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QUERIDOS COMPANEROS Y COMPANERAS DE ASEBIR

Tenéis en vuestras manos el libro de comunicaciones de nuestro V Congreso jTodo un orgullo llegar a este niimero! Y gran satisfaccion
observar que nuestra sociedad sigue creciendo y consoliddndose como podéis apreciar por la respuesta: muchas inscripciones que
esperamos se conviertan en un alto grado de participacion, mas comunicaciones enviadas que en las ediciones anteriores y trabajos
de graninterés.

A pesar de la crisis econémica, nuestras mentes y espiritu emprendedor en el drea clinica y basica no se han visto en absoluto
afectados jEnhorabuena!

Esperamos que encontréis muy interesantes las ponencias, los trabajos seleccionadas, asi como los temas elegidos para los
Simpésiums Satélites. Los comités organizador y cientifico han participado considerablemente para conseguirlo, sin olvidar la
inestimable ayuda de la secretaria de nuestra sociedad. En la linea de la edicién anterior en Bilbao, la comisién de Formacién
Continuada de la Comunidad Valenciana nos reconoce con 2,5 créditos el interés formativo del Congreso, otro paso mas que puede
ayudarnos a consequir nuestra identidad en el area de la Biologia de la Reproduccion.

Una vez mds, queremos hacer extensivo nuestro agradecimiento a nuestros colaboradores de la industria que han contribuido
enormemente a que el V Congreso de ASEBIR sea una realidad. El éxito del Congreso dependerd de todos nosotros, claro, pero
también del soporte continuo que recibimos de ellos, nuestros proveedores.

El Congreso de Valencia serd el primero en el que se elija una Junta Directiva por el sistema de listas cerradas. En su dia propusimos
esta modificacion para tener equipos directivos compactos capaces de afrontar nuevos hitos y para que ASEBIR siga creciendo y
obtenga el maximo reconocimiento, tanto en la investigacion basica como en la embriologia clinica, en todos los niveles de la
Administracién. Elegir una nueva Junta Directiva significa también el cese de las anteriores, y en concreto en esta ocasion, Begofia
Aran, Nieves Cremades y M. Victoria Hurtado de Mendoza finalizan sus responsabilidades después de nueve afios de dedicacion, que
son muchos, con muchas energias consumidas y muchos proyectos realizados. Aunque seguro que ellas que no se desvincularan de
ASEBIR, sabemos que en Valencia estaran muy tristes y esperamos que las miméis mucho.

Finalmente, deseamos que disfrutéis de vuestra estancia en Valenciay os extendemos una calurosa bienvenida al mismo tiempo que
enviamos un afectuoso recuerdo a los que, por permitir que otros compaiieros asistan al evento y asi no desatender a los pacientes,
no podais estar con nosotros.

iUn abrazo! ;Nos vemos en Valencia!
Atentamente,

Dra. M2 José de los Santos Mark Grossmann i Camps
Presidenta del Comité Organizador Presidente de ASEBIR
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MIERCOLES, 25 DE NOVIEMBRE - TARDE

15:00 - 20:00 hrs. Apertura de secretarfa y colocacién de Pésters I.

16:00 - 17:00 hrs. Inauguracién oficial del V Congreso Nacional ASEBIR.

17:00 - 19:30 hrs. Grupos de Interés ASEBIR. Moderadora: M2 José Figueroa (Cadiz) - Inmaculada Molina (Valencia).

17:00 - 17:30 hrs. Estado actual del Grupo de Interés de Calidad Embrionaria. Actualizacion de la clasificacion de ASEBIR.
Ponente: Dr. Jorge Martin Cuadros (Clinica FIV, Madrid)

17:30 - 18:00 hrs. Creacion del tercer Cuaderno de Embriologia “Afianzamiento de calidad: aspectos técnicos y aspectos biologicos”.
Ponente: Dr. Manuel Ardoy (H. Univ. Gregorio Marafion, Madrid)

18:00 - 18:30 hrs. Indicadores Laboratorio de Embriologia Clinica. Ponente: Dr. Juan Manuel Moreno (Clinica Vistahermosa, Alicante)
18:30 - 19:00 hrs. Estado actual de Grupo de Interés de DGP. Ponente: Dra. Esther Ferndndez (GENIALITY, Madrid)

19:00 - 19:30 hrs. Registros SEF. Ponente: Dr. José Antonio Castilla (H. U. Virgen de las Nieves, Granada)

20:30 hrs. Cocktail Inaugural en el Palacio de Congresos.
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JUEVES, 26 DE NOVIEMBRE - MANANA

08:00 - 14:00 hrs. Apertura de secretaria y colocacion de Pésters II.
09:00 hrs. Apertura mesa electoral ASEBIR.

09:00 - 11:00 hrs. Sesién Embriologia. Moderadores: Amparo Ruiz (Valencia) - Maria Bonada (Londres).

09:00 - 09:40 hrs. Ponencia I: Requisitos del laboratorio de embriologia clinica: Implicaciones de la transposicion
de las Directivas Europeas. Ponente Dra. Cristina Magli (Clinica SISMER, Bologna).

09:40 - 10:20 hrs. Ponencia II: Manejo de pacientes con enfermedades infecciosas en laboratorio de Reproduccion Asistida.
¢ Representa realmente un riesgo en el laboratorio? Ponente Dr. Fernando Marina (I. de Reproduccion CEFER, Barcelona)

10:20 - 11:00 hrs. Ponencia III: Métodos no invasivos de evaluacion de la calidad embrionaria. Respirometria.
Ponente Dra. Lynette Scott (Reading. MA, USA)

11:00 - 11:30 hrs. Pausa café.

11:30 - 13:10 hrs. Comunicaciones Orales. Sesién Embriologia Moderadores: M2 José Escriba (Valencia) - Ezequiel Pérez Campos (SEC).

11:30 - 11:40 hrs.Comunicacion 0-001 - Andlisis de la calidad ovocitaria mediante el consumo de oxigeno; relacion con fecundacion,
desarrollo y calidad embrionaria. A. Tejera, J. Herrero, P. Romero, M. J. de los Santos, J. Remohi, M. Meseguer. (IVI, Valencia)

11:40 - 11:50 hrs.Comunicacion 0-002 - Andlisis de la induccion de la reaccion acrosomica en el espermatozoide humano
mediante el uso de ZP3 recombinante expresada en diferentes lineas celulares de ovario de hdmster chino con glicosilacion
modificada. M. T. Zomefio-Abelldn, M. A. Ramirez, A. Gutiérrez-Addn, M. J. Izquierdo-Rico, M. Jiménez-Movilla, J. L. Girela,
M. J. Gomez-Torres, J. De Juan, J. Ballesta, J. C. Martinez, J. Landeras, M. Avilés. (F. Medicina, UM, Murcia)

11:50 - 12:00 hrs.Comunicacion 0-003 - Fertilidad previa en donantes de ovocitos: ; factor predictivo de embarazo? L.
Echeverria, E. Clua, M. Boada, L. Latre, F. Martinez, A. Veiga. (USP Institut Universitari Dexeus. Barcelona)

12:00 - 12:10 hrs.Comunicacion 0-004 - Identificacion de embriones de raton mediante microparticulas codificadas de polisilicio. S.
Novo, R. Gomez, L. Barrios, M. Duch, J. Esteve, J. A. Plaza, J. Santalo, C. Nogués, E. Ibdriez. (F. Biociencies, UAB, Barcelona)

12:10 - 12:20 hrs.Comunicacion 0-005 - Diferencias en la expresion génica y localizacion de los precursores proteicos de los
péptidos opioides POMCy PDYN en espermatozoides humanos. N. Subirdn, F. M. Pinto, J. L. de Pablo, M. Ferndndez-Sanchez,
M.L.Candenas, J. Irazusta. (UPV/EHU. Leioa, Bizkaia)

12:20 - 12:30 hrs.Comunicacion 0-006 - Aplicacion de la tecnologia del embrioscope para la cuantificacion de la calidad
ovocitaria mediante el andlisis de los patrones de respiracion. J. Herrero, A.Tejera, J. M. de los Santos, M. J. de los Santos, A.
Pellicer, M. Meseguer. (IVI, Valencia)

12:30 - 12:40 hrs.Comunicacion 0-007 - El cultivo de embriones en bajas tensiones de oxigeno, mejora las tasas de gestacion
e implantacion en ciclos de donacion de ovocitos: Resultados preliminares. P. Gamiz, A. Tejera, J. M. De Los Santos, S. Pérez,
C. Albert, P. Romero, M. J. De Los Santos. (IVI, Valencia)

12:40 - 12:50 hrs.Comunicacion 0-008 - Influencia de la multinucleacion en las tasas de implantacion y de aborto en un programa de
fecundacion In Vitro. C. Alonso, M. Lara, B. Buch, C. Segura, R. Garnica, M. Martinez-Moya. (UR, Centro Gutenberg, Mdlaga)

12:50 - 13:00 hrs.Comunicacion 0-009 - Resultado acumulado tras la transferencia de embriones re-vitrificados en ciclos de donacion de
ovocitos de banco. A. Mifsud, D. Castello, N. Grau, M. Meseguer, J. M. de los Santos, A. C. Cobo. (Instituto Universitario IVI, Valencia)

13:00 - 13:10 hrs.Comunicacion 0-010 - Congelacion lenta vs. Vitrificacion con Cryotop en dia 3 de desarrollo y blastos estadio de
blastocisto. Resultados del 2008 en el IVI Madrid. L. Herrero, S. Pareja, C. Losada, M. Jiménez, J. Ferndndez, Y. Minguez. (IVI, Madrid)

13:10 - 14:00 hrs. Simposium Satélite. EMB-Nidacon.

14:00 - 16:00 hrs. Comida congresual.
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JUEVES, 26 DE NOVIEMBRE - TARDE

15:00 - 19:30 hrs. Apertura de secretaria.

16:00 - 17:20 hrs. Sesién Andrologia. Moderadores: Miguel Ruiz (Valencia) - Ferran Garcia (ASESA).
16:00 - 16.40 hrs. Ponencia I: Marcadores moleculares de calidad espermdtica. Ponente. Dr. Marcos Meseguer (IVI, Valencia).

16:40 - 17:20 hrs. Ponencia II: Integridad del ADN espermadtico y su efecto sobre la calidad embrionaria. ;Es clinicamente dtil?
Ponente Dr. Jorge Ten (Instituto Bernabeu, Alicante)

17:20 - 18:20 hrs. Sesion de Posters.
18:00 hrs. Cierre mesa electoral ASEBIR.

18:20 - 19:30 hrs. Comunicaciones Orales. Sesién Andrologia. Moderadores: Joaquin Moreno (Valencia) -Nieves Cremades
(Alicante).

18:20 - 18:30 hrs.Comunicacion 0-011 - Patron de expresion génica diferencial entre muestras de semen que consiguen o no
embarazo con la misma cohorte oocitaria en ciclos de ICSI con ovocitos Donados. S. Garcia-Herrero, N. Garrido, J. A. Martinez-
Conejero, A. Pellicer, J. Remohi, M. Meseguer. (IVI, Valencia)

18:30 - 18:40 hrs.Comunicacion 0-012 - Relacion entre la fragmentacion del DNA espermadtico y las tasas de implantacion,
embarazo evolutivo y aborto en ciclos de FIV. C. Puche, A. Rabanal, C. Castello, A. Busquets, A. Farreras, E. Toro, E. Velilla, F.
Garcia, M. Lopez-Teijon, J. G. Alvarez. (Instituto Marqués, Barcelona)

18:40 - 18:50 hrs.Comunicacion 0-013 - Asociaciones entre metabolitos urinarios de ftalatos [Di(2-etilhexil) ftalato (DEHP)]
v niveles de hormonas reproductivas en varones fértiles. J. Mendiola, N. Jorgensen, A. M. Andersson, F. Liu, S. H. Swan.
University of Rochester Medical Center, New York, USA)

18:50 - 19:00 hrs.Comunicacion 0-014 - Efecto del tabaco sobre la oxidacion del ADN espermadtico y su defensa contra el estrés
oxidativo. T. Viloria, M. Meseguer, J. A. Martinez-Conejero, P. Romero, J. Remohi, N. Garrido. (IVI, Valencia)

19:00 - 19:10 hrs.Comunicacion 0-015 - La Met-encefalina se expresa en espermatozoides humanos y requla la movilidad
espermadtica por via de los receptores opioides. N. Subirdn, M. L. Candenas, E. Agirregoitia, F. M. Pinto, J. L de Pablo, C. G.
Ravina, J. Irazusta. (UPV/EHU. Leioa, Bizkaia)

19:10 - 19:20 hrs.Comunicacion 0-016 - Validacion de un nuevo sistema automdtico para el estudio de aneuploidias en
espermatozoides. S. Santilldn, X. Vendrell, E. Garcia-Mengual, M. Pérez Alonso. (Sistemas Genomicos. Valencia)

19:50 - 19:30 hrs.Comunicacion 0-017 - Relacion entre las vacuolas nucleares observadas por alta magnificacion en
espermatozoides y la fragmentacion del ADN espermdtico. M. Gonzdlez, M. Dorado, M. Hebles, B. Migueles, L. Aguilera,
F. Sdnchez, J. A. Lara, A. Rodriguez, P. Sdnchez. (Clinicas GINEMED, Sevilla)
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VIERNES, 27 DE NOVIEMBRE - MANANA

08:00 - 14:00 hrs. Apertura de secretaria.

08:30 - 10:30 hrs. Sesién Genética y Reproduccién. Moderadores: Begofia Ardn (Barcelona) - Carmen Rubio (Valencia).

08:30 - 09.10 hrs. Ponencia I: Uso de Microarrays en Diagndstico Genético Preimplantacional
Ponente: Dr. Carles Giménez (Reprogenetics Spain, Barcelona).

09:10 - 09:50 hrs. Ponencia II: Qué nos aporta el andlisis genético en espermatozoides en la pareja infértil.
Ponente Dr. Joan Blanco (UAB, Barcelona)

09:50 - 10:30 hrs. Ponencia III: Infertilidad y genética: Produccion de gametos a partir de células madre embrionarias.
Ponente Dra. Anabel Marqués (C. de Investigacion Principe Felipe, Valencia)

10:30 - 11:00 hrs. Pausa café.

11:00 - 11:50 hrs. Comunicaciones Orales. Sesion Genética y Reproduccion Moderadores: Montserrat Boada (Barcelona) - Ana
Monzé (SEF)
11:00 - 11:10 hrs. Comunicacion 0-018 - Blastocistos vitrificados procedentes de Diagndstico Genético Preimplantacional
(DGP) como fuente para la derivacion de células madre embrionarias (CME). M. Solé, B. Aran, M. Parriego, I. Rodriguez-Piza,

J. Santalo, M. Boada, B. Coroleu, A. Veiga. (I. U. Dexeus, Barcelona)

11:10 - 11:20 hrs. Comunicacion 0-019 - Hibridacion gendmica comparada en célula dnica (SC CGH): nueva herramienta para el
screening genético preimplantacional (SGP). B. Lledo, J. A. Ortiz, R. Morales, R. Bernabeu. (Instituto Bernabeu Biotech, Alicante)

11:20- 11:30 hrs. Comunicacion 0-020 - Correlacion entre las anomalias cromosomicas observadas en espermatozoides y en
embriones preimplantatorios. L. Rodrigo, V. Peinado, E. Mateu, M. Mildn, P. Mir, N. Al-Asmar, M. Gil-Salom, C. Rubio. (IVI, Valencia)

11:30 - 11:40 hrs. Comunicacion 0-021 - Estudio de embriones cromosémicamente alterados procedentes de ciclos de FIV-
DGPI y su relacion con el tipo de anomalia meidtica. A. Colomar, S. Ferndndez, E. Toro, 0. Serra, F. Del Rio, G. Lopez, M.
Brassesco, J. G. Alvarez, M. Lopez-Teijon, E. Velilla. (Institut Marqués, Barcelona)

11:40 - 11:50 hrs. Comunicacion 0-022 - Translocaciones robertsonianas: estudio de segregacion y efecto intercromosomico en

embriones preimplantacionales. A. R. Jiménez-Macedo, L. Rabinad, E. Garcia-Guixé, C. Giménez, M. Sandalinas. (Reprogenetics
Spain, Barcelona)

11:50 - 12:35 hrs. Simposium Satélite. ORIGIO MediCult Media.
12:35 - 14:00 hrs. ASAMBLEA ASEBIR

14:00 - 16:00 hrs. Comida congresual
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VIERNES, 27 DE NOVIEMBRE - TARDE

15:00 - 19:30 hrs. Apertura de secretaria.

16:00 - 16.40 hrs. Sesion Aula Virtual. Moderadores: Victoria Hurtado de Mendoza (Sevilla) - Jes(s Zulategui (Valencia)
Usoy aplicacién de clinica de la luz polarizada en Reproduccién. Ponente: Dra. Gemma Arroyo (Institut Universitari Dexeus, Barcelona).

16:40 - 17:20 hrs. Sesion Debate. Moderadores: Victoria Hurtado de Mendoza (Sevilla) - Pilar Gdmiz (Valencia)
Mitos y Leyendas en el laboratorio de Embriologia Clinica: Efecto perjudicial de la luz del laboratorio sobre los embriones humanos.
Ponentes: Dr. Antonio Urries (Clinica Quirén, Zaragoza). Dr. Emilio Gomez (TAHE Fertilidad, Murcia).

17:20 - 17:40 hrs. Pausa café.
17:40 - 17:55 hrs. Premio IVI al Mejor Péster 2009 (Auditorio ITI - Sala Péster) Entregara el premio la Dra. Amparo Ruiz (IVI, Valencia)

18:00 - 19:00 hrs. Comunicaciones Orales. Ovocito como objeto de investigacion. Moderadores: Arancha Galdn (Valencia) - Jorge Ten
(Alicante).

18:00 - 18:10 hrs. Comunicacion 0-023 - Efecto de la vitrificacion con “Cryotop” sobre la configuracion del huso meidtico “in
vivo”. J. F. Zulategui, M. J. de los Santos, V. Garcia, A. Galdn, J. L. Romero, A. C. Cobo. ( IVI, Valencia)

18:10 - 18:20 hrs. Comunicacion 0-024 - Efecto del proceso de vitrificacion sobre la estructura del huso meidtico y organizacion
cromosomica en ovocitos humanos en metafase II. C. C. Dugue, J. Alfonso, R. P. Cervera, A. Monzo, V. Montafiana, R. Moreno, M.
Stojkovic, A. Romeu. (URH Hospital Universitario la Fe, Valencia)

18:20 - 18:30 hrs. Comunicacion 0-025 - Estudio mediante Embryoscope de la maduracion nuclear de oocitos VG recuperados
de ciclo estimulado. Efecto del envejecimiento oocitario in vitro sobre la competencia citoplasmdtica. N. Grau, L. Escrich, T.
Viloria, P. Gamiz, M. Borges, M. J. Escribd. (IVI, Valencia)

18:30 - 18:40 hrs. Comunicacion 0-026 - Metabolomica del liquido folicular procedente de ciclos naturales y estimulados mediante
Resonancia Magnética Nuclear de alta resolucion. V. Garcia-Laez, E. Pifiero-Sagredo, M. J. de los Santos, V. Esteve, B. Celda. (IVI, Valencia)

18:40 - 18:50 hrs. Comunicacion 0-027 - Resultados del estudio de la tasa de aneuploidias en ovocitos de donante tras andlisis
del primery segundo corpdsculo polar mediante FISH. E. Velilla, A. Colomar, S. Ferndndez, E. Toro, A. Casanovas, 0. Serra, R.
Olivares, M. Lopez-Teijon. (Institut Marqués, Barcelona)

18:50 - 19:00 hrs. Comunicacion 0-028 - Los ovocitos humanos expresan los receptores cannabinoides CB1 y CB2 y su
localizacion varia en los diferentes estados de maduracion ovocitaria. L. Peralta, E. Agirregoitia, R. Mendoza, A. Expdsito, R.
Matorras, N. Agirregoitia. (Dpto. Fisiologia, F. Medicina y Odontologia UPV/EHU, Leioa, Bizkaia)

19:00 - 19:30 hrs. Exposicion Premios ASEBIR-EMB 2007. Moderadores: Mark Grossman i Camps (Barcelona) - M2 José de los Santos (Valencia)

19:00 - 19:15 hrs. Premio ASEBIR-EMB de Investigacion Bdsica 2007 “Incidencia de anomalias epigenéticas de los loci H19 y SNRPN
en espermatozoides de individuos que consultan por problemas de fertilidad” Ponente: Dra. Marta Pladevall Sierra (UAB,
Barcelona)

19:15 - 19:30 hrs. Premio ASEBIR-EMB de Embriologia Clinica 2007 “Vitrificacion y hatching asistido” Ponente: Dra. Empar Ferrer
Robles (CREA, Valencia)

19:30 - 20:00 hrs. Clausura V Congreso de ASEBIR 2009 por parte del Dr. Mark Grossmann, Presidente de ASEBIR y la Dra. M2 José
de los Santos, Presidenta del Comité Organizador.

21:30 hrs. Cena de Clausura, anuncio y entrega de los Premios ASEBIR-EMB 2009 por parte del Sr. Sergio Oliver6 (Dir. Gral. Grupo
EMB) y la Dra. M2 José de los Santos (Pta. Comité Organizador)
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INTERES ASEBIR

ESTADO ACTUAL DEL GRUPO DE INTFRES DE CALIDAD EMBRIONARIA.
ACTUALIDAD DE LA CLASIFICACION DE ASEBIR

Dr. Jorge Cuadros. Clinica FIV Madrid

El afio 2005, en el Congreso de ASEBIR
de Zaragoza, M2 Jose Torellé presenté
una ponencia donde se comunicaban los
resultados de un afio de trabajo de la
Comisién “Definicion de criterios de
valoracion morfolégica 'y  su
categorizacion, de oocito a blastocisto”,
cumpliendo el encargo de la Junta
Directiva de ASEBIR de alcanzar un
consenso para la clasificacion de los
embriones humanos, valorando las
caracteristicas de los oocitos y de los
preembriones desde cigoto hasta
blastocisto. Hasta entonces, no existia
una clasificacion  universalmente
aceptada, mediante la cual se pudiera
seleccionar los embriones con mayor
potencial de implantacién, para la
transferencia embrionaria.

Hasta entonces, y hasta la fecha, las
caracteristicas morfoldgicas de los
oocitos y embriones se han utilizado
para alcanzar este objetivo, seleccionar
los mejores embriones para conseguir,
sobre todo, un embarazo Gnico. Sin
embargo, son numerosos los pardmetros
morfolégicos que podrian ser valorados
y, de hecho, diferentes laboratorios
alrededor del mundo han escogido
diferentes parametros para la seleccion
embrionaria. A parte de parametros ya
clasicos, como el nimero de células, el
porcentaje y tipo de fragmentacion
citoplasmica, el tamano de las células y
la ausencia de multinucleacidn, se han
utilizado otros pardmetros como la
distribucion de los cuerpos precursores
nucleolares, la division temprana, el
inicio de adhesion en dia 3, y otros mas.
Inclusive hay quienes han sugerido la
posibilidad de seleccionar los cigotos o
embriones con una solaimagen puntual,
como podria ocurrir en el estadio de
prontcleos. En algunos casos esto ha
surgido por las exigencias legales de
algunos paises.

Ante la diversidad de sistemas de
clasificacién y sistemas de puntuacion,
en muchos casos s6lo (tiles a nivel

interno en el laboratorio, surgia el
problema de la dificultad para
intercambiar  informacién entre
laboratorios para, por ejemplo,
desarrollar estudios multicéntricos,
haciéndose necesario, en el caso de la
literatura cientifica, tener muy claro
como se seleccionan los embriones en
cada articulo, para comprender el
alcance de los resultados. También
hay que llamar la atencion sobre
los resultados, en muchos casos
contradictorios, respecto de la
capacidad de algunos de los pardmetros
sugeridos para determinar el potencial
de implantacion de los embriones.

En este contexto, la Comision “Definicion
de criterios de valoracion morfoldgicay su
categorizacion, de oocito a blastocisto”
realizé un esfuerzo para alcanzar ese
consenso que pudiera ser aceptado de
manera general por cualquier laboratorio.
Siendo un acuerdo de minimos, tuvimos
en cuenta la posibilidad de que los
embriélogos clinicos expertos echaran de
menos algin parametro que ellos
utilizaran en sus laboratorios. Sin
embargo, esperabamos que nadie tuviera
reparos en aceptar los pardmetros
sugeridos como determinantes de la
calidad de los embriones.

Y asi se present6 el sistema de
clasificacion ~ embrionaria, ahora
conocido como “clasificacion ASEBIR”.
La aceptacion general fue muy positiva;
sin embargo, nada mds cumplido este
encargo, la primera conclusién a la que
llegamos dentro de la Comisién, cuya
funcion se extinguia, fue que realmente
no habiamos terminado el trabajo, que
no habfamos hecho nada mdas que
empezar, y que era imperativo continuar
esta labor, para lo cual solicitamos a la
Junta Directiva de ASEBIR Ila
constitucion del Grupo de Interés
“Calidad Embrionaria”.

El trabajo realizado por la Comisién,
luego Grupo de Interés, se plasmo en el

IT Cuaderno de Embriologia Clinica de
ASEBIR “Criterios ASEBIR de valoracién
morfoldgica de oocitos, embriones
tempranos y blastocistos humanos”,
cuya 22 edicién se imprimi6 en 2007. En
este tiempo, el Grupo ha pasado de los
10 integrantes de la Comision, a 14
miembros pertenecientes a centros de
reproduccion asistida de toda Espafa, y
hemos revisado algunos de los aspectos
que no fueron concluyentes en el trabajo
inicial.

Por ejemplo, realizamos ya una nueva
revision exhaustiva de la literatura sobre
la division temprana. La primera
revision, que se encuentra en el II
Cuaderno de Embriologia Clinica, no
permitié concluir si la divisién temprana
es o no determinante del potencial de
implantacién embrionaria. En esta
segunda revisién tampoco encontramos
suficientes argumentos en la literatura
como para modificar lo establecido
inicialmente. No se ha demostrado fuera
de toda duda que la division temprana
sea determinante de la calidad
embrionaria. Sin embargo, podemos
mantener como recomendacién que, una
vez que se haya realizado la seleccién de
los mejores embriones en base a las
caracteristicas morfolégicas elegidas,
entre embriones de calidad similar se
podria escoger los que hayan presentado
division temprana a las 24-27 horas.

De esto, también dedujimos, en este
punto, que la manera de profundizar en
el conocimiento del embrion debia ser
con nuestros propios datos, evaluando en
nuestros propios laboratorios la eficacia
de la clasificacion ASEBIR. Por lo tanto, en
el Grupo de Interés “Calidad Embrionaria”
decidimos evaluar las tasas de
implantacién de los embriones segdn las
categorias establecidas en la clasificacion
ASEBIR (A, B, Cy D), en un estudio
multicéntrico realizado por los propios
miembros del grupo de interés, entre el 8
de Enero y el 31 de Marzo de 2009. Este
estudio comprendié mds de 1000
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transferencias  embrionarias,  con
alrededor de 2000 embriones transferidos.
Los criterios deinclusion para los ciclos de
fecundaciéon in  vitro fueron las
transferencias homogéneas, donde los
embriones transferidos tuvieran la misma
categoria segln la clasificacion ASEBIR (A,
B, C o D), o las transferencias mixtas,
donde los embriones transferidos podrian
ser de diferente categoria ASEBIR, sélo si
la implantacién embrionaria hubiera sido
del 0% o del 100%.

Los objetivos establecidos para este
estudio multicéntrico fueron los
siguientes:

Andlisis de la tasa de implantacion de los
embriones transferidos segin la
clasificacion ASEBIR.

Andlisis de la tasa de implantacién de las
diferentes categorias ASEBIR, en funcién
de la edad de la mujer, estableciéndose

los grupos de edad de <30, 30-34, 35-
39, 40-44 y >4é.

Andlisis de la tasa de implantacién
dentro de una categoria ASEBIR,
seglin los parametros morfolégicos
observados.

Andlisis de la influencia de la
multinucleacién en la clasificacion
ASEBIR.

En dltima instancia, el objetivo final de
este estudio seria la confirmacion, o en
su defecto la modificacion, de lo
establecido en las diferentes categorias
de la clasificacion ASEBIR.

Los resultados obtenidos, después de
una primera valoracién de los datos
recogidos de los diferentes centros de
reproduccion asistida que participaron
en este estudio, han servido, de forma
general, para confirmar la validez de la
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clasificacion ASEBIR. Estos resultados
preliminares han sido los siguientes:

La tasa de implantaciéon embrionaria
disminuye a medida que disminuye la
categoria ASEBIR, independientemente
de la edad de la mujer.

Los embriones de categoria Ay B se
comportan de manera 6ptima en los
grupos de edad de <30 y 30-34 afios.

La tasa de implantacion de los
embriones de categoria C desciende en
los diferentes grupos de edad.

La disminucién de la tasa de
implantacién en los embriones de
categoria D se hace mas drdstica; sin
embargo, siendo de alrededor del 10%,
no es despreciable.

En el momento de la redaccion de este
texto, estos resultados, atn

11

MediCult es una empresa especializada en el desarrollo y fabricaciéon de medios de cultivo para Técnicas
de Reproduccion Asistida. Ofrece productos y medios para la recuperacion de ovocitos, tratamiento del
esperma, cultivo de embriones, criopreservacion y Maduracion In Vitro de ovocitos.

% MediCult le ofrece calidad de producto, servicio e innovacion.

P

MediCult Espana

Gran Via Corts Catalancs 184, 7 - 08038 Barcll r\ M e d i c u It
Tel.: 43493 394 53 91 - Fax: +34 93 394 53 80 >

www.medicult.com Innovation with Care



INTERES ASEBIR

GRUPO DE

— Jorge Cuadros. Clinica FIV Madrid
12

preliminares, estdn siendo procesados
para la valoracién de las significancias
estadisticas de las diferencias
observadas en las tasas deimplantacion
de los embriones segln su categorfa
ASEBIR. Sin embargo, lo obtenido hasta
el momento apunta a la confirmacién de
la eficacia de la clasificacion ASEBIR

para seleccionar los embriones con
mayor potencial deimplantacién para la
transferencia embrionaria.

Con los resultados definitivos de la
evaluacion estadistica, que serdn
presentados en el V Congreso Nacional
ASEBIR de Valencia, esperamos que estas

aseveraciones se confirmen, aunque éste
s6lo sera un paso mas en la comprensién
delembrién humano. Estamos seqguros de
que este trabajo tendrd que continuar, en
ese camino, alin utopico, de “un embrién,
un nifo en el parque”.

INDICADORES LABORATORIO DE EMBRIOLOGIA CLINICA

Dr. Juan Manuel Moreno?, Dr. Manuel Ardoy?, Dr. José Antonio Castilla®y Dr. Emilio Gomez*
! Hospital-Clinica Vistahermosa, Alicante 3 Hospital Virgen de las Nieves, Granada
2 Hospital General Universitario Gregorio Marafién, Madrid 4TAHE Fertilidad, Murcia

INTRODUCCION evaluar la “calidad” de su trabajo en el los Indicadores no deben ser
laboratorio. En este sentido, los interpretados como herramientas de
estdndares deben ser considerados control de nuestra labor sino mas bien
como orientativos de la meta a alcanzar, como un sistema de autoevaluacion, que

pero nunca como una exigencia. Por ello somos libres de utilizar o no, pero que

La elaboracién de unos Indicadores de
Calidad pretende ofrecer al embriélogo
una herramienta con la que medir y

Sistemas Gendémicos compania lider en analisis de ADN
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empleado correctamente nos va a
permitir analizary cuantificar como esy
cémo estd nuestro laboratorio, y en
caso necesario cuales son los
aspectos a mejorar, cambiar o utilizar
adecuadamente.

Indudablemente, los  estdndares
establecidos no son definitivos, y al
igual que los protocolos, deben ser
revisados y adaptados periédicamente
en la misma medida en que cambia la
practica asistencial y la evidencia
cientifica.

Aln asi, hay que considerar los
indicadores de calidad como una
herramienta de trabajo indispensable
para nuestro quehacer diario profesional.

MATERIAL Y METODOS

Dado que wun indicador es un
instrumento  de  medida, que
utilizaremos de forma sistemdtica y cuyo
resultado serd tenido en cuenta en la
gestion de calidad, tendremos que
asegurarnos que refleje la realidad.

Para ello hay que tener en cuenta tres
propiedades que debe reunir todo
indicador para considerarlo atil:

Validez: identifica situaciones en que se
podria mejorar la calidad del proceso a
evaluar.

Sensibilidad: detecta todos los casos en
que se produce una situacién o problema
real de calidad.

Especificidad: detecta sélo aquellos
casos en que existen problemas de
calidad.

Estos aspectos deben ser tenidos en
cuenta cuando se procede a la
construccion de indicadores,
seleccionando aquellos con mayor nivel
de validez, sensibilidad y especificidad.

Ademds, para la construccion de
indicadores, es recomendable definiry
considerar una serie de apartados que
seran de gran ayuda para seleccionar
aquellos que rednan las mejores
caracteristicas:

- Nombre del Indicador
- Dimensidn

- Justificacion

- Formula

- Explicacién de términos
- Poblacién

- Periodicidad

- Tipo

- Fuente de datos

- Estdndar

- Comentarios

Dimensién: Caracteristica o atributo del
indicador para que sea considerado de
calidad.

Justificacion: Utilidad del indicador
como medida de la calidad. Se relaciona
con la validez; es decir, lo que vamos a
medir ;tiene sentido?

Férmula: Expresion matemdtica que
reflejard el resultado de la medicidn.
Habitualmente se expresa en forma de
porcentaje, pero también puede hacerse
como una media o ndmero absoluto.

Explicacion de términos: Definicién de
aquellos aspectos del indicador que
puedan ser ambiguos o sujetos a
diversas interpretaciones.

Poblacién: Descripcion de la unidad de
estudio que van a ser objeto de medida.
En algunas ocasiones sera necesario
introducir criterios de exclusién en la
poblacién asi definida.

Periodicidad:  Para  realizar la
cuantificacion del indicador, no es
necesario hacer la medicién sobre la
totalidad de la poblacién definida sino
que se recurre a la revision de una
muestra. Para elegir la muestra es
necesario que el resultado delindicador
sea considerado representativo de la
poblaciéon definida.

Tipo: Se refiere a la clasificacién de
indicadores segln el enfoque de la
evaluacion. Se identifica como de
estructura, proceso o resultado.

Fuente de datos: Define cudl sera el
origen de la informacién y la secuencia
de obtencion de datos necesaria para
poder cuantificar elindicador.

Estandar: Refleja el nivel deseado de
cumplimiento para el indicador. Nos
referimos siempre a este apartado con la
expresion “estandar orientativo”, dada
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la variabilidad de las fuentes
bibliograficas consultadas, que no
siempre coinciden o presentan un
amplio intervalo de resultados.

Comentarios: Este apartado se reserva
para las reflexiones a la validez del
indicador o a poner de manifiesto
posibles factores de confusién que
deberdn ser tenidos en cuenta a la hora
deinterpretar los resultados.

RESULTADOS

Evidentemente, todos los indicadores
expuestos en “Datos para la
normalizacién de los resultados del
laboratorio de reproduccién humana”,
listado de datos elaborado por una
comision del “Grupo de Interés de
Calidad Embrionaria”, son necesarios en
un laboratorio; pero hemos considerado
oportuno empezar con los que son
verdaderamente dtiles y dejar para mas
adelante el resto.

Los indicadores seleccionados son los
siguientes:

ANDROLOGIA
% de REM
Test de descongelacion

EMBRIOLOGIA

% de fecundacién normal por ICSI

% de fecundacién normal por FIV

% de fallo total de fecundacién normal
(ICSI/F1V)

Bloqueo en pronucleos

Tasa de supervivencia embrionaria
(CRIOPRESERVACION)

GESTACION
% de gestacion clinica
Tasa de implantacion

CONCLUSIONES
Durante la ponencia se irdn definiendo
cada uno de los indicadores
seleccionados.
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Esther Ferndandez Garcia
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ESTADO ACTUAL DEL GRUPO DE INTERES DE DGP

Dra. Esther Fernandez Garcia - Geniality Diagndstico Genético. Madrid

E-mail: efgarcia@geniality.es

Grupo de Interés de Diagnostico Genético Preimplatacional: Dra. Esther Fernandez, Dr. Carles Giménez, Dra. Carmen Rubio.
Vocales: Dra. Monica Parriego, Dra. Lorena Rodrigo, Dra. Esther Velilla y Dr. Xavier Vendrell.

INTRODUCCION

En octubre de 2001 en el seno del primer
Congreso de ASEBIR (Asociacién para el
Estudio de la Biologia de Ila
Reproduccién) se cred el grupo de
interés de Diagnéstico Genético
Preimplantacional (GIdgp) con el objeto
de recopilar la informacién de todos los
centros implicados en el DGP y poder
valorar la situacién del DGP en nuestro
pais. Desde entonces hasta ahora la
aplicacién de las técnicas de DGP se ha
visto incrementada afio tras afio.
Después del primer registro realizado en
2005 (IIT Congreso de ASEBIR en
Zaragoza), donde se recogian los ciclos
de DGP realizados desde Abril de 1993,
hasta Septiembre del afio 2005 (11
Centros). En 2007 (IV Congreso de
ASEBIR en Bilbao) el GIdgp present6 el
segundo registro de datos donde se
recogian los ciclos de DGP realizados en
Espafia desde Septiembre de 2005 a
Diciembre de 2006 (27 Centros). Este
registro, actividad principal del GIdgp,
se ha actualizado y de nuevo en 2009,
esta vez en Valencia en nuestro V
Congreso Nacional, presentamos los
datos de los ciclos de DGP realizados en
nuestro pafs del 1 enero al 31 diciembre
de 2006, recogidos por 32 Centros.
Aunque el esfuerzo en la participacién
ha sido mayor, no podemos olvidar que
en Espafa hay un total de 229 Centros de
Reproduccion Asistida (Dato publicado
en la pagina web de ASEBIR).

Sin embargo estos dos Gltimos afios el
GIdgp, ha visto incrementada su
actividad, como no podia ser de otro
modo, teniendo una participacién activa
a todos los niveles, tanto en la
Administracion, colaborando como
expertos en diferentes reuniones de la
Comision Nacién de Reproduccion
Asistida, como a nivel de Asociaciones
Cientificas con la creacion de la Comisién

de DGP en la Asociacién Espafiola de
Genética Humana (AEGH), y en el
panorama Cientifico con la publicacion
de una carta al editor en el Human
Reproduction y en nuestra revista de
ASEBIR.

Elgrupo deinterés de DGP de ASEBIR, ha
cumplido ya 8 afios, el camino andado
nos da la proyeccion de lo que
llegaremos a ser, como siempre, con la
colaboracién de todos vosotros.

A continuacién presentamos un resumen
de las distintas actividades del grupo de
interés que han tenido lugar a lo largo
de 2008y 2009.

RECOGIDA DE DATOS DE
CORRESPONDIENTE AL ANO 2006.

DGP

Lo primero de todo agradeceros a todos
los socios la participacién en la nueva
recogida de datos correspondiente al
afio 2006. En este caso han sido 32 los
centros que han participado (TablaI). Se
han presentado un total de 1917 ciclos
(Tabla II), de los cuales 1665 ciclos
corresponden a ciclos de Screening de
Aneuploidias (Tabla IIT), y 252 ciclos
corresponden a ciclos de DGP con
indicaciones genéticas conocidas que
tienen riesgo de herencia a la
descendencia. De ellos 124 ciclos
corresponden a  reorganizaciones
cromosémicas (Tabla IV) y 128 ciclos al
Diagnéstico  Preimplantacional de
enfermedades monogénicas (Tabla V).

CONTROVERSIA DEL PGS: CARTA AL
HUMAN'Y A LA REVISTA ASEBIR, FUTURA
CARTA PARA LA SEF.

En estos dltimos dos afios, todos hemos
asistido a la critica feroz a que ha sido
sometida la técnica de DGP para el
despistaje  de aneuploidias que
frecuentemente vemos referenciado

como PGS (del inglés, preimplantation
genetic screening). Han sido varios los
articulos que han querido poner de
manifiesto la “no utilidad” de esta
técnica en el campo de la reproduccién
humana. Lo mas llamativo no ha sido la
publicacion casi al unisono de estos
articulos, sino la buena aceptacién que
han tenido por parte de los
profesionales de la Reproduccién, sin
profundizar en el disefio, la metodologia
o los resultados clinicos de los mismos.
Estas técnicas, asociadas a la FIV, que
llevan practicandose durante mas de 15
anos, en unos meses han sido
desechadas sin contemplaciones.

Como no podia ser de otro modo, desde
el Grupo de Interés en DGP de ASEBIR
hemos estado muy pendientes vy
revisamos estos estudios en los que se
que concluia que la seleccion de
embriones cromosémicamente
normales, para un panel concreto de
cromosomas, no mejoraba las tasas de
embarazo por ciclo para lasindicaciones
de edad materna avanzada, fallo
repetido de implantacién o en pacientes
de buen pronéstico de FIV.

Debido a la trascendencia que han tenido
estas afirmaciones para aquellos que
practicamos la medicina reproductiva,
nuestro primer planteamiento fue
responder de una manera constructiva
mediante una carta al editor, que en
estos momentos esta aceptada para su
publicacién (The importance of good
practice in preimplantation genetic
screening: critical viewpoints. Human
Reproduction, Vol.00, No.00 pp. 1-3,
2009), en la que hicimos hincapié en la
importancia que “una buena practica”
puede tener en los resultados finales del
PGS.

En el dltimo ndmero de la revista
ASEBIR, por cierto muy interesante,
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publicamos esta vez para todos los
asociados de nuestra asociacién, el
debate creado y nuestras conclusiones
finales, siendo conscientes que estas
deliberaciones se tienen que plantear en
el seno de la Ginecologia Reproductiva,
ya que es ahi donde mas dafio han
causado estas afirmaciones. Queda por
tanto pendiente la publicacion en la SEF
de los resultados que aqui se exponen y
de nuestras conclusiones.

ACTIVIDAD EN LA CNRHA.

La Ley 35/1988, de 22 de noviembre,
sobre técnicas de reproduccion asistida,
encomendé al Gobierno establecer,
mediante real decreto, la creacién de
una Comisién Nacional de caracter
permanente, dirigida a orientar sobre la
utilizacién de estas técnicasy colaborar
con la Administracién en la recopilacion
y actualizacion de conocimientos
cientificos y técnicos y en fijar criterios
de funcionamiento de los centros o
servicios en los que se realizan estas
técnicas.

La Comisién se creé mediante el Real
Decreto 415/1997, de 21 de marzo, que
regula su composicién, competencias y
funcionamiento en armonia con el
contenido de aquella disposicién legal.

La Ley 14/2006, de 26 de mayo, sobre
técnicas de reproduccién humana
asistida, abri6 la posibilidad de practicar
nuevas técnicas y otras que en un futuro
puedan surgir por los avances
cientificos. Esta apertura se realiza bajo
estrictas garantias, entre las que se
encuentra el reforzamiento del papel
asesor de la Comision Nacional de
Reproduccién Humana Asistida.

Por este motivo, se hizo necesario
modificar el Real Decreto 415/1997, de
21 de marzo, recogiendo las funciones
que la ley vigente afiadia a la Comision,
incorporando vocales que por sus
conocimientos contribuirdn a su logro e
instituyendo una Comisién Técnica
Permanente que facilitard el trabajo del
Pleno. Esta modificacion del Real
Decreto 415/1997, de 21 de marzo, tuvo
lugar el dia 6 de julio de 2007.

La Comisién Nacional de Reproduccion
Humana Asistida, ha tenido durante
estos dos Gltimos afios una actividad que

podriamos denominar frenética, si la
comparamos con la actividad a la que
nos tenia acostumbrados desde su
creacion (1997). Y lo que es mds
importante ASEBIR, con su presidente a
la cabeza, Dr. Mark Grossmann, ha
participado en diferentes reunionesy ha
tenido un papel destacado en la
elaboracién de documentos:

4 de diciembre de 2008, la CNRHA decide
formar un Grupo de Trabajo ad-hoc para
el estudio de Diagnéstico Genético
Preimplantacionaly Cancer hereditario.

2008, Propuesta para la creacion de la
Tabla de recogida de datos de DGP
armonizada para todas las CCAA. Esta
propuesta estd pendiente de su
aprobacion por el Ministerio de Sanidad
y Politica Social. (pdgina web)

11, Marzo de 2009, reunion del Grupo de
trabajo ESTUDIO DE DGP Y CANCER
HEREDITARIO. En este grupo de trabajo
participan entre otros, Montserrat
Boada (representante espafiola en
ESHRE), Esther Fernandez (presidente
del GIdgp de ASEBIR) y Julio Martin
(Experto en Genética del IVI de
Valencia). A partir de esta reunién salié
publicado en nota de prensa (21 de abril
de 2009):

El Ministerio de Sanidad y Politica Social
da luz verde a una pareja que quiere
tener un bebé libre de un cancer de
mama hereditario.

Primeros casos de cdncer hereditario
que pasan por la Comisién Nacional de
Reproduccién Humana Asistida.

La Comisién Nacional de Reproduccion
Humana Asistida da su visto bueno a la
aplicacion del diagnéstico genético
preimplantacional en este caso y otro de
neoplasia endocrina mdaltiple (cancer
hereditario de tiroides).

Es la primera vez que la Comisién estudia
en Espafia la posible aplicacion de la
seleccion genética de embriones en
casos concretos de cancer hereditarios
graves, de desarrollo precoz vy, en la
mayoria de los casos, carentes de
tratamiento.

La Comisién ha analizado otras 17
solicitudes para el uso del Diagnéstico
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Genético Preimplantacional. De ellas, 6
son para su posible aplicacién con fines
terapéuticos (curar a un hermano).

Abril del 2009, ASEBIR recibe la
SOLICITUD DE LA CNRHA DE ELABORAR
UNA LISTA DE PRINCIPALES
ENFERMEDADES MONOGENICAS. ASEBIR
apoyado en su grupo de interés en DGP,
recibe la solicitud de la Direccién General
de Terapias Avanzadas y Trasplantes de
elaborar una lista con las principales
enfermedades monogénicas
susceptibles de diagnéstico mediante
DGP. Los expertos que participaronen la
reunion de consenso celebrada el 4 de
Mayo de 2009 fueron: Esther Ferndndez,
Silvia Fernandez, Carles Giménez, Julio
Martin, Ménica Parriego, Esther Velillay
Xavier Vendrell, todos ellos miembros de
ASEBIR y del grupo de interés en DGP, y
Montse Boada y Mark Grossmann en
representacion de la Junta Directiva de
ASEBIR.

ORGANIZACION DE CURSOS PARA EL 2009
Y 2010: CURSO DE BIOPSIA
EMBRIONARIA Y CURSO DE GENETICA
PARA EMBRIOLOGOS Y GINECOLOGOS

Este afio 2009 coincidiendo con la
celebraciéon del V Congreso ASEBIR, el
GIdgp inicia una nueva etapa docente
con la puesta en marcha del primer
Curso de Biopsia Embrionaria.

Es labor de la asociacién y en concreto
de su grupo de interés, poner a la
disposicion de los asociados el
aprendizaje de las distintas técnicas de
biopsia embrionaria, con el fin de
introducirlas en la rutina del laboratorio
de FIV, se trata de una técnica de
micromanipulacion embrionaria que
estd en manos de los profesionales de la
reproduccion asistida y son ellos los que
deben iniciarse y llevarla a cabo con el
fin de poder facilitar el DGP en los
distintos Centros.

Para este primer curso contamos con la
participacion de Dres. por todos
conocidos, que trataran en cada caso de
acercar la técnica de biopsia a los
embridlogos.

Por un lado se trataran aspectos Tedricos
de las técnicas, este apartado correrd a
cargo del Dr. Josep Santal6, y por
supuesto aspectos practicos donde se
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podrd realizar la biopsia (Tyrode’s,
mecdnica y ldser) y fijacion de las
células para los estudios con FISH, asi
como el tubing para los casos de PCR.
Para la parte practica contaremos con 9
monitores: Monitores biopsia: Esther
Ferndndez (biopsia mecanica), Carles
Giménez y Antonio Alcaide (biopsia
Tyrode’s) y Ménica Parriego y Xavi
Vendrell (biopsia ldser). Monitores
fijacion: Esther Velilla, Josep Santalé,
Antonio Gonzalez-Utory Carmen Rubio.

El lugar de celebracion del curso serd el
Hotel Sorolla, situado junto al Palacio de
Congresos. EL nimero de Participantes
en esta ocasion serd de 16 a repartir en
8 puestos de trabajo.

Los Patrocinadores: IZASA, EMB,
OLYMPUS, LEICAy DURVIZ

Enelafo 2010, el GIdgp se ha propuesto
poner en marcha el Curso de Genética

OLYMPUS

Your Vision, Our Future
.

OCTAX

para Embridlogos y Ginecdlogos, del que
os tendremos oportunamente informado
en la web.

ACTIVIDAD Y NUEVA CREACION DE
COMISION DE DGP EN LA AEGH

En el afio 2007, el GIdgp presenté un
poster en el “XXIV Congreso Nacional de
la AEGH”, dando a conocer todos los
resultados recogidos desde ASEBIR.
Después de esta experiencia, el GIdgp se
planteé la necesidad de tener una
participacion activa y presencial dentro
de la Asociacion Espafiola de Genética
Humana (AEGH), sociedad de la cual
muchos de nosotros somos socios desde
hace afios, y en donde cada vez
adquieren mayor protagonismo las
técnicas de DGP, sus indicaciones y
resultados.

El paso siguiente fue el envio por parte
del GIdgp de una Solicitud formal a la

OCTAX polarAIDE

pH Online™

OCTAX Laser Shot™

Junta de la AEGH, para la creacién de
una Comisién de DGP donde se hacia
referencia entre otras cosa: “Debido al
enorme impacto social de la aplicacion
de estas técnicas, asi como a lo
novedoso de la tecnologia que se estd
aplicando en estos casos, consideramos
interesante y necesario la creacion de
una comision dedicada expresamente al
DGP dentro de la AEGH. Las indicaciones
clinicas, la metodologia y los avances
que puedan aportar los grupos de
expertos que practican estas técnicas
resultan de radical importancia a la hora
de trasmitir a los usuarios, prescriptores
y a la comunidad en general la situacion
actual del DGP en nuestro pais.”

Esta propuesta se realiza de forma
presencial por Xavier Vendrell y Esther
Ferndndez, a la Junta en la ASAMBLEA
ORDINARIA DE MIEMBROS DE LA AEGH
celebrada durante la “European Human
Genetics  Conference 2008”, en

La calidad, nuestro objetivo

MARQUE LA DIFERENCIA EN EL LABORATORIO CON
LOS NUEVOS SISTEMAS DE CONTROL DE CALIDAD

Nuevos Sistemas Olympus IMSI
Evalue la morfologia del espermatozoide
a altos aumentos con el mismo microscopio de ICSI

OCTAX polarAIDE evaluacion automatica

de la calidad de los ovocitos

Visualizacion del huso y comprobacion de la viabilidad de
congelado-descongelado de los ovocitos en metafase I

Sistema de monitorizacion continua del pH
en los incubadores a tiempo real.

Sistema de laser diodo especialmente disenado
para técnicas de reproduccion asistida.
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Barcelona, el dia 3 de junio de 2008. El
25 de noviembre de 2008, la Junta de la
AEGH aprueba por unanimidad la
creacion de la Comisién de DGP. Aunque
las personas que tuvimos la iniciativa de
crear esta Comisién, nos presentamos
para participar activamente en ella, fue
la junta de la AEGH quien al final, eligié
a los miembros de entre los posibles
candidatos. Estd Comision esta formada
por: Sandra Morfort, Ana Pecifia Lépez,
Carmen Ramos Corrales, Carles Gimenez,
Carmen Rubio y Esther Ferndndez. En
Septiembre de 2009, tendrd lugar la
primera reunién oficial de esta Comisién
de DGP, de la os mantendremos
debidamente informados.

