desear nuestra
querida Espana.

Por otro lado, es un pais en el que todo funciona como debe-
ria en practicamente todos los dmbitos y todo estd cuidado
hasta el mas minimo detalle, proporcionando realmente una
muy buena calidad de vida, de hecho, casi todos los rankings
lo sittian en las primeras posiciones a este respecto. El coste
de la vida es muy elevado (como unas tres veces lo que cues-
tan las cosas en Espana) pero los salarios van acorde. En cuan-
to al tiempo libre, este pais te ofrece multitud de actividades
de ocio en las distintas estaciones del afio; naturaleza, monta-
fAa, deportes acuaticos, mercadillos de navidad, esquiar en los
Alpes... ademas de que todos los paisajes parecen salidos de
un cuento de hadas. Por no mencionar la facilidad para viajar
y moverte al estar en el centro de Europa y brindarte tiempo
y recursos para ello.

ASEBIR: Ay, jnos estan entrando ganas de irnos contigo!
ALEJANDRO: jPara nada os arrepentiriais!

ASEBIR: Y la pregunta del millén, ya para acabar, Alejan-
dro... jvolver a Espafia?

ALEJANDRO: Veo que esta es una pregunta recurrente en las
distintas entrevistas a la gente que estamos trabajando fuera.
Sin duda, por mucho que te adaptes, siempre vas a echar de
menos una serie de cosas como son tu familia, amigos, tu len-
gua, tu tierra. ..

Por otro lado, el estilo de vida y las condiciones laborales en
Suiza te permiten tener bastante flexibilidad (més ain en mu-
chos sectores después de la pandemia y la normalizacion del
trabajo a distancia), por lo que tienes relativa facilidad para
llevar un ‘worklife balance’adecuado e incluso volver con fre-
cuencia a casa siempre que necesites ‘huir’ del invierno suizo
y cargar pilas con los tuyos.
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ASEBIR: Pues aqui siempre serds bienvenido, y quién sabe,
igual alguno de nuestros socios te pide consejo para visi-
tarte... Muchas gracias por todo tu tiempo y amabilidad,
Alejandro, ha sido un verdadero placer tenerte con noso-
tros en este espacio, acercandonos a ese maravilloso pais
del que nos has hecho participes. GRACIAS.

ALEJANDRO: Muchas gracias a vosotros nuevamente por
darnos esta oportunidad y como mis anteriores companeros,
0s animo a enviar vuestra solicitud para participar si estas en
un pals fuera de Espania, jgracias por todo!

ASEBIR: Ya habéis oido, si estas trabajando fuera de Espa-
Aa y quieres contarnos tu situacién, escribe un correo a
asebir@asebir.com y nos pondremos en contacto contigo
en la mayor brevedad posible. Gracias por siempre, Ale-
jandro.

-

Si desedis participar en esta seccion solo debéis
escribirnos un mensaje a la Secretaria de ASEBIR en el
correo asebir@asebir.com, diciéndonos el pais en el que
trabajdis y nos pondremos en contacto con vosotros ala
mayor brevedad posible. jAnimaos a participar!
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CONOCIENDO A NUESTROS SOCIOS

DE EMBRION FIV A EMBRIOLOGA

ELENA
PERULLI ESPINO

» ENTREVISTA

Para esta ediciéon de la revista ASEBIR conta-
mos con una socia que ha cerrado el circulo,
si se puede hacer este simil, convirtiéndose en
una profesional dedicada a aquello que le dio
lavida... el laboratorio de fecundacién in vitro.

Elena Perulli Espino es nuestra invitada que
viene a contarnos como un bebé FIV se con-
virtié en toda una embridéloga con ganas de
llegar a lo mas alto.
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ASEBIR: jBienvenida Elena!

Elena Perulli: jMuchas gracias, Laura! Es un verdadero
placer para mi poder estar aqui contando mi historia y
agradezco esta oportunidad.

ASEBIR: El placer es nuestro, Elena. Pero permite a
nuestros lectores que sepamos quién nos esta ha-
blando, ja quién tenemos el placer de estar entrevis-
tando en esta ocasion?

Elena: jClaro! Pues mi nombre es Elena Perulli Espino,
socia nUmero 1785, italoespafola y una bebe FIV con-

vertida en embridloga.

ASEBIR: Vaya, mitad italiana, mitad espafnola... ;Y
doénde naciste, Elena?
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Elena: Naci en la isla maravillosa de Lanzarote, de donde es mi
madre y lugar donde se conocieron y enamoraron mis padres,
aunque realmente fui concebida 10 aflos después en el labo-
ratorio de FIV del Hospital Universitario de Tenerife.

ASEBIR: Genial, Elena, pues ahora que ya sabemos un poco
mas de ti, entremos en materia, ;cOmo te enteraste que
eras un bebé FIV?

Elena: Fijate que realmente en mi casa el tema de la repro-
duccion asistida nunca fue un tabu. De hecho, recuerdo ser
muy muy pequefita y mi madre contarme que “papay mama
necesitaron ayuda para tener hijos y que fueron a una clinica
donde pusieron semillitas dentro del ombligo de mama” para
tenernos a nosotros, a mi hermano mellizo y a mi. Ademas,
mis padres nunca lo ocultaron fuera de casa, estaban tan en-
cantados de por fin haber conseguido su suefio, que no fue
un secreto para nadie.

ASEBIR: Para hacer tanto afnos, que no fuera un tabu podria
decirse que es todo un logro... Y ;como lo vivisteis?

Elena: La verdad es que como desde pequefita, los aproxima-
damente 10 afios de lucha que tuvieron mis padres hace 24
afos para cumplir su suefio de formar una familia, fue un tema
muy normalizado y conversado en casa, yo no era consciente
de que haber nacido gracias a la reproduccién asistida pudiese
llevar una connotacion negativa para ciertas personas.

ASEBIR: Eso es muy importante, y mas teniendo en cuenta
que si ahora aun es considerado como un tabu, hace tantos
afnos, aun lo era mucho més...

Elena: Pues s, yo creo que lo mejor fue que desde el principio
en nuestra casa nunca fue un secreto y mi hermano gemelo
y yo lo llevamos siempre con mucho orgullo. Al final del dia...
iCudntos nifos podian presumir de haber estado sumergidos
en nitrégeno liquido? jEso era todo un logro!

ASEBIR: Guau, la verdad es que ahora hay mas, pero que lo
sepan y de hace tantos afos, jpuede decirse que es toda
una hazafna! jQue aun estaba la congelacién lenta!

Elena: iSi!l En el caso de nuestra FIV, a la seqgunda fue la venci-
da. Por lo que me han contado mis padres, antes los pacien-
tes no obtenian apenas informacion sobre el ciclo, de hecho
desconocen nuestras calidades. Yo en mis suefios soy un blas-
tocisto iniciando hatching AA aunque seguramente me con-
gelaran en dia 3 pero oye, sofiar es gratis...0jos que no ven,
corazon que no siente jajaja.
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Elena: Lo que si saben es que fue un ciclo freeze-all donde de
13 dvulos llegaron a congelar 8. Realizaron una primera trans-
fer de 4 que no resultd en beta positiva, y a la segunda transfer
de los otros 4 nos quedamos mi hermano y yo.

ASEBIR: jMadre mia, cuatro embriones, eso ahora es impen-
sable! {E ilegal!

Elena: iSi lo es, sil ... ahora seria una locura, pero sabemos
que esto era el pan nuestro de cada dia en aquel entonces. ..

ASEBIR:Y ;cémo esta bebé FIV ha llegado a ser la Elena que
ahora nos cuenta su historia?

Elena: Ay, pues a los 17 afnos hice las maletas y puse rumbo
desde la pequena islita canaria que me vio crecer, a la penin-
sula. Concretamente me mudé a Reus, provincia de Tarra-
gona donde me gradué del Grado de Bioquimica y Biologfa
Molecular.

ASEBIR: Y ;elegiste esta carrera sabiendo ya que querias ser
embriéloga, o surgié después de iniciar los estudios supe-
riores?

Elena: Yo siempre he sido una apasionada de la biologfa hu-
mana. De hecho iba a entrar en Medicina hasta que el Ultimo
dfa antes de hacer la matricula decidi cambiarme a Bioquimica
sin tener un enfoque claro. Ademas, en el grado aprendi tan-
tas cosas sobre dmbitos tan diferentes de la biologfa que real-
mente sali de la Universidad super perdida. La mejor decision
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fue tomarme un afo sabatico para trabajar y decidir a qué me
queria dedicar porque, por casualidades de la vida, durante el
confinamiento me aparecieron publicidades de Webinars que
organizaba IVI de manera online y gratuita y fue en ese mo-
mento donde se conectaron los cables y por fin se encendié
mi pasion por la embriologfa.

ASEBIR: Esa pandemia que tantas huellas a dejado en noso-
tros, jaunque en tu caso parece que muy bueno!

Elena: jNi que lo digas! Esa pandemia que a cada uno le ha to-
cado vivir como ha podido... Después volvi a hacer las maletas
para realizar el Méster de Biologfa Molecular y Biomedicina en
Bilbao. Fue en esta ciudad donde se me abren las puertas de la
reproduccion asistida, ya que realicé practicas en el sequndo
semestre en el Instituto iGin, clinica ginecolégica y de repro-
duccién asistida. Instantdneamente siento como si se hubiera
cerrado el circulo. Vefa la historia de mi familia reflejada en tan-
tas pacientes, pero esta vez desde el otro lado, desde el labora-
torio de FIV, donde con mis propias manos tenfa la capacidad
de crear vida y formar parte del maravilloso momento en el que
sus suefios se convertian en realidad.

ASEBIR: Una sensacién maravillosa cuando eso ocurre...

Elena: Totalmente... Es espectacular... Y aqui, con esa sen-
sacion tan buena, mis practicas llegaban a su fin, y comenzd
a cundir el panico. Por fin habfa encontrado el trabajo de mis
suefios, mi vocacion en la vida, pero cada vez veia més cerca
el final de mi estancia ahi'y mi mente se inundé de dudas. ;Y si
nadie me da la oportunidad de formarme como embridloga?
;Y sinadie cree en mi?

ASEBIR: Estas dudas que son compartidas por practicamente
el 100% de las personas que nos dedicamos a esta profesion...
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Elena: Si, jy dan tanto vértigo! Pero no podia rendirme, y em-
pecé a enviar decenas de curriculums a todas las clinicas del
pais. Me daba igual en qué ciudad acabara, mientras que fue-
ra en una clinica que creyera en mi.

ASEBIR: Esta claro que después de pasar por varias ciuda-
des, lo que menos importaba era el lugar...

Elena: Y mira qué casualidad de la vida, la Unica clinica en res-
ponder a la novatilla fue Procrear, clinica ginecoldgica y de
reproduccion asistida ubicada en Reus. Sin tan siquiera haber
defendido la tesis de Master, cogi un vuelo y, con toda la ilu-
sion del mundo, vine a hacer la entrevista. Al dia siguiente ya
empecé mi aventura como embridloga en formacion, hasta
dia de hoy donde, un afio y medio después siguen apostando
por mi.

ASEBIR: Y ahora si, de verdad, se curva una linea recta para
formar un circulo, precioso, por cierto...

Elena: Si, si que lo es. Y tanto me gusta lo que hago, que ac-
tualmente compagino mijornada laboral en la clinica con mi
Instagram @elenaperulli dedicado a la divulgacion, asesora-
miento y acompafnamiento donde tengo la suerte de poder
disfrutar de mi pasion en mi tiempo libre.
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ASEBIR: Se podria decir que inviertes la mayor parte del
tiempo a la embriologia,...

Elena: Efectivamente... me escriben muchas mujeres a diario
buscando a una profesional externa a su clinica que les aporte
tiempo, conocimientos y apoyo emocional. Me siento increible-
mente realizada cuando interactio con ellas porque, en gran
parte, este proyecto surge del pensamiento empatico de poner-
me en el lugar de mis padres que una vez fueron pacientes. ..

ASEBIR: En un camino demasiado duro a veces...

Elena: jExacto! Y me hubiera encantado que ellos hubiesen
podido tener una figura cercana que les acompanara y acon-
sejara durante el arduo proceso que es estar en un tratamien-
to de reproduccién asistida.

ASEBIR: Tal vez, una frase que puede ser compartida por la
mayoria de l@s usuari@s de las técnicas es que “nadie vuel-
ve a ser el mismo cuando la infertilidad entra en tu vida".

Elena: Por eso me encanta hacer esto... Ademas del asesora-
miento, también realizo publicaciones divulgativas sobre te-
mas interesantes que surgen en el dia a dia de los tratamien-
tos, sobre todo dentro del laboratorio, que es la zona de més
misterio ya que no es visible al paciente pero donde se lleva a
cabo la mayor parte del trabajo para conseguir hacer posible
la magia de crear vida.

ASEBIR: jQué bonito es nuestro trabajo! Aunque duro y sa-
crificado muchas veces, merece la pena...

Elena: iClaro que la merecel!
ASEBIR:Y ;como ves el futuro, Elena?

Elena: El futuro lo veo brillante. Siento que he trabajado muy
duro para aprender lo mejor y mas rapido posible para poder
dedicarme a este trabajo tan maravilloso y aunque la curva
de aprendizaje de un embridlogo es complicada, estoy muy
satisfecha de como he conseguido dominar las técnicas del
laboratorio y de gestion para cumplir con el nivel de exigen-
cia de la clinica. Asi que cada dfa estoy mas segura de que
crecer como embriéloga estd escrito en mi destino y estoy
ilusionada por ver qué me depara el futuro.

ASEBIR: Y asi deseamos que sea, y con esa trayectoria esta-
mos seguros que asi sera...

Y aqui concluimos esta entrevista que nos ha despertado
a todos una sonrisa... Gracias Elena por tu tiempo y por tu
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alegria, que tanto nos has contagiado durante los dias que
hemos trabajado junt@s... y si alguien se pregunta “;sera
mas friolera por haber estado en nitrégeno liquido? ;o jus-
to todo lo contrario?” Tranquilos, no, no nos va a dejar con
la duda.

Elena: He de decir que soy bastante friolera... yo hasta ahora
lo achacaba a venir del clima tropical canario pero oye... a lo
mejor es el nitrdgeno liquido y no habia caido jajaja.

Gracias a vosotros por todo lo que hacéis por los que nos de-
dicamos al mundo de la reproduccién asistida, y nuevamente
por esta oportunidad de compartir con vosotros un poquito
de mi historia jUn abrazo célido a todos!

ASEBIR: Y tU, socio que nos estés leyendo, jtienes algo que
contarnos? Escribe a asebir@asebir.com y valoraremos tu
historia. Queremos escucharos, janimaos! Gracias Elena, jha
sido un placer!

Si quieres participar en esta seccion, y tienes alguna
habilidad fuera de nuestra profesién, no dudes en ponerte
en contacto con nosotros a través de la secretaria en el
correo asebir@asebir.com.
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» RESUMEN

El uso generalizado de las técnicas de criopreservacion es una realidad que ha revolucionado la medicina reproductiva,
permitiendo que la criopreservacién de gametos, las transferencias embrionarias en diferido o la creacion de criobancos
formen parte de la practica clinica diaria. Para garantizar el mejor desempero en la aplicacion de estas técnicas, asi como
para entender los nuevos avances que se producen en el campo, resulta crucial conocer los procesos fisicoquimicos que
rigen un evento tan excepcional como es la preservacién de la vida. Esta revisién pretende ofrecer una visién general de
los principios mas basicos que subyacen tras el proceso de enfriamiento y calentamiento, la accion de los crioprotecto-
res o las principales técnicas de criopreservacion: la congelacion lenta y la vitrificacion.
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The field of reproductive medicine has been transformed since the widespread use of cryopreservation techniques,
allowing gamete cryopreservation, deferred embryo transfers, or creation of cryobanks to be part of daily clinical
practice. To guarantee a benchmark performance in the application of these techniques, as well as to understand the
new advances occurring in the field, it is crucial to know the physical-chemical processes controlling such an exceptional
event as the preservation of life is. This review aims to address a general view of the most basic principles underlying
the cooling and heating process, the action of cryoprotectants, or the main cryopreservation techniques: slow freezing
and vitrification.

KEYWORDS: cryobiology, vitrification, slow freezing, cryoprotectants, thawing, warming
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FORMACION CONTINUADA

PRINCIPIOS BASICOS DE CRIOBIOLOGIA
BASIC PRINCIPLES OF CRYOBIOLOGY

1. INTRODUCCION

El término criobiologia proviene de las rafces griegas kr-
yos = frio; bio = vida y logos = estudio/ciencia. Asf, la crio-
biologia es la ciencia que estudia el comportamiento de
la vida a bajas temperaturas. Engloba multiples disciplinas;
desde la Fisica, necesaria para comprender como ocurre
la congelacion, la Biologfa, que estudia los efectos del frio
en los procesos bioquimicos y fisioldgicos, hasta la Fisico-
quimica, que explica el comportamiento de las soluciones
acuosas a bajas temperaturas (Gordon, 1975). El gran inte-
rés por su estudio y conocimiento se debe a la capacidad
que tiene el frio de conservar la materia viva mediante el
proceso conocido como criopreservacion (Arnaud, 1992;
Petrushko et al., 2021).

Al descender a temperaturas bajo cero (-0,5°C), se ralen-
tizan reversiblemente la gran cantidad de reacciones qui-
micas que ocurren de forma constitutiva en una célula,
tejido u organismo y que mantienen su homeostasis, de-
teniendo la vida en el tiempo y paralizando su inevita-
ble descomposicion (Horikawa et al., 2006). Si el descenso
de la temperatura prosigue hasta temperaturas inferiores
a -130°C, el estado soélido por cristalizacion se impone en
la célula y su comportamiento termodindmico se aproxi-
ma a un sistema cerrado en equilibrio, dénde la energia
disponible es insuficiente para alcanzar la energia de ac-
tivacién de cualquier reaccion metabdlica (Vicente Antén,
2015). Esta relacion entre la temperatura de los sistemas
vivos vy la velocidad a la que la maquinaria bioldgica esté
funcionando viene explicada por la ecuacién de Arrhenius
(Wowk, 2010):

K(T)= A - Rk

Donde k es una constante cinética que depende de la tem-
peratura, A un factor preexponencial que depende de la
frecuencia de las colisiones entre particulas, Ea la energia
de activacion, R la constante universal de los gases y T la
temperatura.

