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1 RESUMEN

En el presente trabajo se exponen los Gltimos avances en reproduccion asistida en relacion
con el papel que desempefian las células madre. Entre ellos se incluye la oportunidad de
salvar vidas gracias al transplante de células madre de los bebés medicamento. Otro
importante logro es la transferencia pronuclear, esta técnica permite que las mujeres que
trasmiten enfermedades mitocondriales, hasta ahora incurables, puedan tener hijos sanos.
Las células madre también han abierto un prometedor camino consiguiendo formar
gametos a partir de células madre adultas. Este campo aln esta en experimentacion, pero
podria suponer una gran oportunidad para las parejas que no pueden tener hijos por fallos
en los gametos.

PALABRAS CLAVE: célula madre, fecundaciéon in vitro, células pluripotenciales

inducidas, bebé medicamento, transferencia pronuclear.

ABSTRACT

In the present work the latest advances in assisted reproduction are exposed in relation to
the role played by stem cells. These achievements include the opportunity to save lives
thanks to transplant of stem cells of savior sibling. Another important achievement is the
pronuclear transfer, this technique allows women who transmit mitochondrial diseases, so
far incurable, to have healthy children. Stem cells have also opened a promising path to
form gametes from adult stem cells. This field is still at the development stage, but it
could be a great opportunity for couples who can not have children because of gamete

failure.

KEY WORDS: stem cell, in vitro fertilization, iPS, savior sibling, pronuclear transfer.
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INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

2.1 Conceptos relacionados con la fecundacion in vitro

La esterilidad es “un trastorno de la fertilidad humana que se caracteriza por la
incapacidad para lograr un embarazo tras un afio o mas de relaciones sexuales

habituales y sin ningtin método anticonceptivo™,

La esterilidad se puede se puede clasificar en primaria, que incluye a las parejas que
nunca han conseguido un embarazo; y en secundaria que se atribuye a las parejas que

alguna vez han tenido un embarazo, ya sea con un nacido vivo o con un aborto®.

La infertilidad es una enfermedad del sistema reproductivo que se define como “la
incapacidad de lograr gestaciones capaces de desarrollar un feto viable después

de un afio 0 mas de relaciones sexuales no protegidas” 2.

Existen dos tipos de infertilidad: la primaria se refiere a las mujeres que tras quedarse
embarazadas no han conseguido tener un recién nacido vivo; y se considera secundaria
si las mujeres después de haber llevado a cabo un embarazo y parto normal, no

consiguen llevar a término un nuevo embarazo3.

En los paises occidentales el 15% de la poblacion en edad reproductiva tienen
problemas de esterilidad, el incremento de esta enfermedad en los paises desarrollados

se debe principalmente al aumento progresivo de la edad de la maternidad®.

En el momento actual, Espafia gracias a su legislacion y a la calidad de sus numerosos
centros, es lider europeo en tratamientos con ovodonacion siendo ademas

probablemente el tercer pais en Europa en nimero de tratamientos®*.

Dentro de la reproduccion asistida nos vamos a centrar en la fecundacion in vitro
(FIV) y la microinyeccion espermatica (ICSI).

Las situaciones en las que se recurre a la fecundacién in vitro son: fracasos de
inseminacidn, obstruccién o ausencia de trompas de Falopio, endometriosis graves,
trastornos de la ovulacion que no se han podido resolver con otros tratamientos,

alteraciones inmunologicas con trascendencia reproductiva, fracaso en otros
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tratamientos previos, motivo desconocido de esterilidad o infertilidad, necesidad de

diagndstico genético preimplantacional?.

En la fecundacion in vitro se ponen en contacto los espermatozoides y los ovocitos

para conseguir la fecundacion y el desarrollo embrionario inicial fuera del organismo

de la mujer. Para ello es necesario al menos 25.000 espermatozoides por ovocito.