ACREDITACION LABORATORIOS DGP

Debido a la trascendencia que este tema
tiene para el GIdgp, aprovechamos la
asistencia de tres personas Lorena ,
Monica y Trinidad estuvieron presentes
en el Curso ESHRE Campus 2008, Brno
Czech Republic, 23-24 October 2008
titulado: Quality Management System
and Accreditation in PGD Clinics and
Laboratorios.

EL principal objetivo del curso fue
sensibilizar a los participantes de la
importancia de la implementacién de
sistemas de calidad (QC) especificos
para los laboratorios de DGP.

El objetivo de un sistema de calidad es
asegurar la efectividad y reproducibilidad
detodos los procesos realizados asi como
la competencia del personal para
desarrollar las funciones que le han sido
adjudicadas. Con este fin es posible
identificar y corregir los posibles
problemas que pudieran aparecer.

Existen distintas documentos/normativas
que incluyen apartados especificos sobre
calidad en Reproduccién Asistida tanto
nivel nacional e internacional:

Nacional:

Real Decreto 1301/2006: es una
transposiciéon de las Directivas del
Parlamento Europeo 2004/23/CE vy
2006/17/CE por el que se establecen las
normas de calidad y seguridad para la
donacién, la obtencién, la evaluacion, el
procesamiento, la preservacién, el
almacenamiento y la distribucion de
células y tejidos humanosy se aprueban

INTERES

las normas de coordinacién vy
funcionamiento para su uso.

Internacional:

ESHRE guidelines for good practice in
IVF laboratories

EN IS0 9001 certification

EN IS0 170 25 accreditation

EN IS0 151 89 accreditation

A nivel practico, y dentro del ambito del
DGP, debemos distinguir entre
certificacion, autorizacion y
acreditacion, que son tres documentos
distintos otorgados por entidades
diferentes:

Certificacion: Es el resultado de una
inspeccion externa que verifica que un
producto, proceso o servicio se ajusta a
los requisitos definidos en las normas o
especificaciones técnicas.

PERO la posesion de una certificacién NO
asegura la COMPETENCIA del laboratorio.

La Certificacion la pueden emitir las
empresas certificadoras acreditadas.

Autorizacion: La ley vigente sobre
técnicas de reproduccion humana
asistida, 14/2006 establece en el
articulo 12 sobre  Diagnéstico
Preimplantacional que podran practicar
dicha técnica los centros debidamente
autorizados.

La emisiéon de dicha autorizacién
corresponde a las Comunidades
Autdénomas (CA).

Acreditacion: Proceso por el cual una
autoridad da un consentimiento formal
de que un laboratorio o una persona es
COMPETENTE para llevar a cabo tareas
especificas. Se otorgan a nivel nacional,
en la mayorfa de pafses no existe una
acreditacion especifica para
laboratorios de DGP.

La Gnica autoridad competente para la
acreditacién en Espafa es ENAC (Entidad
Nacional de Acreditacion). No existe
tampoco una acreditacién especifica
para laboratorios de DGP.

Asi pues, en nuestro pais, la
autorizacion por parte de la CA es un
requisito imprescindible para los

laboratorios de DGP. A diferencia, la
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certificacion no resulta un requisito
imprescindible, si  bien  queda
establecido en el Real Decreto
1301/2006 (articulo 16) que los
establecimientos deberan desarrollar y
mantener actualizado un sistema de
calidad y de gestion integrado. Dicho
sistema de calidad debe incluir todos los
puntos citados en el articulo y debe
estar  disponible para  posibles
inspecciones por parte de las
autoridades sanitarias competentes.

Por otro lado, la ley 14/2006 establece
en el articulo 19 que los centros de
reproduccién humana asistida deberan
someterse a auditorias externas que
evaluaran tanto los requisitos técnicosy
legales. La periodicidad de dichas
auditorias la establecerd cada CA. Hasta
el momento, no era posible dentro del
ambito del DGP someterse a un control
de calidad externo puesto que no habia
ninguno disponible. La aparicién este
ano del External Quality Assesment
(EQA) de la Cytogenetic European
Quality Assessement abre la posible que
los laboratorios de DGP pasen un control
externo, que evalle su competencia. Si
bien en la mayoria de CA no se ha
establecido la periodicidad de las
auditorias, seria recomendable que los
centros que ofrecen DGP en Espafia
realizaran el EQA.

CREACION DE UNA BASE DE DATOS PARA
LA RECOGIDA DE DATOS DE DGP.

En la dltima Reunién del grupo de
interés, que tuvo lugar en Bilbao en
2007, quedo patente que la recogida de
datos y posterior exposicion de los
mismos, no debfa ser el tinico objetivo de
nuestro grupo. Eramos conscientes de la
necesidad de contar con una base de
datos donde no solamente pudiéramos
incluirlos  sino  también  sacar
conclusiones.

Después de una consulta interna con los
miembros del GIdgp y quedando
pendiente el desarrollo de lo que serd
esa base de datos, Esther Fernandez en
nombre del grupo de interés mantiene
contactos con Apara Creadores de
Mercapus S.L. Apara es una empresa
dedicada al desarrollo de aplicaciones
informdticasy prestacién de servicios de
consultoria, que ha creado la gama de
productos informdticos dLife vy
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derivados, aplicando dLife a diversas
patologias, entre las que se encuentran
algunas de las mas importantes en
cuanto a incidencia en la poblacién se
refiere, como son el caso de la Hepatitis
C, la cardiologia o los problemas de
infertilidad.

La idea es que APARA ponga a nuestro
servicio la plataforma dLife y que la
adapte a nuestras necesidades sin que
por ello ASEBIR tenga que desembolsar
ninguna cantidad que no sea la dotacién
econémica que le ofrece a los distintos
grupos de interés.

En Marzo de 2009 dentro de la
convocatoria de ayudas  Accion
Estratégica de Telecomunicaciones y
Sociedad de la Informacién del plan
AVANZA I+D, del Ministerio de Industria,
Turismo y Comercio, Apara y Geniality
(representando los intereses del GIdgp)
presentan un proyecto para la realizacién
de una plataforma biomédica llamado:
dOne - Plataforma biomédica para
diagnéstico genético preimplantacional
de embriones humanos. (Ndmero de
Identificacion del expediente: TSI-
020100-2009-370).

Con fecha de 30 de junio de 2009, Apara
recibe una notificacion de la Propuesta
de Resolucion Provisional relativa al
Subprograma Avanza I+D de esta
convocatoria. Una vez terminado el
proyecto de AVANZA en el afio 2010,
ASEBIR contard con una copia de la base
de datos resultante para el andlisis de
los datos que recoge anualmente el
GIdgp.

En este momento contamos con la
aprobacién provisional, empieza por
tanto la segunda fase, la creacion de la
base de datos que nos permitird a partir
del afio 2010, desde la web de ASEBIR,
poder incluir anualmente los datos de
DGP recogidos por los centros que
deseen participar, de forma anénima, y
poner a disposicion de todos los
resultados obtenidos.

Reccogida de datos de Gldgp-2007

GINEIIV

CERHVO

IVl

AISA REPRODUCCION

ALMERIA FIV (U. R. T11OSPITAL VIRGEN MAR)

CRA CLINICA SAGRADA FAMILIA

CENTRO MEDICO TEKNON

CEFIVA GIJION

CEFIVA

CENTRO HISPALENSE DE REPRODUCCION ASISTIDA
(CEHISPRA)

CLINICA BAU

CLINICA EUSKALDUNA.

CLINICA MEDRANO

CLINICA SON MOIX

CREA

EMBRIOGYN

ESIMER

FECUNMED

FIVMADRID

FUNDACIO SANT

UNIDAD DE REPRODUCCION, CENTRO GUTENBERG,

INSTITUTO BALEAR DE INFERTILIDAD
INSTITUT IMARA

INSTITUT MARQUES

VI

VI

VI

IVI

IVI

NORBA, GINECOLOGIA Y REPRODUCCION S.L.

HOSPITAL

CLINICA TAMBRIE

Tabla I. 32 Centros participantes

Abril 1993- Scp 2005 - Enero 2007 - TOTAL

Sep 2005 Dicicmbre 2006 Diciembre 2007 (%)

(17 centros) (27 centros) (32 centros)

N*de Ciclos 3373 2324 1917 7614
N® Transferencias (%) 2262.(67) 587 (58) 1151 (60) 5000 {G6)
N® de cmbarazos (%) T24(35,1) 662 (42) 407 (35) 1863 (37)
N® pemelares (%) 211 (28,5) 138(21) 109 (27) 458 (24)

N® multiples (%) 114y 4{0,6) 11(2,7) 26(1)
N abortos (%) 159 (20) 105(1a) TO(17) 334(18)

NYRNV 526 517 377 1420

Tabla II. Resultados Globales
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PGS RAB RFIVF AMA PTRI | FMF FMM FMS TOTAL
N°de Ciclos 303 236 743 28 84 168 83 1645

NP Transferencias | 205 (68) | 158 (67) | 323 (43) | 18(64) | 69(82) | 132(78) 66(79)  971(59)
(%a)

N° de embarazos | 84 (41)  55(35) | 81(25) | 6(33) |32(46) 61(46)  26(39)  345(35)
(%)

N°gemelares (%) | 23(27)  20(36) | 12(15) | 3(17) |7(22) | 15(24) 6(23)  86(25)

N° multiples (%) | 2(2) 4(T) 2 (2) 0 13) 1) 0 10(3)
Neabortos (%) | 18(21)  12(22) | 14(17) |0 4(12) | 11(18) 5(19) | 64(18)
N°RNV 66 45 72 8 28 58 26 303

Tabla III. Screening de Aneuploidias (2007)

Translocacio | Inversione | Translocacio Anomalias

nno s (INV) n numéricas
robertsonian robertsonian TOTAL
a (RECT) a (ROBT)
N* de Ciclos 50 13 44 17 124
% embriones 179 56 122 42 399
anormales/alecios (N")

N Translerencias (%) 3l 20 35 11 97
N? de embarazos (%) 19 9 23 7 58
N gemelares (o) 4 6 9 1 20

N° multiples (%) 0 0 0 0 0

N" abortos (%) 0 0 1 2 3

N* RNV 4 8 11 2 25

Tabla IV. Reorganizaciones Cromosémicas (2007)

TOTAL
PCR FISII
Ligadaal X
N de Ciclos 106 22 128
% embriones 168 71 239
anormales/afectos (N”) _ . .

N° Transferencias (%) 90 (85) 17(77) 107 (83)
N* de embarazos (%) 32 (35) 5(29) 37 (35)
N° gemelares (%) 10 (31) 1(20) 11 (30)

N® multiples (%) 1(3) 0 1(3)

N* abortos (%) 2 (6) 1(20) 3(8)

N° RNV 38 5 43

Tabla V. Diagndstico Preimplantacional de enfermedades monogénicas (2007).
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REGISTRO DE LA SOCIEDAD ESPANOLA DE FERTILIDAD DE
TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA

Dr. Jose A. Castilla, Dra. Yolanda Cabello, Dra. Juana Hernandez, Dr. Jose Luis Gémez, Dr. Javier Marqueta, Dra. Esther Vidal, Dra. Sylvia
Fernandez-Shaw, Dr. Julio Herrero, Dra. Francisca Lucefio, Dra. Buenaventura Coroleu.

Comité de Registro SEF, Madrid

Contacto: Dr. Jose A. Castilla, U. Reproduccion, HU Virgen de las Nieves 18014 Granada, Espaiia.

INTRODUCCION

Las novedades a destacar del registro
SEF son: los resultados correspondientes
a 2007 y los cambios que van a tener
lugar durante la recogida de datos del
afo 2008.

A.- REGISTRO SEF 2007

Las principales cambios en el registro
2007 se resumen en dos, incremento
significativo en el ndmero de centros
participantes y ciclos registrados, asi
como en la ampliacion de técnicas de
reproduccién asistida recogidas.

EVOLUCION DEL NUMERO DE CENTROS
PARTICIPANTES Y ACTIVIDAD REGISTRADA

Han participado un total de 138 centros,
lo que supone aproximadamente el 75%
de los centros acreditados en Espafia. En
2007 se han registrado un total de
83.454 ciclos de reproduccion asistida.
Distribuidos de la siguiente manera
54.720 ciclos de FIV/ICSI y técnicas
afines, de IAC 22.917 ciclos y de IAD
5.917 ciclos. A lo largo de su existencia
el registro TRA SEF ha contabilizado
494.368 ciclos de TRA. Toda esta
actividad sitia en 2007 a Espafia en 3°
lugar entre los paises europeos con mas
ciclos de FIV/ICSI y técnicas afines
registrados, encabezando la lista Francia
y Alemania. Espafa sigue a la cabeza de
Europa en donacién de ovocitos y DGP.

Se han registrado 382 ciclos de FIV/ICSI
y 683 de IAC en parejas
serodiscordantes. Se han realizado 28
ciclos de maduracién ovocitaria in vitro
y se han registrado por primera vez 234
ciclos con ovocitos crioconservados.

PARAMETROS CLINICOS

El porcentaje de pacientes >35 afos
tratadas con FIV/ICSI es de un 54% en

2007 frente al 50,9%y al 50,8% en 2002
y 2003 respectivamente. El porcentaje
de pacientes receptoras de ovocitos >35
afios es del 86,5%. La indicaciéon mds
frecuente de FIV/ICSI fue el factor
masculino en 2007 (34,7%)

El porcentaje de ciclos con antagonistas
se ha estabilizado en un 35,3% de todos
los ciclos de FIV/ICSI. La utilizacién de
ICSI sigue aumentando llegando al 77%
de los ciclos de FIV/ICSI realizados en
2007 frente al 68 de 2002.

Accesibilidad: con las limitaciones de un
registro voluntario, hemos estimado que
en Espafia se realizaron 1241 ciclos de
FIV/ICSI y técnicas afines por millon de
habitantes. Y los nacidos por estas
técnicas en 2007 representaron el 2,9%
de todos los recién nacidos en Espafia en
2007. Datos que sitGan a Espafia
ligeramente por encima de las medias de
los pafses europeos en estos
indicadores.

EFICACIA: TASA DE EMBARAZO

La tasa de embarazo por transferencia
ha seguido creciendo en comparacién
con afos anteriores siendo del 39% en
FIV/ICSI, 28,3% en criotransferencias y
un 50,7% en donacién de ovocitos. Estas
cifras sitdan a Espafia en los puestos de
cabeza del registro europeo en tasas de
embarazo.

CALIDAD DE TRA

La evolucién en el ndmero de embriones
transferidos entre los afios 1998 y 2007
demuestra que se ha producido un
descenso continuo en las transferencias
de mds de 3 embriones. La subida de las
transferencias de 2 embriones, que ha
ido produciendose claramente desde
1998, también ha continuado en 2007,
aunque con menos intensidad. La
transferencia de un solo embriéon haido

aumentando paulatinamente aunque
lentamente (Fig 3).

El cambio en la politica de transferencia
desde 1998 ha hecho que el nimero de
embriones  transferidos por cada
embarazo sea similar en el registro
europeo que en el espafiol (7 vs 5,3
embriones  transferidos/embarazo),
hecho que en el afio 1999 era 7,8 en el
registro europeo frente a 10,2 en el
registro espafiol.

SEGURIDAD DE TRA

En la evolucién de la multiplicidad de los
partos se observa un ligero descenso en
los partos lnicos, a la vez que los partos
multiples experimentan un ascenso (Fig
4). Estos cambios observados en los
partos miltiples sugieren que para
mantener el descenso en partos
multiples de afios anteriores quizd sea
necesario la adopcion de nuevas
medidas cientificas (guias de buena
prdctica) o legislativas. El porcentaje de
embarazo miltiple en Espana sigue
siendo son superior a la media europea
(24% vs 20.5%). EL porcentaje de
sindrome de hiperestimulacién fue
menor en el registro espafiol que en el
europeo (0.3% vs1%).

INSEMINACION ARTIFICIAL

De los 30 paises que participan en el
registro europeo solo 21 aportan datos
sobre IA, siendo Espafna uno de ellos.
Como ya se coment6 en Espana en 2007
se realizaron de IAC 22.917 ciclos y de
IAD 5.917 ciclos. La tasa de embarazos
por inseminacién global (IAC+IAD) fue
del 15,6%, siendo superior en IAD con
un 20,9% que en IAC con un 14,1%. La
tasa de embarazo miltiple fue en IAC del
13,8%y en IAD 13,6%. Como vemos la
tasa de embarazo miiltiple tras IA fue
mucho menor que tras IVF/ICSI (13,6%
VS 24%).
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CONCLUSIONES DEL REGISTRO 2007

El registro TRA SEF se ha consolidado
como uno de los registros mds activos a
nivel europeo. El andlisis de datos
recogidos ha permitido comprobar como
el porcentaje de embarazo por ciclo es
de los mas altos de Europa y que el
porcentaje de embarazo mdltiple en
Espafia aun no ha alcanzado el nivel
europeo. Ademads, existen varios puntos
en la actividad realizada en Espafa que
difieren de la actividad registrada en
Europa: elevado porcentaje de ICSI frete
a FIV, y elevado niimero de donacién de
ovocitosy DGP. El estudio de estos datos
debe tener siempre presente que en
algunos paises de nuestro entorno no se
realizan estas técnicas por limitaciones
legales. Por dltimo, entre los retos
futuros que se presentan al Registro TRA
SEF se encuentra el aumentar el
porcentaje de participacién, el registro
de ciclos realizados a parejas
procedentes de otros paises (cross-
border reproductive care), el registroy
seguimiento de los partos y recién
nacidos por TRAy la colaboracién con las
autoridades sanitarias para el desarrollo
del registro de actividad previsto en la
legislacion vigente.

B.- REGISTRO SEF 2008

Desde un punto de vista logistico, el
Registro del afio 2008 se presenta con
grandes cambios, fruto de |la
colaboracién entre la SEFy el Ministerio
de Sanidad y Politica Social, y que
supone que el Ministerio de Sanidad y
Politica Social considera (til el registro
de la SEF mientras se redacta el Real
Decreto que desarrollard el registro
oficial. EL Ministerio de Sanidad vy
Politica Social facilitard el acceso a los
pacientes al informe anual del Registro
SEF 2008.

Este nuevo escenario conlleva algunos
cambios. El primero a nivel de
financiaciéon, pues el Ministerio
financiara parte del registro SEF 2008,
siendo el resto financiado por Schering-
Plough. En segundo lugar, la
instauracién de un procedimiento de
monitorizaciéon de datos. Estas
monitorizaciones, ademas de ser muy
bien valoradas por el Ministerio de
Sanidad y Politica Social, son una
peticién reiterada desde el registro
europeo (EIM) y se consideran un paso
adelante por todos lo miembros del
comité de registro de la SEF, que
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aportaran credibilidad y fiabilidad a
nuestro registro. Dicha monitorizacion
serd realizada por Dynamic Solutions (la
misma consultora que desarrolla y
explota la base de datos del registro)
mediante visitas presénciales de un dia.
Estas validaciones se realizaran al 10%
de los centros participantes escogidos al
azar. En tercer lugar, se pondrda a
disposicion de los pacientes y del
Ministerio de Sanidad y Politica Social
ademds de la memoria habitual con los
datos de todos los centros agregados,
los datos (tasas de embarazo, ndmero de
embriones transferidos, embarazos
maltiples, etc) de los centros
participantes individualizados (centro
por centro). Este cambio es el que hace
que denominemos a esta nueva etapa
como de “transparencia”. Y en dltimo
lugar, a nivel de base datos este afio
introducimos las siguientes novedades:
Se solicita informacién sobre parejas
atendidas no residentes en Espaiia y el
numero de ovocitos crioconservados.
Esperamos que todos estos cambios
sirvan para aumentar la utilidad del
registro tanto a pacientes, como a
profesionales y autoridades sanitarias.
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Fig 1. Evolucion del nimero de centros participantes en el Registro TRA SEF.
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REQUISITOS DEL LABORATORIO DE EMBRIOLOGIA CLINICA:
IMPLICACIONES DE LA TRANSPOSICION DE LAS DIRECTIVAS

EUROPEAS

M. Cristina Magli, Luca Gianaroli, Anna P. Ferraretti
SISMER, Reproductive Medicine Unit, Bologna, Italy

INTRODUCTION

In March 2004, the European Parliament
issued the Directive 2004/23/EC ‘On
setting standards of quality and safety for
the donation, procurement, testing,
processing, preservation, storage, and
distribution of human tissues and cells’.
This is a legal document originating from
the European Union’s public health
programme, known as the European
Union Tissues and Cells Directive (EUTCD).

The Directive applies to human tissues
and cells, including fresh or frozen
reproductive cells for application to the
human body, meaning that ART
laboratories are covered by this
directive. The directive is basically
concerned with increasing quality and
safety in application of human tissues
and cells to the human body and
anticipates common standards whose
basic requirements were laid down in the
“mother” Directive 2004/23/EC and two
subsequent  Technical  Directives
2006,/17/EC and 2006/86//EC.

THE EUTCD IN ART LABORATORIES: WHY?

The application of the directive in ART is
especially focussed on minimizing the
risk of two severe adverse events,
namely 1) transmission of infections
from one sample to the other (cross-
contamination) or to the operators, and
2) prevention of gamete/embryo
exchange (mix-up). In order to do so,
the directive promotes quality by
imposing a comprehensive quality
management systemin ART laboratories
(called as tissue establishments). This
implies a policy of quality control and
quality assurance at all units having
adequately trained and certified staff,
full documentation and formulation of
standard operating procedures.

There is no doubt that EUTCD will have a
profound impact on units performing

ART. All tissue establishments will have
not only to be licensed or accredited on
the basis of the national authorities, but
they must also implement a quality
management system and ensure
complete documentation of all
conducted activities, including full
traceability for all records and materials
used in each treatment.

ESHRE, the European Society for Human
Reproduction and Embryology, has given
full support and guidance to
professionals ~ working in  ART
laboratories by formulating the
‘Guidelines for good practice in IVF
laboratories’. This document represents,
in the current revised version, a
complement to the requirements issued
by the EUTCD. It constitutes the minimal
requirements for any laboratory offering
ART and contains relevant information
for embryologists who, in their daily
practice, have the responsibility for the
correct and justified application of ART
in the laboratory,

IMPLEMENTATION OF THE DIRECTIVE.

The EUTCD has to be interpreted and
implemented through national
authorities in each individual country.
This means that depending on the
national interpretation, the directive
may be implemented differently in the
different European member states. In
addition, the nationalimplementation is
subject to national regulations that
possibly are already in place in each
member state.

POINTS OF GENERAL AGREEMENT

The directive applies to fresh and
cryopreserved gametes, pronuclear
stages, embryos, ovarian and testicular
tissues that are being processed,
cultured, banked or stored. Practically
speaking, the term ‘direct use’ does not
apply to current ART procedures where

all samples are processed, including the
case of intrauterine insemination.
Germany is the only exception to this
point, as they consider embryos not
covered by the directive,

Each ART unit has to put in place and
update a quality management system
based on the principles of good practice
with the specific aim of preventing the
transmission of infectious disease and
avoiding misidentification or mix-up of
gametes or embryos.

Biological testing of the donor is
necessary whenever the donated cells
will be processed, cultured, banked or
stored. Required tests are: HIV 1-2,
Hepatitis B surface Antigen, Hepatitis B
Core antibodies and Hepatitis C
antibodies. In the case of non-partner
donation, additional screening for
syphilis and Chlamydia is required, as
well as the genetic screening for
recessive diseases known to be prevalent
in the ethnic background. The
implementation of viral screening for all
ART patients makes itis possible to have
an objective distinction between
infected and non-infected patients.
Positivity for HIV or Hepatitis does not
automatically exclude patients from
treatments, and national authorities
should clearly define how and where
viral positive patients should be treated.

Cells and tissues have to be traceable
from donor to recipient and vice versa.
Traceability is also mandatory for all
products and critical materials coming
into contact with tissues and cells,
including culture media, supplements
and disposables.

A unique European coding will be
proposed for non-partner donation,
whereas it has been established that
partner donation traceability s
guaranteed by a code that is unique
within the clinic.
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In ART every misidentification or mix-up
of gametes or embryos is to be considered
a serious adverse event or reaction.

POINTS OF NON-AGREEMENT

Some other points in the EUTCD are still
debatable with significant diversities of
interpretation given by the member
states.

This regards particularly some matters in
the directive that are problematic for the
ART methodology due to the wide
coverage of the directive in comparison to
the specificity of ART, in which the same
patient can perform repeated procedures
whose duration is relatively long.

The screening for viralinfections should
be done at the “time of donation”, but
no specification is given regarding the
need for re-testing patients prior to each
treatment or whether a specified
intervalis tolerable. The interpretation
of the member states are quite different,
both regarding the time of donation
(especially in the case of oocyte pick-up
for partner donation) and the validity of
the exams (ranging between 6 and 24
months). ESHRE suggests testing
patients for partner donation no more
than 30 days before starting the initial

treatment with validity, if the test is
negative, of at least 24 months. If the
testis positive, the couple is considered
to be positive in all future treatments.
There is no doubt that the frequency of
testing will have a profound financial
impact on the directive implementation.

The directive establishes that the air
quality should be a GMP defined Grade A
on a background air quality of Grade D
unless a less stringent air quality may be
justified according to a series of
provisions listed in the document. Also
in this case the interpretation of the
different member states varies with
some states having no specific air
quality requirements, while others have
requirements as strict as those in clean
rooms for pharmaceutical production.
The decision of not requiring specific air
condition is substantiated by the
consideration that ART have been
performed in Europe for more than 20
years with no documented evidence of
transmission of viral infections
(hepatitis/HIV etc) due to the air quality
in the laboratory. In addition, the
systematic screening of ART patients
prior to treatment will greatly decrease
any potential risk by enabling to handle
infectious patients in a dedicated
environment.
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Based on these observations, ESHRE
considers assisted reproduction to be
covered by the exceptions listed in the
EUTCD as to air quality requirements.

Inspections by the national authority
have started in a very few member
states. The great majority of regulators
are experienced in non-ART tissue
establishments and this makes it
difficult for them to understand why
different conditions and situations are
characterized in ART laboratories.

CONCLUSIONS

This lack of harmonisation leads to
confusion and frustration among ART
professionals and regulators, but there
is no doubt as to the fact that the
implementation of the EUTCD will cause
a profound change in the mode of
performing assisted reproduction. The
member states where a constructive
dialogue between professionals and
requlators has been set up from the
beginning of the EUTCD implementation
demonstrated that this is possibly the
best way of working in the respect of
national and European regulations, as
well as of the very nature of ART.

MANEJO DE PACIENTES CON ENFERMEDADES INFECCIOSAS EN EL
LABORATORIO DE REPRODUCCION ASISTIDA. :REPRESENTA
REALMENTE UN RIESGO EN EL LABORATORIO?

Fernando Marina, Ruth Alcolea y Simén Marina

Instituto de Reproduccién CEFER. Barcelona. Marquesa de Vilallonga, 12. Desp. 21 08017 Barcelona.
E-mail: info@institutocefer.com. www.institutocefer.com

RESUMEN

La presencia de pacientes con enfermedades infecciosas en los laboratorios de reproduccion asistida requiere que dichos
laboratorios adapten sus protocolos para utilizar técnicas de lavado seminal avaladas y procedimientos clinicos de actuacion

en caso de mujeres seropositivas. El riesgo que los laboratorios asumen deben ir encaminados a prevenir la transmisién
horizontaly vertical en los pacientes que acceden a las técnicas de reproduccion asistida, a prevenir que el material biolégico
de otros pacientes que cohabiten en el laboratorio no se contamine y a velar por la seguridad del personal del laboratorio.

INTRODUCCION

La experiencia acumulada de mds de 15
afnos trabajando en el laboratorio de
reproduccion asistida con pacientes
portadores de enfermedades infecciosas

nos ha obligado a introducirnos en un
campo de la biologia y la medicina ajeno
al que estamos acostumbrados. Una vez
conocida la experiencia del doctor
Semprini (Semprini etal, 1992) en 1994
decidimos empezar a aplicar técnicas de

lavado seminaly dejar de emplear semen
de banco para tratar a mujeres con
parejas infectadas por el VIH (virus de la
inmunodeficiencia humana). Esta
experiencia ha sido publicada en varios
trabajos (Marina, 1998; Marina et al.,
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1998; Marina et al., 1998a; Alcolea et
al., 2006) y refrendada por otros autores
(Bujan et al., 2007). En aguel momento
fue una apuesta pionera, no exenta de
riesgos.  Tuvimos que  adquirir
conocimientos sobre el estudio vy
tratamiento de enfermedades
infecciosas; sobre los mecanismos de
deteccién y transmision; sobre la
manera mas eficiente de eliminar el
riesgo de contagio y sobre cémo
garantizar la seguridad del personal que
tenia que trabajar con este tipo de
muestras y no tenia la formacion
adecuada para ello. Aunque en la
mayoria de las ocasiones nos referimos
al VIH, las actuaciones en el laboratorio
frente a otros virus como el VHC 0 el VHB
suelen ser similares. Queremos en este
trabajo aportar nuestro conocimiento y
experiencia para ayudar a los
laboratorios que quieran tratar con este
tipo de muestras.

PROTOCOLOS DE INVESTIGACION CLINICA

La experiencia de CEFER estd basada en
dos Protocolos de investigacién clinica
aprobados por el Comité Etico y de
Investigacion. EL primer protocolo de
investigacién concluyé que la practica de
los lavados seminales en pacientes
portadores del VIH es una técnica segura
y que reduce el riesgo de contagio en los
pacientes con deseo reproductivo
respecto al coito. En un segundo
protocolo se establecen las actuaciones
encaminadas a tratar con técnicas de
reproduccion a mujeres portadoras de
enfermedades infecciosas para reducir el
riesgo de transmision verticaly el riesgo
de contagio a la pareja. Es necesario
afirmar que en ningdn momento de los
protocolos se habla de eliminar por
completo el riesgo de contagio, sino de
reducirlo al maximo y asi consta en los
consentimientos informados. Estos
protocolos  estaban  basicamente
encaminados a aportar seguridad a los
pacientes. Posteriormente, con la
aparicién del Real Decreto 664/1997
Sobre la proteccion de los trabajadores
contra los riesgos relacionados con la
exposicion a agentes biolégicos durante
el trabajo, se implementaron medidas
para mejorar la seguridad del
trabajador.

LEGISLACION

El problema del SIDA y la Reproduccion
es un tema sensible para la Sociedad y
por ende para la Autoridad Sanitaria. Lo
mismo ocurre aunque en menor medida
con otras enfermedades infecciosas.

La actuacién médica tendente a que una
pareja serodiscordante tenga un hijo
puede comportar aspectos éticos vy
aspectos legales. Los posibles reparos
éticos que se pueden aducir los podemos
resumir en cuatro:

Riesgo que la mujer inseminada se
contagie del virus del SIDA. Bajo la
experiencia acumulada en nuestro
centro, el riesgo es minimo, y en todo
caso inferior al riesgo de contagio con
un coito sin preservativo.

Se crean falsas expectativas en estas
parejas. Elimpreso del Consentimiento
Informado que la pareja ha de conocery
firmar informa veraz y objetivamente
sobre el tema.

Existen claras expectativas de que la
pareja consiga un hijo sin que se
contagie la mujery por tanto tampoco el
hijo

Se comenta que, dada la sobrevivencia
previsiblemente menor de los hombres
seropositivos, se estaria contribuyendo
a que viniesen hijos que quedarian
huérfanos.

Ante este punto de vista hemos de
recordar:

a) queya la primera Ley de Reproduccién
Asistida (Ley 35/1988) admitia la
inseminacién artificial en mujeres sin
pareja masculina (articulo 6.1). Este
punto no ha cambiado en la nueva Ley
45/2006 (articulo 6.1). Inevitablemente
ese nifio nacido serda en la prdctica
equiparable al huérfano de padre.

b) La citada Ley 45/2006 permite la
inseminacién con semen congelado del
marido ya fallecido por lo que, antes de
ser concebido, ya es huérfano (articulo
9.2).

Estas dos situaciones admitidas vy
recogidas por la Ley 45/ 2006 son mas
drasticas que la situacion de la pareja
serodiscordante en la que el hombre es
seropositivo sano. Los avances en el

tratamiento del SIDA estdn claramente
alargando la sobrevivencia de estos
pacientes.

Existe riesgo de contagio para el
personal que trabaja en reproduccion
asistida y no tiene la formacion
especifica. Existe también el riesgo que
se contamine material biol6gico de otros
pacientes presentes en el laboratorio.

En el Real Decreto 664/1997 y la
Directiva Europea 90/679/CEE, se
definen las medidas a adoptar para el
manejo de muestras infecciosas. El
Ministerio de Trabajo y Asuntos Sociales,
a través del Instituto Nacional de
Sequridad e Higiene en el Trabajo,
desarrolla este Real Decreto en una Guia
Técnica Para la Evaluacién y Prevencién
de los Riesgos Relacionados con la
Exposicion a Agentes Bioldgicos. Castilla
y Magdn (2003) profundizan en esta
legislacion para su implantacién en los
laboratorios de reproducciéon asistida.

EVALUACION DEL RIESGO

Como hemos comentado en el apartado
anterior, en el RD 664/1997 se definen
los riesgos, las obligaciones y las
indicaciones necesarias para poder
trabajar en nuestros laboratorios con
agentes biol6égicos potencialmente
infecciosos. En la Guia Técnica elaborada
por el Instituto Nacional de Seguridad
en el Trabajo, se desarrolla este RD
664/1997.

Segun establece el RD 664/1997 en su
articulo 2, los agentes biol6gicos son
clasificados, en funcién del riesgo de
infeccién, en cuatro grupos (Tabla I)

Siguiendo esta misma clasificacion, en
el anexo II de dicho Real Decreto se
asignan a cada grupo los diferentes
agentes biolégicos. En la Tabla II se
muestra la clasificacion de los
principales virus que tratamos. Dicha
clasificacién de riesgo se ha realizado
considerando sus posibles efectos sobre
trabajadores sanos. No se ha tenido en
cuenta los efectos particulares que
puedan tener en trabajadores cuya
sensibilidad se vea afectada por causas
tales como  patologia  previa,
medicacion, trastornos inmunitarios,
embarazo o lactancia.
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El anexo IV del RD 664/1997 define las
indicaciones relativas a las medidas de
contenciény a los niveles de contencién
(ver Tabla IIT)

En la Tabla IV se hace referencia a los
niveles de contencion aplicables a los
procedimientos empleados en los
laboratorios y a los virus que tratamos
en este trabajo seglin la Nota Técnica de
Prevencién NTP 520 elaborada por el
Centro Nacional de Condiciones de
Trabajo. Segun esta tabla, en caso de
riesgo de produccion de salpicaduras y
aerosoles es necesario aplicar un nivel
de contencidn 3. En ninglin momento,
con los virus que solemos tratar, es
necesaria la aplicacién de un nivel de
contencion 4.

OBLIGACIONES DEL RESPONSABLE DEL
LABORATORIO

Segun el Real Decreto 664/1997 en su
Articulo 4 se establece que es obligacion
del responsable del laboratorio realizar
una evaluacion de los agentes
biolégicos, determinando la naturaleza,
el grado y duracion de la exposicién de
los trabajadores. Esta evaluacion ha de
ser periddica y, en cualquier caso, cada
vez que se produzca un cambio en las
condiciones que pueda afectar a la
exposicion de los trabajadores a agentes
biolégicos. Ademas, se procedera a una
nueva evolucién del riesgo cuando se
haya detectado en algin trabajador una
infeccion o enfermedad que se sospeche
que sea consecuencia de una exposicion
a agentes biol6gicos en el trabajo

REDUCCION DE RIESGOS

En el Articulo 6 del RD 664/1997 se
definen las actuaciones encaminadas a
reducir el riesgo para la seguridad de los
trabajadores. Estas actuaciones se
resumen en 9 puntos:

Establecer procedimientos de trabajo
adecuados

Reducir, al minimo posible, el ndmero de
trabajadores que estén o puedan estar
expuestos

Adopcién de medidas de seguridad para
la recepcion, manipulaciény transporte
dentro del lugar de trabajo

Adopcién de medidas de proteccién
colectiva o, en su defecto, de proteccién
individual, cuando la exposiciéon no
pueda evitarse por otros medios

Medidas  seguras de recogida,
almacenamiento y evacuacion de
residuos

Medidas de higiene para evitar o
dificultar la dispersion del agente fuera
del lugar de trabajo.

Utilizacion de sefial de peligro bioldgico.

Establecimiento de planes para hacer
frente a accidentes de los que puedan
derivarse exposiciones a agentes
biolégicos.

Verificacién, cuando sea necesario y
tedricamente posible, de la presencia de
los agentes bioldgicos utilizados en el
trabajo fuera del confinamiento fisico
primario.

MEDIDAS HIGIENICAS

EL Articulo 7 del RD 664/1997 define las
medidas higiénicas que se deben
adoptar en las actividades en las que
exista riesgo para la sequridad de los
trabajadores. Estas medidas consisten
en 5 puntos:

Prohibir que los trabajadores coman,
beban o fumen en las zonas de trabajo

Proveer a los trabajadores de prendas de
proteccién apropiadas o de otro tipo de
prendas especiales adecuadas

Disponer de retretes y cuartos de aseo
apropiados y adecuados para uso de los
trabajadores, que incluyan productos
para la limpieza ocular y antisépticos
para la piel.

Disponer de un lugar para el
almacenamiento de los equipos de
proteccién.

Especificar los procedimientos de
obtencién, manipulacién y
procesamiento de muestras de origen
humano o animal.

PROCEDIMIENTOS DE
RECOMENDADOS

TRABAJO

Diciembre 2009 Vol. 14 - N° 2

Desarrollando los dos apartados
anteriores y desde el punto de vista de
la sequridad y las buenas practicas en el
laboratorio referentes a la exposicién a
agentes bioldgicos y segin la Nota
Técnica de Prevencion NTP 376 elaborada
por el Centro Nacional de Condiciones de
Trabajo, se establecen las siguientes
recomendaciones:

Nunca se pipeteara con la boca,
empleandose los dispositivos de tipo
mecanico.

Deben utilizarse guantes adecuados en
todos los trabajos que entrafien algtn
contacto con sangre o material
infeccioso.

Hay que utilizar batas o uniformes de
trabajo para evitar la contaminacién de
los vestidos de calle. No se utilizard la
ropa de laboratorio fuera de éste
(cafeteria, biblioteca, etc.)

Siempre que haya peligro de
salpicaduras se utilizardn gafas de
seqguridad, pantallas faciales u otros
dispositivos de proteccion.

A fin de evitar cortes accidentales, se
preferird el uso de material plastico al de
cristal

En la zona del laboratorio no se
permitira comer, guardar alimentos,
beber, fumar ni usar cosméticos.

El uso de agujas hipodérmicas y de
jeringas debe evitarse. Cuando ello no
sea posible, las agujas se recogeran en
recipientes adecuados que eviten los
pinchazos accidentales

Las superficies de trabajo se
decontaminaran por lo menos una vez al
diay siempre que haya un derrame. Una
nota debe especificar el modo de empleo
de desinfectantes, la naturaleza del
desinfectante a utilizar y su
concentracion

Todos los desechos biolégicos, ya sean
liquidos o sélidos tienen que ser
descontaminados antes de su
eliminacién y se seguirdn las normas
existentes sobre la gestion de residuos
sanitarios

Todo el personal se lavard las manos
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después de haber manipulado material
infeccioso, asi como al abandonar el
laboratorio

El acceso al laboratorio debe ser
controlado

El material contaminado, que deba ser
descontaminado en un lugar exterior al
laboratorio, se colocard en wun
contenedor especial, y se cerrara antes
de sacarlo del laboratorio

Debera existir un programa de lucha
contrainsectos y roedores que se pondra
en prdctica.

DOCUMENTACION

Es obligacion del responsable del
laboratorio de disponer de la siguiente
documentacién  (articulo 9, RD
664/1997):

Resultados de la evaluacion de los
agentes bioldgicos (articulo 4)

Lista de trabajadores expuestos en la
empresa a agentes biolégicos de los
grupos 3y 4.

INFORMACION Y FORMACION DE LOS
TRABAJADORES

Enelarticulo 12 delRD 664/1997 obliga
al responsable del laboratorio a tomar
las medidas apropiadas para garantizar
que los trabajadores reciban la
formacién suficiente y adecuada, en
particular en forma de instrucciones, en
relacién con:

Los riesgos potenciales contra la salud

Las precauciones que deben tomar para
prevenir la exposicion

Las disposiciones en materia de higiene

La utilizacion de equipos de proteccion
individual

Medidas en caso de accidente

EQUIPOS DE PROTECCION INDIVIDUAL
En el Real Decreto 773/97 se defineny
clasifican los equipos de proteccion

individual (EPI) y se establecen las
obligaciones que deben cumplir tanto

los trabajadores como los responsables
del Laboratorio.

CABINAS DE SEGURIDAD BIOLOGICA

No hay que confundir las Cabinas de
Seguridad Biolégica (CSB) con las
cabinas de flujo laminar horizontal o
vertical. El Centro para el Control y
Prevencién de Enfermedades de Atlanta
(CDC) define y clasifica este tipo de
cabinas (ver Tabla V). Para el manejo de
los virus que tratamos, en la mayoria de
los casos es suficiente el empleo de EPI.
Sélo seria aconsejable la utilizacion de
(SB de tipo IT en el caso de laboratorios
que manejen un gran volumen de este
tipo de muestras. Seria obligatorio su
USO en caso que se quiera concentrar o
cultivar el agente bioldgico.

CONDUCTA A SEGUIR ANTE UN ACCIDENTE
LABORAL CON EXPOSICION A SANGRE Y
FLUIDOS CORPORALES CONTAMINADOS

Segln la Nota Técnica Preventiva NTP
398 elaborada por el Centro Nacional de
Condiciones de Trabajo la actuacién en
caso de accidente se resume en tres
acciones con el siguiente orden:

Limpieza de la herida. Inmediatamente
después de producirse el contacto
accidental con sangre u otros fluidos hay
que quitarse los guantes y lavarse
cuidadosamente la herida coniodéforos
(p.e. Povidona iodada). En personas
alérgicas al yodo se puede emplear la
cloramina.

Comunicacion al Servicio de Prevencion.
Todo accidente con sangre y sus
derivados debe ser comunicado al
Servicio de Prevencion e
inmediatamente se realizara una ficha
epidemioldgica para conocer los datos
relacionados con el accidente (nombre,
edad, categoria profesional, lugar del
accidente, hora en que ocurri6,
mecanismo de produccién, localizacién
y naturaleza de la lesién, etc.)

Estudio inmunolégico del individuo
accidentado. Cuando pueda
identificarse la  fuente, previo
consentimiento y tras haber sido
informado, se procedera a extraccion
sanguinea para determinar los
anticuerpos frente al antigeno del
ncleo o core (AntiHB-core) total, frente

al VHC y los anticuerpos frente al VIH.
Segln la naturaleza de la “fuente” se
procedera a la quimioprofilaxis vy
sequimiento adecuado a cada caso
seglin la siguiente figura tomada del
“Manual de proteccién frente a Riesgos
Biolégicos” del Instituto Nacional de
Sequridad e Higiene en el Trabajo
(Figura 1)

RECOMENDACIONES ASEBIR

Las siguientes recomendaciones son
copia de la revision que se hizo en 2007
del ler Cuaderno de Embriologia Clinica
“Recomendaciones sobre Recursos
Humanosy Fisicos para el Laboratorio de
Reproduccion Asistida Humana” editado
por ASEBIR. En dicho cuaderno existe un
apartado especifico para estos pacientes
titulado: “PROCESADO DE MUESTRAS DE
PACIENTES CON ENFERMEDADES
INFECCIOSAS TRANSMISIBLES” y que a
continuacién transcribimos:

“Al contrario que en otros laboratorios
clinicos  (microbiologia,  analisis,
inmunologia, etc), donde las muestras
biolégicas tras su uso son desechadas,
gran parte del material biolégico que se
maneja en el laboratorio de reproducciéon
es para uso clinico. Esto obliga a tomar
medidas de seguridad especificas a la
hora de manejar muestras de pacientes
con enfermedades infecciosas
transmisibles. Estas medidas tienen por
objeto no sélo la proteccion de los
trabajadores, sino la eliminacién (en la
medida de lo posible) de la
contaminacion cruzada entre pacientes,
la transmision verticaly el contagio entre
ambos miembros de la pareja. Dentro de
los aspectos a tener en cuenta en la
atencion a los deseos reproductivos de
estos pacientes se encuentran:

Debe  realizarse ~ por  equipos
multidisciplinares de profesionales que
engloben entre otros microbiélogos, y
clinicos especialistas en enfermedades
infecciosas.

El riesgo de transmision de la
enfermedad se minimiza mediante las
técnicas de reproduccion asistida pero
no seanula

Debe existir una separacién temporal
entre el material bioldgico de estos
pacientes y el resto de pacientes.
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| Accidenlado
|

| Peticién Estudio Sercldgico
- VHB (Completa)
Parte accidenie | VHC
Encuesia vacunal | VIH

Accidemado I

N¢ vacunados
desconocidos o
vac. incomplata

Gammaglobulina anlihepatilis B
{iras extraccion)

Vacunados

I— Var esquema control vacunacion

Positivo I—

Seguimiento y estudio I

VHC

= s

'_: Fuente positiva
| o desconocida

Seguimiento
0-1.5-3-6-12 meses

Negativo

—ll Fuente negativa

Suspender seguimiento I

Posilivo H Seguimienta y estudio I

VIH

Fuente positiva

| | - Quimicterapia

MNegativo

- Seguimiento
| 0:1,5:3:6-12 meses

Fuente negativa 6
| Fuente desconocida

Seguimiento

0:1,5-3-6-12 meses

Tabla I. Grupos de riesgo de los agentes bioldgicos

Todos los equipos pueden ser
compartidos por estos pacientes en
tiempos diferentes, excepto las
bombonas de almacenamiento de
nitrégeno liquido, que deben ser de uso
exclusivo para estos pacientes. En el
caso de los incubadores se recomienda
que sean de uso exclusivo, pero si no
existe otra opcién se pueden destinar las
Gltimas bandejas de las mismas para el
uso de estos pacientes.

Las punciones de estos pacientes deben
realizarse en dltimo lugar de la lista de
trabajo diaria.

La limpieza de los aparatos que se
compartan con otros pacientes
(Campana de flujo laminar vertical,
microscopios,  etc)  debe = ser
especialmente cuidadosa para
garantizar la eliminacién de los virus. Se

recomienda el uso de desinfectantes
oxidativos que no contengan alcohol
(cloro activo a muy baja concentracién,
diéxido de cloro, ozono, perdéxido de
hidrégeno...).

Para la proteccién del personal se
recomiendas equipos de proteccion
biolégica individual (utilizar gafas,
mascarillas, dobles guantes, etc)

Se deben evitar los pipeteos con la boca
y los instrumentos cortantes

En el caso de varones seropositivos se
recomienda una técnica de lavado de
semen validada que garantice la no
deteccion del virus.

En el caso de mujeres seropositivas se
recomiendan lavados de los ovocitos
mas exhaustivos.
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En el caso de congelar embriones en este
tipo de pacientes se recomienda el uso
de pajuelas de seguridad biolégica.
También podria ser eficaz el uso de
tanques de nitrégeno secos o la
utilizacion de contenedores de
nitrégeno independientes.”

CONCLUSIONES

La correcta utilizacion de los EPI frente
al riesgo biolégico como herramienta
complementaria a las medidas generales
de tipo higiénico, es aun hoy en dia una
asignatura pendiente. Sin embargo, con
el descubrimiento en los afios 80 del
virus de la inmunodeficiencia humana,
el personal sanitario empezé a tener
conciencia del riesgo profesional que
supone la exposicién a determinados
agentes bioldgicos. Este hecho fue el
detonante para que la cultura preventiva
frente al riesgo biolégico cambiaray en
consecuencia se empezaron a utilizar
protecciones personales adecuadas y
procedimientos de contencién
adecuados. En el laboratorio de
reproduccion  asistida no  esta
generalizada esta cultura y esperamos
que lasindicaciones que se muestran en
éste trabajo arrojen luz sobre los
requisitos y maneras de actuar para
poder tratar a pacientes portadores de
enfermedades infecciosas en nuestros
laboratorios.

Es de suma importancia que se tengan
en cuenta estas medidas antes de
empezar a trabajar con pacientes
portadores de enfermedades
infecciosas. Aplicando estas medidas
hemos conseguido, hasta la fecha, que
ninguna mujer, ni hombre, ni nifio, ni
trabajador se contagie de ninguno de los
virus tratados. Aunque las
probabilidades de contagio son bajas,
alin sin tener en cuenta muchas de estas
medidas, las consecuencias de un solo
contagio pueden ser catastréficas para
un centro de reproduccién. Es por esto
que recomendamos que todo centro de
reproduccion asistida esté informado de
todos los aspectos referentes a la
seguridad del laboratorio.
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Grupo Definicion

1 Aquél que resulta poco probable que cause una enfermedad en el
hombre

2 Aquel que pucde causar una enlermedad cn ¢l hombre y pucde suponer

un peligro para los trabajadores, siendo poco probable que sc propague
a la colectividad y existiendo generalmente profilaxis o tratamiento
eficaz

3 Aquél que puede causar una enfermedad grave en el hombre y presenta
un riesgo de que se propague a la colectividad y existiendo
generalmentc una profilaxis o tralamientlo clicar

4 Aquél que causando una cnfermedad grave en cl hombre suponc un
scrio peligro para los trabajadores, con muchas probabilidades de que se
propague a la colectividad y sin que exista generalmente una profilaxis
o0 un tratamiento eficaz

Tabla II. Clasificacion de los agentes biolégicos

Agenie bioldgico Grupo Anotaciones

Virus de (VHB) 3 Vacuna elicar posible. Normalmenie no
inleccioso a fravés del aire. La lista de
irabajadores expuesios al agente debe
conservarse duranie mas de dies afios
después de la Gllima exposicion.

Virus de la 3 Normalmenie no infeccioso a través del aire.

inmunodeliciencia humana La lisla de trabajadores expueslos al agenie

(VIH) debe conservarse duranie mas de diex afios
después de la uliima exposicion.

Virus de (VHC) 3 Normalmente no infeccioso a través del aire.

La lista de trabajadores expuestos al agente
debe conservarse durante mas de diez afios
después de la iltima exposicion.