Sin embargo, el gran contenido acuoso presente en las cé-
lulas tiende a formar hielo cuando la temperatura descien-
de, y cébmo es de esperar, este proceso no es inocuo para
la célula -modifica las propiedades biofisicas del medio
intracelular y altera las membranas celulares, los organe-
los, las protefnas y los lipidos— salvo que se adopten ciertas

20 = REVISTA ASEBIR

estrategias para evitarlo (Fahy et al., 1984, Wowk, 2010; Vi-
cente Anton, 2015). En la naturaleza se encuentran diver-
sos ejemplos de proteccién contra el frio y la congelacion
(Vicente Anton, 2015) (Figura 1).

Figura 1. Rana de bosque o de la madera (Lithobates sylvati-
cus). Durante los frios inviernos de Alaska y Canadd, es capaz
de congelarse, quedando su respiracion y su corazén parali-
zados. Su estrategia para sobrevivir consiste en el aumento
de la sintesis de glucosa, que se concentra en el interior de las
células, disminuye el punto de congelacion y evita la forma-
cién de hielo dentro de sus células, funcionando como un an-
ticongelante (Layne Jr and Lee Jr, 1987). Fuente de la imagen:
https:vevico.wordpress.com/2020/08/31/

Una de las estrategias empleadas por las técnicas de crio-
preservacion es la congelacién lenta, que mediante el
uso de crioprotectores y un descenso controlado y lento
de la temperatura minimiza la formacién de hielo intrace-
lular. Existe otra opcién, la técnica de vitrificacion, en la
que se evita la formacién de cristales de hielo mediante el
uso de altas concentraciones de crioprotectores, sumado
a un descenso muy rapido de la temperatura hasta alcan-
zar el estado vitreo (Kelly et al.,, 2003). Esta técnica, desde
su estandarizacion en 2007, ha superado gran parte de los
obstdculos que planteaba la criopreservacion en el con-
texto de la reproduccion asistida y desde entonces, se ha
convertido en una parte integral de la medicina reproduc-
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tiva, contribuyendo a su crecimiento y mejora durante las
uUltimas dos décadas (Rienzi et al., 2017). Asi, hoy en dia son
cada vez mds comunes los tratamientos de criopreserva-
cién de gametos para preservar la fertilidad, ya sea por cau-
sas médicas o sociales, asi como las criotransferencias o las
transferencias en diferido de embriones (Cobo et al., 2022).

El objetivo del presente articulo es proporcionar las prin-
cipales bases de la criobiologia para permitir al embrié-
logo clinico comprender, sin un extenso conocimiento
previo de fisica-quimica o termodinémica, el fundamento
de las técnicas de criopreservacion que usa diariamente en
el laboratorio.

2. EVOLUCION HISTORICA DE LA CRIO-
BIOLOGIA

Hasta la década de 1940, poco después de la Segunda Gue-
rra Mundial, la Biologfa recién salia de su preocupacién por
la taxonomia y la investigacién a temperaturas bajo cero
habia sido un campo dominado por los fisicos. Cuando en
1938 Basile J. Luyet y Eugene L. Hodapp publicaron por pri-
mera vez la congelacién de espermatozoides de rana, en
un articulo titulado “Revival of frog spermatozoa vitrified in
liquid air’, la Criobiologia apenas terminaba su infancia. En
el primer libro dedicado a la Criobiologia, “Life and Death
at Low Temperature’, publicado en 1940 por Luyet y Marie
Pierre Gehenio, las referencias a la congelacién biolégica
se reducian a 97 observaciones anecddticas de muerte o
supervivencia como la de Spallanzani, un cientifico italiano
que describidé en 1776 la supervivencia de algunos esper-
matozoides de caballo y de humano a bajas temperatu-
ras. En 1949, Polge, Smith y Parkes, intentando replicar los
experimentos de Luyet en espermatozoides de rana, des-
cubrieron por accidente la propiedad del glicerol como
crioprotector, iniciando una fase de evolucién vertiginosa
hasta las técnicas de criopreservacidon que conocemos hoy
endfa. La introduccion del glicerol para criopreservar el se-
men de toro revoluciond la industria de la cria intensiva en
bovino en la década de los 60. Més tarde, en 1972, Mazur,
Whittingham y Leibo consiguieron congelar el primer em-
brién de ratén mediante congelacion lenta. A partir de
estos resultados, Mazur demostroé la relacion entre la velo-
cidad de enfriamiento y la formacién de hielo intracelular,
estableciendo las bases termodindmicas que subyacian
ese fendmeno (Sztein et al, 2018). Con el nacimiento de
Louise Brown en 1977 gracias a Edwards y Steptoe, el
interés por la criopreservacién de gametos y embriones
crecié exponencialmente. Sélo bastaron unos afos para
que Trounson publicara, en 1984, el primer bebé naci-
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do a partir de un embrién congelado (Trounson and Mohr,
1983). Asi, la congelacion lenta fue durante muchos afios el
método de criopreservacién predominante, debido a que
la vitrificacién aun tenia algunas limitaciones que superar,
como la necesidad de usar altas concentraciones de crio-
protectores y volumenes de muestra muy pequefos. En
1985 los investigadores Fahy y Rall demostraron la altisima
eficacia que tendria la vitrificaciéon para mantener la via-
bilidad de los ovocitos y embriones (Schiewe and Ander-
son, 2017) y cuatro aflos mas tarde, Arav y colaboradores
presentaron el método de la “gota de minimo volumen”
en embriones de ratén de 8 células (Arav, 1989; Arav, 2014).
Aunque los primeros avances en la vitrificacion se lograron
en la segunda mitad de los afilos 80, esta técnica no se ha
incorporado a la practica clinica hasta mas recientemente
(Rienzi et al,, 2017; Cobo et al,, 2022). Hoy en dia, los da-
tos reflejan su éxito indiscutible: en 2019 en Espaia se
transfirieron alrededor de 39000 embriones vitrificados y
mas de 8.000 embriones derivados de ovocitos vitrificados
(Sociedad Espafola de Fertilidad, 2021).

3. PRINCIPIOS FiSICOS DE LOS PRO-
CESOS DE CRIOPRESERVACION

3.1. CINETICA DEL CRECIMIENTO DEL HIELO

El hielo comienza a formarse mediante el proceso esto-
castico de nucleacién: cuando un grupo de moléculas de
agua se unen en una estructura de enlaces de hidrégeno
estables, forman lo que se conoce como un nucleo. Cuan-
do el nucleo es de un tamano critico sirve como base para
que se repita esta secuencia, resultando en el crecimiento
del hielo (Pradzynski et al.,, 2012). La nucleacion se produce
con mas facilidad en una interfase preexistente (nucleacién
heterogénea), lo que significa que siempre es catalizada
por un agente nucleante (generalmente particulas presen-
tes en la soluciéon o superficies con las que la solucion tiene
contacto) (Fuller et al,, 2004). Volviendo al caso del agua,
a medida que se van formando nucleos, las moléculas de
agua desordenadas en el liquido se reorganizan y toman la
forma hexagonal de un cristal sélido: el hielo. Cuando este
proceso ocurre en el medio liquido intracelular o el citosol,
el hielo crecerd rdpidamente hasta un tamafo fisicamente
dafino para las ultraestructuras bioldgicas y compromete-
rd su viabilidad, generalmente con consecuencias letales
(Leibo et al,, 1978; Karlsson et al., 1993).

Desde el punto de vista molecular, cuando una soluciéon

acuosa se enfrfa, la energia cinética de las moléculas de
agua en agitacién constante se reduce y los enlaces de hi-
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drégeno se vuelven mds estables, favoreciendo la forma-
cion de la estructura cristalina tipica del hielo. Sin embar-
go, si las caracteristicas fisicas de las moléculas en estado
liquido se transforman en las de un sélido sin que se forme
hielo en el proceso, el resultado es la formacién de un es-
tado de vidrio rigido amorfo (Kauzmann, 1948).

La nucleacién y la cinética del crecimiento del hielo son fe-
némenos fisicos complejos. En aras de la simplicidad, tiene
sentido separar los factores que determinan la probabili-
dad de formacion de hielo durante un procedimiento de
vitrificacién en dos categorfas: por un lado, la tendencia a
la transicion vitrea de la parte liquida del sistema, la solu-
cién, y por otro, las tasas de enfriamiento y calentamiento
a las que estd sometido el sistema.

3.1.1. Tendencia de la solucidn a la transicién vitrea

La formacién de hielo se inhibe por la presencia de solu-
tos, porque sus atomos interfieren directamente con los
enlaces de hidrégeno entre las moléculas de agua necesa-
rias para que se forme la estructura cristalina. Los solutos
presentes también aumentan la viscosidad de la solucién,
reduciendo la agitacién molecular y desafiando aun mas la
union de las moléculas de agua. El tipo y la cantidad de
solutos presentes, asi como la viscosidad de la solucion
determinaran la facilidad con la que las moléculas de agua
podrian reorganizarse en cristales de hielo, determinando
cuanto tiempo puede permanecer la solucién en el rango
de temperaturas por debajo de la temperatura de fusiéon
(Tm: melting temperature) y la temperatura de transicion
vitrea (Tg: glass-transition temperature) sin formacion de
hielo. Dentro de una célula, la tendencia a la transicion al
estado vitreo del medio citosdélico determinara si se forma-
ré hielo a velocidades determinadas de enfriamiento
y calentamiento (Fahy et al., 1984). En conclusion, las ve-
locidades de enfriamiento y calentamiento necesarias para
evitar la formacion de hielo estan correlacionadas negati-
vamente con la tendencia a la transicién al estado vitreo
de la solucion. Una solucién con mayor concentracién de
solutos y mayor viscosidad se puede enfriar y calentar a
velocidades més lentas y, aun asf, lograr el estado vitreo y
volver al estado liquido sin formacion de hielo. Las solucio-
nes muy diluidas, por el contrario, requeririan velocidades
de enfriamiento y calentamiento

3.1.2. Velocidades de enfriamiento y calentamiento

En una criopreservacién llevada a cabo con éxito, la solu-
cion en el sistema debe enfriarse a altas velocidades en el
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rango desde la Tm hasta la Tg para evitar la formacién de
hielo. De manera similar, el calentamiento a temperaturas
por encima de la Tg hasta Tm, debe realizarse rdpidamente
para evitar la conversion del estado vitreo amorfo a hielo
y la recristalizaciéon (Rall, 1987). La eficiencia térmica del
soporte de criopreservacion, asi como el volumen de solu-
cién que contiene la célula suspendida que se carga en él,
influirdn en la rapidez con la que se puede enfriar y calen-
tar el sistema. Ademas, la solucion extracelular debe tener
una composicién muy especifica, ya que esta solucion esta
en continuo intercambio osmotico con la célula hasta que
se produce el enfriamiento (Shaw et al., 1997).

De hecho, la velocidad de calentamiento es la variable mas
determinante para la supervivencia de la célula a la vitrifi-
cacion (Sekiand Mazur, 2009), porque es mas probable que
durante este paso el hielo alcance un tamano letal. Cuan-
do examinamos la progresion de la temperatura durante el
proceso de vitrificacion en un hipotético diagrama de dos
fases, es posible entender la razén (Figura 2).
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Figura 2. Diagrama de fase hipotético del citosol de un ovoci-
to humano en metafase Il durante el procedimiento de vitrifi-
cacién. La célula se pone en contacto con los crioprotectores
a temperatura ambiente (25°C) durante la fase de equilibrio.
Una vez incorporados los crioprotectores, la célula se enfria
hasta los -196°C a una concentracién de solutos dada. La
vitrificaciéon ocurre cuando se alcanza la Tg (temperatura de
transicién vitrea). El hielo podria formarse por debajo de la
temperatura de fusidn heterogénea (Tm) o homogénea (Th).
Durante el calentamiento, el hielo podria formarse de novo
por encima de la temperatura de desvitrificacién (Td) or po-
dria crecer a partir de cristales ya formados (recristalizacion).
El diagrama estd adaptado de Fahy (Tucker and Liebermann,
2015).
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A pesar de la concentracion de soluto intracelular hipoté-
ticamente alcanzada en el citosol de un ovocito en meta-
fase-Il después de haber sido preparado para la vitrifica-
ciéon (aproximadamente el 45% de los solutos por masa
total de solucién), todavia hay una tendencia muy alta a la
formaciéon de hielo durante el enfriamiento. La formacion
de hielo comienza a ser termodindmicamente favorable a
temperaturas por debajo de la Tm del citosol hasta que se
alcanza laTg. Si se forma hielo durante el enfriamiento, muy
por debajo de 0° C (-50 ° C, por ejemplo), la viscosidad de
la solucién a esa temperatura aumenta hasta tal punto que
el nucleo formado dificilmente puede crecer y, por tanto,
serd inocuo. Por esa razdn, es menos probable que ocurra
la formacién de hielo letal durante el enfriamiento. Por otro
lado, durante el calentamiento, existe el riesgo de for-
macion de hielo de novo por encima de la temperatura
de Tg; y aln mas importante, existe el riesgo de crecimien-
to de cristales de hielo previamente formados durante el
enfriamiento, conocido como recristalizacion (Seki and
Mazur, 2009). Estos nucleos de hielo previamente forma-
dos ahora tienen una alta tendencia a crecer, a medida que
aumenta la temperaturay la viscosidad disminuye. Esa es la
razén por la que, como se menciond anteriormente, el ca-
lentamiento debe tener lugar en una velocidad mas
rapida que el enfriamiento: primero para evitar la forma-
cién de hielo de novo, y, sobre todo, para evitar la recristali-
zaciéon. Dicho de otro modo, el crecimiento de hielo duran-
te el enfriamiento generalmente se vera limitado porque
el proceso de nucleacién ocurre a una temperatura a la
cual la viscosidad es alta, lo que obstaculiza la movilidad
de las moléculas de agua y la velocidad de formacion de
hielo. Sin embargo, hay que tener en cuenta que durante
el calentamiento el hielo crecerd hasta alcanzar un tamafio
letal si el aumento de temperatura no es suficientemente
rapido (Fahy et al., 1984).

3.2. PARAMETROS BIOFiSICOS DE LAS CELULAS

Las células son sensibles a los cambios osmaoticos en el
medio extracelular. Asi, si se encuentran en condicio-
nes hiposmoticas (osmolaridad del medio extracelular <
medio intracelular), las células aumentardn de tamafo a
consecuencia de la entrada de agua y si por el contrario,
las condiciones extracelulares son hiperosméticas (osmo-
laridad del medio extracelular > medio intracelular), las
células reduciran su volumen por la salida de agua (Avila-
Portillo et al,, 2006). Asi, los movimientos de agua y crio-
protectores a través de las membranas celulares durante
los procesos de criopreservacién se rigen por una serie de
parametros que son definidos para cada tipo celular a di-
ferentes temperaturas. Los pardmetros mas comdnmente
estudiados son:
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+ Elvolumen osméticamente inactivo (Vb): es el agua que,
ante un aumento de la osmolaridad extracelular, siempre
quedaré en el interior de la célula asociada a las estructu-
ras y macromoléculas presentes en el citoplasma (Mery-
mann, 1971)

- La permeabilidad de la membrana celular al agua (Lp) y
a los crioprotectores (Ps) (Devireddy, 2000)

- Larelacién superficie-volumen (Gilmore, 2000)

4. PRINCIPIOS QUIMICOS DE LA CRIO-
PRESERVACION

4.1. TRANSPORTE DE SOLUTOS Y AGUA A
TRAVES DE LAS MEMBRANAS

Durante los procesos de criopreservacion, el movimiento
de las moléculas a través de la membrana celular se ve di-
ficultado por las bajas temperaturas (producen un aumen-
to de la rigidez de la membrana) y la rapidez con la que
ocurren los cambios osmoticos. La actividad de las bombas
dependientes de ATP que participan en el transporte ac-
tivo se reduce en un 60% cuando la temperatura baja de
25°C a 10°C. Por ello, el transporte de solutos y agua esta
principalmente dominado por los procesos de difusion y
6smosis durante los momentos de estrés osmaético (Wha-
ley, 2021) (véase Figura 3).

La difusién (tanto simple coémo facilitada) se define como
la distribucién homogénea de moléculas de una sustancia,
que tiende a ocupar todo el espacio que le es accesible. Si
hay presente una membrana, la ley de Fick define que la
velocidad de difusiéon es proporcional a una constante que
depende de las propiedades de la membrana (grosor, drea
de seccién transversa y permeabilidad a un determinado
soluto) y de cada soluto en particular (Chatterji, 2004).

La 6smosis, cOmo ya se ha tratado anteriormente, es un
caso concreto de difusion dénde es el disolvente el que
se mueve. En el medio celular, el agua (el disolvente mas
comun) atraviesa las membranas semipermeables desde
soluciones con baja concentracion de solutos a soluciones
con alta concentracion de solutos. La concentracion de so-
lutos se traduce en presién osmotica: la presion hidrosta-
tica generada en la membrana que separada un gradiente
de concentraciéon a cada lado. Se suele expresar en osmo-
les (Osm) y depende del numero de particulas disueltas
(moles) por unidad de volumen (Chatterji, 2004).
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Figura 3. Diagrama que representa los dos principales tipos
de transporte en la célula: el transporte activo y pasivo. La di-
fusion es el tipo de transporte predominante en los procesos
de criopreservacion. Figura creada con Biorender.com.

