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EDITORIAL

Presidente de ASEBIR

Ya estamos aqui.

Me resisto a hacer una sola mencidon mas sobre la si-
tuacion que nos ha tocado vivir. Todos vamos a dejar
atras situaciones que, seguramente, no Nos hubiera
gustado experimentar, pero es ya el momento de mi-
rar hacia adelante.

Y qué mejor forma de pasar hoja que el volvernos a
encontrar el préximo mes de Noviembre en Toledo.
Tenemos muchas cosas pendientes que contarnos,
abrazos que darnos y cervezas que tomarnos.

Porque de una cosa podéis estar seguros. A pesar de
todo, durante este tiempo, vuestro companero Ra-
mon José Sudrez, “Mon’, ha seguido trabajando du-
ramente junto con el resto del Comité Cientifico y el
Comité Organizador con la esperanza de un Xl Con-
greso ASEBIR Toledo 2021 presencial: jy asf va a ser!

Y ya lo tenemos aqui. No hay excusa que valga. Y,
ademds, nos lo merecemos. Asi que id organizando
vuestras agendas y preparando las maletas porque el
17,18y 19 de Noviembre de este afo tenemos que
encontrarnos todos en la ciudad de El Greco.

Sabemos el alto nivel cientifico que siempre tienen
nuestros Congresos, pero permitirme que en estos
momentos priorice la importancia de la“parte social”
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Seguro que vamos a aprender mucho de los ultimos
avances en reproduccion asistida, pero adn es mas
seguro que vamos a disfrutar de volver a vernos to-
dos las caras. Yo el primero.

Es una pena que, posiblemente, no podamos cerrar
el circulo con la consecucion de nuestro reconoci-
miento como profesionales sanitarios, pero no va-
mos a dejar que este traspié propiciado por alguien
que "ni sabe ni quiere saber”nos derrote después del
compromiso largamente perseguido y recientemen-
te adquirido con el Ministerio de Sanidad. Sabed que
seguimos en la lucha.

Pero bueno. No quiero desviarme de lo importante
en estos momentos.

Este editorial no lo quiero utilizar para nada mas que
para deciros que. .. 0s esperamos.

Toledo 2021 debe de ser el momento y el lugar de

nuestro reencuentro y para demostrar que seguimos
aqui con més fuerza si cabe.

Antonio Urries.
Presidente de ASEBIR.
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Volvemos a abandonar nuestro continente,
cruzando el océano Atldntico para llegar a
una socia que nos ha querido contar su amplia
experiencia entre dos tierras.

Para esta ocasion contamos con la cola-
boracion de Diana Lucia Lopez Castrillon,
que viene con la intencion de acercarnos
la forma de trabajar de Colombia, en
Sudamérica. De su mano conoceremos
las peculiaridades de este pais, asi como
su experiencia entre dos paises, que han
definido su trayectoria y su vida. Conoz-
camosla.
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ASEBIR: jBienvenida a nuestra seccién de Socios por
el Mundo, Diana!

Diana Lucia Lopez: jMuchisimas gracias, Laural Y sobre
todo mostrar todo mi agradecimiento a ASEBIR por la
oportunidad de dar a conocer mi experiencia en este
espacio de Socios por el mundo.

ASEBIR: Es un verdadero placer contar con tu colabo-
racién para esta seccion. Pero, como siempre, vamos a
conocerte primero un poco para que nuestros socios
se sittien. Cuéntanos un poco de ti.

Diana: iClaro! Pues soy Diana Lucfa Lopez Castrillén, so-
cio de ASEBIR nimero 1527, tengo 44 afos y soy em-
bridloga desde hace 20 afos.
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Soy orgullosamente colombiana de nacimiento pero también
espafola de corazén por el gran vinculo afectivo que me une
con Espana, que mas adelante les contaré porqué.

ASEBIR: La vida del embriélogo puede dar muchas vueltas
que nos aferran a lugares tan lejanos y cercanos a la vez.
Hablanos de ti...

Diana: Cierto es, nunca sabemos dénde estard nuestro si-
guiente lugar. Y en mi caso, naci en Sevilla (Colombia), un
pueblo del departamento (lo que en Espafa se conoce como
provincia) del Valle del Cauca. Tengo dos hijos, Clara y Juan
Pablo, nacidos en Murcia (Espafia), donde tuve oportunidad
de cumplir con el ejercicio de esta bella profesién cerca de
doce afos.

ASEBIR: Aqui llegé el fuerte vinculo a Espaia. (Todos rien).
¢Y como empez6 tu trayectoria?

Diana: Pues estudié Bacteriologfa y Laboratorio Clinico en la
Universidad Catdlica de Manizales en Colombia; mas adelante
obtuve el titulo de Biologfa en la Universidad de Murcia (Es-
pafa), y el Master en Laboratorio de Reproduccion Asistida de
la Universitat de Valéncia (Espafa) y el Instituto Valenciano de
Infertilidad (IVI).

ASEBIR: ;Y cédmo empezé tu curiosidad por la Reproduc-
cién Asistida? ;Cual fue tu aliciente?

Diana: Mi interés por el tema de la Reproduccién Asistida co-
mienza a finales del afo 98, cuando un ginecélogo amigo me
habld de fertilidad y los problemas a los que él se enfrentaba
en su consulta tratando de ayudar a sus pacientes a embara-
zarse. Estamos hablando de méas de 20 afos atrds, momento
en el que este campo de la medicina se encontraba casi en
sus inicios en mi pais,los centros de Reproduccién eran esca-
s0s, y se carecia de la experiencia y la tecnologia para llevar a
cabo tratamientos de alta complejidad.

ASEBIR: Todo ha cambiado mucho, a muchos niveles...

Diana: Asi, es... y en mi caso, pese al nombre de mi carrera
(Bacteriologia y laboratorio clinico), no nos dedicamos neta-
mente a las bacterias; en realidad, somos como los analistas
del laboratorio, realizamos todo lo que tiene que ver con exa-
menes de sangre, orina, etc, asi que, muy poco tenia esto que
ver con la Reproduccién, pero me encanto la idea. Comencé
a leer, a buscar informacién sobre fertilidad y poco a poco mi
interés fue en aumento, y con ello, el suefio de una formacién
en el laboratorio de Fecundacién in vitro.Empecé a indagar
sobre la manera de acceder a una universidad, escuela, clinica,
etc. que me permitiera meterme de lleno en el area.

ASEBIR: Habia llegado ese gusanillo que todos los embrié-
logos hemos sentido alguna vez al elegir nuestra profesion,
o siquiera pensar en ella.
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Diana: Sil Y es muy curioso como algo hace *clic en tu inte-
rior. Y creo que mi destino era cumplir con ese suefo, porque
todo se fue dando de la mejor manera posible: los trédmites
consulares salieron a la primera y la aventura de un largo viaje
al otro lado del charco era inminente.

El 23 de Junio me embarqué en un vuelo de doce horas, con
dos maletas y el corazon medio roto al despedirme de mis se-
res mas amados. El 24 de Junio aterricé en Madrid y tomé un
vuelo a Alicante. Con todo el jolgorio de San Juan, y la alegria
propia del verano, Espafia me abriod los brazos, y en ella, el IVI
con sede en Murcia.

ASEBIR: Y cdmo echamos de menos ahora ese jolgorio,
ibendita vieja normalidad!

Diana: Si, ifue muy bonito conocer Espafia en esa circunstan-
cial Y lo que empezd como una aventura de un afo, tiempo
que duraba el fellow, se convirtié en un capftulo largo y muy
importante de mivida, jjel mas importante quizas!! Doce afos
de gratas experiencias, de casi echar raices en Espafa, y de
cumplir con muchos de los objetivos que me habifa propues-
to el dia que me subi al avion. Casi a punto de terminar en
Murcia, necesitaban un biologo en IVI Almerfa, me propu-
sieron quedarme y acepté. Aquello fue una experiencia muy
enriquecedora, desde todo punto de vista. Y después de dos
afnos regresé a Murcia.

ASEBIR: Imaginamos que ya desde el principio la experien-
cia fue vertiginosa. Pais nuevo, costumbres nuevas, gente
desconocida que se fue convirtiendo en personas cercanas
y familiares.

Diana: Fue una gran oportunidad, que agradezco a Dios y a
varias personas cada dfa. De hecho, como os comentaba al
principio, de esa prolongada aventura en Espafa, recibi el me-
jor de los regalos: mis dos hijos, “murcianicos’, y por supuesto,
todo el conocimiento y experiencia adquiridos en el ejercicio
de mi profesién en el IVI, para mi uno de los mejores Centros
de Reproduccion del mundo.

l Imbanaco
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ASEBIR: Gran centro en nuestro pais, y en el mundo, con
mejores profesionales si cabe.

Diana: Y nunca me cansaré de dar gracias a todos los que hi-
cieron posible mi presencia y permanencia en el IV, la lista
serfa interminable yno puedo nombrarlos aqui a todos, pues
el equipo humano de Murcia al completo sigue siendo como
mi familia; mis compaferos bidlogos, no solo son eso, son
también mis amigos y casi mis hermanos. Todos y cada uno
en la clinica aportaron de manera importante a mi vida en
lo personal y lo profesional. El equipo del laboratorio de FIV
en ese momento estaba liderado por Emilio Gomez, a quien
envio a diario mis mejores pensamientos y mi gratitud eterna
por ser gran profesor, compafero y amigo.

ASEBIR: Nada como una experiencia tan grata para avivar
aun mas nuestra vocacion.

Diana: Totalmente de acuerdo en eso.
ASEBIR: ;Y cdmo surgio la vuelta a Colombia?

Diana: Pues, pese a mi satisfaccion en el plano profesional, y
de mi comodidad en lo laboral, segufa teniendo un sinsabor y
un vacio en cuanto a la ausencia de mi familia, de mis padres
principalmente, asi que puse las cosas en la balanza y tomé
la dificil decision de regresar a mi tierra. A muchos les parecia
una locura. Muchos quieren estar alli en Espafia, y yo tenien-
do aquello, querfa volver. Pero en realidad hay cosas que el
dinero y el estatus profesional no compensan, al menos asf
lo veo yo.

Dejar atras todo lo que habfa construido en Espafa, volver a
empezar en Colombia, con dos hijos, enfrentar un proceso de
readaptacion, no parecia coherente.

ASEBIR: En ocasiones la coherencia no es necesariamente la
mejor opcién y arriesgando es como se consiguen nuevas
experiencias y vivencias personales Unicas.
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Diana: En efecto, de hecho, aqui todo es diferente, y sabia que
en el plano laboral también lo serfa.

ASEBIR: Y exactamente, ;a qué parte de Colombia nos tras-
ladamos para conocer tu experiencia alli?

Diana: Pues la ciudad elegida fue Cali, una ciudad de casi 2,3
millones de habitantes, capital del departamento del Valle del
Cauca, ubicada al sur del pafs, en la region del Pacifico colom-
biano. Con un clima clasificado como tropical y una tempe-
ratura promedio de 25°C, se convierte en un atractivo lugar
para aquellos que huimos del frio (jeje).

ASEBIR: Umhh, interesante dato, jjajajal
(Todos rien).

ASEBIR: Imaginamos que tras la larga estancia en Espafa, el
cambio se hizo notable.

Diana: Obviamenteal regresar a Colombia, concretamen-
te a Cali, como comentdbamos, noté el cambio, como era
de esperar, pero en el plano personal fue facil volverme a
acostumbrar. Solo destacaria el impacto visual que tenfa vi-
vir en una ciudad con un caos vehicular y de orden publico
importante,mas vendedores ambulantes, y lastimosamente
mas mendicidad. Pero bueno, como se suele decir, jes lo que
hay!

ASEBIR: ;Y como fue en el terreno laboral?

Diana: En la parte laboral, lo primero con lo que me impacté,
fue con un volumen de trabajo muy bajo comparado con lo
que estaba acostumbrada a tener en Espafa. De un lugar en
el que tenfamos, en aquel entonces, un promedio 1000 ciclos
alaflo y un ritmo en general acelerado, pasé a un ritmo extre-
madamente pausado, con unos 170 ciclos anuales, y eso al
principio me costd mucho.

ASEBIR: Dato curioso teniendo en cuenta la gran diferencia
de poblacién entre las tres ciudades.

Diana: Si, de hecho, en Colombia desde siempre ha existido
como una especie de meseta en el nimero de ciclos de FIV, y
no conseguimos superar los 4000 ciclos por afo a nivel nacio-
nal. ;El porqué? Es un total misterio sin resolver.

ASEBIR: Imaginamos que habrd ciertas razones para este
suceso, cuanto si no, curioso como deciamos.

Diana: Pues se barajan varias teorfas por lo que pude comen-
tar con algunos ginecélogos del drea, pero en definitiva, la
hipdtesis mdas aceptada es la economia, el nivel de vida. Es
increible que todo un pafs, con 50 millones de habitantes rea-
lice casi lo que se hace en un centro grande de Valencia o
Madrid.
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Una economia desequilibrada y un indice de desempleo en
aumento, hacen poco accesibles los tratamientos de repro-
duccién por sus costes elevados.

ASEBIR: ;Y no cubre, aunque sea parte del proceso, las com-
pafias aseguradoras o la sanidad publica?

Diana: jQué val Estos tratamientos no estan cubiertos ni por
polizas de salud, ni por medicina prepagada, y mucho menos
por la seguridad social. Asi que hacerlos de manera particular,
es algo que no muchos se pueden permitir. Con todo y eso, la
Reproduccion Asistida se mantiene; cada vez aparecen nue-
vas clinicas, sobre todo en Bogotd, la capital,y seguimos en lo
mismo de siempre, no hay aumento significativo, y todo se
reparte.

Desde hace varios afnos, se teje un proyecto de ley en el sena-
do para subsidiar los tratamientos de FIV a través de la seguri-
dad social, pero no hay nada concreto aun. En mi opinién, es
cuestion de cémo cada centro se mueva, se oferte y se mer-
cadee, hay estrategias que pueden funcionar bien para atraer
a mas pacientes, jjcomo en todo sitiol!

ASEBIR: E imaginamos que la situaciéon que vivimos actual-
mente, no ha hecho mas que empeorar las cosas, ;no?

Diana: El pasado 2020, con la llegada de la pandemia, ese nu-
meroseguro bajo. Casi todos los centros estuvimos cerrados
cerca de un par de meses. La COVID 19 ha causado estragos
en todo el mundo, y aqui no ha sido la excepcién. Las medi-
das de confinamiento establecidas por el Gobierno a finales
de marzo del afio pasado nos llevaron al cese de actividad, y
a finales de mayo retomamos poco a poco, teniendo como
guia las conductas establecidas por las sociedades americana
y europea.

Se nos permitié la realizacion de ciclos de FIV con congela-
cién embrionaria, y con algunas excepciones de transferencia
segun el caso, previa firma de consentimientos y pruebas de
PCR COVID antes de la estimulacion y de nuevo antes de la
puncion. A pesar de lo que parecia, que iba a ser un afio con
muy pocos ciclos, logramos remontar y tuvimos 50 menos
que el afo anterior, asi que No Nos podemos quejar.

ASEBIR: Aqui pasé una situacién bastante similar, de alguna
forma, se remontaron los ciclos “perdidos” en los meses de
parada.Y cuéntanos, ;como es la forma de trabajar alli? ;Al-
guna diferencia notable técnicamente hablando?

Diana: En cuanto a la parte técnica y la forma de trabajar, no
hay demasiada diferencia en las técnicas: una ICSI es una ICSI
aqui y en la Patagonia. Ademas, muchos de los infertélogos
y bidlogos aqui han hecho al menos una pasantia en Repro-
duccioén por Espana.

ASEBIR: Y por concretar, cuéntanos alguna cosa mas de tu
centro de trabajo. ;Dénde se encuentra exactamente Diana?
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Diana: {Jajaja! iEs verdad, que no lo hemos comentado!

Pues actualmente soy embridloga del laboratorio de Fecun-
dacion in vitro en la Clinica Imbanaco, adquirida por el Grupo
QuirénSalud el pasado afo. Imbanaco es una clinica privada
con mas de 40 afos de trayectoria, que cuenta con un amplio
espectro de servicios médicos, ademas de multiples acredita-
ciones y certificaciones a nivel nacionale internacional. Desde
1999, la Unidad de Medicina Reproductiva ha hecho posible
que la poblacion de la regidn acceda a técnicas de alta y baja
complejidad, con un laboratorio que retine éptimas condicio-
nes de infraestructura y altos estandares de calidad. La fusion
0 mas bien absorciéon dela clinica por parte del Grupo Qui-
ronSalud es motivadora y esperanzadora en el sentido de cre-
cimiento y mejora constante. La posibilidad de crecery estar a
la vanguardia en Reproduccion se hace mas palpable ahora a
la sombra de un grupo grande e importante en Europa.

ASEBIR: Los cambios, como habldbamos, siempre pueden
llevar grandes cosas. Y a colacion de lo que comentdbamos
de los ciclos, jcuantos ciclos aproximadamente realizais en
vuestro centro?

Diana: Nuestro promedio de ciclos de Fecundacion in vitro por
afo es de 180, ademas de unos 100 ciclos de transferencia de
embrién congelado en promedio, inseminaciones intrauterinas,
seminogramas, etc. Es comun la practica de la FIV convencional,
dado que tenemos muchos pacientes con un factor masculino
normal y que redinen las demas condiciones para realizarla.

ASEBIR: Y en cuanto al nimero de embriones a transferir, o
el dia de cultivo para la transferencia, ;qué puedes contar-
nos en vuestro caso?

Diana: Todavia no conseguimos pasarnos del todo a la trans-
ferencia de embrién Unico, lo que en inglés conocemos como
SET, pues, pese a la buena llegada de embriones a blastocisto
(40 — 60 %), es una labor titanica convencer a los pacientes
de no transferir dos. Aqui se tiene ese pensamiento de mejor
dos que uno, y que la abuela, la tia, la prima y media familia
colaboran en el cuidado de los ninos.

ASEBIR: Un sentimiento dificil de cambiar con esos argu-
mentos, claro... Y en cuanto a medios, aparataje, etc., ;qué
puedes contarnos en general para con los centros?

Diana: En este sentido, la diferencia se nota en cosas como la
adquisicion de los equipos, medios e insumos. Hay escases de
proveedores, y aunque si podemos tener acceso a las marcas
universalmente utilizadas, a veces es engorroso el proceso de
compra, el papeleo de importacion y los costos muy elevados
debido a la fluctuacion del délar. El avance tecnoldgico, sin
duda alguna, ha ido lento. Los laboratorios han funcionado
bien con lo basico y, pocos centros (no mas de dos) cuentan
con tecnologfa tipo Time-Lapse, por ejemplo. También sigue
siendo limitada la posibilidad de realizar Biopsia embrionaria.
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ASEBIR: Por lo que nos cuentas, es como trabajar aqui al
principio de tu formacién...

Diana: Sf, mas o menos, pero en general los centros cuentan
con un aparataje y equipamiento de los laboratorios acorde
a tecnologia de vanguardia. ..

ASEBIR: Y, ;qué puedes contarnos a nivel legal? ;Muchas
diferencias?

Diana: Desde el punto de vista legal, aqui hay un vacio im-
portante para la Reproduccién Asistida. Podria decirse que
no tenemos una ley clara y contundente, pues terminamos
con muchas cosas ambiguas que, ni se permiten, ni se pro-
hiben.

A través de la firma de los consentimientos informados, es
posible realizar procedimientos que en Espafia no estan
permitidos, como la seleccién de sexo por deseo de los pa-
cientes mediante PGT-A, la donacién de gametos de donan-
te conocido (pariente, amigo, etc.), y en algunas clinicas se
practica también la subrogacién de Utero.

ASEBIR: Temas puestos sobre la mesa para debate en mu-
chas ocasiones y en muchos paises...

Diana: Asf es, y en cuanto a esto de la gestacion subrogada,
cada centro toma la decision de hacerlo o no.Y los que lo
han hecho, han tenido que asesorarse y estar acompafnados
durante todo el proceso con abogados, consentimientos y
el papeleo complejo para sortear el tema juridico que pueda
presentarse al momento del nacimiento del nifio. Realmen-
te es un riesgo, por lo que, en la clinica donde yo trabajo, no
lo hemos hecho y creo que asi estaremos hasta que la ley
sea mas clara al respecto.

ASEBIR: Y mas con un tema que puede acarrear muchos
problemas éticos y legales, tanto para la clinica, como
para los pacientes o las gestantes; hay que ir con mucho
cuidado si no hay legislacion al respecto. Y, ;puedes ha-
blarnos un poco mas de la donacién que sabes que ha
estado sometida a debate en muchas ocasiones aqui en
Espana?

Diana: La donacién de ovocitos tiene ciertas limitaciones
aqui. Sabemos que la donacién debe funcionar como un
proceso voluntario y altruista, pero también sabemos que
ser donante de ovocitos implica visitar repetidamente la
clinica, someterse a multiples exdmenes, ecografias, la pun-
cion bajo sedacion etc, con lo cual, como pasa en Espafia, y
siendo honestos, muy raramente una donante acude a do-
nar por amor al arte, pues la inmensa mayoria lo hacen por
la compensacion econémica que se les da por el proceso.

Pero aqui, el ente regulador de bancos de gametos y de se-
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men nos ha puesto las cosas un poco mas dificiles, no se
puede, ni tan siquiera, hablar de esa compensacién, ni se
puede convocar a la donacion por medios publicitarios, lo
que nos hace tener programas de ovodonacion limitados
por la escasez de donantes. Esto ha promovido lastimosa-
mente las donaciones conocidas en aquellas pacientes que
tienen prisa por realizar el tratamiento y que cuentan con su
propia donante.

ASEBIR: Con todas las consecuencias que esto puede te-
ner a muchos niveles...

Diana: Si, exacto. Es un tema demasiadopolémico y extenso,
dificil de manejar. Muchos grupos defienden el derecho a
que los hijos nacidos de donacién de gametos conozcan la
verdad, y sepan quién es su progenitor, pero las opiniones
estdn muy divididas.

Yo definitivamente prefiero la donacion anénima, ojalé las
cosas cambien y en un futuro no muy lejano podamos tener
programas de ovodonacién con una estructura diferente,
mas abiertos a promover y convocar a la poblacién a donar
sin tanta traba.

ASEBIR: Y cuando estos donantes, anénimos o no anéni-
mos, no estan disponibles, ;disponéis de alternativas?

Diana: Se nos ha vuelto ya casi rutinario adquirir semen de
bancos extranjeros, sobre todo de Estados Unidos, la es-
casez de donantes de los ultimos afios ha promovido esta
practica. El proceso es relativamente sencillo, pero eso si, se
encarecen los costes de manera importante.

ASEBIR: Y, ;podriamos decir que tenéis turismo reproduc-
tivo, a causa, por ejemplo, de esas “ventajas” legales que
comentabamos antes?