Tabla III. Indicaciones relativas a las medidas de contencion y a los niveles de contencion
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Mivel de conleneion
Medidas de contencion 2 3 4
1 El lugar dc lrabajo sc cnconlrara | No Aconsgable S1
scparado de loda aclividad que sc
desarrolle en el mismo edificio
2 El airc introducido y cxiraido del | No Si, para la salida | Si, paralacntrada | Tabla IV. Niveles de contencion
lugar de lrabajo sc [illrard medianlc de aire y salida de aire aplicables a diferentes virus
la utilizacion de filtros de alta
eficacia para particulazs en el aire
(HEPA) o dc forma similar
3 Solamenle s¢ permilird ¢l acecso al | Aconscjable S1 S1, con cxclusa de
personal designado are
4 El lugar dc trabajo debera poder | No Aconscjable S1
precinlarse  para  permilir  su
desinfeceion
5 Procedimiento de  desinfeccion | Si Si Si
especificados
6 El lugar dc lrabajo s¢ manlcndrd con | No Aconscjable Si
una presion negaliva respeclo a la
presion atmosférica
7 Control eficiente de wvectores, por | Aconsejable 5i Si
ejemplo, de roedores e insectos
8 Supcrficics impermeables al agua y | S, para ¢l banco | S1, para ¢l banco | Si, para cl banco
de [Geil limpicea dc prucbas o |[dc prucbas o | dc prucbas o
mesa de trabajo y | mesa de trabajo y | mesa de trabajo,
el suelo el suelo el suelo, las
parcdes ¥y los
lechos
9 Superficies resistentes a dcidos, | Aconsejable Si Si
lealis, disolventes y desinfectantes
10 | Almacenamiento de seguridad para | Si Si Si,
agentes hiologicos almacenamiento
SCEUro
11 Sc¢  instalard una venlanilla de | A Jablc A ;jable Si
obscrvacion o un disposilivo
alternativo en las 7zonas de manera
que se pueda ver a sus ocupantes
12 | Lahoratorio con equipo propio No A sjable Si
13 El malcrial infcclado, animales | Cuando proccda S1, cuande la | Si
meluidos, deberda mancjarse cn una nfceeion sc
cabina de sepuridad biologica o en propagus por el
un aislador u otra contencién aire
apropiada
14 Incincrador para deslruceidon  de | Aconsgyable S1 (dispomble) S1, en ¢l mismo
animalcs mucrlos lugar

Agenic biologico Peligros en ¢l laboratono Precauciones recomendadas Tabl.a V. Cabinas de f[“Jo La.mitm.r y
Virus de (VHB) Presenle en sangre y componenics | Nivel de conleneion 2 para las aclividades Cabinas de 5‘-’? uridad - Biologica
dc la misma y cn olros liguidos | que impliquen la manipulacion de ejidos (€DC, 1995; Castilla et al. 2003)
biologicos como orina, semen, | y fluidos corporales potencialmente
liquido cefalorraquideo y saliva. | infectados
Las vias de cxposicion pucden ser | Nivel de conlencion 3 y precauciones del
por moculavion  parenteral y | personal para las actividades con un
cxposteion de la piel y de las | clevado polencial de  produccion de
mucosas a la sangre y a los | salpicaduras y aerosolen y en la
distintos fluidos corporales de los | produccion de grandes cantidades de
pacienies. El wirus  permancee | clevadas concenlracioncs
cslable duranlc vanos dias en la | Sc¢ rccomienda  vacunar al  personal
BANZIC 5Cea ¥ sus componenles. cxpucslo
Virus de (VHC) Sc¢ deleola prineipalmenic en la | Nivel de conteneidn 2 para las actividades
sangre y sucro sanguinco, con | quc impliquen la mampulacion de lepdos
menor frecuencia en la saliva v |y  fluidos corporales potencialments
muy raramente en orina o semen infectados
Nivel de conleneion 3 y precauciones del
personal para las aclividades con un
clevado polencial de  produccion  de
salpicaduras y acrosoles y en la
produccion de grandes cantidades de
clevadas convenlraciones
Virus de la | Los ncsgos ocupacionales de | Cuando s¢  lrale de  mucslras no
inmunodcficicneia mleeeion por ¢l VIH, provienen | concenlradas, la manipulacion pucdc
humana (VIIT) fundamentalmente de la | hacerse en un nivel de contencion clase 2;
posibilidad de ser inoculados | por el contrario, los cultivos celulares de
aceidenlalmenic o por conlaclo de | VIH y los preparados concenirados o
mucosas con sangre u  olros | purilicados deberan hacerse en un nivel
[uidos corporalces. de conleneion 3
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OOCYTE AND EMBRYO OXYGEN CONSUMPTION CAN IT TELL US
ANYTHING ABOUT DEVELOPMENTAL POTENTIAL?

Lynette Scott, PhD, HCKD Fertility Centers of New England Reading, MA, USA

Embryo morphology is the only form of
selection during human assisted
reproductive technologies. Gamete
(sperm and oocyte) morphology is not
utilized due to the lack of sufficient data
correlating any particular morphology
with outcome. In order to get a
functional embryo, both gametes must
be normal. During any growth and
development, an oocyte or embryo
needs energy in the form of ATP, the
majority of which is formed through
oxidative respiration. During respiration
oxygen is consumed and by measuring
oxygen consumption, the level or rate of
respiration could be calculated.

As the oocyte is developing, it uses
about 90% of delivered oxygen for
respiration but once it matures in the
antral follicle this has dropped to about
70%. Cleaving embryos only use 30% of
oxygen uptake for respiration, with the
bulk being used in alternate cellular
mechanisms. However, as the embryo
begins to compact, form a blastocysts

and expand, the amount of oxygen used
in respiration increases to approximately
70%.

Oxygen uptake or use by an oocyte or
embryo can be measured in a non-
destructive  manner  using  an
EmbryoScope. This is not a clinical
technique as it is not entirely non-
invasive but it has lead to insights on
gamete and embryo function, normality
and ability to grow as related to oxygen
consumption.

It was shown that oocytes at different
stages of maturation have different
levels of oxygen consumption and that
oocytes that have the ability to continue
developing have greater oxygen
consumption  than  those that
subsequently stopped growing. Oxygen
consumption was correlated with known
parameters that affect oocyte quality
such as FSH levels and age. Oocytes from
patients with advanced age or high FSH
had lowered oxygen consumption.

Oocytes that fail to fertilize, but where
thereis no male factor, also had lowered
oxygen consumption.

Oxygen fluxes or consumptionin human
embryos growing from the one cell to
blastocysts stage, can be an indirect
measure of their respiration. Embryos
that continue developing have a very
stable rate of oxygen consumption.
Embryos that become attretic or stop
developing have significantly reduced
consumption rates prior to the demise.
Oxygen consumption was not related to
normality, merely to continued
development with a 2 fold increase in
consumption as the embryo forms a
blastocyst. Oxygen consumption does
not correlate with morphology only
continued development. Aneuploid
embryos  have similar  oxygen
consumption to euploid embryos, if they
continue cleaving.
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INTEGRIDAD DEL ADN Y PATRON DE EXPRESION GENICA;
INDICADORES DE CALIDAD ESPERMATICA Y EXITO REPRODUCTIVO

Marcos Meseguer, Sandra Garcia-Herrero, Cristobal Aguilar, Thamara Viloria, Nicolds Garrido
Instituto Valenciano de Infertilidad, Universidad de Valencia, Valencia, Spain;

INTRODUCCION

El diagndstico del varén como fértil o
infértil es extremadamente dificil, ya
que este estado pude variar en un
corto espacio de tiempo e incluso por
existir diferentes parejas. Estas
aseveraciones deben de considerarse
desde el punto de vista de cada
eyaculado.

La herramienta cldsica para estimar el
potencial fértil del varén es el andlisis
basico del semen como lo refleja la OMS
(Wild et al. 2004). Este andlisis se basa
en la evaluacion macroscopica vy
microscopica de las caracteristicas del
espermatozoide. Los resultados de este
junto con los estudios en la mujer
proveen a la pareja informacién para
recomendar el tratamiento de
reproduccion asistida mds apropiado
teniendo en cuenta los costes (médicos,
biolégicosy econémicos) y la efectividad
de los ratios.

Un porcentaje importante de las parejas,
incluso después de varios intentos, son
incapaces de procrear, aunque se realiz6
un analisis de esterilidad concienzudo y
no se detecté ninguna causa aparente o
subyacente. Esto podria deberse en
parte a algunos defectos espermaticos
que no estan siendo valorados en el
espermiograma clasico (Garrido et al.
2008).

Entre los marcadores moleculares de
infertilidad, existen muchos datos en la
literatura algunos contradictorios
respecto a la utilidad del estudio de la
integridad del ADN. El estrés oxidativo
(EO) en el espermatozoide también ha
sido estudiado en profundidad en las
Galtimas décadas como marcador de
infertilidad masculina (Garrido et al.
2006, Alvarez and Agarwal. 2006) con
laintencion de predecir la habilidad para
ser  padre. Otros  marcadores
moleculares se han estudiado para

averiguar su capacidad predictiva en la
fecundacion y en el embarazo
(Braundmeier and  Miller. 2001,
Meseguer et al. 2004a) y todos estos
estudios demuestran que el origen de la
infertilidad masculina es multifactorial.

Actualmente, la amplia variedad de
andlisis proporcionados por las —6micas
han sido implementados en los estudios
de fertilidad (Martinez-Conejero et al.
2008, Horcajadas et al. 2007, Martinez-
Heredia et al. 2006) permitiendo la
caracterizacion de perfiles de fertilidad
relacionados con la expresion de mRNA
proteinas e incluso metabolitos.

Los modelos experimentales
actualmente utilizados en reproduccion
asistida para caracterizar la infertilidad
masculina  presentan importantes
sesgos, ya que el factor masculino es en
muchas ocasiones ignorado, lo que
permite hallar en muchas ocasiones
relaciones espurias entre determinados
pardmetros y la infertilidad. Para
solucionar este problema, la utilizacién
del modelo de la donacién de 6vulos
para estandarizar la calidad ovocitaria
proporciona una herramienta muy
poderosa (Meseguer et al. 2006b).

El objetivo de esta ponencia es recopilar
la informaciéon generada hasta el
momento en relacion a algunos
parametros moleculares espermaticos
relacionados con la infertilidad
masculina y su potencial diagnéstico.
Nos centraremos en el ADN y en el ARN
mensajero. El primero es obviamente el
que lleva lainformacién genética para el
futuro feto y su integridad pude estar
afectada por el entorno lo que
complicaria el proceso reproductivo. El
segundo (ARNm) puede ser importante
durante las primeras divisiones
embrionarias (hasta que la maquinaria
del embrién estd activa). Las variaciones
en los patrones de ARNm podrian ser
determinantes en el éxito reproductivo.

INTEGRIDAD DEL ADN

Generalmente la cromatina epermatica
estd muy organizada, siendo una
estructura compacta de ADN con
nucleoproteinas heterogéneas que
protegen la integridad genética vy
facilitan el transporte del genoma
paterno a través de los tractos
reproductivos masculino y femenino
(Manicardi et al. 1995). Por lo tanto la
integridad del ADN es necesaria para la
correcta transmision de la informacion
genética de vital importancia para
mantener el embarazo.

ORIGEN DEL DANO EN EL ADN

Existen defectos intrinsecos que
generan dafio en ADN y estos incluyen
deficiencias durante la espermiogénesis
(periodo durante el cual las protaminas
espermdticas son depositadas), o
mutaciones que afectan adversamente la
compactacién del ADN. Las protaminas
son responsables de la compactacion del
ADNy estdn fuertemente unidas a estey
defectos en las mismas podria dafar
componentes del ADN y su estructura
(Oliva. 2006). Una etiologia adicional
es la que refiere que aquellos
espermatozoides que entran en apoptosis
(o muerte celular programada). Este
proceso ocurre regularmente durante la
vida adulta y ayuda a eliminar aquellas
células que tienen alterada la funcién o
son afuncionales, no obstante algunas
células podrian escapar de esta limpieza
y presenten altos niveles de ADN (Sakkas
etal. 1996).

Ademds el propio metabolismo
espermatico genera especies reactivas
del Oxigeno (ERO) que podrian afectar a
la integridad del ADN, especialmente
(02-), (H202) y (NO). No obstante los
espermatozoides han desarrollado
defensas contra los niveles excesivos de
ERO y predominantemente incluye
superoxido dismutasa (SOD), glutation
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peroxidasa (GPxs) y glutation reductasa
(GR) (Meseguer et al. 2004b, Santiso, R.,
Tamayo, M., Gosdlvez, J., Meseguer, M.,
Garrido, N., Fernandez, JL. 2009).

ERO pueden reaccionar con cualquier
componente celular y el espectro de las
modificaciones oxidativas dependen de la
cantidad de ERO, el momento y la
localizacion de esta generacion y la
presencia de los mecanismos de defensa.
Concretamente estamos interesados en el
efecto de ERO en el ADN en particular la
formacién de 8-hydroxydeoxyguanosine
(8-0HdG) uno de los mayores productos
oxidativos del ADN (Figura 1).

Cadena de ADN sana

El dafio oxidativo lo encontramos en
determinadas  situaciones  como
consecuencia de la generacion de
radicales libres, estas incluyen
enfermedad inflamatoria autoinmune y
enfermedades  neurodegenerativas,
arterioesclerosis 'y los  dafios
consecuencia de la isquemia. Estos
dafios también se observan durante
procesos de mutagénesis y
carcinogénesis originados por factores
diversos como los agentes quimicos las
radiaciones y la actividad metabélica
normal. El estrés oxidativo podria causar
fragmentacion en el ADN posiblemente
como consecuencia de la oxidacién del
mismo (Garrido et al. 2004b).

Cadena de ADN oxidada: residuos de 8-

oxoguanina

8-dihydro-8-oxoguanina (8-oxoG)

Figura 1. Transformacién de la deoxyguanosina (dG) y la formacion of 8-hydroxydeoxyguanosina (8-0HdG)
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Figura 2. Porcentaje de espermatozoide con el ADN oxidado de acuerdo al consumo de tabaco del varon.

Los factores externos como el calor, los
agentes quimioterapéuticos la radiacién
y otras gonadotoxinas estdn asociadas
con un aumento en de los
espermatozoides con el ADN danado.
Pero ademas el cancer por si mismo se
considera un factor intrinseco de dafio
en el ADN. Recientemente publicamos un
trabajo en el que observamos un
aumento en la fragmentacién del ADN en
los pacientes con cancer que es
comparable al de los pacientes infértiles
(Meseguer et al. 2008b).

Otra causa potencial de dafio en el ADN
es la exposicion a toxinas ambientales
aunque en este campo los resultados son
controvertidos (Sun et al. 1997). Lo
cierto es que una de estas toxinas podria
producirse por el consumo de tabaco que
es uno de los habitos téxicos mds
comunes en la poblacién general, el cual
ademds es potencialmente capaz de
inducir efectos deletéreos en los
gametos (Viloria et al. 2005).

La relacién entre el consumo de tabaco
y el dafio en el ADN se ha investigado en
profundidad por Viloriay cols (Viloria et
al. 2009, Rubio et al. 2007). Ellos
determinaron elevados niveles de
fagmentacion en pacientes fumadores,
sin embargo no detectaron un aumento
en el dafo oxidativo del ADN
espermdtico. Esto sugiere que los
elevados niveles de fragmentacion
encontrados en los varones fumadores
no son consecuencia de la oxidacion del
ADN lo que también va en contra de que
la fragmentacién del ADN es precedida
de la oxidacién (Figura 2).

EVALUACION DEL DANO EN EL ADN
ESPERMATICO; ESTUDIO EN REPRODUCCION
ASISTIDA

Existen numerosos tests que directa o
indirectamente evaluan el dafio en el
ADN, aquellos que estudian la
fragmentacién del ADN no son objetivo
de esta charla y no los comentaremos.
Para estudiar la oxidaciéon del ADN
nosotros utilizamos el OXI DNA assay kit
basado en la unién de anticuerpo con
fluorescceina a la 8 oxoguanina,
presente en las células con ADN oxidado,
esta  fluoresceina se cuantifica
utilizando citometria de flujo (Meseguer
etal. 2008a).
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La infertilidad masculina esta asociada
a la pobre integridad del ADN
espermatico y se ha sugerido que estas
anomalias podrian afectar a la capacidad
de procreacién de los varones teniendo
relaciones sexuales regulares y en
aquellos tratados con tratamientos de
reproduccion asistida (Larson-Cook et
al. 2003, Muriel et al. 2006a, Muriel et
al. 2006b).

En esta ponencia no repasaremos
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Aungque observamos un aumento en los
niveles de oxidacion en aquellos
pacientes que no consiguieron embarazo
evolutivo, las diferencias no eran
significativas. Esto podria deberse al
proceso de seleccion antes de la
transferencia, de manera que los
embriones de mal pronéstico no se
escogerian para transferencia. En
ausencia de esa seleccion, serfa posible
observar una asociacion entre la
oxidaciéon del ADN y el embarazo.
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células inmunes, células mioides,
fibroblastos, etc..., tetraploides;
espermatocitos  primarios).  Para
determinar la ploidia celular realizamos
una tincién dual conioduro de propidio,
permitiendo analizarla simultdaneamente
con la tincién del la 8-0HdG, separando
entre categorias celulares como se
muestra en la figura 3 . Ademds fuimos
capaces de distinguir entre células
haploides  espermdticas 'y no
espermaticas analizando las formas
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Figura 3. Histogramas de citometria de flujo sobre la ploidia y la oxidacion de ADN en células testiculares. Las ventanas muestran A= células seleccionadas mediante el
forward y side scatter, (=Células 8-0H positivas G= células haploides, H= células diploides, I= células tetraploides, M= total de células 8-OH positivas, N= células
haploides 8-0H positivas, 0= células diploides 8 OH positivas, P= células tetraploides 8 OH positivas.

aquellos estudios de nuestro grupo
centrados en la fragmentacion del ADN
pero si determinaremos la relevancia de
la oxidacion del ADN en la calidad
embrionaria y en el éxito reproductivo
estudiando prospectivamente ciclos de
donacién  donacion de ovocitos
emparejados, es decir aquellos casos
donde donantes con buena respuesta
originan una cohorte ovocitaria
suficiente para dos receptoras,
consiguiendo que una de las pocas
diferencias entre los dos ciclos sea la
muestra espermatica diferente (Melo et
al. 2006).

En referencia a la morfologia
embrionaria, realizamos un estudio
detallado de todos los estadios del
desarrollo. Se ha correlacionado la
morfologia embrionaria, basandonos en
la division celular y la fragmentacién
embrionaria. Es mds, observamos una
importante asociacion entre la asimetria
embrionariay altos niveles de oxidacién
del ADN espermadtico. Ademads, en los
estadios mas avanzados, aquellos
embriones que alcanzaron el estadio de
blastocisto se asociaron con menores
niveles de oxidacién.

Ademds, analizando estas diferencias
entre pacientes que compartieron cohorte
ovocitaria (misma donante), observamos
un claro aumento en las relaciones entre
la calidad embrionaria y la oxidacion del
ADN. Conjuntamente el dafio oxidativo
esta asociado con una disminucion de la
motilidad espermatica. Todas estas
asociaciones encontradas apoyan la
relevancia de la hidroxilacion de la 8-
oxoguanina como biomarcador de calidad
espermdtica reflejando el dafio de los
radicales libres en los espermatozoides
(Meseguer et al. 2008a).

Siguiendo en esta linea de trabajo,
determinamos la relevancia de la
oxidacion del ADN originada por los
radicales libres en los espermatozoides
procedentes de testiculo, analizando los
tratamientos de reproduccion asistida
realizados con ellos y utilizando el
modelo de donacién de ovocitos para
estadarizar el factor femenino.

Las células obtenidas del testiculo
presentan una amplia variedad de tipos
y ploidias (haploides; espermatozoides
y espermatidas redondas, diploides;
espermatogoniasm,  espermatocitos
secundarios, células de Leydigy Sertoli,

celulares en funcion de cémo se
comporta el haz laser del citémetro al
atravesar el espermatozoide. Cuando el
porcentaje de células 8-OHdG positivas
es considerado para cada ploidia,
observamos un aumento en las
azoospermias de origen no obstructivo
(NO) en comparacién con las
obstructivas (0) pero solo considerando
las células haploides. Aproximadamente
un 4% mas de células haploides
presentan el DNA oxidado mientras que
solo un existe un 1,5% de incremento
cuando consideramos las células
diploides, por dltimo considerando las
células tetraploides las diferenciasen la
sefial de 8-OH estaban solo en un 0.16%
estando de nuevo mds oxidadas aquellas
células procedentes de pacientes con
azoospermia NO.

No encontramos ninguna relevancia
clinica entre el estado de la oxidacion
del ADN espermdtico y tasa de
fecundaciéon  junto  con  varios
parametros de calidad embrionaria
(desarrollo temprano y desarrollo
tardio; dias 5-6), tampoco con la
consecucion de embarazo evolutivo
(Aguilar et al. 2009).
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PATRON DE  EXPRESION  GENICA

DIFERENCIAL; MICROARRAYS

En la dltima década, conocida como la
era post-gendmica, las herramientas de
analisis genético han sufrido una
revolucion técnica. La entrada en escena
de sistemas que permiten el andlisis
masivo de genes en un solo experimento
vs. aquellos en los que sélo permitian el
estudio gen por gen (o de un pequefio
grupo de ellos) han proporcionado
una nueva dimension a la hora de
plantear y extraer conclusiones de los
experimentos. Los microarrays, que es
como se conocen estos sistemas, fueron
descritos por primera vez por Schenna
en 1995 (Schena et al. 1995) y nos
permiten estudiar, por ejemplo, qué
genes se expresan en un situacion
biolégica concretay compararla con una
patolégica y ver en qué se diferencian,
qué genes se expresan y en qué
proporcion, ddndonos una vision global
de una enfermedad y cudles son los
mecanismos que operan en dicho
proceso patolégico ademas de ser un
potencial papel en el diagndstico de
enfermedades.

Basicamente el microarray es un formato
experimental en el que una superficie
sélida en las que estdn impresas miles de
sondas que detectan genes de secuencia
conocida.

Microarrays hay de diferentes tiposy su
clasificacion depende, por ejemplo, de
los que queremos detectar (oligos,
cDNA, proteinas...), del tipo de soporte
(un slide, silice o gel) o del tipo de
impresion de las sondas en la matriz.

El caso que nos ocupa es el de los
microarrays de expresion génica que nos
permiten evaluar el conjunto de ARN
mensajeros que se generan en un tejido o
un grupo de células en una situacion
biolégica determinada y saber que genes
se expresan de manera diferencial en cada
situacion  (Genes  diferencialmente
expresados (GDE)). En este caso la matriz
contiene una serie de sondas que son unos
oligonucledtidos sintéticos que serdn
expuestos a un pool de ARN mensajeros
que son extraidos de las muestras
bioldgicas que queremos estudiar.

La muestras bioldgicas que nuestro
grupo ha estudiado son de semen de

donantes y pacientes que se someten a
diversas técnicas de reproduccion asistida
(TRAs). También nuestro grupo planted la
hipétesis de que debe haber diferencias
entre las muestras de semen que
consiguen un embarazo frente aquellas
que no, y que ademds estas, eran
indetectables para el espermiograma.

La diferencias pues se pueden encontrar
a un nivel molecular, a nivel de los
ARN mensajeros presentes en el
escaso citoplasma presente en el
espermatozoide y que parece que estan
implicados en el proceso de fecundacién
y en las primeras divisiones
embrionarias (Ostermeier et al. 2005a,
Ostermeier et al. 2005b, Ostermeier et
al. 2004, Miller and Ostermeier. 2006a,
Miller and Ostermeier. 2006a, Miller and
Ostermeier. 2006b, Miller et al. 2005)

Asimismo se plante6 que los
requerimientos moleculares de las
muestras de semen capaces de lograr un
embarazo no son los mismos para todas
las TRAs, siendo mds cudanto menos
invasivas son, por ejemplo en una IAH,
frente a las que mas, como es el caso de
ICSI.

DIFERENCIAS DE EXPRESION GENICA
ASOCIADOS A LA INFERTILIDAD
MASCULINA

Nuestro grupo ha realizado varias
comparaciones para ver las diferencias
moleculares (a nivel de expresién
génica, esto es a nivel de los genes que
se expresan de manera diferencial
(GDE)) en el semen de hombres que
embarazan a sus parejas frente aquellos
que no y el objetivo a largo plazo es
disefiar una herramienta diagnéstica
complementaria al espermiograma para
evaluar el potencial fértil de una
muestra de semen basada en la
tecnologia del microarray.

Con este objetivo en mente se realizé un
experimento en el que se comparaban
muestras de semen de donantes con una
fertilidad probada (ya habian sido
padres con el programa de donacién) y
se compard con semen de pacientes que
acudian a la clinica porque no concebian
de manera natural (Garrido et al. 2008).
Tanto donantes como pacientes
presentaban parametros seminales
similares y dentro de lo normal. Una vez

realizados los microarrays se observo,
que efectivamente, la expresion de los
genes era diferente en ambos grupos y
que estas diferencias podrian en parte
explicar el mayor o menor éxito
reproductivo de un grupo u otro.

El siguiente paso fue estudiar pacientes
que conseguian embarazo frente
aquellos que no tras someterse a la
misma técnica de reproduccién asistida,
tanto a una Inseminacion artificial
homéloga (IAH) como a una
microinyeccién intracitoplasmica (ICSI).

DONANTES VS. PACIENTES

Se hizo una comparacién entre muestras
de semen de donantes de fertilidad
probada que ya habfan sido padres
dentro del programa de donacién de
esperma y pacientes que acudian a
nuestra clinica ante la imposibilidad de
concebir de manera natural (Garrido et
al. 2008). Ambos grupos presentaban
pardmetros seminales normales segun
lasindicaciones de la OMS de 1999 y sin
diferencias significativas entre los
parametros de los donantes y de los
pacientes. También se examinaron las
parejas femeninas de los pacientes
incluidos en el estudio. Todas ellas eran
menores a 37 afios y no presentaban
ninguna patologia asociada a la
incapacidad de quedarse embaraza
(ovario poliguistico, obstruccion
tubdrica o endometriosis).

Una vez realizado el array los resultados
obtenidos indicaban grandes diferencias
entre ambos grupos. Un total de 1662
genes se expresaban diferencialmente
en el grupo de donantes y 1568 en el
grupo de pacientes. Un posterior
andlisis de esos genes con una
herramienta de ontologia génica (que
nos permite conocer las asociaciones
complejas que forman un grupo
determinado de genes y ver en que
procesos biolégicos estan implicados)

nos  mostrd mas diferencias,
esta vez a nivel de asociacion
en redes  biolégicas  complejas

(http://david.abcc.ncifcrf.gov/) (Gene
Ontology Consortium. 2006, Huang da et
al. 2007). Por ejemplo, alguno de los
procesos que salian estadisticamente
significativos al analizar los GDE en el
grupo de donantes con un claro papel
reproductivo eran la espermatogénesis,
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generacion de los gametos masculinos,
desarrollo de las espermatidas o
reproduccion sexual. Sin embargo estos
procesos no aparecen cuando se
analizan los 1568 GDE de pacientes. Esto
puede indicar que estos sistemas son
mds operativos en el grupo de los
donantes y por eso su tasa de éxito
reproductivo.

PACIENTES SOMETIDOS AIAH; EMBARAZO
VS NO EMBARAZO

El siguiente paso era el de comparar
muestras de pacientes que lograban
embarazo frente aquellos que no
(estudio de casos y controles),
sometiéndose todos ellos a su primer
ciclo de IAH, teniendo ellos una
recuperacion de espermatozoides
méviles mayor de 3 millones y ellas
cumplian  todos los  requisitos
anteriormente mencionados en la
comparacién de donantes frente
pacientes.

Los resultados también reflejaron claras
diferencias entre ambos grupos, si bien
estas diferencias no eran ni tantas nitan
claras como cuando se comparaban los
donantes frente a los pacientes.

Encontramos 756 GDE en el grupo que
embaraza y 194 en el grupo que no
lograba embarazo y el andlisis
ontolégico no encontramos procesos
biolégicos con un claro papel en la
reproducciéon descrito.

PACIENTES SOMETIDOS A CICLOS DEICSI
CON OVOCITOS DONADOS.

Para este experimento se escogieron 5
casos, cada caso constaba de 2 parejas
de pacientes que se sometian a un
proceso de ICSI con semen fresco propio
y ovocitos de la misma donante (modelo
explicado anteriormente en el que
finalmente quedando embarazada sélo
una de ellas), siendo el disefio un
estudio de casos y controles.

Las ventajas de este modelo son la
estandarizacion del factor femenino
usando ovocitos de donantes jévenes,
ademds una pareja se queda embarazada
y otra no con los ovocitos de una misma
paciente y de la misma cohorte
ovocitaria con lo que el factor femenino
alin se estandariza mucho mas. Por

Gltimo se usaron para los experimentos
alicuotas del semen con el que luego se
iba a realiza el ciclo de ICSI.

Tenfamos 5 casos (5 sémenes que
embarazaban (Grupo E, n=5) y 5 que no
(Grupo NE, n=5)), se procedié a hacer
agrupaciones (pools) de ambos gruposy
se realizd el microarray.

Los resultado volvieron a evidenciar
diferencias entre ambos grupos, en el
grupo E tenfamos 44 GDEy en NE sélo 5.

Entre los 44 GDE del grupo que logra el
embarazo cabe destacar los siguientes
genes que pueden tener alguna papelen
la funcién reproductora.

Der los 44 GDE, 4 son catepsinas (9% de
los GDE del grupo E). En mamiferos
como la oveja, el toro o el ratén que
estdn implicadas en los procesos de
implantaciény placentacién (Sireesha
et al. 2008, Song et al. 2007). Ademds
estdn implicadas en los procesos
proteoliticos que juegan un papel en la
remodelacion del epitelio seminifero en
testiculos de roedores (Jervis and
Robaire. 2001, Anway et al. 2004).

La apolipoproteina E implicada en la
espermatogénesis y en la maduracién
espermatica en ratas (Law et al. 1997).

La proteina epidimal secretora E1 o NPC2
puede estar implicada en la regulacién
de la composicién de las membranas
del espermatozoide durante la
segregacion del epididimo ya que esta
relacionada con el transporte del
colesterol durante la maduracién
espermdtica (http://www.expasy.ch/ )
(Legare et al. 2006).

También hay varias metaloproteasas,
que estanimplicadas en la proteccion en
las espermatogonias, espermatocitos y
células de Sertoli frente al efecto téxico
de metales pesados como el cadmio
haciendo a estos tejidos mas resistentes
al dafio producido por la accién de los
mismos (Kusakabe et al. 2008a,
Kusakabe et al. 2008b).

La galectina 3 parece estarimplicada en
la maduracién y activaciéon de los

espermatozoides en toros y cerdos.

Finalmente cabe destacar la familia de
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las glutation peroxidasas, en este caso
la GPX1, cuyos niveles (junto con los de
la GPX4) son importantes para proteger
al espermatozoide del dafo celular tras
la descongelacion. También se ha
encontrado una correlaciéon entre
niveles de la glutatién peroxidas 1 la
calidad embrionaria en dia 3.(Garrido et
al. 2004a, Meseguer et al. 2006a,
Meseguer et al. 2004c).

CONCLUSIONES

Hay evidencias de que existen
diferencias a nivel molecular (en este
caso deintegridad del ADN y de perfiles
de expresion génica) entre las muestras
de semen en funciéon de su calidad que se
ve reflejada en aquellas muestras que
consiguen embarazar a sus parejas
frente aquellas que no lo consiguen.

Estas diferencias pueden ser utilizadas
como marcadores de potencial fértil de
las muestras de semen.

Las diferencias en la integridad del ADN
espermatico se observan dentro y entre
pacientes, estan influenciadas por
factores externos y pueden condicionar
el éxito reproductivo aunque la
maquinaria reparadora ovocitaria juega
un papel decisivo.

Las diferencias de expresion génica
entre las muestras de semen son cada
vez menores a medida que el
tratamiento al que se someten es mas
invasivo. Sélo hay que tener en cuenta
el ndmero de genes que estan
diferencialmente expresados cuando se
analizan los donantes frente a los
pacientes en general que cuando esta
comparacion se hace pacientes frente a
paciente (en el caso de las IAH o ICSI)
(Figura 4).
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IMPACTO DEL GRADO DE FRAGMENTACION DEL ADN EN LOS
RESULTADOS EN FIV CONVENCIONAL E ICSI

Jorge Ten, Joaquin Llacer, Belén Lledd, Adoracién Rodriguez, Ruth Morales, Rafael Bernabeu

Instituto Bernabeu Alicante

NOTA  ACLARATORIA: Los datos
presentados en este resumen estan
pendientes de publicacién. Estos datos
pueden sufrir alguna modificacién hasta
el momento de su presentacion.

INTRODUCCION

La esterilidad afecta al 10-15% de las
parejas (WHO, 1987), siendo el factor
masculino responsable en
aproximadamente el 50% de los casos
(Huynh Ty cols., 2002). Este hecho hace
que en los Gltimos afios se hayan puesto
en marcha técnicas de biologia
molecular y genética encaminadas a la
profundizacion del estudio masculino a
nivel cromosémico ( fluorescence
in situ hybridization ~ (FISH) en
espermatozoides y microdeleciones del
cromosoma Y) y a nivel de la integridad
estructural del ADN espermatico.
Respecto a esta integridad del ADN, son
varios los factores descritos que pueden
producir un dafio en el mismo (Alvarezy
Lewis, 2008):

-Apoptosis durante el proceso de la
espermatogénesis.

-Roturas del ADN producidas durante la
remodelaciéon de la cromatina del
espermatozoide durante la
espermiogénesis.

-Fragmentacion post-testicular, inducida
principalmente por radicales libres de
oxigeno durante el transporte de los
espermatozoides a través de los tibulos
seminiferos y epididimo.

-Fragmentacién inducida por
endonucleasas endégenas.

-Tratamientos de radio y quimioterapia.
-Téxicos ambientales.

Las técnicas que existen para estudiar la
fragmentacién del ADN espermdtico se

pueden dividir en dos grupos. En primer
lugar se encuentran aquellas que miden
la susceptibilidad diferencial del ADN
para ser desnaturalizado por diversos
tratamientos.

En este grupo se encuentran las
siguientes:

SCSA o Sperm Chromatin Structure Assay
DBD-FISH o DNA Breakage Detection-
Fluorescence In Situ Hybridization.
SCD o Sperm Chromatin Dispersion
Ensayo cometa .

Y en el segundo grupo se incluyen
aquellas que marcan las roturas en la
cadena de ADN, porque incorporan
moléculas marcadas con fluorocromos
en los extremos de rotura:

TUNEL o Terminal dUTP Nick-End
Labeling .
ISNT o In Situ Nick Translation.

En el presente estudio se determina el
indice de fragmentacién del ADN (DFI) a
través de la técnica TUNEL, ya que como
se ha indicado anteriormente mide el
dafio real que existe en la muestra
seminal analizada y no la susceptibilidad
al dafio. Esta técnica se esta imponiendo
como la mds adecuada para establecer el
nivel de fragmentacion en el ADN
espermatico (Alvarez y Lewis, 2008)

Se han intentado correlacionar los
valores de DFI con los resultados de las
técnicas de reproduccién asistida (TRA)
para establecer un punto de corte que
permita predecir el resultado de las
mismas. En este sentido, parece ser que
las muestras de semen que muestran
niveles elevados de dafo en el ADNy que
son empleadas en los ciclos de FIV e ICSI
podrian estar asociadas con una
disminucion de las tasas de fecundacién,
un empeoramiento de la calidad de los
embriones, incluyendo el bloqueo de los
mismos, una disminucién de la tasa de

implantaciény unincremento de la tasa
de aborto (Lopesy cols., 1998; Larsony
cols., 2000). No obstante, la
metodologia empleada para medir la
integridad del ADN espermdtico, asi
como el disefio de la mayor parte de los
estudios publicados hasta la fecha,
hacen que no podamos establecer una
correlacion fiable y predictiva entre el
DFI y el éxito/fracaso de los
tratamientos de reproduccion asistida
(Collins y cols., 2008; The Practice
Committee of The American Society for
Reproductive Medicine, 2008).

El objetivo del presente trabajo es
conocer si existe una influencia real del
DFI medido mediante TUNEL en los
resultados tras FIV e ICSI.

Si realmente encontramos una
correlacion positiva, se podrian poner en
marcha tratamientos antioxidantes
encaminados a disminuir el dafio en el
ADN espermdtico, incrementando las
tasas de éxito. Por el contrario, si no
encontramos  efectos  negativos,
supondria desestimar este tipo de
pruebas, abaratando el coste de los
tratamientos reproductivos.

METODOLOGIA
DISENO:

Estudio prospectivo randomizado y a
doble ciego entre el Instituto Bernabeu
de Alicante, el Instituto Bernabeu de
Elche y el Instituto Bernabeu Biotech,
llevado a cabo entre Abril de 2008 y
Julio de 2009.

Se establecieron dos grupos de estudio:

1) Evaluacién de la incidencia del DFI
sobre los resultados tras ICSI:

Un total de 68 parejas realizaron un ciclo
ICSI por factor masculino en el Instituto
Bernabeu de Alicante, cumpliendo unos
criterios:
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- El recuento de espermatozoides en la
muestra seminal fue superior a 1 x 106
spz/ml.

- La edad de la mujer fue inferior a 38
afos. De esta forma evitamos el sesgo en
los resultados debido a una edad
materna avanzada.

Tras un protocolo de estimulacion
ovarica, la mujer se sometié a una
puncién ovarica en la que se recuperaron
un minimo de 6 ovocitos maduros
(metafases II) que fueron
microinyectados mediante ICSI.

2) Evaluacién de la incidencia del DFI
sobre los resultados tras FIV:

En total, 113 parejas se sometierona un
ciclo FIV con donacién andénima de
ovocitos por fallo ovdrico en el Instituto
Bernabeu de Alicante. La calidad
seminal de los varones fue normal
(normozoospermia,WHO, 1997), lo que
nos permitié realizar en todos los casos
un FIV sin microinyeccién. Tras un
protocolo de estimulacién ovdrica, la
donante de ovocitos se sometié a una
puncién ovarica. La inseminacién fue
llevada a cabo con un minimo de 6
ovocitos con la muestra capacitada del
conyuge de la receptora. EL grosor
endometrial fue normal en todos los
casos, no existiendo ninguna alteracion
en la cavidad uterina de las receptoras.

ESTIMULACION OVARICA CONTROLADA:

El Comité Médico delinstituto Bernabeu
asigné a las pacientes protocolos
especificos de estimulacién ovarica en
funcién de su historia clinica. Se
emplearon gonadotropinas exdgenas y
se llevaron a cabo controles exahustivos
mediante ecografias y andlisis seriados
de estradiol. La ovulacion fue
desencadenada mediante la
administracion de gonadotropina
coriénica humana (HCG) o agonistas de
la hormona liberadora de
gonadotropinas (GnRH).

RECUPERACION OVOCITARIA:

Tras 34-36 horas post-HCG o agonistas
de la GnRH, los complejos ovocito-

corona-cimulo  fueron  obtenidos
mediante aspiracion folicular
transvaginal guiada mediante

ultrasonido en un medio tamponado (G-
Rinse, Vitrolife, Goteborg, Suecia) en
tubos de 14 ml. Esto tubos se pasaron al
laboratorio de FIV, donde se procedi6 a
la bisqueda de los complejos, los cuales
fueron lavados en un medio tamponado
(G-MOPS®; Vitrolife, Goteborg, Suecia)
y distribuidos en pocillos con un medio
especifico (G-IVF®, Vitrolife, Goteborg,
Suecia) hasta su inseminacién o
microinyeccién.

PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS
SEMINALES:

Las muestras de semen fueron obtenidas
el mismo dia de la recuperacion
ovocitaria mediante masturbacion tras
un periodo de abstinencia de 3-5 dias.
Tras su licuefaccién, los pardmetros
analizados  incluyeron:  volumen,
concentracién, movilidad y morfologia.
La metodologia y los criterios para
valorar la calidad seminal son los
establecidos por la Organizacién
Mundial de la Salud. Las muestras fueron
capacitadas siguiendo un protocolo de
gradientes  de  densidad  con
PureSperma100 (Nidacon International
AB, Goteborg, Suecia). Utilizamos un
gradiente de dos fases, unaal 80%y otra
al 40%.

Para llevar a cabo la FIV, la muestra fue
ajustada a un volumen final de 3x106
sptz/ml. En el caso de la ICSI, se
cogieron alicuotas de mayor o menor
concentracion en funciéon de las
caracteristicas de la muestra.

FIV EICSI:

Entre 3-5 horas tras la obtencién de los
complejos ovocito-corona-ciimulo, se
llevé a cabo la FIV convencional o la ICSI.

Para la FIV, se inseminé con 150.000
espermatozoides por pocillo. Se
procedi6 a la inseminaciéon de cada
pocillo en campana de flujo y a 37°.
Cubrimos los pocillos con 300 pl de
aceite mineral estéril (Ovoil; Vitrolife,
Goteborg, Sweden) e incubamos a 37° C
y atmésfera al 6% de C02. En cada
pocillo hubo un maximo de 5 complejos
ovocito-corona-ctimulo.

Para la microinyeccion, las células del
cimulo fueron eliminadas mediante su
exposicion en un medio con 80 UI de

hialuronidasa ~ (Hyase,  Vitrolife,
Goteborg, Suecia), quedando los
ovocitos liberados de sus células de
granulosa. Sélo fueron microinyectados
aquellos ovocitos en metafase II o
maduros. Inmediatamente tras la ICSI,
los ovocitos fueron cultivados de forma
individual en microgotas de 50 pl de
medio G-IVF cubiertos con aceite
mineral estéril a 37°C en una atmdsfera
de 6% de CO2.

FIJACION DE LAS MUESTRAS CAPACITADAS
PARA LA DETERMINACION DEL INDICE DE
FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO:

En el mismo momento de la realizacién
de la FIV o la ICSI, una alicuota de cada
muestra seminal capacitada (30 pl) fue
extendida sobre un portaobjetos para su
fijacién. Una vez las muestras quedaron
secas, les fue asignado un cédigo y se
remitieron al Instituto Bernabeu Biotech
para la determinacion de la
fragmentacion del ADN mediante la
técnia TUNEL.

DETERMINACION DEL INDICE DE
FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO:

En las extensiones seminales se
determind la fragmentacion del ADN
mediante la técnica TUNEL empleando el
Kit de la casa comercial Roche vy
siguiendo en todo momento sus
indicaciones técnicas. Para evaluar el
porcentaje de espermatozoides con el
ADN fragmentado 6 DFI se usé un
microscopio de fluorescencia con un
objetivo de inmersion 100x. EL DFI se
determind como el cociente entre el
nimero de espermatozoides en los que
se detecta fluorescencia verde (DNA
fragmentado) y el ndmero total de
espermatozoides contabilizados por
tincion con DAPI.  Se evaluaron
aproximadamente 500 espermatozoides
totales por cada muestra. Un valor del
DFI igual o superior al 15% fue
considerado como patoldgico.

COMPROBACION DE LA FECUNDACION:

Los ovocitos con una fecundacion
correcta presentaron dos prontcleos y
extrusion del sequndo corpdsculo polar
16-18 horas tras la FIV o la
microinyeccion. EL resto de ovocitos
fueron clasificados como no fecundados
o con fecundacién anémala (haploides,
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triploides, etc.). Los  ovocitos
fecundados fueron pasados de forma
individual a microgotas de 50 pl de
medio G.1 (Vitrolife, Sweden) cubiertos
con aceite mineral estéril a 37°C en una
atmoésfera de 6% de CO2 para controlar
su desarrollo posterior.

VALORACION DE LA  CALIDAD
EMBRIONARIA, = TRANSFERENCIA Y
EMBARAZO:

Tras 44-47 horas, 67-71 horas, 94-98
horas, 112-120 horasy 136-140 horas se
observaron  los embriones en
microscopio invertido a 400 aumentos
para valorar su calidad y establecer
cuales eran los embriones que se
transferian al Gtero materno y cuales se
congelaban o desechaban por mala
calidad. Los criterios establecidos para
valorar dicha calidad fueron los de
ASEBIR (Asociacién para el Estudio de la
Biologia de la Reproduccién). La
transferencia embrionaria se realiz6 en
dia 2 (D+2), dia 3 (D+3) o dia 5 (D+5) en
funciéon del nimero de embriones
evolutivos y de su morfologia. ELnimero
de embriones a transferir dependi6 de la
historia médica y de su calidad.

Los embriones fueron transferidos a la
cavidad uterina mediante una canula
Rocket® (Embryo transfer catheter
Rocket Medical, Washington, UK), con
ayuda de un ecégrafo.

Tras 13-14 dias post-puncién se realiz6
un test de embarazo (determinacién de
B-hCG en sangre). La confirmacién de
embarazo fue llevada a cabo mediante
ecografia vaginal, con presencia de
vesicula gestacional con latido cardiaco
positivo. Se llevé a cabo un seguimiento
del embarazo para confirmar su
evolucién hasta la semana
decimosegunda vy evaluar el aborto
durante el primer trimestre de
gestacion.

ANALISIS DE LOS RESULTADOS:

Una vez obtenidos los datos de
fragmentacion de ADN y los datos
clinicos, éstos fueron remitidos al
coordinador del estudio. Se llevé a cabo
un andlisis estadistico empleando el
paquete SPSS. La variables de estudio
fueron las siguientes:

Calidad Seminal

Tasa de Fecundacion

Calidad Embrionaria (Criterios ASEBIR)
Tasa Embarazo positivo (13 +)
Tasa Embarazo clinico.
Tasa de Implantacion.
Tasa de Aborto.

RESULTADOS

Respecto al grupo de pacientes sometidos
aICSI, la edad materna media fue de 33,7
afos y la paterna de 37,7. Una de las
muestras no pudo ser evaluada para
determinar el DFIL. Del total de las 67
muestras evaluadas, el DFI medio fue del
5,8%. Sesenta muestras (89,5%)
presentaron un DFIL inferior al 15%, con
una media de fragmentacion del 3,9%,
considerdandose, por tanto, muestras
normales. El 10,5% restante de las
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muestras (n=7) fueron patoldgicas, con
un DFI medio de un 21,9%. Como muestra
la tabla I, no se encontraron diferencias
estadisticamente  significativas  en
ninguna de las variables de estudio.

Respecto al grupo de pacientes
receptoras de ovocitos sometidas a FIV
convencional, la edad materna media de
las receptoras fue de 40,0 afios y de las
donantes de ovocitos de 25,3. Por
motivos técnicos, cinco muestras no
pudieron ser analizadas para determinar
el DFI. Del total de las 108 muestras
evaluadas, el DFI medio fue del 7,6%.
Ochenta y ocho muestras (81,5%)
presentaron un DFLinferior al 15%, con
una media de fragmentacion del 3,8%,
considerandose, por tanto, muestras
normales. El 18,5% restante de las
muestras (n=20) fueron patoldgicas, con

DFI<15 DFT>I5 PVALOR
EDAD MATERNA 40,1 383 0,16
MEDIA
EDAD DONANTES 250 26,4 0,08
MEDIA
MEDIA VOLUMEN 3,1 3.6 0.11
EYACULADO (M1.)
MEDIA RECUENTO 22,1 76.2 0,61
(MILLONES/ML)
MEDIA MOVILIDAD 516 552 0,19
PROGRESIVA (%)
MEDIA MOVILIDAD 0,0 0.2 033
NO PROGRESIVA (%)
MEDIA INMOVILES 484 446 0,17
(*8)
MUESTRAS CON 40,0 250 0,36
TERATO7.00SPERMIA
* (%)
NUMERQ MEDIO DE 119 12,1 0.83
OVOCITOS
INSEMINADOS
TASADE 70.6 593 0,09
FECUNDACION (%)
MEDIA EMBRIONES 19 1.9 0.71
TRANSFERIDOS
MEDIA EMBRIONES 13 13 0,86
TIPOA
TRANSFERIDOS
MEDIA EMBRIONES 0.4 0.4 093
TIPOB
TRANSFERIDOS
MEDIA EMBRIONES 0,1 0,1 0,97
TIPOC
TRANSFERIDOS
MEDIA EMBRIONES 0,1 0,1 0,70
TIPOD
TRANSFERIDOS
TASA DE BETA 67,4 65,0 0,51
POSITIVA (%)
TASA DE EMBARAZ.Q 53.0 474 0,42
CLINICO (%)
TASADE 342 26.5 0,57
IMPLANTACION (%)
TASA DE ABORTO 302 143 0,36
CLINICO PRIMER
TRIMESTRE (%)

Tabla I: Resultados en el grupo de pacientes sometido a ICST
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un DFI medio de un 24,4. En la tabla II
se muestran los resultados obtenidos
comparando las muestras consideradas
normales respecto a las patolégicas.

aborto del primer trimestre en un
programa de ICSI por factor masculinoy
en otro de FIV convencional empleando
ovocitos donados.

DFI<15 DFI=15 P VALOR
EDAD MATERNA 40,1 383 0,16
MEDIA
EDAD DONANTES 250 26,4 0,08
MEDIA
MEDIA VOLUMEN 3,1 36 0,11
EYACULADO (ML)
MEDIA RECUENTO 82,1 76.2 0.61
(MILLONES/ML)
MEDIA MOVILIDAD 51,6 55,2 0,19
PROGRESIVA (%)
MEDIA MOVILIDAD 0,0 02 0,33
NO PROGRESIVA (%)
MEDIA INMOVILES 484 44 6 0,17
(%)
MUESTRAS CON 40,0 25,0 0,36
TERATOZ.00SPERMI
A* (%)
NUMERO MEDIO DE 1.9 12,1 0,83
OVOCITOS
INSEMINADOS
TASA DE 70,6 593 0,09
FECUNDACION (%)
MEDIA EMBRIONTS 19 19 0,71
TRANSFERIDOS
MEDIA EMBRIONES 13 1.3 0.86
TIPO A
TRANSFERIDOS
MEDIA EMBRIONTS 04 04 0,95
TIPO B
TRANSFERIDOS
MEDIA EMBRIONES 0.1 0.1 0,97
TIPO C
TRANSFERIDOS
MEDIA EMBRIONES 0,1 0,1 0,70
TIPOD
TRANSFERIDOS
TASA DE BETA 67.4 65,0 0,51
POSITIVA (%)
TASA DE EMBARAZO 53,0 474 0.42
CLINICO (%)
TASA DE 342 26,5 0,57
IMPLANTACION (%)
TASA DE ABORTO 30,2 143 0,36
CLINICO PRIMER

TRIMESTRE (%)

Tabla II: Resultados en el grupo de pacientes sometidos a FIV con donacién de ovocitos.

* Muestras con teratozoospermias leves/moderadas que permitieron llevar a cabo el FIV convencional.

Como se observa, no se encontraron
diferencias estadisticamente significativas
en ninguna de las variables de estudio.

DISCUSION

Los resultados obtenidos en el presente
estudio no muesran ninguna relacién de
la fragmentacion del ADN espermatico
(considerando una muestra patoldgica
con un DFI >15%) respecto a la calidad
seminal, fecundacién, calidad
embrionaria, tasas de gestacién vy

Los DFI medios obtenidos en los 2
grupos de estudio fueron del 5,8% en
pacientes que van a ICSI por factor
masculino y un 7,6% en varones
normozoospérmicos que van a FIV
convencional con donacién de ovocitos.
Es decir, encontramos un ligero
incremento de la fragmentacion del ADN
espermdtico en muestras normales
respecto a muestras con una calidad
seminal alterada. Ademas, el porcentaje
de muestras patolégicas también fue
superior en el grupo de varones

normozoospérmicos respecto al de
varones con alteraciones seminales
(18,5% vs 10,5%, respectivamente).

Respecto a la calidad seminal, tanto en
muestras con unos parametros alterados
(tabla I), como en muestras
normozoospérmicas (tabla II), no
encontramos diferencias significativas
en el volumen, recuento, movilidad y
morfologia en muestras con DFI alterado
respecto a muestras con DFI normal.
Aunque hay varios autores que si han
encontrado un asociacién entre
pardmetros seminales anormales vy
roturas en el ADN nuclear de los
espermatozoides del eyaculado (Singhy
cols., 1988; Gandiniy cols., 2000; Irvine
y cols., 2000; Ziniy cols., 2001; Huangy
cols., 2005), nuestros datos estan en
consonacia con los obtenidos por
Larson-Cook y cols., (2003). Una
observacion interesante es que en
nuestro trabajo, el 18,5% de los varones
normozoospérmicos y potencialemente
fértiles, presentaron un DFI superior al
15%, con una media del 24,2%.

En cuanto a la relacion que existe entre
el DFI y la tasa de fecundaciéon tras
FIV/ICSI, los resultados encontrados son
también controvertidos. Sakkas y cols.,
(1996), Morris y cols., (2002), Larson-
Cooky cols., (2003), Virroy cols., (2004)
y Henkely cols., (2004) observaron que
ambos  parametros no estaban
relacionados. Sin embargo otros autores
como Suny cols., (1997), Lopes y cols.,
(1998) y Saleh y cols., (2003)
observaron que un nivel de dafio elevado
en el ADN estaba asociado con una baja
tasa de fecundacién. Nuestros datos
indican que no existe una correlacién
entre DFI y tasa de fecundacién, tanto
tras  emplear ICSI, como FIV
convencional. No obstante, observamos
una tendencia hacia una mejor tasa de
fecundacion en muestas con DFLinferior
a 15 tras la realizacion de FIV
convencional (p=0,08, tabla II).