La microinyeccion espermatica es una variedad de la anterior y consiste en

introducir un espermatozoide en el interior de cada ovocito®,

Fases de la fecundacion in vitro 23:

Estimulacion ovérica
Para obtener el nimero de ovocitos necesarios para llevar a cabo la
fecundaciéon in vitro, tanto si se trata de la convencional como de la
microinyeccion, es necesario realizar un tratamiento de estimulacion hormonal
de ovarios de manera controlada mediante administracion de farmacos. Se
pueden combinar distintos tipos de farmacos:
e Anélogos de la hormona liberadora de gonadotropina (GnRH): tanto
agonistas como antagonistas.
e Diferentes tipos de gonadotropinas: HMG, LH, FSH recombinante o
urinaria
e Inductores de la ovulacion: letrozol o citrato de clomifeno.
Con esta fase se consigue: bloguear los mecanismos fisioldgicos de control del
ciclo ovarico, estimular el desarrollo de varios foliculos ovaricos, provocar la
maduracion final de los ovocitos y desencadenar los mecanismos de ovulacion
en un momento especifico, el cual servira de referencia para programar la

extraccion de los ovocitos.

Puncion ovérica
La puncion ovarica es una intervencion ambulatoria en la que se extraen los

ovocitos maduros bajo control ecogréafico y anestesia.
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Fertilizacion in vitro y cultivo embrionario

Los espermatozoides se pueden obtener a partir de una muestra de semen, o
también es posible adquirirlos a través de una puncion del epididimo o de una
biopsia testicular.

Para seleccionar los espermatozoides que serdn utilizados en las técnicas de
fecundacion, todas las muestras seran sometidos a una preparacion en el

laboratorio.

En la FIV convencional, se ponen en contacto 25.000 espermatozoides
aproximadamente con cada uno de los ovocitos.
Sin embrago, en la ICSI, se introduce un solo espermatozoide en el citoplasma

del évulo.

Tras cultivar los embriones varios dias en el laboratorio, se clasifican segin su
calidad con la finalidad de proponer a los pacientes un nimero adecuado para

su transferencia.

Trasferencia de embriones

La transferencia embrionaria consiste en introducir dentro del Gtero de la
paciente los embriones seleccionados en la fase anterior.

Es un proceso indoloro, que no necesita anestesia y que se lleva a cabo con una
canula muy fina que permite acceder al fondo del Gtero y colocar ahi los
embriones. La paciente debera recibir un tratamiento hormonal para favorecer

que el embarazo sea viable.

Criopreservacion de embriones sobrantes

Los embriones evolutivos que no se transfieren al Gtero se criopreservan para
poder ser utilizados, en el caso de que no se logre gestacion o que se quiera
tener otro hijo, todo ello sin necesidad de que la paciente vuelva a pasar por las

fases méas complejas de la tecnica.
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2.2 Células madre

Una célula madre o troncal (stem cell) es aquella que tiene la capacidad de dividirse
simultaneamente para preservar por un lado su autorrenovacion, es decir, generar
mas células madre con las mismas propiedades que la original, y por otro lado,
originar células hijas con capacidad de diferenciarse en distintos tipos celulares con
caracteristicas y funciones especializadas, siempre que se encuentran bajo las
condiciones apropiadas del microambiente®®”.

A continuacién, se va a explicar con mas detalle los tipos de células madre que estan

relacionadas con los tratamientos de reproduccidn asistida.

Las células madre embrionarias (CME) se obtienen de la masa celular interna del
embrion de los mamiferos en la etapa de blastocisto. Entre sus caracteristicas mas
importantes destacan que, in vitro, son capaces de multiplicarse ilimitadamente y a su
vez mantener su pluripotencialidad, es decir, pueden diferenciarse en cualquier tejido

del organismo.

Las células madre somaticas o adultas son aquellas que se encuentran en tejidos
especificos de un organismo totalmente desarrollado. Estan presentes en la médula
Osea, tejido neuronal, epidérmico, gastrointestinal, musculo esquelético, musculo

cardiaco, higado, pancreas y pulmon®?®.