Transporte aciivo Transporie pasivo

a @ (LA N2 LR N

L ]
eooRo0eR * @
|B- monBculag qui S8 musven an rnobdculas que se mueven
cepde una baje @ alta desde una alta a baja
concentracidn necenitan ATP concEnlraciin mo necesilan energla

4.2. CRIOPROTECTORES

Los CPAs son moléculas que se utilizan para proteger las
células durante los procesos de criopreservacién, estabi-
lizando las proteinas intracelulares, reduciendo la forma-
cién de hielo intracelular y moderando el impacto de la
concentracién de solutos intra y extracelular. Todos son
miscibles en agua, hiperosmoticos y presentan toxicidad
concentracién-dependiente (Gardner et al, 2012; Elder
and Dale, 2020).

Segun su capacidad de atravesar la membrana celular se
dividen en crioprotectores permeables y no permea-
bles.

Los crioprotectores permeables como el glicerol, eti-
lenglicol (EG), 1,2- propanediol (PROH) y el dimetilsulféxi-
do (DMSQO), son moléculas de bajo peso molecular. Son
capaces de penetrar a través de la membrana celular y
estabilizar las proteinas intracelulares, reducir la tempera-
tura a la que se forma hielo intracelular y minimizar el dafo
osmaético ocasionado por los efectos de la concentracion
de electrolitos. Sin embargo, su presencia en el medio in-
tracelular comporta efectos téxicos sobre la célula (Elder
and Dale, 2020).

Los crioprotectores no permeables, como son la glu-
cosa, sacarosa y trehalosa, son moléculas de alto peso
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molecular que no son capaces de atravesar la membrana
celular, quedandose asf en el espacio extracelular y faci-
litando la salida de agua por osmosis. Esto ayuda a que
los crioprotectores permeables puedan entrar, aumentar
su concentracion intracelular y consecuentemente evitar
la formacién de cristales de hielo y dafo celular (Wowk,
2010; Liebermann, 2017). El papel de los crioprotectores
durante el calentamiento también es crucial. En el primer
paso del calentamiento, la célula sale del nitrégeno liquido
y entra en contacto con un medio a 37°C. Al pasar del es-
tado vitreo, con una concentracion de solutos intracelular
muy alta, se produce una entrada rapida de agua desde el
medio que podria provocar un choque osmaético. Sin em-
bargo, esto no ocurre gracias a la alta concentracion de
crioprotectores no permeables presente en el medio de
calentamiento que contrarresta la alta concentracion de
crioprotectores permeables dentro de la célula y reduce la
diferencia de osmolaridad entre los compartimentos intra
y extracelulares (Liebermann, 2017).

En unintento de ilustrar lo que pasa cuando una célula en-
tra en contacto con los CPAs, es necesario visualizar las cé-
lulas cuando se contraen osmoéticamente inmediatamente
por la pérdida de agua debido a la diferencia de presion
osmodtica entre la solucidn extracelular, concentrada en
CPAs, y la intracelular (milleu). Pata los gametos/embrio-
nes, una solucion isoténica tiene una osmolaridad de apro-
ximadamente 300 mOsm. Cuando un gameto/embrion se
transfiere a una solucién hiperténica (>300 mOsm), el CPA
permeable comienza a penetrar progresivamente la célula
por difusion simple, y después el agua comienza a entrar
en la célula para mantener el equilibrio osmético entre las
soluciones extracelular e intracelular. Al final, cuando se ha
establecido el equilibrio, el gameto/embridn tiene la mis-
ma concentracion de CPA que la solucion en la que se en-
cuentra suspendido, y la presién osmotica del citoplasma
celular es la misma que la del medio de suspensién. Algu-
nas variables determinan la rapidez con la que se establece
este equilibrio (Rall, 1987):

- propiedad de permeabilidad del soluto especifico (por
ejemplo, el EG entrard en la célula mas rapido que glice-
rol)

- concentracion de CPA (cuanto mayor sea la concentra-
cion, mas rapido penetrara el CPA en las células)

- temperatura (cuanto mayor sea la temperatura, mas ra-
pido entrara el CPA)

- etapa de desarrollo

. especie
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5. PRINCIPALES EFECTOS DE LA CRIO-
CONSERVACION EN LAS CELULAS

Los dafos celulares inducidos por los procesos de criopreser-
vacion se explican por dos fendmenos: el estrés osmotico por
la deshidratacion celular y la formacion de hielo intracelular
(Avila-Portillo et al,, 2006; Vicente Antén, 2015) (véase Figura
4).

5.1. ESTRES OSMOTICO POR DESHIDRATACION

Desde que el primer cristal de hielo aparece en el medio don-
de se encuentran las células, la presion osmotica extracelu-
lar aumenta rédpidamente en la parte del medio que aun no
estd congelada. Para reestablecer el equilibrio osmotico entre
el medio intra- y extracelular, el agua sale de la célula. Asi, la
célula comienza a deshidratarse progresivamente, pudiendo
llegar a alterarse la conformacién de proteinas, fosfolipidos y
acidos nucleicos si se llega al porcentaje de volumen osmoti-
camente inactivo (el 10% del agua celular estd unida median-
te puentes de hidrégeno a la superficie de estas macromo-
léculas) (Vicente Antén, 2015). La hipdtesis de Meryman del
“volumen celular minimo”va mas allg, y postula que a medida
que la célula pierde volumen por la salida de agua en respues-
ta al aumento de osmolaridad extracelular, la compresién del
contenido citoplasmatico aumenta. Si se excede la resistencia
fisica de la membrana, también se producirdn cambios irre-
versibles en su permeabilidad (Meryman, 1971).

5.2. FORMACION Y CRECIMIENTO DEL HIELO IN-
TRACELULAR

Los dafios mecénicos en las células estan determinados por el
volumen total y el tamano de los cristales de hielo. Como ya
se explicd anteriormente (véase apartado 3.1.), las dindmicas
de formacion y fusién del hielo se relacionan con las concen-
traciones de los solutos intra- y extracelulares, mientras que la
cantidad y el tamafo de los cristales es inversamente propor-
cional a la velocidad de congelacion utilizada: una congela-
cién rapida dard lugar a cristales intracelulares de tamafo pe-
queno y una congelacion lenta producird una deshidratacion
celular progresiva, siendo nulo o escaso el hielo intracelular
formado (Vicente Antén, 2015). No obstante, independiente-
mente de la velocidad de congelacion, la fusion del hielo ex-
tracelular durante la descongelacién produce un fuerte gra-
diente osmaético con un elevado flujo de agua hacia el interior
de la célula que puede danarla, de no ser controlado por la
presencia de un CPA no permeable (véase apartado 4.2.).

Los experimentos realizados en diferentes tipos celulares con-
firman una relacién inversa entre la superficie de intercambio
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(tamafo) y la velocidad éptima de congelacién, siendo muy
complicado calcularla a priori (Avila-Portillo et al., 2006). Esta
generalmente aceptado que los espermatozoides requieren
una velocidad éptima de congelacion de -100 a -200°C/min
(Gilmore, 1997; Gilmore, 2000) y los ovocitos y los embriones
de -20.000 a 23.000°C/min (Gupta, 2010; Kuwayama, 2007)

5.3. ALTERACIONES METABOLICAS Y ESTRUC-
TURALES EN LAS CELULAS

Durante la criopreservacion, las células no sélo sufrirédn el efec-
to mecdnico asociado a la presencia de hielo, sino ademas los
derivados de la modificacion de las caracteristicas del medio
intracelular (pH y viscosidad), asi como el efecto del descenso
de la temperatura sobre los lipidos, proteinas y acidos nuclei-
cos que conllevan a alteraciones en las propiedades de sus
membranas (e.g. aumento de la rigidez), citoesqueleto (e.g.
despolimerizaciéon del huso meidtico), la organizacion del
citosol, el metabolismo (actividad enzimética) y la expresion
génica (cambios epigenéticos) (Issuig, 2019).

No obstante, todos los dafios anteriormente sefalados
suelen ser paliados con la buena préctica de los métodos
de criopreservacion, que contemplan el uso de la concen-
tracion adecuada de CPAs asi como de las velocidades 6p-
timas de enfriamiento y calentamiento.

Figura 4. Principales efectos dafiinos durante la criopreserva-
cién en las células. Adaptado de Woods et al, 2016 y creado
con Biorender.com
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6. PROTOCOLOS DE CRIOPRESER-
VACION

Los protocolos de criopreservacién de células actuales
pueden diferenciarse en funcién de la concentracién de
CPAs, el tiempo que toma el procedimiento, asi como si la
célula alcanza el equilibrio osmético durante el proceso o
si hay formacién o no de hielo intracelular (Vicente Antén,
2015). El tipo y el tamafo celular y su tolerancia a los CPAs
y el enfriamiento definirdn el procedimiento a utilizar (Vi-
cente Antén, 2015).

6.1. CONGELACION LENTA

La congelacion lenta, también conocida como criopreser-
vacién en equilibrio, intenta evitar la formacién de hielo
intracelular mediante la deshidratacion. Los medios de
congelacion lenta suelen estar compuestos por concen-
traciones en torno a 1,5 M de CPAs permeables (general-
mente EG, aunque también DMSO o glicerol) en un medio
basico (e.g. TCM199) tamponado con fosfato y suplemen-
tado con un 20% de suero o fuentes proteicas mas sofisti-
cadas cémo la HPC (Hidroxypropyl Celullose). Los medios
también pueden constar de CPAs no permeables (sacarosa,
trehalosa, PVP) a concentraciones alrededor de 0,25-0,5 M.
La adicién del medio de congelacién puede realizarse en
una o varias etapas, dependiendo de la sensibilidad de las
células a las variaciones osmaéticas. Por su parte, la elimina-
cion del medio tras la congelacién se realizarfa tras una o
varias etapas, segun el protocolo de adicion (véase aparta-
do 5.3.) (Vicente Antén, 2015).

En general, todos los protocolos de congelacion se pueden
dividir en las siguientes etapas (véase Figura 5):

a. Fase de enfriamiento (20° a -7°C): el medio de con-
gelacién aun estd por encima de su punto de congela-
cion concreto. Se produce la deshidratacion gradual de
la célula por la presencia de CPAs a bajas concentracio-
nes.

b. Fase de superenfriamiento (-7°C): el medio de con-
gelacién inicia el cambio de estado por debajo de su
punto de congelacion, que suele producirse de manera
controlada mediante el procedimiento conocido como
seeding. Consiste en la induccién de la cristalizacién a
-6° 0 -7°C que puede realizarse muy facilmente con el
contacto del exterior del soporte de congelacién con
unas pinzas metalicas previamente sumergidas en ni-
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trogeno liquido. El objetivo de este paso es evitar los
riesgos de un superenfriamiento excesivo: el cambio
de estado del medio de congelacion de liquido a s6-
lido lleva asociada la liberaciéon del calor latente de fu-
sién, aumentando la temperatura y modificando asf el
equilibrio osmatico entre el medio intra- y extracelular.
Si la subida de temperatura se acerca a la de fusion, se
produce el fendbmeno de recristalizacién que modifica
el tamafo de los cristales de hielo, que podria afectar a
las membranas de los gametos/embriones.

Fase de equilibrio tras inducir el cambio de esta-
do (-7°C). Con el seeding, la formacién de cristales de
hielo en la solucion permite que la fase liquida restante
se vuelva mas concentrada. Asf, a medida que se va re-
duciendo la temperatura, se forma maés hielo y la fase
residual no congelada se concentra cada vez mas (am-
biente hipertdnico, alta presién osmaética), lo que hace
que las células se deshidraten por ésmosis (ver 4.1.). En
estudios criomicroscépicos sobre la congelacion de
ovocitos y embriones a velocidades lentas (-1°C/min),
se observa que, una veziniciada la congelacién del me-
dio extracelular, se produce un flujo de agua desde la
célula con el fin de reestablecer el equilibrio osmético.
La consecuente pérdida progresiva de volumen parece
alcanzar su maximo a -40°C, donde se ha demostrado
la ausencia de hielo intracelular.

Fase de congelacion hasta la temperatura previa
alainmersion en nitrégeno liquido (-7°C a -32°C).
Una vez alcanzado el punto de méxima reduccion del
volumen celular, es posible incrementar la velocidad
de congelacién cientos de veces sin que se produzca
la formacién de hielo intracelular. La cantidad de agua
que sale de la célula depende de la tasa de enfriamien-
to: a velocidades lentas de enfriamiento, las células
pueden permanecer en equilibrio con las soluciones
externas mas tiempo. A medida que aumenta la velo-
cidad de enfriamiento, hay menos tiempo para que el
agua salga de la célula. La tasa de enfriamiento 6pti-
ma resulta del equilibrio entre estos dos fendmenos.
A tasas de enfriamiento mas lentas, la muerte celular
se debe a largos periodos de exposicion a condiciones
hipertonicas, mientras que a tasas mas rapidas la muer-
te celular se asocia a la formacién de hielo intracelular,
que es inevitablemente letal. La velocidad optima de
enfriamiento depende de varios factores: volumen ce-
lulary area de superficie, permeabilidad al agua y tipo y
concentracion de CPA (Rall, 1987).
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6.2. VITRIFICACION

La vitrificacién es un enfoque alternativo a la congelacion
lenta, que evita la formacion de cristales de hielo en el es-
pacio intra y extracelular (Kuwayama, 2007). El estado vi-
treo mantiene la distribucion espacial molecular e iénica
del estado liquido, pudiendo considerarse como un liquido
superenfriado extremadamente denso. En el método clasi-
co de congelacién lenta, cuando la temperatura va dismi-
nuyendoy la célula ya se ha deshidratado suficientemente,
el citoplasma junto con el medio de congelacién concen-
trado en el espacio extracelular, se convierten en un soli-
do vidrioso sin formacién de hielo. Por el contrario, en el
procedimiento de vitrificacién, las células se deshidratan
justo antes de que comience el proceso de enfriamiento
mediante la exposicidon a concentraciones de CPA lo sufi-
cientemente altas cémo para alcanzar el estado vitreo en
el espacio intra- y extracelular. Asi, esta transformacion se
logra con la combinacién entre concentraciones elevadas
de CPA (4-8 M) y velocidades de enfriamiento extremada-
mente altas (Vicente Anton, 2015) (véase 3.1.1).

El principal riesgo del procedimiento de vitrificacion es la
posible citotoxicidad que la alta concentracion de CPA
necesaria podrfa suponer. Sin embargo, las estrategias para
limitar esta potencial toxicidad son (Gupta, 2010):
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Figura 5. Fases del protocolo de congelacion lenta.
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- El uso combinado de diferentes tipos de CPA (permea-
bles y no permeables), disminuyendo asf la concentra-
cién relativa de cada uno (véase 4.2.).

- La reduccion del tiempo de exposicion de las células a
las soluciones de vitrificacion. Por lo general, la adicion
de los CPAs se realiza en dos etapas: la primera de ellas
es a temperatura ambiente (25°C) durante un periodo de
equilibrio de 3-10 min con concentraciones de 5-7,5 M
de CPAs. La segunda, es extremadamente breve (30-60s)
dado que la concentracién de CPAs asciende a 15M.

- La reduccién de la temperatura a la que se exponen las
células a las soluciones de vitrificacion a 200-25°C

Para lograr mayores velocidades de enfriamiento (véa-
se 3.1.2), se utiliza el menor volumen posible de solucion
en exitosos soportes especificos para la vitrificacién, que
pueden diferenciarse en abiertos (si el contacto con el ni-
trégeno liquido es directo) o cerrados (si el contacto con el
nitrégeno liquido es indirecto) (Gupta, 2010).
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6.3. DESCONGELACION/CALENTAMIENTO Y EX-
TRACCION DE LOS CPAS

Finalmente, hay que tener en cuenta que la congelacion/
vitrificacion es solo la mitad de la historia. Para funcionar,
una célula criopreservada debe volver a su temperatura fi-
siolégica normal, sobreviviendo a la descongelacién y el
calentamiento del hielo que la acompanan (Fuller et al,
2004). Como ya se tratd en apartados anteriores, durante
la descongelacidon/calentamiento dos procesos pueden
reducir de manera drastica la supervivencia de las célu-
las criopreservadas: la formacién de cristales de novo, re-
cristalizacion (véase 3.1.2.) y la formacién de un fuerte gra-
diente osmotico a consecuencia de la fusion drastica del
hielo intracelular en el contexto de una descongelacion
réapida (véase 4.2.). Para solucionar lo primero, se emplean
velocidades de calentamiento mas altas que las de enfria-
miento. Para contrarrestar lo segundo, se usan soluciones
de dilucién que contienen CPAs no permeables, que sirven
como amortiguadoras para disminuir la probabilidad del
choque osmoético por la rdpida entrada de agua a la célula
que estaba deshidratada. Ademas, dada la toxicidad de los
CPAs permeables presentes en la célula tras la rdpida des-
congelacion/calentamiento, el CPA no permeable facilita
el intercambio progresivo por agua y la consecuente rehi-
dratacion de la célula, hasta que, idealmente, vuelve a su
estado inicial previo a la criopreservacion (Vicente Anton,
2015).).

7. CONCLUSIONES

Tras este recorrido progresivo a través de los principios ba-
sicos de la criobiologfa, resulta pertinente preguntarse con
qué profundidad necesita un embriélogo clinico asimilar y
retener estos conceptos. Para conseguir resultados de re-
ferencia, es crucial conocer el fundamento de las técnicas
de criopreservacion que se usan en el laboratorio, no sélo
para poder elegir cudl es la mas apropiada para unas con-
diciones dadas, sino también para encontrar y solucionar
las posibles fuentes causantes cuando hay una disminu-
cion en el éxito de la practica.
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Durante mi estancia en la sede central del European Mole-
cular Biology Laboratory (EMBL), en Heidelberg (Alemania),
tuve la oportunidad conocer el trabajo diario del servicio de
transgénesis, encargado de dar soporte a varios grupos de in-
vestigacion del propio centro en la generacion de lineas de
ratones modificados genéticamente (transgénicos).