Respecto al desarrollo embrionario, la
expresion de los genes paternos
comienza cuando el embridn tiene 4-8
células. En este momento, si existen
alteraciones en el ADN paterno, podrian
ponerse de manifiesto, perjudicando el
desarrollo embrionario. Esta
circunstancia podria explicar una mayor
incidencia de bloqueos embrionarios,
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asi como ciertos fallos de implantacion,
embarazos bioquimicos o abortos
clinicos (Seli y cols., 2004). No
obstante, la implicacion de la
fragmentacion del ADN espermatico es
un tema controvertido y sin una
explicacion demostrable. Nuestros datos
nos indican que no existe ninguna
relacién entre la fragmentacién del ADN
espermdtico con el bloqueo en la
primeras divisiones y el desarrollo
embrionario hasta la fase de blastocisto
(datos no mostrados). De la misma
forma, tampoco encontramos una
relacién entre el DFIy la calidad de toda
la cohorte embrionaria (datos no
mostrados).

En cuanto a la fragmentacion del ADN
espermatico vy las tasas de embarazo y
aborto, tampoco encontramos ninguna
asociacion (Tablas I'yII). Los resultados
publicados en la literatura también son
contradictorios al respecto. Empleando
la técnica SCSA, hay grupos que con un
DFI superior al 27% no tuvieron
embarazos tras FIV/ICSI (Larson y cols.,
2000, Larson-Cooky cols., 2003; Salehy
cols., 2003). No obstante, Bungum y
cols., (2004) y Payney cols., (2005) si
consiguieron embarazos con un DFI
superior al 27%. Utilizando la técnica
TUNEL, Benchaib y cols., (2003) no
obtuvieron ningtin embarazo con un DFI
superior al 20%. Boriniy cols., (2006)
obervaron que la tasa de embarazo
clinico y la tasa de aborto eran
significativamente diferentes entre
pacientes con alta y baja fragmentacion
espermatica en los casos de ICSI, aunque
no en los de FIV, atribuyéndolo a que en
FIV se produce una seleccion natural del
espermatozoide. No obstante, Seli y
cols., (2004) y Huang y cols., (2005) no
encontraron ninguna relacion entre la
tasa de embarazo y la tasa de
fragmentacion del ADN espermatico
medido mediante TUNEL.

El empleo de diferentes técnicas de
medida, las diferencias que pueden
haber entre la medida de Ila
fragmentacion en semen fresco o
capacitado, el ndimero de
espermatozoides analizados, el punto de
corte establecido para catalogar una
muestra como normal o patolégica, asi

como todas aquellas pequefas
diferencias metodolégicas y/o de
disefio, hacen que los resultados

publicados no ofrezcan un valor claro
desde un punto de vista clinico y que,
por tanto, estemos en una situacion
aparentemente irreal de lo que sucede.
Elempleo de la técnica TUNEL parece que
es la mejor para medir un dafo real sobre
el ADN espermatico (Alvarez y Lewis,
2008). Por otra parte, empleando una
alicuota de la muestra capacitada que se

emplea para llevar a cabo la
inseminacion o la microinyeccién nos
aproximamos mdas al nivel de

fragmentacion “real” de la muestra
espermdtica. Aunque el tamafio de la
muestra en el presente trabajo sigue
siendo relativamente pequefio y tiene
que incrementarse y contrastarse, los
datos son claros, hablando a favor de
que la medida de la fragmentacién del
ADN espermdtico no influye en los
resultados tras FIV/ICSI. Es importante
plantearse a partir de ahora la
conveniencia de solicitar estas pruebas
por parte de los clinicos. Ademas, los
tratamientos antioxidantes enfocados
paraintentar disminuir la fragmentacién
del ADN espermadtico dejarian de tener
validez, ya que no influyen en los
resultados de las técnicas de
reproduccion asistida.

Finalmente, la realizacién de puntos de
corte mds altos o mds bajos para
considerar una muestra como normal o
patoldgica deberia tenerse en cuenta en
base a los resultados obtenidos en cada
laboratorio. En nuestro caso, la
variacion del punto de corte para
equilibrar el tamafo muestral en cada
grupo no supuso ningln cambio en los
resultados (datos no mostrados).
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INTRODUCCION:

La mayoria de los ciclos de fecundacion
in vitro (FIV) conllevan la transferencia
de mas de un embrién -el 85.3% de los
ciclos de FIV, FIV-ICSI o FIV+ICSI segdn
el dltimo registro de la Sociedad
Espafiola de Fertilidad en referencia a
datos de 2006. Aunque esta practica, la
transferencia de mds de un embrién,
incrementa las posibilidades de
conseguir un embarazo, también
aumenta el riesgo de embarazos
multiples, los cuales, estdn asociados a
un aumento del riesgo de
complicaciones durante el embarazo
como la pre-eclamsia, histerectomia,
bajo peso al nacer o malformaciones
congénitas, entre otras (Stromberg et
al., 2002; Pinborg et al., 2003; Walker et
al., 2004).

La tendencia actual para evitar las
complicaciones derivadas de los
embarazos mdltiples es la disminucion
del nimero de embriones a transferir. De
hecho, las recomendaciones de la
European Society ~ of  Human
Reproduction and Embriology (ESHRE)
apuestan por la transferencia de un solo
embrién (Magli et al., 2008). Sin
embargo, la transferencia de un Gnico
embrién comporta un descenso en la
tasa de embarazo. Para evitar ese
descenso, es preciso disefiar estrategias
que permitan la seleccion del embridn
con mayor potencial de implantacién.

Hasta el momento, la estrategia seguida
es definir que criterios morfolégicos
permiten determinar el embrién de toda
la cohorte con mayores posibilidades de
dar lugar a un embarazo que llegue a
término (Sakkas and Gardner, 2005). En
este sentido nuestra asociacién redacté
unos criterios de valoracion morfolégica
con la finalidad de homogenizar la
categorizacion de la descripcion
morfolégica y unificar el criterio en el
momento de seleccionar que embridn
transferir (ASEBIR, 2008).

No obstante, a pesar de las estrictas
valoraciones morfoldgicas, muchos
embriones morfolégicamente “normales”
no dan lugar a un embarazo o abortan de
forma espontdnea después de la
implantacién. Aunque en muchos casos
no sabemos porque, en otros, la ausencia
de implantacién y los abortos pueden
explicarse por la presencia de anomalias
cromosdémicas numéricas, es decir, por el
fendmeno conocido como aneuploidia.

Una elevada proporcion de los ovocitos
y embriones provenientes de ciclos de
fecundacién in vitro (FIV) presentan
anomalias cromosémicas (Angell et al.,
1983; Delhanty et al., 1993; Munné et
al., 1993; Munné etal., 1995; Gutiérrez-
Mateo et al., 2004)(tabla 1). Ademas,
sabemos que la mitad de los abortos de
primer trimestre presentan anomalias
cromosémicas (Hassold and Jacobs,
1984).

La  mayoria de las anomalias
cromosémicas son letales, por lo que el
embrién no llegard a implantar o, si lo
hace, dard lugar a una pérdida de
embarazo. Parece légico pensar que
evitando la transferencia de estos
embriones las tasas de embarazo vy,
sobretodo, las de nifio en casa, mejoren,
y la de abortos, disminuya. El problema
reside en que los embriones aneuploides
no pueden diferenciarse de los euploides
mediante la observacion morfoldgica. La
(inica opcién real en estos momentos es el
diagnéstico genético preimplantacional
(DGP).

Aunque el andlisis de aneuploidias en
embriones preimplantacionales
mediante protocolos dptimos de
hibridacién in situ fluorescente (FISH)
ha ofrecido excelentes resultados en
pacientes correctamente indicadas
(Gianaroli et al., 1999; Munné et al.,
1999, 2003, 2005; Schoolcraft et al.,
2008; Rubio et al., 2009), esta
metodologia presenta dos limitaciones
técnicas. En primer lugar disponemos de
un nimero limitado de fluorocromos,
por lo que el ndmero de cromosomas
analizables en una sola hibridacion es
pequefio y para poder analizar un
ndimero aceptable de cromosomas (al
menos 8) deben realizarse varias rondas
de hibridacion. Los protocolos mas
completos analizan entre 9 y 12
cromosomas, por lo que inevitablemente
quedara un determinado porcentaje de

Edad 20-34 35-39 40-42
Aneuploidia (9 cr) 24% 27% 39%2
Otras aneuploidias (mediante CGH)* 5% 6% 8%®b

Anomalias post meioticas** 35% 36% 35%¢
Total anomalias 64% 69% 82%4d

a,d: p<0.001; b: desc; c: NS

Munne et al, 1995 ; Marquez et al., 2000 ; "Gutiérrez-Mateo et al., 2004

Tabla 1: Porcentaje de embriones cromosémicamente anormales en funcion de la edad.



SESION GENETICA Y REPRODUCCION

— C(arles Giménez. Uso de Microarrays en Diagnéstico Genético Preimplantacional.

50

aneuploidia sin detectar. En segundo
lugar, la FISH es dependiente de como se
haya realizado la fijacién. No todas las
técnicas de fijacién permiten obtener
nicleos interfasicos en condiciones
6ptimas y en funcién de la morfologia
del nicleo, de su tamafio y/o de la
presencia de citoplasma la FISH puede
verse comprometida.

La aparicién en 1992 de la hibridacién
gendémica comparada (CGH), descrita
por Kallioniemi (Kallioniemi et al.,
1992), que permitia la deteccién de
ganancias y pérdidas de material
genético en tumores soélidos, ha
permitido, previa evolucién del
protocolo (Wells and Delhanty, 1996), el
andlisis de todo el complemento
cromosémico. Asi, la CGH ha permitido

normal) marcadas con fluorocromos
diferentes (verde y rojo,
respectivamente), contra metafases
normales (46,XX o 46,XY). Sobre los
cromosomas de las metafases hibridaran
tantos fragmentos del DNA muestra
como del de referencia (figura 1). La
proporcion de fluorescencia verde:roja a
lo largo de cada cromosoma nos
proporcionara el nimero de copias
presentes en la muestra, de manera que
una desproporcion a favor del
fluorocromo de color verde en un
cromosoma determinado, nos indicard
de la presencia de mds copias de ese
cromosoma en la muestra, mientras que
si la desproporcién es a favor del color
rojo, nos indicara una pérdida para ese
cromosoma.

Figura 1: Metafase tras CGH (foto: Dra. Fragouli©, publicada en Hum Reprod 2008; 23:2596-2608)

solventar los dos principales problemas
de la FISH. Por una parte, no se precisa
de la fijacién celular, las células se
manipulan como si se tratard de un DGP
de enfermedad monogénica,
introduciéndolas en un tubo de PCR; por
otro, se analizan todos los cromosomas.

La técnica wutiliza la hibridacion
competitiva de dos fuentes de DNA (uno,
la muestra que queremos analizar; dos,
DNA de referencia cromosémicamente

Las primeras aplicaciones de la CGH en
reproduccion humana datan de 2001
cuando el equipo de la Dra Wilton
(Wilton et al., 2001) consiguié un
embarazo tras biopsia embrionaria en
D+3, congelacion, andlisis mediante
CGH, descongelacion del embrion
normal vy  transferencia.  Otras
aproximaciones han sido descritas por
otros autores, como la biopsia de primer
corplsculo polar (Wells et al, 2002)
analisis mediante CGH y transferencia en

D+3, aunque esta aproximacién no
permite determinar las anomalias
acaecidas en meiosis II, las de origen
paterno  ni  las  postzigéticas.
Recientemente se han conseguido
embarazos mediante el andlisis
combinado de aneuploidia en primer
corplsculo polar junto con DGP para
enfermedad monogénica en D+3
(Obradors et al., 2008).

Los datos mas recientes de aplicacion de
la CGH en reproduccién asistida los han
aportado la colaboracién entre
Reprogenetics y el Colorado Center for
Reproductive Medicine. Utilizando la
CGH como herramienta diagnéstica y la
biopsia de blastocisto junto con la
vitrificacién del embrién biopsiado en
pacientes con fallos de implantacién, se
ha conseguido una tasa de embarazo del
85% con una tasa de implantacion del
66% (Wells et al., 2008; comunicacién
personal).

Pero lo mas importante es lo que la CGH
nos ha ensefiado (Wells and Delhanty,
2000; Voullaire et al., 2002; Wilton et
al., 2003):

1) laaneuploidia puede afectar, y afecta,
a cualquier cromosoma durante el
desarrollo preimplantacional;

2) adn asi, no todos los cromosomas
tienen el mismo riesgo de aneuploidia;

3) se han detectado anomalias en
cromosomas para los que nunca se habfa
observado aneuploidia en diagnéstico
prenatal o en material abortivo por lo que
se presume que causan bloqueo del
desarrollo embrionario preimplantacional,

fallo de implantacion o abortos
tempranos;
4) se han detectado roturas

cromosomicas no detectables mediante
FISH;

5) entre el 20-40% de los embriones son
portadores de anomalias cromosémicas
no detectables mediante los kits de FISH
comerciales.

Pero la CGH presenta algunas
desventajas. Precisa de un largo periodo
de tiempo para obtener resultados, lo
cual la hace incompatible con la
transferencia en D+3/D+5. Los
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embriones biopsiados necesitan ser
congelados, aunque la apariciéon de la
técnica de vitrificacion esta facilitando
mucho este proceso y arrojan un muy
buen rendimiento del proceso con una
supervivencia en algunos casos superior
al 90%. Recientemente se ha presentado
una modificacion de la metodologia que
permitiria una reduccion en el tiempo
necesario para obtener resultado (Rius
et al, 2009), lo cual permitiria la
transferencia dentro del mismo ciclo.
Aln asfi, las principales desventajas de la
CGH es que se trata de una técnica
extremadamente compleja y el analisis
de resultados es extraordinariamente
lento, lo que la convierte en una
metodologia de dificil uso rutinario en la
practica clinica.

En estos momentos, existe la posibilidad
del uso de los “chips” o “microarrays”,
como alternativa para la obtencién de un
diagnéstico de todo el complemento
cromosémico en un espacio de tiempo
compatible con la transferencia en
fresco si asi se quiere. La mayoria de las
diferentes plataformas de microarrays
estan basadas en una hibridacién
competitiva de un DNA muestray un DNA
de referencia marcados con
fluorocromos diferentes. La diferencia
estriba sobre “que” se hacen hibridar
(BAC’s, oligos, librerias, SNP’s). La
ventaja de los microarrays sobre la CGH
convencional, es que la lectura de la
fluorescencia es simple y rapida y que el
tiempo de hibridacion es generalmente
menor.

El primer obstaculo que se debe sortear
antes de proceder al uso de los
microarrays es la amplificacion total del
genoma (WGA) previa al marcaje del
DNA. Diferentes métodos se utilizan para
llevar a cabo la WGA: PEP PCR, DOP PCR,
MDA, GenomePlex. Sélo una buena y
homogénea amplificacién del genoma
junto con una reducida tasa de “allele
drop out” (ADO) permitird obtener
buenos resultados con los microarrays.
Por este motivo es preciso una extensiva
validacion del proceso previa a la
aplicacion de la metodologia de
microarrays.

CGH MICROARRAYS DE BAC'S:

La plataforma sobre la que se hace
hibridar el DNA de la muestray el test, la

constituyen “puntos” formados por
clones de cromosomas artificiales de
bacteria (BAC) de tamario relativamente
grande (150-200Kb) que cubren la total
longitud de cada uno de los cromosomas
(ver figura 2). Sobre cada uno de estos
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sobre sondas fabricadas a partir de la
amplificacion al azar de regiones
cromosémicas obtenidas por
microdiseccion o citometria de flujo de
cada uno de los cromosomas. EL
resultado es un chip en el que cada

Figura 2: imagen de un array de BAC’s después de la hibridacion.

puntos hibridan un gran ndmero de
fragmentos del DNA muestra vy
referencia. El annealing de miltiples
fragmentos derivados de la misma
region del cromosoma sobre el mismo
punto, reduce el efecto que puedan
tener los artefactos técnicos creados por
posibles amplificaciones preferenciales
y el ADO. Como en cada punto hibridan
centenares o miles de fragmentos
amplificados, el hecho de que unos
pocos fragmentos no se hayan
amplificado queda diluido por la gran
cantidad de otros que sise han adherido
a la sonda. De todas formas, el
diagnéstico no se puede basar en el
resultado obtenido en un solo BAC, sino
que se obtiene combinando resultado de
varias sondas adyacentes (Figura 3).
Esto disminuye la resolucién de los
arrays de BAC's.

CGH MICROARRAYS DE LIBRERIAS
CROMOSOMICAS:

En este tipo de plataforma, el DNA
muestra y el test, se hacen hibridar

punto esta compuesto por una mezcla
muy heterogénea de fragmentos de DNA
derivados de miltiples sitios a lo largo
de cada cromosoma (Hu et al., 2004).

CGH MICROARRAYS DE OLIGOS:

La base de esta plataforma son
pequenas sondas de entre 25 y 85
nucledtidos sintetizadas directamente
en la base sélida del microarray y sobre
las que se hard hibridar el DNA muestra
y el test. Esta plataforma ha sido
probada para la deteccion de
aneuploidia  en  células  dnicas
provenientes de lineas linfoblasticas, en
fibroblastos 'y en  blastomeros
(LeCaignec et al., 2006). Con
posterioridad se ha  aplicado
clinicamente en el DGP para analisis de
aneuploidias resultando en varios
embarazos (Hellani et al., 2008).

Los arrays de oligos tienen la desventaja
de que el pequeiio tamafio de las sondas
aumenta el riesgo de observar ganancias
y/o pérdidas artefactuales introducidos
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Figura 3: Resultado de un aCGH procedente del andlisis de un blastomero presentando una monosomia para

el cromosoma 9

durante la WGA. Se puede aumentar el
nimero de sondas con la finalidad de
diluir estos artefactos, pero entonces el
coste aumenta.

SNP’s microarrays: Plataforma basada en
el analisis de polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP’s) distribuidos al azar a
lo largo de todo el genoma y presentes
en gran nimero. Este tipo de microarray
difiere ligeramente en relacién a los
arrays basados en CGH. ELDNA muestray
el de referencia no se combinan, siné
que se hibridan por separado y se
valoran en paralelo, por este motivo
pueden tener el mismo marcaje. La
valoracion se realiza por dos métodos. EL
primero consiste en reconocer que
cromosomas se han heredado de los
progenitores a través de los haplotipos
obtenidos. Si se observan tres
haplotipos, dos de ellos correspondiendo
a un mismo progenitor, sabremos que se
trata de una trisomia. El segundo
consiste en comparar la intensidad del
marcaje obtenido del DNA muestray el de
referencia, si para unas sondas en
concreto se observa mayor brillo del DNA
de referencia, pensaremos que hay una
monosomia en el DNA muestra.

Este tipo de plataforma presenta algtn
problema en relacién a la deteccion de la
trisomfa, ya que no todas estas se
derivan de una no disyuncién en meiosis
1, por lo que en caso de producirse en
meiosis 2 la diferenciacion solo se podria
llevar a cabo porintensidad de marcaje,
pero no por haplotipo, y no hay
suficientes datos sobre la fiabilidad del

método basandose solo en intensidad.

Numerosos grupos utilizan este tipo de
plataforma (Treff et al, 2007, 2009;
Handyside et al, 2008; Kearns et al 2008;
Rabinowitz et al, 2008; Scott et al,
2008), que entre otras, tiene la ventaja
que permite obtener una huella digital
de cada embridén, de manera que puede
monitorizarse  que embrién  ha
implantado por ejemplo, o se podria
llegar a realizar un diagndstico indirecto
de una enfermedad monogénica sin
necesidad de desarrollar un protocolo
especifico para cada pareja.

La desventaja del array de SNP’s es la
falta de exactitud a nivel de un SNPy el
alto coste.

Tal y como se ha comentado
anteriormente el uso conjunto de CGH,
biopsia de blastocisto y vitrificacién de
embriones en un programa de FIV ha
resultado en un espectacular aumento
de la tasa de implantacion hasta valores
cercanos al 66% y de embarazo a
término con un 78%. Estos son datos
preliminares de unos 128 ciclos llevados
a cabo por Reprogenetics en
colaboracion con el centro de FIV de
Colorado liderado por el Dr. William
Schoolcraft y considerado uno de los
mejores centros en el mundo. Pero este
protocolo  precisa  del cultivo
embrionario hasta el estadio de
blastocisto, por lo que era necesario
disponer de alguna otra herramienta
que permitiera el mismo tipo de andlisis
en cualquier estadio celulary compatible

con la transferencia dentro del mismo
ciclo.

El uso de los microarrays de BAC's
basados en la técnica de CGH (aCGH) nos
ha permitido examinar todos los
cromosomas en 24-30 horas de la
recepcién de la muestra, siendo la
obtencion de resultados compatible con
la transferencia dentro del mismo ciclo
de FIV.

En los estudios de validacion que hemos
llevado a cabo en Reprogenetics, hemos
podido observar como este nuevo
procedimiento detecta un 20% mds de
aneuploidias que la FISH con 12 sondas.

Aunque tedricamente la aCGH puede
detectar pequefias deleciones y/o
amplificaciones de regiones de DNA,
este aspecto esta en proceso de
validacion por lo que por el momento
estamos utilizando los aCGH para
detectar  Udnicamente  anomalias
cromosémicas numéricas. De todas
formas, los aCGH que estamos utilizando
estan disefados para la deteccién de la
ganancia o pérdida de todo un
cromosoma y no se valora ningdn
polimorfismo de ndmero de copia (CNP),
ni ningdn rasgo fenotipico, ni ningdn
resultado que pudiera ser éticamente
cuestionable (como enfermedades de
aparicion tardia, predisposicion al
cancer, ...) asi como tampoco
desequilibrios de significado incierto.

Mediante los aCGH no es posible
detectar cambios en la ploidia del
embrion. Los embriones haploides no se
desarrollan hasta blastocisto, por lo que
dificilmente dardan lugar a error.

En cuanto a los embriones poliploides,
aquéllos que provienen de zigotos 3PN
deberian ser detectados por los
embridlogos y descartados. Otra fuente
de poliploidia es la proveniente de
espermatozoides diploides u ovocitos
diploides. Los ovocitos diploides son
gigantes y no deberian utilizarse,
mientras que un 1% de los
espermatozoides  son  diploides.
Habitualmente son megalocefalicosy no
se utilizan al hacer ICSI, pero podrian
fecundar en FIV convencional. Los aCGH
no detectan este tipo de poliploidia.
Finalmente, un 5% de zigotos 2PN
pueden dar lugar a poliploidia por
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endoreduplicacion 'y ausencia de
citocinesis. La mayoria de estos
embriones poliploides tendrdn otras
anomalias cromosémicas detectables
mediante aCGH. Sélo un 1% de las
células poliploides provinientes de
zigotos 2PN son poliploides puras y no
pueden ser detectadas mediante aCGH
(ni por cualquier otro tipo de array).

A falta de incrementar el nimero de
casos clinicos, esperamos obtener
resultados equiparables a los obtenidos
mediante la CGH convencional.
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RESUMEN

Los estudios citogenéticos mediante FISH en espermatozoides forman parte de la mayoria de protocolos de estudio de la
infertilidad masculina. La técnica permite obtener datos fidedignos sobre la frecuencia de anomalias cromosémicas en los
espermatozoides ofreciendo una informacion valiosa en el consejo genético reproductivo. Algunos autores recomiendan un

andlisis de FISH en espermatozoides si el varén pertenece a un grupo de riesgo: pacientes candidatos a presentar un riesgo
incrementado de transmisién de anomalias cromosdmicas a su descendencia.

En este articulo se revisan los resultados obtenidos a partir de la aplicacion de las metodologias de FISH en espermatozoides
de individuos infértiles de cariotipo normal o alterado y su posible implicacion en el consejo genético reproductivo.

INTRODUCCION

En humanos genética y reproduccion
presentan lazos de unién muy estrechos.
Estos dos conceptos convergen de
manera  evidente  durante la
gametogénesis. Disfunciones o
anomalias que afecten una o mas etapas
implicadas en la formacion de

espermatozoides u ovocitos puede
repercutir en la capacidad reproductiva
de los individuos afectos. En este
sentido, la infertilidad se ha asociado a
la presencia de anomalias genéticas,
pero  también a  disfunciones
hormonales, a edad avanzada, a
obesidad, a infecciones viricas o
bacterianas, a problemas inmunolégicos,

psicoldgicos, entre otros (Maduro et al.
2003).

La contribucion genética a problemas de
fertilidad es dificil de valorar. Hoy en dia
conocemos genotipos en los cuales
podemos establecer claramente el tipo
de alteracion que producen y sus efectos
en la capacidad reproductiva de los
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individuos afectos. En general, la
manifestacion  fenotipica de la
infertilidad de origen genético implica
una reduccién significativa de la
cantidad de gametos formados,
problemas en el desarrollo del embrion o
incrementos del riesgo de abortos
espontdneos. Diversos autores
responsabilizan directamente a la
genética del 15% de los casos de
infertilidad humana. No obstante, si a
este porcentaje le sumamos los efectos
indirectos de la genética y la mds que
probable implicacién en los casos de
infertilidad de etiologia desconocida,
nos podemos hacer una idea de los
enormes condicionamientos genéticos
que presenta la reproduccion en
humanos.

El desarrollo de las técnicas de
reproduccion asistida ha permitido el
acceso a la maternidad / paternidad en
parejas con problemas graves de
fertilidad. Algunos investigadores
cuestionan las técnicas de reproduccién
asistida, en el sentido de que éstas
permiten superar las barreras biolégicas
naturalesy por tanto la reproduccion de
una poblacién de individuos que en
condiciones “normales” no podrian
tener descendencia. Una situacién que
podria provocar un incremento de
anomalias en la poblacién de individuos
concebida mediante estos
procedimientos. En este contexto, el
conocimiento del origen de las
anomalias, suincidenciay sobre todo el
riesgo de transmision a la descendencia,
es indispensable en el consejo genético
reproductivo ofrecido a los individuos
afectos. Este hecho queda claramente
reflejado en las disposiciones generales
de la Ley 14/2006, de 26 de mayo, sobre
técnicas de reproduccion humana
asistida, donde se cita entre los
objetivos de la ley (Articulo 1): Regular
la aplicacion de las técnicas de
reproduccion humana asistida en la
prevencion y  tratamiento  de
enfermedades de origen genético,
siempre que existan las garantias
diagndsticas y terapéuticas suficientes y
sean debidamente autorizadas en los
términos previstos en esta Ley.

En consecuencia, las técnicas de analisis
genético forman parte de la mayoria de
protocolos de estudio de la infertilidad,
siendo de gran importancia para el

consejo reproductivo de las parejas
afectadas. Destacamos tres dmbitos de
analisis: Limfocitos de sangre periférica,
células germinales masculinas (metafases
I y espermatozoides) y embriones en
estadios preimplantacionales.

El andlisis del cariotipo forma parte de
la evaluacién basica de la infertilidad
masculina, observdndose que la
incidencia de anomalias cromosémicas
en poblaciones de individuos infértiles
es claramente superior a la descrita en
la poblacion general (de Braekeleer y
Dao 1991). Los estudios meidticos en
biopsia testicular, dirigidos a la
deteccién de anomalias que afectan
exclusivamente a la linea germinal, han
mostrado que alrededor del 6% de los
pacientes con cariotipo somatico normal
que consultan porinfertilidad presentan
alteraciones meidticas (Egozcue et al.
2000). Las anomalias del cariotipo
somatico o meiético pueden afectar el
grado de fertilidad de un individuo de
diversas formas: reduccion significativa
delnimero de gametos, incremento en la
produccién de gametos portadores de
anomalias cromosémicas o formacion de
embriones con anomalias cromosémicas.

En la deteccion de espermatozoides
portadores de anomalias cromosémicas,
hoy en dia se esta aplicando la
metodologia de la hibridacién in situ
fluorescente  (FISH). La técnica,
conocida cominmente como FISH en
espermatozoides, consiste en la
utilizacién de sondas de DNA especificas
que reconocen determinados
cromosomas. Las sondas de DNA estdn
marcadas con diferentes fluorocromos.
Mediante el  microscopio  de
fluorescencia podemos inferir el
genotipo de cada espermatozoide a
partir del ndmero, el color y la
distribucion de las sefiales de
hibridacién presentes en cada célula.

Algunos autores recomiendan estudios
de FISH en espermatozoides si el varén
pertenece a un grupo de riesgo, es decir,
pacientes que presentan un riesgo
incrementado de transmitir una
anomalia cromosémica a la
descendencia. En este sentido, la técnica
se ha incorporado como herramienta
diagndstica en los protocolos de estudio
de la infertilidad masculina. No
obstante, los estudios publicados
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evidencian una extremada variabilidad
(Sarrate et. al. 2005), que ha provocado
que algunos autores se cuestionen la
validez de la técnica como herramienta
diagnéstica (Foresta et al. 2002; Griffin
etal. 2003).

En este articulo se revisan los resultados
obtenidos a partir de la aplicacién de las
metodologias de FISH en |la
caracterizacién citogenética de los
espermatozoides en tres grupos de
individuos: 1) portadores de variantes
cromosémicas estructurales 2)
portadores de anomalias numéricas de
los cromosomas sexuales, y 3)
individuos infértiles de cariotipo
normal.

Para cada uno de ellos se detallara el
comportamiento de los cromosomas
implicados en las anomalias a lo largo
del proceso meiético, el riesgo de
transmision para la descendencia y las
posibles implicaciones en el consejo
reproductivo.

RESULTADOS Y DISCUSION

VARONES PORTADORES DE VARIANTES
CROMOSOMICAS ESTRUCTURALES

En un sentido amplio, una variante
cromosémica estructural consiste en un
reordenamiento de la disposicién lineal
de los genes sobre los cromosomas. El
reordenamiento no suele alterar la
funcién génica, es decir, la mayoria de
los individuos portadores no presentan
alteraciones fenotipicas de
consideracién. No obstante, la presencia
de segmentos cromosémicos
reorganizados condiciona el proceso
meiético. Durante la primera division
meidtica, estos segmentos tienden a
formar estructuras que permiten el

apareamiento de los segmentos
homdlogos. Estas estructuras son
caracteristicas de cada tipo de

reorganizaciony dan lugar a patrones de
segregacion caracteristicos que, en
numerosas ocasiones, conducen a la
formacién de espermatozoides
portadores de anomalias.

Mediante FISH en espermatozoides

es posible realizar estudios
de  segregacion en  portadores
de translocaciones reciprocas,
translocaciones  Robertsonianas e
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inversiones (pericéntricas y
paracéntricas). En portadores de
inversiones la  frecuencia de
espermatozoides anormales varia en
funcién del tamafio de la regién
implicada, oscilando entre el 0,7%y el
54,3% (Sarrate et al. 2005). Para los
individuos portadores de translocaciones
Robertsonianas los espermatozoides
anormales producidos oscilan entre el 7%
y el 36% y en portadores de
translocaciones reciprocas entre el 29,4%
yel70,2% (Sarrate etal. 2005). Entre los
diferentes factores que condicionan la
segregacion destacan los cromosomas
implicados en la reorganizacién y las
caracteristicas de las  regiones
involucradas.

No obstante, en no pocas ocasiones la
aproximacion experimentaly el modo de
presentar y discutir los resultados
plantea  algunos  interrogantes,
cuestionando la asignacion de la
variabilidad a las caracteristicas de la
reorganizacion en exclusiva, y abriendo
la puerta a otras posibilidades. En
nuestro laboratorio hemos realizado
estudios de segregaciéon en individuos
portadores con el objetivo de
determinar, en un mismo laboratorio y
con criterios de andlisis estandarizados,
el origen de la variabilidad publicada. Se
han analizado un total de 23 individuos:
11 translocaciones reciprocas, 7
translocaciones Robertsonianas y 5
inversiones. Los resultados muestran un
comportamiento meidtico similar para
cada tipo de reorganizacién: En
portadores de translocaciones
reciprocas la media de espermatozoides
normales  fue del  46.5+7.4%,
presentando la mayoria de los individuos
(9/11) un patrén de segregacién
homogéneo (Anton et al. 2006). Todos
los individuos  portadores de
translocaciones Robertsonianas
presentaron resultados similares, con
una produccion media del 86.5+2% de
gametos normales (Anton et al. 2004).
Finalmente la  segregacion en
inversiones mostré una relacion directa
con el tamario de la region invertiday su
proporcién  relativa respecto el
cromosoma (Anton et al. 2005).

Por otro lado, la presencia de
reorganizaciones estructurales puede
causar un efecto intercromosémico (ICE)
caracterizado por un comportamiento

anormal de uno o mds cromosomas no
involucrados en la reorganizacion. La
interaccion de regiones asindpticas de
algunos segmentos reorganizados con
otros cromosomas es el mecanismo
propuesto para explicar este fenémeno.
Diversos estudios de FISH donde se ha
valorado este fendmeno muestran un
ICE positivo en el 38,5% de las
translocaciones Robertsonianas
estudiadas y de alrededor de un 34,5%
en las translocaciones reciprocas
manifestdndose en  forma  de
incrementos significativos de anomalias
cromosémicas numéricas en
espermatozoides de los individuos
portadores (Sarrate et al. 2005).

La situacién descrita en los parrafos
anteriores limita la utilidad de los
estudios de segregacion en dos dmbitos:
en portadores de translocaciones
reciprocas en los cuales las caracteristicas
de la reorganizacion precisa un estudio
concreto (por ejemplo aquellas en las que
participan cromosomas acrocéntricos), y
en inversiones donde el tamafio de la
region invertida afecta el 40-50% del
cromosoma. Para otro tipo de
reorganizaciones los resultados
publicados ponen de manifiesto una clara
homogeneidad, pudiendo realizar un
consejo genético preciso sin necesidad de
un andlisis particular.

Finalmente, debido a la susceptibilidad
de los individuos portadores de
reorganizaciones estructurales en
producir espermatozoides aneuploides o
diploides, un screening de anomalias es
una opcion recomendable.

VARONES PORTADORES DE ANOMALIAS
CROMOSOMICAS NUMERICAS

Las anomalias numéricas para los
cromosomas  sexuales son las
alteraciones mds frecuentes en
pacientes portadores de anomalias
cromosémicas que consultan por
infertilidad (de Braekeleery Dao 1991).
La presencia de lineas celulares 47,XXY
origina el sindrome de Klinefelter.
Generalmente se asocia con diversos
grados de bloqueo meidtico y la
esterilidad de los individuos afectos. Los
hombres de cariotipo 47,XYY presentan
un grado de fertilidad muy variable; el
nimero de espermatozoides oscila entre
normozoospermia 'y  azoospermia.

Estudios de FISH realizados en
espermatozoides muestran unincremento
en la incidencia de espermatozoides con
disomias para los cromosomas sexuales en
mas del 80% de los individuos analizados
(Sarrate et al. 2005). En individuos
Klinefelter aparentemente no mosaicos, la
incidencia media es del 6,3% (rango 1,4-
25%), mientras que en individuos
mosaicos 46,XY/47,XXY es del 2,5% (rango
0-7%). Finalmente un 3,7% (rango 0,1-
14,4%) de los espermatozoides
analizados enindividuos 47,XYY presentan
un cromosoma sexual extra. Enindividuos
control, la incidencia de disomias para
estos cromosomas se sitda alrededor del
0,3%.

Cabe remarcar que tanto los individuos
Klinefelter como la mayoria de los
individuos 47,XYY son mosaicos en linea
germinal, es decir, coexisten dos lineas
celulares, una aneuploide (47,XXY o
47,XYY) y otra de cariotipo normal 46,XY.
Aunque en estos pacientes el riesgo
genético teérico se habia asociado a la
entrada a meiosis de las lineas
aneuploides, estudios mas recientes
indican la imposibilidad de que estas
células inicien la meiosis (Mroz et al.
1998; Blanco et al. 2001). Los
espermatozoides de  constitucion
cromosémica anormal producidos por
estos individuos derivarian de la linea
celular euploide 46,XY inmersa en un
microambiente testicular anormal que
afectaria la segregacion cromosémica

En  nuestra opinién, la elevada
variabilidad en los incrementos que
muestran los estudios publicados justifica
un andlisis de FISH en espermatozoides
para cada caso en particular. A modo de
ejemplo, es evidente que en un paciente
47,XXY que presente una incidencia del
21,7% de disomias para los cromosomas
sexuales (Estop et al. 1998), el consejo
reproductivo serd muy diferente al de otro
individuo también Klinefelter no mosaico,
pero con una incidencia de disomias
mucho menor (1,4%; Blanco etal. 2001).

VARONES CON ALTERACIONES DEL
SEMINOGRAMA Y CARIOTIPO NORMAL

Numerosos autores han demostrado
alteraciones del seminograma asociadas
con incrementos de anomalias
cromosémicas en espermatozoides de
individuos de cariotipo somatico normal
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(Burrello et al., 2005; Machev et al.,
2005; Miharu, 2005; Rives, 2005;
Sarrate et al., 2005).

2. Determinar el nimero basico de
cromosomas a estudiary precisar cuales
son al fin de optimizar la técnica en
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oligoastenozoospérmicos (28.3%) vy
oligoastenoteratozoospérmicos (17%).

términos de tiempo, coste e De hecho, la disminucién en el recuento
Hoy en dia se esta intentando acotar en informacion. espermatico fue el Gnico pardmetro del
que grupo de pacientes con alteraciones seminograma que mostré correlacién
del seminograma los estudios de FISH en 3. Establecer directrices para la con el incremento de anomalias
espermatozoides estarian especialmente interpretacion de los resultados. cromosémicas en gametos (Figura 1).

indicados. No obstante, la variabilidad
descrita entre los estudios publicados
(ndmero de individuos analizados,
criterios de clasificacion, caracteristicas
del grupo control, criterios de andlisis,
andlisis  estadistico)  limita el
establecimiento de indicaciones clara.
Esta situaciéon ha conducido a que
algunos autores se cuestionen la técnica
como herramienta de diagndstico clinico
(Foresta et al., 2002).

Otro aspecto de los estudios de FISH en
espermatozoides que suscita interés en
el ambito del diagnéstico clinico es la
determinacion del nimero y del tipo de
cromosomas que deben de ser
analizados. La mayoria de los centros
que han incorporado la técnica basan
sus resultados en el analisis de las
anomalias numéricas, en concreto
disomias y diploidias, para cinco
cromosomas: X, Y, 13, 18 y 21.
Recientemente, un ndmero considerable

Analizamos un total de 319 muestras de
semen de individuos infértiles de
etiologia desconocida. El historial de los
pacientes incluia la edad, los datos del
seminograma, el cariotipo (266/319) y
en algunos casos el resultado del estudio
meidtico (106/319).

A partir del andlisis de cinco
cromosomas del complemento (X, Y, 13,
18 y 21), los resultados poblacionales
pusieron de manifiesto la elevada
incidencia  de  individuos  con
incrementos significativos respecto de la
poblacién, un 14,73% (47/319). Las
disomias de los cromosomas sexuales y
las del cromosoma 21 eran los genotipos
responsables de estos incrementos
(p<0.05). Cuando los individuos se
agruparon seglin la clasificacién
seminolégica (Tabla I), los porcentajes

Con respecto a la relacién entre los
resultados de FISH en espermatozoides y
el estudio meidtico (TablaII), un 27% de
los individuos con un cariotipo meiético
alterado  mostraban  incrementos
significativos de anomalias cromosémicas
en gametos. Este porcentaje fue del 8%
para los casos de meyosis normal y FISH
alterada.

Estos resultados ponen de manifiesto la
ausencia de efectos de algunas de las
anomalias meidticas detectadas en la
carga  genética final de los
espermatozoides, un resultado
coincidente con la falta de efectos de las
anomalias sindpticas de los autosomas
en metafase I en el genotipo de las
células en el estadio de metafase II
(Sarrate et al. 2007). La ausencia de
efectos se ha relacionado con la
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de centros han comenzado a incluir otros Tabla Iz Numero y porcentaje de individuos con un resultado de FISH en
cromosomas en sus estudios. con la idea espermatozoldes alterado para cada una de las variantes del semmograma.
de que cuanta mas informacién mas Seminograma Individuos con anomalias Yo
p'recis'if’)n en el diagnéstico. Esta Astenozoospermia 4/51 7%
situacién ha planteado dudas acerca de :
c6mo elegir la estrategia mas coherente Aslenoleralozoospermia Al57 7.0
y eqpi'librada en relacién al tiempp de Normozoospermia 4/24 16.7
andlisis, coste y resultados obtenidos. ) )

Qligozoospermia 1/3 33.3
Finalmente es 1mportante destacar que Oligoastenozoospermia 13/46 8.3
la mayoria de los incrementos descritos ) )
en la frecuenta de anomalias Oligoteratozoospermia 1/10 10
espermdticas son incrementos Oligoastenoteratozoospermia 9/53 17
moderados, derivando en )
interpretaciones diferentes a partir de Tetarozoospermia 1/3 1

un mismo resultado y, por tanto, en un
consejo genético reproductivo diferente. Tabla TI: R

L celda indica a los individuos con coincide

acion entre los resultados de FISH en esperm des y el estudio meiotico

de resultados (numero y

Partiendo de la situacion descrita

previamente, y a partir de la recopilacién WISIL normal

FISII alterada

de los resultados de FISH en Meiosis normal 92% (33/36) 8% (3/36)
espermatozoides realizados en nuestro .

laboratorio entre 1998 y 2005 nos Meiosis alterada 3% (31/770) 27% (19/70)

planteamos un estudio retrospectivo con

tres objetivos bdsicos (Sarrate et al, mds elevados de individuos con eliminacion selectiva de las células

aceptado para publicacién): anomalias se observaron en los grupos
que presentaban un bajo recuento

espermatico: oligozoospérmicos (33.3%),

portadoras de anomalias (Blanco et al.
2001, 2003). Una interpretacion

1. Acotar las indicaciones. alternativa es considerar el resultado de
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Figura 1: Correlacion inversa (p<0.05) entre la disminucion del recuento espermdtico y el incremento de

anomalias cromosomicas.

la FISH en espermatozoide como falsos
negativos, dado que no se analizan
todos los cromosomas del cariotipo. En
este sentido, es importante remarcar
que ninguno de los 319 individuos
analizados ~ mostré6  incrementos
significativos de disomias para los
cromosomas 13 o 18. Ademds, en la
literatura  especializada  ningtn
individuo ha mostrado incrementos
exclusivos de  los  autosomas
(exceptuando el 21), sin que vayan
acompafados de incrementos de
disomias para los cromosomas sexuales
o de espermatozoides diploides (Sarrate
et al. Aceptado para publicacién). A
nuestro entender, estas observaciones
cuestionan el argumento de los falsos
negativos  de la FISH en
espermatozoides, al tiempo que indican
que la técnica, mediante el andlisis de
tres cromosomas (X, Y, 21), puede
clasificar a los pacientes en funciéon del
riesgo de transmisién de una anomalia
cromosémica a la descendencia.

En términos generales, los incrementos
de anomalias cromosémicas observados
en los pacientes de nuestra serie (desde
un minimo de 0,54% hasta un maximo
de 4,92%) y los publicados en la
literatura especializada, muestran
valores moderados (Sarrate et al. 2005).
Un resultado de FISH alterado es la
manifestacién citolégica de anomalias
en los procesos de apareamiento,
recombinacién  y/o  segregacién
cromosémica. Las presencia de
frecuencias incrementadas de anomalias
cromosémicas en espermatozoides se ha
relacionado con disminuciones de la tasa
de embarazo (Rubio et al. 2001), con

incremento de abortos (Rubio et al.
1999, 2001; Carrell et al. 2003) y con un

incremento de embriones
cromosémicamente  desequilibrados
(Gianarolli et al. 2005). En

consecuencia, un resultado alterado se
tiene que interpretar como una
indicacién para la aplicacion de técnicas
de diagnéstico citogenético en etapas
embrionarias (diagnéstico genético
preimplantacional) o fetales
(diagnéstico genético prenatal).

En resumen, el estudio de FISH en
espermatozoides en individuos con
problemas de fertilidad se aconseja
claramente en pacientes de cariotipo
somdtico normal que presentan un
recuento  espermatico bajo. En
individuos con otras alteraciones del
seminograma, su aplicacién dependera
de la historia reproductiva de la pareja.
La mdxima competitividad de la técnica
en términos de tiempo, gasto econémico
y utilidad diagndstica se consigue
analizando tres cromosomas X, Yy 21.
Finalmente, un resultado alterado tiene
que formar parte del conjunto de
indicaciones de los diagnéstico genético
preimplantacionaly prenatal.
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INTRODUCCION

Las células madre son células
indiferenciadas que retienen la
capacidad de  proliferacion vy
diferenciacion a células especializadas
bajo condiciones controladas, tanto
durante el desarrollo embrionario como
para reemplazar las células perdidas
como consecuencia de la renovacion
normal, o por enfermedad, en los tejidos
especificos en los que pueden
encontrarse.

Dependiendo de su procedencia se
distinguen, cldsicamente, tres tipos
diferentes de  células  madre:
embrionarias, germinales y adultas.
Recientemente se ha afiadido un cuarto
tipo celular, las células iPS (del inglés
induced pluripotent stem cells),
obtenidas tras reprogramacién de
células adultas diferenciadas y con
caracteristicas muy similares a las
células madre embrionarias.

Las células madre embrionarias presentan
dos cualidades principales: la capacidad
de dividirse casi indefinidamente en
cultivo permaneciendo indiferenciadas, y
la de diferenciarse en cualquier tipo
celular perteneciente a cada una de las
tres capas germinales embrionarias:
endodermo, mesodermo y ectodermo.

Desde 2000, afo en que Reubinoff y
colaboradores (Reubinoff et al., 2000)
demostraran el potencial de estas
células para ser diferenciadas in vitro, ha
habido muchos progresos en este
campo, y se han publicado numerosos
trabajos con distintos métodos vy
aproximaciones para la diferenciacion de
células madre embrionarias hacia
distintos tipos celulares, incluyendo
células germinales.

Esta capacidad de las células madre
embrionarias para diferenciarse en
células germinales y gametos ha
causado un gran impacto debido a su
potencial aplicacion en la medicina

reproductiva. La generacién de estos
gametos in vitro podria ayudar a parejas
infértiles con problemas en produccion
o fertilizacién de ovocitos y/o esperma,
respondiendo a la creciente demanda de
descendencia propia por parte de estas
parejas.

Los resultados obtenidos en animales
han creado expectativas hasta ahora
inéditas. En los dltimos afios, varios
grupos han demostrado que las células
madre embrionarias de ratén pueden
diferenciarse en esperma (Toyooka et
al., 2003; Geijsen et al., 2004; Nayernia
et al., 2006) y ovocitos (Hibner et al.,
2003; Lacham-Kaplan et al., 2006;
Novak et al., 2006; Qing et al., 2007),
incluso que las células madre
embrionarias humanas pueden también
diferenciarse a células germinales en
cultivo bajo condiciones adecuadas
(Clark etal., 2004; Kee et al., 2006; Chen
et al., 2007; Nayernia et al., 2009; Park
etal., 2009. Para una revision Marqués-
Mari etal., 2009).
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En cualquier caso, aunque esta
diferenciacién ha sido ya inducida en el
laboratorio, falta todavia mucha
informacion acerca de los factores
microambientales y factores clave que
reqgulan los procesos de diferenciacion
de las células madre y de formacion de
gametos.

Asi, aunque ocasionalmente pueden ser
generados gametos con las condiciones
de cultivo apropiadas, su capacidad para
generar un servivo sano es, de momento,
muy cuestionable y requiere ulteriores
investigaciones. Cabe mencionar, al
respecto, el trabajo realizado por el grupo
de Nayernia y colaboradores en 2006

(Nayernia et al., 2006). Si bien los
autores obtuvieron gametos masculinos
capaces de generar descendencia viable a
partir de células madre embrionarias de
ratén, lo cierto es que los animales
murieron prematuramente.

METODOS

En los dltimos afios la investigacién en
gametos derivados a partir de células
madre ha cobrado importancia y se ha
ganado la atencion del campo de la
biologia reproductiva.

En el presente capitulo se pretende
poner de manifiesto el progreso en la
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Figura 1.- Durante el desarrollo embrionario in vivo, el establecimiento de la linea germinal engloba distintas
etapas identificadas por diferentes marcadores moleculares, inducidas y guiadas por distintos factores. En
humanos, las PGCs se originan a partir de una poblacion celular localizada en el epiblasto, por efecto de BMP4,
2 y 8b procedentes del ectodermo extra-embrionario. Estas células empiezan a migrar hacia las crestas
gonadales y alli empiezan a proliferar por mitosis. En este punto, las células germinales masculinasy femeninas
presentan, condicionados por sus respectivos nichos, comportamientos distintos: las células germinales
masculinas se bloquean durante el proceso de mitosis, mientras que las femeninas entran en meiosis y se
bloquean en MI. Durante la vida postnatal ambas poblaciones finalizan el proceso de meiosis y sufren un
proceso de maduracion, dando lugar a gametos maduros. Las lineas discontinuas indican proceso postnatal.

investigacién en los dltimos afios en
generaciéon de gametos a partir de
células madre embrionarias (Tabla I),
tanto en ratén como en humanos, y los
potenciales beneficios que puede tener
para terapias de reproduccion.

Sin duda, cuanto mds detallada sea la
informacion de la que se disponga acerca
del proceso de gametogénesis in vivo, se
podran plantear las estrategias mads
adecuadas para poder obtener los
gametos in vitro (Figura 1).

Una de las principales dificultades en la
diferenciacion de células germinales in
vitro es la falta de métodos no invasivos
que permitan la visualizaciéon de las
células germinales durante su desarrollo
y distinguirlas de las células somaticas.
Una estrategia para resolver este
problema es mediante la transfeccién de
las lineas de células madre embrionarias
con proteinas marcadas o fluorescentes
asociadas a los promotores de
determinados genes (genesimplicados en
pluripotencia o en desarrollo de la linea
germinal). Esto posibilita la visualizacién
de las células en las cuales se estd
expresando el gen de interés durante el
proceso de diferenciacién. Sin embargo,
el uso de lineas transfectadas hace
imposible el uso de los gametos obtenidos
para su aplicacién en terapia clinica.

Bdsicamente, se han usado dos
métodos para diferenciacién de células
germinales a partir de células madre
embrionarias, tanto en ratén como en
humano. El primero de ellos consiste en
la diferenciacion espontdnea en cultivo
adherente o monocapa (Hiibner et al.,
2003; Novak et al., 2006; Nayernia et
al., 2006b; Chen et al., 2007; Park et
al., 2009; Nayernia et al., 2009),
mientras que el segundo implica la
formacion de estructuras
tridimensionales llamadas cuerpos
embrionarios (Toyooka et al., 2003;
Geijsen et al., 2004; Clark et al., 2004;
Lacham-Kaplan etal., 2006; Qing et al.,
2007; Chen et al., 2007). Combinando
ademds, cualquiera de estos dos
métodos con la adicion de factores
ex6genos al medio de cultivo.

RESULTADOS

Células germinales a partir de células
madre embrionarias de ratén.



SESION GENETICA Y REPRODUCCION

Usando este primer método, basado en
retirar los factores que promueven
pluripotencia, como feedersy bFGF o LIF
(en el caso de células embrionarias de
ratén), Hibner y colaboradores
publicaron la obtencién de estructuras
similares a foliculos ovdricos in vitro en
2003. Tras  estimulacion  con
gonadotropinas, estos foliculos extruian
una célula central, supuestamente un
ovocito con una zona peltcida muy fragil

Poco tiempo después, Toyooka et al.
(2003) y Geijsen et al. (2004),
consiguieron  diferenciar  células
germinales masculinas a partir de células
madre  embrionaras  de  ratdn,
combinando la formacién de cuerpos
embrioides tridimensionales con el uso
de lineas celulares marcadas en genes
asociados a pluripotencia o especificos de
linea germinal, y la adicién de factores de
crecimiento al medio de cultivo.