Diana: A diferencia de Espafa, no tenemos afianzado el tu-
rismo reproductivo. Nosotros si tenemos algunos pacientes,
pero en su mayorfa colombianos que viven en Estados Uni-
dos, y que vienen aqui motivados bésicamente por la reduc-
cién de costes respecto allf (entre un 40 - 50 %), pero no son
un gran numero.

ASEBIR: Bueno, Diana, y tal vez llegamos a una pregun-
ta que cualquier socio/lector que te esté leyendo se haya
podido preguntar con bastante probabilidad mientras iba
leyendo... ;alli el trabajo esta bien remunerado?

Diana: Pues esa es una de las diferencias con Espanfa, la re-
muneracion. Creo que lastimosamente en mi pais los em-
briélogos auin no estamos considerados como se deberia,
y como comentaba Andrés desde México, los salarios son
bajos, trabajamos mas horas y tenemos menos dias de va-
caciones.
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ASEBIR: Vaya... {Y mandamos un saludo a Andrés de par-
te de todos! El sentimiento de mala remuneracién para los
embridlogos también lo compartimos aqui en muchas oca-
siones. Aunque somos la mitad del proceso...

Diana: Asi es Laura, soy de las que siempre he creido que en
esta carrera somos importantes todos, los médicos y los bid-
logos, unos sin otros no hacemos nada, pero, definitivamente
el laboratorio de FIV se lleva la medalla.

ASEBIR: En fin, alin nos quedan muchas cosas por luchar,
pero ese es otro tema que mereceria un apartado adicio-
nal.Y nos acercamos al final de la entrevista, Diana. ;Qué te
gustaria anadir?

Diana: Saliéndome del tema profesional y cientffico, me gus-
tarfa hablar un poquito de esa parte mas personal y emocio-
nal de mi experiencia de vida (trataré de no ponerme en ex-
ceso romantica claro...). jJajaja!

(Todos rien)

A dia de hoy, sigo echando de menos muchas cosas de Es-
pafna. Sin titubear dirla que Murcia es una ciudad extrema-
damente agradable por muchas cosas, el clima, la comida,
la gente, y definitivamente, siempre serd mi segundo hogar.
Tambien extrafo algunas comodidades que son escasas en
paises en desarrollo como el mio: las autovias, el tren, ni ha-
blar del AVE, el carril bici, los escenarios deportivos... y la se-
guridad, esto sobre todo.

Lo mas lamentable aquf, es el tema de la inseguridad, eso es
un lastre para casi toda Latinoamérica, pero Colombia se ha
visto siempre resefiada por los problemas de orden publico.
La delincuencia ha ido en aumento, como consecuencia de
tener uno de los niveles mas altos de desigualdad del mundo.
La inequidad social es muy marcada, el nivel de desempleo
va en aumento, no solo a causa de la pandemia, sino también
de la poblacion desplazada de sus pueblos y de sus tierras a
causa de la violencia.

El hecho es que a todo te acostumbras, aprendes por donde ir
y por dénde no, a no dar mayor oportunidad a los delincuentes
y aprendes a disfrutar todo lo demds,jque son muchas cosas!

ASEBIR: jPodemos dar fe de ello!

Diana: Pese a los muchos problemas de este pais, estoy firme-
mente convencida de que Colombia es un paraiso, un lugar
extremadamente rico, privilegiado en recursos naturales y lu-
gares hermosos que visitar, con el mejor de los climas, cultu-
ralmente amplio y abundante en talento humano de calidad.
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Contrario a esa fama nefasta que nos ha acompafnado duran-
te afos con el narcotréfico, aqui hay gente buena, trabajado-
ra, emprendedora que lucha dia a dia por mejorar al pafs. Las-
timosamente afuera, se conoce mucho de lo malo y se omite
lo bueno. Pero si estds aqui, realmente lo ves todo, lo bonito y
lo feo, y lo primero es lo que predomina. Particularmente, me
he movido por muchos sitios de la regién incluso del pafs, y
no me ha sucedido nada, es cuestién de tomar precauciones.

Pero si, se podria decir que siempre tendré un poco el “‘cora-
z6n partfo”y mis sentimientos repartidos entre la madre patria
y mi hermosa Colombia. Los invito a conocer esta tierra, quien
se anime, bienvenido serd: mi casa estara de puertas abiertas
para aquel que se lance a la aventura.

ASEBIR: jTe cogemos la palabra, Diana! A nosotros nos has
convencido, jhay que ir a Colombia y descubrirla! Y te da-
mos las gracias por tu participacion, y compaiia. Hemos
compartido un rato muy agradable y seguro que a nuestros
lectores jles ha encantado!

Diana: Muchas gracias a vosotros por dejarme mostraros un
poquito de mi'y de mi historia. Animaos a participar, jes una
experiencia muy bonita y gratificante!

ASEBIR: jExacto! Hasta pronto, Diana.

Sidesedis participar en esta seccién 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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SOCIOS EMPRENDEDORES ASEBIR

GRAMOLA LAB

AIDA Casanovas Fontanillas

En esta ocasion, para esta seccion, te-
nemos una socia muy polifacética: em-
bridloga freelance, musico y chocola-
tier.

Cémo llega una embridloga a crear su
propio obrador, llegando a gran parte
de los embridlogos de Espana por el pa-
ladar, lo descubrimos en esta seccion.
ijVamos a conocerla!
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» ENTREVISTA

ASEBIR: jMuy buenas, Aida! jQué placer mas maravillo-
so tenerte aqui con nosotros!

Aida Casanovas: Gracias Laura, no sabes lo agradecida
que estoy que ASEBIR me haya dado la oportunidad de
formar parte de este nimero en la seccion de socios em-
premdedores. jEspero que os guste!

ASEBIR: {No te quepa la menor duda! Pero como siem-
pre, y para que los lectores sepn quién eres, cuéntanos
un poco de ti.

JUNIO 2021

SOCIOS EMPRENDEDORES ASEBIR
AIDA CASANOVAS FONTANILLAS. GRAMOLA LAB.

Aida: iClaro! Me presento. Mi nombre es Aida Casanovas Fon-
tanillas, socia nimero 956 y soy residente en Barcelona. Y para
que entendais como se llega al final de mi historia, es necesa-
rio que sepais que me apasiona la embriologfa, el chocolate, la
buena comida y la musica.

ASEBIR: jVaya! Creo que muchos lectores coincidiran en to-
das de esas pasiones jJajaja!

(Todos rien).

Aida: Y, jsoy bateria desde los 14 afos! Y poder combinarlas to-
das en mi vida, jsolo me aporta cosas positivas!

ASEBIR: Como sabemos, si convertimos las aficiones en tra-
bajos, no tendremos que trabajar nunca... Cuéntanos un
poco tu trayectoria.

Aida: jQué gran verdad! En mi caso, tras licenciarme en Biolo-
glia por la Universidad Auténoma de Barcelona, me inicié en el
mundo de la fecundacion in vitro en la facultad de Veterinaria
de la misma universidad en el ano 2003.

Entre medios"home made’, ovarios de cabra prepubery semen
que obtenfamos de los caprinos de la granja de Veterinaria,
encontramos la manera de sexar los embriones caprinos me-
diante FISH. De alli que mis primeros anos en el sector fueron
en el Centro de Medicina Embrionaria en Barcelona (Instituto
Marqués).

ASEBIR: ;Y el salto a la reproduccién humana?

Aida: Pues la formacién como embridloga dentro el laboratorio
de FIV, la tuve trabajando en “The Bridge Centre”en Londres y
en “Newlife’, Epsom.

REVISTA ASEBIR

En 2013 regresé a Barcelona como responsable de laboratorio
en la Unidad de Endocrinologia Ginecoldgica donde trabajé
durante 4 afios hasta que me uni en el proyecto de la nueva
clinica Fertty en el centro de Barcelona. Esta Ultima etapa como
directora de laboratorio en Fertty fue una gran experiencia
pero mi absoluta dedicacion al centro no me permitia nunca a
hacer el paso para poder hacer mi suefio realidad.

ASEBIR: Mucha dedicacién nuestra bonita profesion...

Aida: Qué bien lo sabemos, jeh?... Asi que después de 15 afios
en el mundo de la reproduccion asistida, decidi dar un giro a mi
vida y dedicarme al mundo del chocolate.

ASEBIR: Umbh... chocolate. jGran placer! Cuéntanos, nos tie-
nes enganchados, como el placer de un buen dulce...

Aida: jJajajal Me cautivo des del primer instante, y me doy
cuenta que requiere la misma precisién, exigencia y rigurosi-
dad que he necesitado siempre en el laboratorio de fecunda-
cion in vitro. jEs maravilloso!

Y asi nace Gramola Lab, fruto de una reinvencion, de la pasion
por el chocolate y la necesidad de crear belleza en un labora-
torio de ilusiones dando como resultado productos especia-
les, diferentes, divertidos, Unicos y deliciosos. ..

ASEBIR: Y muchos embridlogos pudimos dar fe de ello...
iDeliciosamente adictivos! Pero ahora llegaremos a esa par-
te... ;dejaste entonces la embriologia?

Aida: jNo! jPara nada! No obstante, al convertirme en auténo-
ma, continuo desarrollando mi profesion en el sector como
embriéloga freelance para todos aquellos centros que requie-
ren mis servicios por algun pico de trabajo muy puntual o
bien para realizar biopsias embrionarias para laboratorios de
analisis. Ademads, colaboro con Cooper Surgical y viajo a cen-
tros de Espafa realizando workshops de biopsia embrionaria.
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AIDA CASANOVAS FONTANILLAS. GRAMOLA LAB.

ASEBIR: Y, el obrador, ;dénde estd y qué puedes contarnos
de como surgié?

Aida: El obrador Gramola Lab esta situado en Badalona. No te-
nia intencion de que pareciese un laboratorio pero los compa-
Aeros que habéis venido... jeso me decis!

Cierto es, que el obrador cuenta con un vestuario, un almacén,
un despacho, la zona de trabajo y la zona de pintado. Somos 4
en el equipo de momento y tengo la suerte de contar con la
ayuda y experiencia de mi madre que es uno de los pilares prin-
cipales en este proyecto. Nos organizamos la semana seguin los
pedidos y las necesidades del obrador.

ASEBIR: Y ;como os organizdis? Me temo que aqui también
se va a parecer a nuestra querida profesion,...

Aida: Tenemos unos dias marcados para el pintado de bombo-
nes ya que es muy importante dejar reposar 24h la manteca
de cacao con la que has pintado el molde para poder continuar
con el proceso... Hasta que no llegas a desmoldarlos pasas por
una serie de etapas que requieren su tiempo. Tenemos que
contar el proceso en un total de 3 dias. jYa te puedes imaginar
qué emocién cuando salen perfectos!
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ASEBIR: jSit Como cuando esperamos viendo las divisiones
de los primeros dias de los embriones...

Aida: jTotalmente! Igual que cuando observas los embriones
hasta dia 5 de una paciente,... jMadre mial ;Siempre ha sido
emocionante este momento! (y algunos los he disfrutado més
que otros claro, como todos imagino).

Aunque en el caso de los bombones, cuando, de vez en cuan-
do, alguno sale mal, japrovechamos para comérnoslo! jJejeje!

(Todos rien)

Luego también nos organizamos para la preparacion del fin de
semana que es cuando mas trabajo se acumula.

ASEBIR: Aja...
Aida: Si, jjajaja! Los fines de semana, jay!

En general nos dedicamos basicamente al chocolate, a la pro-
duccion de bombones de disefo, turrones especiales y table-
tas de chocolate; pero también preparamos muchos pasteles
con decoraciones diferentes y con mucho estilo y otras delicias.

Los bombones los pintamos a mano en el “laboratorio” de pin-
tado, con pinceles o aerdgrafo. Utilizamos manteca de cacao y
colorantes naturales (a ser posible) y el truco para que brillen
estd en trabajar muy bien el chocolate y la manteca de cacao,
respetando las curvas de temperatura que necesita y pintando
ala temperatura adecuada.

iY de aquf a dejar volar la imaginacién! Siempre trabajando con
precision y constancia.
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Y cdmo no... como pasa con nuestra querida embriologia,
también aqui contamos con protocolos (recetas), tablas de
control de produccion y muchos proveedores... asi que ya veis
que hay muchas similitudes.

ASEBIR: Si, si... la verdad es que si.
(Todos rien).

ASEBIR: ;Y cdmo nacié la idea de mandar embrio-bombones
a los embridlogos? A todos los que tuvimos la oportunidad
de probarlas, nos dejaron impresionados...

Aida: jAy si! jQué alegria ese trabajo! Pues todo surgié porque
Cooper Surgical querfa agradecerle a sus clientes el apoyo
durante un afo dificil (como habfa sido el 2020) y ya que nos
hemos especializado en bombones pues pensamos en esta
posibilidad: mandar bombones con el desarrollo embrionario.

Fueron alrededor de 2600 bombones, de los cuales 1000 se di-
bujaron uno por uno a mano.

ASEBIR: ;A mano? jUaau!

Aida: jOs prometo que es super relajantel jYa os podéis imagi-
nar que eso parecia un ejército de bombones azules!

Lo que si que no me esperaba fueron todas las fotos que los
companeros subieron en LinkedIn... jqué pasada y qué alegrial
Estoy tremendamente agradecida de que Cooper Surgical con-
fiara en Gramola Lab y que os hayan gustado tanto los bom-
bones.

ASEBIR: jBuenisimos! Y la avalancha azul que vimos en Linke-
din fue muy chula... {Enhorabuena por vuestro trabajo!

Aida: jFue increfble! Estoy feliz de haber encontrado un equi-
librio entre la embriologia y el chocolate, y poder trabajar de
ambas me hace sentir muy afortunada.

ASEBIR: Nos alegramos mucho por ti, Aida, y muchas gra-
cias por dedicarnos este ratito que tanto hemos disfrutado y
aprendido, y por mostrarnos esa dulzura que tanto se parece
a nuestro trabajo... jGracias por todo!

Aida: Muchas gracias a vosotros, y animo a todo aquel que pue-
da a participar en las secciones de la revista, que lo haga, jes
verdaderamente divertido! Gracias de corazén.

ASEBIR: Gracias a ti, y si como Aida quieres pasar un rato
agradable y tienes algo interesante que contarnos, no du-
des en ponerte en contacto con nosotros a través del correo
asebir@asebir.com para hacernos llegar tu peticién, que
responderemos en la mayor brevedad posible. jAnimaos a
participar!
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CRONOLOGIA DE LA EDICION GENETICA

EN EMBRIONES HUMANOS:

DESDE LA TECNOLOGIA CRISPR/CAS9
HACIA NUEVAS ESTRATEGIAS MEJORADAS

CHRONOLOGY OF GENE EDITING IN HUMAN EMBRYOS:
FROM CRISPR/CAS9 TECHNOLOGY TO NEW IMPROVED STRATEGIES

Ana Carbajo Unia. Centro de formacion “IVI Learning Center” Calle Guillem de Castro, 9, 46007 Valencia.
Estudiante del Mdster Universitario en Biotecnologia de la Reproduccion Humana Asistida de la Universitat
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» RESUMEN

Con el rdpido avance de las técnicas de ingenierfa genética en los Ultimos afos, ha surgido la posibilidad de manipular
genéticamente la linea germinal humana. Entre los diferentes sistemas de edicion disponibles, la tecnologfa CRISPR/
Cas9, Premio Nobel de Quimica 2020, se ha establecido como la herramienta de preferencia por sus multiples ventajas:
mayor eficacia de corte, versatilidad y asequibilidad. Asi, el primer trabajo de edicién genética en embriones humanos
con fines terapéuticos se presentd a principios del afno 2015 empleando este sistema. A partir de entonces, han ido
gestandose numerosas investigaciones en distintos laboratorios situados en EE.UU. y China, principalmente. Reciente-
mente, en diciembre de 2020, Zuccaro y colaboradores demostraron que la utilizacion del sistema CRISPR/Cas9 para
la correccién de mutaciones puntuales en embriones humanos puede generar pérdidas cromosémicas parciales o
completas; derivando asi en posibles aneuploidias y anormalidades en el desarrollo. Ante esta problematica, las nuevas
tecnologfas de Basey Prime editing han surgido como nuevas estrategias alternativas, basadas en mejoras del sistema
CRISPR convencional y con un futuro muy prometedor en el tratamiento de enfermedades monogénicas. Sin embargo,
la edicion genética de embriones sigue estando aliin muy alejada de un posible traslado a la practica clinica y resultan
necesarios muchos mas estudios que profundicen en la seguridad de estas tecnologias.

PALABRAS CLAVE: edicion genética, CRISPR/Cas9, terapia génica germinal, embriones humanos, correccion, enferme-
dad monogénica, eliminacion cromosémica, Cas9 nicasa, Base editing, Prime editing.

» ABSTRACT

The possibility of genetic manipulation on the human germline has emerged in recent years, thanks to the huge advan-
cement in genetic engineering techniques. Among the available edition systems nowadays, the CRISPR/Cas9 technolo-
gy, Nobel Prize in Chemistry 2020, has been established as the tool of choice due to its many advantages: greater cutting
efficacy, versatility and affordability. Thus, the first work on gene editing in human embryos for therapeutic purposes was
presented at the beginning of 2015 using this system. Since then, many investigations have been carried out in different
laboratories mainly located in the USA and China. Recently, in December 2020, Zuccaro et al. demonstrated that the use
of the CRISPR / Cas9 system for correcting point mutations in human embryos can generate partial or complete chro-
mosomal losses; thus originating possible aneuploidies and abnormalities in development. Faced with this problem,
the new Base and Prime editing technologies have raised as new alternative strategies, based on an improved CRISPR
system and with a very promising future in the treatment of monogenic diseases. However, genetic editing of embryos
is still very far from a possible transfer to clinical practice and many more studies are necessary to deepen the safety of
these technologies.

KEY WORDS: gene editing, CRISPR/Cas9, germline gene therapy, human embryos, correction, monogenic disease, chro-
mosome removal, Cas9 nickase, Base editing, Prime editing.
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Cronologia de la edicion genética en embriones humanos:
Desde la tecnologia CRISPR/CAS9 hacia nuevas estrategias mejoradas

1, INTRODUCCION

Las técnicas de ingenieria genética han experimentado un ra-
pido avance durante los Ultimos treinta anos vy la posibilidad
de manipular genéticamente la linea germinal humana se ha
convertido en un evento viable técnicamente hablando.

Desde que tuvo lugar el primer experimento de edicion ge-
nética, en 1985, han ido apareciendo diferentes herramientas
para lograr la modificacion especifica del genoma. Todas ellas
se basan en el empleo de nucleasas especificas de secuen-
cia (SSNs, sequence-specific nucleases), es decir, enzimas que
cortan el ADN mediante el reconocimiento de secuencias
concretas. Hasta el momento actual, se han desarrollado los
siguientes cuatro tipos, ordenados por orden cronolégico de
aparicion (Wen et al,, 2020): meganucleasas, nucleasas de de-
dos de zinc (ZFNs, Zinc-Finger Nucleases), nucleasas de activi-
dad similar a activadores de transcripcion (TALENS, Transcrip-
tion Activator-Like Effector Nucleases) y nucleasas Cas (CRISPR
associated). Estas Ultimas se han convertido en la herramienta
de edicion genética de preferencia adoptada por la mayor
parte de los laboratorios, gracias a tres ventajas principales
frente a las anteriores: mayor eficacia de corte, versatilidad
y asequibilidad. Asf, el conocido como sistema CRISPR/Cas9
(Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/
CRISPR associated protein 9), en lo sucesivo abreviado como
sistema CRISPR, ha tomado una posicion central en multitud
de trabajos de investigacion desde su presentacion en el afo
2012 (Jinek et al, 2012). Tal ha sido su trascendencia que,
el pasado 7 de octubre de 2020, las investigadoras Jennifer
Doudna y Emmanuelle Charpentier recibieron el Premio No-
bel de Quimica por sus investigaciones sobre esta tecnologia
como método para la edicién del genoma.

2. TECNOLOGIA CRISPR/CAS9 PARA
LA TERAPIA GENICA GERMINAL

Antes de profundizar en como se puede aplicar el sistema
CRISPR a la linea germinal, resulta interesante repasar sus fun-
damentos.

Cualquier sistema CRISPR de edicién consta de tres compo-
nentes basicos: la nucleasa Cas9, una guia de ARN (ARNg)
complementaria a la regiéon gendmica diana y un fragmento
de ADN que servird de molde para la edicion especifica de
dicha secuencia diana (Fig. 1). Estos componentes pueden ser
introducidos en la célula diana empleando distintos métodos
de transfeccion, como la electroporacion o la microinyeccion.

Brevemente, el sistema CRISPR funciona de la siguiente ma-
nera (Greenfield, 2018): en el interior de la célula diana, el
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ARNg se une, por complementariedad de bases, a la secuen-
cia del ADN para la que ha sido especificamente disefiado.
Esta union provoca el reclutamiento de la Cas9. La nucleasa
reconoce, sobre el ADN diana, una secuencia contigua a la
complementaria del ARNg, denominada PAM (Protospacer
Adjacent Motif). A continuacion, provoca la separacion de las
dos hebras del ADN de forma localizada y utiliza su actividad
nucleasa para inducir un corte de doble cadena (DSB, Double-
Strand Break), a tres nucledtidos de distancia de la PAM y en
direccion a la zona de complementariedad ADN-ARNg (Fig.
1). Tras el corte, se activan los sistemas enddgenos habituales
de reparacion de dano en el ADN. Asi, la reparacion del corte
puede ocurrir mediante dos vias: unién de extremos no ho-
maologos (NHEJ, Non-Homologous End Joining) o reparacion
dirigida por homologia (HDR, Homology-Directed Repair). La
ruta NHEJ resuelve el corte introduciendo inserciones y dele-
ciones (INDELs) de forma aleatoria; dando lugar a un fenéme-
no de inactivacion génica (Fig. 1(i)). Por su parte, la via HDR
(Unicamente activa en células en division) utiliza un fragmen-
to de ADN molde con la secuencia de interés para resolver el
corte mediante recombinacion homadloga (HR, Homologous
Recombination); dando paso a un evento de edicion génica
(Fig. 1(i). En la mayorfa de tipos celulares coexisten ambas
rutas, aunque la via NHEJ es la predominante en todas ellas.

A dia de hoy, la edicion de la linea germinal humana es po-
sible aplicando el sistema CRISPR a tres niveles (Fig. 2): célu-
las madre pluripotentes inducidas (iPSC), células germinales
o embriones preimplantacionales (Vassena et al,, 2016). Sin
duda, la utilizaciéon de embriones como dianas de edicion
representa la estrategia mas ambiciosa y atractiva. En con-
secuencia, a continuacion se hard un repaso cronoldgico de
los inicios de la edicién genética en embriones humanos em-
pleando el sistema CRISPR, desde el primer experimento en el
afo 2015 hasta la actualidad (Fig. 3).