El procedimiento de transgénesis consiste en insertar, cam-
biar o eliminar secuencias de ADN en el material genético
de los animales. En funcién de cudl sea la pregunta cientifi-
ca, es posible tanto insertar un gen que se traduzca en una
proteina biolégicamente activa, como modificar o silenciar
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un gen especifico en el animal receptor. Para ello, se utilizan
dos métodos principalmente: microinyeccién de cigotos y
microinyeccion de células madre embrionarias o ESCs. Ambos
métodos permiten tanto la introduccién directa de ADN extra-
Ao (que se integra en el genoma de forma aleatoria) como la
incorporacion de los componentes del sistema CRISPR/Cas 9
(que edita el genoma en un sitio especifico). No obstante, en el
servicio de transgénesis del EMBL existe una mayor tendencia
hacia la microinyeccion de cigotos para evitar la generacion
de ratones quiméricos en casos indeseados, riesgo altamente
asociado a la modificacion de ESCs y posterior inyeccion en
embriones tempranos de raton.
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Gracias a la enorme disposicion de la responsable del servicio,
tuve la oportunidad de participar activamente en varias se-
siones microinyeccion de cigotos, previa recuperacion de los
mismos. Tras el sacrificio de las hembras correspondientes, se
recuperan los cigotos presentes en la zona ampular. Me llamé la
atencion el alto numero de cigotos recuperados por cada hem-
bra, en torno a 30-40 aproximadamente. Una vez recuperados
los cigotos y teniendo preparado el mix de edicion genética, se
pasa al proceso de microinyeccién. Tras observar varias inyec-
ciones de forma completa y recibir las indicaciones y consejos
pertinentes, tuve la oportunidad de familiarizarme con la técni-
cay terminar ejecutando el proceso de forma semi-auténoma.

La limitada accesibilidad de los embriélogos junior para prac-
ticar ICSI en clinica es una realidad conocida, por lo que haber
tenido la oportunidad de trabajar con material murino supone
un gran avance en mi formacion profesional. jMe siento muy
privilegiada por ello!

Por otra parte, en el servicio de transgénesis también se lle-
van a cabo tareas de criopreservacion para el almacenamiento
seguro de espermatozoides o embriones de ratén en nitré-
geno liquido. Estos procedimientos se realizan de forma habi-
tual para preservar las lineas murinas que no estén en uso en
ese momento. Las lineas criopreservadas también se pueden
revitalizar en el servicio. Tuve la oportunidad de observar y
practicar la criopreservacion tanto de espermatozoides como
de embriones y comentar particularidades con respecto a los
procedimientos analogos en humanos.

Ademads, la estancia en el centro me permitié disfrutar de la at-
mésfera de excelencia cientifica que tanto caracteriza al EMBL.
Asisti a varias charlas y seminarios cientificos sobre temas rela-
cionados con la biologia del desarrollo, tuve la oportunidad de
conocer todas las instalaciones del centro, relacionarme con
algunos investigadores principales y compartir debates y, so-
bre todo, aprender del ambiente multidisciplinar e internacio-
nal de uno de los mejores centros de investigacion en biologfa
molecular y genética a nivel mundial.

Por Ultimo, me gustarfa dar las gracias a ASEBIR por conce-
derme esta beca y darme esta oportunidad Unica; y a Isabel
Rollén, responsable del servicio de transgénesis del EMBL, por
haberme acogido y enseflado con tanto carifio y paciencia.
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Clonacion gamética por generacion de androgenotas humanos: caracterizacion
genética y edicion genémica por CRISPR-Cas9

Resultados: Serie 1: Cada androgenota analizado mostré homogeneidad intra-androgenota en términos de ploidia,
con férmulas 23, X'y 23,Y (1:1). Serie 2: El estudio de NGS en androcitos hermanos mostré formulas cromosémicas eu-
ploides uniformes en 76.2% de los androgenotas, mientras que el 23.4% de los androgenotas fueron no uniformes,
presentdandose en mosaico (aneuploide/euploide; aneuploidias equilibradas). Serie 3: En total, 86% de los androgenotas
mostraron férmulas haploides 23X o 23Y. Cerca de la mitad de los androgenotas (52,3%) fuero portadores de la variante
no patogénica para el alelo HBB y el 47,1%, portadores de aquélla patogénica. Ademas, el andlisis individual de los an-
drocitos constituyentes sugiere la existencia de isogenicidad intra-androgenota. El andlisis de 18 androcitos demostrd
dicho evento, no observandose quimerismo intra-androgenota en ninguin caso.

Dieciséis androgenotas con informacién genética completa (ploidia, férmula cromosémica y estudio de genotipado
para HBB) nos permite identificar a posteriori 7 androgenotas haploides con el genotipo no patogénico para el alelo
HBB, haploides 23X 0 23Y (3:4) sin aneuploidfas y presentando el polimorfismo c.9T>C polymorphism.

Serie 4: Tras la coinyeccion del gRNA, sc-DNA y CRISPR-Cas9 con el espermatozoide, 3/32 androgenotas mostraron
€.27dupG (9,4%), siendo 90,6% (29/32) no portadores de la variante patogénica en HBB; un porcentaje llamativamente
superior a los controles (52,2%). Tras la secuenciacion, observamos 3 grupos de respuesta, en relacion a la edicion: dele-
ciones (25%), edicion ineficiente (polimorfismo ¢.9T>C persistente; 50%) y edicion eficiente (25%).

2. Grupo de investigacion en Medicina Reproductiva, Fundacidn FIVI, Instituto de Investigacion Sanitaria La Fe (IS LA FE), Valencia.
Spain VI Foundation. Av. Fernando Abril Martorell 106. Torre A. 46026 Valencia. Spain

3. Instituto de Ciencia y Tecnologia Animal. Universitat Politécnica de Valéncia. Edificio 7G. Camino de Vera s/n. 46022 Valéncia. Spain.
4. Reproductive Genetics Unit. Sistemas Genomicos. Ronda G. Marconi 6, 46980 Paterna (Valencia), Spain.

5. Citogenomics Unit. Sistemas Gendmicos. Ronda G. Marconi 6, 46980 Paterna (Valéncia), Spain.

Conclusién: Los androgenotas mostraron la existencia de isogenicidad y autodiploidizacién, sugiriendo su sentido
como tecnologia de clonacién gamética. El estudio de regiones génicas permitié establecer la segregacion de variantes
concretas, pudiendo corregirse mediante técnicas de edicidon gendmica y rindiendo células Unicas haploides y repara-
das, aun con baja eficiencia dados los efectos off-target. Este trabajo presenta un modelo para el estudio del gameto
paternoy abre la puerta a la generacién preconcepcién de células haploides analizadas y/o corregidas, procedentes de

Maria José Escribd Pérez varones portadores de enfermedades monogénicas.

Mariajose.escriba@ivirma.com PALABRAS CLAVE: uniparental haploide, androgenota, isogenicidad, clonacién, edicion germinal

» RESUMEN
» ABSTRACT

La tecnologia de trasplante nuclear se ha aplicado para la mejora de la calidad citoplasmatica ovocitaria y para la susti-
tucion mitocondrial completa por spindle transfer. En este contexto, presentamos una nueva aplicacion: la generacion
de embriones androgenotas como una nueva posibilidad para la clonacién del gameto paterno. Metodolégicamente
se basa en la microinyeccion espermatica en ooplastos (ovocitos Ml previamente enucleados), cuya ulterior activacion
permite el desarrollo mitético uniparental. La validacion de este modelo experimental pasa por su caracterizacion gené-
tica (ploidfa, formula cromosémica y fingerprinting). Adicionalmente, el modelo permite explorar un sistema de edicion
gendmica basado en CRISPR-Cas9 para corregir variantes patogénicas de origen espermatico.

Nuclear transfer technology has been applied to improve oocyte cytoplasmic quality and complete mitochondrial
replacement by spindle transfer. In this context, we present a new application: the generation of androgenotes as a
new possibility for cloning the paternal gamete. Methodologically, it is based on sperm microinjection into ooplasts
(previously enucleated MIl oocytes), whose subsequent activation allows uniparental mitotic development. The
validation of this experimental model goes through its genetic characterization (ploidy, chromosomal formula and
fingerprinting). Additionally, the model allows exploring a genome editing system based on CRISPR-Cas9 to correct
Objetivo: Validacién del modelo androgenota mediante caracterizacién genética (ploidia, formula cromosémica y fin- pathogenic variants of sperm origin.

gerprinting). Adicionalmente, empleando el modelo androgenota, se explora un sistema de edicién gendmica basado

. : - X » Objective: Validation of the androgenetic model through genetic characterization (ploidy, chromosomal formula and
en CRISPR-Cas9 para corregir variantes patogénicas de origen espermatico.

fingerprinting). Additionally, using the androgen model, a genome editing system based on CRISPR-Cas9 is explored to
Materiales y métodos: Se generaron embriones androgenotas a partir de un paciente heterocigoto para la variante correct pathogenic variants of sperm origin.
patogénica ¢.27dupG en el gen HBB responsable de la beta-talasemia y homocigoto para el polimorfismo c.9T>C en
el mismo gen. El estudio genético de los androgenotas se realizd en dia 3, analizando la ploidia (serie 1; n=6), férmula
cromosdmica mediante aCGH (serie 2; n=6) e identidad genética por estudio de polimorfismos STRs (serie 3; n=18),
destinando en las fas serie 2 y 3 al menos una célula para control de ploidia mediante FISH. La edicién del genoma
espermatico se realizd coinyectando el espermatozoide con una mezcla de g-RNA, una secuencia de ADN donante de
cadena sencilla y CRISPR-Cas9 durante la ICSI. En dfa 3, los androgenotas fueron analizados por secuenciacion para las

variantes del gen HBB (serie 4 n=32).

Results: Series 1: Each androgenote showed intra-androgenote homogeneity in terms of ploidy, with formulas 23X and
23Y (1:1). Series 2: NGS study on sister androcytes exhibited uniform haploid chromosome formula in 76.2% euploides
and 23.8% aneuploides mosaic (either euploid/aneuploid or equilibrated aneuploid). Series 3: In total, 86% showed
chromosome formulas 23X or 23Y. Nearly half of androgenotes (52.9%) carried the wild-type allele for HBB and 47.1%
the pathogenic variant. Furthermore, individual analysis of the constituent androcytes suggests the isogenicity within
every single androgenote. Single cell analysis in 18 androgenotes showed isogenic cells, without intra-androgenote
chimerism.
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Sixteen androgenotes with complete genetic information (ploidy, chromosomal formula and HBB study) allow to identi-
fy 7 haploid androgenotes, with wild-type genotype for HBB allele and haploid 23X and 23Y (3:4) chromosome endow-

ment. All androgenotes showed the c.9T>C polymorphism.

Series 4: After coinjection of gRNA, sc-DNA and CRISPR-Cas9 with the sperm, 3/32 androgenotes showed c.27dupG
(9.4%), with 90.6% not carrying the pathogenic variant in HBB; a strikingly higher percentage than controls (52.9%). After
sequencing, we observed 3 response groups, in relation to editing: deletions (25%), inefficient editing (persistent c.9T>C

polymorphism; 50%) and efficient editing (25%).

Conclusion: Androgenotes showed the existence of isogenicity and autodiploidization, suggesting its meaning as ga-
mete cloning technology. The study of gene regions allowed to establish the segregation of specific variants, which can
be corrected by genome editing techniques and yielding single haploid and repaired cells, even with low efficiency
given the off-target effects. This work presents a model for the study of the paternal gamete and opens the door to the
preconception generation of analyzed and/or corrected haploid cells from male carriers of monogenic diseases.

KEYWORDS: haploid uniparental, androgenote, isogenicity, cloning, germline editing

INTRODUCCION

El androgenota es un constructo uniparental, constituido por
un Unico progenitor, que en el caso particular de estar cons-
tituido genéticamente por el espermatozoide, se denomina
androgenota.

La condicion uniparental, en si misma, es limitante del desa-
rrollo a término; sin embargo, los estudios en raton, reportan
que es posible la implantacion y el desarrollo somitico, bajo
una condicién uniparental diploide, estando restringida a es-
tadios pre-implantacion cuando es haploide (McGrath and
Soler, 1984).

La posibilidad de emplear la maquinaria ovocitaria para mul-
tiplicar la informacién genética contenida en un ndcleo no
es novedad (Campbell et al, 1996); numerosos trabajos en
distintas especies, incluida la nuestra, han reportado la forma-
Cion de blastocistos y nacimientos sanos tras el trasplante nu-
clear a un citoplasma ovocitario competente (Campbell et al,,
1996; Tachibana et al,, 2009; Hyslop et al., 2016; Costa-Borges
etal, 2022).

Dos son las posibles opciones para generar constructos an-
drogenotas. Si bien la enucleacion de cigotos correctamente
fecundados es una de las opciones mas ampliamente utili-
zadas tanto en ratén como en humanos (Barra and Renard,
1988; Hagemann et al, 1998; Kuznyetsov et al., 2007; Liao et al,,
2020); su génesis conlleva la destruccion de un cigoto correc-
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tamente fecundado; contraviniendo en si mismo la ley Ley
14/2007, de 3 de julio, de Investigacién biomédica (predambu-
lo IV) y referido a la generacién de embriones con otros fines
a la procreacion.

Debido a este imperativo, la opcién estratégica de eleccion
fue la enucleacién de un ovocito MIl'y subsiguiente ICSI, en
condicidon monospérmica, segun la técnica puesta a punto y
desarrollada por nuestro equipo de investigacion para gene-
rar androgenotas haploides (Grau et al, 2011; Escriba et al,
2016). En sintesis, los ovocitos MIl son enucleados y ulterior-
mente inseminados con un Unico espermatozoide. Asi, plan-
teamos como primer objetivo, valorar si nuestro método de
produccién de androgenotas es en si mismo un método de
clonacién gamética. Para ello estudiamos los androgenotas
en d3, en términos de ploidia, férmula cromosémica y geno-
tipado. Ademds, y a fin de explorar posibles usos del modelo
androgenota propuesto, como segundo objetivo planteamos
si es posible emplear la metodologia de produccién de an-
drogenotas para editar variantes patogénicas de origen es-
permdtico, mediante tecnologfa de CRISPR-Cas9.

MATERIALES Y METODOS

Para la produccién de androgenotas requerimos espermato-
zoides y ovulos para enuclear, que nos proporcionaran oo-
plastos (citoplasmas ovocitarios sin identidad genética).
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ORIGEN SEMINAL

Todos los constructos androgenotas, incluidos en este tra-
bajo, se realizaron empleando un mismo origen seminal. Asf,
identificamos e invitamos participar en el estudio a un varén
asintomatico para beta talasemia, una dolencia asociada al
gen HBB localizado en el brazo corto del cromosoma 11.

La caracterizacion genética nos confirmé que el varon era
portador en heterocigdsis de una variante patogénica con-

sistente en un duplicacion de una G, concretamente en posi-
cion ¢.27 del gen HBB; siendo ademés homocigoto para una
variante no patogénica, responsable de un polimorfismo po-
sicién ¢.9 (Figura 1a).

El estudio continua con la busqueda de microsatélites infor-
mativos flanqueando la variante y el polimorfismo, y culmina
con el estudio de segregacion alélica que define los dos ha-
plotipos: en rojo el asociados a la variante y en azul el asocia-
do al wild-type (Figura 1b).
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Figura 1. Caracterizacién genética de un vardn heterocigoto para la variante patogénica c.27dupG en el gen HBB responsable de la
beta-talasemia y homocigoto para el polimorfismo c.9T>C en el mismo gen (cromosoma 11)

ORIGEN DE LOS OVOCITOS

Las donantes de ovocitos fueron estimuladas con fines de
investigacion. Tras protocolos de estimulacion ovérica con-
trolada convencional, los ovocitos fueron extraidos mediante
puncion ovarica y aspirado folicular tras 36 horas de induc-
cién de la ovulacion con agonistas. Tras 2 horas de incubacion
in vitro, los ovocitos fueron aspirados y el grado de madura-
cién constatado. Los ovocitos MIl fueron seleccionados para
generar ooplasmas.
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Los ovocitos MII, fueron inspeccionados bajo microscopia con
luz polarizada (Oosingt, RI), permitiéndonos la visualizacion
del spindle y, por ende, asumiendo la ubicacién de la placa
cromosémica. Con ayuda de pipetas de sujecion (o pipeta
holding) y pipetas de enucleacion (pipeta de CSI), los ovocitos
son posicionados hasta a correcta identificacion y visualiza-
cién del huso meidtico. En ese momento y con ayuda de la
pipeta de enucleacion accedemos al interior citoplasmatico,
aspirando el spindle, proceso conocido como enucleacion y
supervisando bajo observacion microscopica todo el proceso.
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OBTENCION DE ANDROCITOS

Con esta pérdida de identidad genética por parte del ovocito,
los citoplasmas supervivientes (ooplastos) fueron microinyec-
tados con un Unico espermatozoide, siguiendo el protocolo
convencional de ICSI'y cultivados en 25 ulL de GEMS (Genea)
en sistema time-lapse (Geri; Merck y Embryoscope, Vitrolife) ,
37.4°C, 5.5% CO2, 21% 02, bajo aceite mineral ligero, durante
tres dias. Tras 16-20 horas de cultivo, los constructos androge-
notas fueron identificados como aquellas estructuras con un
solo corpusculo polar (CP), el primero (CP1), y un Unico pro-
nucleo. El cultivo ulterior, nos informa del desarrollo, siguien-

Enucleacian Ml Doplasto = ICS

do una cinética rapida de segmentacion (Escriba et al, 2016;
Figura 2). En ese momento, segun el protocolo normalizado
de biopsia embrionaria, previa incubacion en medio G-PGD
suplementado con HSA al 10 % (v/v) (Vitrolife), los androge-
notas se desagregan en las células constituyentes; practica de
un agujero en la zona pellcida mediante aplicaciéon de tres
disparos de lasery aspirado amable de cada una de los andro-
citos con pipetas Humagen destinadas a tal fin. Segun este
protocolo cada androgenota serd desagregado en sus células
constituyentes, obteniendo una poblacién de blastémero-
like que denominamos androcitos y constituyen la base de
nuestro estudio (Figura 2).
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Figura 2. Representacion fotogrdfica seriada, representando las principales etapas técnicas de obtencidn de androcitos. Técnicamente,
se procede con la enucleacidn de los ovocitos Mil bajo andlisis de luz polarizada y ulterior ICSI. Tras 17-20 horas de cultivo (dia 1), se eva-
lta la presencia de un corpusculo polar y un prondcleo. El desarrollo ulterior in vitro nos proporciona, en dia 3 de desarrollo androgenotas
constituidos por una media de 8-10 blastdmero-like 0 androcitos, aislados segtin la metodologia de biopsia embrionaria convencional.