DIFERENCIACION DE CELULAS GERMINALES A PARTIR DE ESCs

Autores y fecha de Descendencia
. Origen de SC | Tipo celular obtenido .
publicacién Viable

Hubner et al. 2003 mESCs — XX, XY | Ovocitos No, BP
PGCs in vitro, esperma in

Toyoocka et al. 2003 mESCs - XY NT
vivo tras trasplante

Geijsen et al. 2004 mESCs - XY Espermatidas No, FO
Ovocitos (aunque habia

Clark ef af 2004 hESCs — XX, XY NT
expression de TEKT1)

Lacham-Kaplan ef al. 2006 | mESCs - XY Ovocitos inmaduros NT

Novak et al. 2006 mESCs - XY Foliculos ovaricos NT

Nayernia et al 2006 mESCs - XY Espermatozoides Yes

Kee et al. 2006 hESCs - XX Células tipo ovocito NT

Chen ef al. 2007 hESCs - XX Células tipo ovocito No, DF

Qing et al. 2007 mESCs - XY Cvocitos NT

hESCs - XX, XY
Park et al. 2009 PGCs NT
hiPS - XY
Nayernia et al. 2009 hESC - XY Espermatozoides NT

Tabla I.- Resumen de los trabajos mds destacados en la diferenciacion de células de la linea germinal a
partir de células madre embrionarias. ESC: (del inglés embryonic stem cells) células madre embrionarias;
NT: no testado; BP: blastocisto partenogenético; FO: feritlizacion de ovocitos; DF: degeneracion de foliculos;
hESCs: células madre embrionarias humanas; mESCs: células madre embrionarias de raton; PGCs: (del inglés
primordial germ cells) células germinales primordiales.

debido a la ausencia de la proteina ZP1.
La presencia de proteinas especificas de
meiosis como SCP3 indicaba la entrada
de los ovocitos en meiosis.

Sin  embargo, cuando Novak 'y
colaboradores (2006) replicaron los
experimentos vieron que no se
expresaban otras proteinas de meiosis
como SCP1y SCP2 o Rec8. Asi, aunque en
algunas de estas células se hainiciado el
proceso de meiosis, el programa no
progresa de forma adecuada, al menosin
vitro. Algunas de estas estructuras,
ademas, se activaron espontaneamente
llevando a la formacién de embiones
partenogenéticos, los cuales se
bloquearon y degeneraron en estadios
tempranos de desarrollo.

Tooyoka y colaboradores marcaron el
locus para el gen Mvh (homélogo de Vasa
en ratén, marcador premeidtico
especifico de linea germinal) para
detectar la diferenciacion de células
madre embrionarias a células de la linea
germinalin vitro. Tras cultivo, las células
marcadas fluorescentes, las cuales
estaban expresando el gen Mvh, fueron
aisladas vy cultivadas con godnadas
masculinas de estadio embrionario
E13.5. Estos agregados se trasplantaron
en los testiculos de ratones para testar el
potencial de las células diferenciadas, vy,
tras dos meses, espermatozoides
marcados fluorescentes fueron
detectados en los tibulos seminiferos de
estos animales. No obstante, no se hizo
ningln andlisis posterior para determinar
la funcionalidad del esperma obtenido.

Diciembre 2009 Vol. 14 - N° 2

Geijsen y colaboradores transfectaron
una linea celular en la que marcaron el
locus para el gen Oct4 (marcador de
pluripotencia, también expresado en
PGCs, células germinales primordiales).
Diferenciaron las células mediante la
formacién de cuerpos embrioides y
afiadieron acido retinoico (AR) al medio
de cultivo para expandir la poblacion de
PGCs. Mediante analisis por PCR se
detecté la expresion de marcadores
especificos de linea germinal masculina,
pero también de células de Leydig y de
Sertoli. Asi, aunque se encontraron
algunas células haploides, los resultados
sugieren una ineficiente meiosis en el
microambiente de los  cuerpos
embrioides. Para testar la funcionalidad
de estas células haploides derivadas de
los cuerpos embrioides los autores
fertilizaron ovocitos normales.
Alrededor de un 20% de estos
progresaron hasta blastocisto, pero no
se analizo si los embriones eran capaces
de desarrollarse normalmente tras
transferencia uterina.

Los mejores resultados en cuanto a
progresion del proceso de meiosis y
formacién de gametos haploides se
obtuvieron tras trasplantar las células
germinales obtenidas in vitro en los
testiculos de ratones quimicamente
esterilizados para su desarrollo vy
maduracion final hasta gametos
(Nayernia et al., 2006). Los autores
obtuvieron descendencia viable tras la
fertilizacion de ovocitos normales con
los gametos obtenidos mediante
diferenciacion de las ESCs (del inglés
embryonic stem cells, células madre
embrionarias).

El disefio experimental incluia la
transfeccion de las ESCs de ratén con
genes modificados ligados a la via
espermatogonial, para, de este modo,
posibilitar la deteccion y aislamiento de
las células en las que estos genes
estuvieran activados. La diferenciacion
se indujo mediante la formacién de
cuerpos embrioides e inclufa la adicion
de AR al medio de cultivo. Detectaron
células fluorescentes con motilidad que
eran liberadas al medio. Estas células
fueron analizadas y se observé la
expresion de marcadores meidticos y
postmeiéticos tras la adicion de AR. Para
determinar su funcionalidad in vivo las
células fueron trasplantadas en
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testiculos de ratones estériles y se
obtuvieron espermatozoides haploides,
aunque sin motilidad, con los cuales se
fertilizaron ovocitos normales. Como
resultado nacieron doce animales que,
sin embargo, murieron prematuramente,
probablemente debido a un patrén
epigenético anormal en los gametos
obtenidos in vitro.

Dos estudios han explorado sistemas de
co-cultivo para diferenciar ovocitos a
partir de ESCs de ratén (Lacham-Kaplan
et al., 2006; Quing et al., 2007), ambos
mediante la formacién de cuerpos
embrioides.

& — & —

Desarrollo Premeidtico

proteina esencial para la sinapsis de
cromosomas homélogos durante el
proceso de meiosis su localizacién es
nuclear).

En ambos estudios, los ovocitos
obtenidos carecian de zona pelicida y
su apariencia era muy similar a la de
gonocitos en una fase temprana del
proceso de ovogénesis in vivo. Estos
ovocitos, curiosamente, no sufrieron
activacion espontanea para dar
blastocistos partenogenéticos como
los descritos por Hiibner et al. (2003).

Especificacion Migracion Colonizacion Mitosis Meiosis
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Desarrollo postmeictico

expresion de genes durante distintos
estadios del proceso de diferenciacion
de las ESC humanas a células germinales
in vitro: migracién, colonizacién,
mitosis, meiosis, etc., facilitando de
este modo la caracterizacion de las
células de la linea germinal vy
permitiendo  su  localizacién vy
aislamiento durante el proceso de
diferenciacién. Ademads, observaron que
las hESCs indiferenciadas también
expresan algunos marcadores
tempranos de la linea germinal como
DAZL, Stellar o c-Kit, pero no otros como
VASA, SCP3 0 GDF9, que son especificos
de células germinales (Figura 2).
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Figura 2.- Las distintas etapas en el desarrollo de la linea germinal in vitro se corresponden con la expresion de determinados marcadores moleculares. Dado que
las células madre embrionarias indiferenciadas comparten la expresion de algunos marcadores con células de la linea germinal durante estadios tempranos de
desarrollo tales como DAZL, Stellar, c-Kit, Oct4 o Nanog, para la deteccion de estas células se consideran mds (tiles marcadores meidticos y postmeicticos, especificos
de células germinales, siendo VASA uno de los mds utilizados.

Lacham-Kaplan y colaboradores (2006)
exploraron los efectos del medio
condicionado obtenido de cultivos
celulares de células testiculares en la
diferenciacién de ESCs de ratén a células
germinales mediante formacion de
cuerpos embrioides. Los autores
demostraron que tras cultivar los cuerpos
embrioides con el medio condicionado
obtenian un mayor niimero de estructuras
similares a ovocitos incluidas en lo que
parecian foliculos ovaricos.

Qing y colaboradores (2007), de modo
similar, generaron cuerpos embrioides a
partirde las ESCs y los transfirieron sobre
una monocapa de células de granulosa de
ratén. Tras 10 dias en cultivo identificaron
células similares a ovocitos dentro de
dichos cuerpos embrioides. Sin embargo,
aunque detectaron la expresion del
marcador especifico de meiosis SCP3,
estaba localizado en el citoplasma (como

Células germinales a partir de células
madre embrionarias humanas.

Los trabajos realizados en la
diferenciacion de células germinales a
partir de ESC en humanos han dado
similares resultados a los descritos en
ratén. Las células diferenciadasin vitro a
partir de células madre embrionarias, ya
sea mediante la formacién de cuerpos
embrioides o en monocapa, expresan
marcadores de células germinales
humanas (Clark et al., 2004; Kee et al.,
2006; Chen et al., 2007; Nayernia et al.,
2009; Park et al., 2009).

Clarky colaboradores (Clark et al., 2004)
obtuvieron células de la linea germinal
mediante la formacién de cuerpos
embrioides a partir de ESC
indiferenciadas, las cuales fueron
analizadas mediante PCR. Con este
modelo establecieron una secuencia de

En un trabajo posterior, el mismo grupo
demostré que la combinacién de
factores exdgenos tales como BMP-4,
BMP-7 y BMP-8 afiadidos al medio de
cultivo incrementa el porcentaje de
células VASA positivas, y, por tanto, el
ndimero de posibles células germinales,
pero no necesariamente induce el
progreso correcto del proceso de meiosis
(Kee etal., 2006).

No obstante, de los pocos estudios que
exploran la habilidad de las ESCs
humanas para diferenciarse en células
germinales, el estudio publicado por
Cheny colaboradores (2007) es el tinico
que describe estructuras foliculares
obtenidas tras la diferenciacion en
cultivo, ya sea en monocapa o mediante
la formacién de cuerpos embrioides. Sin
embargo, a pesar de la deteccion por PCR
del  marcador GDF9  (marcador
postmeiético especifico de ovocitos), los
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autores no caracterizaron las células
incluidas dentro de las estructuras
foliculares para identificarlas como
ovocitos.

Muy recientemente, dos nuevos trabajos
han sido publicados demostrando la
diferenciacion de células germinales a
partir de hESCs.

Park y colaboradores (Park et al., 2009)
reportaron la obtencion de PGCs
mediante el co-cultivo de hESCs
indiferenciadas con células gonadales
fetales humanas. La deteccion de co-
localizacién de los marcadores c-Kit y
SSEA1 mediante citometria de flujo, los
cuales también co-localizan con VASA, fue
usada como un indicador de la
diferenciacién a la linea germinal. Del
mismo modo, también obtuvieron PGCs
desde células iPS, aunque con una menor
eficiencia. Tras analizar el estado de
imprinting de las células obtenidas vieron
que estas habfan iniciado el proceso de
borrado caracteristico de las células
germinales durante el primer trimestre de
desarrollo embrionario in vivo.

Nayernia y colaboradores (Nayernia et
al., 2009) obtuvieron GSC (del inglés
germ stem cells, células madre
germinales) masculinas desde hESCs
transfectadas con un constructo ligado
a la via espermatogonial. La
diferenciacion se indujo en monocapa
tras la retirada de bFGF y posteriormente
se afiadié AR al medio de cultivo. Las
células marcadas se aislaron mediante
citometria de flujo y se cultivaron
posteriormente con la adicion de
diversos factores exégenos al medio de
cultivo. Las  células  obtenidas
expresaban marcadores meiéticos y
postmeidticos, indicando la maduracién
a gametos masculinos haploides.

Asi pues, estas células eran capaces de
entrar en el proceso de meiosis,
generando células haploides y con
motilidad in vitro, muy similares a
espermatozoides.

Dado que son células humanas, y debido
a la legalidad vigente, no han podido
probar la funcionalidad de estos
gametos in vivo, ya que esto implicaria
o bien la formacién de quimeras
humano-animal o la generacién de
embriones humanos en laboratorio.

CONCLUSIONES

Asi pues, aunque se han conseguido
grandes avances en los Gltimos afios en
la diferenciacion in vitro de células
germinales a partir de células madre

embrionarias, aln sigue siendo
necesario  proseguir  con las
investigaciones al respecto para

entender y desarrollar los nichos
apropiados y las condiciones de cultivo
idoneas. El proceso de diferenciacion de
gametos in vitro, deberia ser, ademds,
fiable y reproducible si se quiere
trasladar su empleo a terapia clinica.

Una de las mayores dificultades durante
el proceso de diferenciacion es la
deteccién y seleccion de las células
germinales obtenidas. Dado que las ESC
comparten algunos marcadores con las
PGCs, las alternativas son la deteccion de
marcadores meidticos y postmeidticos o
la transfeccion de las lineas de ESC con
marcadores fluorescentes ligados a
promotores especificos de células
germinales. Sin embargo, los métodos
que implican modificaciones genéticasy
el uso de vectores retrovirales impiden
que los gametos obtenidos puedan ser
usados en un futuro en clinica.

Si bien, los principales problemas en los
que deben incidir las futuras
investigaciones en la diferenciacién de
gametos a partir de ESC es la
consecucién del proceso de meiosis
correctamente para evitar aneuploidias,
y el establecimiento de un patrén
epigenético adecuado. De este modo, los
gametos derivados de ESC podrian tener
aplicacién clinica en técnicas de
reproduccion asistida en aquellos casos
en que los pacientes carecen de gametos
0 estos no son funcionales.
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LA MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA: APLICACIONES CLINICAS
EN LAS TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA

Gemma Arroyo
Institut Universitari Dexeus, Barcelona

INTRODUCCION

La calidad del ovocito y del embrion que
se genera a través de él son aspectos
determinantes del éxito en FIV. Lla
correcta maduracion del ovocitoimplica
una maduracién nucleary citoplasmatica

La evaluacién de la calidad del ovocito
basada en criterios morfoldgicos ha sido
extensamente estudiada (Serhal et al.,
1997; Plachot et al., 2002; Ebner et al.,
2006; Ubaldi et al., 2008) con el fin de
poder establecer criterios de calidad con
valor prondstico.

Se han intentado establecer criterios
morfoldgicos relacionados con la calidad
ovocitaria tales como el color, la
granularidad, la presencia de vacuolas e
las inclusiones citoplasmaticas (Bolton
etal., 1989). Muchos de estos cambios
morfolégicos corresponden a orgdnulos
intracitoplasmaticosy por ello son signo
del metabolismo del ovocito y su
potencial de desarrollo. Hasta este
momento sélo se disponia de estos
marcadores para la valoracion del
ovocito.

En el momento de la ovulacién, los
ovocitos se encuentran detenidos en
metafase II de la meiosis. En este
momento, los cromosomas se hallan
dispuestos en la placa metafasica
sujetos por los microtibulos que la
componen. Durante la meiosis y la
fecundacion las fibras del huso son las
responsables de la segregacion del
material nuclear y anormalidades en su
frdgil estructura pueden dar lugar a
infertilidad, abortos y enfermedades
genéticas  fruto de  anomalias
cromosoémicas.

Cerca del 80% de las aneuploidias del
embrién son de origen materno
(Hassold and Hunt, 2001) y existen
evidencias de que el estado del huso y su

funcionamiento se ven afectados con el
incremento de la edad materna
(Battaglia et al., 1996). Gran parte de
errores en la segregacion de los
cromosomas en la ovogénesis tienen
lugar en la meiosis I. Estudios en ratones
y humanos demuestran que con la edad
incrementa el riesgo de errores
meiéticos en la anafase II. La edad
puede inducir una precoz separacion de
las cromdtidas (Mailhes and Young,
1998), reduccién de la expresion de los
genes que controlan el huso
(Steuerwald, et al.,, 2005) y su
degeneracion (Eichenlaub-Ritter et al.,
1988).

(Clasicamente, la estructura del huso se
visualizaba con técnicas invasivas como
la microscopia electrénica, o marcadores
fluorescentes en la microscopia
confocal, incompatibles con la practica
clinica.

Recientemente, la luz polarizada ha
demostrado ser equivalente a la
microscopia confocal (Shen et al.,
2008). Por otra parte, la inocuidad de la
microscopia de luz polarizada, basada en
las propiedades de birrefringencia de las
moléculas que forman el huso, la
presentan como alternativa ideal
aplicable a las técnicas de fecundacion
in Vitro.

MICROSCOPIA DE LUZ POLARIZADA

La birrefringencia es una propiedad
6ptica que deriva de la ordenacidn
molecular encontrada en
macromoléculas que forman las
membranas, los microtdbulos, los
microfilamentos y otros componentes
del citoesqueleto (Oldenbourg, 1999).
La luz polarizada pone de manifiesto la
birrefringencia de estas estructuras
dindmicas. La medida de la
birrefringencia es la retardancia de la
luz al atravesar estas estructuras.

El paso de un dnico haz de luz
polarizada sobre el cuerpo
birrefringente, hace que éste salga
proyectado en 2 haces de luz
ortogonales. En el inicio de la
utilizacion de la  técnica, la
birrefringencia se media como el cambio
relativo de fase (retardancia) entre
estos 2 haces de luz polarizada
acoplados a un microscopio éptico
convencional. Con la ayuda de
compensadores y diferentes estados
rotativos de estas  estructuras
tridimensionales, se logré ajustar la
medida de la retardancia al tamafio y
complejidad de husos. El proceso era
lento y por ello imposible de aplicar a
material biolégico humano. Las
retardancias conseguidas se analizaban
ajustando manualmente el analizadory
el compensador, y el hecho de que la luz
se proyectara desde un mismo plano
limitaba mucho las conclusiones
(Oldenbourg, 1999).

Fue dificil lograr el paso siguiente hacia
un procesador de imdgenes digital,
microscopios invertidos, luz polarizada
casi circular y algoritmos que
combinaban medidas de retardancia y
orientacion de la birrefringencia
(Oldenbourg, 1999).

Finalmente era necesario calcular la
intensidad de la luz necesaria para cada
especie, asi como demostrar la inocuidad
de latécnica en si. Las mediciones debian
tomarse en muy poco tiempo si no se
queria comprometer la viabilidad de los
ovocitos (Silva et al., 1999; Liu et al.,
2000; Wang et al., 2001a).

HUSO MEIOTICO

Hay que recordar que el huso es una
estructura tremendamente dindmica que
depende de las condiciones de
temperatura y manipulacién de los
ovocitos.
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Vlisualizacion

Los ovocitos  madurados in vivo
presentan el huso visible en un 80% de
los casos (Shen etal., 2005; Wang et al.,
2001b; Rienzi et al., 2003). Dejar los
ovocitos a temperatura ambiente 10
minutos induce dafnos irreversibles en el
huso (Wang et al., 2001a). Por debajo
de los 330C el huso empieza a
desintegrarse, siendo irreversible su
reestructuracion si la temperatura llega
a los 250C (Pickering et al., 1990).
También cabe la posibilidad de que la
reestructuracion del huso de produzca
de manera anémala, con el consecuente
mal posicionamiento de los cromosomas
y un aumento de aneuploidias. Aunque
ya estd extendido el funcionamiento de
microscopios con placa calefactora, un
buen control de calidad del
funcionamiento del laboratorio es pues,
la visualizacién del huso.

Presenciay localizacion

La presencia del huso se ha relacionado
con mayores tasas de fecundacién en
algunos estudios (Wang et al., 2001b;
Cooke et al., 2003; Rienzi et al., 2003,
2005; Cohen et al., 2004; Madaschi et
al., 2008; Rama Raju et al., 2007)
excepto en uno (Moon et al., 2003).

La posicion del huso respecto al CP
también se ha relacionado con las tasas
de fecundacion. Rienzi et al., 2003
encuentra relacion a partir del
desplazamiento de mas de 90o0. Esto
puede ser debido a la manipulacion
durante la denudacién de las células del
cimulo. Sin embargo Fang et al., 2007
no halla peor tasa de fecundacion
respecto a un grupo control sin
visualizacién de huso.

La relacién de la presencia del huso con
el desarrollo embrionario tiene aspectos
controvertidos. Algunos estudios lo
relacionan con una mayor competencia
en dia 3 (Wang etal., 2001b; Cooke et al.,
2003; Moon et al., 2003; Madaschi et al.,
2008) y en la formacién de blastocistos
(Wang et al., 2001b; Rama Raju et al.,
2007) pero no es asi en otros (Rienzi et
al., 2003; Cohen etal., 2004). En cuanto
a las tasas de embarazo e implantacién
también se contradicen los resultados
positivos (Madaschi et al., 2008) frente
los negativos (Chamayou et al., 2006).

Dinamismo

Estudios de videocinematografia revelan
que el huso es una estructura dindamica
y que en telofase I desaparece por 40-60
min. En el peor de los casos, en la
mayoria de ovocitos que no lo presentan
tardara 2 h en reestructurarse y la tasa
de fecundacién no varia (Montag et al,
2006). Sélo aquellos ovocitos que
pasadas estas 2-3h de cultivo siguen sin
mostrar el huso tienen peor tasa de
fecundacién (Montag et al., 2006).

Tanto como la presencia, es importante
tener en cuenta la localizacién del huso
A pesar de observar el primer corptsculo
polar, puede que el huso del ovocito en
anafase tardia o telofase I, esté
formando un puente entre CP vy
citoplasma. En caso de proceder a la
microinyeccion  espermdtica  (ICSI)
cuando todavia persiste este puente
entre CPy citoplasma, lo mas frecuente
es que elmomento de la valoracion de la
fecundacion se observen 3 prontcleos
(PN) (Montag, datos no publicados).

Maduracion in vitro

Shen etal., 2007 realiz6 un estudio para
observar la dindmica de maduracién in
Vitro (MIV) de los ovocitos. Estudiaron
ovocitos en profase I (VG) que
retomaron la meiosis tras 12 horas de
cultivo. Los  primeros husos
birrefringentes de MI se detectaron a las
12h. En 24h el 16.1% de las VG tenian
huso MI, 17.9% alcanzaron la telofaseI,
y 14.3% extrusionaron el primer
corpusculo polar (CP). Aunque a las 30h
la mayoria tenian CP, sélo se observé
huso en 28.7%. A las 36h presentaban
CP el 66.1%., pero sélo en un tercio se
visualizaba el huso.

Fang et al., 2007 hallé huso en el 77.1%
de los ovocitos madurados in Vitro, con
una tasa de fecundacién mayor cuando
éste estaba adyacente al CP. Resultados
que fueron confirmados por otros
grupos (Arroyo et al., 2007; Almeida et
al., 2008) y relacionados con embriones
de mejor calidad.

Queda pendiente establecer el timing de
los ovocitos de ciclos de MIV. Esto
permitira reducir la frecuencia de
aneuploidias y optimizar el momento de
la ICSI o congelacion.

Congelacion

El estudio de la de/construccién de los
microtlbulos del huso también ha
servido para la optimizacion de
protocolos de congelaciéon de los
ovocitos (Rienzi etal., 2004; Ciotti etal.,
2009). Se ha intentado encontrar
paralelismo de las imdgenes de
microscopia polarizada con la confocal,
dando importancia ya no sélo a la
presencia o no del huso, si no también a
la estructura y longitud de éste y a la
localizacién de los cromosomas en la
placa metafdsica (Bromfield et al.,
2009).

Densidad

Se ha intentado cuantificar la robustez
del huso midiendo la longitud y grosor
de las fibras a lo largo de los 0.5 mm que
separan los polos, y la retardancia media
de sus fibras. Esta idea tiene como fin
medir la estabilidad del huso y
relacionarlo con la calidad embrionaria.
Hasta el momento se ha relacionado la
cuantificacion de la retardancia con la
morfologia de los prondcleos (Shen el
al., 2006), potencial de desarrollo en dia
3 (Trimarchi etal., 2003) y formaciéon de
blastocisto (Rama Raju et al., 2007). El
gran dinamismo de esta estructura y el
valor relativo de la clasificacién de
pronlcleos, hace que sean necesarios
mds estudios que la relacionen con el
potencial de implantacién y desarrollo
del embrién.

Estudios recientes de microscopia
confocal ponen de manifiesto las
limitaciones del valor predictivo de la
microscopia de luz polarizada para
valorar el grado de orden de la fibras del
husoy la posicién de los cromosomas en
la rutina del laboratorio (Coticchio et
al., 2009).

ZONA PELUCIDA

La zona pelicida esta compuesta por
tres glicoproteinas filamentosas (ZP1,
ZP2, ZP3) que se entretejen dando lugar
a una estructura multilaminar. Las tres
capas tienen  birrefringencia con
distinta retardancia y orientacion.
(Keefe et al., 1997).

Parece ser que la capainterna de laZPes
la que exhibe mayor birrefringencia



AULA VIRTUAL

(Pelletier etal., 2004) y que el cultivoiin
vitro de los embriones altera el proceso
normal de afinamiento de la ZP,
afectando selectivamente la capa
interna de ésta (Silva et al., 1997). Se
han encontrado diferencias en la capa
interna de la ZP en ciclos con fallo de
fecundacién (Shen et al., 2005) y se
relaciona también con el potencial de
desarrollo del embrién hasta blastocisto
(Kilani et al., 2006; Rama Raju et al.,

incluyendo las de la ZP a través de la
medida de su birrefringencia, asi como
el timing de maduracién nuclear con la
presencia y posicion del huso.

Se observa el huso visible adyacente al
corplsculo polar y la zona pelicida
birrefringente. En el cuadrante inferior
izquierdo el score automdtico de la cara
interna de la zona pelicida fruto de las
mediciones de 180 puntos (verde).

Figura 1. Imagen de un ovocito de maduracion in vitro tomada con el sistema OCTAX PolarAideTM ® (OCTAX
PolarAideTM, MTG, Germany)

2007). También se ha demostrado que
embriones con mayor potencial de
implantacién  tienen una  mayor
intensidad de birrefringencia de la ZP, y
se han perfeccionado sofwares que la
cuantifican y proporcionan un score a
cada ovocito (Montag et al., 2006;
Madaschi et al., 2009) (Figura 1)

El endurecimiento y grosor de la ZP de
los ovocitos varia también con la edad de
la paciente. Se ha visto que los ovocitos
de mujeres de edad avanzada presentan
ZP menos refringentes y su relacién con
el potencial desarrollo hasta blastocisto
ha corroborado la idea de que el estado
de la ZP es un buen marcador de la
calidad ovocitaria.

Con el fin de llevar acabo una buena
seleccion del embrion a transferir se
deberd tener en cuenta en cuenta tanto
las caracteristicas del ovocito,
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INTRODUCCION

A finales de los afos 90 se inicié un
debate en el mundo de la embriologia
clinica sobre si la luz era perjudicial o no
para los gametos y embriones que
manejamos en el laboratorio de
fecundacién in vitro. De repente pareci6
l6gico pensar que si tanto gametos como
embriones no estaban expuestos a la luz
de forma natural, la exposicién artificial
a ésta en el laboratorio podria ser
dafiina para su integridad y por tanto
para la capacidad de desarrollo e
implantacién de los embriones. No se
presentaron pruebas irrefutables ni a
favor ni en contra de esta afirmacién, asf
que unos decidimos trabajar con poca
luz y otros continuaron haciéndolo con
la luz encendida o incluso con ventanas
en el laboratorio. ;Qué es mejor? Yo
personalmente creo que es acertado
trabajar con un bajo nivel de luz
ambiental en los laboratorios de
embriologia clinica y voy a intentar
demostrarlo con la bibliografia
existente.

LUZ, GAMETOS Y EMBRIONES

En condiciones naturales la fecundacion
se produce en elinterior de la trompa de
Falopio, por tanto ni ovocitos, ni
espermatozoides, ni embriones se
exponen nunca a la luz solar o a una
fuente artificial de luz, asi que no
disponen de un sistema de proteccion
frente a la luz, por lo que parece légico
pensar que la exposicién de gametos y
embriones a la luz en el laboratorio es
un factor estresante y que puede
perjudicar la capacidad implantatoria de
estas células. Esto contrasta con lo que
ocurre con los gametos de muchos
animales oviparos, como peces vy
anfibios, que pueden recibir
directamente la luz solar durante la
fecundacién y el desarrollo. Para evitar

los dafios que podria ocasionar la
radiacion solar sobre ellos, estos
gametos y embriones han desarrollado
diversos mecanismos de proteccion. La
principal adaptacién que permite que
gametos 'y embriones  reciban
directamente rayos ultravioleta es la
incorporacion de compuestos que
absorben las radiaciones UV-A 'y UV-B.
Asi, el aminodcido micosporina es un
ejemplo de éstos; prueba de su funcién
protectora es que los embriones de erizo
de mar con niveles bajos de él en la dieta
son mas susceptibles a los dafios
producidos por los rayos UV que los
embriones con altos niveles. En la
Antéartida, donde hay altos niveles de
rayos UV-A, algunas especies de erizos
de mar producen huevos que se hunden
hasta el fondo, de manera que no son
alcanzados por los rayos solares,
permaneciendo asi protegidos de ellos.

Desde finales de los afios 70 se han
realizado estudios sobre el efecto de la
luz en gametos y embriones en cultivoin
Vitro. En 1978 Hirao y Yanagimachi
demostraron que los ovocitos de
hamster son muy vulnerables a la luz, y
su meiosis se ve afectada por la luz
visible de baja longitud de onda emitida
por las [amparas fluorescentes frias que
se utilizan normalmente en los
laboratorios. Bedford y Dobrinis (1989)
publicaron que la exposicién de ovocitos
y cigotos de conejo a luz blanca fria no
produjo un efecto negativo sobre el
desarrollo embrionario. La division
embrionaria de los embriones de
hamster se reduce con el mismo tipo de
luz (Umaoka et al, 1992; Yamauchi Y et
al, 2002). Ademads, la utilizacién de
habitaciones con bajo nivel de luz es
clave para que un programa de
fecundacién in Vitro de hamster tenga
éxito (Yamauchi Y et al, 2002). Mas
recientemente, Takenaka y
colaboradores  (2007)  expusieron

cigotos de hamster y de ratén a luz fria
blanca, observando que el desarrollo
hasta blastocisto se detenia en los de
hamster pero no en los de ratén. Cuando
se transferian los blastocistos de ratén,
la tasa de implantacién era mas baja en
los blastocistos provenientes de cigotos
expuestos a la luz que en los que no se
habian expuesto a ella. Nematollahi-
mahani 'y colaboradores (2009)
expusieron embriones de ratén de 2
células a 1600 lux de luz visible durante
diferentes tiempos y encontraron que
después de 45 minutos de exposicién la
divisién embrionaria se veia afectada.
Cuando embriones de 2 células de
hamster se expusieron a diferentes
intensidades de luz durante 10 minutos,
se comprobd que con 200 lux habia un
mayor desarrollo embrionario hasta
blastocisto. Al analizar el efecto de
diferentes longitudes de onda sobre el
desarrollo embrionario, se detecté que
la luz azul (445-500nm) era la mas
perjudicial provocando la produccién de
mds radicales libres y la presencia de
mds células apoptéticas en el
blastocisto.

De todos los articulos publicados se
puede deducir que ovocitos y embriones
de la mayoria de los mamiferos son
sensibles a la luz, siendo el hamster el
ejemplo de animal cuyos ovocitos son
mds afectados por la luz.

:COMO AFECTA LA LUZ A LA CALIDAD DE
GAMETOS Y EMBRIONES?

Desde hace bastante tiempo se sabe que
la luz ultravioleta (300-400nm) y la luz
azul (400-500 nm)  provocan la
produccién de radicales libres de
oxigeno, como el H202 en elinterior de
las células, que a su vez dafiaran las
proteinas, los lipidos y el ADN celular
(Squirrell et al, 1999; Hockberger et al,
1999). Aunque la luz visible de longitud



de onda corta (400-450 nm) de las
[dmparas fluorescentes de luz blanca es
menos dafiina que la luz UV, la
exposicion prolongada de ovocitos y
embriones de mamiferos a ésta podria
provocar  los  mismos  efectos
perjudiciales sobre el desarrollo o la
capacidad deimplantacién (Takenaka et
al 2007).

;QUE PODEMOS HACER EN EL
LABORATORIO FIV PARA EVITAR QUE LA
LUZ DANE A GAMETOS Y EMBRIONES?

En el laboratorio de FIV gametos y
embriones reciben luz de diferentes
fuentes: la luz del laboratorio
propiamente dicha, la luz solar si hay
ventanas, la luz de las campanas de flujo
laminar y la luz de microscopios vy
estereomicroscopios. Para evitar el dafio
producido por la luz, en primer lugar
deberemos trabajar con baja luz
ambiente, para lo cual no tendremos
ventanas en el laboratorio y las luces
dispondrdn de reguladores de potencia.
No utilizaremos la luz de las cabinas de
flujo laminar cuando en ellas haya
gametos o embriones, y por Ultimo
ajustaremos la luz del microscopio o
estereomicroscopio al minimo posible
para trabajar, ademas de utilizar filtros
para la luz azul.

DEBATE

CONCLUSION

Los gametos y embriones de los
mamiferos no tienen ninglin mecanismo
de defensa frente a la luz solar o
artificial y ésta les afecta produciendo
radicales libres del oxigeno en su
interior, por lo que seria aconsejable
eliminar en lo posible las fuentes de luz
dentro de un laboratorio de fecundacién
in Vitro.
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INTRODUCCION

Estd claro que el fin dltimo de todos los
que trabajamos en Reproduccion
Asistida es el de intentar obtener
embriones sanos con alta capacidad
implantatoria.  Todos  igualmente
coincidiremos en que, para ello,
debemos extremar los cuidados durante
las primeras etapas de desarrollo del
embrién generado in vitro, etapas en las
que se encuentra particularmente

vulnerable frente a posibles agresiones
del entorno que le rodea.

Naturalmente esto no es nuevo, ya en
1988 Schumacher publicaba en el
Journal of Reproduction and Fertility un
trabajo titulado Influence of visible light
and room temperature on cell
proliferation in preimplantation rabbit
embryos en el cudl constataban el efecto
perjudicial de la luz visible y de la
temperatura ambiental sobre el

desarrollo celular de los embriones de
ratén. Con ello se abrié la veda y poco a
poco, al amparo de otros trabajos que
fueron apareciendo en la década de los
90, fuimos tomando nota. Aflojamos una
bombilla, luego otray asi hasta acabar
convirtiendo nuestros laboratorios en
autenticas cuevas.

A lo largo de esta charla no voy a
intentar quitarle importancia al efecto
nocivo de la luz. Tiene importancia. Al
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igual que la tiene la temperatura, la
presencia de compuestos orgdnicos
voldtiles, el estrés generado por el
pipeteado de los embriones o lo limpioy
aseado que sea el embriélogo, pero si
que voy a cuestionar la forma como se ha
intentado solucionar. Excesiva seglin mi
punto de vista. Como vulgarmente se
dice “matando moscas a cafionazos”. Sin
olvidar tampoco que al disminuir de
forma tan drastica las luces de nuestros
laboratorios estamos empeorando
nuestras condiciones de trabajo,
incrementando la posibilidad de errores
y/o0 accidentes e incluso, posiblemente,
perjudicando nuestra propia salud
ocular.

¢Y ninguno de los directores de
laboratorio que puedan estar leyendo
esto han pensado nunca que pueden
estar incurriendo en delito al incumplir
la  normativa  existente  sobre
prevenciéon, seguridad y salud en los
lugares de trabajo, con las subsiguientes
demandas y sanciones que ello podria
conllevar?.

A continuacidon voy a intentar presentar
suficientes argumentos para
convenceros de que para matar una
mosca s6lo hace falta un dedo, y de que,
como dice Lars D.M. Ottosen, y yo
comparto, “the use of dark laboratories
is not justified”.

DISCUSION

;A QUE NOS PARECEMOS MAS? ; AL RATON
0 AL CONEJO?.

Hamster, conejos, vacas, ratones...

Todos los estudios revisados muestran
altas variaciones segin el mamifero
objeto de estudio. Los embriones de
hamster tienen wuna sensibilidad
excepcionalmente elevada a la luz,
mientras que los de conejo son
altamente resistentes (Oh et al 2007,
Takenaka et al. 2007).

La diferencia puede estar relacionada
con el momento de activacion del
genoma, distinto segln las especies.
Dicho momento supone una dramdtica
reprogramacion de la expresién génica
esencial para su desarrollo posterior
(Schultz 2007). Curiosamente en los
embriones de ratén esa activacion se

produce en el estadio de 1-2 células
(Flach 1982), mientras que en el conejo
esto ocurre con 8 células (Manes 1971).

Dado que en los embriones humanos tal
activacion se produce en estadio de 6-8
podriamos pensar que estamos mads
cerca de la respuesta del conejo que la
del ratén, y con ello en el grupo de los
“altamente resistentes”.

OOCITOS Y EMBRIONES A LA PLANCHA

;Cuanto tiempo de exposicion es
necesario para notar los efectos
negativos sobre los embriones?

Takenaka someti6 a los embriones de
hamster un largo minuto de exposicién
a la luz del sol (j;;20.000 luxes!!!) para
determinar que es catastréfica para su
desarrollo.

En 1992 Barlow expuso a los ovocitos
maduros de ratén, previo a su
fertilizacion, a intensidades de luz
visible de 4000 luxes durante 1, 2 6 4
horas y no encontré diferencias con el
grupo control, que habia estado
protegido de la luz, en cuanto a tasa de
divisién, tasa de implantacién vy
normalidad fetal.

En los estudios de Takenaka los cigotos
se mantuvieron durante 15 minutos a
una exposicion de 1200 luxes de luz
fluorescente blanca fria, observando que
ninguno de ellos se desarrollaba mas alld
de dos células. La luz fluorescente
blanca fria es especialmente deletérea
para el desarrollo embrionario.

GAFAS DE CARTON NEGRO PARA EVITAR
LA MALA UV-A DE LA LUZ SOLAR 0 COMO
MATAR MOSCAS A CANONAZOS.

Esta claro que ante la duda lo mas
cémodo ha sido apagar la luz de nuestros
laboratorios (clic y ya estd), pero no
parece que sea lo mas adecuado, aligual
que no es légico querer evitar la luz solar
poniéndonos una cartulina negra
delante de los ojos.

Para empezar no debemos olvidar que el
95% de la radiacién que recibe el embrién
en su manipulacién proviene de las luces
halégenas de los microscopios (Ottosen et
al. 2007) y mas del 90% de esta radiacién
es de longitudes de onda >500 nm.

Por otro lado es bien sabido que la luz
con longitudes de onda de entre 300-
500 nm es la que puede producir dafios
en el ADN (Schultz 2007), por lo que
seria ese 10% de radiacion restante la
que originaria los efectos deletéreos
sobre el embridn.

Esto nos llevaria a dos conclusiones:

La primera es que colocando filtros
sobre las fuentes de luz de los
microscopios  que  eliminen las
longitudes de onda <500 nm se
solucionaria el problema. (Korhonen et
al. 2009)

Y segundo, que la influencia luminosa
que pueda tener la luz ambiental de
nuestros laboratorios es practicamente
nula, por lo que el mantenerlos a oscuras
0 poco iluminados no es practico y
totalmente innecesario (Takenaka et al.
2007; Ottosen et al. 2007).

Pero esto no es nuevo, ya lo dijo
Yanagimachi en 1978 cuando propuso
tapar las fuentes de luz de los
microscopios con celofan rojo para
minimizar los efectos deletéreos de la
luz visible sobre la meiosis de los huevos
de mamiferos cultivados in vitro.

Posiblemente podamos poner unas
simples gafas de sol a nuestros
laboratorios y quitar las cartulinas
negras que les hemos puesto.

:QUE ES PRIMERO, EL EMBRION O EL
EMBRIOLOGO?

¢Y que pasa respecto a nuestra salud?
Los 6pticos manifiestan continuamente
que unailuminacién insuficiente origina
que el trabajador deba acercar la vista a
una distancia menor que la normal (30
cms), lo que puede producir miopfa y
otros  trastornos visuales como
hiperemia conjuntival, lagrimeo vy
nistagmo, ademds de fatiga ocular,
cansancio, dolor de cabeza, estrés y
accidentes/errores.

Por otra parte, el excesivo contraste
luminico que sufrimos cuando pasamos
de la luz intensa del microscopio a la
semioscuridad ambiental que nos rodea
también es peligroso, ya que nos puede
generar disminucién de la agudeza
visualy de la capacidad acomodaticia del



ojo. Todo esto puede tener como
consecuencia cegueras temporales,
mientras el ojo se adapta a la nueva
iluminacién. Es el mismo motivo por el
cual se recomienda no ver la television
totalmente a oscuras.

Por dltimo, la falta de una buena
iluminaciéon obliga en ocasiones a
adoptar posturas inadecuadas desde el
punto de vista ergonémico.

NISTAGMUS DE LOS EMBRIOLOGOS.
NUEVA ENFERMEDAD PROFESIONAL.

Un poco de historia: En 1910 el Dr. M
Liébert presenté en el II Congreso
Internacional  de Enfermedades
Profesionales en Bruselas los resultados
de un estudio encargado por el Servicio
de Inspeccién de Minas Belga con motivo
de haber observado una incidencia
elevada de la enfermedad del Nistagmus
en sus mineros.

Dicha enfermedad se caracterizaba por
movimientos  rotatorios o hien
horizontales, rdpidos e incontrolados de
los ojos, que aparecian con los cambios
de luz-oscuridad o al mirar hacia arriba
estando agachados. Los afectados
sufrian deslumbramiento ante cualquier
luz brillante, ademds de trastornos
nerviosos, temblores de cabeza y de
manos, dificultades de agudeza visual
para la visién binocular, pudiendo llegar
a caerse por pérdida de equilibrio.

El estudio, realizado sobre 1412 mineros
de la cuenca hullera de Lieja, mostré que
217 estaban afectados de dicha
enfermedad, lo que suponia un 19,2% .

A lo largo de dicho congreso se lleg6 a
afirmar que dicha enfermedad “podia ser
considerado el gran proveedor de
accidentes de trabajo, pudiendo ser
excepcionalmente la causa de grandes
catastrofes “ (Dransart M). Igualmente
se constato que la enfermedad aparecia
principalmente en mineros de 30-45
anos que llevaban de 6 a 10 afos de
trabajo en la mina y como probable
causa una iluminacion insuficiente y la
“actitud encorvada que el minero debe
de adoptar en el fondo de la mina”.

En el debate surgido a raiz de la
presentacion de este trabajo, M. Giglioli
record6 “haber publicado dos casos de
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esta afeccion en un obrero pintory en un
calderero. Los dos trabajaban como los
mineros, en una posicién molesta y
anormaly en condiciones de iluminacién
insuficentes”. ;0s suena de algo?

NOTA: En el afio 1951 fue incluida en el
cuadro de enfermedades profesionales
del Gobierno de Espaiia el Nistagmus de
los Mineros (Cédigo 2N0101), aunque
actualmente es una enfermedad que
esta desapareciendo gracias a los nuevos
sistemas de iluminacién de las minas.

¢Nistagmus de los Embriologos para
dentro de 50 afios?

ACORDAROS PARA EL FUTURO: REAL
DECRETO ~ 5/2000.  LEY  SOBRE
INFRACCIONES Y SANCIONES. INSTITUTO
NACIONAL DE SEGURIDAD E HIGIENE EN
EL TRABAJO. GOBIERNO DE ESPANA.

EL Real Decreto 486/1997, por el que se
establecen las disposiciones minimas de
sequridad y salud en los lugares de
trabajo, desarrollado en la Guia Técnica
para la Evaluacién y Prevencién de los
Riesgos Relativos a la Utilizacién de los
Lugares de Trabajo, establece en su
Articulo 8. (Iluminacién) que “La
iluminacién de los lugares de trabajo
debera permitir que los trabajadores
dispongan de condiciones de visibilidad
adecuadas para poder circular por los
mismos y desarrollar en ellos sus
actividades sin riesgo para su seguridad
ysalud”.

Posteriormente, en dicha Guia Técnica
en su anexo A. (Tablas de Iluminacién),
establece que los laboratorios deben de
mantener un nivel medio deiluminacién
sobre el drea de trabajo de 500 luxes.
Para finalizar, recalcar que “el
empresario deberd adoptar las medidas
necesarias para que la utilizacion de los
lugares de trabajo no origine riesgos
para la seguridad y salud de los
trabajadores.... y los lugares de trabajo
deberdn cumplir las disposiciones
minimas establecidas en el Real Decreto
en cuanto a...iluminacién...”

Todo esto puede llevar consigo posibles
sanciones por negligencia en caso de
que en un futuro se confirmaran efectos
perjudiciales en la salud por la
realizacién de una actividad laboral en
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unas condiciones que incumplen la
normativa vigente sobre “disposiciones
minimas de seguridad y salud en los
lugares de trabajo”. Sanciones
obviamente sobre los empresarios, pero
que finalmente recaerian sobre los
Responsables(as)/Directores(as)/Jefes(
as) de los Laboratorios.

Y seglin el Real Decreto 5/2000, que os
recomiendo recordar, en su seccién 22,
articulo 11, punto 4, manifiesta que son
Infracciones Leves “las que supongan
incumplimientos de la normativa de
prevencién de riesgos laborales, siempre
que carezcan de trascendencia grave
para laintegridad fisica o la salud de los
trabajadores”.

Pero no olvidemos que una Infraccion
Leve puede transformarse en Muy Grave
en caso de no corregir laanomaliay que
finalmente, fruto de ese incumplimiento
de la normativa, se haya originado un
riesgo grave para la sequridad y salud
deltrabajador”. (articulo 13, punto 10).

Actualmente las infracciones en materia
de prevencidén de riesgos laborales se
sancionan con cantidades que, en su
grado mdximo, alcanzan los 819.780
euros. Y cancelacién de la acreditacion
otorgada por la autoridad laboral.

Para el Gobierno de Espafia es primero el
Embriélogo al Embrién.

CONCLUSION.

Una intensidad luminosa moderada en
los microscopios (aprox 200 luxes) con
filtros que eliminen longitudes de onda
inferiores a 500 nm y reducir el tiempo
de exposicion de los embriones al
minimo posible deberia permitirnos
mantener  una luz  ambiente
suficientemente confortable y acorde
con la normativa vigente. Debiendo
extremar las precauciones Gnicamente
en el momento de realizacion de
cualquier tipo de micromanipulacion
(ICSI, DGP....). A lo largo del Debate se
incidird mds profundamente en este
tema.

BIBLIOGRAFIA

Barlow P, Puissant F, Van der Zwalmen P,
Vandromme J, Trigaux P, Leroy F. In vitro
fertilization, development, and

73



DEBATE

__ Antonio Urries et al, Mitos y Leyendas en el laboratorio de Embriologia Clinica

74

implantation after exposure of mature
mouse oocytes to visible light. Mol Reprod
Dev. 1992; 33(3): 297-302.

Comité Europeo Normalizador. Informe
Técnico CENTC 169.

Gobierno de Espafia. Real Decreto 486/1997,
de 14 de abril, por el que se establecen las
disposiciones minimas de seguridad y salud
en los lugares de trabajo.

Gobierno de Espafa. Real Decreto
Legislativo 5/2000, de 4 de agosto, por el
que se aprueba el texto refundido de la Ley
sobre Infracciones y Sanciones en el Orden
Social.

Gobierno de Espafa. Real Decreto
1299/2006, de 10 de noviembre, por el que
se aprueba el cuadro de enfermedades
profesionales en el sistema de la Seguridad
Social y se establecen criterios para su
notificacion y registro.

Hirao Y, Yanagimachi R. Detrimental effect
of visible light on meiosis of mammalian
eggsin vitro. J Exp Zool. 1978; 206 (3): 365-
369.

Junceda J, Muro JI. Iluminacion y factores
asociados en el nistagmus de los mineros.

Anales de la Sociedad de Ergoftalmologia
Espafiola, 1975; 4 (4): 227-239.

Korhonen K, Sjovall S, Viitanen J, Ketpja E,
Makarevich A, Peippo J. Viability of bovine
embryos following exposure to the green
filtered or wider bandwidth light during in
vitro embryo production. Human
Reproduction 2009; 24 (2): 308-314.

Ministerio de Trabajo y Asuntos Sociales
Espafia. Instituto Nacional de Seguridad e
Higiene en el trabajo. Guia Técnica para la
Evaluacion y Prevencion de los Riesgos
Relativos a la Utilizacion de los Lugares de
Trabajo.

Ministerio de Trabajo y Asuntos Sociales
Espafa. Iluminacién de los centros de
trabajo. Instituto Nacional de Seguridad e
Higiene en el trabajo. NTP 211.

Ministerio de Trabajo y Asuntos Sociales
Espana. Pantallas de Visualizacién de Datos:
condiciones de iluminacién. Instituto
Nacional de Seguridad e Higiene en el
trabajo. NTP 252.

0h SJ, Gong SP, Lee ST, Lee EJ, Lim JM. Light
intensity and wavelenght during embryo
manipulation are important factors for
maintainig viability of preimplantation

embryos in vitro. Fertility and Sterility
2007; 88 (2): 1150-1157.

Ottosen LDM, Hindkjaer J. Light exposure of
the ovum an preimplantation embryo
during ART procedures. J Assist Reprod
Genet 2007; 24: 99-103.

Ruiz M, Calatayud M, Vila M. Mejora de los
resultados en el laboratorio de
Reproduccion Asistida. Act Obst Gin 2008;
(on line).

Schultz RM. Of light and mouse embryos:
Less is more. PNAS 2007; 104:14547-14548.

Schumacher A, Fischer B. Influence of
visible light and room temperature on cell
proliferation in preimplantation rabbit
embryos. J Reprod Fert 1988; 84: 197-204.

Takenaka M, Horiuchi T, Yanagimachi R.
Effects of light on development of
mammalian zygotes. PNAS 2007; 104:
14289-14293.

Ubeda y Corral J. II Congreso Internacional
de Enfermedades Profesionales; 910 Sep10-
14; Bruselas, Bélgica.

INCIDENCIA DE ANOMALIAS EPIGENETICAS DE LOS LOCI H19 Y
SNRPN EN ESPERMATOZOIDES DE INDIVIDUOS QUE CONSULTAN
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INTRODUCCION
IMPRONTA GENOMICA

La impronta genémica es una marca
epigenética heredable y reversible que
implica la inactivacién especifica de
determinados genes en funcién de su
origen parental. Se establece mediante
la metilacion de dinucleétidos 5'-CG-3"y
modificaciones covalentes en las
histonas que conllevan cambios
conformacionales de la cromatina

bloqueando la expresion del alelo
materno o paterno  (expresién
monoalélica). El cardcter heredable y
reversible se manifiesta en la linea
germinal dénde laimpronta se borray se
vuelve a establecer durante la
gametogénesis en funcion del sexo del
individuo y para cada gen en particular
(Figura 1). Este mecanismo asegura que
después de la fecundacion sean
heredadas la copia paterna metiladay la
materna desmetilada o al revés. En
hombres, el patron de metilacion se

establece en espermatogonias para la
mayoria de genes estudiados, (Kerjean
etal., 2000; Manning etal., 2001). En la
ovogénesis el proceso parece ser
asincrénico. Algunos estudios proponen
que la metilacion se establece alrededor
de la fecundacién (El-Maarri et al.,
2001), mientras que en otros se propone
que la impronta materna se ha
completado en ovocitos maduros (Geuns
etal., 2003). Después de la fecundacion
la impronta genémica se mantiene en
todas las células somdticas del embrién
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Figura 1. Esquema donde se representa la gametogénesis femenina y masculina relacionada con los distintos
acontecimientos en la impronta gendmica durante este periodo (en rojo) y las técnicas de reproduccion
asistida (en verde). CGP: células germinales primordiales, 0og: ovogonia, POo: ovocito primario, SOo:
ovocito secundario, Oo: ovocito maduro, PM: proniicleo masculino, PF: proniicleo femenino, PSpg:
proespermatogonia, Spg: espermatogonia, PSp: espermatocito primario, SSp: espermatocito secundario,
S0: superovulacion, MIV: maduracién in vitro, FIV: fecundacién in vitro, ICSI: intracytoplasmic sperm
injection, ZIFT: zygote intrafallopian transfer, SECSI: secondary spermatocyte injection, ROSI: round
spermatid injection, ROSNI: round spermatid nucleous injection. (Figura adaptada de Laprise, 2009).

y del individuo adulto para borrarse de
nuevo Gnicamente en células germinales
primordiales.