3. CRONOLOGIA DE EDICION GENETI-
CA MEDIANTE CRISPR/CAS 9 EN EM-
BRIONES HUMANOS

Cabe destacar que la mayoria de investigaciones se han cen-
trado en la correccion de mutaciones puntuales responsables
del desarrollo y aparicion de enfermedades monogénicas, es
decir, son estudios planteados con fines de investigacion te-
rapéutica.

De forma minoritaria, pero no menos importante, los estudios
con fines de investigacion bésica han tratado de profundizar
en el conocimiento actual relativo a la biologfa del desarrollo
en humanos. El Unico trabajo publicado hasta la fecha dentro

JUNIO 2021




AULA JOVEN

Cronologia de la edicion genética en embriones humanos:
Desde la tecnologia CRISPR/CAS9 hacia nuevas estrategias mejoradas

de este Ultimo enfoque se presento a finales del afo 2017 y
demostré que la proteina OCT4 desempefia un papel crucial
en el desarrollo temprano del embrién humano, a diferencia
de lo predicho en modelos murinos (Fogarty et al., 2017). Sin
embargo, el primer estudio en explorar la capacidad de co-
rreccion de una mutacion puntual dentro de un enfoque te-
rapéutico aparecié un par de afos antes.

ANO 2015

El 18 de abril de 2015 quedd marcado como fecha clave en la
historia de la edicién genética en embriones humanos. Liang
y colaboradores presentaron un trabajo para evaluar la efica-
cia del sistema CRISPR en la especie humana y compararla
con la encontrada en modelos murinos (Liang et al,, 2015).
Su diana fue el gen de la betaglobina humana (HBB). Este se
encuentra mutado en graves enfermedades monogénicas de
la sangre, tales como la betatalasemia o la anemia falciforme.
Microinyectaron cigotos tripronucleares (3PN) aberrantes con
el sistema CRISPR y el ADN molde (portando diferentes muta-
ciones silenciosas). Transcurridas 48 horas, el 83% de los em-
briones sobrevivieron a la agresién que supone la microinyec-
cion. Sin embargo, la via HDR de edicion génica deseada solo
actué en el 5,6% de ellos. Es decir, el porcentaje de embriones
totales correctamente editados fue inferior al 5%, eficiencia
similar a la encontrada frecuentemente en modelos murinos.
Ademas, todos los embriones editados fueron mosaicos. Se
reportd también un nimero considerablemente alto de off-
targets.

ANO 2016

Aproximadamente un afio después, en mayo de 2016, Kang
y colaboradores presentaron un segundo trabajo en el que
trataron de introducir diferentes mutaciones en el gen CCR5
como estrategia terapéutica para combatir la infectividad del
VIH (Kang et al, 2016). El receptor CCR5 se encuentra en la
membrana de los linfocitos y es utilizado por el VIH para pe-
netrar al interior celular. Al igual que en el caso anterior, se
microinyectaron cigotos 3PN donados con el sistema CRISPR
y se encontrd la mutacion de interés en el 5-15%. Estos por-
centajes supusieron una leve pero significativa mejora en la
eficiencia, en comparaciéon con el estudio previo. Ademas, no
se detectd la presencia de off-targets. Sin embargo, las tasas
de mosaicismo fueron igualmente elevadas, manteniéndose
superiores al 50%.

ANO 2017

Posteriormente, en junio de 2017, Tang y colaboradores lle-
varon a cabo el primer estudio con cigotos humanos dipro-
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nucleares (2PN) (Tang et al,, 2017). La utilizacion de cigotos
con una carga genética normal tenfa la ventaja de eliminar
la variabilidad aportada por las anormalidades intrinsecas de
los cigotos 3PN. Su trabajo se centrd en la edicién especifica
dos genes: HBB, que habia sido previamente testado por el
equipo de Liang en 2015, y G6PD. Este Ultimo codifica la enzi-
ma Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa (G6PD), cuya mutacion
puntual més comun (G1376T) afecta a un alto porcentaje de
la etnia Han (92% de poblacion chinay en el 20% de la pobla-
cién mundial) y puede provocar anemia hemolitica en caso de
exposicion a estrés oxidativo. Tang y colaboradores utilizaron
tanto cigotos 3PN como 2PN para evaluar si existian diferen-
cias entre ellos en cuanto a eficiencias de edicion. Los cigotos
2PN se obtuvieron a partir de ovocitos inmaduros sobrante de
ciclos de reproduccion asistida, posteriormente madurados in
vitro y fertilizados con esperma donado mediante ICSI. En el
caso de los cigotos 3PN, estos fueron donados de forma habi-
tual. Como resultado del estudio, demostraron que el sistema
CRISPR mantenia su actividad en cigotos humanos 2PN y que,
ademads, la eficiencia de la via HDR resultaba mucho mayor en
estos cigotos 2PN (~ 25%) en comparacion con los 3PN (20%
y 10%, para G6PD y HBB respectivamente; porcentajes simila-
res a las eficiencias de los estudios previos de los equipos de
Liang y Kang). No obstante, las tasas de mosaicismo genético
encontradas, de nuevo, fueron extremadamente altas.

Poco tiempo después, en agosto de 2017, se publicé un articu-
lo de alto impacto por parte de un prestigioso equipo dirigido
por Mitalipov en Oregon, EE.UU. (Ma et al., 2017). Se trataba
del primer trabajo destacable fuera de las fronteras chinas. Su
objetivo residfa en conseguir corregir una mutacion en el gen
MYBPC3 que estd asociada a la aparicién de cardiomiopatia
hipertrofica. Esta grave enfermedad cardiovascular muestra
un patron de herencia autosémico dominante y puede apa-
recer en la edad adulta de forma subita. El laboratorio de Mi-
talipov opté por crear, ad hoc, cigotos 2PN a partir de ovocitos
donados por mujeres sanas (homocigotas “aa”) y esperma de
varones portadores (heterocigotos “Aa"). Asi, de acuerdo a las
proporciones mendelianas, se esperaba un 50% de embrio-
nes sanos (“aa”) para el grupo control. Tras la comicroinyec-
cion del sistema CRISPR junto al esperma fecundante en el
grupo experimental, se encontré que el 72,4% de los embrio-
nes eran sanos (“aa”) y el 27,6% restante presentaban INDELs
diferentes a las esperadas. De esta forma, el 22,4% adicional
(con respecto a las proporciones mendelianas) de embriones
"aa”"encontrados se atribuyd a una accion exitosa del sistema
CRISPR. Sin embargo, sorprendieron dos hechos (Baumann,
2017): no se describié la presencia aparente de embriones
mosaico ni la de embriones con el alelo mutante ("Aa”), dando
a entender que todos habfan sido corregidos. Ademas, cabe
destacar que en una parte considerable de este subgrupo co-
microinyectado se introdujeron todos los componentes del
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sistema CRISPR excepto el ADN molde y los porcentajes de
embriones “aa” permanecieron igualmente superiores al 50%.
Esto se tradujo en la siguiente interpretacion: el alelo materno
sano (“@") habria servido como molde para corregir el alelo
paterno mutado ("A”) en los embriones generados (Fig. 4).

Estos resultados sorprendentemente exitosos desencadena-
ron un gran revuelo a nivel internacional. Se hizo un llama-
miento a la prudencia hasta confirmar su reproducibilidad.
Sin embargo, el principal obstaculo residia en el caracter ile-
gal de la creacion de embriones ad hoc en muchos paises
(Lluis Montoliu, 2019). A pesar de ello, durante todo el afio
siguiente se fueron gestando y consolidando dos trabajos in-
dependientes (Egli et al, 2018; Adikusuma et al, 2018) que
cuestionaron los experimentos del equipo de Mitalipov. Sus
respectivos argumentos, junto con la consecuente respuesta
de los autores del trabajo original (Ma et al,, 2018), se publi-
caron oficialmente y de forma conjunta en agosto de 2018.

ANO 2018

En primer lugar, Egli y colaboradores (Egli et al,, 2018) reco-
gieron tres criticas frente al trabajo original del equipo de Mi-
talipov:

Primera: el éxito reportado estd asociado a la incapacidad
para detectar el alelo mutado y, en consecuencia, ocurre la
amplificacion exclusiva del alelo sano. Si el corte de la Cas9 se
resuelve siguiendo la ruta de reparaciéon NHEJ, se generarian
deleciones de extensién variable alrededor del punto de cor-
te que podrian llegar a afectar a las secuencias complemen-
tarias de los cebadores utilizados para amplificar la regién de
interés. Por tanto, si no hay union de los cebadores, el gen no
puede ser amplificado y solo apareceria una banda en el gel
de agarosa: la correspondiente al alelo materno no mutado.

Segunda: la pérdida del genoma paterno sucede de forma
habitual en ~ 10% de los cigotos generados mediante ICSI
y, como consecuencia légica, solo ocurre la amplificaciéon del
alelo materno sano. De esta manera, estos casos se interpre-
tarfan como éxitos en la correccién del alelo paterno mutado
cuando realmente no serfa asf.

Tercera: los nucleos paterno y materno se encuentran fisica-
mente separados en el citoplasma del cigoto hasta el em-
brién en estadio de dos células y, en consecuencia, el alelo
materno no puede servir como molde a la hora de corregir el
alelo paterno mutado.

En segundo lugar, el trabajo de Adikusuma y colaboradores
(Adikusuma et al, 2018) sirvié para confirmar experimental-
mente la primera de las criticas presentadas por Egli y co-
laboradores. Sus trabajos trataron de reproducir parte de la
estrategia empleada en el estudio original con embriones

21 BB REVISTA ASEBIR

humanos, pero en este caso utilizando como diana seis genes
diferentes del genoma del ratén. Sus resultados, avalados por
una secuenciacion completa de los embriones editados, de-
mostraron que la utilizacion del sistema CRISPR podia generar
deleciones de gran tamano alrededor del sitio de corte de la
Cas9. En consecuencia, la ausencia de bandas correspondien-
tes a los alelos mutados podirfa ser fruto de la incapacidad de
unién de cebadores complementarios a regiones préximas al
sitio de corte de la Cas9 (que probablemente habrian sido de-
lecionadas). Asi, quedd demostrado que la ausencia de ban-
das analiticas no puede interpretarse como prueba definitiva
de que el sistema CRISPR ha actuado y editado correctamente
un determinado gen.

Ante esto, los autores del laboratorio de Mitalipov llevaron a
cabo experimentos adicionales y publicaron una respuesta
frente a cada una de las criticas previamente expuestas por
Egliy colaboradores (Ma et al,, 2018):

Primera: la amplificacién con cebadores situados a mayores
distancias del punto de corte de la Cas9 no evidencia la exis-
tencia de deleciones. Ma y colaboradores realizaron nuevas
amplificaciones y obtuvieron las bandas correspondientes
del tamafo esperado; pero también encontraron un numero
considerable de bandas de menor tamafo. Estas bandas, que
realmente podrian ser producto de deleciones, las asociaron
con uniones inespecificas de los cebadores a otras zonas del
genoma. Sin embargo, sus argumentos no se presentaron
avalados por la secuenciacion de esas bandas inespecificas ni
de los embriones editados.

Segunda: un 10% de embriones partenogenéticos no justifi-
can la alta tasa de éxito reportada. La existencia de polimorfis-
mos de nucledtido Unico (SNP) evidencia la presencia de los
genomas paterno y materno en la mayoria de los embriones
editados. Sin embargo, los andlisis realizados no mostraron re-
sultados totalmente concluyentes.

Tercera: los reactivos CRISPR pueden permanecer activos tras
la primera divisién del cigoto. Demostraron que sus compo-
nentes no desaparecian tras el primer ciclo de division y man-
tenian su actividad en fases posteriores.

Tanto las criticas de Egli y colaboradores como las respues-
tas por parte del laboratorio de Mitalipov a cada una de ellas,
ambas con sus respectivos argumentos, aparecen resumidas
enlaTablal.

ANO 2020

Como consecuencia de las grandes deleciones reportadas
por Adikusuma y colaboradores en 2018 en embriones de ra-
tén, se evidencidé la necesidad de realizar mas investigaciones
de confirmacion en embriones humanos.
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Asi, en diciembre de 2020, Zuccaro y colaboradores publi-
caron un extenso estudio que evaluaba las posibles pér-
didas cromosémicas derivadas de intentar corregir una
mutacion puntual; tanto fuera (off-target) como dentro
(on-target) de la region diana (Zuccaro et al., 2020). Su dia-
na fue el gen EYS, situado en el brazo largo del cromosoma
6 humano (Fig. 5A). La delecién espontdnea de un nucled-
tido de guanina en el exén 34 (rs758109813) provoca un
cambio en el marco de lectura y desencadena la aparicién
de retinitis pigmentosa, enfermedad con patron de heren-
Cia autosomica recesiva que produce ceguera. Para evaluar
la capacidad de corregir dicha mutacion, crearon embrio-
nes ad hoc utilizando esperma de donantes con la muta-
cion en homocigosis (EYS 2265fs/2265fs) y ovocitos con el
alelo silvestre, también en homocigosis (EYS wt/wt). Ade-
maés, aprovecharon la existencia de polimorfismos de nu-
cledtido Unico a ambos lados de la mutacion a reparar. De
esta manera, establecieron tres grupos experimentales (Fig.
5B). En el primero, se derivaron células madre embrionarias
y sobre ellas se introdujo el sistema CRISPR (Fig. 5B(a)). En
el segundo, se comicroinyecté el sistema CRISPR junto al
esperma fecundante sobre los ovocitos Ml (Fig. 5B(b)). Y
en el tercero, el sistema CRISPR se inyectd en cada una de
las blastémeras de embriones en dos células (Fig. 5B(c)).
Tanto los embriones del segundo y tercer grupo como las
colonias de células madre del primero, se secuenciaron
por los métodos de Sanger y Next Generation Sequencing
y se analizaron mediante arrays de polimorfismos de nu-
cledtido Unico. Los resultados globales que se reportaron
se recogen en la Fig. 5C. En la mitad de los embriones se
reparé el corte en la regidn diana y la mayoria de los even-
tos de reparacion siguieron rutas que restauraron el marco
de lectura en el Jocus, pero se desconoce la funcionalidad
del alelo reparado (Fig. 5C (a, b)). En cambio, solamente un
7% de los eventos siguid la via HDR para la restauracion
del alelo silvestre funcional (Fig. 5C(c)). En la otra mitad de
embriones, se encontraron pérdidas cromosdmicas parcia-
les y/o completas: dentro de la regidn diana, afectando al
propio cromosoma 6 (Fig. 5C (d, e)); y fuera de la misma, en
el cromosoma 16 (Fig. 5C(f)). En conclusion, encontraron
tasas de edicién infimas y pérdidas cromosdmicas frecuen-
tes asociadas con el sistema CRISPR; conclusiones que se
ven apoyadas por la preimpresion de Alanis-Lobato y cola-
boradores (Alanis-Lobato et al., 2020).

Como consecuencia, ha surgido asi una nueva probleméatica
asociada a la correccion de enfermedades monogénicas em-
pleando el sistema CRISPR/Cas9y, con el fin de superarla, han
ido apareciendo una serie de mejoras del sistema CRISPR a lo
largo de los Ultimos anos (Anzalone et al,, 2020).
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4. MEJORAS DEL SISTEMA CRISPR/
CAS9

Las nuevas estrategias mejoradas del sistema CRISPR, conoci-
das como Base'y Prime editing, se basan en el empleo de la
Cas9 nicasa (nCas9). La nCas9 se trata de una variante mutada
(D10A) de la Cas9 que ha perdido la actividad en uno de sus
dos dominios cataliticos. En consecuencia, genera cortes de
cadena Unica, evitando asi la problematica previamente ex-
puesta en relacién a los de doble cadena (Perisse et al.,, 2021).
Estas tecnologfas de Basey Prime editing presentan poten-
cial para corregir el 25% y 89% de polimorfismos patogéni-
cos de nucledtido Unico humanos, respectivamente (Kantor
et al, 2020). En la Figura 6 se representa una linea temporal
con todos los estudios relevantes hasta la actualidad de Base
editing en embriones murinos (Kim et al,, 2017; Liang, Sun et
al, 2017; Ryu et al, 2018; Yang et al, 2018; Lee et al,, 2018; Lee
etal, 2019; Zuo et al, 2019) y humanos (Li et al,, 2017; Zhou
etal, 2017; Liang, Ding et al,, 2017; Zeng et al,, 2018; Zhang et
al, 2019); asi como de Prime editing en embriones murinos
(Liu et al,, 2020; Aida et al,, 2020). La ausencia de trabajos de
Prime editing en embriones humanos se debe a la reciente
descripcion de esta tecnologia (Anzalone et al,, 2019); en con-
traposicion a la tecnologia de Base editing, que fue presen-
tada un par de anos antes (Komor et al.,, 2016). Cabe resaltar
que los trabajos de Base editing en embriones humanos han
reportado tasas de eficiencias de edicién que oscilan entre
40-100%, evidencidndose asi un futuro muy prometedor para
estas nuevas estrategias en el tratamiento de enfermedades
MOoNOogenicas.

5. DISCUSION

A pesar de disponer de las herramientas técnicas necesarias
para llevar a la practica tratamientos de terapia génica germi-
nal, actualmente sigue siendo un acto prematuro, inseguro,
imprudente, irresponsable y, también, ilegal en todos los pai-
ses que han legislado al respecto. Sin embargo, en octubre
de 2018 nacieron Luluy Nana, las primeras gemelas genética-
mente editadas al margen de la legalidad por el ex-investiga-
dor He Jiankui, en Shenzhen (China). Existe consenso global
en cuanto a la gravedad de dichos acontecimientos y casos
similares al de estas gemelas mosaico no pueden volver a re-
petirse (National Academies of Sciences, Engineering, and
Medicine and Policy and Global Affairs, 2019). Ademads, si se
consiguiesen superar sus tres limitaciones principales (tasas
de eficiencia bajas, alta presencia de efectos fuera de diana y
altas tasas de mosaicismo), la edicién genética de embriones
humanos para el tratamiento de enfermedades monogéni-
cas quedarfa restringida a casos de parejas que técnicamente
no pueden generar embriones sanos. En el resto de los casos,
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es conveniente seguir apostando por métodos alternativos
como el diagnéstico genético preimplantacional o prenatal
(Vassena et al, 2016). Alternativamente a la terapia enfocada a
enfermedades monogénicas, también se ha explorado la po-
sibilidad de tratar aneuploidias por cromosomas adicionales.
Asi, se ha demostrado que la eliminacién dirigida de cromo-
somas, tanto en sistemas in vitro murinos y humanos como in
vivo murinos, es posible mediante el uso del sistema CRISPR/
Cas9 (Adikusuma et al, 2017; Zuo et al,, 2017). No obstante,
resultan necesarios mas estudios tanto para la obtencion de
modelos animales consolidados como para lograr mejoras
consistentes en la especificidad y eficiencia de edicién, previo
testado de la técnica en embriones humanos. Sin embargo,
hasta el momento actual no se han publicado nuevos traba-
jos relevantes en esta linea.

6. CONCLUSIONES

Actualmente, la edicion de la linea germinal humana es
técnicamente viable aplicando el sistema CRISPR/Cas9 a
diferentes niveles, siendo los embriones preimplantacio-
nales las dianas de edicion mas ambiciosas. Desde el pri-
mer experimento que empled embriones humanos en el
ano 2015 hasta el momento actual, se han llevado a cabo
numerosas investigaciones principalmente centradas en la
correccion de mutaciones puntuales asociadas a enferme-
dades monogénicas conocidas. Estos trabajos han demos-
trado que la aplicacion del sistema CRISPR es posible en
embriones humanos y consigue tasas de eficiencia simila-
res a otros modelos de mamifero.

La reciente confirmacién en embriones humanos (Zuccaro et
al,, 2020) de las grandes pérdidas cromosémicas anticipadas
en embriones murinos (Adikusuma et al,, 2018); asi como la
baja eficiencia (<< 7%) de edicién deseada (Zuccaro et al,
2020), abren una nueva problematica relacionada con la co-
rreccién de enfermedades monogénicas por medio del siste-
ma CRISPR/Cas9. Con el fin de superarla, se han ido desarro-
llando una serie de mejoras del sistema CRISPR en los ultimos
anos. Desde la aparicion de las tecnologias de Basey Prime
editing en 2016 y 2019 respectivamente, se han gestado di-
ferentes trabajos para su aplicacion en embriones murinos y
humanos. Los estudios de Base editing en embriones huma-
nos han reportado tasas de eficiencia de edicién del 40-100%.
Asi, estas nuevas estrategias basadas en mejoras del sistema
CRISPR se presentan como alternativas con un futuro muy
prometedor en el tratamiento de enfermedades monogéni-
cas.

No obstante, la realidad es que la edicién genética de embrio-
nes estd todavia muy alejada de un posible traslado a la prac-
tica clinica y resulta necesario realizar muchos mas estudios
que profundicen en la seguridad de estas tecnologias.
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Figura 3. Cronograma de la edicién genética de embriones humanos empleando la tecnologia CRISPR/Cas9. Esquema
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Figura 4. Interpretacion de los experimentos de Ma et al, 2017. En los embriones generados, el alelo materno sano (negro) es utilizado
como molde para reparar el alelo paterno (gris) puntualmente mutado (asterisco rojo). En consecuencia, solo aparece una banda en
el gel de agarosa tras la amplificacion por PCR. Esquema de elaboracion propia.
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Figura 5. Trabajos de correccion de
una mutacién puntual (del G) en el
locus EYS (rs758109813) mediante
CRISPR/Cas9 en ESCs y embriones
humanos por parte de Zuccaro et
al, 2020. (A) Representacion del
locus EYS en el cromosoma 6 hu-
mano. Alineamiento de los alelos
paterno y materno, nucledtido de
guanina delecionado en el alelo
mutado (recuadrada en rojo), ARNg
y SNPs flanqueantes (puntos en
naranja). Los tridngulos negros re-
presentan los cebadores empleados
parala amplificacion por PCR (parte
superior) y las secuenciaciones por
los métodos de Sanger y NGS (parte
inferior) de los fragmentos amplifi-
cados on-target. (B) Grupos experi-
mentales. (a) Transfeccion del siste-
ma CRISPR sobre ESCs derivadas de
blastocistos. (b) Comicroinyeccion
del esperma y el sistema CRISPR
sobre ovocitos MIl. (c) Inyeccion del
sistema CRISPR sobre embriones
en estadio de 2 células. (C) Resul-
tados de secuenciacion y andlisis
del contenido cromosdmico en los
embriones. Reparacién on-target
por MMEJ (a), NHEJ (b) y HDR (c).
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(d, e) y off-target (f). Abreviaturas:
del, delecién; MMEJ, Microhomoloy-
Mediated End Joining; NHEJ, Non-
Homologous End Joining;, HDR,
Homology-Directed Repair. Esque-
ma de elaboracion propia. Fuente:
(Hoffmann and Roig, 2020; Zuccaro
etal, 2020).
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» RESUMEN

La doctrina basica en biologfa reproductiva sostiene que las hembras de mamiferos nacen con una reserva ovarica finita.
Con la edad, y debido a la sucesion de los ciclos ovaricos, esta reserva se va agotando hasta que las mujeres alcanzan
la menopausia. Sin embargo, dentro de la comunidad cientifica ha nacido una corriente que se opone a la aceptacion
de este dogma y creen que existe un fendmeno de neo-ovogénesis. Esta teorfa revolucionaria se apoya en la existencia

LAB de células madre germinales en el ovario de mamiferos adultos, que actian como una fuente en la renovacion folicular.
colie Son multiples y variados los estudios que se han llevado a cabo tanto a favor como en contra de la teoria de la neo-
ovogénesis. En estos estudios se ha trabajado con distintas especies de mamiferos, sobre todo roedores. Hoy en dia, la
situacion es controvertida, el debate alin esté abierto lo que provoca una polarizacién en las opiniones de los cientificos.
. Sin embargo, una cosa estd muy clara, y es que, si se demuestra la existencia de este fendémeno de neo-ovogénesis y de

. las células madre germinales, supondrfa un gran cambio y progreso en la biologfa reproductiva.