ESTUDIOS CROMOSOMICOS

Los andlisis de los cromosémicos de los androcitos y, por
ende de los androgenotas, fueron realizados mediante FISH,
NGS o genotipado, siguiendo los protocolos y el disefio expe-
rimental detallados a continuacién (Figura 3).

Determinacién de ploidia mediante hibridacién in situ fluo-
rescente (FISH, del inglés fluorescent in-situ hybridization)

Cada androcito individual fue fijado con una solucién de me-
tanol-acido acético (3:1) sobre protaobjetos desengrasados.
Para el procedimiento FISH, se utilizaron sondas centroméri-
cas para los cromosomas X (Spectrum Green; Vysis), Y (Spec-
trum Orange; Vysis) y 18 (Spectrum Aqua; Vysis), y sondas es-
pecificas de locus para los cromosomas 13 (Spectrum Orange,
XXX) y 21 (Espectro Verde, XXX). Las muestras se analizaron
con un microscopio de fluorescencia Imager Z2 (Zeiss, Ale-
mania) equipado con un filtro de paso de banda triple para
6-diamino-2-fenilindol/rojo de Texas/isotiocianato de fluores-
ceina (FITC) y filtros de paso de banda Unica para FITC, rojo de
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Texas, y azul aguamarina. Las imégenes fueron grabadas con
una camara de video Olympus DP-70.

Un androcito se considerd indicativo de ploidia cuando al
menos dos autosomas estaban presentes. La ploidia se defi-
nié de la siguiente manera: haploide, cuando se identificaba
una sefal por cromosoma; diploide, cuando se detectaron
dos sefales; y triploide, cuando eran evidentes tres sefales
(Figura 3a).

Andlisis de 24 cromosomas por NGS (Next Genome Sequen-
cing)

La preparacion de las muestra de androcitos individuales y las
pruebas genéticas para aneuploidias se realizaron de acuerdo
con protocolos previamente validados (Vendrell et al., 2017).
En resumen, cada androcito se incluyé en un tubo PCR de 0,2
ml que contenfa 2,5 uL de PBS (Cell Signaling Technology, MA,
EE. UU.), en condiciones estériles y se almaceno a -20 °C has-
ta su andlisis. La amplificacion del genoma completo (WGA)
y la construccion de bibliotecas se realizaron con el kit Pico-
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plex DNA-Seq (Takara, EE. UU.), siguiendo las instrucciones
del fabricante. Las bibliotecas se purificaron, cuantificaron y
secuenciaron en una plataforma MiSeq. Los datos de secuen-
ciacion se analizaron siguiendo la tecnologia desarrollada por
Vendrell et al. (2017).

Segun los resultados de la NGS, los androcitos se diagnostica-
ron como: euploides o aneuploides (Figura 3b) y, los androge-
notas como uniformes o mosaico, identificando el porcentaje
de androcitos con una u otra composicidon cromosomica.

GENOTIPADO

Para la identificacion de la variante patogénica y aquéllas no
patogénicas (microsatélites informativos), se procedié a la ex-
traccion y purificacion de ADN gendmico a partir de las mues-
tra de sangre, del donante de semen; realizando una secuen-
ciacion Sanger para comprobar la posicion de la mutacion.
De cada androcito, se amplificé el genoma mediante “Su-
replex Amplification System” de lllumina®, comprobando
la amplificacion mediante electroforesis en gel de agarosa.
Posteriormente, se procedid a la amplificacion especifica me-
diante PCR “heminested” de la region donde se encuentra la
mutacion y de los marcadores microsatélite, utilizando oligo-
nucledtidos fluorescentes. La electroforesis de las muestras y
deteccion fluorescente de los fragmentos obtenidos permitid
la minisecuenciacion de las posiciones donde se encuentran
las mutaciones mediante la técnica de SNaPshot. EI andlisis
bioinformético se realizé empleando un software especifico.
Los haplotipos asociado y no asociado a la mutacion han sido
establecidos mediante la amplificaciéon especifica por PCR de
espermatozoides aislados procedentes del varon.

Los posibles resultados serdn, androcitos con un resultado de
genotipado compatible con el haplotipo portador de la va-
riante patogénica del genotipo salvaje (Figura 3c).

Asi mismo, el porcentaje de androcitos con uno u otro genoti-
po nos informara de la isogenicidad intra-androgenota.

DISENO EXPERIMENTAL

A fin de abordar el primer objetivo, un total de 45 androge-
notas fueron distribuidos en tres series experimentales. En
la Serie 1, un total de 6 androgenotas fueron integramente
analizados para determinar su ploidia mediante FISH para 5
cromosomas, 13, 18. 21 X e Y pudiendo encontrar féormulas
compatibles con la dotaciéon haploide, diploide o triploide
(Figura 3a).
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Segun la uniformidad en términos de ploidia observada entre
androcitos de un mismo constructo, en la serie 2 y serie 3,
destinamos un androcito a control de ploidia y los restantes
a analisis numérico de cromosomas mediante aCGH o NGS
(serie 2, un total de 21 androgenotas). Asi encontraremos
euploides 23X o 23Y o aneuploides (Figura 3b). En la serie 3,
los androcitos de 18 androgenotas fueron analizados a fin de
identificar los haplotipos salvaje o portador de la variante pa-
togénica.

Con la informacién emergente de este primer objetivo, en la
serie 4 testamos el sistema de edicidon gendmica espermatica
mediante tecnologia CRISPR-Cas9, recogido como segundo
objetivo de este trabajo. Asi, siguiendo la metodologia des-
crita por Ma et al. (2017) en el momento del ICSI, el esperma-
tozoide es coinyectado con un coctel de RNA gufa, CRISPR,
Cas9 y un ADN donante de cadena sencilla. Tras evaluar la
condicion unipronuclear, los androgenotas fueron cultivados
en time lapse hasta d3 de desarrollo; en D3, un androcito es
empleado para control de ploidia y el resto del androgenota
genotipado. Asi, ademas de los haplotipos wild type y porta-
dor, podemos encontrar la secuencia donante (ADN Donor)
que excluye la variante patogénica (C>G) e incluye un chivato
de edicion en posicién c.9, revirtiendo el nucledtido en ho-
mocigosis a la forma mas frecuente (C>T) (Figura 3d).

RESULTADOS

Este trabajo incluye un total de 168 ovocitos donados a in-
vestigacion, que fueron enucleados correctamente enuclea-
dos (90%) y generando un total de 118 constructos con un
Unico corpusculo polar y un prontcleo. El ulterior desarrollo
in vitro culmind en dia 3 de desarrollo con la produccion de
93 androgenotas (79%), conteniendo en promedio 10,2+3,1
androcitos.

Los resultados dela serie T incluyen 6 androgenotas. Todos lod
androcitos analizados fueron haploides, 23Xy 23Y; ademas, el
andlisis de los androcitos mostré uniformidad intra-androge-
nota, siendo todos los androcitos de un mismo androgenota
homogéneos en término de ploidia, segun los cromosomas
analizados. Ademads, los androgenotas respondieron en ratio
1:1 A férmulas compatibles con 23,X o 23Y.

En la serie 2, tras estudiar 21 androgenotas, observamos: en
primer lugar, que todos los androgenotas fueron haploides
tras el andlisis de un androcito representativo; en segundo
lugar, el 76,2% fueron euploides uniformes, 23X (52,2%) o
23Y (43,7%) y, en tercer lugar, que el 23,8% fue aneuploide
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Figura 3. Diseio experimental. Los androcitos fueron estudiadoscromosémicamente en términos de ploidia (Serie 1, a), férmula cromo-
sémica (Serie 2, b), genotipo (Serie 3, ¢) y genotipado tras la edicidn por CRISPR-Cas9 (Serie 4, d).
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en mosaico (1:1 aneuploide/euploide), todo lo cual sugiere
uniformidad intra-androgenota y anomalias numéricas de
origen mitético. Ningln androgenota aneuploide (uniforme
0 mosaico) fue identificado.

En la serie 3, el andlisis de 18 androcitos individuales mos-
tré un 86% de haploides 23X y 23Y presentes en ratio 1:1y
otras férmulas compatibles con la autodiploidizacion (46XX,
46YY, 69XXX). Por otra parte, el genotipado mostré que el
52,9% de los androgenotas eran de genotipo salvaje y el
otro 47,1% portadores de la variante patogénica. Ademas,
el estudio del conjunto de androcitos mostré isogenicidad
intra-androgenota, en términos de genotipo.

Por lo que respecta a los resultados de edicion gendmica,
empleando la tecnologia de CRISPR-Cas9, un total de 32 an-
drogenotas fueron analizados (serie 4). El anélisis mediante
FISH de un androcito representativo de cada androgenota
sugirio que los 32 androgenotas atendian a férmulas haploi-
des 23X o0 23Y, en ratio 1:1. Tras estudiar el genotipado de
estos 32 androgenotas, particularmente en la posicion c.27,
observamos un incremento significativo en la frecuencia
del genotipo salvaje frente al patogénico (90,6% vs. 9,4%;
p<0.05). El andlisis por secuenciacion del la posicion c.9
(variante no patogénica editada o chivato), observamos un
25% de edicion completa, un 50% de quimerismo y un 25%
de deleciones.

DISCUSION

Nuestra estrategia de produccion de constructos haploides
espermaticos o androgenotas sugiere ser un método de
clonacion gamética espermatica por cuanto los androcitos
constituyentes, en promedio 10, presentan isogenicidad
aun con eventos de autodiploidizacion.

Los resultados obtenidos sugieren que, si bien los resulta-
dos son iniciales, la correccion de variantes concretas en
espermatozoides es posible mediante técnicas de edicion
gendmica, rindiendo células Unicas haploides y reparadas
aungue con baja eficiencia, dados los efectos no deseados.

En sintesis, nuestro procedimiento de produccion de andro-
genotas es un método por el que tras cambiar el formato de
un espermatozoide a una estructura embryo-like, llamada
androgenota, hemos constatado que sus células constitu-
yentes o androcitos son idénticas, en los términos estudia-
dos. Entre las aplicaciones, destacaria el estudio del gameto
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paterno, y la posibilidad de seleccionar un genotipo, emplean-
do el excedente para la reconstruccion de la dotacion diploide
heteroparental como ocurrié en otras especies.
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» RESUMEN

Hace mas de un siglo, el ser humano logré llevar a cabo por primera vez la clonacion de un animal separando las células
que conformaban un embrién. A partir de ahi, fueron diversos los intentos de desarrollar nuevas técnicas con las que
poder realizar la clonacion de diferentes especies con una mayor eficacia. Asi, en 1997 se anuncié el nacimiento de
Dolly, la primera oveja clonada por transferencia nuclear de células sométicas (SCNT). Desde entonces, se han tratado
de mejorar los protocolos de clonacion existentes, ya que sigue siendo un proceso muy ineficiente y que genera ciertas
consecuencias en la descendencia obtenida, ademds de relacionarse con elevadas tasas de aborto. Sin embargo, la
transferencia nuclear es una herramienta cada vez mas utilizada, ya que cuenta con multiples aplicaciones tales como
la propagacién de genomas valiosos, la preservacion de especies en peligro de extincién, la generacion de animales
transgénicos o la obtencion de células madre para terapia, entre otras. Por tanto, el presente trabajo ofrece una vision
general de las diferentes técnicas de clonacién y sus aspectos mas relevantes, deficiencias y mejoras, sus aplicacionesy
la situacion actual a nivel legislativo.

Palabras clave: clonacién de organismos, técnicas de transferencia nuclear, reprogramacion celular, ovocito.

» ABSTRACT

More than a century ago, humans succeeded in cloning an animal for the first time by separating the cells that made
up an embryo. Since then, several attempts have been made to develop new techniques to clone different species
more effectively. In 1997 was the birth of Dolly, the first sheep cloned by somatic cell nuclear transfer (SCNT). Since then,
attempts have been made to improve existing cloning protocols, as it is still a very inefficient process and has certain
consequences for the offspring obtained, as well as being associated with high rates of miscarriage. However, nuclear
transfer is an increasingly used tool, as it has multiple applications such as the propagation of valuable genomes, the
preservation of endangered species, the generation of transgenic animals or obtaining stem cells for therapy, among
others. Therefore, this paper provides an overview of the different cloning techniques and their most relevant aspects,
shortcomings and improvements, their applications and the current legislative situation.

Keywords: cloning (organisms), somatic cell nuclear transfer technique, cellular reprogramming, oocyte.
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1. INTRODUCCION

Entendemos por clonacién la produccion de copias genéti-
camente idénticas de un organismo pluricelular completo
(Keefer, 2015; Rahbaran et al,, 2021). Desde hace cientos de
anos, el ser humano ha intentado replicar los modelos de
clonacion natural que observaba en la naturaleza. De este
modo, ya en 1902, Spemann traté de generar gemelos ar-
tificialmente. Para ello, obtuvo un embrién de salamandra
en estadio de dos células, lamadas blastomeras, y lo apre-
td con un cabello de bebé hasta separarlas, consiguiendo
generar un individuo adulto a partir de cada una de ellas
(Spemann, 1901). A~os mas tarde, Willadsen demostré que
también era posible obtener gemelos de grandes mamife-
ros dividiendo a la mitad embriones en estadio de moérula o
blastocisto por medio de micromanipulacion (Willadsen et
al., 1981). No obstante, el mayor alcance de la clonacién se
logré con el desarrollo de la transferencia nuclear (NT, Nu-
clear Transfer), que consiste en la transferencia del nucleo
de una célula donante a un ambiente receptor previamente
enucleado, que puede ser un ovocito, un cigoto e incluso
una blastémera (Polejaeva, 2021). Asi, gracias a esta técnica,
Wilmut consiguié reportar el nacimiento de la oveja Dolly,
el primer organismo clonado por transferencia nuclear de
células somaticas, SCNT (Somatic Cell Nuclear Transfer), utili-
zando células somaticas adultas obtenidas de una glandula
mamaria (Wilmut et al., 1997). Desde entonces, esta técnica
se ha empleado para la clonacion de multiples especies con
éxito, ya que arroja una gran cantidad de ventajas y aplica-
ciones, como la propagacion de genomas valiosos (especi-
menes de élite y sementales o ganado muy productor), la
clonacion post mértem y de animales infértiles o castrados,
la clonacién de especies en peligro de extincién, la genera-
cion de animales modificados genéticamente para la pro-
duccién de determinados subproductos y la clonacién tera-
péutica para el aislamiento de células madre (Keefer, 2015;
Moore and Hasler, 2017; Rahbaran et al., 2021), entre otros.
No obstante, a pesar de las diversas aplicaciones, la clona-
cién sigue siendo un proceso muy costoso (unos 15000€
por animal) e ineficiente, ya que solo alrededor del 5% de
los embriones transferidos dan lugar a nacidos vivos, sanos
y productivos, lo que ha limitado en gran medida el empleo
de esta tecnologia (Hasler, 2014; Moore and Hasler, 2017).

Por tanto, el objetivo de esta revision es sintetizar y describir
las diferentes técnicas de clonacién existentes, asi como los
factores que influyen en ellas, ofreciendo una visidon general
y actualizada de sus multiples aplicaciones y del marco legal
que las ampara.
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2. TIPOS Y TECNICAS DE CLONACION

Existen dos tipos basicos de clonacién: la clonacién sin re-
programacioén, en la que no se produce la alteracion del
desarrollo en curso del embrion (Escriba et al., 2002); y la
clonacion con reprogramacion, basada en la transferencia
nuclear.

CLONACION EMBRIONARIA SIN REPROGRA-
MACION

Se trata de una técnica sencilla y que no requiere un equipo
costoso, basada en la divisidn embrionaria. En funcion del
estadio en el que se divida el embrién, puede ser de dos
tipos:

a) Desagregacion embrionaria, también conocida
como division embrionaria en etapa de escision, que
consiste en la formacion de gemelos, tripletes o cua-
druples al dividir un embrién en etapas de 2 a 8 células.
Cada una de estas células o blastémeras son totipoten-
tes, por lo que tienen la capacidad de generar un or-
ganismo completo al insertarse en una zona pellcida
(ZP) previamente evacuada (Rahbaran et al,, 2021), tal y
como se muestra en la Figura 1. La eficiencia del proce-
so disminuye a medida que se producen mas multiples,
debido al menor nimero de blastdmeras presentes en
el momento de la compactaciéon y de la blastulacién, asi
como a la pérdida de volumen citoplasmatico (Escriba
et al, 2002). La formacién de blastocistos ocurre en un
horario temporal, independientemente del nimero de
células que conformen el embrién en ese momento. Si
desagregamos un embrion en estadio de 8 células en
blastomeras individuales, no habra masa critica suficien-
te para decidir qué células daran lugar a la masa celular
interna (MCI) y cuales al trofoectodermo. Si el nimero
de células presentes para formar la MCl es inadecuado,
se genera una estructura denominada vesicula trofo-
blastica, compuesta Unicamente por trofoectodermo,
que no es viable (Escriba et al., 2002). Para superar esta
limitacion, se ha demostrado que es posible obtener
descendencia viva en primates al desagregar un em-
briéon en estadio de 8 células y transferirlas por pares a
una ZP evacuada, con tasas de nacido vivo del 8% frente
al 40% de los controles procedentes de fecundacion in
vitro (FIV) (Chan et al., 2000).

b) Splitting embrionario o biparticion de embriones, que

consiste en dividir mecénicamente a la mitad un em-
brién en estado de modrula o de blastocisto por medio

DICIEMBRE 2022

AULA JOVEN

Potencial de la clonacidn: desde herramienta terapéutica
y ganadera hasta tratamiento de la infertilidad

de una microcuchilla, asegurdndose que se reparte
equitativamente la masa celular interna y el trofoecto-
dermo a cada una de las mitades (Figura 2). En este caso,
Unicamente se pueden obtener dos réplicas por cada
embrién, por lo que es una forma de generar gemelos
artificialmente (Escribd et al., 2002; Casser et al, 2019;
Rahbaran et al,, 2021). Una de las principales desventa-
jas de esta técnica es que resulta bastante invasiva para
el embridn, ya que, a la hora de generar el corte, algunas
de las células se destruyen, pudiendo disminuir su po-
tencial de desarrollo (Skrzyszowska and Samiec, 2021).