En humanos se conocen aproximadamente
80 genes regulados por impronta
genémica. Muchos de ellos se
encuentran relacionados con el
crecimientoy desarrollo del embriény la
placenta asi como con desarrollo de
funciones neurolégicas. Asi pues,
alteraciones en el establecimiento y/o

mantenimiento de laimpronta genémica
se encuentran relacionadas con la
aparicion de enfermedades que
conllevan anomalias del crecimiento pre
y postnatal y alteraciones en las
funciones neurolégicas (Murphy and
Jirtle, 2003). A modo de ejemplo,
alteraciones epigenéticas de los genes
regulados por impronta gendémica
presentes en la sub-banda 11p15.5
conllevan el desarrollo del sindrome de
Beckwith-Wiedeman (SBW) o Silver-
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Russell (SRS) y anomalias epigenéticas
de los genes presentes en la region
15q11-g13 conllevan el desarrollo del

sindrome de Prader-Willi (SPW) o
Angelman (SA).

RELACION ~ ENTRE  TECNICAS  DE
REPRODUCCION ~ ASISTIDA  (TRA) Y

ALTERACIONES EN LAIMPRONTA GENOMICA

Existen numerosas revisiones que
sugieren una posible relacion entre TRA
yunincremento de las alteraciones de la
impronta genémica en la descendencia
concebida mediante estas técnicas (Cox
et al., 2002; DeBaun et al., 2002;
Orstavik et al., 2003; Niemitz et al.,
2004; Halliday et al., 2004). La conexién
reside en la posible interferencia que
podrian  causar  los  distintos
procedimientos utilizados en
reproduccion asistida en el ciclo de
reprogramacién de la impronta
genémica en los gametos y el
mantenimiento de ésta en las primeras
etapas del desarrollo embrionario
(figura 1). Diferentes hipdtesis no
excluyentes entre si y basadas en el
conocimiento de los mecanismos
responsables en el establecimiento y
mantenimiento de la impronta
gendmica, han sido formuladas por
diferentes investigadores intentando
explicar estos resultados. Una de las
hipdtesis relaciona la superovulacién y
la maduracién in vitro de ovocitos como
posibles mecanismos de interferencia
para el correcto establecimiento de la
impronta durante la ovogénesis (Ludwig
et al., 2005; Borghol et al., 2006).
También existen trabajos con modelos
animales que relacionan la manipulacién
y el cultivo in vitro de embriones con la
presencia de defectos de impronta
genémica (Khosla et al., 2001, Li et al.,
2005; Mann et al., 2004; Lawrence and
Moley, 2008). Otros sugieren que
anomalias en la impronta genémica en
los espermatozoides de individuos
infértiles sean la causa del fenotipo
infértil. Se han presentado trabajos que
avalan experimentalmente una relacién
entre recuentos espermdticos bajosy la
presencia de anomalias en distintos
genes regulados porimpronta genémica
(Marques et al., 2004; 2008; 2009;
Kobayashi et al., 2007).

Existen aproximaciones experimentales
que permiten valorar la presencia de
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N® Acceso
Locus Cebador Secuencia MNucledtidos
GenBank
H19F= B AGGTGTTTTAG ATGGATGATGG- BODE-6032 AFOBT0NT
H19 H19R* 5-TGCTATAARTATGCTATTCCCAAATAAGG- 6299-6328 AFOBT0NT
P-H19F" S AGGGTTTITGGTAGGTATAGAGTT- G064-6087 AFOBTOTT
PBT-H19R" S-TCCTATAAATATCCTATTCCCAAAT- 6304-6328 AFOBTOIT
SNRPNF™ S TTATTGTAATAGTGTIGTGGGG-3 131151131173 NG 000015
SNRPNR™ S-CTCCAARAGAARARACTTTAAAA-T 1315241315496 NG 000015
SNRPN
P-SNF* S-TGTGGGGTTTTAGGGGTTTAGT- 131186-131187 NG 000015
PET-SNR* 5-TAACCACTCCCCAAACTATCTCTTA- 131441-131465 NC 000015

Tabla I. Cebadores utilizados para la amplificacion de los loci H19 y SNRPN a Descritos por Kerjean et al.,

2000

* Cebadores generados con el programa informdtico Pyro Q-CpG (QIAGEN)
** Cebadores generados con el programa informdtico MethPrimer

errores epigenéticos en amplias series
de pacientes y en numerosos loci.
Consisten en el tratamiento del DNA con
bisulfito sédico, amplificacion por PCR,
clonajey posterior secuenciacion. Estas
técnicas permiten realizar estudios
cuantitativos de los niveles de
metilacion pero requieren un elevado
tiempo para la obtencién de resultados.
Recientemente, se ha desarrollado una
nueva tecnologia, denominada
pirosecuenciacion,  que  permite
optimizar la obtencién de estos
resultados cuantitativos (Tost and Gut,
2007), siendo la metodologia de
eleccién para nuestro estudio.

OBJETIVO

Determinar la incidencia de errores de
metilacién en regiones diferencialmente
metiladas de los genes requlados por
impronta genémica H19 (sub-banda
11p15.5) y SNRPN (regién 15q11-q13)
en espermatozoides de individuos que
consultan por problemas de fertilidad
mediante pirosecuenciacion.

MATERIAL Y METODOS
Muestras biolégicas:
Individuos control:

Se analizaron 30 muestras control, 23
procedentes de donantes de semen de
cariotipo normal y fertilidad probada.
Las 7 restantes procedian de individuos
de caracteristicas seminales normales.

INDIVIDUOS INFERTILES:

Se analizaron 107 muestras

de semen deindividuos que

consultaron por problemas

de fertilidad:

15 normozoospérmicos , 1
oligozoospérmico, 8
astenozoospérmicos, 30
teratozoospérmicos, 1
oligoastenozoospérmico, 5
oligoteratozoospérmicos, 30
astenozoospérmicosy 17
oligoastenoteratozoospérmicos. Los
individuos expresaron su voluntad de
participar en el estudio mediante la firma
del correspondiente consentimiento
informado. Para garantizar la objetividad
delandlisis, el estudio se realizo a ciegas:
no se conocia ni la etiologia de los
problemas de fertilidad ni tampoco las
caracteristicas del seminograma.

EXTRACCION DE DNA ESPERMATICO:

La extraccién de DNA espermdtico se
realizé con el Kit de extraccion
PUREGEN® (QIAGEN) adaptando el
protocolo a las concentraciones
celulares de cada muestra.

TRATAMIENTO CON BISULFITO SODICO:

Elbisulfito sédico convierte las citosinas
no metiladas en uracilos bajo
determinadas condiciones de pH vy
temperatura mediante una reaccién de
deaminacién. Cuando el DNA modificado
es amplificado por PCR, los residuos de
citosina que se encuentran metilados se
amplifican como citosinas y presentan
guaninas como base complementaria.
Las citosinas no metiladas convertidas
en uracilos, se amplifican como timinas
y presentan como base complementaria
adeninas. En el andlisis de la secuencia
del producto de amplificacion puede
distinguirse las citosinas metiladas de
las no metiladas en funcién de la
presencia de citosinas y guaninas o
adeninas y timinas.

DESCRIPCION DE LOS LOCI DE LAS
REGIONES 11P15.5Y 15Q11-Q13:

En los cromosomas humanos 11y 15 se
encuentran dos de los dominios
regulados por impronta genémica mds
estudiados debido a les implicaciones
que presentan en el desarrollo del SBW,
SSR, SPW o SA (Soejima and Wagstaff,
2005; Gicquel et al., 2005).

La sub-banda 11p15.5 contiene un
segmento de aproximadamente 1 Mb
donde se localizan diversos genes
regulados por impronta gendmica. El
segmento se encuentra organizado en
dos dominios regulados cada uno por su
propio centro de regulacién de la
impronta (IC1 e IC2). EL dominio 1,
regulado por IC1, contiene el gen IGF2 'y
el gen H19. El promotor del gen H19 e
IC1 se encuentran metilados en el

Locus Cebador Secuencia Nucleétidos N° Acceso GenBank
PS1-H18F S-TCGGTTTTATCGTTTGGATG- 6133-6152 AFQ87017
H19 PS2-H19F 5-TAGTGTAGGTTTATATATTA- 6200-6219 AFQ87017
PS3-H19F 5-AACGTTTCGGGTTATTTAAG- 62576276 AFQ87017
SNRPN PS1-SNF 5-AGGCGAGGGAGTTGGGATT- 131216-131233 NC 000015
PS3-SNF 5-CAGTTTGGAGTAGAGTGGA- 131332-131350 NC 000015

Tabla II. Cebadores utilizados para la pirosecuenciacion de los loci H19 y SNRPN
* Cebadores generados con el programa informdtico Pyro Q-CpG (QIAGEN)
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cromosoma de origen paterno y no
metilados en el cromosoma de origen
materno. Errores en el establecimiento
y/o mantenimiento de la metilacién
diferencial en este locus conlleva el
desarrollo del SBW o del SSR. Para
estudiar el patrén de metilacion se
analizaron 12 citosinas diferencialmente
metiladas en un fragmento de 265 pb
(nucledtidos 6064-6328, ndmero de
acceso al GenBank: AF087017) del IC1,
que en el texto se nombrara locus H19
para facilitar su identificacion.

El segmento cromosémico 15q11-q13
contiene un dominio de 4 Mb con
diversos genes regulados por impronta
genémica. EL IC incluye la region
promotora, el intrén 1y el exén 1 del
gen SNRPNy se encuentra metilado en el
cromosoma materno y no metilado en el
cromosoma paterno. Errores en el
establecimiento y/o mantenimiento de
la metilacion diferencial en el
cromosoma de origen materno conlleva
el desarrollo del SA, mientras que
errores en el cromosoma paterno
conlleva el desarrollo del SPW. Para
estudiar el patrén de metilacion se
analizaron 20 citosinas diferencialmente
metiladas en un fragmento de 296 pb
(nucledtidos 131166-131465, ndmero de
acceso al GenBank: NC 000015) del IC
que incluye el exén 1 del gen SNRPN.

AMPLIFICACION POR PCR DE LOS LOCI
H19 Y SNRPN:

EL DNA tratado con bisulfito sédico se
amplific6 por PCR con cebadores
disefados para ser complementarios al
DNA deaminado mediante dos rondas de
amplificacion.

Para generar el producto del locus H19,
después de una primera ronda de
amplificacién con los cebadores H19F y
H19R, se realiz6 una PCR semi-aninada
con el cebador P-H19F y el cebador PBT-
H19R marcado en el extremo 5" con
biotina (TablaI). Laincorporacién de un
cebador biotinilado es necesaria para
poder realizar la posterior
pirosecuenciacién. Las cantidades de
reactivos utilizadas el la primera
amplificacion corresponden a 10mM de
PCR buffer II, 1.5 mM MgCl2, 0.2 mM
dNTPs, 0.5 puM de cada uno de los
cebadores y 1.25 U de AmpliTag Gold
DNA Polymerase. Las condiciones de

amplificacion utilizadas corresponden a:
Hot start de 94°C durante 10 minutos
sequidos de 40 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C durante 45
segundos, annealing de 61°C durante 45
segundos, extensién a 72°C durante 1
minuto y 10 minutos de extensién finala
72°C. Los fragmentos obtenidos después
de la primera ronda de amplificacion
presentan un tamafio de 322 pby fueron
recuperados de gel de agarosa al 2% con
el Kit Qiaquik gel extraction (QIAGEN)
antes de realizar la PCR semi-anidada.
Las cantidades de reactivos utilizadas en
la segunda ronda de amplificacién
corresponden a 10mM de PCR bufferII, 2
mM MgCl2, 0.4 mM dNTPs, 0.5 pM de cada
uno de los cebadores y 2 U de AmpliTaq
Gold DNA Polymerase. Las condiciones de
amplificacion utilizadas corresponden a:
Hot start de 95°C durante 15 minutos,
sequidos de 50 ciclos de
desnaturalizacion a 95°C durante 30
segundos, annealing de 61°C durante 30
segundos, y extension a 72°C durante 10
segundos. Los fragmentos obtenidos
después de la PCR semi-aninada
presentan un tamano de 265 pb.

Para generar el producto del locus
SNRPN, después de una primera ronda
de amplificacion con los cebadores
SNRPNF y SNRPNR, se realizé una PCR
aninada con el cebador P-SNF y el
cebador PBT-SNR marcado en el extremo
5" con biotina (Tabla I). Las cantidades
de reactivos utilizadas el la primera
amplificacion corresponden a 10mM de
PCR buffer II, 2 mM MgCl2, 0.8 mM
dNTPs, 1 pM de cada uno de los
cebadores y 1.25 U de AmpliTag Gold
DNA Polymerase. Las condiciones de
amplificacion utilizadas corresponden a:
Hot start de 94°C durante 10 minutos,
sequidos de 40 ciclos de
desnaturalizacion a 94°C durante 45
segundos, annealing de 53°C durante 45
segundos, extension a 72°C durante 45
segundos y 10 minutos de extension
final a 72°C. Los fragmentos obtenidos
después de la primera ronda de
amplificacién presentan un tamafio de
400 pby fueron recuperados a partir de
gel de agarosa al 2% don el Kit Qiaquik
gel extraction (QIAGEN) antes de realizar
la PCR anidada. Las cantidades de
reactivos utilizados en la segunda ronda
de amplificacion corresponden a 10mM
de PCR buffer II, 2 mM MgCl2, 0.4 mM
dNTPs, 0.5 puM de cada uno de los
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cebadores 'y 2 U de AmpliTag Gold DNA
Polymerase. Las condiciones de
amplificacion utilizadas corresponden a:
Hot start de 95°C durante 15 minutos,
sequidos de 50 ciclos de
desnaturalizacién a 95°C durante 30
segundos, annealing de 63°C durante 30
segundos, y extensién a 72°C durante 10
segundos. Los fragmentos obtenidos
después de la PCR aninada presentan un
tamafio de 296 pb.

Las reacciones de amplificacién tanto
para H19 como para SNRPN se han
realizado en un volumen final de 25 pl
en un termociclador Eppendorf
Mastercycler gradient (Eppendorf). Los
productos de amplificacion se
visualizaron en un gel de agarosa al 2 %
tefiido con Bromuro de Etidio.

PIROSECUENCIACION:

Laincorporacién de un cebador marcado
en el extremo 5" con biotina en la
segunda ronda de amplificacién tanto
del locus H19 como SNRPN permite la
recuperacién de cadenas sencillas de
DNA (a través de la unién entre la biotina
y sefarosa-estreptavidina) para la
realizacion de la pirosecuenciacion. La
recuperacion de cadenas sencillas se ha
realizado mediante la utilizacién del
Vaccuum Preparation Tool (QIAGEN).

La reaccién de pirosecuenciacién se ha
realizado con el PyroGold SQA reagent
kit (QIAGEN) segin el protocolo
comercial. La secuencia de los loci H19 y
SNRPN se han obtenido con los
cebadores especificados en la Tabla II.
La obtencién de los resultados se ha
realizado en un pirosecuenciador
PyroMark Q96 MD (QIAGEN).

RESULTADOS Y DISCUSION

El gen H19 presenta metilacién en el
alelo paterno. Las citosinas metiladas de
este locus no han sido modificadas por
el tratamiento con bisulfito sédico y se
considera que la impronta correcta
consiste en observar citosinas en su
secuencia. Por contra, el gen SNRPN
presenta metilacion en el alelo materno.
Asi pues, las citosinas en este locus han
sido modificadas con el tratamiento de
bisulfito sédico y se considera correcta
la presencia de timinas en su secuencia.
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Se han clasificado como anomalias
totales aquellas que afectan a la
totalidad de las CpG analizadas y como
anomalias puntuales a las que sélo
afectan a determinadas CpG dentro de la
region analizada.

En la tabla ITI se muestran los resultados
obtenidos para el locus H19. En todos los
individuos controles analizados y en 54
individuos infértiles se detecté el patron
de metilacién esperado para el locus H19.
De la poblacién de individuos infértiles,
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Tabla III. Resultados del locus H19 relacionados con el nimero de individuos que lo presentan. Cada fila
representa un patron de metilacion y el nimero de individuos que lo presentan. Patron de metilacion

esperado, Patrén anomalo.
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35 presentaron anomalias puntualesy 18
anomalias totales en este locus.

En a tabla IV se muestran los resultados
obtenidos para el locus SNRPN. Se
obtuvo el patrén de metilacién esperado
en todos los individuos controlesy en 96
individuos infértiles. Se detectaron
anomalias puntuales en 11 individuos
infértiles, de los cuales, 6 también
presentaban anomalias en H19 (1
anomalia totaly 5 anomalias puntuales).

Se han correlacionado las anomalias de
los loci H19 y SNRPN con las
caracteristicas del seminograma de los
pacientes (Tabla V). Se han encontrado
anomalias relacionadas con todos los
parametros seminales, siendo
mayoritarias en los individuos que
presentan el componente oligo y terato.
Existen trabajos previos, en los que se
han relacionado errores en la impronta
gendmica con recuentos espermaticos
bajos (Marques et al., 2004; 2008; 2009;
Kobayashi et al., 2007). Nuestros
resultados avalan de forma consistente
la relacién entre problemas de fertilidad
y anomalias en la impronta genémica,
dado que todas las anomalias estdn
presentes (nicamente en la poblacién
infértil. A pesar de que en los estudios
previos de la literatura las anomalias en
la impronta se habfan relacionado
Gnicamente con el componente oligo,
nuestros resultados correlacionan tanto
con el componente oligo como con el
terato, siendo mayoritarias en aquellos
individuos que presentan ambos
componentes (Tabla V).

Cabe mencionar que la mayor parte de
anomalias epigenéticas se han
identificado en el locus H19. Estas
anomalias consisten principalmente en
errores puntuales de metilacién que no
afectan a la totalidad de la regién
analizada y en el caso de los errores
totales se encuentran siempre en
mosaicismo afectando sélo a una parte de
la poblacién celular del individuo. Estos
resultados correlacionan con los estudios
previos de la literatura donde se describe
una mayor susceptibilidad del gen H19 a
presentar anomalias de metilacién.

Tabla VI. Resultados del locus SNRPN relacionados con el nimero de
pacientes que lo presentan. Cada fila representa un patrén de metilacion

1 vy el nimero de individuos que lo presentan. Patron de metilacion

esperado, Patrén anomalo.
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Tabla V. Correlacion entre anomalias en los loci H19, SNRPN, y presentes en ambos loci y el seminograma de
los individuos infertiles. N: Normozoospérmicos, A: Astenozoospérmicos, T: Teratozoospérmicos, 0:

Oligozoospérmicos, 0A:

Oligoteratozoospérmicos, or:

Oligoteratozoospérmicos, AT:

Astenoteratozoospérmicos, OAT: Oligoastenozoospérmicos.

Nuestra aproximacién experimental nos
permite estudiar un amplio ndmero de
individuos y de genes con el objetivo de
completar nuestros resultados y ver si la
relacién entre errores epigenéticos y
infertilidad se cumple también para otros
genes regulados porimpronta genémica.
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INTRODUCCION

La crioconservacion es hoy en dia una
prdctica necesaria en los laboratorios de
embriologia clinica, tanto como método
para almacenar los embriones
sobrantes, como para la prevencion del
Sindrome de Hiperestimulacion Ovarica,
ayuda en las estrategias terapéuticas en
los casos de alteracién de la receptividad
endometrial o para preservar la
fertilidad de determinadas pacientes. La
calidad asistencial de un centro de
reproduccion asistida dependerd, en
gran parte, del éxito de su programa de
crioconservacion,  que  permitira
mejorar, no solo la efectividad de los
tratamientos al aumentar la tasa
acumulada de gestacidn, sino también
su seguridad y simplicidad, de manera
que el método utilizado debe ser tenido
muy en cuenta alincorporarlo al Sistema
Integral de Calidad del laboratorio de
embriologia. En la presente revision
hacemos un repaso de nuestra

liquido. Esta se ha considerado una
técnica sequra, debido a que los
cambios osmdticos no  producen
deformaciones extremas en las célulasy
la concentracién de crioprotectores no
causa dafios tdxicos severos. No
obstante, estas bajas concentraciones
pueden ser insuficientes para evitar la
formacién de cristales dentro de la
célula. Existe un limite muy pequefio
entre el porcentaje de pérdida de agua
de la célula y la formacién de cristales
extracelulares, porque una excesiva
deshidratacion podria conducir a niveles
de crioprotector intracelular téxicos.
Aunque este procedimiento de
congelacién lenta sigue siendo hoy en
dia el método mds utilizado de
criopreservacién, cada vez son mds
numerosos los centros que escogen la
vitrificacion como método para
crioconservar los embriones, animados,
entre otras cosas, por los resultados
publicados comparando ambas técnicas
(TablaI).

solidifican y pasan a un estado vitreo.
Para que esto pueda ocurrir, se deben
utilizar altas concentraciones de
crioprotectores, aumentar de la
velocidad de enfriamiento (15000°C-
30000°C/min) y disminuir el volumen de
la solucién de vitrificacion.

En los dltimos afios, se han descrito
diferentes protocolos de vitrificacion
para ovocitos, embriones en estadio de
divisién y blastocistos, con diferentes
combinaciones de crioprotectores
(Dimetilsulféxido, Propanodiol, Glicerol,
Etilenglicol...) y nuevos sistemas de
soporte, ya sean “abiertos” (Grills,
Open pulls straws, Cryoloop, Cryotop...),
0 “cerrados” (Hemi-straws, Cryotip...).
Existe una amplia bibliografia donde se
evalda su eficacia clinica frente a la
congelacién lenta. Aunque existen
algunos resultados contradictorios,
parece evidente que la vitrificacion
consigue un aumento en la tasa de
supervivencia embrionaria y mejora las

Tabla I: Publicaciones que comparan congelacion lenta vs vitrificacion

Autores Afio Tipo de estudio Crioprotector. Soporte Estadio
Kulesova LL 2002  Rewvision 000000 e e
Stehlik E 2005  Retrospectivo EG+DMSO. Cryotop D+5y D+6
Vatja G 2006  Revision 000000 e e
Liebermann J 2006  Retrospectivo EG+DMSO. Cryotop. D+5y D+6
Balaban B 2008  Randomizado EG+PROH D43
Loutradi KE 2008  Revision. Meta-analisis =~ -----emmemmemmeeee
Valojerdi MR 2009  Retrospetivo EG+DMSO. Cryotop. D43

experiencia con la vitrificacion
embrionaria y el Hatching Asistido.

La primera publicacién sobre esta
técnica fue presentada en 1985 por Rall
and Fahy en roedores, definiendo la

tasa de gestacion e implantacion. Por
otra parte los primeros estudios
neonatales con nifios nacidos de estas

En 1983, Trounson y Mohr describieron
la primera gestacion en humanos con
embriones congelados. Posteriores
modificaciones de la técnica afiadieron
1,2-propanodiol (PrOH) y sacarosa como
crioprotectores, y un proceso de
congelacion lenta hasta -30°C antes de
la inmersion directa en nitrégeno

vitrificacién como: “La solidificacion de
una solucién acuosa a una baja
temperatura sin la formaciéon de
cristales de hielo debido a un aumento
de suviscosidad”. La vitrificacién, evita
la formacion de cristales de hielo tanto
en el medio intracelular como en el
extracelular que directamente se

técnicas avalan por el momento la
seguridad del proceso ya que los
resultados son similares a los
encontrados cuando se realizan los
ciclos en fresco (Takahashi etal., 2005;
Rama Rayu et al., 2008). Ademds la
vitrificaciéon ofrece otras ventajas
practicas relacionadas no solo con la



EVOLUCION PREMIOS ASEBIR-EMB 2007

eficacia de la técnica, sino también con
susencillezy suseguridad, como son el
hecho de no depender de un
instrumental especifico y caro, la
rapidez del proceso o el tiempo limitado
que los embriones permanecen fuera
delincubador. Por todo ello, cada vez
son mas los centros que consideran la
vitrificacion como el mejor método para
la crioconservaciéon de embriones.

En nuestro centro, tras un periodo
inicial de practica para conseguir la
suficiente destreza y seguridad en todo
el proceso, primero con embriones de
ratobn y después con embriones
humanos no viables, decidimos dejar de
utilizar la congelacion lenta de forma
definitiva, a tenor de los buenos
resultados obtenidos ya en embriones
humanos viables, en Noviembre de
2005, siendo desde entonces nuestro
Gnico método de crioconservacion
embrionaria. En el afio 2007,
presentamos nuestros resultados tras
dos afios de experiencia (Ferrer et al,
2007), demostrando la efectividad de la
técnica, con una tasa de supervivencia
a la vitrificacién del 96,4%, una tasa de
gestacion del 51,8% 'y una
tasa de implantacion del 34,1%
en 84 ciclos de transferencia de
embriones desvitrificados en D+3.
Después de estos alentadores
resultados, hemos ido valorando
diferentes modificaciones de la técnica
con el fin de intentar mejorar las tasas
de implantacién embrionaria. Uno de
los procedimientos que nos planteamos
fue hacer Hatching Asistido a los
embriones desvitrificados.

HATCHING EN EMBRIONES VITRIFICADOS

En el proceso natural de Hatchingin vivo,
la zona peldcida (ZP) se va adelgazandoy
reblandeciendo, debido a la Llisis
producida por enzimas secretadas por el
embrién y a la presion hidrostdtica
ejercida por la expansion del blastocisto.
Algunos embriones presentan una zona
uniforme, mientras que otros presentan
secciones mas delgadas que podrian
favorecer la expansion del blastocisto y el
hatching (Cohen 1988). La media del
grosor de la zona peldcida (ZPT) y sobre
todo, la asincronfa o variacién en su
grosor (ZPTV), son indices que informan
de las caracteristicas de la ZP y de las
posibilidades de eclosién del embridn.
Durante el proceso de crioconservacion
de embriones se ha descrito un posible
endurecimiento de la zona pellcida, lo
que podria conducir a un fallo en su
rotura e impedir la eclosion y por tanto,
la implantacion (Van den Abbeel et al.,
2000; Moreira Da Silva et al., 2005;
Hiraoka et al., 2008).

El Hatching Asistido (HA) estd definido
como una rotura artificial en la ZP, y se
introdujo en el laboratorio de fecundacién
in vitro por Maltery Cohen en 1989 como
un método para facilitar el hatching y
mejorar los porcentajes de gestacion.
Desde entonces se han desarrollado
diferentes técnicas para a “agujerear” o
adelgazar la zona pelicida tales como la
diseccion parcial de la zona (PZDy PZD-3),
el uso de soluciones acidas, proteinasas,
vibradores piezo eléctricos o Laser. Desde
sus primeras aplicaciones se han realizado
numerosos trabajos para valorar en qué
grado afectan estos procesos a la
viabilidad del embrién y todavia existe
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hoy una gran controversia acerca de su
utilidad clinica. Mientras que algunos
estudios demuestran indicios de que
mejora las tasas de implantacion y de
gestacion, especialmente en mujeres con
mal pronéstico, con edad avanzada, fallos
repetidos de implantacion, malas
calidades embrionarias o en embriones
congelados ( Gabrielsen et al., 2004), en
otros no se demostré ningun beneficio
significativo (Ng EH et al., 2005). Esta
disparidad en los resultados puede
justificarse por la diferencia en los disefios
experimentales, en los criterios de
seleccion, al tamafio de la muestra o la
diferente técnica de Hatching utilizada.
Estudios de metandlisis y revisiones
Cochrane realizados concluyen que los
trabajos publicados soninsuficientes para
poder aconsejar el uso clinico del
Hatching Asistido, aunque en ciertos
perfiles de pacientes, con peor pronéstico
de embarazo, si podria aportar un
beneficio, como en el caso concreto de la
transferencia de embriones congelados
(Sallam et al., 2003; Edi-Osagie et al.,
2003; Seif et al, 2006). Efectivamente, la
mayoria de los estudios prospectivos
observan alguna mejora en los resultados
clinicos al realizar Hatching Asistido en
embriones congelados (Tabla II). Existen,
sin embargo, muy pocas publicaciones que
valoren su eficacia en embriones
vitrificados, los  cuales  podrian
comportarse de forma diferente, en este
aspecto, a los embriones congelados; se
ha observado que en ovocitos, la
congelacion lenta afecta mds a la zona
pelicida que la Vitrificacién, y esto podria
ocurrir también a nivel embrionario (Ko,
2008).

Ante estos hechos, nos marcamos como
objetivo valorar la efectividad del

Tabla II: Scleeeion de relerencias relacionadas con ¢l Ilalching Asistido en embriones congelados y vitrificados.
(TG = Tasa de Gestacion T = Tasa de Implantacion)

Autor Afio  Técnica AH Estadio Estudio Resultados
Cohen J 1988 eeeeeeeeeeeee PNy D+3 Valoracion ZP y ZPTV emmmmmmmn e
Check JH 1996  Ac. Tirode-opening D3 Esludio refrospeclivo tTG
Vanderswlamen P 2003 PZD-3. Vilnlicados-HS D5 Esludio refrospeclivo TTG T TI
Gabriclesen A 2004 Ac. Tirodc-opening D+2 Listudio prospective randomizado -1G 1711
NgEHY 2005  Laser thinning D2 Estudio prospectivo -TG —TI

Sifer C 2006  Pronasa thinning D+2y D+3 Listudio prospective -1G -1
Balaban B 2006 Laser D3 Esludio prospectivo randormzado tTG tTI
Valojerds MR 2008  [Laser opeming D2 Esludio prospectivo randormzado tTG tTI
Iliracka K 2008  Lascr. a)40um b) 50% climinade D+2y D+3, ALl D+5 Listudio retrospectivo T1G 1711 1OR
Ge HS 2008  Laser thinming: 25% y 50 % 7P DI2ZyDI3 Esludio prospectivo randormzado tTG tTI 1 OR
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Hatching Asistido en embriones
vitrificados. Para poder estimar la
eficacia real de la técnica,
cuantificamos, en primer lugar y de
forma retrospectiva, la pérdida de
viabilidad de los embriones de buena
calidad tras su vitrificacion vy
desvitrificacion, en tres grupos
diferentes de pacientes: (i) Grupo de
Buen Prondstico (BP) que incluye
pacientes jévenes (menos de 37 afios de
edad) y receptoras de ovocitos. (ii)
Grupo de pacientes con Fallo de
Implantacion (FI) que incluye mujeres
jévenes con al menos dos ciclos previos
fallidos de FIV/ICSI. (iii) Grupo de Edad
Avanzada (EA) que incluye mujeres con
37 6 mas afios de edad. Una vez conocida
la pérdida de potencial implantatorio
debido a la vitrificacién, nos planteamos
analizar, en segundo lugar y de forma
prospectiva y randomizada, los posibles
beneficios clinicos obtenidos tras el uso
del Hatching Asistido en embriones
desvitrificados, = comparando  los
resultados obtenidos en cada grupo de
pacientes, segln el grosor de la zona
pelicida y dependiendo del grado de
reactivacion de la mitosis en los
embriones desvitrificados, con el fin de
encontrar aquellos grupos o indicadores
en los cuales el HA podria ser mds
beneficioso.

MATERIALY METODO
SELECCION DE PACIENTES

Para valorar la tasa implantacién de los
embriones, en fresco y tras su
vitrificacién, se seleccionaron de
nuestra base de datos, de forma
retrospectiva, aquellas pacientes con
mas de 2 embriones de buena calidad en
las que se vitrificd algin embriéon el
mismo dia de la transferencia y se
calculé la tasa deimplantacion de dichos
embriones en el ciclo en fresco y en el
ciclo de vitrificados, si lo hubo,
clasificando los resultados para cada
grupo de estudio. Para valorar la eficacia
del HA se disefi6 un estudio prospectivo
randomizado que continda en marchay
que por el momento incluye 88 ciclos de
transferencias de embriones vitrificados
en dia +3 (46 con hatching asistido y 42
sin hatching asistido). Se realizaron tres
tablas de asignacién randomizada para
cada uno de los perfiles de pacientes
estudiados: Buen Pronéstico (BP), Fallo

de Implantacién (FI) y Edad Avanzada
(EA).

CULTIVO EMBRIONARIO. PROCEDIMIENTO
DE VITRIFICACION Y DESVITRIFICACION

Tras la aspiracién e inseminacién o
microinyeccion de los ovocitos, los
embriones han sido cultivados en
medios secuenciales (Vitrolife G5
Series). En D+3 se clasificaron siguiendo
los criterios de ASEBIR y se realizd la
transferencia embrionaria 'y la
vitrificacién de los embriones sobrantes
de calidad A 6 B. Los embriones no
vitrificados este dia, se han mantenido
en cultivo, vitrificandose aquellos que
alcanzaron el estadio de blastocisto.
Para el proceso de vitrificacion
utilizamos el sistema Vit Kit (Irvine
Scientific) con DMSO y Etilenglicol (EG)
como crioprotectores permeables,
siguiendo el protocolo indicado por la
casa comercial. El soporte utilizado ha
sido las Hemistraws, HSV kit: High
Security Vitrification Kit (CBS Systems).

Para la desvitrificacion de las pajuelas
HSV, las sumergimos directamente en un
bafio de a agua a 30° C durante 3
segundos,  inmediatamente  tras
extraerlas del nitrégeno liquido. Los
medios utilizados son el Thaw Kit (Irvine
Scientific) siguiendo las instrucciones
de la casa comercial. Una vez terminado
el proceso de desvitrificacién, los
embriones se cultivan hasta el dia
siguiente en gotas de medio G-2
(Vitrolife G5 Series), suplementadas con
albdmina (HSA) hasta una
concentracién final de 12mg/ml, igual a
la que presentan los medios de
vitrificacién.

CALCULO DE ZPTVY ZPT

Una vez desvitrificados y antes de
realizarles el HA, se captura unaimagen a
400 aumentos de cada uno de los
embriones. Para el andlisis de las
imdgenes utilizamos el programa USI-0V0
(PROISER), obteniéndose cinco medidas
de la ZP: a las 12, 4 y 8 horarias, el valor
maximoy el minimo (fig.1). Los valores de
lavariacién del grosor de la zona peltcida
(ZPTV) y la media (ZPT) se han calculado a
partir de la siguiente féormula:

ZPmed: La media de los 5 valores, a las
12, 4y 8, el valor mdximo y el minimo.

ZPTV:  Célculo del porcentaje de
variacion de la ZP:

ZPuuL\. - med

ZPTV: *100

ZP med

PROCEDIMIENTO DEL HATCHING ASISTIDO
(HA)

El dia de la desvitrificacion, tras 2 horas
de cultivo, llevamos a cabo el HA de cada
embrién. En gotas independientes de G-
MOPS PLUS (Vitrolife G5 Series), se
realiza con solucion dcida Tyrode (Medi-
Cult) un orificio aproximado de 30 pm en
la ZP, a las tres horarias (fig.2). Los
embriones se cultivan hasta el dia
siguiente en gotas de G-2 (Vitrolife G5
Series) suplementadas con una
concentracién final de 12 mg/ml de HSA.

EVALUACION ESTADISTICA

Las gestaciones clinicas se han definido
por la presencia de uno o mas sacos
gestacionales. La tasa de implantacion se
ha calculado a partir de la proporcién de
embriones transferidos que presentaron
un saco gestacional. Los resultados se
analizaron utilizando la t-student o test
ANOVA para las variables numéricas y el
test Chi-cuadrado para las categéricas.

RESULTADOS

Tasa de implantacion en embriones de
buena calidad transferidos “en fresco” o
post-vitrificacion.

Hasta hoy, se han incluido, para el
analisis retrospectivo, 349
transferencias en dia D+3 de embriones
en fresco de buena calidad (clasificacion
A-B seglin los criterios ASEBIR),
procedentes de ciclos de FIV, ICSI o
donacién de 6vulos en fresco, en las que
ademds se realiz6 vitrificacion de
embriones el mismo dia. Se han
vitrificado un total de 975 embriones, de
los cuales se han desvitrificado, hasta la
fecha, 572 y se han transferido 406 en
224 ciclos de criotransferencia,
ya sea de embriones propios o de
embriodonacién. No se ha realizado HA
en 171 de los 224 ciclos de
criotransferenciay de ellos 143 han sido
incluidos para el calculo de la pérdida de
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potencial implantatorio en embriones
de buena calidad tras ser vitrificados, al
haberse descartado los casos con
transferencias mixtas (embriones con
diferente grado de reanudacion
mitdtica) (Tabla III).

Uno de los resultados mds importantes
encontrados es la alta correlacién entre
el grado de Reanudacién de la Mitosis
(RM) tras 20 horas de cultivo
postdesvitrificacion y la tasa de
gestacion e implantacién embrionaria

todavia mas patente cuando los ciclos de
criotransferencia se categorizan en
intervalos mas concretos, como se
describe en la Tabla IV.

Tabla ITI: Tasa de gestacion ¢ implantacidn de los embriones antes v despuds de vitrificarse en funcion del grade de rcanudacion de la mitosis. (BP: Buen

Prondstico FI: Fallo Implantacion EA: Edad Avanzada: = 37 afios) (Reanudacion de la mitosis: “=* entre 0 y 2 blastdmeras divididas tras 20 h de cultivo post

desvitrificacidn; *+*: Mas de 2 blastdémeras divididas o signos de compactacion tras 20 h de cultivo post desvitrificacidn).

Translereneias vn Fresee

Civlo embrivnes desviirificados (sin AH)

=15 Fl EA BI* | EA
Reanudacion de la Mitosis (RM) - + - + - *
N® Ciclos con Transferencia 150 45 54 30 55 5 17 12 15
N Emb. Vitrificados o Desvitrf. T26 114 135 108 144 11 51 30 44
Embs. Transferidos (Media 1 ES) - L)U e o o * 34 ! -
1,93 2027 2.0 1062 184075 1711010 1831007 1601022 2001009 1751003 L73o002

Gestacion Clinica (%) 161 (6447 25(55.6)"  21(38M™ 13333 34(61.8)° 0{0) 9(52.0) 1{8.3) 7 (46,6)
Implantacidn (%) 21 (458" 34(36)" 1235 L2000 40039.6) 00 10(29.4) 14.7) 7(26,9)
Gestacion Clinica Global (%) 207 (59,3)" 63 (44,00

Implantacion Global (%) 20 (41,2)° 73 (292"

Tmplantggion si RM + 5T (35,4)¢

Imphmiacion si RM - 15 (15,60

Valores con 1gual indice allabélico en dilerente colunma dilicren estadisticamente (p<0,05), Caraeleres en mindsculs comparan valores
intragrupo ¥ caracteres en mayiscula comparan valores entre los grupos.

Cuando el ndmero de embriones
desvitrificados viables ha sido superior
al nimero de embriones a transferir, los
no transferidos se han mantenido en
cultivo, revitrificandose aquellos que
alcanzan el estadio de blastocisto. La
revitrificacién es también una técnica
Gtil en el laboratorio de embriologia y
cuya efectividad ya hemos confirmado
con anterioridad (Ferrer etal, 2007). En
7 pacientes no hubo transferencia, al no
superar el proceso de desvitrificacion
ninguno de los embriones.

para todos los perfiles de pacientes
estudiados (Tabla III). La tasa de
implantacién de un embrién vitrificado
tras sobrevivir a la desvitrificacion
(<50% células degeneradas) puede
disminuir del orden de un 6% si tras 20h
cultivo se ha observado divisién en mas
de 2 de sus blastomeros o presenta
indicios de compactacién, o hasta un
26% si el numero de blastémeros
divididas ha sido menor. El fuerte valor
predictivo del ndmero de blastémeros
divididas tras 20 h post cultivo es

HATCHING ASISTIDO EN EMBRIONES
DESVITRIFICADOS

Se han desvitrificado un total de 192
embriones, correspondientes a 88 ciclos
de criotransferencia y de forma
prospectiva y randomizada, se ha
realizado Hatching Asistido en 46 de los
ciclos, antes de la transferencia.

No existen diferencias entre los grupos
HA'y el control en cuanto a la media de
embriones transferidos (1,91 + 0,05 vs

Tabla IV. Corrclacidn de la Tasa Implantacidn con el grado de RM tras 20 h post desvitrificacidn de los embriones transferidos

Ciclos de Embriones Desvitrificados

=2 blast. = 2 blast. 0 blast.
Reanudacion mitosis (todos los cmb. transferidos) Compactando . p-valor
divididas divididas divididas
N ciclos 53 17 21 16
N" ¢embs. con reanudacion correcta de mitosis (%a) 69 (66,9) 23 (71,8) 21(75,0) 19 (82,6) NS
Tasa implantacion (%) 37/103 (35,9) 8/32 (25,0) 4/28 (14,3) 1/23 (4,3) <0.001
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1,97 + 0,02) o el porcentaje de
embriones con una adecuada
reanudacién de la mitosis (53,4 vs
57,8%). Las tasas de gestacidn clinica
comparadas entre el grupo de Hatching
Asistido y el grupo control, no son
estadisticamente significativas (41,3 vs
45,2 %), ni tampoco las tasas de
implantacién (27,3 vs 31,3 %).

CORRELACION DE ZPTV'Y HA CON LA TASA
DE IMPLANTACION

Basandonos en el valor medio de ZPTV se
realizaron dos grupos: ZPTV mayor o
igual al 20% y ZPTV menor del 20%.
Dado el reducido tamafio muestral con el
que por el momento cuenta el estudio,
no es posible realizar un andlisis por
grupos de pacientes (BP, FI, EA), por lo
que se muestran todos los datos
agrupados. Para el analisis de los datos
no se han tenido en cuenta las
transferencias mixtas (embriones con
ZPTV mayor y menor del 20%). En la
Tabla V se observa que los porcentajes de

andlisis de los datos por subgrupos
(Tabla VI) indica que las tasas de
gestacion clinica e implantacién no
mejoran de forma significativa cuando
se realiza HA en ninguno de los dos
grupos.

DISCUSION

La aplicacién de la vitrificacion como
técnica de crioconservacién, nos aporta
unos resultados de supervivencia, tasas
deimplantaciény gestacion, superiores
a los que obtenfamos con la congelacion
lenta; sin embargo, si esto es asiy
conseguimos tener las mismas calidades
embrionarias en fresco que en
vitrificados, ;por qué contindan siendo
mds bajos los porcentajes de gestacion
en transferencias de embriones
vitrificados comparados con los ciclos de
embriones en fresco?

Durante la vitrificacién (como en la
congelacién), los embriones estan
expuestos a un notable stress mecanico,

y la tasa de gestacion clinica, un 16.1%.
Esta disminucion en el potencial
implantatorio del embrién, viene
determinada, especialmente, por el
grado de Reanudacion de la Mitosis (RM)
tras 20 horas de cultivo post-
desvitrificacion y en concreto, por el
ndmero de blastémeras divididas en ese
periodo de tiempo. Asi, la tasa de
implantacién de los embriones con
menos de 2 blastomeras divididas fue un
21% menor que la observada en el grupo
de pacientes donde alguno de los
embriones transferido tuvo una divisién
apropiada (definido como aquel en el
que se observaron mas de dos
blastomeras divididas o signos de
compactacion tras 20 h post-
desvitrificacién). Existe una relacion
lineal significativa entre ambas
variables de forma que hay un
incremento aproximado de un 10% en el
potencial de implantacién a medida que
aumenta el ndmero de divisiones
celulares post desvitrificacion. Esta
relacién entre capacidad de reanudar la

Tabla V: Eficacia Clinica dcl Hatching Asistido scgun ZPTV

Control Haiching Asistido
ZPTV =20 ZPTV <20 p-valor ZPTV =20 ZPTV <20 p-valor

Ciclos de Translerencia 21 15 28 14

Embs. Transferidos (Media +ES) 1,95 £0,05 1,87 10,09 NS 1,89 10,06 1,93 10,07 NS
N® embs. con reanudacion correcta de mitosis (%) 24 (58,5) 18(64,2) NS 35 (66,0) 16 (55,5) NS
Gestacién Clinica (%) 10 (47,6) 5 (33,3) NS 12(39,2) 4 (28,6) NS
Implantacion (%) 15 (36,5) 7 (25.0) NS 17 (32,00 7 (25.9) NS
Implantacion Global (%) 23(33,3) 23(28,7) NS

gestacién clinica y de implantacion quimico y térmico que podria mitosis y el potencial implantatorio del

embrionaria son mayores en el grupo de
ZPTV >20%, tanto en el grupo con HA
como en el control, pero no se llega a
observar significancia estadistica.
Tampoco se ha encontrado una mejora
significativa al realizar HA en el grupo de
peor pronéstico con ZPTV<20%.

CORRELACION DE ZPTY HA CON LA TASA
DE IMPLANTACION

Basdandonos en el valor medio de ZPT, se
han realizado dos grupos: ZPT mayor o
igual a 15pum y ZPT menor de 15pm. El

comprometer el desarrollo celular.
Algunos marcadores estdn relacionados
con la viabilidad de los embriones
vitrificados, como la supervivencia de
las blastémeras o la reanudacién de la
mitosis tras su desvitrificacion. Varios
estudios has demostrado que la
reanudacién de la mitosis aumenta
significativamente las tasas de
implantacion (Ziebe etal., 1998). Segun
nuestros resultados, la capacidad
implantatoria de los embriones
desvitrificados disminuye una media de
un 12% respecto a los embriones frescos

embrion desvitrificado es tan evidentey
sus consecuencias tan importantes que
consideramos que la valoracion del
porcentaje de embriones desvitrificados
que reanudan correctamente la mitosis
podria ser un excelente indicador de
calidad de un laboratorio de embriologia
clinica.

Por otra parte, incluso los embriones
con mejor RM tras la desvitrificacion,
tienen un menor potencial de
implantacién (5,3%) que los embriones
frescos. Para explicar esta diferencia en
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Tabla VI: Eficacia Clinica del Hatching Asistido scgun ZPT

Control Assisted Hatching

Ciclos de Transferencia < 15 pm =15 pm p-valor <15 um =15 um p-valor
Embs. Transferidos (Media LES) 22 16 18 22

N" embs. con reanudacion correcta de mitosis (%) 1,91 =006 2,00 10,09 NS 1,88 =0.10 1,81 +0.11 NS
Gestacion Clinica (%) 23 (54,7) 19(59,4) NS 22 (64,7) 21 (52.5) NS
Implantacion (%) 12 (54,5) 6(37,5) NS & (44,4) 9 (40,9) NS
ILmplantacién Global (%) 15 (33,3) 9(28,1) NS 12(35,2) 10 (25,0) NS
Ciclos de Transferencia 23(31,1) 19 (25,6) NS

la tasa deimplantacion entre embriones
frescos y vitrificados, algunos autores
han sefalado como una posible causa, el
endurecimiento de la ZP tras el proceso
de vitrificacion. El endurecimiento de la

el transporte a través de la membranay
la liberacion de substancias para digerir
la zona de forma localy selectiva (Sun et
al., 2005).

2.a

debido al reducido tamafio muestral del
estudio que podria enmascarar un efecto
beneficioso del HA en los embriones
desvitrificados, pero también podria
deberse a un menor endurecimiento de

L A

e

2d

Figura 2: Hatching Asistido en un embrion desvitrificado.

zona, que ocurre espontaneamente tras
la fecundacién natural, ha sido descrito
también tras la exposicion prolongada a
condiciones de cultivo artificiales y tras
procedimientos de congelacion lenta
(Cohen et al., 1990, Tucker et al.,1991).
Mientras que en la congelacién de
ovocitos, se produce un endurecimiento
de la zona como consecuencia del
elevado aumento de Calcio que
desencadena la reaccion cortical en
respuesta al PrOH (Larman etal., 2007),
la naturaleza exacta del dafio producido
en la ZP de los embriones no esta claray
se apunta a cambios en las propiedades
estructurales de las glicoproteinas de
membrana que alteran la elasticidad y
obstaculizan el proceso de
adelgazamiento (Vanderwalzmen et al.,
2003). Recientemente se ha otorgado
especial atenciéon a ZPT y ZPTV como
parametros morfolégicos adicionales
para la seleccion embrionaria, ya que es
posible que el grosor de la zona peltcida
sea distinto en diferentes puntos, lo que
seglin algunos autores, podria facilitar

Los resultados obtenidos en este estudio
prospectivo no demuestran, en
principio, ningtn efecto beneficioso del
Hatching Asistido sobre los grupos de
control en términos de tasa de
implantacion o gestacion. Autores como
Garside o Gabrielsen demostraron que la
medicion del grosor de la zona peltcida
de los embriones in vitro podia actuar
como un factor pronéstico de éxito en
los ciclos de FIV y que su variacion
(ZPTV) frente a su media (ZPT) presenta
una correlacion mayor con las tasas de
gestacion (Gabrielesen etal., 2000, Sun
et al., 2005). En nuestro estudio los
resultados obtenidos tras la medicién de
ZPT y su variacién (ZPTV) en fresco
muestran una ligera disminucién no
significativa en la tasa de implantacion
de aquellos embriones con ZPTV superior
inferior a 20 micras y ZPT superior a 15
micras. EL HA aplicado en este grupo de
estudio tampoco ha conseguido
demostrar un aumento en la tasa de
implantacién de embriones
desvitrificados. Este hecho podria ser

la zona en los embriones vitrificados
respecto a los embriones congelados y
que por ello el HA fuera menos
beneficioso cuando se utiliza la
vitrificacion. Aunque existe
preocupacién por las consecuencias que
la crioconservacién pueda tener sobre la
viabilidad y desarrollo de ovocitos y
embriones, los resultados obtenidos en
los dltimos afios con los métodos de
vitrificaciéon presuponen que pueda
tener un impacto menor que la
congelacion lenta. Estudios recientes en

TR =g

Figura 1: Andlisis de ZPT y ZPTV en un embrién
desvitrificado.
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ovocitos maduros de ratones han
valorado la respuesta del Calcio
intracelular a la exposicion de DMSO y
EG. Elaumento del Calcio que se observa
como respuesta a la exposicion al DMSO
yal EG es transitorio en comparacién con
la respuesta prolongaday elevada que se
produce con la exposicién a PrOH y parte
del endurecimiento observado puede
reducirse eliminando el Calcio del medio
de vitrificacién (Larman et al.,2006 y
2007). Ademds la cuantificacién de
proteoma y metaboloma en ovocitos ha
revelado que la congelacién lenta tiene
un mayor impacto en su fisiologia al
mostrar un efecto significativo en la
expresion de proteinas no observada en
ovocitos vitrificados (Larman et al.
2007). Aunque los dltimos hallazgos
indican que la vitrificacién es menos
traumatica que la congelacién lenta,
pocos estudios se han realizado para
evaluar su impacto en embriones
(Vanderzwalmen et al., 2003).