PALABRAS CLAVE: neo-ovogénesis, ovario de mamiferos, células germinales primordiales, células madre del ovario, cé-
lulas madre de la linea germinal, ovocito y regeneracién ovarica.

> ABSTRACT
COURIER

The basic doctrine in reproductive biology maintains that mammalian females are born with a finite ovarian reserve.
With age, and due to the succession of ovarian cycles, this reserve runs out until women reach menopause. However,
within the scientific community has born a current that opposes the acceptance of this dogma and believe that there is
a phenomenon of neo-oogenesis. This revolutionary theory is supported by the existence of germ line stem cells in the
ovary of adult mammials, which act as a source of follicular renewal. There are many and varied studies that have been
carried out both for and against the theory of neo-oogenesis. In these studies, they have worked with different species
of mammals, especially rodents. Nowadays, the situation is controversial; the debate is still open, which causes a polari-
zation in the opinions of scientists. However, one thing is very clear, and that is, if the existence of this phenomenon of
neo-oogenesis and germ stem cells is proven, it would be a great change and progress in reproductive biology.
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1. INTRODUCCION

Desde el trabajo de revision realizado por Zuckerman en
1951, en biologfa reproductiva se ha mantenido la teoria de
que los mamiferos nacen con una reserva ovarica finita. Es de-
cir, que el proceso de formacién de las células germinales fe-
meninas, conocido como ovogénesis, queda relegado al pe-
riodo neonatal. En la especie humana, las mujeres nacen con
un numero limitado de foliculos primordiales en el ovario que
madurardn a lo largo de su periodo fértil (Zuckerman 1951).
Esto implica que una mujer posee una dotacion de foliculos
finita, y cuando esta reserva se agote serd imposible su recu-
peracién, alcanzéndose asi la menopausia (Kelsey et al. 2011).
Sin embargo, en las Ultimas décadas ha nacido una corriente
gue se opone a la aceptaciéon de este dogma, cuestionando
si en realidad la capacidad reproductiva femenina viene defi-
nida de manera absoluta por el nimero de foliculos primor-
diales desarrollados antes del nacimiento, o si el ovario adulto
tiene la capacidad de renovacion de las células germinales
(Gosden 2013). Se han aportado evidencias de la existencia
de una linea germinal continua en ovarios de algunos mami-
feros como prosimios y ratones, estudios que han impulsado
y promovido la busqueda de células similares en el ovario hu-
mano adulto (Telfer 2004, Telfer and Anderson 2019). Como
consecuencia de explorar la posibilidad de que exista un pro-
ceso de ovogénesis postnatal en mamiferos, la comunidad
cientffica ha dividido sus opiniones (Tilly et al. 2009).

Esta polarizacién entre los cientificos ha generado un pro-
fundo debate en torno a la existencia o no de un proceso de
ovogénesis postnatal que implicarfa grandes esperanzas en el
campo de la salud y fertilidad femenina. El objetivo principal
de este articulo es analizar los estudios experimentales reali-
zados que apoyen o refuten la teoria de la neo-ovogénesis,
con el fin de aportar luz sobre un debate tan extendido.

2. DOGMA CENTRAL DE LA BIOLOGIA
REPRODUCTIVA

La hipotesis que limita el proceso de ovogénesis a la etapa
prenatal y que mantiene que las mujeres nacen con una re-
serva ovarica finita, fue expuesta por primera vez durante la
década de 1920. Pearl y Schoppe afirmaron que el nimero de
ovocitos no aumenta durante la vida del individuo, sus con-
clusiones se basaron en el recuento de ovocitos de los ovarios
de las aves en edad reproductiva (Pearl and Schoppe 1921).
Pero no fue hasta la publicacion del articulo de Zuckerman en
1951, donde el debate se detuvo y se instaurd el dogma de
una reserva fija de ovocitos establecida al momento del naci-
miento (Zuckerman 1951). En esta linea, Peters et al. en 1962
llegaron a la misma conclusion en ratones, demostrando que
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la formacion de ovocitos se produce solo en el periodo fe-
tal, disminuyendo con la edad y alcanzando el agotamiento
cuando llega la menopausia. Para ello, investigaron la sinte-
sis de ADN en ovocitos de ratéon utilizando un precursor de
ADN radioactivo (timidina marcada con tritio), inyectada en
diferentes dias de gestacion. Sus resultados revelaron que la
sintesis de ADN de células germinales se volvi¢ insignificante
en el dia 18 del desarrollo embrionario. Aunque este estudio
tenfa una gran limitacién ya que los ratones no se estudia-
ron después del nacimiento, por lo que no se podia extraer
la conclusion directa de que no estd ocurriendo ovogénesis
postnatal (Peters et al. 1962).

En términos cuantitativos se estima que al nacer hay en-
tre 500,000 y 1,000,000 de foliculos primordiales en estado
quiescente (cada uno de ellos alberga es su interior un ovo-
cito primario detenido en estadio de diploteno de la primera
profase meidtica). Pero este nimero disminuye rapidamente
como consecuencia de la activacion mensual de una cohorte
de unos 1,000 foliculos primordiales durmientes que inician
su crecimiento, en respuesta a mecanismos intraovaricos. De
forma que, a los 38 afos quedan aproximadamente 25,000
foliculos restantes en los ovarios de las mujeres. De la cohor-
te seleccionada para el crecimiento y desarrollo folicular de
cada mes, tan solo unas decenas llegan al estadio de foliculo
antral, susceptibles de estimulacion para la produccion de
ovocitoss maduros. A partir de los 38 afos, la reserva ovari-
ca disminuye cada vez mas rapido hasta alcanzar unos 1,000
foliculos primordiales a los 50 afos, acompanado de grandes
irregularidades en el ciclo menstrual (Hansen et al. 2008, Kel-
sey et al. 2011). A lo largo de la vida, la mayoria de los folicu-
los se vuelven atrésicos, teniendo en cuenta que, en un ciclo
ovarico natural, de 300 foliculos solo 1 de ellos madura hasta
foliculo de Graafy es ovulado. Por tanto, cuando el nimero de
foliculos en el ovario es tan pequefio que no puede soportar
este proceso de seleccion de dominaciéon y ovulacion men-
sual, llega la menopausia (Gosden et al. 1983, Richardson et
al. 1987, Byskov et al. 2005, Hsueh et al. 2015). La duracion del
periodo fértil que se inicia con la pubertad y termina con la
menopausia, viene determinada por el tamafo de la reserva
ovarica, la tasa de muerte de los foliculos primordiales antes
de ser seleccionados y su tasa de activacion. Los dos ultimos
pardmetros estan influenciados por factores ambientales y
repercutirdn en la reserva ovérica, ya que progresivamente
reduciran el periodo fértil (Wallace and Kelsey 2010, Findlay
et al. 2015).

La especie humana tiene una baja eficiencia reproductiva en
comparacién con el resto de los mamiferos, ya que la mujer
solo ovula un ovocito por ciclo. Mientras que ocurra la ovula-
cion, existen probabilidades de concepcion, sin embargo, la
probabilidad disminuye a medida que se incrementa la edad.
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A esto hay que sumar el hecho de que teniendo en cuenta
que estos ovocitos se formaron antes del nacimiento, a mayor
edad de la mujer mayor edad de esos ovocitos, los cuales irdn
acumulando defectos celulares, anomalfas cromosémicas y
deterioros funcionales que pueden acabar en abortos invo-
luntarios de embarazos (Nybo et al. 2000).

3. NEO-OVOGENESIS

iEstan todos los ovocitos presentes en el ovario al nacer u
ocurre un proceso de ovogénesis continuo durante la vida
posnatal? Esta pregunta fue debatida desde finales del siglo
XIX'hasta mediados del siglo XX. Con la publicacién del articu-
lo de Zuckerman se pensé que la controversia llegaria a su fin.
Durante mas de 50 afios, han prevalecido estas conclusiones,
pero existen grupos cuyas lineas de investigacion se oponen
a esta hipotesis. Todos los estudios sobre la neo-ovogénesis
difieren en multiples aspectos, pero son consistentes en sus
conclusiones, aportan resultados positivos que contradicen al
dogma. A lo largo de este epigrafe se analizaran diferentes
articulos, separados temporalmente y muy variados en sus
metodologias, pero que de una forma u otra apoyan la teoria
de la ovogénesis postnatal.

Los primeros estudios que plantearon la hipétesis de que
existe una fuente renovable de células madre adultas en los
ovarios fueron realizados en ratén (Kingery 1917, Allen 1923)
y primates inferiores (Rao 1927). Estos estudios argumenta-
ban que los nuevos ovocitos surgen del epitelio germinal del
ovario adulto como resultado de la division mitdtica de las
células indiferenciadas. Sobre ellos se cimentaron posteriores
articulos en defensa de la neo-ovogénesis. Uno de los articu-
los mas importantes, con el que resurge el concepto de neo-
ovogénesis es el publicado por Johnson y colaboradores en
2004, que basdndose en que organismos invertebrados como
Drosophila melanogaster poseen células madre germinales
(GSCs) que mantienen la producciéon de ovocitos en ovarios
adultos, propone la existencia de células germinales activas
mitoticamente localizadas en la capa de células epiteliales
superficiales que cubren el ovario de raton. Gracias a estos
trabajos detonantes, se iniciaron y retomaron muchas lineas
de investigacion con el fin de aclarar este debate, polarizando
a la comunidad cientifica. Actualmente, los estudios pueden
dividirse en dos tipos, (1) los que respaldan la presencia de
células germinales en el ovario (Johnson et al. 2004, Bukovsky
et al. 2005, Kerr et al. 2006, Virant-Klun et al. 2008, Zhang et
al. 2008, Niikura et al. 2009, Zou et al. 2009, Pacchiarotti et al.
2010, Parte et al. 2011, Esmaeilian et al. 2012, White et al. 2012,
White et al. 2012, Bhartiya et al. 2013, Parte et al. 2013, Bui et
al. 2014, Sriraman et al. 2015, Ding et al. 2016, Guo et al. 2016,
Silvestris et al. 2018) y (2) los que refutan esta teorfa (Bristol-
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Gould et al. 2006, Liu et al. 2007, Zhang et al. 2010, Byskov et al.
2011, Notarianni 2011, Kerr et al. 2012, Oatley and Hunt 2012,
Zhang et al. 2012, Lei and Spradling 2013, Yuan et al. 2013,
Zhang et al. 2014, Zhang et al. 2015, Vanni et al. 2017, Wagner
et al. 2020), que sostienen que los datos se han malinterpre-
tado o son erréneos y aportan explicaciones alternativas para
esos hallazgos.

3.1. ESTUDIOS EN ROEDORES

La poblacion que retne el mayor nimero de publicaciones
sobre neo-ovogénesis son los roedores, especie que compar-
te gran parte de su genoma con el ser humano. El concepto
neo-ovogénesis resurge de la mano de Johnson et al. y sus
estudios en ratones (Johnson et al. 2004), que a pesar de ofre-
cer resultados tan esperanzadores y prometedores, tiene sus
detractores que se oponen con firmeza al proceso de ovogé-
nesis postnatal y con el objetivo de refutar sus conclusiones,
aportan explicaciones alternativas a sus resultados (Notarian-
ni 2011).

A continuacion, se analizaran articulos con experimentos de
distinta naturaleza, estructurados en bloques atendiendo al
principio y objetivo de sus experimentos: razonamientos ma-
tematicos, identificacion y localizacion de células madre ger-
minales, reduccién de la reserva folicular con el uso de agen-
tes citotdxicos, y trasplantes de células putativas marcadas
con GFP para recuperar la funcién ovarica.

3.1.1. Razonamientos matematicos:

Johnson et al. (2004) en su estudio evaluaron el nimero de
foliculos sanos y degenerativos en ovarios de raton mediante
métodos matemadticos y observaron que existia una discor-
dancia entre el nimero de foliculos sanos vy la incidencia de
atresia en el ovario postnatal de raton. En su razonamiento
parten de que, si el conjunto total de foliculos maduros sanos
es inferior a 4,000 foliculos/ovario en la pubertad, y en este
mismo momento se detectan entre 700y 1,300 foliculos atré-
sicos inmaduros, se estima una tasa de atresia de un 33%, lo
que producirfa el agotamiento completo de la reserva folicu-
lar en unas semanas, un tiempo mas corto que el tiempo en
el que realmente ocurre. Los ratones con 12 meses de edad
poseen foliculos primordiales y de crecimiento temprano, lo
que solo tendria explicacion si existiera una fuente continua
que renueve y mantenga el conjunto de foliculos (Johnson et
al. 2004). Pero esta evidencia ha sido criticada, argumentando
que la presencia de foliculos atrésicos no se puede utilizar en
si misma para estimar cuantos foliculos se van a volver atrési-
cos por unidad de tiempo en un futuro, porque se trata de un
calculo estatico y no dindmico (Byskov et al. 2005).
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Por tanto, si el fallo reside en que los célculos son dependien-
tes de una estimada tasa de atresia, para evitar esto lo ade-
cuado seria tener en cuenta solo los cambios en el nimero de
foliculos no atrésicos durante la vida de ratones adolescentes
y adultos tempranos, evitando el parametro de foliculos atré-
sicos. En el estudio de Kerr et al. se cuantificaron los foliculos
sanos desde el dia 1 al 200 y se observé que en la primera
semana postnatal habia un marcado agotamiento de los fo-
liculos, mientras que desde el dia 7 al dia 100 de edad (13
semanas) el numero promedio de foliculos primordiales se
mantuvo estable, a pesar de que deberia haber disminuido
significativamente motivado por el reclutamiento de los foli-
culos en crecimiento (Kerr et al. 2006). Este estudio, sin embar-
go, no aportd una prueba definitiva de la presencia de células
madre de la linea germinal ovarica en ratéon adulto, pero sf
sugirio la existencia de un mecanismo desconocido que con-
tribuye a la renovacion folicular. Aun asi, este estudio fue ob-
jeto de debate, ya que se le acusa de proporcionar resultados
ambiguos que llevan a una interpretacion estadistica erronea,
puesto que sus conclusiones estan basadas en intervalos de
confianza en lugar de programas estadisticos estandar basa-
dos en el p-valor. De hecho, se propuso como mejora el au-
mento del tamano de la muestra para reducir los intervalos
de confianza y hacer inferencias estadisticas mas precisas y
exactas (Faddy and Gosden 2007).

3.1.2. Identificaciéon y localizacion de células madre
germinales putativas:

Los razonamientos matematicos han empujado a la hipéte-
sis de que existen células en el ovario de ratdn postnatal que
son capaces de reemplazar los ovocitos perdidos por atresia y
ovulacion, manteniendo asi un conjunto estable de foliculos.
Pero jcudles son las células candidatas a células madre germi-
nales? jdonde se encuentran estas células? y ;qué caracteris-
ticas deben tener?

En estudios anteriores a Zuckerman, se propuso que la reno-
vacion de los ovocitos degenerados tenfa lugar a partir de
células del epitelio germinal del ovario adulto (Kingery 1917,
Allen 1923). Pero fueron los estudios de Johnson et al. (2004),
y Zou et al. (2009) los que consiguieron mediante analisis his-
toldgico y tinciones inmunohistoquimicas, identificar y aislar
unas células candidatas grandes ovoides en la capa de células
epiteliales superficiales que cubren al ovario de ratones adul-
tos. En primer lugar, se identificaron y localizaron usando el
marcador MVH o DDX4 (DEAD-box helicase 4) caracteristicos
de linea germinal en todos los vertebrados, y se analizé la ca-
pacidad de proliferacién celular con la adicion de BrdU, un
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nucledsido sintético que se incorpora al ADN recién formado.
Se observo la presencia de células doble positivas para MVH
y BrdU en el epitelio del ovario, aunque cada autor las deno-
mind de una forma diferente, Johnson et al. las nombraron
células madre germinales (GSC, del inglés Germ Stem Cells),
mientas que Zou et al. se refirieron a ellas como FGSC (del
inglés Female Germline Stem Cells), células madre de la linea
germinal femenina (Zou et al. 2009). Notarianni (2011) en su
articulo aporta una explicacion alternativa a la deteccion de
BrdU en las células candidatas a células madre germinales.
Razona que la incorporacién de BrdU no se debe a las divi-
siones mitdticas de estas células como células madre de la
linea germinal, sino que puede deberse a la existencia de la
sintesis de ADN mitocondrial en estas células, o incluso a la
recombinacion y reparacion del ADN en etapas posteriores,
siendo ambos procesos detectados por la incorporacion de
BrdU (Notarianni 2011). La misma autora plantea también que
las células positivas para MVH, son ovocitos en transito a tra-
vés del epitelio superficial del ovario durante la exfoliacion, en
lugar de afirmar la existencia de un epitelio germinal.

Para medir su capacidad proliferativa es necesario que expre-
sen genes involucrados en el inicio de la meiosis, marcadores
de la linea germinal, marcadores de pluripotencia y que sean
capaces de proliferar tras su aislamiento y cultivo. Se detectd
la expresion de los 3 genes relacionados con la meijosis: SCP3
(proteina 3 del complejo sinaptonémico necesaria para la for-
macion de los elementos laterales axiales que lo componen),
SPO11 (endonucleasa) y DMC1 (recombinasa) (Johnson et al.
2004). A su vez, se consiguio aislar estas células de ratones
adultos y neonatales mediante digestion enzimatica y aisla-
miento inmunomagnético para su cultivo y creacion de dos
lineas celulares, NFGSC (neonatal) y aFGSC (adulto) que a su
vez se caracterizaron viendo que expresaban OCT-4, MVH,
DAZL, BLIMPT1, FRAGILIS, STELLA y REX-1, y no expresaban
C-KIT, FLIGA, SOX-2, NANOG, SCP1-3 0 ZP3 (Zou et al. 2009).
Pacchiarotti et al. (2010) consiguieron purificar y caracterizar
GSC, llevarlas a cultivo e incluso conseguir su diferenciacion
en cuerpos embrioides (EB, del inglés Embryoid bodies) que
expresaban marcadores especificos para las 3 capas germina-
les, y a su vez se indujo la diferenciacién de estos EB en otros
tipos celulares, lo que las dotaba de caracteristicas multipo-
tentes. Estos resultados permitian concluir que se trataba de
una linea con caracteristicas de células madre, marcada por
una alta actividad telomerasa (enzima que aflade de novo
repeticiones teloméricas en el extremo de los cromosomas),
con cariotipo normal y que fueron capaces de derivar a su vez
lineas celulares.
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3.1.3. Reduccidn de la reserva de foliculos con agentes
citotoxicos:

Todos los experimentos anteriores concluyen que existe una
poblacion de células que actda como fuente de renovacién
folicular en el ovario adulto, y se aportan evidencias sobre
posibles células candidatas. Sin embargo, estos experimen-
tos en su mayoria estan basados en datos observacionales,
pero no se ha demostrado esa capacidad de renovacién in
situ. Por tanto, teniendo en cuenta que se debe probar su ca-
pacidad proliferativa, el experimento que podria demostrar
esto consiste en eliminar las células germinales del ovario y
observar una regeneracion de estas. Para ello, se utilizaron
agentes citotoxicos que atacan a las células germinales como
el busulfan o la doxorrubicina. El tratamiento con busulfan,
un agente acondicionador utilizado en la preparacion de los
machos como receptores de un trasplante, se administré en
los dias 25y 35 en ratones hembra durante la ventana de pro-
liferacion de células germinales del ovario fetal. Se compara-
ron dos grupos, el grupo de ratones tratados con busulfan y
el grupo no tratado o control. Se recolectaron los ovarios 10
dfas después de la administracion para analizar los cambios
en el numero de foliculos primordiales sanos, y se observd
que los ovarios tratados con busulfan posefan menos del 5%
del acervo de foliculos primordiales presente en los ovarios
no tratados. En los ovarios expuestos a busulfan se conservé
un aspecto histolégico normal, incluyendo la presencia de
foliculos sanos en maduracion con ovocitos no degenerados
en su interior, y la presencia de cuerpos lUteos (indicativo de
ovulacion) (Johnson et al. 2004).

Los mismos autores realizaron otro experimento con doxorru-
bicina, un medicamento quimioterapéutico que a diferencia
del busulfan muestra aparente selectividad citotoxica en el
linaje germinal femenino para ovocitos y células germinales
no replicativas. La doxorrubicina se administré mediante una
inyeccion Unica, y 24 horas después la reserva de foliculos pri-
mordiales se habia reducido en mas del 80%, y una vez ago-
tada por completo, tan solo se tardd 12-24 horas en su repo-
sicion. Esta reserva fue comparada con un grupo control de la
misma edad que nunca se habfa expuesto a la droga, y a los
2 meses la reserva era la misma en ambos grupos (Johnson
et al. 2005). Con ambos estudios se refuerza el concepto de
que las células germinales proliferativas persisten en el ovario
adulto y que son requeridas en la renovacion continua del
conjunto folicular.
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3.1.4. Trasplantes de células putativas marcadas con
GFP:

El Ultimo tipo de experimentos que se llevaron a cabo para
probar la existencia de estas células germinales proliferativas
consistié en trasplantes o injertos donde participaban de una
u otra forma la proteina verde fluorescente GFP, que permitia
realizar un seguimiento de las células de interés en cada uno
de los experimentos. Uno de los pioneros fue Johnson et al.
(2004), en su experimento injertaron fragmentos ovaricos de
ratones de tipo salvaje (no marcados) en la cavidad ovarica
de ratones transgénicos que expresaban el gen GFP, como
resultado de este trasplante se visualizaron ovocitos que ex-
presaban GFP rodeados de células de la granulosa negativas
para el marcaje. Por tanto, los ovocitos provenian de los rato-
nes transgénicos receptores del injerto, pero las células que
los rodeaban tenfan su origen en el propio injerto. Todo esto
indicaba que las células germinales transgénicas se habfan in-
filtrado en el tejido injertado, e iniciaron allf la foliculogénesis
apoyandose en las células somaticas residentes (Johnson et
al. 2004).