En un principio se consideraba que las células madre adultas sdélo podian
diferenciarse en un tipo celular del mismo tejido de origen, en los Gltimos afios se han
realizado varios estudios que sugieren que las células madre adultas son capaces de
diferenciarse en tejidos derivados de otras capas embrionarias, siendo el caso mas
tipico el de las células madre hematopoyéticas. Este fenOmeno se denomina
versatilidad o transdiferenciacion y se cree que se debe al cambio de su programa de
diferenciacion como respuesta a las nuevas sefiales que reciben debidas a la

sustitucién de su entorno natural por otro”/%°,

Las ceélulas madre mesenquimales son celulas adultas con morfologia de
fibroblastos. Poseen una gran plasticidad hacia diversos linajes celulares como

condrocitos, osteocitos, adipocitos e incluso pueden diferenciarse en neuronas en
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determinadas condiciones. Son consideradas multipotentes porque son capaces de
diferenciarse en tejidos derivados de ectodermo y mesodermo, pero no del
endodermo®. Estas células se encuentran principalmente en médula 6sea, sangre de
cordon umbilical y tejido adiposo. Se ha demostrado que estas células son necesarias
para el mantenimiento y expansion de celulas madre hematopoyéticas derivadas de la
médula 6sea de adultos y de la sangre del cordén umbilical. Ademas, son capaces de
dirigirse donde hay inflamacion y si se inhalan son capaces de llegar en una hora a las
zonas donde se encuentra la lesion salvando la barrera hematoencefélica. Estas
células suponen un amplio potencial en trasplantes de médula 6sea, enfermedades
autoinmunes, enfermedades degenerativas, vehiculo de virus y farmacos y trasplante

de 6rganos entre otras'®.

Las celulas pluripotentes inducidas o iPS son celulas adultas maduras
reprogramadas para que pierdan su identidad y se conviertan en células pluripotentes
con caracteristicas similares a las embrionarias. En agosto de 2006 Kazutoshi
Takahashi y Shinya Yamanaka publicaron en la revista Cell, la primera descripcion
de las células troncales pluripotentes inducidas. Identificaron los cuatro genes que
jugaban un papel esencial en la formacién de las iPS, éstos eran Oct3/4, Sox2, Kfl4 y
c-Myc (denominados genes Yamanaka). A través de retrovirus portadores de la
secuencia génica de los cuatro genes, se llevaba a cabo la transformacién celular. Los
ensayos fueron realizados con unos fibroblastos de raton mutados (knockout) para el
gen Fbx15, especifico en células embrionarias pero no indispensable, en los que este
locus dirigia la expresion de un cassette de resistencia al antibiotico G418.
Unicamente las combinaciones génicas que conseguian transformar las células
somaticas en células madre pluripotentes eran las que posibilitaban la activacion del
locus Fbx15 y expresar la resistencia al antibiético. Con este trabajo demostraron que
morfolégicamente, y en relacién a los marcadores especificos, las iPS eran iguales a

las células troncales embrionarias, con la Unica diferencia de su procedencia®*213,

A partir de este momento se han publicado muchos trabajos que demuestran la
reproducibilidad y que han permitido incrementar el conocimiento sobre las

aplicaciones de las iPS.
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3 OBJETIVOS

Los objetivos de este trabajo son:
¢ Recopilar informacion sobre los ultimos métodos de reproduccion asistida
o Reflejar la importancia de las células madre en medicina reproductiva
o Identificar cuales de estos métodos tienen una aplicacion clinica

o Sefialar futuras vias de investigacion en este campo

4 MATERIAL Y METODOS.

Para la elaboracion de este trabajo se ha llevado a cabo una revision bibliogréfica
exhaustiva del tema tratado, utilizando diversas fuentes de informacién. Se han consultado
bases de datos, libros de texto, articulos cientificos, libros electronicos, videos, revistas
cientificas y paginas web con el fin de obtener la informacion mas reciente a través de las

palabras clave. En el apartado de bibliografia se encuentra el listado completo.