En conclusién, nuestros resultados no
demuestran en principio ningtn efecto
beneficioso del Hatching Asistido en
embriones desvitrificados, si bien es
necesario prolongar el estudio para
poder valorar su utilidad en cada perfil
de paciente dependiendo del grado de
reactivacion de la mitosis de los
embriones y determinar, finalmente, si
la vitrificacion, a diferencia de la
congelacién, no requiere la aplicacion
del HA mas alld de lo indicado para
embriones frescos.
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001: ANALISIS DE LA CALIDAD OVOCITARIA MEDIANTE EL
CONSUMO DE OXIGENO; RELACION CON FECUNDACION,
DESARROLLO Y CALIDAD EMBRIONARIA

A.Tejera, J. Herrero, P. Romero, M. J. de los Santos, J. Remohi, M. MeseguerIVI, Valencia

INTRODUCCION:

La calidad ovocitaria es fundamental
para el  posterior  desarrollo
embrionario, ya que este depende en
gran medida de la maquinaria celular del
mismoy condiciona el éxito reproductivo
subsiguiente. La necesidad de generar
nuevos métodos cuantitativos de
evaluacion ovocitaria para evaluar el
potencial reproductivo de las cohortes
de las pacientes estd promoviendo el
desarrollo de nuevas técnicas no
invasivas. Las mediciones de actividad
metabdlica en ovocitos pueden tener un
valor predictivo del potencial desarrollo
embrionario, el consumo de oxigeno se
ha considerado como el mejor indicador
de actividad metabélica, ya que este
estd directamente relacionado con la
capacidad del ovocito para producir ATP.
Nuestro objetivo es evaluar la
capacidad diagnéstica del consumo de
oxigeno ovocitario como marcador de
calidad correlacionandolo con la
fecundacién, posterior calidad vy
desarrollo embrionario.

MATERIAL Y METODOS:

Realizamos un estudio de cohortes de
caracter prospectivo y observacional
para determinar la validez del método
automatizado y cuantitativo
proporcionado por el Embrioscope
(Unisense, Dinamarca). Analizamos un
total de 146 ovocitos de donantes
recibidos por 30 parejas incluidas en el
programa de donacién de ovocitos, en su
primer intento y con los que
posteriormente  se  realizdé la
inseminacion  mediante  ICSI vy
transferencia embrionaria a las 72
horas. En el estudio analizamos la mitad
de la cohorte ovocitaria y los criterios
de inclusion/exclusién incluyeron un
indice de masa corporal < 30 kg/m2,
ausencia de patologia uterina (miomas,
adenomiosis, malformaciones uterinas
adquiridas o congénitas), endometriosis,

hidrosalpinx e historia de pérdida
gestacional recurrente. Sobre los
ovocitos analizamos la respiracion media
en fentomoles de oxigeno/hora.
Consideraremos para el estudio una
serie de variables independientes
relacionadas con el desarrollo
embrionario: la fecundacién, la
formacion de un embrion 6ptimo a las 48
horas (entre 3-5 blastémeras, <20 de
fragmentacion, ausencia de
multinucleacion y buena simetria) y el
destino final de los embriones obtenidos
a las 72 horas de la inseminacién (por
orden de calidad; Transferidos,
Congelados o  No-viables). Las

3,04-3,50) (rango 0,00-7,19). Elandlisis
de regresion logistica revelé una
ausencia de relacién entre la respiracion
embrionaria y la posterior fecundacién
tras la microinyeccion espermatica
0R=1,180 (1€95% 0,813-1,713). También
determiné la asociacién entre altos
niveles de respiracion ovocitaria y mala
calidad embrionaria a las 48 horas
0OR=0,562 (1€95%0,370-
0,852).Finalmente, en la siguiente tabla
se presentan los valores medios de
respiracion ovocitaria segun el destino
final que experimentaron los embriones
obtenidos a partir de estos ovocitos.

Consumo de

Destino final de los

. Oxigeno

embrioncs (fmol/h)
Transferidos 2,24 1,65-2,83
Congelados 3,13 2,81-3,47
No-Viables 3,64 3,31-3,96

mediciones de oxigeno se tomaron por
duplicado en intervalos de 30 minutos,
expresandose la media de ambas. En
cada experimento se utilizaron pocillos
sin ovocitos que sirvieron como “blanco”
para valorar los niveles basales de
concentracion de oxigeno. Las
mediciones se realizaron con un sensor
electroquimico (sensibilidad = 0,05 fmol
de Oxigeno/h). El andlisis estadistico se
realizd mediante regresién logistica,
siendo la respiracién ovocitaria la
variable dependiente. También
realizamos un estudio ANOVA para
comparar los niveles de respiracién en
funcién de la calidad de los embriones a
las 72 horas y en funcién de su destino
final mediante el software SPSS 17.

RESULTADOS:
la tasa media de respiracion ovocitaria

observada en nuestra poblacién de
ovocitos fue de 3,27 fmol/h (IC95%

Elandlisis de varianza revelé diferencias
significativas entre los valores
presentados p<0,0001.

CONCLUSIONES: Existe una relacion
directa muy intensa entre los valores de
respiracién ovocitaria y la calidad
embrionaria obtenida tras el proceso de
inseminacion (en dia 2).Los datos
obtenidos sugieren la utilidad de la
respiracion ovocitaria como marcador de
calidad, pudiendo ser una herramienta
de interés para la seleccion de los
ovocitos con mayores probabilidades de
éxito, aumentando asf las posibilidades
deimplantacién.
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002:ANALISIS DE LA INDUCCION DE LA REACCION ACROSOMICA
EN EL ESPERMATOZOIDE HUMANO MEDIANTE EL USO DE ZP3
RECOMBINANTE EXPRESADA EN DIFERENTES LINEAS CELULARES
DE OVARIO DE HAMSTER CHINO CON GLICOSILACION MODIFICADA.

M. T. Zomefo-Abelldn?, M. A. Ramirez?, A. Gutiérrez-Adan?, M. J. Izquierdo-Rico?, M. Jiménez-Movilla?, J. L. Girela3, M. J. Gomez-Torres3, J. de
Juan?, J. Ballesta?, J. C. Martinez*, J. Landeras®, M. Avilés®.
IDepartamento de Biologia Celular e Histologia, Facultad de Medicina, Universidad de Murcia, Murcia. 2Departamento de Reproduccién Animal,

INIA, Madrid. *Departamento de Biotecnologia, Universidad de Alicante, Alicante. 4 IVI, Murcia.

INTRODUCCION:

El acrosoma es una estructura vesicular
que cubre la parte anterior del ndcleo
del espermatozoide. Para que la
fecundaciéon tenga lugar es necesario
que se produzca la reaccién acrosémica
(RA). La RA se produce por la fusién
entre la membrana acrosomal externa y
la membrana plasmatica en diferentes
puntos. Este proceso lleva consigo la
liberacién de las enzimas acrosomales
que junto con la motilidad espermatica
permiten al espermatozoide atravesar la
zona peldcida (ZP) y la fecundacion. La
RA es iniciada por progesteronay la ZP.
La ZP esta formada por cuatro proteinas
denominadas ZP1, ZP2, ZP3 y ZP4. Se ha
descrito que ZP3 induce la RA en
espermatozoides capacitados. Varios
estudios indican que los carbohidratos
juegan un papel clave en la interaccion
espermatozoide-ovocito; sin embargo,
el grado de implicaciéon y tipo de
carbohidrato implicado sigue siendo alin
tema de controversia. Estos estudios son
limitados debido a la escasez de ZP
disponibles. Por ello, la produccién de
proteinas recombinantes de la ZP
permite la obtencion de material
suficiente para realizar estudios bdsicos
acerca de la interaccion entre gametos.

MATERIAL Y METODOS:

ELcDNA de ZP2 y ZP3, (donados por el Dr.
Dean, NIH) fue subclonado en el pldsmido
de expresién pEGFP-N1 (Clontech). Las
construcciones se electroporaron en
células de ovario de hamster chino (CHO)
para obtener clones constitutivamente
expresando ZP2 y ZP3. Ademas ZP3
también se utilizé para transformar CHO
lecl y CHO lec8 que tienen su
glicosilacién modificada. CHO lecl tiene

carencia en la actividad de la N-
acetilglucosamintransferasa Iimpidiendo
laformacién de carbohidratos del tipo N-
unidos complejos; mientras que CHO lec8
produce glicoproteinas con déficit del
azlicar galactosa. Se obtuvieron 10
muestras seminales procedentes de ocho
donantes, previo  consentimiento
informado de los mismos. Las muestras
una vez lavadas fueron capacitadas
mediante swim-up durante 1 hora a 37°C
y 5% C02 en medio HTF suplementado con
HSA. Los ensayos de RA se hicieron con 10
millones de espermatozoide por mililitro
y se midi6 lainduccién de RA mediada por
las diferentes glicoproteinas de la ZP
secretadas por las CHO a una
concentraciéon de proteina total de
1pg/pl, progesterona (10y 3,2 uM) y el
ionéforo de calcio (10 pM) utilizando la
lectina Pisum sativum. La vitalidad
espermatica fue determinada mediante el
ensayo de eosina-nigrosina.

RESULTADOS:

El analisis mediante Western-blot
mostré la presencia de ZP3 con un peso
molecular aproximado de 60 kDa, 39 kDa
y 42 kDa para las células CHO, CHO lecly
CHO lec8 respectivamente.

El sobrenadante que contiene la
proteina recombinante ZP3 producida en
células CHO, CHO lec1y CHO lec8 produjo
una RA del 46,4, 29,13 y 28,9%
respectivamente. Se observa Ginicamente
un  incremento  estadisticamente
significativo con la ZP3 producido en
CHO. Progesterona a 3,2y 10 M indujo
50,5y 52,1% de RA respectivamente. El
porcentaje de RA en las muestras
incubadas con la proteina ZP2 y sin
tratamiento fue de 27,7 y 27,5%
respectivamente. El ionéforo de calcio

indujo un 84, 8% de RA. Tras todos los
tratamientos la vitalidad espermatica se
mantuvo aproximadamente alrededor
del 90%, excepto en el tratamiento con
ionéforo en el que la vitalidad desciende
hasta un 13%.

CONCLUSIONES:

En conclusion, ZP3 producida en CHO
muestra una actividad biolégica similara
progesterona, mientras que ZP3
producida en CHO lecl y CHO lec8 no
induce un incremento de la RA
comparado con la RA espontdnea y con
ZP2. Estos resultados indican que
cambios en el patrén de glicosilacion de
la ZP3 humana producen una pérdida de
su actividad biolégica implicando muy
probablemente la participacion de
cadenas oligosacaridicas del tipo N-y 0-
unidas.

Estudio financiado por la Fundacion
Séneca de la Regiéon de Murcia
0452/GERM/2006 y IVI-Murcia.
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003: FERTILIDAD PREVIA EN DONANTES DE OVOCITOS:
SFACTOR PREDICTIVO DE EMBARAZO?

L. Echeverrial, E. Clua?, M. Boada?, L. Latre?, F. Martinez?, A. Veiga?, 2.
1Departament d'Obstetricia, Ginecologia i Reproduccié de USP Institut Universitari Dexeus. Barcelona.2Centre de Medicina Regenerativa de

Barcelona (CMRB). Barcelona

INTRODUCCION:

Desde que en 1983 Lutjeny colaboradores
desarrollaron la técnica de la donacion de
ovocitos, su utilidad y el alcance de sus
aplicaciones ha ido en aumento en los
Gltimos afios. Entre los factores descritos
que condicionan los resultados de la
donacién destacan la edad de la donante,
la edad de la receptora y el nimero de
ovocitos obtenido. Algunos estudios
contemplan la fertilidad previa de la
donante como variable que puede afectar
la eficacia de la técnica.

Objetivo: Comprobar si hay diferencias
significativas entre las tasas de
embarazo de pacientes receptoras de
ovocitos procedentes de donantes con
fertilidad probada (partos, abortos o
interrupciones legales del embarazo) y
las de receptoras de ovocitos de
donantes nuligravidas. Se pretende
también determinar si el hecho de haber
conseguido un embarazo en un primer
ciclo repercute sobre la posibilidad de
éxito en una segunda donacién.

MATERIAL Y METODOS:

Estudio retrospectivo que incluye un
total de 605 ciclos sincrénicos
procedentes de 504 donantes, llevados
a cabo en el Institut Universitari Dexeus
(Mayo 2005- Diciembre 2007).

Variables analizadas para las donantes:
Edad de la donante, gravidez, dosis de
gonadotropinas, [E2] en dia de HCG,
ovocitos totales recuperados, nimero de
ovocitos MII, nidmero de ovocitos
asignados/receptora, ndmero de
ovocitos MII asignados/receptora.

Variables analizadas para las receptoras:
edad de la receptora, tasa de
fecundacién, ndmero de embriones
evolutivos, nimero de embriones
transferidos y tasa de embarazo.

Elanalisis estadistico utilizado fue el test
Chi-cuadrado, Fisher, T-Student con
=0.05 y regresion logistica multivariable.

RESULTADOS: La media de edad de las
donantes fue de 27.4 + 4.5 afios.

Del total de 504 donantes, 236 eran
gravidas y 268 nuligravidas. Repitieron
ciclo de donacién 62 donantes (12.3%).

Comparando las distintas variables
analizadas para los dos grupos sélo se
observaron diferencias estadisticamente
significativas (p<0.05) en la media de
edad de las donantes siendo superior en
el grupo de donantes grdvidas (29.3 +
3.9) respecto al de nuligrdvidas (25.7 +
4.5) y en el nimero de ovocitos
recuperados, siendo significativamente
(p<0.05) inferior en el grupo de donantes
gravidas (15.2 + 7.2 vs 16.5 + 7.4)

La media de edad de las receptoras fue
de 41.7 £5.7 afios.

En 294 (48.6%) ciclos las pacientes
receptoras recibieron ovocitos
procedentes de donantes con fertilidad
probada consiguiéndose 158 (53.7%)
embarazos. Los 311 ciclos restantes
procedian de donantes nuligrdvidas
y se consiguieron 172 (55.3%)
embarazos, no observandose diferencias
estadisticamente significativas.

De las 62 donantes con mas de un ciclo
realizado, 36 (58.1%) dieron lugar a
embarazo en el primer ciclo de donacién.
De éstas, 19 (52.8%) generaron un
segundo embarazo. Mientras que de las 26
que no dieron lugar a embarazo en el
primer ciclo, 19 (73.1%) sf lo hicieron en
el segundo ciclo. No observandose
diferencias significativas.

CONCLUSIONES:

En este estudio, la fertilidad anterior de

la donante no es un factor predictivo de
embarazo para las receptoras asi como
tampoco parece serlo el hecho de haber
dado lugar a un embarazo en un ciclo
anterior de donacién. Por ello,
consideramos que la fertilidad previa de
la donante y/o el haber generado
embarazo en ciclos anteriores no
deberfan constituir requisitos
imprescindibles para la aceptacién de las
candidatas.
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004: IDENTIFICACION DE EMBRIONES DE RATON MEDIANTE
MICROPARTICULAS CODIFICADAS DE POLISILICIO

S. Novo!, R. Gomez!, L. Barrios?,

Duch?, J. Esteve?, J. A. Plaza?,

Santalé!, C. Nogués'!, E. Ibdnez'*

'Departament de Biologia Cel:lular, Fisiologia i Immunologia, Facultat Biociéncies, Universitat Autdnoma de Barcelona, Bellaterra
Instituto de Microelectrénica de Barcelona, IMB-CNM (CSIC), Campus Universitat Autonoma de Barcelona, Bellaterra

INTRODUCCION:

En las clinicas de reproduccion asistida,
la simultaneidad de ciclos puede
comportar problemas de trazabilidad de
los gametos/embriones. ESHRE propone
la supervision de todo el proceso por una
segunda persona, pero esta accion no
elimina la posibilidad de cometer
errores. Con el fin de automatizar el
proceso de control de trazabilidad, se
comercializan productos para etiquetar
e identificar automaticamente el
material de laboratorio utilizado. No
obstante, como el material reproductivo
debe cambiar de recipiente a lo largo del
proceso, estas herramientas no son
suficientes para evitar los problemas de
trazabilidad. Una alternativa es el marcaje
directo de los gametos/embriones
mediante microparticulas codificadas
(microdispositivos) de  polisilicio.
Concretamente, el objetivo de este
trabajo fue determinar la validez de esta
aproximacion como sistema de
codificacion embrionario mediante la
introduccién de microdispositivos en el
espacio perivitelino (EPV) de embriones
de ratén.

MATERIAL Y METODOS:

Los microdispositivos fueron fabricados
mediante microtecnologias de silicio. Se
disefiaron tres modelos (A, By C) con
diferentes formas, dimensiones vy
sistemas de  codificacién.  Los
microdispositivos fueron microinyectados
en el EPV de zigotos de ratén, que se
cultivaron in vitro hasta el estadio de
blastocisto. Se valoré la viabilidad
embrionaria, la retencion de los
microdispositivos en el EPV durante todo
el periodo de cultivo in vitro, la
identificabilidad de los embriones y la
liberacién de los microdispositivos en el
momento de la eclosién. Inicialmente se
microinyectd un microdispositivo de cada

modelo por embrién con el objetivo de
determinar el modelo mas iddneo.
Posteriormente se determiné el nimero
de microdispositivos necesarios para
alcanzar unaidentificacion embrionaria
préxima al 100%.

RESULTADOS:

No se detectaron diferencias
significativas para ninguno de los
parametros analizados entre los tres
modelos de microdispositivos (ver

automatizado de lectura, para
ello y a fin de simularlo, el proceso
de identificacion se realizd sin
manipulacién de los embriones.
Finalmente, se valoré la liberacién de
los microdispositivos después de la
eclosion del embrién, puesto que el
objetivo del sistema es mantener
identificado al embrién Gnicamente
durante  su cultivo in  vitro.
La tasa de liberacion disminuye
significativamente al aumentar el
nimero de microdispositivos presentes.

Modeloy

. . IR Tasa de Tasa de Tasa de
Grupo de {nimero) de N® . . . . . s
; ; e L blastocisios  releneid  liberueidn  ideniilicael
embriones microdispositive embriones ar 5 5 .
.. %) n{%) (%a) on %)
5 por cmbridn
Conirol - 125 108 (86,1) - - -
Inyectados AT 30 68 (85.0) 9262 nd. 53,6¢
B(l} 20 63 (78.8) a3 nd. A4 8=
C 20 66 (R2.5) 100= nd. A58
C{2) 80 TO(RT.5) 82,5 750 75,8v
C{3 g0 GE{R5.0) 838 51,4 a1.1¢
CiN 30 To (95,00 32,9 17, 5% 96,54

a,b,c,d Diferentes superindices indican diferencias significativas entre las diversas filas de la misma

columna (c2: p<0,05)

n.d.= no determinado.

tabla), pero se selecciond el modelo C por
considerarse el de mds facil lectura al
microscopio. Se  comprobé  que
tanto el método de incorporacién
como el propio microdispositivo,
independientemente del modelo o
ndmero, no afectan al desarrollo in
vitro de los embriones. La tasa de
retencién del total de microdispositivos
disminuy6 significativamente cuando
se microinyectaron dos o mds por
embrion, aunque el 100% de los
embriones retuvo como minimo un
microdispositivo.  La  tasa  de
identificacién embrionaria incrementé
significativamente al aumentar el
nimero de microdispositivos por
embrion. Esimportante destacar que, el
objetivo final es disponer de un sistema

CONCLUSIONES:

El sistema de codificacion embrionario
presentado demuestra su utilidad,
considerando la tasa de supervivencia e
identificacién obtenida. No obstante, el
laborioso método de incorporacién y la
baja tasa de liberacion de los
microdispositivos  después de la
eclosién, requieren una mejora del
sistema o la bisqueda de alternativas.
En este sentido, actualmente estamos
trabajando en el desarrollo de un
sistema alternativo de etiquetaje
externo mediante microdispositivos de
polisilicio  funcionalizados  para
adherirse a la zona peldcida.
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005: DIFERENCIAS EN LA EXPRESION GENICA Y LOCALIZACION DE
LOS PRECURSORES PROTEICOS DE LOS PEPTIDOS OPIOIDES POMC Y
PDYN EN ESPERMATOZOIDES HUMANOS

N. Subiran?, 2, F. M. Pinto?, J. L. de Pablo?, M. Fernandez-Sanchez 4, M L. Candenas?, y J. Irazusta®.

! Departamento de Fisiologia. Facultad de Medicina y Odontologia. UPV/EHU. Leioa, Bizkaia. ? Laboratorio de Farmacologia. Instituto de
Investigaciones Quimicas, CSIC-Universidad de Sevilla. Sevilla. * Laboratorio FIV. Clinica de Reproduccion Asistida Quiron. Bilbao, Bizkaia. *
Laboratorio de Andrologia. Instituto Valenciano de Infertilidad, Fundacién IVI. Sevilla.

INTRODUCCION: diferencial lo que confirma la existencia
de una poblacién estable y selectiva de
El sistema opioide se encuentra RNAs en espermatozoides maduros cuyo

ampliamente distribuido en el aparto
reproductor masculino regulando a
mdltiples niveles la funcién reproductora
(1). Los péptidos opioides se generan por
hidrolisis de precursores proteicos. La
pro-encefalina (PENK), la
proopioimelanocortina (POMC) y la pro-
dinorfina (PDYN) son los precursores
proteicos de las encefalinas, las
endorfinas y la dinorfinas
respectivamente.  Estos  péptidos
bioactivos ejercen su accion a través de
los receptores opioides presentes en
espermatozoides humanos (2). Por lo
tanto, nuestro objetivo fue analizar la
expresion y localizacion de POMCy PDYN
en espermatozoides humanos para
determinar si el espermatozoide es capaz
de generar péptidos opioides endégenos.

MATERIAL Y METODOS:

La expresion y localizacion de POMC y
PDYN se determiné por RT-PCR e
inmunocitoquimica respectivamente en
espermatozoides capacitados aislados
mediante gradiente de Percoll.

RESULTADOS:

Mediante RT-PCR detectamos el mRNA
del precursor PDYN en espermatozoides
maduros, pero no observamos la
presencia del mensajero que codifica
para el precursor POMC. La PDYN se
localiza en la regidn ecuatorial de la
cabeza espermatica formando un anillo,
mientras  que POMC  aparece
exclusivamente en la cola espermatica.

CONCLUSIONES:

Los precursores opioides POMC y PDYN
presentan una expresién génica

perfil podria ser utilizados como
diagnéstico en los tratamientos de
infertilidad masculina. Las diferencias
de localizacién de POMCy PDYN indican
que los péptidos generados a partir de
estos precursores podrian estar
regulando diferentes procesos ya que los
espermatozoides, debido a la alta
polarizacién estructural y funcional,
compartimentalizan metabolitos
especificos y vias de sefializacion en
regiones donde los necesita.

1. Fabbri A, Jannini EA, Gnessi L, Ulisse S,
Moretti C, Isidori A. Neuroendocrine control
of male reproductive function. The opioid
system as a model of control at multiple
sites. J Steroid Biochem. 1989
Jan;32(1B):145-50. Review.

2. Agirregoitia E, Valdivia A, Carracedo A,
Casis L, GilJ, Subiran N, Ochoa C, Irazusta J.
Expression and localization of delta-, kappa-
, and mu-opioid receptors in human
spermatozoa and implications for sperm
motility .J Clin Endocrinol Metab. 2006 Dec;
91(12):4969-75.
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006: APLICACI(:)N DE LA TECNOLOGIA DEL EMBRIOSCOPE PARA LA
CUANTIFICACION DE LA CALIDAD OVOCITARIA MEDIANTE EL
ANALISIS DE LOS PATRONES DE RESPIRACION

J. Herrero, A. Tejera, J. M. de los Santos, M. J. de los Santos, A. Pellicer, M. Meseguer. IVI, Valencia

INTRODUCCION:

En la actualidad el Gnico método de
rutina utilizado para valorar la calidad
ovocitaria se basa en criterios
morfolégicos sometidos a la subjetividad
del observador. La necesidad de generar
nuevos métodos cuantitativos de
evaluacion ovocitaria que mejoren la
seleccion y mds aun las tasas de

serie de variables independientes
relevantes en el desarrollo del ciclo de
reproduccion asistida: edad, dias de
estimulacion, dltimo  Estradiol vy
Progesterona en sangre, ne de ovocitos
recuperados y n° de metafase II
obtenidos. El ovocito fue situado en
pocillos con medio de cultivo (HTF;
Human Tubal Fluid). El oxigeno llega al
embrién por difusion a través del propio

RESULTADOS:

la tasa media de respiracion ovocitaria
observada en nuestra poblacién de
ovocitos fue de 3,27 fmol/h (IC95%
3,04-3,50) (rango 0,00-7,19). En la
siguiente tabla se presentan los datos de
los coeficientes de correlacion de
Pearson entre las variables clinicas
analizadasy la tasa media de respiracién

Dias de Dosis Total de . N® de total o
£ estimulacion Gonadotrofinas Es(eU Dty B roseatctny de ovocitos I ML
Coeficiente
de 0,113 0,046 -0.511 -0,066 -0,368 0,048 0,033
correlacién
P valor 0.174 NS 0.0001 NS 0.0001 NS NS
implantacién, esta promoviendo el medio por las capas superiores en ovocitaria.

desarrollo de nuevas técnicas no
invasivas. En este sentido, la actividad
metabélica ovocitaria puede actuar
como predictor del potencial desarrollo
embrionario y la medicién del consumo
de oxigeno ha sido considerada como su
mejor indicador, ya que estd
directamente relacionado con la
capacidad del ovocito para producir ATP.
Nuestro objetivo es evaluar la capacidad
diagndstica del consumo de oxigeno
ovocitario como marcador de calidad
correlaciondndolo con determinados
valores clinicos de la paciente.

MATERIAL Y METODOS:

Realizamos un estudio de cohortes de
caracter prospectivo y observacional
para determinar la validez del método
automatizado y cuantitativo
proporcionado  por  Embrioscope
(Unisense, Dinamarca). Analizamos un
total de 146 ovocitos procedentes de 30
donantes incluidas en un programa de
donacién de ovocitos. La respiracion
media ovocitaria fue analizada en
fentomoles de oxigeno/hora.
Consideraremos para el estudio una

contacto con el aceite mineral. A medida
que el embrién consume oxigeno la
concentracion se reduce desde la base
(donde estd el ovocito) hacia la
superficie y este gradiente lineal es
valorado por un microsensor. Las
mediciones de oxigeno se tomaron por
duplicado en intervalos de 30 minutos,
obteniendo una informacién puntual. En
cada experimento se utilizaron pocillos
sin ovocitos que sirvieron como “blanco”
para valorar los niveles basales de
gradiente de oxigeno. Las mediciones se
realizaron con un sensor electroquimico
(Tipo Clark) cuya sensibilidad es de 0,05
fmol de oxigeno/h. Eltiempo empleado
para medir la respiracién de cada ovocito
fue de aproximadamente 90 segundos.

El andlisis estadistico se realizé
mediante regresion lineal, siendo la
respiracién ovocitaria la variable
dependiente. Construimos un modelo
predictivo de regresion donde utilizamos
un proceso de seleccién siguiendo el
protocolo forward step del SPSS 17.

Tras el proceso de forward-step se
generd un modelo en el que las variables
relevantes que condicionan la
respiracién ovocitaria se ordenan por
este orden: Dosis total de
gonadotropinas, Progesterona en sangre
y Edad. El coeficiente de correlacion del
modelo ajustado r fue de 0,591,
p>0,0001.

CONCLUSIONES:

Existe una importante relacién lineal
entre la respiraciéon ovocitaria vy
determinados valores clinicos relevantes
para el éxito reproductivo. La utilizacién
de altas dosis de gonadotropinas, la
luteinizacion prematura o la edad
avanzada afectan a la calidad ovocitaria
reflejandose en niveles de respiraciéon
reducidos. Los datos obtenidos sugieren
la utilidad de la respiracion como
marcador de calidad ovocitaria, evitando
la subjetividad e inconsistencia que
proporcionan la evaluacion de los
dismorfismos ovocitarios.
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007: EL CULTIVO DE EMBRIONES EN BAJAS TENSIONES DE
OXIGENO, MEJORA LAS TASAS DE GESTACION E IMPLANTACION EN
CICLOS DE DONACION DE OVOCITOS: RESULTADOS PRELIMINARES

P. Gamiz, A. Tejera, J. M. De Los Santos, S. Pérez, C. Albert, P. Romero, M. J. De Los Santos.

Instituto Valenciano de Infertilidad. IVI, Valencia

INTRODUCCION:

Los embriones humanos pueden crecer

valores de p<0.05 fueron considerados
estadisticamente significativos.

en concentraciones de oxigeno RESULTADOS:
atmosféricas (20%) o reducidas (5%).
Bajas tensiones de 02 durante el cultivo No se encontraron diferencias

embrionario in vitro intentan reproducir
las condiciones in vivo a las que estdn
sometidas ovocitos y embriones, pero
los resultados obtenidos en distintos
estudios con respecto al cultivo en
hipoxia ~no son  concluyentes.
Recientemente han salido publicados
varios trabajos prospectivos y aleatorios
en los que se muestran los beneficios del
cultivo embrionario en hipoxia hasta el
estadio de blastocisto. Nosotros hemos
querido evaluar si esto mismo ocurre en
embriones transferidos en dia +3 de
desarrolloy si hay algunaimplicacion en
la calidad embrionaria asi como en las

estadisticamente significativas entre los
2 grupos, en tasas de fecundacién
(70.9% vs. 71.8%) ni tasas de gestacion
totales (60.3%vs. 53.4%). Sin embargo,
el porcentaje de embriones de buena
calidad en dia +2 y dia +3 fue
significativamente mayor en el grupo de
embriones cultivados en baja tensién de
02, 60.0%vs. 54.0% endia+2y 64.1%
vs. 58.0% en dia +3, asi como la tasa de
gestacion clinica (55.9%vs. 46.2%) y la
tasa deimplantacién (38.2%vs. 31.7%).

5% 02 20%:02
tasas de gestaciéon e implantacion.
N" de ciclos 458 481 -
MATERIAL Y METODOS: Edad media 40.82 40.8 NS
% transfer 023 91.8 NS
o2 . . I'asa de fecundacion 709 718 NS
Se realiz6 un e.StUChO prospectivo en un % embriones ok en dia +2 60.0 54.0 P-=0.0001
totalde 939 ciclos de nuestro programa - ones ok en dia +3 64.1 580 P<0.0001
de donaciéon de ovocitos: 481 ciclos Media embriones transferidos 1.96 1.95 NS
(3754 embriones) fueron cultivados a Tasa de gestacion 60.3 334 N§
37°C, 5,5% de C02y 20% de 02y 458 Tasa de gestacion clinica 559 462 P=0.0046
ciclos (3192 embriones) en las mismas I'asa de gestacion evolutiva 46.3 38.04 P-0.0140
I'asa de implantacion 382 31.66 P—0.0046

condiciones de temperatura y C02 pero
con un 5% de 02. En ambos casos se
utilizaron incubadores trigas SANYO MCI
5M. Ovocitos y embriones fueron
cultivados en microgotas de 50pl de HTF
bajo aceite mineral. La morfologia
embrionaria fue evaluada en dia +2 y +3
de desarrollo segtin n° de células, grado
y  patrén de  fragmentacion,
multinucleacién, simetria y tamafo de
las células. Todas las transferencias se
realizaron en dia +3, el test de embarazo
se realiz6 13 dias después mediante la
determinacion sérica de RHCG y una
semana mads tarde se confirmé la
presencia de saco gestacional por
ecografia vaginal. Los datos se
analizaron con el test exacto de Fishery

CONCLUSIONES:

El cultivo de embriones humanos en
bajas presiones de 02 mejora la calidad
de los embriones en dia +2 y dia +3 e
incrementa las tasas de gestacién clinica
e implantacion de forma significativa.
Esta mejora en los resultados puede ser
debida a una menor formaciéon de
especies reactivas de oxigeno que
pueden  afectar al  desarrollo
embrionario in vitro y por tanto a su
capacidad de implantacion.
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008: INFLUENCIA DE LA MULTINUCLEACION EN LAS TASAS DE
IMPLANTACION Y DE ABORTO EN UN PROGRAMA DE FECUNDACION

IN VITRO.

C. Alonso, M. Lara, B. Buch, C. Segura, R. Garnica, M. Martinez-Moya
Unidad de Reproduccién, Centro Gutenberg. Mdlaga

INTRODUCCION:

La multinucleacion en embriones
humanos es un fenémeno comin que se
muestra tanto en embriones in vitro
como in vivo. Se puede originar por una
divisién nuclear (cariocinesis) sin que
haya divisén celular (citocinesis), por
una fragmentacion del nicleo o por una
migracion defectuosa durante la anafase
mitética. La multinucleacién aparece en
aproximadamente el 15%-20% de los
embriones desarrollados in vitro (ref. 1).
La  presencia de  blastémeras
multinucleadas estd asociada con un
pobre desarrollo embrionario en los
ciclos de FIV, lo que supone una bajada
en las tasas deimplantacién (ref. 1,2,5)
y en la tasa de formacién de blastocisto
(ref. 1,2). Numerosos trabajos
demuestran el aumento de anomalias
cromosémicas en embriones humanos
multinucleados, encontrdndose altas
tasas de mosaicismo y/o poliploidia
(ref. 3,4).

Nuestro objetivo es demostrar la
influencia de la multinucleacién en las
tasas deimplantaciony de aborto en un
programa de fecundacién in vitro.

MATERIAL Y METODOS:

Se presentan un total de 820 casos de
ciclos de FIV/ICSI en los que se
transfieren dos embriones en dia +3 en
cada uno de ellos. Los casos son
divididos en tres grupos distintos,
Grupo A: (n=699) transferencia de dos
embriones sin multinucleacion, Grupo B
(n = 94) transferencia de 1 embrién
multinucleado (+2 6 +3) y 1 embrién sin
multinucleacion, y Grupo C (n = 27)
transferencia de dos embriones con
multinucleacion (+2 6 +3).

Determinaremos los porcentajes en las
tasas de embarazo, tasa de aborto, tasas
de implantacion y las tasas de

implantacién evolutiva en cada uno de
los grupos, analizando las variaciones
entre ellos mediante el test estadistico

tengamos embriones multinucleados
aptos para transferencia podemos
intentar la transferencia ya que son

de Chi-cuadrado. embriones capaces de conseguir
embarazos evolutivos.
RESULTADOS:
Grupo A Grupo B Grupo C
N" casos 699 94 27
N" embarazos 386 40 11
Tasa embarazo % 55.22 42.55 40.74
N® aborlos 43 g (1] 2
Tasa aborlo % 11,14 25,00% 1818
Tasa de implantacion % 31.40 17.64* 15.78%*
Tasa de implantacion evolutiva % 27.00 14.03* 14.03**
* Diferencias estadisticamente

significativas entre grupo Ay B.

*x Diferencias  estadisticamente
significativas entre grupo Ay C.

Los resultados demuestran la influencia
de la multinucleacion en las tasas de
implantacion y de aborto. Se observa
una bajada estadisticamente
significativa en las tasas de
implantacién (31.4%, 17.64%, 15.78%),
tasa de implantacion evolutiva (27.0%,
14.03%, 14. 3%) y un aumento en las
tasas de aborto (11.14%, 25.0%,
18.18%) entre el grupo Ay los grupos B
y C respectivamente.

CONCLUSIONES:

Los resultados nos demuestran que la
presencia de blastémeras
multinucleadas estd asociada con un
desarrollo embrionario comprometido
en los ciclos de FIV, lo que supone una
bajada en las tasas deimplantacion yen
la tasa de formacién de blastocisto, y un
aumento en las tasas de aborto. Esto nos
indica que debemos evitar la
transferencia de embriones
multinucleados siempre que sea posible.
Pero que en los casos donde solo
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009: RESULTADO ACUMULADO TRAS LA TRANSFERENCIA DE
EMBRIONES RE-VITRIFICADOS EN CICLOS DE DONACION DE
OVOCITOS DE BANCO.

A. Mifsud, D. Castell6, N. Grau, M. Meseguer, J. M. de los Santos, A. C. Cobo

Instituto Universitario IVI, Valencia

INTRODUCCION:

La técnica de vitrificacién de ovocitos
ofrece resultados muy satisfactorios, lo
que ha hecho posible el establecimiento
de bancos de ovocitos de donante. La
disponibilidad de ovocitos almacenados
en dichos  bancos  simplifica
considerablemente el mecanismo de la
donacién haciendo de ésta, un proceso
mas facil y rapido. Dado el rendimiento
de los  ovocitos vitrificados-
desvitrificados, es frecuente contar con
embriones adicionales aptos para ser
criopreservados tras la transferencia
(re-vitrificacion de embriones). El
objetivo de este trabajo es evaluar la
tasa de gestacion acumulada tras la
transferencia de embriones re-
vitrificados en un programa de ovo-
donacién utilizando ovocitos vitrificados
de banco.

MATERIAL Y METODOS:

Este estudio incluye un total de 505
ciclos donacién de ovocitos vitrificados
(media de edad=26,6 + 3,8y 41,2 + 4,5
para las donantes y las receptoras
respectivamente). Se donaron un total
de 5.287 ovocitos. La re-vitrificacion de
embriones  adicionales tras la
transferencia se realiz6 en 294 ciclos
(58,2%), 102 de los cuales han sido
desvitrificados hasta el momento. Se ha
calculado la tasa acumulada de
gestacion (tasa de gestacion tras la
primera transferencia mas la tasa de
gestacién tras la transferencia de
embriones re-vitrificados). El método
utilizado en la vitrificacién tanto de
ovocitos como de embriones fue el
descrito por Kuwayama et al. utilizando
el Cryotop® como dispositivo de carga.

RESULTADOS:
EL 92.9% de los ovocitos sobrevivieron

tras la vitrificacion. Se realizaron 452
(89,5%) transferencias con una media

de embriones transferidos de 1,9 + 0,7.
La tasa de gestacion por transferencia'y
la tasa de gestacion evolutiva fueron de
56,9% y 41,2% respectivamente. De los
102 ciclos de desvitrificacion de
embriones 99  finalizaron en
transferencia embrionaria (97%). La
tasa de supervivencia embrionaria fue
del 96.3%. Se han transferido 186
embriones re-vitrificados (media 1,6 +
0,6). La tasa de gestacion por
transferencia de embriones re-
vitrificados y la tasa de gestacion
evolutiva fue de 45,1% y 31,1%
respectivamente. Adicionalmente, las
tasas de gestacion acumulada vy
acumulada evolutiva fueron de un 72.6%
y 59.9% respectivamente. Hasta el
momento han nacido 87 nifios.

CONCLUSIONES:

La re-vitrificacion de los embriones
adicionales procedentes de los ciclos de
donacion de ovocitos vitrificados no
afecta su capacidad para implantar y
conseguir gestaciones viables, lo que
permite mejorar el rendimiento total del
ciclo, contribuyendo a incrementar el
éxito de las donaciones realizadas con
ovocitos de banco.
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010: CONGELACION LENTA VS. VITRIFICACION CON CRYOTOP EN
DiA 3 DE DESARROLLO Y ESTADIO DE BLASTOCISTO. RESULTADOS
DEL 2008 EN EL IVI MADRID.

L. Herrero, S. Pareja, C. Losada, M. Jiménez, J. Fernandez, Y. Minguez.

IVI, Madrid

INTRODUCCION:

La criopreservacién de embriones en el
laboratorio es una técnica de gran
importancia que permite rentabilizar al
maximo los ciclos de FIV de nuestras
pacientes. En el afio 2007 hemos

introducido en el laboratorio la
Vitrificacion como  método de
criopreservacién de embriones, vy

gracias a ella hemos logrado mejorar
nuestro programa de criopreservacion
aportandole eficacia y estabilidad.

El objetivo de este trabajo es mostrar los
resultados de nuestro programa de
descongelacion y transferencia de
embriones congelados, comparando la
vitrificacién y la congelacion lenta de
embriones en diferentes estadios de
desarrollo.

MATERIAL Y METODOS:
En este estudio se muestran los

resultados de las descongelaciones de
embriones llevadas a cabo durante todo

el afo 2008 en IVI Madrid. La
congelacién-descongelacion lenta en
dia 2y 3 de desarrollo embrionario se
llevé a cabo con medios de Vitrolife
(Freeze Kity Thaw Kit), y en dia 5-6 con
los medios de COOK (blastocyst freezing
kit y thawing kit, Sidney IVF). El
congelador que utilizamos fue una
Planer (Kryo 360-1.7, Telstar) con una
rampa especifica para cada estadio de
desarrollo. La vitrificacién se realizé con
el método del Cryotop (Kitazato).

RESULTADOS:
CONCLUSIONES:
La vitrificacion resulta ser mas la técnica
de criopreservacion mds efectiva
independientemente  del estadio

embrionario. Los embriones en dfa 2/3
de desarrollo presentan una tasa de
supervivencia significativamente mayor
en el caso de la \vitrificacion,
reduciéndose también significativamente
la tasa de cancelacion de transferencias.
Lo mismo se observa en los blastocistos

Embriones en dia 2 v 3 de desarrollo

Embriones en dia 5 y 6 de desarrollo

Congelacion Lenla Vitrificacion Congelacion Lenla Vitrificacién
Cryotop Cryotop
N° Procedimientos 272 208 25 75
Tasade
Cancclacion de 21.3* 72* 44% 6.7
transfer(%o)
Media de Edad 356 357 374 356
Tasade
supervivencia (> * « . «
50% de las 552 85.8 25 78
células)
Media de
Embriones 1.8 1.8 1.3 13
transleridos
Tasa de Gestacion . «
Clinica (%) 34.6 35.2 214 50
Tasa de Geslacion . .
Bioquimica (%) 290 311 143 429
Tasade - -
Implantacion (%) 194 22 10.7 36.4
Tasa de Gemclares * " « «
(%) 17.7 30 0 10
Tasa de Aborto . .
%) 8.1 10 0 10

P<0.05.

vitrificados: la supervivencia es mayory
por tanto la cancelacién es menor.
La tasa de gestacién e implantacién
es significativamente mayor en
las transferencias de blastocistos
desvitrificados.

La eficacia de la vitrificacion ha
permitido estabilizar los resultados de
nuestro programa de criopreservacion,
reduciendo el nimero de cancelacionesy
aumentando las tasas de gestacion e
implantacién en las pacientes que
buscan en estos embriones una segunda
oportunidad de embarazo.

99
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011: PATRON DE EXPRESION GENICA DIFERENCIAL ENTRE
MUESTRAS DE SEMEN QUE CONSIGUEN O NO EMBARAZO CON LA
MISMA COHORTE OOCITARIA EN CICLOS DE ICSI CON OVOCITOS

DONADOS

S. Garcia-Herrero, N. Garrido, J. A. Martinez-Conejero, A. Pellicer, J. Remohi, M. Meseguer

Instituto Universitario IVI Valencia, Valencia

INTRODUCCION:

El método habitual para la evaluacion de
la fertilidad masculina es el
espermiograma aunque su poder
diagndstico es limitado a la hora de
explicar el fracaso en los tratamientos
de reproduccién asistida sobre todo en
aquellos de ICSI, indicado para sémenes
con parametros de concentracion,
movilidad y/o morfologia muy alterados.
Sin embargo, a pesar de presentar
caracteristicas patolégicas unos logran
embarazosy otros no. El espermiograma
clasico no analiza factores moleculares
que pueden afectar en su potencial fértil
como es la presencia de ARN mensajero
(ARNm). La existencia de estos
mensajeros estd bien documentada en el
proceso de fecundaciony en las primeras
divisiones embrionarias hasta la
transicién materno-cigética. Las nuevas
herramientas de analisis masivo como
los microarrays pueden ayudarnos a
incrementar el poder diagndstico del
espermiograma y a conocer mejor los
genes implicados en la fertilidad
masculina.

MATERTAL Y METODOS:

Estudio de casos y controles con 10
muestras de semen. Aplicamos el
modelo de donacién de ovocitos para
estandarizar el factor femenino.
Escogimos aquellos casos en los que de
una donante se obtenian suficientes
ovocitos para dos parejas sometiéndose
ambas a un tratamiento de ICSI, tras el
cual una de las mismas lograba
embarazo y la otra no. Tras recolectar 5
casos, procedimos a hacer 2 microarrays
por duplicado con las muestras que
lograron embarazo (Grupo E, n=5) frente
aquellas que no (Grupo NE n=5). Se
extrajo el ARNm por el método del
Trizol, se almacend suspendido en agua
DEPCy se conservé a -80°C. Ademis la

calidad del ARNm fue evaluada con el
Agilent Bioanalyzer 2100. EL microarray
utilizado fue uno de genoma completo
con una densidad de 44000 sondas
aproximadamente  (Agilent  Whole
Genome Microarray, 4X44, One Color).
Un posterior andlisis de los datos
obtenidos por los microarrays identificé
los genes diferencialmente expresados
(GDE), es decir aquellos comunes a
ambos grupos pero que en uno de ellos
estaba sobre expresado  como
minimo 2 veces respecto al otro y con
una significacion estadistica menor
a 0.05. Posteriormente y con
ayuda del Gene Ontology (GO)
(http://www.geneontology.org/) se
analizaron los GDE de ambos grupos para
caracterizarlos funcionalmente. EL GO
nos proporciona un estructuracién del
conocimiento bioldgico al que divide en
tres dominios (GO terms) procesos
bioldgicos (PB), componentes celulares
(CC) o funciones moleculares (FM)
estadisticamente  afectados  (EA).

RESULTADOS:

En el grupo E se identificaron 44 GDE
mientras en el NE sélo 5. El andlisis con
el GO determiné que sélo habia PB, CCo
FM EA en el grupo E (PB: “respuesta al

i

estrés”, “respuesta al estimulo externo”,
“respuesta a estimulos”, “apoptosis” y
“muerte celular programada”. CC:

mou

“regién extracelular”, “vacuola litica”,
“lisosoma”, “vacuola” y “citoplasma”.
FM: “unién al i6n Cadmio” y “Unién al
i6n de cobre”). Ningtin GO term estaba
EA en el grupo NE.

CONCLUSIONES:

Este trabajo revela que existen
diferencias moleculares (a nivel de
expresion) y funcionales entre muestras
que logran embarazo frentes aquellas
que no, mediante tratamientos de ICSIy

que pueden ser indicadores de éxito
reproductivo. EL estudio en ovocitos
donadosy el hecho de que el semen con
el que se realizan los microarrays es una
alicuota del que posteriormente se
utiliza en el tratamiento dota al modelo
de una gran robustez. El analisis
funcional de los GDE se lleva a cabo
porque los genes por si mismos no
tienen un sentido biolégico, estos
interactian formando redes mas
complejas, no se pueden tratar como
entes discretos. El presente estudio
inicia la aplicacién de los microarrays en
semen como herramienta diagndstica y
abre nuevas lineas de investigacion para
conocer el papel de determinados genes
en el éxito reproductivo.
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012: RELACION ENTRE LA FRIA\‘GMENTACI()N DEL DNA ESPERMATICO
Y LAS TASAS DE IMPLANTACION, EMBARAZO EVOLUTIVO Y ABORTO

EN CICLOS DE FIV.

C. Puchel, A. Rabanali, C. Castell61, A. Busquets1, A. Farrerasi, E. Toro1, E. Velilla1, F. Garcial, M. Lépez-Teijén1, 2, J. G. Alvarez1, 2.
1Instituto Marqués; 2Fundacién Leonardo Marqués, Barcelona.

INTRODUCCION:

Como ya se ha demostrado previamente,
existe una correlacion entre el grado de
fragmentacion del DNA espermadtico
(DFI) y peores tasas de embarazo en
ciclos de fecundacién in vitro (FIV).
Estudios previos indican que la
fragmentacién del DNA espermdtico se
produce, en su mayor parte, durante el
paso de los espermatozoides por el
epididimo y que, como consecuencia de
ello, el DFI es mas alto en
espermatozoides eyaculados que en
testiculares. El objetivo de este estudio
fue el de correlacionar las tasas de
implantacién y embarazo evolutivo en
ciclos de FIV con espermatozoides

eyaculados) (n=430). Sélo seincluyeron
ciclos con évulos de donante o con
6vulos propios en mujeres
normorespondedoras con edades < 35
afos. Los pacientes con meiosis o FISH
patolégico fueron descartados de este
estudio. Elandlisis estadistico se realizé
mediante two-tailed test Chi-cuadrado
(95% CI).

RESULTADOS:

Los resultados se indican en la Tabla 1.
Diferencias en las tasas de implantacion
y embarazo entre el grupo de eyaculados
y TESA-ICSI fueron estadisticamente
significativas (P<0,04). Diferencias en
las tasas de implantacion y embarazo

hecho de que el 89% de los embarazos
observados en el grupo de TESA-ICSI se
produjesen en el primer ciclo podria
estar indicando que la fragmentacién
del DNA espermdtico es el factor
limitante de la causa de infertilidad en
estas parejas.

101

testiculares comparado con entre los grupos de TESA-ICSI y TESA-
espermatozoides eyaculados en ICSI control no fueron estadisticamente
pacientes con un DFI en semen significativas (P=0,376), mientras que
patolégico. diferencias entre el grupo control
eyaculados y el grupo de TESA-ICSI
MATERIAL Y METODOS: fueron estadisticamente significativas
s6lo para las tasas de embarazo
Se evaluaron un total de 194 ciclos de (P=0,002).
FIV en los que el DFI en semen era
patolégico. Laindicacién principal para Tabla 1
el estudio de fragmentacién de DNA en
estas parejas fue fallo repetido de Grupos N Tasa dec implantacion Tasa embarazo/transfcr
embarazo sin causa aparente. Se Eyaculados 53 11.9% 21.1%
determinaron las tasas de implantacion
. . Eyaculados control 430 30,9% 56.4%
y embarazo evolutivo en ciclos con
espermatozoides eyaculados (grupo TESA-ICSI 141 25.6% 37.4%
eyaculados) (n=53) comparado con TESA-ICSI contral | 57 283% 457%

testiculares (grupo TESA-ICSI) (n=141).
Se consideré un DFI patolégico un valor
>20% medido por TUNEL y citometria de
flujo (Sergerie et al., Hum Reprod,
20:3446, 2005). Ademds se incluyé un
grupo control de TESA-ICSI en el que la
indicacién fue vasectomia previa o
bloqueo psicdgeno a la hora de producir
la muestra de semen (grupo TESA-ICSI
control) (n=57) y un grupo control con
espermatozoides eyaculados en el que
no se habia hecho estudio de
fragmentacion de DNA (grupo control

CONCLUSIONES:

Las tasas de implantacién y embarazo
evolutivo en ciclos de FIV en parejas con
un DFI patolégico en semen son
significativamente mds altas cuando se
utilizan espermatozoides testiculares
que eyaculados. Dado que en la gran
mayoria de los casos el DFI en
espermatozoides testiculares es normal,
esto explicaria estas diferencias en las
tasas de implantacién y embarazo. El
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013:

ASOCIACIONES ENTRE METABOLITOS URINARIOS DE

FTALATOS [DI(2-ETILHEXIL) FTALATO (DEHP)] Y NIVELES DE
HORMONAS REPRODUCTIVAS EN VARONES FERTILES

J. Mendiola?, 2, N. Jergensen?, A. M. Andersson3, F. Liu1, S. H. Swan?
IDepartment of Obstetrics and Gynecology, School of Medicine and Dentistry, University of Rochester Medical Center, New York, USA. 2Grupo de
Investigacion en Salud Piblica y Epidemiologia, Facultad de Medicina, Universidad de Murcia, Espaiia. *University Department of Growth and
Reproduction, Rigshospitalet, Copenhagen, Denmark.

INTRODUCCION:

Existen cada vez mas estudios cientificos
que relacionan las exposiciones
ambientales a compuestos disruptores
endocrinos (DE) con el riesgo de efectos
adversos para la salud reproductiva
humana. Ciertas sustancias quimicas,
como los ftalatos, pueden producir
alteraciones hormonales a través de
diversos mecanismos moleculares vy
celulares. Varios trabajos recientes
sugieren una asociacion entre la
disminuciéon de la concentraciéon de
Testosterona masculina y el incremento
de las exposiciones a distintos DE.
Estudios experimentales y
observacionales han mostrado una
actividad antiandrogénica de estos
compuestos ftalatos. Sin embargo,
todavia existe un conocimiento limitado
acerca de la relacion entre estas
sustancias quimicas y los niveles de
hormonas sexuales en varones fértiles.