Zou et al. (2009) también utilizaron GFP en un experimento de
trasplante, concretamente ellos partieron de las dos lineas de
FGSC aisladas, la linea neonatal (nFGSC) vy la adulta (aFGSC), e
infectaron ambas con GFP. A continuacion, trasplantaron es-
tas lineas a los ovarios de hembras receptoras previamente
esterilizadas con ciclofosfamida y busulfan. Dos meses mas
tarde se recogieron los ovarios de estas hembras receptoras
y se procedio a su evaluacion histolégica, donde se pudo ver
que los ovarios inyectados con FGSC tenfan muchos ovoci-
tos GFP positivos en diferentes etapas de desarrollo, mientras
que en los ratones control sometidos a esterilizacion, pero sin
la inyeccion de FGSC, no se observé nada. Es decir, se habfa
conseguido ver que las FGSC (@ambas lineas) eran capaces de
proliferar, pero la pregunta era si realmente podian restable-
cer la fertilidad de estos receptores infértiles. Tras 75 — 110 dias
del trasplante, se reportd un 82% de receptores de nFGSC que
obtuvieron descendencia por apareamiento natural con ma-
chos salvajes, y un 80% en el caso de los receptores de aFGSC.
También se analizé la genética de la descendencia, esta no
mostraba anomalias, expresaban en heterocigosis el trans-
gén GFP, por lo que este se transmitfa por la linea germinal,
y eran totalmente fértiles (Zou et al. 2009). Este experimento
se confirm® por Niikura et al. que injertaron tejido ovarico ex-
traido de ratones que expresaban GFP en la linea germinal
envejecida de ratones transgénicos, se injertaron en el saco
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bursal de ovarios de hembras adultas jovenes, y se detectd
un pequeno nuimero de células germinales positivas a GFP
(Niikura et al. 2009). Ahos mds tarde, a partir de ovarios de
mujeres con trastorno de identidad de género que recibieron
una reasignacion de sexo, se aislaron células raras mitética-
mente activas del tejido cortical ovarico, fueron expandidas
in vitro y generaron espontaneamente ovocitos. Estas células
candidatas fueron modificadas para que expresaran GFP, y se
realizd un xenotrasplante en ratones hembra donde se obser-
vo la formacion de foliculos que contenian ovocitos positivos
para GFP en su interior (White et al. 2012).

Todos los trabajos aqui expuestos han realizado trasplantes
de las células madre germinales candidatas o directamente
injertos de tejido ovarico, por el contrario, otros grupos han
observado que tras el trasplante de médula dsea, también se
han formado foliculos primordiales con ovocitos en su inte-
rior (incluso con trasplantes de sangre periférica) (Johnson
et al. 2005), y en algunos casos se ha llegado a restaurar la
funcion ovérica como en los estudios de Lee et al. (2007). En
este Ultimo estudio, se sometid a ratones hembras salvajes
a quimioterapia y sequidamente se realizd un trasplante de
médula ésea cuyos donantes eran también hembras trans-
génicas que expresaban GFP, y que no coincidian en el color
del pelaje con la receptora. Tras el apareamiento con ratones
macho, se registraron el nimero de gestaciones y el genotipo
de los descendientes, y se vio que todas las crias derivaron
de la linea germinal de la receptora. Por tanto, el trasplante
de médula dsea rescato la fertilidad a largo plazo de hembras
tratadas con quimioterapia. Un estudio similar a este se realizd
en humanos, donde se analizd6 genéticamente una descen-
diente concebida por una paciente con anemia de Fanconi
que recibié un trasplante de médula ésea de una donante
no relacionada, tras un proceso de quimioterapia e irradiacion
toracoabdominal. Al analizar microsatélites polimérficos, se
revelé un vinculo genético entre la hija y la madre, indepen-
dientemente de la donante (Veitia et al. 2007).

3.2. ESTUDIOS EN HUMANOS

El articulo de Bukovsky et al. (2004) fue el primer articulo en
trasladar la teorfa de la neo-ovogénesis al ser humano, y cues-
tionar si existen células germinales en el ovario adulto. En este
articulo se proponen las células mesenquimales de la tUnica
albuginea como progenitores de células germinales y célu-
las de la granulosa, ambos tipos celulares producidos en el
epitelio superficial ovérico (Bukovsky et al. 2004). Y fue en su
segundo articulo donde investigan esta posibilidad, es decir,
si es posible la diferenciacion de ovocitos y células de la gra-
nulosa a partir de un cultivo de ovarios humanos adultos. Para
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ello partieron de células de la superficie de los ovarios, las cua-
les fueron cultivadas in vitro durante 5-6 dfas y se cultivaron
en dos modalidades, con ausencia o presencia de estimulos
estrogénicos que venian determinados por la ausencia o pre-
sencia de rojo fenol, respectivamente. Se observé que las cé-
lulas cultivadas sin rojo fenol daban lugar a células pequenas
de fenotipo granulosa y células de tipo epitelial, neural y me-
senquimatosa de un tamafo aproximado de 15 um, mientras
que las células cultivadas en presencia de rojo fenol prolifera-
ron a células de mayor tamafno (180 um) de fenotipo similar
a los ovocitos. Por tanto, con este estudio se confirmaron sus
observaciones in vivo que mantenian la hipotesis de que las
células de la superficie del ovario son una fuente bipotencial
de células germinales y de la granulosa (Bukovsky et al. 2005).

Los estudios en humanos continuaron de la mano de Virant-
Klun et al. que se centraron en la partenogénesis en el ovario
humano. El objetivo principal de sus estudios fue aislar célu-
las madre putativas de raspados del epitelio del ovario para
su cultivo, y posterior consecucion de la ovogénesis in vitro
y la posible formacién de embriones partenogenéticos. Su
poblacion de estudio fueron mujeres postmenopdusicas que
carecian de foliculos y ovocitos. En sus experimentos parte
de células del epitelio ovarico, concretamente de células re-
dondas muy pequenas (2-4 um) que expresan los marcadores
SSEA-4, OCT-4, NANOG, SOX-2 y c-KIT. El raspado era centrifu-
gado por gradiente de densidad para cultivar estas pequefas
células, y se vio que efectivamente proliferaban vy llegaban a
formar estructuras similares a “cuerpos embrioides”. Estas célu-
las mantenian caracteristicas de células madre, ya que expre-
saban marcadores de pluripotencia y una alta actividad telo-
merasa que disminufa a medida que se prolongaba el cultivo
en el tiempo. En conclusion, de estas pequefas células que
expresaban marcadores de células madre embrionarias y que
fueron cultivadas, se obtuvieron estructuras embrioides, ovo-
citos y blastocistos ya que se llegaron a identificar estructuras
similares a la zona pellicida, vesicula germinal y corpusculos
polares (Virant-Klun et al. 2008, Virant-Klun et al. 2009). Pero el
gran problema de estos experimentos reside en que, para la
obtencion de estas células, es necesario llevar a cabo un pro-
ceso muy abrasivo como es el raspado del epitelio ovarico. Sin
embargo, Ding et al. demuestran que no es necesario acudir
al epitelio de los ovarios para conseguir aislar células madre,
sino que pueden recuperarse del fluido folicular debido a la
presencia de fragmentos de tejido de la corteza ovérica en los
aspirados foliculares. Y demostré que estas células eran tam-
bién capaces de diferenciarse a ovocitos hasta la etapa de ve-
sfcula germinal mediante cultivo in vitro (Ding et al. 2016). Un
articulo muy reciente consiguio aislar de mujeres menopausi-
cas células madre del ovario, y demostrd mediante cultivo in
vitro que podian diferenciarse a células similares a ovocitos,
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las cuales expresaban marcadores de meiosis (Silvestris et al.
2018).Y es con este articulo con el que se reafirma un modelo
de neo-ovogénesis ovdrica postnatal que podria contribuir al
desarrollo de nuevos enfoques para tratar la infertilidad feme-
nina.

4. ARGUMENTOS CONTRADICTORIOS
A LA NEO-OVOGENESIS

Como se ha podido ver en el epigrafe anterior, muchos es-
tudios defensores de la teorfa de la neo-ovogénesis han sido
rebatidos, intentando aportar explicaciones alternativas para
sus hallazgos. Todos estos articulos que se oponen a la neo-
ovogénesis, mantienen las conclusiones de Zuckerman como
dogma de la biologia reproductiva, pero aportan evidencias
mas recientes basadas en los articulos de la segunda mitad
del siglo XX.

En términos temporales, el primero de los trabajos que refuta
la existencia de un mecanismo de neo-ovogénesis en hem-
bras adultas de mamiferos es el elaborado por Bristol-Gould
et al. en 2006. En este articulo se basan en un modelo ma-
tematico y posterior andlisis estadistico de la dindmica de
progresién folicular, y concluyeron que los mamiferos feme-
ninos producen un numero determinado de ovocitos en la
vida fetal, y que su produccion cesa después del nacimiento.
Para alcanzar estas conclusiones, crearon dos modelos mate-
maéticos, (1) uno que se ajustaba a una dindmica de reserva
folicular fija, y (2) otro en el que intervenian las células madre
en la renovacién de esta reserva. Analizando ambos modelos
llegaron a la conclusiéon de que el modelo fijo se ajustaba mas
a los datos experimentales observados, en los que se alcanza
un numero maximo de foliculos primarios a los 6 meses de
edad y luego este decae progresivamente con el avance del
tiempo (Bristol-Gould et al. 2006). Sin embargo, este articulo
a su vez ha tenido sus propios detractores, los cuales han de-
tectado dos problemas claves: la exclusion en el estudio de
la variable incidencia de la pérdida folicular por atresia vy la
omisién de la premisa de que finalmente la reserva ovarica se
agota con la edad. En el primer caso, Tilly et al. aluden a que
es posible representar los cambios en los nimeros absolutos,
pero si trabajas con nuimeros absolutos no se conoce su ori-
gen, el cual puede ser una progresiva decadencia de un fon-
do fijo de foliculos o una cafda brusca. Y en el segundo caso,
el argumento que aportan es que en sus estudios, a pesar de
apoyar la teorfa de la neo-ovogénesis se acepta que con la
edad se alcanza un agotamiento de la reserva provocado por
una pérdida de foliculos por atresia, y porque las células ma-
dre que renuevan la reserva ovarica estan sometidas también
a un proceso de senescencia (Tilly et al. 2009).
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Posteriormente, fueron varios los estudios que fundamenta-
ban la inexistencia de un proceso de neo-ovogénesis en la
no identificacion de genes pluripotenciales y meidticos en
ovarios adultos de humano (Liu et al. 2007, Byskov et al. 2011).
Estos estudios se basaban en un andlisis de expresion génica
que recoge laincapacidad para detectar la expresion de diver-
sos marcadores para la replicacion de células germinales y su
entrada en meiosis, pero tenfan una gran limitacion, y es que
con sus ensayos tampoco fueron capaces de detectar NOBOX
en las mismas muestras de tejido. NOBOX es un gen que se
expresa abundantemente en ovocitos primordiales, prima-
rios y secundarios, y su no deteccion implicarfa la ausencia
de ovocitos inmaduros. Sin embargo, estos si fueron detecta-
dos en andlisis histoldgicos del tejido ovérico, por lo que esto
arroja muchas dudas sobre la sensibilidad de sus ensayos (Ti-
Ily et al. 2009). Estudios sobre la no expresién de marcadores
de linea germinal o pluripotencia también se llevaron a cabo
en ratones, y sus conclusiones refutaban la neo-ovogenesis
(Zhang et al. 2010, Zhang et al. 2012, Yuan et al. 2013, Zhang
et al. 2015). El estudio de Kerr et al. (2012) indica que no se
produjo neo-foliculogénesis en ratones tras el tratamiento de
esterilizacion con doxorrubicina o rayos gamma, negando asi
la existencia de las células madre germinales (Kerr et al. 2012).

Recientemente, Wagner et al. (2020) publicaron un articu-
lo con el objetivo de aclarar si las células procedentes de la
corteza ovarica humana propuestas como células madre
oogoniales realmente tienen la capacidad de diferenciarse
a ovocitos. En su estudio, mediante perfiles transcripciona-
les identificaron seis tipos celulares en la superficie ovarica,
clasificando las células putativas como células perivasculares,
descartando asf la existencia de células madre de la linea ger-
minal en los ovarios de mujeres adultas (Wagner et al. 2020).

5. CONCLUSION

El tema de la neo-ovogénesis y la existencia de células madre
germinales es todavia muy controvertido, son multiples las
publicaciones que se posicionan a favor o en contra de este
fendmeno, dividiendo a la comunidad cientifica. No se puede
concluir si existe 0 no este fendmeno en el ovario de mujeres
adultas, porque no hay suficientes antecedentes de estudios
en el ser humano como para corroborar su existencia, ya que
la gran mayorfa de estudios se han llevado a cabo en roedo-
res. Sin embargo, si se puede confirmar que son necesarios
mas estudios, que focalicen en las células madre germinales
del ovario humano y sus interacciones con el ambiente ova-
rico, y que la comunidad cientifica unifique los criterios de
identificacion, caracterizacion, cultivo y proliferacién de estas
células.
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tracing shows that no oogenesis originates from putative ger-
mline stem cells in adult mice! Proceedings of the National
Academy of Sciences 111(50): 17983-17988.

» RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue desarrollar un modelo de inteligencia artificial basado en redes neuronales artificia-
les o ANN (del inglés Artificial Neural Network) para predecir la probabilidad de conseguir un recién nacido vivo utilizan-
do el perfil proteémico del medio de cultivo en el que se ha desarrollado el embrién y la morfologfa del blastocisto. En
este estudio de cohorte retrospectivo se estudié una Unica imagen de 186 embriones y se analizé el perfil proteico de 81
muestras de medio de cultivo embrionario de pacientes incluidas en el programa de diagndstico genético preimplanta-
cional de aneuploidias o PGT-A, del inglés Preimplantation Genetic Testing for Aneuploidly. Tres arquitecturas de la ANN
clasificaron correctamente la mayoria de los embriones como aquellos que darian lugar a un recién nacido vivo (RNV+)
y los que no (RNV-). Los resultados muestran que el modelo propuesto en este estudio preliminar puede proporcionar
una herramienta prometedora para seleccionar el embrién con mayor probabilidad de dar lugar a un recién nacido vivo
en una cohorte de embriones euploides. La precision de la prediccién demostrada por este software puede mejorar la
eficacia de un tratamiento de reproduccion asistida al reducir el nimero de transferencias por paciente. No obstante,
son necesarios estudios prospectivos.
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Aplicacidn de la inteligencia artificial para la seleccion embrionaria
combinando el andlisis proteico del medio de cultivo en contacto con el
blastocisto, la morfocinética y la morfologia en D5 de desarrollo.

1. INTRODUCCION

Los dos principales factores de los que depende el éxito de
un tratamiento de fecundacion in vitro (FIV) son el embrion
y el endometrio (Edwards et al, 1984). Para evaluar la viabili-
dad del embrién y mejorar los resultados clinicos han surgido
nuevos métodos no invasivos basados en las ciencias “dmicas”,
como la protedmica y la metabolémica (Krisher et al., 2015).
Existen pruebas de la importancia de determinados ligandos
solubles y receptores tanto en el embrién como en el tracto
reproductivo femenino durante la etapa preimplantacional
(Thouas et al,, 2015). El conjunto de proteinas secretadas o
metabolizadas por el embrién se conoce como secretoma
(Hathout, 2007), por lo que, mediante el andlisis del medio de
cultivo, se podria obtener una prometedora fuente de infor-
macion acerca de las proteinas y del estado metabolico del
embrion (Hollywood et al., 2006).

El andlisis del medio de cultivo refleja el consumo y la secre-
cion de varias proteinas por parte del embrion. Ademas, se
han observado diferentes patrones de protefnas segun el po-
tencial de implantacion y la calidad del embrién (Dominguez
etal, 2010; Robertson, 2007).

Por otro lado, la inteligencia artificial estd avanzando en el
campo de la embriologfa humana en cuanto a la capacidad
de procesamiento para aprender y desarrollar un compor-
tamiento inteligente (Simopoulou et al,2018). Las publica-
ciones se han multiplicado por siete en un afo (Curchoe y
Bormann, 2019), lo que indica la gran capacidad que tiene el
uso de la inteligencia artificial para mejorar la eficiencia de los
tratamientos de reproduccion asistida.

Recientemente, se ha demostrado que la inteligencia artifi-
cial es una herramienta no invasiva con un elevado potencial
para predecir los recién nacidos vivos gracias a su capacidad
para reconocer patrones del desarrollo embrionario (Miyagi,
2019; Qiu et al, 2019). Entre las técnicas de inteligencia ar-
tificial, destacan las siguientes: el aprendizaje profundo, que
requiere de extensas bases de datos (Chen et al,, 2019; Miyagi,
2019) y de grandes esfuerzos computacionales (Najafabadi et
al, 2015); las redes neuronales convolucionales, que son un
subconjunto del aprendizaje profundo ampliamente utiliza-
do en el andlisis de imdgenes (Matusevicius et al., 2017); el
perceptrén multicapa, cuya arquitectura de red neuronal arti-
ficial (ANN) contiene capas intermedias entre los datos de en-
traday salida (Abiodun et al., 2018; Milewski et al., 2017; Zador,
2019); y las redes Bayesianas, que son modelos probabilisticos
(Hernédndez-Gonzélez et al,, 2018; Uyar et al, 2015). Todas es-
tas técnicas utilizan redes neuronales artificiales como base
del modelo.
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Las ANNs son técnicas computacionales inspiradas en el fun-
cionamiento del cerebro humano cuyo objetivo principal es
aprender tareas que buscan resolver problemas complejos
(Vanneschiy Castelli, 2018). La caracterizacién de una ANN se
logra gracias a su autoaprendizaje a través del entrenamiento.
Un algoritmo comunmente utilizado para el aprendizaje su-
pervisado es la retropropagacion (Gupta y Sexton, 1999).

La introduccién de la inteligencia artificial en los laboratorios
de FIV permitiria analizar las imagenes de los embriones sin
necesidad de realizar previamente anotaciones manuales.
Asi pues, la introduccion de sistemas de vision por ordenador
capaces de extraer informacion objetiva y estandarizada de
las imagenes (Danuser, 2011) y de llevar a cabo anotaciones
automadticas podria reducir la subjetividad en la seleccion de
los embriones (Manna et al., 2013). Las caracteristicas macros-
copicas, como el nimero de células, la textura o los patrones
de movimiento, podrian aprenderse mediante datos de en-
trenamiento.

Ya se ha demostrado que los métodos para automatizar com-
pletamente la evaluacion de los embriones de diferentes
mamiferos funcionan (Rocha et al,, 2017), y el siguiente paso
serfa transferir este conocimiento a la embriologia humana
(Blank et al, 2019). Recientemente, se han publicado varios
enfoques que utilizan técnicas de inteligencia artificial para la
clasificacién de embriones y la prediccion de resultados clini-
cos (véase, por ejemplo, Bormann et al., 2020; Chavez- Badiola
et al, 2020; Dirvanauskas et al., 2019; Khosravi et al.,, 2019; Rad
et al, 2018; Rocha et al,, 2018; Tran et al, 2019; Zaninovic et
al, 2018).

El objetivo del estudio fue desarrollar un modelo combinado
basado en la inteligencia artificial utilizando datos morfolégi-
cos de varios embriones para crear una ANN capaz de prede-
cir los recién nacidos vivos. Ademas, utilizando la informacion
de lasimagenes de los blastocistos y la informacion protedmi-
ca tratamos de predecir el potencial de un embrién euploide
para dar lugar a un recién nacido vivo.

2. MATERIALES Y METODOS
DISENO DEL ESTUDIO Y POBLACION

Se trata de estudio unicéntrico con dos poblaciones: 131 re-
ceptoras pertenecientes al programa de ovodonacion de VI
Valencia sin PGT y 81 mujeres que utilizaron ovocitos propios
con PGT para la deteccion de aneuploidias (PGT-A).

Se analizé una Unica imagen time-lapse de cada embrién a
las 111.5 £ 1.5 h de desarrollo. Ademéds, se recogieron 20 pl
del medio de cultivo de los embriones biopsiados para el ana-
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lisis protéomico y ocho muestras control (medio de cultivo sin
embriones cultivados). Unicamente se analizaron los medios
de cultivo pertenecientes a embriones euploides utilizados
en transferencias de un solo embrion.

Para la aplicacion de la técnica de inteligencia artificial se
seleccionaron 212 embriones en total: el primer grupo esta-
ba formado por 131 embriones obtenidos del programa de
ovodonacion, y el sequndo grupo por 81 embriones proce-
dentes de tratamientos con ovocitos propios de los cuales se
habia obtenido informacién protedmica. Después del analisis
de imagen se excluyeron 26 embriones del seqgundo grupo:
19 blastocistos se encontraban fuera de la zona peltcida a las
111 £ 1.5 h de desarrollo y siete embriones no alcanzaron el
estadio de blastocisto en el momento propuesto.

OBTENCION DE LOS OVOCITOS Y CULTIVO EMBRIO-
NARIO

Tras la aspiracion folicular, los ovocitos se mantuvieron en el
medio de cultivo con un 5% de CO? y un 5% de O?a 37°Cy
fueron decumulados pre-ICSI pasadas 4 horas de la puncion.
Una vez realizado la ICSI, los embriones se cultivaron indivi-
dualmente hasta el quinto o sexto dia de desarrollo con el
sistema time-lapse de EmbryoScope (Vitrolife, Dinamarca). La
fecundacion fue observada a las 16-19 h post ICSI.

Los blastocistos se clasificaron el dia 5 (120 h post ICSI) ba-
sandose en los criterios de la Asociacion para el Estudio de
la Biologia de la Reproduccion (ASEBIR) y en el KIDScore D5
(con el software EmbryoViewer; Vitrolife, Dinamarca). Si habia
mas de un embridn con misma calidad morfolégica, la pun-
tuacion proporcionada por el KIDScore D5 decidia cudl era el
transferido.

PGT-A

Se llevé a cabo una pequenia incision atravesando la zona pe-
licida (eclosion asistida) a los embriones en dia 3 de desarro-
llo, facilitando la biopsia del trofectodermo el dia 5 de cultivo.
El anélisis cromosémico se realizd mediante la tecnologia de
secuenciacion de nueva generacion (Thermo Fisher Scientific,
EE. UU.).