5 RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Células germinales a partir de células madre embrionarias e IPS

Se han conseguido formar évulos y espermatozoides en ratones a partir de las células
madre pluripotenciales inducidas y las células madre embrionarias

En 2011, Cristina Eguizabal y sus colaboradores lograron la diferenciacién completa
de iPS de humanos a células postmeidticas. En comparacion con informes previos, en
los que se utilizaban CME, las celulas postmeioticas surgieron sin la sobreexpresion
de factores de transcripcion relacionados con la linea germinal. Ademas, obtuvieron
sistematicamente células haploides de iPS tanto de queratinocitos como de sangre del
cordon umbilical, producidas estas células con distinto nimero de factores de

transcripcion y de los dos sexos.

En 2016, el equipo de investigadores de Katsuhiko Hayashi logré obtener 6vulos, que
tras fecundarlos in vitro y transferir los embriones a ratones hembra produjeron

descendencia sana y fertil.
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Las CME e iPS se inducen primero a células primordiales germinales en la linea
celular (PGC) que a su vez se agregan con células somaticas de las gdénadas
embrionarias femeninas. La induccién de PGCs-seguida de la agregacion con las
células somaticas dura hasta 8 dias. Luego, las agregaciones se trasplantan debajo de
la bolsa ovérica, en la cual los PGC crecen hasta ovocitos en estado de vesicula
germinal (GV) aproximadamente en 1 mes. Los ovocitos GV derivados de PGCLC se
pueden madurar en ovarios en 1 dia por maduracion in vitro (IVM), y se pueden
fertilizar con espermatozoides mediante fertilizacion in vitro (FIV) para obtener

descendencia sana y fértil. Este método proporciona un primer paso hacia la

reconstitucion de todo el proceso de ovogénesis in vitro®®.
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Figura 1. Esquema de la formacidn de ovarios a partir de iPS (Hayashi K, Nature 2013;8(8):1513)
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Figura 2. Procedimiento de la reconstitucién y trasplante de ovario

(Hayashi K, Nature 2013;8(8):1513)
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Figura 3: Recoleccion, maduracion y fertilizacion de los ovocitos derivados de PGCs
en microscopia de campo brillante (BF) y microscopia de fluorescencia (SC).
(Hayashi K, Nature 2013;8(8):1513)

11



~
Q
=
<
=
D
D
s
D
S
~
=
s
NJ
-
N
=
S
Q

ia no se hace responsable de la in

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Fa

Trabajo Fin de Grado: Avances tecnoldgicos en reproduccion asistida.

La produccién de gametos in vitro es un campo que continua en desarrollo. Esta
técnica podria suponer una gran esperanza para todas aquellas parejas con problemas
de infertilidad. También dentro de las fases de la fecundacion in vitro supondria
prescindir de las etapas de hiperestimulacion y puncién ovérica evitando los efectos
adversos que conllevan. Gracias a las células iPS se evita el problema ético de uso de
embriones humanos y ademas ayudara a comprender mejor los procesos moleculares
de la diferenciacion de los gametos, lo que supondra una mejora en los métodos para

la produccion de gametos in vitro funcionales en humanos.

5.2 Bebé medicamento

El dnico tratamiento existente para los trastornos sanguineos es el trasplante de
células madre hematopoyeéticas. La tasa de éxito del tratamiento es mucho mayor si el
donante es un hermano compatible!®. Por este motivo, hay familias afectadas que
optan por tener bebés que sean HLA compatibles con el hijo enfermo,
seleccionandolos a través del diagndstico genético preimplantacional (PGD)Y. Esta
técnica se ha utilizado para la prueba de los trastornos monogeénicos.