Respecto a la eficiencia de la clonacion por estas técnicas, se
han observado diferencias en funcion del estadio embriona-
rio utilizado, e incluso se han obtenido distintos resultados
empleando la misma etapa en diferentes especies, por lo
que el potencial de desarrollo tras la manipulacion depende
de cada una de ellas. En ganado bovino, la tasa de gestacion
por transferencia de un embriéon completo es de alrededor
del 70%, mientras que para un hemiembrién es del 50-55%,
por lo que la técnica proporciona un aumento de casi el
40% en la posibilidad de concepcién (Noli et al., 2017). Por
ejemplo, realizando la técnica de biseccién en 18 embriones
de oveja, se transfirieron un total de 36 hemiembriones que
resultaron en 25 nacidos vivos, obteniéndose una eficiencia
del proceso del 138,9% (Casser et al, 2019). En embriones
humanos, se estudio la calidad de los blastocistos obteni-
dos por desagregacion de blastdmeras. Se observd que el
potencial de expansién del blastocisto y la prevalencia de
aneuploidias y mosaicismos no se vieron afectados por la
divisién embrionaria, aunque los embriones obtenidos pre-
sentaban una morfocinética alterada y un menor tamafo
y calidad respecto a los controles no manipulados. De los
embriones divididos, el 69% se desarrollaron hasta blasto-
cisto expandido, frente al 87,5% en los controles (p>0,05),
por lo que la tasa de supervivencia alcanzada es alta (Omidi
et al, 2020).

CLONACION EMBRIONARIA CON REPROGRA-
MACION

La clonacion por transferencia nuclear de células somaticas
(SCNT) elimina la necesidad de que el material genético pro-
venga de una célula germinal, pudiendo usarse en su lugar
células somaticas como fibroblastos, células del cimulus o
células de Sertoli, entre otras (Wisely et al.,, 2015; Czernik et
al,, 2019). Para llevarla a cabo, se requiere un ovocito recep-
tor, al que se le retira previamente el ndcleo para convertirse
en un recipiente celular que albergara el genoma diploide
a clonar; y un nucleo donante, que serd la célula somatica
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que se inserte en el ovocito (Wisely et al,, 2015). Los pasos
seguidos para realizar la SCNT son los siguientes (Figura 3):

I.  Enucleacion del ambiente receptor. Pueden utilizarse
como receptores ovocitos en diferentes estadios madu-
rativos, como vesicula germinal (VG) (Bui et al., 2008),
metafase | (MI) o metafase Il (MIl) (Mullins et al., 2004),
asf como cigotos (Greda et al.,, 2006). No obstante, el am-
biente receptor por excelencia es el ovocito Mll, puesto
que tiene una mayor capacidad para reprogramar las cé-
lulas somdticas a la totipotencia (Narbonne et al,, 2012;
Simdes and Rodrigues Santos, 2017). Existen diferentes
métodos para la enucleacién de los ovocitos, aunque los
mas utilizados son: la enucleacién usando como guia la
posicion del primer corpusculo polar (CP) (con o sin tin-
cion con Hoechst 33342) (Hardarson et al., 2000; Li et al.,
2004), la enucleacién con microscopio de luz polarizada
(PolScope) (Liu et al.,, 2000), la enucleacion quimica y la
biseccion de ovocitos (Li et al., 2004).

II. Transferencia del niicleo donante. Una vez enucleado
el ambiente receptor, se lleva a cabo la transferencia del
nucleo donante a su interior. Existen tres formas distin-
tas: empleando polietilenglicol (PEG) (Yang and Shen,
2006), mediante electrofusion (Qu et al., 2020) y utili-
zando el virus Sendai inactivado (Gouveia et al., 2020),
siendo este Ultimo el método més utilizado, ya que no
produce la activacion espontanea de los ovocitos, y ade-
mds se obtienen mayores tasas de blastulacion y cali-
dad embrionaria (Song et al,, 2011). Por otro lado, es de
gran importancia la sincronia de los ciclos celulares del
nucleo donante y del ovocito receptor para que tenga
lugar una correcta reprogramacion celular y con ello el
éxito de la clonacion. Es habitual el empleo del ovocito
en metafase Il activado, ya que, debido a su actividad
MPF (factor promotor de la maduracién) reducida, acep-
ta nucleos en cualquier fase del ciclo celular, conside-
randose asi un receptor universal (Polejaeva, 2021). No
obstante, su capacidad reprogramadora es limitada, por
lo que tienden a emplearse ovocitos no activados con
nucleos donantes en G1/G0 (por ejemplo, células epite-
liales o neuronas, respectivamente) cuando se requiere
una mayor reprogramacion nuclear. En caso de usarse
nudcleos en fase S o G2, pueden producirse aneuploidias
que dan lugar a una clonacion ineficiente.

Activacion de los ovocitos. De forma natural, tras la fe-
cundacién del ovocito por el espermatozoide, la fosfoli-
pasa C zeta (PLC() espermatica induce una elevacion de
los niveles de calcio intracelulares, promoviendo la des-
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composicion del MPF y la activacion del ovocito. Dado
que PLCC no estd presente en las células somaticas, es
necesario inducir la activacion artificialmente (Matoba
and Zhang, 2018). Existen distintos métodos de activa-
cion ovocitaria, como la ionomicina o la 6-dimetilamino-
purina (6-DMAP), aunque cabe destacar que la eficiencia
de cada uno depende de la especie en la que se realice
la transferencia nuclear.

IV. Cultivo de los constructos. Varios estudios han demos-
trado que los embriones reconstruidos por SCNT son
menos competentes que los procedentes FIV (Cordova
etal, 2017). Por ello, es esencial establecer y optimizar
medios de cultivo especificos para cada tipo celular y
especie. No obstante, actualmente la composicion ideal
de estos medios sigue siendo desconocida, por lo que
en muchas ocasiones se lleva a cabo la transferencia
embrionaria inmediatamente después de la transferen-
cia nuclear, disminuyendo la eficiencia del proceso.

3. DEFICIENCIAS Y CONSECUENCIAS
DE LA CLONACION SOMATICA

REPROGRAMACION NUCLEAR INCOMPLETA,
ACTIVACION EMBRIONARIA Y HETEROPLASMIA

La SCNT es un proceso con baja eficiencia debido a una se-
rie de problemas tales como: abortos tempranos y tardios,
sistemas inmunitarios comprometidos, problemas circula-
torios y respiratorios de las crias y un alto nivel de muerte
fetal, probablemente mediada por una reprogramacién epi-
genética atipica (Hildebrandt et al,, 2021). Solo una pequena
proporcién de animales derivados de transferencia embrio-
naria de embriones clonados se desarrollan en descenden-
cia normal (1-5%) (Wilmut et al., 2015). El nimero significati-
vo de embriones que mueren durante la gestacion se debe
principalmente a anomalias en la placenta (Watanabe and
Nagai, 2009) 0 a un crecimiento anormal del feto, conocido
como sindrome de la descendencia grande (Keefer, 2015).
Estos fenotipos anormales derivan de una reprogramacion
nuclear (NR, Nuclear Reprogramming) incompleta del nu-
cleo donante en el ovocito receptor. La reprogramacion
nuclear supone la reversion del epigenoma establecido du-
rante la diferenciacion celular, y es normalmente conferida
por los factores de reprogramacion intrinsecos del ovocito.
Una NR completa restaura la condicion de totipotencia per-
mitiendo que el clon obtenido por SCNT se desarrolle en un
adulto normal. La persistencia de marcas epigenéticas en
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el genoma del nucleo donante somatico hace que genes
cruciales para el desarrollo sean inaccesibles para su trans-
cripcién, llevando en algunos casos a patrones de expresion
génica anormales 'y, por tanto, anomalias en la placenta y lo
que ello conlleva (Loi et al., 2016). Por otro lado, una com-
binacion de genes nucleares y mitocondriales controlan la
funcion mitocondrial, por lo que es esencial una correcta
comunicacién entre el ADN mitocondrial (ADNmt) y gend-
mico para un desarrollo adecuado (Loi et al,, 2011). La hete-
roplasmia (presencia de distintos haplotipos mitocondriales
en una misma célula) plantea ciertos problemas como la
incompatibilidad de genes del ADNmt y el ADN gendmico,
y la posibilidad de que el ADNmt de la célula donante pue-
da causar un pobre desarrollo de los embriones clonados
(Wisely et al,, 2015).

ENDOGAMIA

La depresion endogamica, es decir, la pérdida de la capaci-
dad de adaptacion a nuevas situaciones debido a la pérdida
de variacion genética por homocigosidad, puede ser uno
de los resultados del uso de la clonacion somética en ani-
males tanto en el dmbito ganadero como en la proteccion
de especies y clonacion de mascotas, ademas de su asocia-
cién a alelos raros y deletéreos (Holt et al., 2004). Clonar indi-
viduos pone la variabilidad genética en duda, sin embargo,
no se ha estudiado experimentalmente (Czernik et al., 2019).

4. MEJORA DE LAS TECNICAS

Para evitar anomalfas en las modificaciones epigenéticas
que impidan la correcta reprogramacion nuclear se han pro-
puesto una serie de mejoras, como el tratamiento con inhi-
bidores de las deacetilasas de histonas de clase | y I, como
la tricostating, ya que la deacetilacion de histonas supone
una menor apertura de la cromatina, que compromete la
transcripcion génica para la activacion del embrion (Czernik
et al, 2019). Otra de estas mejoras es impedir la expresion
del ARN no codificante Xist que se transcribe del cromoso-
ma X silenciado y que es uno de los principales indicadores
de la condicion de inactivacion del cromosoma X. Usando
nucleos donantes en los que se ha eliminado Xist para pre-
venir su expresion y el silenciamiento de un cromosoma X,
mejord el desarrollo embrionario de clones masculinos en
7-8 veces comparado con el procedimiento normal en ra-
tones (Matoba et al, 2011). Por otro lado, la inyeccion de
ARN mensajero de desmetilasa de histonas mejora el desa-
rrollo a término de embriones de ratén y macaco en ambos
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sexos, dado que la metilacion de las histonas se asocia con
la represion de la transcripcion de la mayoria de los genes
(Matoba et al,, 2014). Otra opcién es el tratamiento con &ci-
do ascérbico, que supone una mejora en la eficiencia de la
reprogramacion de las células somaticas en células pluripo-
tentes (Czernik et al,, 2019). Por Ultimo, la expresién exdgena
del gen de la protamina 1 (Prm1) en el nucleo donante, con
el fin de mimetizar al méximo la accion del espermatozoide
en la activaciéon ovocitaria, es otra de las mejoras que se pro-
ponen (Czernik et al., 2019).

5. APLICACIONES DE LA CLONACION
SOMATICA

CLONACION CON FINES TERAPEUTICOS

Una de las principales aplicaciones de la SCNT con finalidad
terapéutica es la generacion de embriones para el aislamien-
to de células madre embrionarias (ESC), aunque los intentos
de derivacién y propagacion de ESC pluripotentes de ani-
males ungulados (vacas, cerdos, cabras, etc.) siguen sin tener
éxito hasta la fecha. La creacién de lineas de ESC permitiria la
produccion de ganado genéticamente superior a través de
la seleccién y edicion del genoma, y la creacién de modelos
transgénicos para enfermedades humanas (Blomberg and
Telugu, 2012). Para socavar la limitacién del bajo rendimien-
to en la obtencion de ESC de ganado, se ha planteado la
generacién de células madre pluripotentes inducidas (iPSC).
Para ello, es necesario reprogramar las células somaticas a
un estado de pluripotencia, lo cual se puede lograr con el
uso de los factores de Yamanaka, la transgénesis con retro-
virus, vectores episomales, productos quimicos, proteinas e
incluso ARN mensajero (ARNm) (Meir and Li, 2021). La inves-
tigacion en iPSC de origen porcino es de gran relevancia,
ya que, debido a su similitud con los humanos, hace que
sean un modelo ideal para el tratamiento de enfermedades
humanas (Su et al,, 2020). Su et al. generaron iPSC a partir
de células madre mesenquimales bovinas que se emplearon
para NT como nucleos donantes, obteniéndose una tasa de
formacién de blastocistos del 24,5%. También se ha conse-
guido el nacimiento de corderos quiméricos procedentes
de iPSC ovinas derivadas de fibroblastos embrionarios de
ovejas (Sartori et al., 2012). Finalmente, en el caso de los ca-
ballos, la generacién de iPSC equinas son de gran impor-
tancia como herramienta terapéutica para el tratamiento
de lesiones musculoesqueléticas, frecuentes en caballos de
competicion (Su et al., 2020).
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GENERACION DE ANIMALES TRANSGENICOS

La SCNT junto con la modificacion genética permite la pro-
duccién de descendencia transgénica habiendo realizado
previamente una seleccion y caracterizaciéon de las células
donantes. De este modo, se asegura que las crias conten-
drén y expresaran el transgén de interés (Keefer, 2015). La
aplicacién de la transgénesis y la clonacion para la genera-
cién de ganado altamente productivo es de gran importan-
Cia para poder cubrir las futuras necesidades alimenticias de
la poblacién. Las investigaciones actuales se han centrado
en la generacién de animales resistentes a enfermedades,
productores de alimentos libres de alérgenos u otras sus-
tancias de interés, y otros tipos de modificaciones para el
bienestar animal. Por ejemplo, se ha conseguido producir
ganado bovino resistente a la tuberculosis, vacas producto-
ras de leche sin lactosa y ganado sin cuernos. Mas recien-
temente, se ha aplicado la tecnologia de CRISPR-Cas9 para
crear cerdos resistentes al virus del sindrome respiratorio y
reproductivo porcino (Jabbar et al., 2021), e incluso, en el
ultimo afo, se han conseguido obtener anticuerpos policlo-
nales heterélogos frente al SARS-CoV-2 en cerdos humaniza-
dos procedentes de SCNT (Vanhove et al., 2021).

CLONACION DE ESPECIES EN PELIGRO DE EX-
TINCION

Dada la dificultad en la obtencién de ovocitos de especies en
peligro de extincién, la clonacién para su conservacion ha lle-
vado al uso de la clonacion somética interespecifica (iSCNT),
donde los nucleos donantes y los ambientes receptores provie-
nen de especies diferentes, siendo los citoplasmas receptores
procedentes de especies mas comunes y que se encuentran
estrechamente relacionadas filogenéticamente con la especie
en peligro que se desea clonar. Sin embargo, también se ha
planteado la clonacién somatica entre especies mas separadas,
aungue los resultados no han sido prometedores (Wisely et
al, 2015; Mrowiec et al, 2021). La aplicacion exitosa de iSCNT,
resultando en descendencia viva, se confirmé en multitud de
combinaciones de especies estrechamente relacionadas, como
el gaur o bisonte de la India con vacuno (Lanza et al., 2000), el
banteng con vacuno (Sansinena et al,, 2005), el muflén con ove-
ja (Loi et al, 2001) o el gato salvaje africano con gato domés-
tico (Goémez et al, 2004), entre otros. Un aspecto interesante
en torno a la clonacion de especies en peligro serfa el estable-
cimiento de bancos de genes, esto es, bancos genéticos que
incluyan gametos y lineas celulares somaticas, que permitan la
preservacion de un pool genético que podrfa ser usado para
reestablecer o expandir las poblaciones amenazadas gracias a
las técnicas de SCNT o iSCNT (Mrowiec et al., 2021).
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CLONACION DE MASCOTAS

Respecto a la clonacién de mascotas convencionales, en el
afno 2005 se logrd el nacimiento del primer perro clonado,
Snuppy, utilizando fibroblastos del oido de un lebrel afgano
de 3 anos, y un labrador retriever como hembra gestante
(Lee et al,, 2005). Desde entonces, se han clonado con éxito
diferentes razas de perro, e incluso se han fundado multi-
ples empresas dedicadas a la clonacién de mascotas.

6. SITUACION ACTUAL DE LA LEGIS-
LACION DE LA CLONACION

Actualmente, la clonaciéon cuenta con multiples aplicacio-
nes en campos muy distintos, por lo que es légico pensar
que son necesarias una serie de leyes que regulen estas téc-
nicas. No obstante, cabe destacar que la legislacion es muy
diferente en cada pais y varia segun la finalidad de la técnica
empleada. La clonacion humana con fines reproductivos
esta prohibida internacionalmente desde el afio 1997, a raiz
de la determinacion de la UNESCO (Organizacion de las Na-
ciones Unidas para la Educacion, la Ciencia, y la Cultura) tras
conocer la noticia de la oveja Dolly. Mientras que esta deci-
sion ha sido unanime, existe mucha discrepancia respecto a
la clonacion con fines terapéuticos. En Espana, la ley 1/2007
del 16 de marzo regula la investigacion en reprogramacion
celular con finalidad exclusivamente terapéutica. Es esta,
se aprueba el empleo de la transferencia y reprogramacion
celular para la obtencién de células madre embrionarias
procedentes de la masa celular interna de un embrién pre-
implantatorio en estadio de blastocisto, estando totalmente
prohibida la transferencia de estos embriones a una mujer.
Aunqgue algunos otros paises de la unién europea aprueban
la clonacién terapéutica, la gran mayoria Unicamente per-
miten la investigacion con células madre embrionarias ex-
traidas de embriones supernumerarios (aquellos sobrantes
de un tratamiento de reproduccioén asistida), pero prohiben
la SCNT.