TRANSFERENCIA EMBRIONARIA Y RESULTADOS CLi-
NICOS

Se realizé una transferencia de un Unico embrién para todas
las pacientes; para las del programa de PGT-A, el blastocisto
se habia vitrificado y desvitrificado previamente con el mé-
todo Cryotop (Kitazato Biopharma, Japén). Se seleccionaron
los embriones para la transferencia basdéndose en el estado
cromosémico, la morfologfa y la morfocinética. La concentra-
cion de B-HCG se determind a los 10 dias de la transferencia,
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y el embarazo clinico se confirmé por la presencia de saco
gestacional en la quinta semana de embarazo. Por Ultimo, las
pacientes informaron del recién nacido vivo tras el parto.

ANALISIS DE LAS PROTEINAS DEL MEDIO DE CULTIVO

Se analizaron las concentraciones relativas de 92 proteinas de
81 muestras de medio de cultivo donde se habfan desarro-
llado los embriones y de ocho muestras control utilizando el
andlisis de extension de proximidad (PEA) Proseek Multiplex
(Olink Bioscience, Suecia).

Las protefnas se midieron con el panel Olink Inflammation
(Olink Proteomics, Suecia) segun las instrucciones del fabri-
cante. La lectura final del ensayo se presenta como valores de
Expresion Proteica Normalizada (NPX), que son unidades arbi-
trarias en una escala log? en la que un valor alto corresponde
a una mayor expresion proteica. Por lo tanto, una diferencia
de 1 NPXsignifica una duplicacién en la concentracion de las
proteinas.

MODELO DE INTELIGENCIA ARTIFICIAL: ANALISIS DE
IMAGENES, ANALISIS DE COLINEALIDAD, ANN Y AL-
GORITMOS GENETICOS

Para la estandarizacion de las 186 imdgenes de los blastocitos
antes de la aplicacion de la técnica de inteligencia artificial se
utilizé la metodologfa descrita por Rocha y sus colegas (Rocha
etal, 2017). El algoritmo obtuvo 33 variables matematicas uti-
lizando la medicion del area, el nimero de pixeles presentes
en cada porcién segmentada de la imagen del blastocisto, los
patrones binarios (Huang et al, 2011) y el andlisis de textura
(Bino et al.,, 2012). Estas variables se eligieron buscando repre-
sentar todas las caracteristicas relevantes del blastocisto para
la evaluacion de la calidad del embrién y la prediccion de re-
cién nacidos vivos a través de la inteligencia artificial.

Se utilizd un anélisis de colinealidad para comprobar si las va-
riables estaban correlacionadas entre sf en funcion del factor
de inflacion de la varianza (VIF). La eliminacién de las variables
colineales redujo el nimero de variables que representaban
al embrién humano a 20.

Asimismo, se realizd un andlisis de colinealidad para discrimi-
nar las proteinas independientes y no redundantes. Como se
describe en detalle en “Andlisis de colinealidad de las protei-
nas’, mas adelante, siete de las proteinas fueron adecuadas
para utilizarlas como entrada para la ANN, junto con las 20
variables morfolégicas.

El conjunto de datos de los 131 embriones se dividi6 aleato-
riamente en un 70% para el entrenamiento, un 15% para la va-
lidacion y un 15% para la prueba de la ANN. Del conjunto de
datos de 55 embriones, el 20% se utilizd para el test a ciegas,
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y los 44 embriones restantes se dividieron aleatoriamente en
un 68% para el entrenamiento, un 16% para la validacion y un
16% para la prueba de la ANN (Kalpana et al,, 2015).

ANALISIS ESTADISTICO

Se realizaron pruebas estadisticas para comprobar las dife-
rencias significativas en los valores de cada proteina en los
medios de cultivo de los embriones en comparacién con los
medios controly en los medios de los embriones que implan-
taron en comparacion con los que noimplantaron. Se utilizé el
Test-T para los parédmetros con una distribucion normal, y una
prueba de suma de rangos de Wilcoxon para aquellos que no
siguieron una distribucion normal, considerando la presencia
de significacion estadistica cuando el valor de P<0.05.

El andlisis de las imagenes y el modelo final se evaluaron me-
diante dos técnicas. En primer lugar, se utilizaron curvas de
la caracteristica operativa del receptor (ROC) para analizar los
resultados de la inteligencia artificial en el reconocimiento de
patrones. En segundo lugar, se utilizd la metodologfa de la
matriz de confusion para analizar la interseccion entre los da-
tos proporcionados por el modelo (el sistema de inteligencia
artificial) y los resultados reales.

3. RESULTADOS

La edad media de las pacientes incluidas en el estudio que
realizaron el tratamiento con ovocitos propios fue de 41,6
afos, con un indice de masa corporal (IMC) medio de 23,2
kg/m3. En cuanto al resultado clinico, este grupo mostrd una
-HCG positiva del 63,0%, una tasa de implantacion del 56,8%
y una tasa de recién nacidos vivos del 47,0%. Las pacientes
incluidas en el programa de donacién de ovocitos tenfan una
edad media de 37,9 anos con un IMC medio de 22,9 kg/m3'y
sus tratamientos lograron una tasa de gestacion positiva del
68,7%, una tasa de implantacion del 54,20% y una tasa de re-
cién nacidos vivos del 40,5%.

PERFIL PROTEOMICO DE LOS EMBRIONES PREIM-
PLANTACIONALES.

De un total de 92 proteinas, 67 tenian valores NPX idénticos
en todas las muestras analizadas y solo 25 proteinas tenfan
valores NPX diferentes, aquellas mostradas en laTabla |. Se de-
tectaron concentraciones méas altas de tres proteinas en los
medios de cultivo donde se habfan cultivado embriones en
comparacién con los medios control. Estas protefnas fueron la
IL.-8 (P =0,025), la IL.-6 (P = 0,001) y el uPA (activador del plas-
mindgeno tipo uroquinasa; P = 0,006). Ademas, se detectaron
concentraciones mas bajas de 14 proteinas en los medios de
cultivo de los embriones en comparacién con las concentra-
ciones del grupo control. Estas proteinas eran DNER (receptor
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relacionado con el EGF tipo Delta/Notch; P < 0,001), CSF-1
(factor estimulante de colonias de macréfagos 1; P < 0,001),
FIt3L (ligando de la tirosina quinasa 3 tipo FMS; P < 0,001), SCF
(P <0,001), CD40 (P < 0.001), MCP-1 (protefna quimiotactica
de monocitos; P < 0,001), CX3CLT (P < 0,001), CD6 (P < 0,001),
TRAIL (P = 0. 002), TNFRSF9 (miembro de la superfamilia del
receptor del factor de necrosis tumoral 9; P < 0,001), CD244
(P <0,001), IL-18 (P < 0,001), CCL23 (P < 0,001) y IL- 18R1 (P
<0,007).

La Unica protefna con un valor NPX diferente en los embrio-
nes que implantaron (valor NPX 2,44) y los que no implanta-
ron (valor NPX 2,76) fue VEGFA (P =0,017).

ANALISIS DE COLINEALIDAD DE LAS PROTEINAS

El andlisis de colinealidad de las 25 proteinas demostré que
la mayoria de ellas estaban muy correlacionadas entre si. Asf
pues, tras corregir la colinealidad, quedaron siete proteinas
independientes y no redundantes para su uso en la ANN: me-
taloproteinasa de matriz-1 (MMP-1), IL-6, VEGFA, uPA, citoqui-
na inducida por activacion relacionada con el TNF (TRANCE),
FIt3L y DNER. Los valores de NPX para estas proteinas apare-
cenen la Figura 1.

MODELO DE INTELIGENCIA ARTIFICIAL

Para el disefio de la ANN a partir de los datos morfolégicos fue
necesario extraer las variables relevantes de las 131 iméagenes
de los blastocistos incluidas en la primera poblacién. El en-
trenamiento realizado con el 70% de las imagenes fue capaz
de clasificar correctamente el 89% de los embriones como
RNV+ o RNV- (verdadero positivo, 33; verdadero negativo, 48;
falso positivo, 6; falso negativo, 4), y un 95% de clasificacion
correcta en el test (verdadero positivo, 6; verdadero negativo,
13; falso positivo, 1; falso negativo, 0).

En cuanto a la validacion del modelo con la segunda pobla-
cion de embriones y considerando los datos de protedmica,
las tres arquitecturas de ANN mds eficientes se muestran en
la Tabla Il con sus respectivas AUCs. Ademas, las respectivas
matrices de confusiéon para el conjunto de embriones inclui-
dos en la fase de test se pueden observar en la Figura 2. La
arquitectura de red desarrollada utilizando IL-6 y MMP-1 logré
clasificar correctamente todos los embriones como RNV+ o
RNV- en las fases de entrenamiento, validacion y test (éxito to-
tal del 100%). El AUC resultante para predecir el RNV+y RNV-
alcanzd el valor mas alto, 1,0.

El test a ciegas de la arquitectura de red 1 se llevo a cabo con
11 embriones que no habian sido utilizados previamente, y al-
canzdé una precision de prediccion del 72,7%. Clasificd correc-
tamente ocho embriones del total (4 verdaderos positivos, 4
verdaderos negativos, 1 falso positivo y 2 falsos negativos).
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4. DISCUSION

La informacion morfoldgica de las imagenes de los blasto-
cistos y los valores de protedmica obtenidos del andlisis del
secretoma embrionario fueron utilizados para predecir el
potencial de un embrién euploide para dar lugar a un recién
nacido vivo.

El andlisis protedmico de los medios de cultivo mostré que,
de las 92 proteinas medidas, solo IL-6, uPA vy IL-8 fueron se-
cretadas de forma diferencial por los embriones en desarro-
llo. Estudios anteriores revelaron que la concentracién de
IL.-6 en el medio de cultivo podria ser Util para seleccionar el
embrién capaz de implantar (Dominguez et al,, 2015). Otro
grupo de investigacion demostré que la IL-6 se encuentra en
concentraciones mayores en los embriones que alcanzan el
estadio de blastocisto en comparacion con aquellos que se
detienen en su desarrollo (Lindgren et al,, 2018). Las otras pro-
tefnas encontradas en el presente estudio que son secretadas
diferencialmente también han sido detectadas previamente.
Mientras que la primera evidencia de uPA en los medios de
cultivo de embriones fue en 1996 (Khamsi et al., 1996), la pre-
sencia de IL-8 no se identifico en el secretoma del embrién
hasta 2018 (Lindgren et al,, 2018), utilizando la tecnologfa PEA.

Al finalizar el anélisis de colinealidad, quedaron siete proteinas
para utilizarlas en el modelo de inteligencia artificial. Seguin
los resultados, dos de estas proteinas (IL-6 y uPA) eran secre-
tadas por los embriones, otras dos (DNER y FIt3L) eran las que
se consumian, y una proteina (VEGFA) estaba relacionada con
una mala implantacién. En cuanto a las otras dos proteinas,
los autores consideran que han superado el andlisis de coli-
nealidad debido a sus caracteristicas exclusivas: MMP-1 fue la
Unica con un valor medio negativo tanto en el medio control
como en el de los embriones; y TRANCE no se encontro en
los medios control, pero estuvo presente en todos los medios
que habian contenido un embrion desarrollandose. Ademas,
TRANCE fue la Unica de las siete proteinas con una diferencia
significativa en la concentracién relativa entre las muestras
RNV+y RNV-.

El andlisis de imagen que se ha llevado a cabo sobre las ima-
genes de los blastocistos ha sido probado en un estudio an-
terior que mostrd buenos resultados en la clasificacion de la
calidad de los blastocistos bovinos (Rocha et al., 2017). Este
software considerd que 20 variables morfolégicas de embrio-
nes humanos eran suficientes para predecir la probabilidad
de lograr un recién nacido vivo. Estos pardmetros se combi-
naron con los datos del analisis protedmico para desarrollar el
modelo de inteligencia artificial de prediccion.

Los resultados actuales demostraron que la precision de la
predicciéon era mayor a medida que mejoraba la arquitectura
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de la ANN. En primer lugar, el modelo creado que utilizoé 25
proteinas clasificé correctamente el 83,3% de los embriones
utilizados en el test. En segundo lugar, el andlisis de colineali-
dad demostro ser eficaz, ya que el poder de prediccién mejo-
ré hasta el 85,7% cuando sélo se utilizaron las siete protefnas
independientes resultantes. Por Ultimo, el modelo de inteli-
gencia artificial alcanzé la mayor precision en la prediccion de
recién nacidos vivos (AUC = 1) cuando se consideraron IL- 6,
MMP-1 y las 20 variables morfolégicas. Se conoce que estas
proteinas desempefan un papel importante en la funcion
reproductora. IL-6 es relevante para el desarrollo embriona-
rio (Dominguez et al, 2010, 2015; lles, 2019), y MMP-1 se ha
detectado en los ovarios de mamiferos (Hulboy, 1997) y en
liquido folicular humano (Lee et al,, 2005).

Una publicacion reciente demostrd que, para la seleccion de
los embriones, es mejor un algoritmo objetivo de imagenes
time-lapse en comparacion al sistema de clasificaciéon mor-
fologica subjetiva de los blastocistos (Fishel et al,, 2019). El
algoritmo utilizado habia sido publicado previamente (Fishel
et al, 2017) y obtuvo un AUC del 67,43% para la prediccion
de recién nacidos vivos, a diferencia del 61,74% obtenido
utilizando la clasificacion morfoldgica de los blastocistos. La
precision en la seleccion de los embriones utilizando el mo-
delo propuesto actual es mayor que utilizando Unicamente la
seleccion morfoldgica estdndar o los algoritmos desarrollados
con imagenes time-lapse.

La primera aplicacion de una ANN para predecir el resultado
de un tratamiento de FIV alcanzé una precision del 59% (Kauf-
mann et al, 1997). Desde entonces, se han desarrollado varios
modelos de prediccion basados en diferentes poblaciones de
pacientes, como en ciclos asociados a infertilidad por factor
masculino (Wald, 2005) o en mujeres con endometriosis (Ba-
llester et al.,, 2012). Ademés, los pardmetros morfocinéticos de
los embriones se utilizaron exclusivamente como datos de
entrada para una ANN que predijo el 70% de los embarazos
(Milewski et al., 2017).

Actualmente, las imdgenes de los embriones facilitadas por
los sistemas time-lapse se han convertido en objeto de es-
tudios basados en inteligencia artificial. Se han utilizado téc-
nicas de aprendizaje profundo para predecir la calidad de los
blastocistos y seleccionar el embrién mas adecuado para la
transferencia (Khosravi et al.,, 2019). Los embriones clasificados
como de buena calidad por la red neuronal profunda de estos
autores, denominada STORK, mostraron mayores probabilida-
des de dar lugar a un recién nacido vivo que los clasificados
como de mala calidad (61,4% y 50,9%, respectivamente). Sin
embargo, STORK no es capaz de estimar la tasa de embarazo,
aunque obtuvo un AUC muy elevado (0,98) en la prediccion
de la calidad de los blastocistos. Recientemente, Tran y sus
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colaboradores (Tran et al, 2019) han desarrollado otro
modelo de aprendizaje profundo que utilizé el video com-
pleto del desarrollo de los embriones para predecir la pro-
babilidad de embarazo, con un AUC de 0,93 en una valida-
cién cruzada estratificada de 5 veces.

Las limitaciones de este estudio que deben considerarse
se reflejan en el disefo de la investigacion. El modelo se
entrend con datos protedmicos y variables morfolégi-
cas procedentes del andlisis de imdgenes de un sistema
time-lapse. La poblacion total de embriones se distribuyo
en dos grupos con fases diferentes (entrenamiento, vali-
dacion y test), lo que dio lugar a un ndmero reducido de
embriones en cada uno. Ademas, en este estudio sélo par-
ticiparon un laboratorio y un Unico medio de cultivo. Esto
podria considerarse una ventaja en el analisis protedmico,
pero la aplicabilidad a otros laboratorios sigue sin estar
clara. Ademads, existen evidencias de variabilidad de pro-
teinas y pH entre lotes con el mismo medio (Dyrlund et al,,
2014; Leonard et al,, 2013; Tarahomi et al,, 2018). En gene-
ral, los modelos desarrollados con ANN también podrian
verse afectados por el fenémeno del sobreajuste. En este
estudio se tratd de evitarlo mediante la definicion de las
variables de entrada y salida. El éxito global en el test a cie-
gas podria considerarse como prueba (72,7% para el test a
ciegas frente al 100% para el entrenamiento, la validaciény
el test). También es necesario destacar que el modelo con
ovocitos propios se construyd utilizando solo embriones
euploides, por lo que el valor clinico reside en distinguir el
embrion mds viable entre los que se sabe que son euploi-
des. Los estudios posteriores deberfan tener un gran tama-
Ao muestral y un caracter multicéntrico, y deberfan incluir
datos de diferentes sistemas time-lapse para estandarizar
el modelo de inteligencia artificial y globalizar su uso.
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6. TABLAS Y FIGURAS
VALOR NPX D6 14377813 0,7541528
PROTEINA Medio de cultivo | Medio de cultivo SCF 35661163 2721411
control embrionario IL18 0,8207 0,3872041
IL8 0,25634 2,2991595 FGF-23 0,17601113 0,1326154
VEGFA 2,7445225 2,6119615 MMP-1 -0,6737013 -0,4724993
CD244 1,0748025 0,5634183 IL-18R1 2,0364475 1,3599802
OPG 1,2891788 1,100126 TRANCE 0 0,2303732
uPA 0,19311 0,7115716 CccL23 0,668465 0,3057357
IL6 0 0,9725556 Flt3L 6,8354325 59207411
MCP-1 4,3756963 3,6325751 DNER 5,568445 4,6026246
TRAIL 0,955765 0,3826641 CD40 59177125 51142846
CSTS 1,5911625 1,4773527 CX3CL1 0,8723038 0,1696921
IL-1a 0,24942 0,3073758 TNFRSF9 1,2628213 0,7224489
X 0,73557 1,2175985 CSF-1 6,3439188 54234956
Tabla l.
DATOS DE ENTRADA TEST
ARQUITECTURA Morfoloaia del
DE ANN ’c.>r‘o og.la € Datos de proteémica RNV+ RNV -
analisis de imagen
20 variables MMP-1, IL-6 AUC=1 AUC=1
MMP-1, IL-6, VEGFA,
20 variables uPA, TRANCE, FIt3L and AUC=0.9 AUC=0.9
DNER
20 variables 25 proteinas AUC=0.83 AUC=0.84
Tabla ll.
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6,00 587
5,00 4’5-)4,]'1
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;Dn 240" RNV-
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» RESUMEN

La incorporacion de la tecnologia time-/apse (TL) a los laboratorios de reproduccion humana asistida (RHA) ha
supuesto el acceso a una nueva fuente de informacion en la valoracién embrionaria. La visualizacion dindmica
embrionaria mediante TL ha facilitado el desarrollo de algoritmos que puedan ser utilizados en la seleccién em-
brionaria. Hasta su aparicion, la valoracion morfolégica clasica suponia el método mas empleado para seleccionar
los embriones con mayor potencial. El objetivo del Grupo de Interés en Embriologia (GIE) de ASEBIR mediante este
articulo es evaluar el impacto de la tecnologia TL en los laboratorios de fecundacién /n vitroy la convivencia de
ambos métodos de categorizacion. Se elabord una encuesta dirigida a todos los asociados que fue respondida por
166 embridlogos. Los resultados muestran una amplia aceptacion de esta tecnologia como fuente de informacion
y concordancia con la gradaciéon embrionaria de ASEBIR. Si bien es cierto, existen eventos de visualizacién dina-
mica que no son recogidos por la clasificacion ASEBIR. Los sistemas TL son utilizados como métodos de seleccion
embrionaria complementarios a la clasificacion morfoldgica clasica.

PALABRAS CLAVE: Time-lapse imaging, Embryo Culture Techniques, Single Embryo Transter, Embryo Implantation,
Female, Humans, Kinetics.
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INTRODUCCION

La reproduccion humana asistida (RHA) es un campo mul-
tidisciplinar de la medicina donde diferentes profesionales
de diversas ramas de la ciencia se unen para conseguir el
nacimiento de un nifio sano. Este objetivo supone un esti-
mulo para la comunidad cientifica, que ve necesario llevar
a cabo una mejora metodoldgica constante recurriendo a
diferentes técnicas de seleccién embrionaria tanto invasi-
vas como no invasivas.

La seleccion morfolégica embrionaria es la herramienta
mas extendida en los laboratorios de reproduccion asisti-
da. Esta valoracion se basa en la observacion estética de
varios parametros diferenciables de morfologia embriona-
ria, relacionados con una determinada capacidad de im-
plantacion. Ademas de la pérdida de informacién debido
a la evaluacién puntual, el principal inconveniente es la
alteracion de las condiciones de cultivo por la extraccion
de los embriones del incubador en repetidas ocasiones a
lo largo del desarrollo embrionario.

Existen diferentes clasificaciones embrionarias publicadas
por sociedades cientificas, siendo la mas utilizada en los
centros espafoles la clasificacion morfoldgica propuesta
por la Asociacion para el Estudio de la Biologia de la Repro-
duccion (ASEBIR). La creacion de la Comisién de trabajo de
ASEBIR en 2004 culmind con la publicacion en 2007 de la
12 clasificacion morfolégica con una revisién en 2015 (Hur-
tado de Mendoza et al., 2015) y cuya Ultima actualizacién
corresponde al ano 2018 (Cuevas-Saiz et al.,, 2018). Este sis-
tema de clasificacion establecio las bases para un mayor
consenso entre los distintos laboratorios, necesario para
reducir la variabilidad intra- e inter- observador.

La clasificacion de embriones propuesta por ASEBIR se
basa en el anélisis morfolégico de diversos pardmetros que
estdn relacionados de manera evidente con la probabili-
dad de implantacion del embrién.

La tecnologia TL supone un complemento muy Util en la
practica diaria del laboratorio de fecundacion in vitro (FIV).
La seleccion embrionaria mediante esta tecnologia es una
herramienta no invasiva, que complementa a la valoracion
morfoldgica cldsicay en la que se tiene en cuenta el tiem-
po en el que ocurren los diferentes eventos celulares (mor-
focinética). Estos sistemas toman fotograffas cada 5-15 mi-
nutos generando una secuencia de imagenes que, unidas
en un video, permiten al embriélogo obtener una visién
continua del desarrollo embrionario.

El timing de eventos enTL se refiere a aquellas variables del
desarrollo que ocurren en todos los embriones. Algunos de
los considerados mas importantes son:
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- t0: Momento de inseminacion

- tPB2: Extrusion completa del 20 CP
< tPN: Aparicion de los pronucleos.
- tPNf: Desaparicion de los PN

« 1t2a19:2células, 3 células, ...