El procedimiento consiste en una estimulacion ovarica de la madre para poder
fecundar varios 6vulos y generar el mayor nimero posible de embriones. En el
siguiente paso se toman una o dos células de los embriones en estadios muy
tempranos, normalmente de ocho células, y se las somete a un examen genético con el
fin de determinar si hay enfermedades genéticas que pueden transmitirse a la
descendencia y comprobar la histocompatibilidad de los embriones con el sistema
inmunitario del futuro receptor. A partir del resultado obtenido, se seleccionan uno o
dos embriones compatibles para implantarlos en el Gtero de la madre. Una vez que el
bebé ha nacido, se recolecta la sangre del cordon umbilical, se procesa y con ella se

realiza un trasplante de células madre al hermano enfermo®118,

12
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Figura 4: Fecundacion in vitro Figura 5: Microinyeccion

convencional intracitoplasmatica del espermatozoide

Figura 5: Embridn grado Il, de ocho células,

el dia 3, después de fecundacion in vitro

( Patrizio P., Atlas de reproduccion

asistida McGraw-Hill: 2004)
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Figura 6: Proceso de DGP
(Vendrell X. La genética reproductiva. Pensamiento Revista de Investigacion e

Informacion Filoséfica 2017)

El primer bebé medicamento nacié en Estados Unidos en el afio 2000. Pasados dos
afios, una pareja inglesa se traslad6 a Estados Unidos para tener un hijo que pudiera
salvar a su hermano que padecia beta-talasemia mayor, un trastorno profundo de la

sintesis de hemoglobina que afecta a la hematopoyesis.

En Espafia en el afio 2008, en el Hospital Virgen del Rocio de Sevilla, se realiz6 el
primer trasplante de sangre de cordon umbilical (SCU) siendo ademas el primer bebé
medicamento con HLA idéntico a su hermano, el cual padecia beta-talasemia
mayor?.

En 2012, en el mismo hospital de Sevilla nace el segundo bebé medicamento para
salvar a su hermano de una aplasia medular, siendo esta la Unica manera de salvar a
su hijo tras haber intentado sin resultado, tratamientos inmunosupresores y tras

solicitar un donante no emparentado al Registro Espariol de Donantes de Médula.

14
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Para todas aquellas parejas que tienen un hijo que padece alguna enfermedad
sanguinea, concebir un hijo genéticamente compatible ha supuesto la solucion mas

factible para salvar la vida de su hijo.

5.3 Transferencia pronuclear

Las enfermedades mitocondriales son un grupo heterogéneo, caracterizadas por el
fallo en el funcionamiento de la cadena respiratoria mitocondrial. Estos trastornos no

tienen tratamiento conocido y son graves en su mayoria®t?,

En reproduccion asistida, una de las primeras propuestas para evitar las enfermedades
mitocondriales fue utilizar el diagndstico genético preimplantacional (PGD). La
finalidad era seleccionar los embriones libres de la mutacion e implantarlos en el

Utero materno interrumpiendo asi el patron de herencia de la enfermedad?2,

Cuando el PGD no es apropiado, las enfermedades mitocondriales se pueden evitar
por transferencia nuclear del huso meiotico (SNT), transferencia pronuclear (PNT) o

transferencia del cuerpo polar (PBT)%.

En 2009, el grupo de investigadores de Tachibana dieron a conocer el nacimiento de
crias de monos Rhesus en los que remplazaron los genes mitocondriales a través de

transferencia nuclear?*.

En septiembre 2016, nace el primer nifio concebido por fecundacion in vitro por
transferencia nuclear para evitar el sindrome de Leigh. Esta enfermedad mitocondrial
se caracteriza por trastornos degenerativos multisistémicos que aparecen en el primer
afio de vida, disfunciones del tallo cerebral y de los ganglios basales,
desmielinizacion, regresion psicomotora, asi como retraso en el desarrollo, ataxia,

convulsiones y neuropatia periférica>.
La técnica a la que recurrieron los médicos fue la transferencia nuclear del huso

meiotico para evitar la destruccion de embriones ya que por motivos religiosos iba en