Respecto a la legislacion de la clonacion de ganado, el 3 de
septiembre de 2021, el Parlamento Europeo aprobd una
resolucion para la prohibicion de la clonacién de animales
destinados a fines alimentarios, asi como la imposicion de
un embargo en las importaciones de animales clonados, sus
crias y productos derivados. En cambio, en EE. UU,, la FDA
(Administracion de Alimentos y Medicamentos) aprobé ya
en el afno 2008 el uso de especimenes clonados para la ali-
mentacion humana y animal. No obstante, los altos costes
de produccion y las bajas eficiencias, hace que la mayoria
de los ganaderos empleen Unicamente esta técnica con fi-
nes reproductivos para la obtencién de descendencia, y no
directamente para su consumo (Keefer, 2015).
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Ademas de las multiples aplicaciones terapéuticas y en la
industria ganadera, se ha planteado el uso de las técnicas
de clonacién como tratamiento de infertilidad en humanos.
Asi, en el afio 2004, el Comité de Etica de la Sociedad Esta-
dounidense de Medicina Reproductiva (ASRM) se mostro a
favor del empleo del splitting embrionario con el objetivo
de conseguir un solo embarazo (Noli et al., 2017). Este enfo-
que consistirfa en dividir a la mitad un blastocisto de buena
calidad obteniendo dos embriones genéticamente iguales.
De este modo, en la primera transferencia Unicamente se
transferiria uno de ellos, mientras que el embrién restante se
vitrificaria, pudiendo ser utilizado en caso de que no se con-
siguiese gestacion. Este planteamiento no tendria por qué
acarrear problemas éticos siempre y cuando no se transfirie-
sen ambos embriones, ya que entonces se estaria realizan-
do una clonaciéon. Ademas, el embrién vitrificado podria ser
empleado para un diagnostico genético o como fuente de
células madre. Esto podria ser muy Util tanto en pacientes
con baja reserva ovarica como en mujeres de edad avanza-
da, puesto que se duplicarian las posibilidades de conseguir
un embarazo, a la vez que se reducirfan el nimero de ciclos
y estimulaciones a las que tendrian que someterse. A pesar
de todo, esta técnica sigue siendo controvertida y ha susci-
tado numerosas objeciones éticas y morales, de modo que,
para poder trasladarla a clinica, serfa necesario una ley es-
tricta que la controlase para evitar un mal uso de la misma.

8. CONCLUSIONES

A pesar de que el término de clonacion sigue sonando
actualmente a ciencia ficcidn, cada vez estd mas cerca de
convertirse en una herramienta rutinaria de trabajo. Como
se ha mostrado a lo largo de la revision, las técnicas de trans-
ferencia nuclear se emplean desde hace décadas en multi-
ples sectores, aunque con bajas eficiencias y altos costes.
Por tanto, es necesario seguir investigando para mejorar los
protocolos de clonacidn existentes y conseguir aumentar
el rendimiento del proceso, estudiando en detalle la salud
de la descendencia obtenida. Ademas, seria interesante es-
tudiar a fondo el empleo del splitting embrionario como
posible tratamiento de infertilidad, siendo necesaria una ley
exhaustiva y exigente que regulase dicho procedimiento.
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» RESUMEN

El uso de gametos donados es una practica recurrente en la clinica de reproduccion asistida sobre aquellas parejas en las
que tanto el gameto masculino como el femenino presentan dificultades para lograr el desarrollo de un embrién viable.
Por ello, es de gran interés conocer la efectividad desde el punto de vista reproductivo del programa ovodonacion/
banco en funcién de cada técnica.

Se analizaron 368 transferencias embrionarias procedentes de 403 ciclos de reproduccidn asistida en los que se utiliza el
Programa ovodonacién/banco. Se determinaron 4 grupos de estudio en funcién de la técnica empleada en cada ciclo:
FIV, ICSI con ovocitos frescos, ICSI con ovocitos vitrificados y el grupo mixto FIV/ICSI.

EL grupo de FIV presenté una menor tasa de fecundacion respecto a los otros tratamientos (p < 0.001). En cuanto al
resto de variables reproductivas, los grupos FIV-ICSI y FIV parecen obtener mejores resultados, aunque sin evidencia
estadistica.

Este trabajo representa un primer abordaje de los resultados reproductivos en el Programa ovodonacién/banco, siendo
necesario ampliar el tamafo muestral para confirmar nuestros resultados.

Palabras clave: donacién de gametos, FIV, ICSI, ovocitos frescos, ovocitos vitrificados.

Changing fertility Care“
generations to come

» ABSTRACT

The use of donated gametes isa common practice in the assisted reproduction treatments when both oocyte and sperm
have complications to achieve the development of a viable embryo. Thus, it is important for us to know the efficiency of
the eggs recipients/semen bank program depending on each technique in terms of reproductive outcomes.

368 embryo transfers from cycles of patients using the donation of both gametes were analyzed and the results
VTl ; depending on the technique used for each cycle were compared. 4 study groups were determined: IVF, ICSI with fresh
i . ' ; oocytes, ICSI with vitrified oocytes and the IVF/ICSI group.

A lower fertilization rate was observed in the IVF group compared to the others (p < 0.001). Regarding to the rest of
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standardize and optimize clinical workflows. To work closely to utilize the potential of digital platforms,

artificial intelligence and knowledge-sharing. And to break down the barriers that are standing in the way Keywords: gamete donation, IVF, ICSI, fresh oocytes, vitrified oocytes.
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AULA JOVEN

Descripcion de los resultados reproductivos en el programa ovodonacion/
banco en funcién de la técnica utilizada

INTRODUCCION

La infertilidad es una enfermedad con un gran impacto
social que afecta al 9% de la poblacién mundial. Con ello,
724 millones de parejas presentan dificultades para lograr
un embarazo, recurriendo muchas de ellas a técnicas de
reproduccion asistida (TRA) (Boivin et al., 2007). En aquellas
parejas donde la infertilidad viene causada tanto por factor
masculino como femenino, el programa ovodonacién/ban-
co representa una de las mejores estrategias para conseguir
el desarrollo de un embrion viable.

El programa ovodonacion/banco consiste en la donacion
de ambos gametos, femenino y masculino, en un mismo
ciclo de reproduccioén asistida. Ademas de las parejas hete-
rosexuales que precisan de la donacién de ambos gametos
por motivos de infertilidad, también pueden beneficiarse
de este programa aquellas mujeres sin pareja o parejas de
mujeres con un factor femenino severo que impida la pro-
duccién de ovocitos adecuados para la generacion de un
embrién viable. Asi, es de nuestro interés conocer cual de
las TRA presenta unos mejores resultados en el programa
ovodonacion/banco.

Tras realizar una busqueda exhaustiva entre la literatura
disponible, se observé que las publicaciones cientificas re-
lacionadas con el estudio que proponemos son escasas y
ninguna de ellas estudia los resultados reproductivos de las
TRA sobre ambos gametos de donante (Drakopoulos et al,,
2019; Haas et al,, 2021; Stimpfel et al,, 2019; Ten et al., 2019).

Tan solo uno de los estudios revisados analiza los resultados
reproductivos de FIV e ICSI en ciclos de ovocitos donados
y semen normo de la pareja (Ten et al, 2019). En él obser-
van una mayor tasa de fecundacion en ICSI respecto a FIV
(77.20% vs. 69.54%, p < 0.001). En otro estudio (Stimpfel et
al, 2019) en el que el gameto donado es el masculino, los
ovocitos sometidos a ICSI también presentan una mayor
tasa de fecundacién (aunque esta diferencia no es signifi-
cativa, 80% ICSI vs. 64% FIV, p = 0.767), asi como una mayor
tasa de embarazo por transferencia (51.5 = 8.8 ICSI vs. 11.1
+ 7.6 FIV, p = 0.004). Aun asi, el uso de ovocitos propios en
estudios que comparan el rendimiento de ambas técnicas,
FIV e ICSI (Drakopoulos et al., 2019; Haas et al., 2021), podria
introducir un sesgo en los resultados.

Con la edad de la mujer, el ovario envejece afectando a la
cantidad y calidad de los ovocitos reclutados en cada ciclo
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(de Vet et al,, 2002). Este descenso en la calidad ovocitaria
podria afectar en gran medida al éxito del ICSI, técnica que
requiere de una mayor manipulacién; con lo que los ovoci-
tos de calidad inferior podrian degenerar o desarrollar a em-
briones de bajo rendimiento. De esta forma, se podria atri-
buir erréneamente a la técnica FIV unos mejores resultados
respecto al ICSI, siendo el principal responsable la calidad
ovocitaria inicial, y no el desarrollo de una u otra técnica.

Consideramos que el presente estudio puede ayudar a sol-
ventar las dudas existentes en la comunidad cientifica sobre
la conveniencia o no de realizar ICSI o FIV, asi como utilizar
ovocitos vitrificados o frescos en el caso de ICSI para el pro-
grama ovodonacion/banco.

MATERIAL Y METODOS

Se realizé una busqueda exhaustiva entre la literatura dispo-
nible recopilando aquellos articulos que comparen distintas
TRA utilizando uno o0 ambos gametos donados. Se seleccio-
naron publicaciones originales y de revision a partir de la

o

busqueda de las palabras clave: “gamete donation’, “sperm
donor’, "oocyte donor’, “IVF", “ICSI", “oocyte vitrification”. Estas
palabras fueron combinadas para llevar a cabo la busqueda
bibliogréafica. Como criterio de inclusion, Unicamente fueron

seleccionados aquellos articulos redactados en inglés.

Realizada la busqueda bibliografica y comprobada la rele-
vancia de la elaboracién del presente estudio, se reclutaron
aquellos ciclos de Reproduccion Asistida (RA) asociados
al programa ovodonacién/banco realizados entre el 1 de
enero de 2005 y el 30 de junio de 2020 en la clinica IVIR-
MA Alicante. Se disefi¢ un estudio retrospectivo, descriptivo,
comparativo, observacional, transversal y unicéntrico, que
fue presentado a la Unidad de Apoyo y Gestién de la Investi-
gacion (UAGI) y aprobado por el Comité de Etica de la Inves-
tigacion de VI Valencia (CEl). Dicho estudio cumple con los
principios éticos de la Declaracion de Helsinki (World Medi-
cal Association, 2013).

Se selecciond un total de 403 ciclos de reproduccién asistida
del programa ovodonacion/banco, de los cuales 368 logra-
ron la transferencia embrionaria. Estos fueron clasificados en
funcion de la técnica realizada: FIV, ICSI o FIV/ICSI. A su vez,
el grupo ICSI se subdividié en funcion del origen de los ovo-
citos, frescos o vitrificados (figura 1).
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Programa ovodonacién/banco
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Figura 1. Diagrama de flujo mostrando la distribucién de los grupos del estudio del programa ovodonacién/banco.

Entre los pacientes que formaron parte del estudio se inclu-
yen: parejas heterosexuales que presenten dificultades para
la recuperacion de ovocitos de buena calidad y espermato-
zoides viables para la generacion de un embrién sano, mu-
jeres con problemas ovocitarios que desean llevar la mater-
nidad en solitario, y parejas de mujeres homosexuales con
mala calidad ovocitaria que recurren a las TRA.

Todos ellas necesitaban utilizar ovocitos y esperma de do-
nante en su ciclo de reproduccién asistida, bien por la im-
posibilidad de producirlos, por ser de mal prondstico o por
haber dado lugar a fallos repetidos de FIV/ICSI, por padecer
enfermedades infecciosas transmisibles a la pareja o des-
cendenciay también por necesitar la aportacion del gameto
masculino en parejas de mujeres. Las pacientes receptoras
de ovocitos debian situarse entre los 30 y 50 afos y no pre-
sentar malformaciones uterinas que comprometieran una
gestaciéon adecuada.

La calidad embrionaria fue evaluada de acuerdo con los pa-

rametros de la Asociacién para el Estudio de la Biologia de la
Reproduccion (ASEBIR, 2015).
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El software utilizado para el andlisis estadistico fue el R-Stu-
dio. Para analizar diferencias en las variables demogréaficas
entre los grupos de estudio se utilizo la Prueba ANOVA. Para
el andlisis de las variables cuantitativas entre los distintos
tratamientos se utilizd el modelo lineal generalizado (glm)
Poisson, mientras que para analizar diferencias entre las
técnicas en cuanto a las variables categodricas se utilizd la
Prueba Chi cuadrado de Pearson. En todas ellas se considerd
estadisticamente significativo un valor de p < 0.05.

RESULTADOS

Con el objetivo de describir la TRA mas adecuada para el
Programa ovodonacion/banco, se evaluaron los tratamien-
tos de 403 ciclos de reproduccion asistida. En la tabla | se
muestra el resumen descriptivo de cada tratamiento, inclu-
yendo las variables de estudio, asi como las variables demo-
graficas.

Las variables demogréficas (edad e indice de masa corporal)
no mostraron evidencia estadistica suficiente (p = 0.897 y p
=0.777, respectivamente), demostrando que estas no influ-
yen en los resultados del estudio.
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FIV Fiv-icsl

Icsi

Fresco | Vitrificado

N ciclos

114 &7 169 54

Edad receptora (media aritmética £ 50)

| 41191405 41161426 41531471 4148+3.73

IMC receptora {kgfm’] [media aritmética £ 50)

390£400 2441+574 J498+f6BE 22091161

_N ovocitos inseminados/microinyectados [ 1527 772 1888 727
N evocitos maduros 1418 772 1888 716
N ovocitos fecundados | 1007 562 1433 526
M transferencias embrionarias 98 61 160 49
Nembriones transferidos | 176 103 219 67
Calidad ASEBIR | N grado A 53 29 63 14
embriones | NgradoB | 99 51 122 47
transferidos N grado C 24 23 34
Nsacos | 8 “ 101 37
N gestacion clinica 61 34 85 29
== i 1 3
. 63 £ 84 33

Tabla I. Resumen descriptivo de los tratamientos del Programa ovodonacién/banco.

Como observamos en la tabla |, al tratarse de pacientes re-
ceptoras de ovocitos, en los casos de ICSI, tanto para ovoci-
tos en fresco como vitrificados, a la receptora se le donaron
Unicamente ovocitos maduros (Mll) una vez decumulados.
Sin embargo, en los casos de FIV se dond el nimero total de
ovocitos recuperados en puncién, desconociendo su esta-
dio de maduracién (Mll, Ml o vesicula germinal).

En la figura 2 se presentan los resultados reproductivos del
Programa ovodonacion/banco para cada uno de los trata-

mientos.

Tal como estudian Ten et al. (2019) y Sunderam et al. (2020),
calculamos dos variantes de la tasa de fecundacién: en la
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primera (figura 2.A.) realizamos el calculo a partir del nime-
ro total de ovocitos inseminados o microinyectados; mien-
tras que en la segunda (tasa de fecundacién ponderada) tu-
vimos en cuenta solo los ovocitos maduros, excluyendo de
los sometidos a FIV, aquellos que resultaron inmaduros tras
la decumulacion (figura 2.B.).

Unicamente se obtuvieron diferencias estadisticamente sig-
nificativas para la tasa de fecundacién entre el grupo de FIV
y los demds tratamientos (figura 2.A) (p < 0.001), utilizando
para el célculo el total de ovocitos inseminados o microin-
yectados. Sin embargo, al calcular la tasa de fecundacion
ponderada, los resultados en los grupos FIV y FIV/ICSI mejo-
ran notablemente, acortando las diferencias entre todos los

o whioemo
—

Figura 2. Resultados reproductivos del Programa ovodonacién/banco en funcién de la técnica utilizada. (A) Tasa de fecundacion, ***
p-valor < 0.001. (B) Tasa de fecundacién ponderada teniendo en cuenta tnicamente los ovocitos maduros inseminados/microinyecta-
dos. (C) Tasa de gestacion clinica. (D) Tasa de implantacién. (E) Tasa de aborto. (F) Tasa de RNV (recién nacido vivo).
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grupos y no obteniendo significancia estadistica (p > 0.05)
(figura 2.B.). Aungue se encuentran diferencias en las tasas
de gestacion clinica, implantacion, aborto clinico y RNV en-
tre los grupos, estas tampoco presentan significancia esta-
distica al comparar cada uno de los tratamientos (p > 0.05)
(iguras 2.C,,2.D., 2.E.y 2.F).

Por otro lado, analizamos los resultados del grupo FIV-ICSI.
Las 49 transferencias de este tratamiento se clasificaron en
subgrupos de acuerdo con la técnica de fecundacion reali-
zada. De este modo, 24 transferencias embrionarias perte-
necen al subgrupo FIV, 17 al subgrupo ICSly las 8 transferen-
cias restantes en las que se transfirieron dos embriones (a
peticién de las pacientes), cada uno procedente de una téc-
nica de fecundacion, formaron el subgrupo FIV-ICSI. Aunque
el tamafo muestral de este Ultimo grupo no permite realizar
el andlisis estadistico, en la tabla Il se muestra el resumen de
los resultados reproductivos.

Ademas se analizé la calidad segun la clasificacion de ASEBIR
de los embriones transferidos en cada grupo. De este modo,
se compararon los grados ASEBIR en funcién del tratamien-
to realizado (figura 3).
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Figura 3. Grados de calidad segun la clasificacion ASEBIR de los
embriones transferidos en funcién de la técnica empleada.

Tras realizar el andlisis estadistico, no se encontraron dife-
rencias estadisticamente significativas en cada grado en
funcion de la TRA realizada (p > 0.05).

Posteriormente, se agruparon las calidades ASEBIR de los em-
briones transferidos en aquellos con mayor potencial de im-
plantacién (grados Ay B) y aquellos con menor potencial (gra-
do Q). Se estudiaron los distintos tratamientos en funciéon de
los grados con mayor y menor potencial de implantacion, sin
encontrar diferencias estadisticamente significativas (figura 4).
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Figura 3. Grados de calidad ASEBIR agrupados de acuerdo con
el potencial de implantacion de los embriones transferidos en
funcién de la técnica empleada.