- tSB:Inicio de la blastulacion

Desde que Payne et al, en 1997 utilizaron por primera
vez la tecnologfa TL para estudiar la fecundacion humana
(Payne et al., 1997), se han publicado numerosos estudios
acerca de la relacion entre morfocinética embrionaria, su
llegada a blastocisto y la capacidad predictiva de implan-
tacion (Wong et al,, 2010; Meseguer et al,, 2011). Poste-
riormente, estos hallazgos pudieron ser validados en un
ensayo clinico controlado aleatorizado (ECCA) (Rubio et al.,
2014) en el que, gracias al uso de su algoritmo predictivo
de implantacion, demostraron una mejoria en los resulta-
dos reproductivos.

Otros ECCAs han tratado de demostrar el valor afadido
que realmente ofrece en la préctica clinica la reduccion de
la manipulacién de embriones en un ambiente de cultivo
estable, un software de seleccién embrionario o los dos
frente a incubadores y seleccién embrionaria tradiciona-
les. Segun la dltima revision publicada en la base de da-
tos Cochrane, no hay evidencia cientifica suficiente que
demuestre la superioridad de los incubadores TL frente a
los convencionales en cuanto a embarazo clinico o recién
nacido vivo (Armstrong et al,, 2019). Sin embargo, resulta
complicado comparar ECCAS por las diferencias en los di-
sefios de los ensayos, asi como el caracter multifactorial de
la implantacién (Kovacs and Lieman, 2019).

Otros autores han utilizado la tecnologia TL para seleccio-
nar aquellos embriones con menor probabilidad de pre-
sentar aneuploidias, obteniéndose resultados controver-
tidos. Campbell et al., crearon un modelo de clasificacion
embrionaria que minimizaria el riesgo de seleccionar un
embrion aneuploide (Campbell et al,, 2013). Basile et al,,
observaron una relaciéon entre el comportamiento mor-
focinético de los embriones y su dotacidon cromosémica
creando un algoritmo capaz de aumentar la probabilidad
de transferencia de embriones euploides de manera no in-
vasiva (Basile et al.,, 2014). Sin embargo, otros autores no
encontraron diferencias en la morfocinética de embriones
euploides y aneuploides durante su desarrollo hasta el es-
tadio de blastocisto (Rienzi et al., 2015; Yang et al., 2014).

Independientemente de su aplicacién como sistema pre-
dictivo de implantacion o dotacién cromosdmica y la me-
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jora en los resultados reproductivos de los que puedan be-
neficiarse los pacientes, es innegable que la incorporacion
de los sistemas TL ofrece un inmenso valor afadido a los
laboratorios de FIV. Por todo lo expuesto anteriormente,
el Grupo de Interés en Embriologfa (GIE) de ASEBIR se ha
planteado la reconsideracion del criterio morfolégico ac-
tual ante la posibilidad de aumentar su valor prondstico in-
corporando el conocimiento que aportan los sistemas TL.

MATERIAL Y METODOS

A fin de conocer la opinion de los usuarios TL de la cataloga-
cion ASEBIR en laboratorios que disponen de sistemas TL para
la valoracion embrionaria, se confecciond una encuesta que
fue enviada a los socios de ASEBIR. La encuesta constaba de 10
preguntas con distintas modalidades de respuesta en las que
se buscaba analizar los pardmetros morfolégicos que ASEBIR
considera mas importantes, los acontecimientos cinéticos mas
relevantes, asf como aspectos controvertidos que pudieran ser
de interés para la seleccion embrionaria.

“Encuesta ASEBIR sobre la valoracion morfolégica cld-
sica vs Time-lapse (TL)”

1. ;Como es tu centro de trabajo?

Privado.

O O

Publico.

N

¢{Cémo utilizas la tecnologia TL en tu laboratorio
para la valoracién y seleccion embrionaria?

O

Priorizo la morfologfa clasica a la cinética embrionaria.
Utilizo la cinética para seleccionar entre dos embriones
con la misma clasificacion morfolégica.

(O Priorizo la cinética embrionaria en la seleccion de los
embriones independientemente de la clasificacion ba-
sada en la morfologia clasica.

(O Utilizo tUnicamente el algoritmo preestablecido que
proporciona el sistema TL.

(O Utilizo Unicamente un algoritmo de seleccién propio,
validado en mi centro.

3. ¢Cual ha sido la mejora derivada de la utilizacion de la
tecnologia TL? (Puedes seleccionar mas de una opcion).

(O Optimizacion de las condiciones de cultivo.

O Como complemento de la clasificacion morfoldgica
clasica.

(O Facilita la seleccién embrionaria.
(O Facilita la organizacion del laboratorio.
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O O O O O ® O

©

O O

(Consideras que la clasificacion embrionaria ASE-
BIR concuerda con la valoracién morfocinética?

En la mayoria de los casos concuerda.

Por lo general, morfocinética y morfologia no concuer-
dan.

No utilizo la clasificacion embrionaria ASEBIR.

{Crees realmente que la tecnologia TL ha supues-
to una mejora en el éxito de los tratamientos en tu
centro?

Si.
No.

Los sistemas TL aportan informacion que mediante la
visualizacion puntual no seriamos capaces de perci-
bir como son las divisiones irregulares. ;Consideras
estos eventos como un parametro negativo?

No. Valoramos y ordenamos segun la clasificacion ASE-
BIR.

Si, modificamos la clasificacion ASEBIR y lo penalizamos.

Si, solo se transferirfa o congelarfa al embrién como ul-
tima opcion de la cohorte embrionaria.

En caso de ver que todos o la mayoria de los em-
briones de una paciente presenta numerosas divi-
siones irregulares (directas o reversas). ;Se plantea
algun complemento en la seleccién embrionaria?

No se propone nada y se transfiere y/o congelan aque-
llos con menos alteraciones.

Realizar cultivo largo en caso de que no se hubiera
planteado anteriormente.

Proponer PGT-A.

¢{Qué sistema es mas utilizado en vuestro laborato-
rio?

Eeva®
Embryoscope®
Geri®

MIRI-TL®
Primo Vision®

{Proporcionas los videos del desarrollo de los em-
briones a los pacientes?

No.
Si.

Solo de los embriones transferidos o congelados.
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10. ;Realizas en tu centro controles de calidad tanto
morfolégicos como morfocinéticos?

Si, tenemos controles de calidad internos.
Si, tenemos controles de calidad externos.

Sf, tenemos controles de calidad internos y externos.

O O O O

No, pero realizamos las valoraciones embrionarias en
equipo.

O

No, no lo consideramos necesario.

RESULTADOS

De los socios ASEBIR consultados, se han obtenido 166
respuestas. La mayoria de los encuestados pertenecen
a centros privados, correspondiendo minoritariamen-
te un 12% a trabajadores en centros publicos.

En cuanto al uso de la clasificacion morfoldgica cldsica o la
clasificacién basada en la cinética embrionaria, los dos mé-
todos de seleccion son utilizados en muchos laboratorios de
reproduccion asistida, por lo que era preciso valorar la convi-
venciay concordancia entre ambas técnicas. La mayoria (87%)
de los encuestados prioriza la morfologia clasica a la cinética
embrionaria, utilizando la cinética para seleccionar entre dos

embriones con la misma gradacién embrionaria. En relacion
a la concordancia entre los incubadores TL vy la evaluacion
morfoldgica clasica, el 73% de los participantes no observa
diferencias en las gradaciones aportadas por ambos métodos
de seleccion frente a un 8% que considera los resultados no
concordantes. Un 19% no ha podido valorar esta relacion de
TLy la gradacion de ASEBIR puesto que emplean otras clasifi-
caciones de seleccién morfoldgica.

Respecto a la percepcién de mejora de los tratamientos
en sus centros de RHA, es indudable la buena acogida que
han tenido los incubadores TL por parte de los embridlo-
gos, ya que el 86% de ellos opina que el uso de un incuba-
dor TL ha aumentado el éxito de los tratamientos gracias
a la accion conjunta de varios aspectos: la optimizacién
de las condiciones de cultivo, como complemento de la
clasificacion morfoldgica clasica, facilitando una mejor se-
leccion embrionaria y la organizacién de las tareas diarias
del laboratorio.

Hay ciertos eventos como las divisiones irregulares (trico-
tomicas, rapidas y reversas) que han sido observadas gra-
cias a los incubadores TL. En relacion a estas irregularida-
des del desarrollo, la mayoria de los usuarios de TL (54%) si
tienen en cuenta estos eventos en el desarrollo embriona-
rio, modificando los criterios de clasificacion morfoldgica
de ASEBIR, mientras que un 33% solo transferiria este tipo
de embriones como ultima opcién de la cohorte embrio-
naria (Figura 1).

¢Consideras las divisiones irregulares como un parametro
negativo?

Figura 1. Divisiones irregulares.
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HNo. Valoramos y ordenamos

segun la clasificacion ASEBIR.

HSi, so6lo se transferiria o

congelaria al embriéon como
ultima opcidn de la cohorte
embrionaria.

081, modificamos la clasificacion
ASEBIR y lo penalizamos.
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USO DE LA CATALOGACION EMBRIONARIA DE ASEBIR Y DE LA TECNOLOGIA
TIME-LAPSE EN LOS LABORATORIOS DE FIV

Haciendo hincapié en los eventos irregulares, se planted
una situacion clinica en la que el embridlogo realizaria una
valoracién embrionaria encontrando un nimero conside-
rable de embriones con divisiones irregulares en la cohor-
te de una paciente. La resolucién mayoritaria entre los en-
cuestados es la de prolongar el cultivo embrionario hasta

estadio de blastocisto (52%). Un 32%, sin embargo, transfe-
rirla/congelaria aquellos embriones con menos alteracio-
nes. Finalmente, el 16% optaria por realizar un diagnodstico
genético preimplantacional (PGT-A) en este tipo de casos
(Figura 2).

éSe plantea algiin complemento en la seleccion embrionaria
al observar divisiones irregulares?

Figura 2. Complementos en la seleccion embrionaria

Los sistemas TL han ido evolucionando y son cada vez més
las marcas comerciales que ofertan este tipo de incuba-
dores. Obviando cuestiones econémicas y condiciones de
cultivo de cada uno de ellos, los mas utilizados son: Embr-
yoscope® (52%), Geri® (34%), MIRI-TL® (8%) y Primo Vision®
(6%).

La gran controversia generada en torno al TL no se reduce
Unicamente a la efectividad de los algoritmos del TL, sino
que también estd relacionado con la posibilidad de pro-
porcionar las imagenes y videos generados durante el de-
sarrollo embrionario. La encuesta ha desvelado que el 56%
proporciona los videos de los embriones a los pacientes ya
sean los transferidos y/o vitrificados (37%) o de la totalidad
de los embriones generados (19%), mientras que el 44%
restante mantiene el visionado exclusivamente para el per-
sonal del laboratorio.

Uno de los aspectos clave en los que se basan los detrac-
tores de las clasificaciones morfoldgicas cldsicas, como es
el criterio ASEBIR, es la falta de pericia por parte de los ob-
servadores, lo cual puede afadir una variabilidad intra- e
inter- observador. De todos modos, esta problematica no
solo ocurre en la evaluacion morfologia embrionaria, sino
que también puede darse en la morfocinética. Las respues-
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EProponer PGT-A.

B No se propone nada y se
transfiere y/o congelan
aquellos con menos
alteraciones.

ORealizar cultivo largo en caso
de que no se hubiera planteado
anteriormente.

tas obtenidas muestran que un 63% considera importante
la realizacion de controles de calidad, ya sean internos o
externos. El 37% no realizan controles de calidad de nin-
gun tipo, si bien es cierto, el 33% realizan las valoraciones
embrionarias en equipo, por lo que se reduce la variabili-
dad existente entre observadores. Probablemente lo que
mas llama la atencion es el 4% que no considera necesarios
los controles de calidad y tampoco hacen una valoracion
embrionaria conjunta (Figura 3).

CONCLUSIONES

La incorporacién de los sistemas TL en los laboratorios de
reproduccién asistida ha supuesto una mejora sustancial
en la seleccion de embriones con mejor potencial evolu-
tivo segun se desprende de los resultados de la encuesta.
Los centros disponfan de sistemas de categorizaciéon mor-
folégica embrionaria como Unico método de seleccién v,
la incorporacion de esta nueva tecnologia, ha permitido
que muchos de ellos afadan la cinética como método de
seleccion complementario. De hecho, la gran mayoria em-
plean de manera conjunta la cinética y la morfologia.
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¢Realizas controles de calidad en tu centro?

ENo, no lo consideramos necesario.

Figura 3. Control de calidad

Con el fin de averiguar si los sistemas TL desplazaban la cla-
sificacion morfoldgica de ASEBIR, se realizd una encuesta
con preguntas de respuesta Unica o multirespuesta, res-
pondida por 166 socios. Las preguntas 2, 3y 5 pretendian
recabar informacién acerca de la importancia de los siste-
mas TL, comprobando que la gran mayoria de los centros
consideran que estos sistemas de incubacién han mejo-
rado los resultados de los centros. La optimizacién de las
condiciones de cultivo, su utilizacién como complemento
de la clasificaciéon morfologia de ASEBIR para facilitar la se-
leccion embrionaria, e incluso simplificar la organizacion
del laboratorio, son algunas de las ventajas que han apor-
tado los sistemas TL. Desde un punto de vista bibliogréfico,
los estudios muestran la existencia de diversos marcadores
asociados con un desarrollo embrionario éptimo. Inicial-
mente los trabajos sugieren la existencia de una relacion
entre la formacion del blastocisto con pardmetros previos
al estadio de 4 células (Wong et al,, 2010). La evolucién de
los marcadores TL ha hecho posible la seleccién de em-
briones con mayor probabilidad de implantacion (Mese-
guer et al, 2011; Rubio et al,, 2014) e incrementar las tasas
de recién nacido vivo (Pribenszky et al,, 2017).

Los sistemas TL han aportado informacién sobre ciertos
eventos no observables en las valoraciones puntuales al
microscopio si los embriones eran cultivados en incuba-
dores convencionales. La fecundacién anémala o las divi-
siones celulares anormales son eventos que se relacionan
con un desarrollo embrionario inadecuado y solo son de-
tectables mediante TL. La bibliograffa ha demostrado que
estos eventos reducen el éxito de los tratamientos en tér-
minos de desarrollo embrionario e implantacion (Milewski
and Ajduk, 2017). Es por ello que las preguntas 6 y 7 van
orientadas al manejo en los laboratorios de este tipo de si-
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B Si, tenemos controles de calidad
internos.

B Si, tenemos controles de calidad
externos.

081, tenemos controles de calidad
internos y externos.

ONo, pero realizamos las valoraciones
embrionarias en equipo.

tuaciones, observando que se realiza una modificacién en
la gradacién de embriones de ASEBIR en la mayoria de los
casos, aportando un margen de maniobra reducido al cul-
tivo largo, diagnostico genético o emplear esos embriones
como ultimo recurso. Estas situaciones sugieren la necesi-
dad de revisar el manejo de algunos eventos no recogidos
en la clasificaciéon morfolégica embrionaria.

La realidad sobre los sistemas TL es que aportan gran canti-
dad de informacion adicional, tanto a nivel cinético como a
nivel de acontecimientos no observados previamente para
la seleccion del embrion con mejor potencial de éxito, lo
que permite el desarrollo de algoritmos predictivos que
podrfan ser un complemento a la clasificaciéon morfolédgica
cldsica. En este sentido, se planted la pregunta 4 para tener
una perspectiva de la concordancia entre la clasificacion
morfolégica de ASEBIR y los algoritmos establecidos por
los sistemas TL. El hecho de que el 73% de los encuestados
consideren que los sistemas TL y la clasificacion ASEBIR son
coincidentes refuerza la utilizacion de los criterios morfolé-
gicos ASEBIR en la seleccién de los embriones con un ma-
yor potencial de implantacion y recién nacido vivo (Pons et
al., 2014; Hurtado de Mendoza et al, 2015; Cuevas Saiz et
al,, 2018), y no solo en aquellos centros que carezcan de TL,
sino también como herramienta conjunta a los algoritmos
existentes.

La pregunta numero 10 pretendia determinar la valora-
cion de los laboratorios sobre los controles de calidad para
establecer la categorfa correspondiente a cada embrion.
Este interés reside fundamentalmente en el objetivo de
estandarizar procesos y reducir la variabilidad inter- e intra-
observadores en el manejo de la gradacion embrionaria
de ASEBIR. En este sentido, la problemética en la variabi-
lidad se traslada también a la evaluaciéon de los eventos
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cinéticos, por lo que es necesario implementar controles
de calidad que reduzcan estas posibles discrepancias. La
participacion en controles de calidad internos y especial-
mente externos fomenta la reduccién de diferencias entre
laboratorios (Martinez-Granados et al,, 2017). Los resultados
muestran la concienciacion sobre la necesidad de tener un
consenso a la hora de establecer la gradacion embrionaria,
ya sea a través de controles de calidad externos, internos,
ambos, o a la valoracién embrionaria conjunta entre miem-
bros del equipo.

La seleccion del mejor embrién para transferir es un factor
esencial en los laboratorios de reproduccion asistida, espe-
cialmente para reducir el nimero de transferencias nece-
sarias para lograr un embarazo a término. La implementa-
cién de los sistemas TL ha aportado informacién relevante
para poder elegir y/o descartar embriones que mediante la
valoracién puntual podrian haber sido la primera eleccion
de transferencia. La informacion que pueda aportar el TL
no recogida en la gradaciéon ASEBIR, abre una nueva via de
mejora y actualizacién en la clasificaciéon elaborada por el
GIE, al tiempo que reafirma su validez ante la concordancia
observada por un buen nimero de embriélogos.
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FORMACION DE

EMBRIOLOGOS CLINICOS

La experiencia de Irene Cuevas

En la edicion anterior mostrabamos coémo de complicado podia resultar para un embriélogo conseguir la forma-
cion suficiente para ejercer la embriologia con cierta garantia.

A través de esta recién inaugurada seccion en la revista ASEBIR, queremos animar a aquellos profesionales que
se dedican a la embriologia y que no se han decidido a adentrarse en el mundo de la formacién voluntaria para
ayudar en aquello que en alguna ocasién todos hemos necesitado: PRACTICA.

Contamos con la experiencia de Irene Cuevas Saiz, res-
ponsable del Laboratorio del Hospital General Univer-
sitario de Valencia que, como muchos otros profesiona-
les en Espaiia, tiene larga experiencia en la formacion
de embridlogos que necesitan ese empujon tan necesa-
rio en sus inicios y que ademas, durante mucho tiempo
lo ha venido desempefando voluntariamente.

Una de las asignaturas pendientes en nuestro sistema de
salud es el reconocimiento de nuestra profesion como una
especialidad dentro del dmbito sanitario. Hasta que esta cir-
cunstancia ocurra, las competencias de un embriélogo clini-
co solo se pueden adquirir mediante la formacion tanto tedri-
ca como practica especifica.

A nivel nacional, tenemos disponibles una amplia gama de
programas de formacién con este objetivo: mésteres oficiales

56 = REVISTA ASEBIR

y no oficiales, titulos propios,... ligados a diferentes universi-
dades. En todos ellos, se adquieren unos conocimientos ted-
ricos no solo de la parte de laboratorio de embriologia, sino
también de legislacion, fisiologia, patologia, diagnéstico, y un
largo etcétera.

Respecto a la parte practica, los periodos de formacion di-
fieren bastante entre los diversos programas, pero lo que es
evidente es que un embriélogo clinico necesita una forma-
cion préctica lo suficientemente dilatada para que le permi-
ta adquirir habilidad suficiente, no solo en el manejo de las
técnicas de laboratorio, sino también para la gestion del la-
boratorio y la toma de decisiones de nuestra practica clinica
diaria, entre otras muchas funciones. Y eso no se aprende en
un par de meses, sino que exige una formacién prolongada
y continuada de los profesionales, cuanto mds de nuestros
embridlogos junior.
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Una vez llegue la especialidad de embriologfa clinica, que se-
guro llegard, la formacion dentro de nuestra profesion estara
ligada, como en otras especialidades, a una residencia. Pero
mientras esto ocurre, algunos centros tenemos la suerte de
poder formar embridlogos clinicos.

En el Hospital General de Valencia contamos con un plan de
formacion promovido por la Unidad de Investigacion y Do-
cencia que nos permite formar embridlogos compaginan-
dolo con nuestra labor asistencial. Comenzamos con el pro-
grama de formacién poco después de iniciar la actividad en
la Unidad de Medicina Reproductiva, alla por el 2005. Desde
entonces, solo el maldito COVID nos ha interrumpido la for-
macién, y afortunadamente acabamos de recibir el permiso
para retomarla.

Es un orgulloy una enorme satisfaccion ver como tras su paso
por nuestra unidad, cada uno de ellos ha continuado con su
carrera profesional. Encontrarnos en cursos, congresos, reu-
niones y recordar sus dias con nosotros, porque cada uno se
lleva su propia experiencia, pero deja en nosotros mucho mas
de lo que se llevan.

Y es que cuando piensas en la formacién, en la adquisicion
de conocimientos, puede parecer algo unidireccional, pero
siempre es un proceso reciproco y, sinceramente, creo que el
formar profesionales es un proceso egoista. Si, si, egoista, por-
que siempre he crefdo que yo ganaba mas que ellos. Nuestros
embriélogos junior llegan a la unidad con una formacién teé-
rica excelente, pero por lo general con poca practica clinica o
al menos diferente a la nuestra.Y llegan con muchas ganas de
aprender. Muchisimas. Y con muchas preguntas, lo que supo-
ne un reto profesional constante. El poder dar respuestas o al
menos saber guiarles en la busqueda de las mismas, supone
una actualizacion continua y mantenerse al dfa de las Ultimas
novedades en nuestro campo.
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Nunca tenemos todas las respuestas, por supuesto. Algunas
veces puede que el tema sobre el que se nos pregunta ni si-
quiera generara interés hasta que algun estudiante nos abre
los ojos.

Muchas veces también se cuestiona la forma de trabajo, los
protocolos, y un largo etcétera. Y mientras todo esto ocurre
van adquiriendo conocimientos de la parte practica. Como
es logico, nuestros junior necesitan también ir rellenando sus
curriculums, y para ello siempre les animamos a presentar co-
municaciones a los diferentes congresos nacionales e inter-
nacionales. Buscamos temas que les han resultado interesan-
tes, sus propios TFM realizados en nuestra unidad, preguntas
que nos han realizado y han quedado sin resolver, y todo ello
supone siempre manejo de las bases de datos, bdsqueda de
resultados, bibliografia, o incluso practicar inglés, discutir re-
sultados o algo tan trivial como el orden de autores de una
comunicacion. Al final todos ganamos, porque ellos van ha-
ciendo sus trabajillos y nosotros seguimos publicando nues-
tro trabajo, algo que muchas veces no da tiempo debido a la
carga del laboratorio.