contra de las creencias de la pareja.
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Primero se extrajo el nucleo de un 6vulo de la madre y al évulo de la donante se le
retir6 su ndcleo. Seguidamente, se introdujo el nicleo de la madre en el évulo de la
donante. Mediante microinyeccion espermatica se fecundo al évulo resultante. De los
cinco Gvulos reconstituidos y fertilizados por ICSI, s6lo cuatro se transformaron en
blastocistos. A través del PGD, se observé que s6lo un blastocisto era euploide
mientras que los otros tres eran aneuploides. El blastocisto euploide se colocé en el
utero de la madre dando como resultado un embarazo sin complicaciones con el parto

de un nifio sano a las 37 semanas de gestacion?®

En la trasferencia pronuclear (PNT) primero se fertilizan con el espermatozoide del
padre los dos 6vulos, el de la madre y el de la donante. Después, se retira el nlcleo de
los dos cigotos formados, conservando Unicamente el nucleo resultante de la fusion
de los gametos de los padres. Ese nucleo se introduce en el embrién de la donante.

Por ultimo, el embridn resultante se introduce en el Gtero de la madre.

Estas técnicas suponen una esperanza para las enfermedades mitocondriales, que

actualmente no tienen tratamientos efectivos y que por tanto son incurables.

Ovulodela Extraccion de huso meidtico e

madre introduccion en el 6vulo de la
donante Ovulo fecundado
aqi'
A |
\ /
L
~ —Q‘
Huso Primer corpusculo R s > ok
ol P S "-
polar g
-~ oS .
e -\ A~ Segundo corpusculo
o) | —> olar
Dt P \.-\ P L e
3 Embridn reconstituido
: con mitocondrias
Extracciony normales

eliminacion del
nucleo de la donante

Figura 7. Esquema de transferencia nuclear del huso meidtico.
(Greenfield A., Nature 2017; 35(11):1059-1068.)
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Ovulo materno Extraccion del prontcleo
fecundado del Cigoto e
Cigoto introduccién en el
\__ \ ===, embrionde ladonante  Embridn con
2 PN W U NN . =
: S\ y SSAY
| B\ ‘ ' mitocondrias
W /X N A/ normales
NS 2 S
mitocondrias T/ - ol
defectuosas ! - :
huszo )
CP1 S
-5 - "%
\’:. ‘ W ol cP2
W — > |
\37. .\'_ \'¢\
mitocondrias .
normales CIgOtO

Ovulo de la donante
fecundado

Figura 8: Esquema de transferencia pronuclear
(Greenfield A., Nature 2017; 35(11):1059-1068.)

6 CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

La formacidn de 6vulos a partir de células madre adultas supone un gran avance en la
reproduccion asistida.

En el momento que llegue a la clinica supondria la eliminacién de las dos primeras
fases de la fecundacion in vitro, evitando el tratamiento hormonal con farmacos y el
posible riesgo de embarazo mdltiple.

También permitiria que las mujeres estériles tuvieran hijos con su mismo material
genético sin tener que recurrir a la donacién de 6vulos.

Gracias al descubrimiento de las iPS puede evitarse el uso de embriones para la
obtencion de células madre pluripotenciales, siendo una solucion a este problema
ético.

Actualmente las iPS se utilizan como modelo in vitro de enfermedades para
desarrollar medicamentos, pero ain queda mucho por investigar hasta conseguir que
puedan utilizarse en la préactica clinica en humanos frente a la infertilidad.

La transferencia pronuclear supone la mejor opcion para parejas portadoras de
enfermedades mitocondriales de tener un hijo sano con el material genético de ambos

padres.
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10.

11.
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7) En 2016 naci6 el primer nifio con esta técnica, por lo que todavia hay que controlar
que a largo plazo no haya problemas derivados de la técnica.

8) EIl bebé medicamento es la solucion mas factible para asegurar la salvacion de una
persona con una enfermedad sanguinea.

9) Este tipo de avance supone problemas de tipo ético-religioso que hay que tener
presente.
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