DISCUSION

Con este estudio se pretende dar un paso hacia delante en
la comprensiéon del Programa ovodonacion/banco y poder,
en un futuro, disefar un estudio prospectivo con tal de opti-
mizar el rendimiento de los ciclos de RA. Ademas, la literatu-
ra referente a este tema es escasa, no encontrando estudios
que comparen las distintas TRA en ciclos en los que se utilice
la donacién de ambos gametos. A continuacion, se discuten
algunas variables de interés que permiten interpretar el éxi-
to de una TRA respecto a otra.

Analizados los resultados reproductivos de cada tratamien-
to, Unicamente la tasa de fecundaciéon calculada a partir de
los ovocitos inseminados/microinyectados muestra diferen-
cias estadisticamente significativas (figura 2). El tratamien-
to de ICSI con ovocitos vitrificados es el que muestra una
mayor tasa de fecundacion (75.90%), presentando diferen-
cias estadisticamente significativas respecto al tratamiento
FIV (65.94%, p < 0.001), pero no frente al resto de grupos
(72.79% ICSI fresco, 72.35% FIV-ICSI). De este modo, obser-
vamos que el grupo FIV tiene la menor tasa de fecundacion,
con significancia estadistica frente al resto de grupos (p <
0.001) (figura 2.A.). Los tratamientos en los que se utiliza la
técnica ICSI muestran una mayor tasa de fecundacién res-
pecto a los que se emplea la técnica FIV. Aun asi, los grupos
en los que se emplea la técnica de ICSI no presentan sig-
nificancia estadistica frente al grupo FIV-ICSI, en el que se
emplean las dos técnicas de fecundacion. Aunque para el
calculo de esta tasa de fecundacion estemos teniendo en
cuenta también los ovocitos inmaduros de FIV, lo que puede
mermar la tasa de fecundacion respecto a los MIl microin-
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yectados; el desconocimiento del grado de maduraciéon de
los ovocitos sometidos a la técnica de FIV es inherente al
desarrollo de esta técnica.

Asi, también calculamos la tasa de fecundacién ponderada,
descartando los ovocitos inmaduros del calculo, de modo
que los resultados de ambas técnicas, FIV e ICSI, sean equi-
parables y el posible sesgo sea menor (figura 2.B.). El calculo
de la tasa de fecundacion a partir de solo los ovocitos ma-
duros hace aumentar los resultados de estos grupos (71.01%
en FIV'y 7346 % en FIV/ICSI), siendo ahora similares a los
grupos ICSI fresco (72.79%) y vitrificado (75.90%) y, por tanto,
sin significancia estadistica.

Consultando la literatura disponible, existe controversia
en cuanto a la eleccién de una técnica u otra para lograr
la fecundacion. El grupo de Sunderam (2020) defiende no
encontrar diferencias estadisticamente significativas cuan-
do la esterilidad no viene dada por un factor masculino.
Por el contrario, y acorde a nuestros resultados, el estudio
de Johnson et al. (2013) muestra una tendencia favorable
al uso de la microinyeccién para aumentar el éxito de la fe-
cundacion en parejas de esterilidad de origen desconocido.
Del mismo modo, Ten et al. (2019) obtienen una tasa de fe-
cundacion superior para el tratamiento de ICSI respecto a
la de FIV sobre ovocitos donados y semen normozoospér-
mico, siendo sus diferencias estadisticamente significativas
(77.20% en ICSI, 69.54% en FIV, p < 0.001). Sin embargo, con
el célculo de la tasa de fecundacién ponderada observan
mejores resultados en el grupo de FIV (69.3%) respecto del
grupo de ICSI (66.0%), aungue sin significancia estadistica. El
aparente éxito del grupo de FIV frente al de ICSI lo atribuyen
a la maduracion de algunos ovocitos Ml durante el tiempo
de inseminacion pudiendo lograr la fecundacién, mientras
que si esos ovocitos inmaduros hubiesen sido destinados
a ICSI habrian sido descartados. Aun con esto, en nuestro
estudio, el grupo de FIV es el que presenta una menor tasa
de fecundacion ponderada, aunque tampoco se observan
diferencias estadisticamente significativas (figura 2.B.).

Ademas de la importancia en la eleccion de la técnica de fe-
cundacion in vitro, el estado inicial de los ovocitos también
parece afectar al éxito de la tasa de fecundacion. Aunque
no se encuentran diferencias significativas entre los grupos,
como se comentd anteriormente, el grupo de ICSI con ovo-
citos vitrificados ofrece unos mejores resultados sobre los
demas tratamientos (figura 2.A.). El estudio de Domingues et
al. (2017) coincide con nuestros resultados, obteniendo una
mayor tasa de fecundacién en el grupo de ICSI vitrificado
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(77.4%) vs. el grupo de ICSI fresco (74.5%) (p = 0.195) sobre
ovocitos donados, aunque sin significancia estadistica.

El hecho de no encontrar diferencias significativas entre los
grupos respecto al resto de variables puede deberse a un
tamafo muestral insuficiente (figura 1). A pesar de esto, sf
podemos discutir los resultados reproductivos obtenidos a
partir de cada tratamiento.

Como se puede apreciar en la figura 2.D, el grupo mixto de
FIV-ICSI ofrece mejores resultados en cuanto a la tasa de im-
plantacion (55.22%) respecto a los otros grupos (46.02% FlV,
42.72% ICSI fresco, 46.12% ICSI vitrificado), aunque sin sig-
nificancia estadistica. Se debe tener en cuenta que en este
grupo de pacientes se realizaron 8 transferencias de dos em-
briones a peticién de las pacientes, siendo recomendable la
transferencia de un Unico embrioén.

El tratamiento a partir del cual se obtienen mejores resul-
tados en cuanto a la gestacion clinica es el grupo de FIV,
con un 62.24 % de gestaciones (figura 2.C). Los demés trata-
mientos consiguen tasas similares (59.18% FIV-ICSI, 55.74%
ICSI fresco 'y 53.12% ICSI vitrificado), sin ser estadisticamente
significativa la diferencia entre ninguno de los grupos. Nues-
tros resultados parecen indicar que un tratamiento menos
invasivo como el tratamiento de FIV o el mixto de FIV-ICSI
favorece una mayor tasa de gestacion.

Los grupos en los que la tasa de aborto es méas elevada son
los tratamientos de ICSI con ovocitos en fresco (20.59%) y FIV
(18.03%), mientras que los grupos ICSI vitrificado (12.94%) vy
FIV-ICSI (10.34%) presentan una tasa mas baja, de nuevo sin
significancia estadistica (figura 2.E.).

Una vez mds, los tratamientos que ofrecen unas mejores
tasas, en este caso respecto a RNV, son los grupos FIV-ICSI
(67.35%) y FIV (64.29%), en comparacion con los obtenidos
por los otros grupos (57.38% en ICSI fresco y 52.50% en ICSI
vitrificado), no resultando sus diferencias estadisticamente
significativas (figura 2.F.).

De acuerdo con los resultados y ante la falta de diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos para la ma-
yorfa de las variables reproductivas, se necesitard ampliar el
tamafo muestral del estudio con el objeto de conseguir una
mayor evidencia cientifica y afianzar nuestros resultados.

Por otro lado, en el grupo FIV-ICSI, como se ha comentado
anteriormente, se realizan ambas técnicas de fecundacién
sobre la cohorte ovocitaria donada a una misma paciente
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en un ciclo de reproduccién asistida. De esta forma, aproxi-
madamente la mitad de los ovocitos donados a la paciente
son inseminados, mientras que la otra mitad son microin-
yectados. Este grupo es de gran interés para el estudio de
los resultados reproductivos en funcién de la técnica de
fecundacioén, pues los resultados obtenidos estan sujetos a
un menor sesgo al hacer uso de gametos de los mismos do-
nantes en el mismo ciclo.

Asi, estudiamos el grupo FIV-ICSI en funcién de la técnica de
fecundacién realizada sobre el embrién o embriones trans-
feridos. En este estudio, el grupo FIV-ICSI queda subdividido
en 3 subgrupos: aquellos embriones transferidos proceden-
tes de ovocitos fecundados con la técnica FIV (subgrupo
FIV), los fecundados con la técnica ICSI (subgrupo ICSI) y
los que, al transferir dos embriones de forma conjunta, cada
uno proviene de una técnica de fecundacion distinta (sub-
grupo FIV-ICSI) (tabla Il). Observamos una mayor transferen-
cia de embriones procedentes de ovocitos fecundados con
la técnica FIV (24 transferencias embrionarias), seguida por
la técnica ICSI (17 transferencias embrionarias) y, por Ultimo;
con un ndmero menor, el subgrupo FIV-ICSI (8 transferen-
cias).

Aunque el tamano muestral del grupo FIV-ICSI es pequefio
y no permite su andlisis estadistico; si podemos observar
que el numero de transferencias en el subgrupo FIV-ICSI
es mucho menor, transfiriéndose dos embriones de forma
conjunta a peticion de las pacientes. La técnica ICSI parece
ofrecer una mejor calidad ASEBIR, obteniendo un 36.36% de
embriones grado A transferidos (tabla Il). Sin embargo, el
subgrupo FIV-ICSI ofrece los mejores resultados reproducti-
vos (75% tasa de gestacion, 62.5% tasa de implantacion y 0%
tasa de aborto) (tabla Il), siendo los resultados de los subgru-
pos FIV e ICSI similares entre ellos. El aparente éxito del sub-
grupo de embriones transferidos a partir de las dos técnicas
(FIV-ICSI) respecto a los grupos de embriones transferidos
a partir de una sola de ellas (FIV o ICSI) puede ser debido a
la transferencia de dos embriones por ciclo (a peticién de
la paciente), mientras que los subgrupos FIV e ICSI incluyen
también las transferencias de un uUnico embrién. Entre las
técnicas de fecundacion, FIV o ICSI, del subgrupo de FIV se
obtiene unas mayores tasas de gestacién clinica e implanta-
cién (tasa de gestacion clinica del 58.33% en FIV vs. 52.94%
en ICSI, tasa de implantacion del 55.17% en FIV vs. 50% en
ICSI). Sin embargo, la mayor tasa de aborto en el subgrupo
de FIV (21.43% en FIV vs. 0% en ICSI) hace aumentar la tasa
de RNV en el subgrupo de ICSI (58.82%) respecto del sub-
grupo de FIV (54.17%) (tabla II).
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Aunque el andlisis de los procedimientos FIV-ICSI es intere-
sante, el tamafio muestral deberia ser ampliado con el obje-
to de obtener resultados con una mayor evidencia cientifica.
Ademas, el subgrupo FIV-ICSI, en el que se transfieren dos
embriones, aun presentando un sesgo mucho menor, es
una practica no recomendada en las TRA.

Adicionalmente se estudié la clasificacion ASEBIR en cada
tratamiento. Esta permite ordenar los embriones de una
cohorte embrionaria en funcién de su morfologia en D+3
y D+5/D+6 con el objeto de transferir aquel embrién con
mayor potencial de implantacion. Asi, los embriones se cla-
sificaron en A, B, Cy D de acuerdo con esta clasificacion,
siendo los A los de mejor pronoéstico. El grado B fue el més
transferido de entre los ciclos participantes en el presente
estudio, sequido por el A (figura 3). Este grado corresponde
a embriones de buena calidad con elevada capacidad de
implantacién. El grupo que cuenta con un mayor porcenta-
je de embriones transferidos de grado A es el de FIV, pese a
que los otros tratamientos presentan porcentajes similares,
sin significancia estadistica.

Al agrupar los grados de acuerdo con su potencial de im-
plantacion (grados A+B y C, respectivamente) (figura 4) tal
como estudian Ten et al. (2019), observamos que los trata-
mientos a partir de los que se ha transferido un mayor por-
centaje de embriones con un alto potencial de implantaciéon
(A+B) son los grupos de FIV-ICSI (91.04%) y FIV (86.36%), aun-
que de nuevo sin diferencias estadisticamente significativas.
Como se ha descrito anteriormente, en nuestro estudio los
grupos de FIV'y FIV-ICSI han obtenido mayores tasas de ges-
tacion clinica, implantacion y RNV respecto de los otros gru-
pos (ICSI fresco-vitrificado) (figuras 2.C,, 2.D,, 2.F), pudiendo
relacionarse con la mayor proporciéon de embriones transfe-
ridos con un mayor potencial de implantacion.

A pesar de haberse encontrado diferencias significativas en
la tasa de fecundacion en el grupo de FIV siendo menor que
la de los otros grupos, estas diferencias pierden significan-
cia estadistica al realizar el célculo excluyendo los ovocitos
inmaduros sometidos a FIV. Asimismo, observamos una
tendencia en la mejora de resultados en este grupo tanto
en gestacién como en RNV. Se necesitan mds estudios para
confirmar estos resultados.

Nuestros resultados podrian concordar con los obtenidos
por Ten et al. (2019). Mientras transfieren un nimero similar
de embriones grado A+B en los grupos de FIV e ICSI (1.53 +
0.6 en FIVvs. 1.51 + 0.6 en ICSI, p = 0.553), si transfieren un
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Descripcion de los resultados reproductivos en el programa ovodonacion/
banco en funcidn de la técnica utilizada

numero mayor de embriones C+D en el grupo ICSI respec-
to al grupo de FIV (0.11 + 0.5 en FIV vs. 0.21 + 0.5 en ICSI,
p < 0.001), logrando significancia estadistica en este Ultimo
caso. Sus resultados podrian relacionarse con el éxito del
grupo de FIV respecto del de ICSI, a partir del cual logran
una mayor tasa de implantacion (50.4% FIV vs. 43% ICSI, p =
0.031) (Ten et al,, 2019) y, asimismo, con nuestros resultados,
los cuales apuntan hacia un éxito de los tratamientos en los
que se emplea la técnica FIV frente a aquellos en los que
solo se utiliza la técnica ICSI.

El Programa ovodonacién/banco es una de las mejores es-
trategias para que aquellos pacientes que, mediante el uso
de sus propios gametos, no consiguen el desarrollo de un
embrién viable y posterior RNV en casa, puedan lograrlo con
la donacion de gametos. Este trabajo representa una prime-
ra aproximacion para determinar las técnicas que obtienen
mejores resultados reproductivos en el Programa ovodona-
cién/banco. Para confirmar nuestros resultados seré necesa-
rio ampliar el tamafio muestral de cada grupo con objeto de
aumentar la evidencia cientifica del estudio.
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NOTICIAS

ASAMBLEA DE SOCIOS ASEBIR

El sdbado 12 de noviembre, coincidiendo con la 82 Con-
vocatoria del Examen de Certificacién ASEBIR, se celebré la
XXXV Asamblea General Ordinaria de socios ASEBIR en
el Hotel Rafael Hoteles Atocha de Madrid, con el siguiente
Orden del Dia:

- Aprobacion del acta anterior

- Introduccion a cargo de Presidencia

- Informe Tesorerfa y aprobacion de cuentas
- Informe Vocalfas

- Ruegos y preguntas
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Recordad que desde https://asebircom/zona-de-socios/
asamblea/ podéis descargaros el Cuaderno de Ruta, Prepa-
rando la Asamblea 2022 y consultar el Acta de la reunion.

Tras la Asamblea se ofrecié un almuerzo tipo Coctel a todos
los asistentes al examen y a la Asamblea que quisieron/pu-
dieron acompanarnos.

Al término del almuerzo hubo reunion de la Junta Directiva
con los presidentes/representantes de los diferentes Grupos

de Interés de ASEBIR que resulté muy fructifera.

Gracias a todos por acompanarnos interrumpiendo
vuestro descanso.
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NOTICIAS

XIl CONGRESO ASEBIR EN PALMA DE MALLORCA

En ella encontraréis informacion sobre el envio de Comunicaciones y sobre los Pre-
2023 mios que se entregaran durante el Congreso, entre otras cosas.

ASEBIR

Y esperamos que el programa cientifico despierte vuestro interés, ya que contare-

®aze : mos con prestigiosos ponentes, como Samuel Ojosnegros (IBEC), Fernando Abelldn

(Derecho Sanitario Asesores), Shai Carmi (Hebrew University of Jerusalem), Maria

José Escriba (VI Valencia) o Ellen Goossens (VUB) entre otros. Y se trataran interesan-

tes temas como el “Uso de Uteros artificiales” o debates como el que mantendran

iYa gueda menos! Jason E. Swainy (CCRM) y Gloria Calderdn (Embryotools), sobre la “Optimizacion de

sistemas de cultivo”.

Los dias 15,16 y 17 de noviembre de
2023 celebraremos el XIl Congreso El Comité Cientifico y Organizador estd trabajando duramente para conseguir que esta
ASEBIR en Palma de Mallorca. Y a nueva edicion del Congreso ASEBIR sea todo un éxito. Con vuestra asistencia lo sera.
primeros de enero estara a disposicion

de todos vosotros la web del Congreso. jHasta pronto!

O LAB

\ COURIER

Nace la primera RED de muestras biologicas

La dnica RED nacional que cubre las principales capitales de la
peninsula, baleares y canarias,

Todo el personal, los vehiculos y las gestiones estan certificados,
formados y adaptados para el transporte de muestras.

Contamos con el Gnico seguro de muestras que se ha dado de

alta en nuestra pais, totalmente dnico e innovador. Que cubre todo
tipo de muestras.

Tendremos almacenamiento en frio de muestras,

Tenemos un innovador sistema de trazabilidad adaptado para
cada necesidad que el cliente precise,

Contamos con la I1SO Transporte de muestras bicldgicas a nivel
nacional e internacional,

Podra conocer en tiempo real la posicion de su envio.

Departamento especializado para atencion y traslados de pacientes.

y ademas....

Olvide la manipulacidn incorrecta,

El desconocimiento del tipo de mercancia y condiciones que precisan
5Us muesiras.

Ohvide el trato de conductores, que no dan valor a la importancia que
estas tienen para sus pacientes.

Ofrézcale a sus pacientes el servicio que cumple integramente la
normativa y la mejor solucién para el traslado de sus muestras.

Evite las altas temperaturas con envios controlados.

96 182 66 42 - info@lab-courier.com
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