Todos nuestros estudiantes participan en la actividad asisten-
cial, en los proyectos de investigacion, las comunicaciones a
congresos, ayudan con la actualizaciéon de las bases de datos,
con los registros, los controles de calidad y nos ayudan (obli-
gan) a mantenernos actualizados. Cada uno con su personali-
dad, sus inquietudes, sus proyectos.

Los vemos crecer como profesionales. Y todo eso solo a cam-
bio de formacién practica jes o no es un proceso egoista?
Siempre ganamos nosotros. Nos quedamos con un trocito de
cada uno de ellos.

Por todo ello, me gustaria animar a otros compaferos a que
colaboraran en la formacién de embridlogos ya que sabemos
que la demanda es mayor que la formacion ofertada en la ac-
tualidad.
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IRIS MARTINEZ RODERO

Investigadora predoctoral en UAB

JOSE GABRIEL DESCALS
FERRANDO Ssistemas Genémicos

Ne° Socia
ASEBIR:
1050

Ne° Socia
ASEBIR:

Y como consecuencia de actos tan generosos, solo
1200

pueden derivarse experiencias maravillosas que nos
dejan alumnos que han tenido la oportunidad de for-
marse con alguien en algin momento de su vida. Os
dejamos sus experiencias. ;Querras perderte todos

Sino lo haces aun, considera
vivir esta experiencia.

En 3° de carrera nos contaron que, con las
practicas, comprobarfamos si la profesion que
tenfamos pensada era nuestra vocacion sofia-

Haber tenido la oportunidad de realizar practicas
en reproduccion ha sido una de las mejores ex-
periencias que he tenido en mi vida profesional.

estos sentimientos?

Y ASi LO VIVEN DESDE EL OTRO LADO

Ne Socia
ASEBIR:
913

Ne Socia
ASEBIR:
1031

Ne Socia
ASEBIR:
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AILA COELLO PERLES

Embriéloga clinica. IVl Valencia

El periodo de formacién me proporciond la
oportunidad de llevar a la practica real todos
los conocimientos adquiridos durante los estu-
dios de posgrado, permitiéndome desarrollar
las habilidades necesarias para la realizacion de
las diferentes técnicas. Ademas, fomentd mi
capacidad de toma de decisiones con criterio
profesional, mejorando, por tanto, mis oportu-
nidades de insercion en el mundo laboral.

ANA GARCIA BELDA

Hospital Universitario La Paz, Madrid

Tras terminar el master en RHA preparé un es-
cuetisimo CV y finalmente, consegui una en-
trevista en un centro donde se liberaba una de
sus plazas de formacion. Estaré siempre agra-
decida a las personas que me dieron la oportu-
nidad de llamarles maestras y amigas, que con
tanto carifio y paciencia compartieron todo su
conocimiento conmigo y por las que nunca
perderé las ganas de seguir aprendiendo.

ARTURO REYES

Instituto de Fertilidad Clinica Rincén

Quizds aun huérfanos de categoria profesional
o de especialidad..pero sigue intacto el incen-
tivo de haber recibido una formacion practica
para asentar criterios, desarrollar competencias
y alcanzar esa necesaria autonomia como em-
bridlogo. Inestimable labor altruista y ejercicio
de responsabilidad de los embriélogos/as mas
experimentados que la imparten. Gracias por
esa oportunidad.
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Ne Socia
ASEBIR:
1306

Ne° Socia
ASEBIR:
1240
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912

ALBA SAEZ CUEVAS

Embriéloga en Sistemas Genémicos

Soy licenciada en biotecnologia. Recuerdo la
experiencia de cursar practicas extracurricula-
res como una de las mejores de mi vida pro-
fesional. Ademas de formarme como embrié-
loga y abrirme las puertas al mundo laboral,
fueron capaces de transmitirme la pasion por
el mundo de la reproduccién asistida. Gracias.

ANA MUD VALERO

Instituto Malavé de Reproduccion. Malaga

Tras cursar el Master de reproduccién tuve la
suerte de realizar practicas voluntarias, pudiendo
seguir mi formacién. Aprendf a trabajar en equi-
PO CON PErsonas con gran experiencia y eso me
ha permitido sumar conocimientos y seguir con
la misma motivacién con la que inicié mis anda-
duras. Sigo poniendo en practica todos los cono-
cimientos adquiridos y trabajando con el mismo
entusiasmo que ellos me transmitieron. Gracias
por ensefarme con tanta pasion.

CARLA OLMEDO ILLUECA

Hospital General Universitario de Valencia

Hacer practicas me permiti6 completar mi
formacién en reproduccion asistida, afianzar
los conocimientos adquiridos en el master,
pero sobretodo me ensefd a ser embridloga.
Habilidades como trabajar en equipo, resolver
problemas o gestionar el estrés, saber orga-
nizarse, ser disciplinado y comprometido, no
se pueden aprender si no es practicando. Sin
duda fue la oportunidad de mi vida.
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da. Aun recuerdo la ilusién con la que sali de
aquel lugar dénde sorprendentemente me
habfan dado esa oportunidad. Gracias al equi-
po que me acogié hasta que tuve la formacion
suficiente para despegar en el mundo de la
Embriologfa, hoy puedo estar aqui.

M° IRENE RUBIO PALACIOS

Clinical Embryologist &Project Manager,
IVI RMA Global

Tuve la oportunidad de estar un afo de prac-
ticas como embriéloga en un hospital publico
tras terminar mi master. Literalmente todo el
equipo me abrid las puertas de su casa, me
acogioé bajo su responsabilidad y ensefé todo
lo que sabfan. Mi mejor homenaje es intentar
repetir lo vivido: ensefiar con la misma pasion
y dedicacion que me ofrecieron a mi.
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VICTOR MANUEL CHAPERO [N

CIURANA Embridlogo CreateFertility

Cuando alguien pregunta “;Qué hace falta para
ser un buen embrilogo?” solemos centrarnos
en aquellas cualidades meramente profesionales.
No obstante, son cualidades como la empatia y
la humanidad las que convierten a grandes pro-
fesionales en excelentes personas. Agradeceré
eternamente la oportunidad que me dio en su
momento una persona que auna todas estas
cualidades, sin la cual, hoy, no seria embriélogo.

MARTA PALMA RODRIGUEZ

Embridloga en Create Fertility, Birmingham

Miformacién préctica como embriéloga comen-
z6 con mis practicas del master y, posteriormen-
te, tuve la suerte de alargar mi estancia en el mis-
mo centro. Esta experiencia me ayudo a acceder
a mi primer puesto como embriéloga. Recordaré
y estaré siempre agradecida a todos los profe-
sionales que han participado en mi formacién y
que han hecho posible que pueda cumplir este
sueno.
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Siempre agradeceré al gran equipo que me aco-
gi6 en su laboratorio, lo afortunado que me hicie-
ron sentir y todo lo que aprendi (y lo bien que lo
pasamos). La experiencia de haber ido de su mano
hasta la entrada en el mundo laboral fue la mejor
formacién que he recibido. Gracias por todo.

JAVIER HERRERO ZAPATA

Donor Program Coordinator, IVI RMA Global

Las practicas que pude realizar en un centro
publico de Valencia fueron mi primera expe-
riencia en una unidad de Reproduccién Asis-
tida. Fue una gran oportunidad. Poder vivir
esa pasion por lo que haciamos, el trato tan
personal con las pacientes y el buen ambiente
que el equipo generaba fue una experiencia
preciosa que ha marcado mi camino y que aun
tengo muy presente. jGracias!

MARTA MASIP DESCALS
UR IMED Valencia

Con una estancia formativa en un centro pu-
blico de Valencia confirmé mi vocacion.
Siempre estaré agradecida a los compareros,
quienes, a pesar de su carga de trabajo, siem-
pre se volcaron en mi formacion. La formacion
prdactica es, en mi opinién, esencial.

He tenido la oportunidad de estar al otro lado,
con alumnos en formacién, y la experiencia
siempre ha sido enriquecedora.

NEREA DIiAZ HERNANDEZ

Embriéloga en Instituto Bernabeu

Tras finalizar el méster pude continuar mi forma-
cién en una Unidad de Reproduccion. Debido a
lo complicado que es encontrar un puesto en
nuestro campo sin experiencia esta estancia re-
sulté crucial para mi.

Siempre estaré agradecida a todo el personal
por haber sido imprescindibles en mi desarrollo
profesional y darme la experiencia necesaria para
que surgiesen grandes oportunidades.
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CELIA ROMERO JATIVA

Embridloga Ovoclinic

Mi estancia de formacion fue la suerte de mi vida
profesional y lo que marcé la diferencia para ha-
cerme un hueco en el mercado laboral. Desde el
primer dia me hicieron sentir una mas del equi-
po, y con mucho mimo me ensefaron la pasion
y el respeto por la embriologfa, y que un buen
trabajo es el resultado de muchos pequenos de-
talles. No puedo estar mas agradecida y orgullosa
de mis primeros pasos en la reproduccion.

SARAI ARRONES OLMO

Embriologa - Imer Sevilla

Gracias a unas practicas somos muchos los que
nos hemos podido formar y adquirir la experien-
Cia necesaria para entrar en el complicado mun-
do laboral, por lo que animo alos laboratorios a
ofrecer esta oportunidad. Siempre estaré agrade-
cida de haber entrado en este maravilloso mun-
do de la mano de alguien que compartié con-
migo su tiempo, experiencia y conocimientos y
que me transmitié su pasion por la embriologfa.
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DIANA MATARREDONA
GILABERT

Evalo, Lugo

Mi estancia de précticas fue la experiencia profe-
sional méas gratificante de mi vida y la base sobre
la que desarrollar mi trabajo cada dfa.

La profesionalidad y actitud del equipo que en-
contré son un referente para trabajar con ilusién
y aprender de forma incansable. Aman lo que
hacen y con ello crean un ambiente inmejorable
que sirve para atraer el talento de jévenes em-
bridlogos que hacen crecer al grupo.

SILVIA MARIN REAL

Embriéloga clinica de IVl Ibiza

Conseguir la experiencia necesaria para em-
pezar a trabajar en el campo de la embriolo-
gia puede llegar a ser complicado. Yo tuve la
suerte de encontrar una embridloga senior-
dispuesta a darme la oportunidad de crecer
dentro de su gran equipo de profesionales.
Gracias a esta directora de laboratorio, que fue
una gran maestra, hoy puedo desarrollar esta
profesién que tanto nos apasiona.

Siformas partes de un centro que per-
mitiria hacer un periodo de formacién
voluntario mientras conseguimos la
regularizacion de la Biologia Sanita-
ria y la posterior Especialidad, ponte
en contacto con nosotros a través del
correo de la secretaria asebir@asebir.
com o a través del correo de Jovenes
ASEBIR jovenes@asebir.com.

FORMA PARTE DE ESTA EXPERIEN-
CIA. Ayudanos a ayudar.

CONCURSO DE FOTOGRAFIA ASEBIR

Titulo: Corazon

Autor: Paloma Gonzélez Gomez
Socio ASEBIR: N° 843
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CREDITOS

La accion formativa: XI CONGRESO ASEBIR TOLEDO 2021, con ndme-
ro de Registro: P-2021-14714, ha sido acreditada por la Comisiéon de
Formacion Continuada de las Profesiones Sanitarias de Castilla-La
Mancha con 1,3 créditos.

Recomendamos consultar los REQUISITOS PARA LA OBTENCION DE
CREDITOS www.asebir.itchosting.es/creditos/

AUSPICIOS

Actividad auspiciada por la Sociedad Espafiola de Fertilidad (SEF) y la
Sociedad Espafiola de Contracepcion (SEC)

SECRETARIA TECNICA 6RUPO

GRUPO PROCESS, Betaprocess, S.L. p Q U [: — S S

C/ Cronos, 20, Bloque 4, 1°, 62 SMART EUENT

Madrid 28037

Telf: +3491377 1423

E-mail:  info@congresoasebir.es
inscripciones@congresoasebir.es
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COMITES

Presidente Comité Cientifico y Organizador Local:
Ramon José Suarez Garcia

Vocales Comité Cientifico

Carmen Canadas Gélvez

Minerva Ferrer Buitrago

Yosu Franco Iriarte

José Luis Girela Lépez

Beatriz Gonzélez Lépez de Bustamante
Ma Victoria Hurtado de Mendoza Acosta
Miriam Iglesias Nuhez

Pere Mir Pardo

José Mufoz Ramirez

lvéan Ochando Sanchez

Maria Sdnchez Toledo

Miquel Solé Inarejos

Antonio Urries Lopez

Xavier Vendrell Monton

Vocales Comité Organizador Local
Icia Garcia Escribano

Rosa Ana Garrido Esteban
Mark Grossmann i Camps
Laura Herraiz Nicuesa
Bienvenida Maria Lozano Ruiz
Clara Isabel Luna Cafas

Laura Mifsud i Elena

Beatriz Rojas Ruiz

Laura Ruiz Rincén

Verdnica Saez Martinez

COMITE DE HONOR

Excmo. Sr. D. Emiliano Garcia Page

Presidente de la Junta de Comunidades de Castilla-La Mancha
llmo. Sr. D. Jesus Fernandez Sanz

Consejero de Sanidad de la Junta de Comunidades de Casti-
lla-La Mancha

Excmo. y Magfco. Sr. José Julian Garde L6pez-Brea

Rector de la UCLM

Dr. D. Vicente Carlos Silva Deustua

Jefe de servicio de Ginecologia del Hospital Virgen de la Salud
de Toledo
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PREMIOS

Premio EMB-ASEBIR 2021

Las comunicaciones que, segun la valoracion del comité cien-
tifico, se presenten en formato oral optaran al PREMIO EMB-
ASEBIR 2021.

El premio estard dotado con diploma acreditativo y un pre-
mio en metdlico de 5.000€ por gentileza del Grupo Equipos
Médico-Bioldgicos.

El anuncio de la comunicacion ganadora se hard el ultimo
dia del Congreso, y la entrega del premio se realizard durante
la Cena de Clausura por parte del Sr. Sergio Oliverd (Dir. Gral.
Grupo EMB) y el Dr. Antonio Urries Lopez (presidente de ASE-
BIR).

Premio a la Innovacion MERCK ASEBIR 2021

El Premio, promovido por Merck, se otorgard a la comunica-
cién cientifica que destaque por su caracter innovador en el
ambito de la biologia de la Reproduccién.

El premio estard dotado con 3.000 € y un diploma acreditati-
VO que sera entregado, el 18 de noviembre seguin programa,
por el Dr. Antonio Urries Lopez, presidente de ASEBIR y por un
representante de Merck.

Premio ASEBIR al Mejor Pdster 2021

Entre todas las comunicaciones que sean aceptadas en for-
mato Pdster, el Comité Cientifico del Congreso, elegira las 6
mejores por su contenido y presentacion.

Los seis finalistas haran la presentaciéon de sus posters a pie
de pantalla, para lo que dispondrédn de 5 minutos cada uno.
Seran informados antes del inicio del Congreso del dfa y hora
de su exposicion. Tras la exposicion de los Posters, el Comité
cientifico, decidird el Mejor Poster 2021,

El ganador expondrd su trabajo en el Auditorio el viernes 19
de noviembre, segun programa, para lo cual contard con 7
minutos para la exposicion y 3 minutos para el turno de pre-
guntas.

El premio serd entregado, segun programa, por el Dr. Anto-
nio Urries Lopez (presidente de ASEBIR) y estara dotado con
diploma y 600 € para el ganador y diploma acreditativo para
los 5 finalistas.
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PROGRAMA CIENTIFICO

MIERCOLES 17 DE NOVIEMBRE
10:00 - 11:00 h. Inauguracién

11:00 - 12:30 h. SESION 1 - Investigacion traslacional e
Innovaciéon en Reproduccién Humana.

11:00 - 11:45 h. Regulacion de las técnicas de transferen-
cia nuclear a nivel mundial.

Ponente: César Palacios Gonzélez, The Oxford Uehiro Cen-
tre for Practical Ethics. Oxford University. Oxford — UK.

11:45 - 12:30 h. Genome editing in human embryos: la-
test results, prospects and translation to clinical practice.
Speaker: Shoukhrat Mitalipov, Center for Embryonic Cell
and Gene Therapy. Oregon Health & Science University.
Portland, Oregén — EEUU

12:30- 13:30 h. DEBATE

El futuro del embriélogo clinico tras la automatizacion de
los laboratorios.

Ponentes: Marcos Meseguer Escrivd, IVI Valencia, Valencia y
Emilio Gomez Sanchez, TAHE Fertilidad, Murcia.

13:30- 15:00 h. Comida

15:00 - 16:30 h. SESION 2 - Criobiologia

15:00 - 15:45 h. Guia de recomendaciones sobre Crio-

genia.

Ponente: Miquel Solé Inarejos, Institut Universitari DEXEUS,

Barcelona.
15:45 - 16:30 h. Criopreservacién de tejido ovarico.
Ponente: Christiani Andrade Amorin, UCLouvain (Universi-
ty of Louvain), Institut de recherche expérimentale et clini-
que, GYNE research group, Brussels, Belgium

16:30 - 17:15 h. SIMPOSIO 1 - MERCK

17:15 - 18:15 h. Comunicaciones Criobiologia

18:15 - 20:00 h. Céctel Inaugural
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JUEVES 18 DE NOVIEMBRE
08:35 - 09:45 h. SESION 3 - Embriologia 1

08:35-09:10 h. Edicién genética de embriones humanos
para fines de investigacion cientifica.

Ponente: AnaVeiga Lluch, Institut d'Investigacié Biomedica
de Bellvitge. IDIBELL. 'Hospitalet de Llobregat, Barcelona.

09:10 - 09:45 h. Developmental potential of aneuploid
human embryos cultured beyond implantation.
Speaker: Marta Shahbazi, MRC Laboratory of Molecular
Biology, Cambridge, UK

09:45 - 10:45 h. COMUNICACIONES EMBRIOLOGIA 1

10:45 - 11:05 h. Pausa Café y exposicion 3 Posters finalis-
tas Premio Mejor Poster ASEBIR 2021

11:05 - 12:15 h. SESION 3 - Embriologia 2

11:05 - 11:40 h. Las células madre en la medicina Repro-
ductiva: jEstan listas para el paciente?

Ponente: Cristina Eguizabal Argaiz, Centro Vasco de Trans-
fusion y Tejidos Humanos (CVTTH), Galdakao, Bizkaia.

11:40 - 12:15 h. Estudio multicéntrico para la validaciéon
del criterio ASEBIR sobre la valoracién morfolédgica de
blastocistos.

Ponente: M Carme Pons Gatell, Institut Universitari DEXEUS,
Barcelona.

12:15 - 13:05 h. Comunicaciones Embriologia 2

13:05 - 13:50 h. SIMPOSIO 2 - Coopersurgical

13:50 - 15:15 h. Comida

15:15 - 16:45 h. SESION 4 - Andrologia
15:15 - 16:00 h. El RNA espermatico: un campo emer-
gente en la busqueda de biomarcadores de fertilidad
masculina.

Ponente: Joan Blanco Rodriguez, Universitat Autonoma de
Barcelona, Barcelona.

JUNIO 2021

16:00 - 16:45 h. Proteinas de membrana esenciales para
la fecundacion. Aplicacién en microesferas y modelos
tridimensionales.

Ponente: Marfa Jiménez Movilla. Universidad de Murcia,
Murcia.

16:45 - 17:30 h. SIMPOSIO 3 - Grupo EMB

17:30- 17:50 h. Pausa Café y exposicion 3 Posters finalis-
tas Premio Mejor Poster ASEBIR 2021

17:50 - 18:50 h. Comunicaciones Andrologia 2

18:50 - 19:05 h. Exposicion premio EMB-ASEBIR 2019:
Blastocistos humanos procedentes de cigotos unipronu-
cleares: un modelo biolégico para el estudio de la ploidia,
euploidia, topografia y parentalidad cromosémicas.

Ponente: Xavier Vendrell Montén, Sistemas Gendmicos, S.L.,
Paterna, Valencia.

VIERNES 19 DE NOVIEMBRE

08:30 - 10:00 h. SESION 5 - Genética
08:30-09:15 h. Importancia del asesoramiento genético
en Reproduccion Asistida.
Ponente: Anna Abuli, Institut Universitari Dexeus, Barcelona.
09:15 - 10:00 h. Importancia del cribado poblacional en
Reproduccion Asistida.
Ponente: Julio Martin Rodriguez, IGENOMIX; Paterna, Va-
lencia.

10:00 - 11:00 h. Comunicaciones Genética

11:00 - 11:30 h. Pausa Café

11:30 - 12:15 h. SIMPOSIO 4 - Miltenyi Biotec

12:15 - 13:45 h. Asamblea General Ordinaria Socios ASEBIR

13:45-15:15 h. Comida
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15:15 - 16:45 h. SESION 6 - Calidad
15:15 - 16:00 h. Planes de contingencia en las Unidades
de Reproduccion.
Ponente: Empar Ferrer i Robles, CREA (Centro Médico de
Reproduccion Asistida), Valencia.
16:00 - 16:45 h. Actualizacién de los RRHH, RRFF y ges-
tion de la calidad en el laboratorio.
Ponente: Carla Olmedo Illueca, Hospital General Universi-
tario de Valencia, Valencia.

16:45 - 17:30 h. SIMPOSIO 5

17:30 - 17:50 h. Pausa Café

17:50 - 18:50 h. Comunicaciones Calidad

18:50 - 19:00 h. Exposicion Mejor Péster 2021

19:00 - 19:15 h. Cierre y Clausura del Congreso

Cena de Clausura y Entrega del Premio “EMB-ASEBIR 2021”

YUCosan
ASEBIR

oledo 207/
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Nuestro agradecimiento a las casas comerciales sin cuya colaboracién no seria posible realizar este evento.
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NOTICIAS

CONCURSO
FOTOGRAFICO

15 PREMIO
Titulo: Snowflake / Categoria: Criobiologia
Autor: Irene Molina Gonzélez / Socio ASEBIR: N° 766

GANADORES 2021

Aqui os presentamos las fotos ganadoras del Il Irene Molina ha consequido, con el 1° premio, una
Concurso Fotogrdfico ASEBIR. inscripcion gratuita al XI Congreso ASEBIR que
celebraremos en Toledo, del 17 al 19 de noviem-
bre. Maria Ferndndez, con el 2° premio, ha ganado
200€y Juan Manuel Moreno, con el 3° premio, 100 €.

Felicidades a los ganadores.

3% PREMIO

Titulo: Este trabajo es vida / Categoria: Embriologia

Autor: Juan Manuel Moreno Moya / Socio ASEBIR: N° 1090
2° PREMIO

Titulo: ;seXX or seXY? / Categoria: Embriologia
Autor: Maria Fernandez Diaz / Socio ASEBIR: N° 916
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IMAGEN DE PORTADA

Logotipo del XI Congreso ASEBIR. Toledo 2021
IMAGEN DE CONTRAPORTADA

1¢'Premio Concurso de Fotografia ASEBIR 2021