MATERTAL Y METODOS:

Todos los sujetos que se incluyeron en
este trabajo participaron en el estudio
multicéntrico denominado “Study for
Future Families” y fueron reclutados

entre las parejas de mujeres
embarazadas que acudian a clinicas
prenatales afiliadas a hospitales
universitarios de 5 estados

norteamericanos entre los afios 1999 y
2005. A los varones que aceptaron
participar en el estudio se les realizé un
cuestionario general epidemiolégico,
exploracion androlégica, extraccion
sanguinea y recogida de muestra de
orina. Los metabolitos urinarios de
DEHP, a saber: Mono(2-etilhexil) ftalato
(MEHP), Mono(2-etil-5-hidroxihexil)
ftalato  (MEHHP),  Mono(2-etil-5-
oxohexil) ftalato (MEOHP) y Mono(2-
etil-5-carboxipentil) ftalato (MECPP)

fueron analizados en el Centro de
Control de Enfermedades de Atlanta
(Georgia, USA). Las hormonas FSH, LH,
Testosterona, Inhibina B, Estradiol y
SHBG fueron analizadas, o calculadas
[Testosterona libre e Indice de
Andrégenos Libres (FAI)] en el
Departamento de Crecimiento vy
Reproduccion  del  Rigshospitalet
(Copenhague, Dinamarca). Los analisis
estadisticos de datos crudos (no
ajustados) incluyeron pruebas
paramétricas y coeficientes de
correlacién de Pearson. Posteriormente,
se utilizaron modelos de regresion
multivariante para el ajuste por posibles
factores de confusion, que en nuestro
caso incluyeron: edad, Indice de Masa
Corporal (IMC), tabaquismo, niveles de
creatinina plasmatica, tiempo de
extraccion sanguineay grupo étnico. Los
analisis estadisticos se realizaron con el
programa SPSS 17.0.

RESULTADOS:

Elndmero final de individuos estudiados
fue de 425 varones. La media vy
desviacion estandar de la edad e IMC fue
de 32.2 (6.2) afios y 28.2 (5.40)
respectivamente. EL 21% de los varones
era fumadory el 72% de raza blanca. En
los andlisis crudos se observé una
correlacion inversa estadisticamente
significativa entre los niveles de
Testosterona y la concentracién de
metabolitos urinarios MEOHP (r=-0.10,
p-valor<0.05) y MECPP (r= -0.10, p-
valor<0.05) respectivamente. Ademds,
también se observé una correlacion
negativa estadisticamente significativa
entre los niveles de Testosterona librey
la concentracion de metabolitos

urinarios MEHP (r= -0.15, p-
valor<0.01), MEHHP (r= -0.13, p-
valor<0.01), MEOHP (r= -0.14,

p-valor<0.01) y MECPP (r= -0.13, p-

valor<0.01) respectivamente. Los
niveles de FAL mostraron una correlacion
inversa significativa con los metabolitos
MEHP (r=-0.23, p-valor<0.01), MEHHP
(r= —0.14, p-valor<0.01), MEOHP (r=
-0.15, p-valor<0.01) y MECPP (r=-0.12,
p-valor<0.05) respectivamente. Tras el
ajuste por los posibles factores de
confusion, los niveles de FAI
presentaron una asociacién inversa
estadisticamente significativa con los
metabolitos urinarios MEHP ( —0.05; IC
95%,—0.08,-0.02), MEHHP ( B—0.04; IC
95%, -0.07,-0.004) y MEOHP ( B -0.04;
IC 95%, —0.07, -0.01) respectivamente.

CONCLUSIONES:

Nuestros resultados sugieren que los
metabolitos urinarios de DEHP podrian
estar asociados con la alteracién de las
hormonas  sexuales  circulantes,
principalmente FAI, en varones fértiles.
Estos resultados son consistentes con
trabajos experimentales previos vy
sefalan laimportancia de ahondar en el
estudio de estos DE para conocer con
mayor certeza sus implicaciones clinicas
en relacion con la salud reproductiva
humana.
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014: EFECTO DEL TABACO SOBRE LA OXIDACION DEL ADN

ESPERMATICO Y SU DEFENSA CONTRA EL ESTRES OXIDATIVO

T. Viloria, M. Meseguer, J. A. Martinez-Conejero, P. Romero, J. Remohi, N. Garrido

IVI, Valencia

INTRODUCCION:

Existe informacion controvertida sobre los
efectos del tabaco en la fertilidad
masculina y la calidad espermatica.
Nuestro grupo ha evaluado el efecto del
tabaco sobre la integridad del ADN,
produciendo en los pacientes fumadores
elevados niveles de fragmentacién del
mismo.

El objetivo del presente estudio fue
evaluar los efectos indirectos del consumo
del tabaco sobre la defensa oxidativa del
espermatozoide formada por el sistema
del glutatién y los efectos directos sobre
el ADN consecuencia del exceso de
radicales libres producidos por el tabaco.

MATERTAL Y METODOS:

Realizamos un estudio experimental
doble ciego en un total de 117 muestras

se midié individualmente en cada
espermatozoide mediante citometria de
flujo (Coulter Cytometry, Hialeah, FL).
En cada tipo de estudio se establecieron
dos grupos en funcién del consumo o no
detabaco. Se utiliz6 el test de T-Student
para detectar diferencias significativas
entre los grupos.

RESULTADOS:

Identificamos una disminucién
significativa en la actividad de la enzima
GPx4 (exclusiva de espermatozoides)
pero no en la GPx1 ni en la GR de los
espermatozoides de varones fumadores.
También observamos una disminucién
significativa en la expresion de GPx1,
GPx4 y GR ARNm. En la siguiente tabla
presentamos los datos de los niveles de
oxidacion del ADN espermdtico de
pacientes fumadores y no fumadores.
ET= error tipico.

Oxidacion del ADN No Fumadores Fumadores P
% de celulas oxidadas 41.14(ET=232) 44 87 (ET=2.54) 0.282
Intensidad de oxidacién 240.53 (ET =21.16) 233.92(ET =19.99) 0.823

de semen de varones infértiles. Para ello
analizamos la actividad enzimdtica del
sistema del glutatiéon analizando la
glutation peroxidasa (GPx) (sus
isoformas 1y 4), la glutatién reductasa
(GR) y el glutatiéon celular libre (GSH)
(n=29). Por otro lado estudiamos el
ARNm de GPx1, GPx4 y GR mediante PCR
cuantitativa (n=33). Una pequefia
porcion de los espermatozoides del
eyaculado también fue apartada para
medir la oxidacion del ADN mediante el
OXI DNA assay kit (OxiDNA Assay,
Calbiochem, Barcelona, Espafia), basado
el la union directa de un anticuerpo
fluorescente a la  8-hydroxy-2'-
deoxyguanosine (8-0HdG) un producto
de la oxidacién por el ataque de los
radicales libres (n=55). La fluorescencia

Los datos muestran  pequefias
diferencias que carecen de significancia.

CONCLUSIONES:

De nuestros datos podemos deducir que
el tabaco esta afectando negativamente
a los enzimas antioxidantes de origen
intracelular  presentes en  los
espermatozoides pero esto no afectaa la
integridad del ADN en lo que hace
referencia a su oxidacion y por lo tanto
no lo podemos considerar como el
origen de la fragmentacién del ADN. Por
consiguiente los efectos del tabaco
reduciendo la defensa contra los
radicales libres estdn aun por
determinar.
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015: LA MET-ENCEFALINA SE EXPRESA EN ESPERMATOZOIDES
HUMANOS Y REGULA LA MOVILIDAD ESPERMATICA POR VIADE LOS
RECEPTORES OPIOIDES.

N. Subiran?, 2, M L. Candenas?, E. Agirregoitia?, F. M. Pinto?, J. L de Pablo?, C. G. Ravina*, J. Irazusta.

! Departamento de Fisiologia. Facultad de Medicina y Odontologia. UPV/EHU. Leioa, Bizkaia. ? Laboratorio de Farmacologia. Instituto de
Investigaciones Quimicas, CSIC-Universidad de Sevilla. Sevilla. 3 Laboratorio FIV. Clinica de Reproduccién Asistida Quiron. Bilbao, Bizkaia.
“ Laboratorio de Andrologia. Instituto Valenciano de Infertilidad, Fundacién IVI. Sevilla.

INTRODUCCION:

La met-encefalina, que se genera por
hidrélisis de su precursor proteico pro-
encefalina (PENK), es uno de los
péptidos bioactivos mejor conocidos del
sistema opioidey su accién esinactivada
mediante degradacion enzimatica (1).
La met-encefalina estd presente en
distintos 6rganos y tejidos del aparato
reproductor tanto masculino como
femenino (2) sugiriendo que los
espermatozoides podrian estar
expuestos a dicha sustancia en su
transito  hasta  producirse la
fecundacién. La presencia de los
receptores opioides (mu, delta, kappa)
en espermatozoides humanos (3), indica
ademds que la met-encefalina podria
reqular la funcién reproductora
ejerciendo una accion directa sobre los
espermatozoides. Por lo tanto, nuestro
objetivo fue analizar la expresion y
localizacion de PENK y de la met-
encefalina en espermatozoides humano
y determinar su implicaciéon en la
movilidad espermatica.

MATERIAL Y METODOS:

La expresion y localizacién de la PENK'y
de la met-encefalina se determiné
por RT-PCR e inmunocitoquimica en
espermatozoides capacitados aislados
mediante gradiente de Percoll. La
movilidad espermatica se determiné
mediante el sistema CASA tras la
incubacion de los espermatozoides
capacitados con met-encefalina exdgena,
y con inhibidores del metabolismo de
encefalinas y naloxona (antagonista de
los receptores opioides).

RESULTADOS:

EL mRNA del precursor PENK esta
presente en espermatozoides

capacitados y su proteina se localiza en
la region ecuatorial post-acrosomal del
espermatozoide. La met-encefalina se
localiza en la regién acrosémica aunque
en un 10% de los espermatozoides
analizados no se observa
inmunorreactividad. La adicion de met-
encefalina exégena produce un rapido
aumento dosis-dependiente de la
movilidad espermatica, sequido de un
rapido descenso a los 30 min. de
incubacién. Sin embargo, a las tres horas
se produce una mejora de la movilidad
espermdtica. La inhibicion de las
enzimas-degradadoras de encefalinas
(en ausencia de encefalinas exdgenas)
mejora la movilidad espermatica, efecto
que es revertido en presencia de
naloxona en el medio, lo que indica que
dicha accidn se produce a través de una
via que implica los receptores opioides.

CONCLUSIONES:

La movilidad espermatica es requlada
paracrinamente por la met-encefalina
mediante la accion de encefalinas
presentes a lo largo del aparato
reproductor femenino. La inhibicién de
la degradaciéon de encefalinas (en
ausencia de encefalinas exdgenas)
mejora la movilidad espermdtica a través
de una via que implica los receptores
opioides, presumiblemente mediante
una accién autocrina de la met-
encefalina endégena que se acumula en
la  region acrosémica de los
espermatozoides.

1. Subiran N, Agirregoitia E, Valdivia A,
Ochoa C, Casis L, Irazusta J. Expression of
enkephalin-degrading enzymes in human
semen and implications for sperm motility.
Fertil Steril. 2008 May;89(5 Suppl):1571-7.

2. Fabbri A, Jannini EA, Gnessi L, Ulisse S,
Moretti C, Isidori A. Neuroendocrine control

of male reproductive function. The opioid
system as a model of control at multiple sites.
J Steroid Biochem. 1989 Jan;32(1B):145-50.
Review.

3. Agirregoitia E, Valdivia A, Carracedo A, Casis
L, Gil J, Subirdn N, Ochoa C, Irazusta J.
Expression and localization of delta-, kappa-
,and mu-opioid receptors in human
spermatozoa and implications for sperm
motility.J Clin Endocrinol Metab. 2006 Dec;
91(12):4969-75.
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016: VALIDACION DE UN NUEVO SISTEMA AUTOMATICO PARAEL
ESTUDIO DE ANEUPLOIDIAS EN ESPERMATOZOIDES.

S. Santillan?, X. Vendrell!, E. Garcia-Mengual?, M. Pérez Alonso?, 2.
Laboratorio de Citogenética Molecular. Unidad de Genética Reproductiva. Sistemas Genémicos. 2Departament de Genética. Facultat de Ciéncies

Biologiques. Universitat de Valéncia

INTRODUCCION:

La infertilidad severa del varon esta
asociada a recombinacion meiética
alterada que produce un incremento de
aneuploidia en  espermatozoides.
Su efecto fenotipico se
traduce en un aumento de embriones
cromosémicamente alterados,
disminucién de la tasa de embarazos,
aumento de abortos, mortinatos o
fracasos  de  tratamientos  de
reproduccion asistida asi como en
alteraciones en el nimero, movilidad o
morfologia de espermatozoides.

El estudio de aneuploidias en
espermatozoides a través de hibridacion
in situ  fluorescente (FISH) ha
demostrado alteraciones numéricas de
la mayoria de cromosomas (1, 8, 6, 10,
13, 15, 16, 17, 18, 21, 22, X e Y)
detectandose entre el 1.5-5.5% en
pacientes con trastornos de fertilidad.

Debido a la baja frecuencia de las
alteraciones, los sistemas manuales
exigen el estudio de un ndmero elevado
de espermatozoides hibridados con cada
una de las sondas utilizadas. Esto
representa mucho tiempo de trabajoy
un riesgo de variacién inter
observadores.

En los dltimos afios se han desarrollado
nuevos sistemas automaticos que
incluyen la microscopia motorizada
junto a sistemas de segmentacion,
digitalizacién deimagenesy analisis con
software especifico para la clasificacion
celular, lectura de sefiales, manipulacion
y archivo de datos.

El objetivo de este estudio es determinar
la precision y exactitud de un sistema
automdtico para la deteccion de
aneuploidias en muestras de semen de

varones sanos, previa a la utilizacién de
esta tecnologia sobre muestras
patoldgicas.

MATERIALY METODOS:

El estudio se realizé sobre 10 muestras
de semen de varones sanos con
fertilidad probada.

Las muestras se procesaron siguiendo
protocolos de descondensacién, fijacién
de espermatozoides e hibridacién con
sondas para los cromosomas 13, 21, 18,
X eY (AneuVysion, Abbott). Las sondas
fueron sometidas a control de calidad
valorando la intensidad de la sefial,
especificidad, ruido de fondo vy
porcentaje de hibridacion.

El andlisis comparativo se realizé sobre
40.000 espermatozoides para el sistema
manualy 53.648 espermatozoides para
el sistema automatico. Los criterios de
evaluacion de FISH fueron:
espermatozoides con bordes bien
definidos y sin solapamientos, tamafio e
intensidad de la sefiales similares,
posicion de la sefial dentro del ndcleo,
distancia relativa entre dos sefiales asi
como los criterios citados en el control
de calidad. Se valoré disomia y nulisomia
para cada uno de los cromosomas.

Ademds se realizaron  controles
intraensayo para valorar la
reproducibilidad del sistema automatico.

El andlisis automatico se hizo con el
sistema Metafer-MetaCyte (MetaSystems,
Alemania).

RESULTADOS:
La tasa global de aneuploidias fue:

sistema automatico: 1.43% =+ 0.45;
sistema manual: 1.47% + 0.46.

El andlisis de aneuploidias en cada
cromosoma revela los siguientes datos
para el sistema automdtico y manual
respectivamente: Cromosoma 13: 1.36%
+ 0.43y 1.37 %=+ 0.62; Cromosoma 21:
1.2% + 051y 1.22% + 0.48; Cromosoma
18: 1.22% + 0.37 y 1.32% + 0.39;
Cromosomas sexuales: 1.93% + 0.44 y
2% + 039.

CONCLUSIONES:

El estudio de validaciéon realizado
demuestra que los resultados obtenidos
de forma manual son comparables con
los resultados obtenidos de forma
automdtica. Se demuestra que cada
cromosoma presenta una frecuencia
distinta de aneuploidias. Elestudio nos
ha permitido establecer el punto de
corte para disomias y nulisomfas en cada
cromosoma estudiado.

Sin embargo, la informacién que aporta
es limitada a los cromosomas y regiones
estudiadas.

El método automatico ha resultado ser
un método robusto, rapido, reproducible
y capaz de analizar un mayor nimero de
nicleos disminuyendo el tiempo de
trabajo.

Seria interesante valorar otras
tecnologias que informen sobre todo el
complemento cromosémico de los
espermatozoides.
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017: RELACION ENTRE LAS VACUOLAS NUCLEARES OBSERVADAS
POR ALTA MAGNIFICACION EN ESPERMATOZOIDES Y LA

FRAGMENTACION DEL DNA ESPERMATICO.

M. Gonzalez, M. Dorado, M. Hebles, B. Migueles, L. Aguilera, F. Sdnchez, J. A. Lara, A. Rodriguez, P. Sanchez.

Clinicas GINEMED, Sevilla

INTRODUCCION:

La microscopia convencional nos permite
observar los espermatozoides a 400
aumentos, no siendo visibles las vacuolas
presentes en algunos espermatozoides.

Con laintroduccién de la microscopia de
alta magnificacion es posible observar la
morfologia de las organelas de los
espermatozoides a 6600 aumentos,
usando la o6ptica Nomarski, siendo
Clinicas Ginemed pionera en la
adquisicion del primer microscopio de
alta magnificacion en Espafia.

Al realizar el test de fragmentacion del
DNA a los espermatozoides, debemos
fijarlos previamente, por lo que no
podrian ser ya utilizados, en caso de
tener su DNA intacto, para realizar ICSI.

El objetivo de este estudio consiste en
comprobar si existe relacién entre la
presencia de vacuolas nucleares (en
elevado ndmero y/o de gran tamafio) y
una fragmentacion del DNA espermdtico
alterada.

MATERIAL Y METODOS:

Se analizaron 200 espermatozoides de
las muestras seminales de 10 pacientes
que llegaron de modo consecutivo a
nuestro laboratorio. Se les practicé el
test de fragmentacién del DNA mediante
la técnica SCD (Sperm Chromatin
Dispersién) con el kit Halosperm, a
dichas muestras en fresco y se evalud la
morfologia seglin criterio estricto de
Kriiger. Ademds se observaron bajo
microscopia de alta magnificacién
contabilizandose por un lado el
porcentaje de espermatozoides sin
vacuolas y con 2 6 menos vacuolas
pequefas y por otro el porcentaje de
espermatozoides con mas de 2 vacuolas
pequenas, una gran vacuola y ndcleos
aberrantes.

Se analiz6 mediante el programa
estadistico SPSS version 17, en cada una
de las muestras, en primer lugar, la
relacion existente entre el porcentaje de
espermatozoides que presentaban mas
de 2 vacuolas pequefias, una gran
vacuola y ndcleos aberrantes con la
fragmentacion del DNA, y en segundo
lugar con la fragmentacion del DNA mds
la morfologia espermatica.

RESULTADOS:

En la comparacion del porcentaje de
espermatozoides que presentaban mas
de 2 vacuolas pequefias, una gran
vacuola y ndcleos aberrantes con la
fragmentacion del DNA, se obtuvo un
ajuste a la recta de minimos cuadrados
de un 44,6%. Si ademds de la
fragmentacion del DNA tenemos en
cuenta también la  morfologia
espermatica el ajuste obtenido fue de un
46,7%.

Existe, por tanto, una relacién lineal
entre el porcentaje de espermatozoides
con mas de 2 vacuolas pequenas, una
gran vacuola y ndcleos aberrantes con
una elevada tasa de fragmentacién del
DNA espermdtico. La morfologia
espermatica nos permite hacer un mejor
ajuste, aunque por si sola no seria
concluyente.

CONCLUSIONES:

La seleccion de espermatozoides sin
vacuolas o con 2 6 menos vacuolas
pequefias mediante microscopia de alga
magnificacién es una herramienta muy
Gtil que nos permitira elegir aquellos
que no tengan su DNA fragmentado con
una alta probabilidad, mejorando asf los
resultados de los ciclos de reproduccién
asistida, sobre todo en aquellos
pacientes cuyas muestras seminales
presentan una tasa de fragmentacion
del DNA elevada.
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018: BLASTOCISTOS VITRIFICADOS PROCEDENTES DE DIAGNOSTICO
GENETICO PREIMPLANTACIONAL (DGP) COMO FUENTE PARA LA
DERIVACION DE CELULAS MADRE EMBRIONARIAS (CME)

M. Solé, B. Aran, M. Parriego, I. Rodriguez-Piza, J. Santalé, M. Boada, B. Coroleu, A. Veiga.
Institut Universitari Dexeus y Centro de Medicina Regenerativa de Barcelona

INTRODUCCION:

En el laboratorio de Fecundacién in vitro
del Institut Universitari Dexeus la
criopreservacién en los ciclos de DGP se
realiza en estado de blastocisto y desde
el afio 2004 se incorporé de forma
rutinaria la técnica de vitrificacion.

Los embriones diagnosticados como
anormales o sin diagnéstico concluyente
son también vitrificados y son donados
por las parejas a través de
consentimiento informado para ser
incluidos en el proyecto de investigacion
“Derivacion de lineas de células madre
embrionarias humanas (CME) a partir de
embriones anormales y caracterizacion
in vivo de su pluripotencialidad”, en
colaboracion con el Centro de Medicina
Regenerativa de Barcelona (CMRB).

El objetivo del presente estudio es
analizar los resultados obtenidos tras la
desvitrificacién de los blastocistos no
aptos para la transferencia en el
programa de DGP y su utilidad en la
derivacion de células madre
embrionarias.

MATERIAL Y METODOS:

Durante el periodo de noviembre-2004
a abril-2005, la vitrificacién se realizo
mediante la utilizacion de medios
“homemade” 'y con Hemi-straw
insertada en pajuela clasica como
soporte (Vanderzwalmen et al., 2003;
Parriego et al., 2007) lo que evita el
contacto directo con el nitrégeno
liquido. A partir del afio 2005, el
método utilizado en nuestro centro
siguié basandose en la utilizacion de un
sistema cerrado (HSV, Cryobiosystem) y
medios comerciales Irvine Scientific
(USA). Tras la desvitrificacion, los
blastocistos se mantuvieron en cultivo
un minimo de 4 horas para evaluar su
supervivencia.

Los blastocistos o grupos celulares
supervivientes  fueron  sembrados
durante las 24-72 horas siguientes sobre
una monocapa de fibroblastos humanos
para la obtencién de células madre
embrionarias, mediante la metodologia
descrita anteriormente (Aran et al.,
2009).

RESULTADOS:

Se han desvitrificado un total de 103
blastocistos con una tasa de
recuperacion de 82.5% (85/103). De los
85 embriones recuperados sobrevivieron
un total de 60 (70.6%). Se han
observado diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la
supervivencia en funcién de la
morfologia del blastocisto previo a la
vitrificacién, estableciéndose tres
grupos (Blastocisto incial/expandido,
blastocisto hatching y blastocisto
hatched), obteniéndose unas tasas de

supervivencia del 87.8% (29/33),
68.3% (28/41) y 27.3% (3/11)
respectivamente. También se

observaron diferencias estadisticamente
significativas en cuanto a la
supervivencia entre el grupo de medios
“homemade” y el método comercial
(44.7% versus 91.5%).

Se sembraron un total de 37 blastocistos
y 8 grupos celulares a partir de los cuales
se obtuvo una linea de CME.

CONCLUSIONES:

Se obtiene una tasa de supervivencia
adecuada al utilizar un método de
vitrificacién mediante sistema cerrado
que evita posibles contaminaciones.
Este método es de especial interés para
la criopreservacion de blastocistos
procedentes de embriones biopsiados
que presentan una mayor vulnerabilidad
a la criopreservacién. La diferencia
obtenida en funcién del método

utilizado podria ser debida a la curva de
aprendizaje que requiere la técnica de
vitrificacion.

La baja tasa de derivacién observada
puede ser debida a la utilizacién de
blastocistos de baja calidad, portadores
de anomalias cromosémicas en un
elevado porcentaje de casos, como ya se
ha descrito por diversos autores.

La obtencidn de lineas de CME afectas
de anomalias genéticas derivadas a
partir de este tipo de embriones supone
una fuente ilimitada de células para el
estudio de los mecanismos moleculares
de patologiasy el desarrollo de posibles
terapias celulares.
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019: HIBRIDACION GENOMICA COMPARADA EN CELULA UNICA (sc
CGH): NUEVA HERRAMIENTA PARA EL SCREENING GENETICO
PREIMPLANTACIONAL (SGP)

B. Lledé?, J. A. Ortiz?, R. Morales?, R. Bernabeu?.

Instituto Bernabeu Biotech, 2Insituto Bernabeu, Alicante

INTRODUCCION:

EL SGP ofrece ventajas a los pacientes
que se someten a técnicas de FIV, ya que
evita la transferencia de embriones con
aneuploidias letales. EL SGP empleando
la técnica de FISH presenta una
limitacion importante ya que sélo 9
cromosomas pueden ser analizados. Esta
limitacion afecta tanto al diagnéstico,
algunos embriones aneuploides son
diagnosticados erroneamente ya que
tiene  aneuploidias  para  otros
cromosomas que no estan incluidos en
el test, asi como a la indicacién ya que
en determinados casos (fallos de
implantacién)  otros  cromosomas
podrian estar implicados. Por todo ello,
las estrategias que se emplean para la
deteccién de aneuploidias en célula
Gnica van encaminadas a incrementar el
nimero de cromosomas a estudiar.

La SC CGH (Hibridacién genémica
comparada en célula Gnica) es una
técnica que permite obtener el cariotipo
molecular de una sola célula. El
inconveniente principaly limitante de la
técnica es el tiempo. Nuestro objetivo
consiste en aplicar la técnica MDA
(Amplificacion por desplazamiento
miltiple) para obtener suficientes
cantidades de ADN y poder reducir el
tiempo de hibridacién, que limita la
técnica. Consiguiendo obtener el
diagndstico  sin  necesidad  de
criopreservar los embriones, de modo
que en el mismo ciclo se realizaria la
transferencia embrionaria consiguiendo
no afectar a la viabilidad y capacidad

implantatoria del embrion.
MATERIAL Y METODOS:

Se emplearon lineas celulares euploides y
aneuploides cultivadas. El cultivo celular
se empled para obtener el cariotipo, ADN
eindividualizar células. Se llevé a cabo la
amplificacion de todo el genoma (WGA) de
las células individualizadas empleando la
técnica de MDA. Como resultado del MDA
se obtuvo ADN suficiente para amplificar,
de la misma célula los polimorfismos de
diferentes loci asi como realizar la
hibridacion CGH. Para la reaccion de CGH
realizamos el marcaje del ADN amplificado
de unasola célula en verde y marcamos en
rojo el ADN control. La hibridacién se
realiz6 a diferentes intervalos de tiempo.
Posteriormente, se realizan los lavados
estdndaresy se observa al microscopio de
fluorescencia empleando DAPI como
contraste. Para la captura de lasimagenes
emplearemos el software Cytovision.

RESULTADOS:

Empleamos células con aneuploidias que
afectaban a los autosomas (trisomias 15,
16, 18 y 21), asi como a los cromosomas
sexuales. Se amplificé el ADN y mediante
el analisis de polimorfismos
comprobamos el origen de la célula
analizada. Posteriormente mediante el
protocolo optimizado de SC CGH
analizamos una media de 15 metafases
por tipo celular. Capturamos cada
fluorocromo de forma independiente e
integramos los niveles de fluorescencia. El
resultado final se representa junto al

ideograma de cada cromosoma. Pudiendo
identificar  regiones  cromosémicas
duplicadas/seleccionadas mediante una
variacion en el ratio 0.8 - 1.2. Se han
evaluado diferentes cantidades de ADN asi
como tiempos de hibridacién. Para las
condiciones 6ptimizadas, en todos los
casos se pudo establecer el cariotipo
celular. Todos los cromosomas estaban
bien representados salvo las regiones
centroméricas y teloméricas.

CONCLUSIONES:

Mediante la CGH se obtiene una
representacion de todos los cromosomas
pudiendo identificar ganancias o
pérdidas. Por tanto, la CGH es una
herramienta diagndstica muy
prometedora al poderse aplicar a una
sola célula. Ya que permitiria detectar
cualquier aneuploidia cromosémica en
parejas con riesgo de embriones
aneuploides como portadoras de
alteraciones cromosémicas
estructurales. Mediante la metodologia
descrita evaluamos la fiabilidad,
sensibilidad y limitaciones de este nuevo
protocolo de SC CGH para poder estudiar
la totalidad de cromosomas en una tnica
célulay para utilizarse esta metodologia
como alternativa a la FISH en el SGP de
embriones. Nuestro siguiente objetivo
es aplicar la SC-CGH en SGP y conseguir
transferir ~ embriones  euploides,
incrementando de este modo la
capacidad implantatoria del embrién asi
como disminuir las tasas de aborto.
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020: CORRELACION ENTRE LAS ANOMALIAS CROMOSOMICAS OBSERVADAS

EN ESPERMATOZOIDES Y EN EMBRIONES PREIMPLANTATORIOS

L. Rodrigo, V. Peinado, E. Mateu, M. Milan, P. Mir, N. Al-Asmar, M. Gil-Salom, C. Rubio
Instituto Universitario - Instituto Valenciano de Infertilidad, IVI Valencia

INTRODUCCION:

Numerosos estudios han descrito elevadas
tasas de embriones cromosomicamente
anormales en parejas con infertilidad
masculina severa, con incremento
de anomalias numéricas en sus
espermatozoides. Con el objetivo de
ofrecer un mejor consejo genético a estas
parejas, hemos evaluado el efecto de los
dos tipos mds frecuentes de anomalias
cromosémicas en  espermatozoides
(disomia de cromosomas sexuales y
diploidia) en el contenido cromosémico de
embriones en dia 3 de desarrollo.

espermatozoides, las muestras se fijaron
con metanol:acido acético glacial (3:1), se
extendieron en portaohjetos y se realizé
una hibridacién dual para los cromosomas
13y 21, y una hibridacién triple para los
cromosomas 18, X e Y. (Vysis Inc. Downers
Growe, IL, USA). Para el DGP, se realiz6
biopsia en el dia 3 de desarrollo. Los
nlcleos se fijaron utilizando el método de
Tarkowski modificado y se analizaron los
cromosomas 13, 16, 18, 21, 22, XeYen dos
rondas de hibridacién consecutivas (Vysis
Inc.). Serealiz6 Chi-cuadradoy test exacto
de Fisher con la correccion de Bonferroni,
considerando estadisticamente
significativos valores de p<0,05.

anormales. Sin embargo, el tipo de
alteraciones que se observan en los
embriones difiere segtn las anomalias
detectadas en los espermatozoides:

los varones con espermatozoides con
disomia para los cromosomas sexuales
producen mayoritariamente embriones
aneuploides, asi como una elevada
incidencia de embriones potencialmente
viables con anomalias sélo para los
cromosomas sexuales.

los varones con espermatozoides
diploides tienen un incremento de
embriones triploides, alteraciones no

MATERIALY METODOS: viables relacionadas con abortos.
RESULTADOS:
En este estudio retrospectivo de Tabla 1. Correlacion de anomalias cromosomicas en espermatozoides y embriones.
cohortes, realizado entre Julio de 1999 GRUPO 1 GRUPO 2 CONTROLES
y Diciembre de 2007, se analizaron los SPZ  EMB SPZ EMB | SPZ  EMB
resultados de 73 ciclos de Diagnéstico N sp/cmb analizados 126178 226 96422 136 | 120532 200
Genético Preimplantacional  (DGP) Byguestras SPZ/ciclos 37 s 43
dio d loidi % Embriones anormales - 62,4 - 58,8 -- 340
para estudio de aneuploidias en 55 % Embriones mosaico - 41,8 - 29,9 - 74
parejas con infertilidad masculina % Anomalias cr, TT ¥ 0,08 16,7 0,10 2.1 00 32
severa y cariotipo normal, en las que % Anomalias er. 16 - B - 19.9¢ - 8.6
dio de FISH (Hibridacién in si % Anomalias cr. |8 0,04 18,1= 003 12 000 7.l
un estudio de (Hibridacion n situ % Anomalias cr. 21 020 219 | 014 128 | 038 97
fluorescente) en espermatozoides % Anomalias cr, 22 - 2,77 - 17,9 - 75
previo habia revelado un incremento Y% Anomalias er. X c'Y 0,890 20,6 035 104 037 75
de anomalias cromosémicas numéricas % Poliploidias ** 0,10 0.9 [ 064 3T 9.25 v

al compararlos con 14 donantes fértiles
normozoospérmicos. Para valorar el
impacto en el embrién de las anomalias
observadas en los espermatozoides
consideramos dos grupos de estudio:

- Grupo 1: 46 ciclos de DGP en 37 parejas

Notas: SPZ= espermatozoides; EMB= embriones; *Hace referencia a disomia en espermatozoides y a
aneuploidia en embriones; ** Hace referencia a diploidia en espermatozoides y a triploidia en embriones;
9p<0,05 comparado con los grupos control de espermatozoides o embriones.

CONCLUSIONES:

Un incremento de disomias sexuales y
diploidias en los espermatozoides se

Por tanto, los estudios de FISH en
espermatozoides pueden resultar de
utilidad para ofrecer asesoramiento
reproductivo mds personalizado en

con un incremento Unicamente de refleja en una elevada produccion parejas coninfertilidad masculina severa.
espermatozoides con disomia para los de embriones cromosémicamente
cromosomas sexuales.
GRUPO 1 GRUPO 2 CONTROLES
- Grupo 2: 27 ciclos de DGP en 18 parejas SP4  EMB SPZ EMB | SPZ EMB
con un incremento l:ln:lcamente de N*spr/cmb analizados 126178 226 o422 156 120532 200
. C . Pmuestras SPZfciclos 27 46 18 27 14 11
espermatozmdes d1plo1des. % Embriones anormales - 624" - 58,8" - 340
% Embriones mosaico - 41,8" - 29,9* - 74
; "% Anomalias or, 13 % 0% 16,2 010 TZ1 010 52
Como grupo /coptrol de DGI'3 se incluyeron ot Aol o e i 23 . 1990 . 56
28 parejas fértiles con cariotipo normal, % Anomalias er. 18 004  181= 003 112 | 010 7.1
en las que se realiz6 DGP por enfermedad % Anomalias cr. 21 0.20 219 014 128 038 97
ligada al sexo (33 ciclos). La edad de la % Anomalias cr. 22 - = - 17,92 - 7.5
: = % Anomalias cr X ¢ Y 089  206° 035 104 037 75
mujer fue <37 afios en todos los grupos ¥ Poliploidias ** 0.10 00 | 068 3.7 0.5 U

Para el estudio de FISH en

Tabla 2. Embriones con anomalias cromosomicas potencialmente viables.

bp<0,05
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021: ESTUDIO DE EMBRIONES CROMOS()MICAMEN]’E ALTERADOS
PROCEDENTES DE CICLOS DE FIV-DGPI Y SU RELACION CONEL TIPO
DE ANOMALIA MEIOTICA

A. Colomar?, 3, S. Fernandez?, 3, E. Toro?, 3, 0. Serra?, F. Del Rio*, G. Lépez‘, M. Brassesco*, J. G. Alvarez?, M. Lopez-Teijén?, ?, E. Velilla®, 3
nstitut Marqueés, Barcelona; 2 Fundacion Leonardo Marqués, Barcelona; 3Centro de Medicina Embrionaria, Barcelona, Madrid,  CIRH, Barcelona

INTRODUCCION:

Las anomalias durante el proceso de
meiosis pueden producir gametos
aneuploides. La meiosis masculina puede
estudiarse mediante analisis citogenético
de células germinales obtenidas por
biopsia testicular. Cuando la segregacién
meidtica no es normal, los
espermatozoides derivados de ésta
pueden producir embriones aneuploides.
De ahi que se recomiende llevar a cabo un
ciclo de FIV-DPGI con el fin de seleccionar
embriones euploides para la transferencia.
Actualmente existe escasa informacion
que relacione alteraciones especificas en
la meiosis con anomalias cromosémicas en
los embriones. El objetivo de este estudio
fue determinar la relacion existente entre
las anomalias cromosémicas encontradas
al realizar DGPI y el tipo de alteracién
meidtica  observada  para  poder
proporcionar un consejo genético
adecuado a estas parejas.

MATERIAL Y METODOS:

Se incluyeron un total de 168 parejas en
las que se realiza un ciclo de FIV/FIV-DO -
DGPI por meiosis alterada. Las alteraciones
meioticas se clasificaron en tres grupos en
funcién del tipo de anomalia: Desinapsis
de Bivalentes (DB); Mosaicismo (M)
(existencia de dos lineas germinales una
normal y una alterada); y  otras
alteraciones (0).Los embriones
procedentes de estas parejas fueron

biopsiados en dia 3 y se les realizé un
estudio mediante FISH para 9
cromosomas: X, Y, 13, 15, 16, 17, 18, 21,y
22. El andlisis estadistico utilizado fue el
Test de Igualdad de Proporciones, siendo
estadisticamente significativo cuando p<
0.05

RESULTADOS:

De las 168 muestras de biopsia testicular
diagnosticadas como meiosis alterada se
obtuvo la siguiente distribucion: 78
muestras tenian DB, 52 My 38 0. La tasa
de embriones aneuploides fue del 46,2%
en el grupo DB, 32,7% en My 21,1% en
el grupo 0. No se encontraron

tabla 1 resume los resultados del DGPI

para cada grupo de alteraciones
meiéticas.
CONCLUSIONES:

Los resultados de este estudio muestran
que (i) las anomalias sindpticas durante
la meiosis dan lugar a un considerable
porcentaje de embriones
cromosémicamente anormales; vy (ii) el
prondstico en estos pacientes no
depende del tipo de alteracion meiética
encontrada y, por lo tanto, el consejo
genético es independiente del tipo de
alteracién meidtica detectada. Estos
resultados subrayan la importancia de

diferencias estadisticamente realizar un ciclo de FIV-DGPI en parejas
significativas entre los diferentes con meijosis masculina alterada.
grupos. Con relacién al porcentaje de
embriones anormales y al tipo de
anomalia meiética observada tampoco
se encontraron diferencias
estadisticamente  significativas. La

NR M 0

P*

n (%) n (%) n (%)

Ancuploidia I18  {10.55) 89 (4320) 18 (36,09) 043
Doble ancuploidia 43 (14.78) 33 (le02) 18 (13,33) 0,82
Cromosomopatias . .

miltiplcs 108 (37.11) 70 (33.98) 50 (37.59) 0,72
Haplvide/Puliplvide 22 (7.56) 14 (6.8) 17 (12.78) 0,12
Total embriones 291 (logy 206 (100) 133 (100

Tabla 1. Anomalias cromosomicas en embriones en dia 3 vs. tipo de alteracion meiética.

* test de igualdad de proporciones (p< 0.05)
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022: TRANSLOCACIONES ROBERTSONIANAS: )
ESTUDIO DE SEGREGACION Y EFECTO INTERCROMOSOMICO
EN EMBRIONES PREIMPLANTACIONALES.

A. R. Jiménez-Macedo, L. Rabinad, E. Garcia-Guixé, C. Giménez, M. Sandalinas.

REPROGENETICS SPAIN, Barcelona

INTRODUCCION:

Las translocaciones Robertsonianas
(TROB) son una de las reorganizaciones
cromosémicas mds frecuentes en
humanos (1,23/1000). Los portadores
de reorganizaciones pueden producir
gametos  desequilibrados 'y, en
consecuencia, tienen un riesgo
aumentado de fallos de implantacion,
abortos espontdneos y descendencia
con cromosomopatias. Ademas, los
cromosomas  implicados en la
reorganizacion muestran
frecuentemente regiones asindpticas
durante la meiosis I, lo cual puede
interferir con la segregacién normal de
otros cromosomas, produciendo un
efecto intercromosémico (EIC).

Objetivos: 1) estudiar el tipo de
segregacion en embriones de portadores
de TROB analizados mediante
Diagnéstico Genético Preimplantacional
(DGP) segln: a) el sexo del portador, b)
la edad materna (<38 vs. >38 afios), c)
el grupo al que pertenecen los
cromosomas implicados (D, G); y 2)
observar Si existe efecto
intercromosémico (EIC) derivado de la
translocacion.

MATERIAL Y METODOS:

Se  estudiaron 452  embriones
procedentes de 88 ciclos de FIV-DGP. La
biopsia y fijaciéon de los ndcleos se
realiz6 en D+3 de desarrollo embrionario
seglin protocolos estandarizados en
nuestro laboratorio. Se realiz6
hibridacién in situ fluorescente (FISH)
sobre los nicleos y se estudiaron los
cromosomas  implicados en la
reorganizacion segln cada caso.

Para observar el EIC, se compararon 193
embriones de parejas portadoras de
TROB (35 ciclos) con 329 embriones de
pacientes  control (46  ciclos)

procedentes de parejas fértiles, con
cariotipo normal, edad materna < 38
anos y que realizaron DGP por
enfermedades ligadas al sexo. Se realizé
FISH para cromosomas no implicados en
la translocacion (entre 4 y 8
cromosomas).

Para comparar los datos obtenidos se
utilizé el test de Fisher (Graph Pad
Instat 3).

RESULTADOS:

No se observaron  diferencias
significativas en la segregacion de los
cromosomas  implicados en la
translocacion entre mujeres y hombres
portadores; entre mujeres segln su
edad; ni entre los dos grupos de
translocaciones analizadas (D-D y D-G).
En general, se observé que las
segregaciones alternantey la adyacente
son las preferentes, sin existir
diferencias significativas entre ellas
(40.19% vs. 43.78%, respectivamente).

En relacion al estudio de aneuploidias en
los casos de TROB, se observé un mayor
porcentaje de embriones aneuploides en
pacientes portadores de TROB respecto
al grupo control (39.90% vs. 21.07%,
respectivamente; p<0.0001). Estos
resultados podrian explicarse debido al
EIC producido por la translocacién. El
incremento de aneuploidias observado
es del 47.27% en embriones derivados
de pacientes portadores de TROB.

Se dividieron estos pacientes con EIC
seglin el sexo del portador de la
translocacion observandose que cuando
los varones son los portadores, el
nimero de embriones normales es
mayor que cuando lo es la mujer (56.31
Vs. 38.82%, respectivamente;
p=0.0194). Finalmente, se ha observado
que si la translocacion sélo implica
cromosomas del grupo D, el porcentaje

de embriones euploides (sin EIC) es
mayor que si la translocacién implica
cromosomas de los grupos D con G
(59.37 vs. 39.00%, respectivamente;
p=0.0065).

CONCLUSIONES:
En este estudio, los pacientes
portadores de translocaciones

Robertsonianas presentan un 40% de
probabilidades de tener embriones
normales o equilibrados para los
cromosomas involucrados en la
translocacion. No obstante, se ha
observado un incremento del 47% de
aneuploidias en estos pacientes
respecto a la poblacion control. Los
varones portadores de TROB presentan
menor porcentaje de aneuploidias que
las mujeres. La fusion de cromosomas
del grupo D produce menor EIC que la
fusion entre cromosomas de los grupos
DyG.

Recomendamos a pacientes portadores
de TROB realizarse un ciclo de FIV-DGP
para la translocacién junto con un test
de aneuploidias para descartar las
anomalias derivadas del EIC.
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023: EFECTO DE LA VITRIFICACION CON “CRYOTOP” SOBRE LA
CONFIGURACION DEL HUSO MEIOTICO “IN VIVO”

J. F. Zulategui, M. J. de los Santos, V. Garcia, A. Galdn, J. L. Romero, A. C. Cobo

IVI, Valencia

INTRODUCCION:

Se sabe que el huso meidtico es una
estructura subcelular muy sensible a las
temperaturas inferiores a 35° C. Los
procesos de criopreservacién, como es la
vitrificacién, implican la exposicién de los
ovocitos a temperatura ambiente por un
periodo prolongado de tiempo, con el
consiguiente efecto sobre la dindmica
microtubular del huso. El objetivo de este
estudio fue valorar el efecto de los
procesos de vitrificacion y desvitrificacién
sobre el huso meiético, mediante el
sistema de visualizacion con luz
polarizada Oosight®.

MATERIAL Y METODOS:

Se hanincluido 47 ovocitos procedentes de
donantes con edad entre 18-35 afios,
sanas, con ciclos menstruales normales
(21-35 dias), con IMC normal (18-28
Kg/m2). El analisis de los husos meiéticos
se ha realizado mediante microscopia de
luz polarizada (Oosight®). Se ha
cuantificado la hirrefringencia de los
mismos previo a la vitrificacién (fresco),
durante el equilibrio (6min y 12 min),
inmediatamente  después de la
desvitrificacion y tras 2 horas de cultivo “in
Vitro” a 37°Cy con 5,5% de C0,. Para la
vitrificacion se empleé el método Cryotop
®. De los 47 ovocitos se han desvitrificado

20 ovocitos. Tanto la fase de equilibrio
como la de dilucién de los crioprotectores,
se realizaron a temperatura ambiente. El
tratamiento estadistico utilizado fué
Unianova para comparar medidas
repetidas (variacionesintragrupo), siendo
significativo cuando p<0,05; y de andlisis
de varianza univariante para comparar
medias en distribucién normal siendo
significativo cuando p<0,05.

RESULTADOS:

Las retardancias media, mdaxima vy
minima de los husos meidticos a los
6minya los 12 min durante el equilibrio,
e inmediatamente y a las 2 horas post-
desvitrificacion fueron:

CONCLUSIONES:

Los ovocitos no pierden los husos
meidticos en el equilibrio, durante la
vitrificacién. La depolimerizacién de las
fibras del huso ocurre en la fase de
dilucion de los crioprotectores durante
la desvitrificacién. Tras dos horas de
cultivo in vitro, tanto las mediciones de
retardancia como la estimacion del drea
que ocupa el huso son similares a las
observadas en fresco, indicando que tras
el proceso de criopreservacion se
reconstruye la estructura del huso
meidtico  mostrando  parametros
similares a los observados previo a la
vitrificacion.

Birrefringencia | Birrefringencia | Birrefringencia Area del huso

maxima (nm}) minima (nm) media (nm) (pm?)
Fresco (n—47) 3,242 0.3 1,94¢ 110,14¢
'g‘r‘;'i‘lll‘rl“o‘; (na) 0.4 2.03¢ 87.16¢
l;g]:éli]::tzg (n-38) 0.4 2,14¢ 97.07°
L;“];"'i:i[{il‘i‘i‘:} 1.1b 026 0,74 38.018
?f;"r:;lf:f‘li‘s’; 0.45 1.85¢ 01 8¢

Diferentes superindices indica diferencias significativas
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024: EFECTO DEL PROCESO DE VITRIFICACION SOBRE LA
ESTRUCTURA DEL HUSO MEIOTICO Y ORGANIZACION
CROMOSOMICA EN OVOCITOS HUMANOS EN METAFASE II.

C. C. Duque?, J. Alfonso?, R. P. Cervera®, A. Monzé?, ?, V. Montaiiana?, 2, R. Moreno?, M. Stojkovic?, A. Romeu?, 2.
*Unidad de Reproduccién Humana (Servicio de Ginecologia). Hospital Universitario la Fe, Valencia. 2Instituto de Medicina Reproductiva (IMER),
Valencia. 3Laboratorio de Reprogramacién Celular, Centro de Investigacion Principe Felipe (CIPF), Valencia.

INTRODUCCION:

La criopreservacion de ovocitos permite
preservar la fertilidad en pacientes que
por diversas etiologias pueden sufrir un
fallo ovarico prematuro. Los protocolos
de congelacién/descongelacién
conllevan una reduccién lenta de la
temperatura en el tiempo, resultando en
el dafio irreversible de estructuras
vitales de los ovocitos. Los
microtdbulos, que conforman el huso
meiético, y los microfilamentos,
localizados en el cdrtex ovocitario, son
muy susceptibles a la temperatura de
enfriamiento (chilling) y a la exposicion
a los crioprotectores. Una alineacién
cromosémica incorrecta previa a la
extrusién del corplsculo polar puede
conducir @  una  segregacion
cromosémica alterada, fecundacion
anémalay/o a una elevada incidencia de
aneuploidias. La técnica de vitrificacion

combina tasas de enfriamiento
ultrarrdpidas  (23.000°C/min) vy
concentraciones elevadas de
crioprotectores,  aumentando la

supervivencia ovocitaria y la integridad
de sus estructuras vitales. El objetivo fue
evaluar el efecto de nuestro protocolo de
vitrificacion sobre la integridad del huso
meidticoy la organizacién cromosémica
en ovocitos humanos metafase II.

MATERIAL Y METODOS:

Se vitrificaron un total de 12 ovocitos
procedentes de pacientesincluidas en el
Programa de Fecundacion in vitro del
Instituto de Medicina Reproductiva
(IMER) de Valencia que firmaron el
correspondiente consentimiento
informado. Como grupo control
(ovocitos no vitrificados), se incluyeron
6 ovocitos procedentes de pacientes
incluidas en el Programa de Fecundacion
invitro de la Unidad de Reproduccién del
HU La Fe de Valencia, previa firma del

consentimiento de participacién en un
Proyecto de Investigacién desarrollado
en el Centro de Investigacion Principe
Felipe de Valencia (CIPF).

Para los procesos de
vitrificacién/desvitrificacion se empleé
el protocolo descrito por Kuwayama y
cols. (2005), comercializado por Irvine
ScientificO (Vit KitO-Freeze/Thaw) con el
CryoTip0 como contenedor. Tras la
desvitrificacién se evaluaron la tasa de
supervivencia y apariencia morfolégica
tras 4 horas de cultivo in vitro, valorada
como integridad de la membrana
plasmatica y aspecto del ooplasma.
Posteriormente, se realiz6 tincién
inmunocitoquimica del huso meidtico
siguiendo el protocolo descrito por Liny
cols., 2008, y se visualizaron por
microscopia confocal (Servicio de
Microscopia Confocal, CIPF).

RESULTADOS:

Se vitrificaron/desvitrificaron un total
de 12 ovocitos metafase II. La tasa de
supervivencia fue del 91,6% (11/12).
Los que sobrevivieron mostraron una
apariencia morfolégica normal tras 4
horas de cultivo in vitro. Se fijaron un
total de 10 ovocitos metafase II
desvitrificados y 6 ovocitos metafase II
no vitrificados (grupo control). Se
consider6 una configuracién normal del
huso meiético a (1) una estructura en
forma de barril, con polos ligeramente
sefalados y cromosomas formando un
grupo ordenado en el ecuador (placa
metafdsica) cuando el complejo
huso/cromosomas estaba orientado
paralelo al plano focal o a (2) una
estructura circular si el complejo estaba
orientado perpendicular al plano focal.
La configuracién anémala del huso
meidtico quedo representada por una
desorganizacion parcial o completa de
los microtdbulos. Se consideré una

configuracién cromosémica normal
cuando los cromosomas se mostraron
organizados en el ecuador del barril
(placa metafdsica) o en un circulo
dependiendo del plano focal, y anormal
cuando se observé  dispersion
cromosémica o apariencia cromosémica
aberrante o poco condensada
(Vanhouttey cols., 2007). El porcentaje
de ovocitos informativos fue del 100%
para el grupo control (6/6) y del 70%
(7/10) para los desvitrificados. La
proporcién de ovocitos con una
configuracién del huso meiético normal
y una alineacién correcta de los
cromosomas fue del 100% (6/6) para
ovocitos no vitrificados (grupo control)
y del 85,7% (6/7) para ovocitos
desvitrificados, resultados similares a
los descritos en la bibliografia.

CONCLUSIONES:

La vitrificacion de ovocitos, utilizando
los contenedores cerrados CryoTip0, es
una técnica eficaz, rapida y sequra en
cuanto que mantiene la integridad del
huso meiético, de la placa metafasicay
del anillo de microfilamentos tras su
criopreservacion.
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025: ESTUDIO MEDIANTE EMBRYOSCOPE DE LA MADURACION
NUCLEAR DE 00CITOS VG RECUPERADOS DE CICLO ESTIMULADO.
EFECTO DEL ENVEJECIMIENTO OOCITARIO IN VITRO SOBRE LA
COMPETENCIA CITOPLASMATICA.

N. Grau, L. Escrich, T. Viloria, P. Gamiz, M. Borges, M. J. Escriba
Laboratorio de Embriologia Clinica. IU-IVI. IVI Valencia.

INTRODUCCION:

La maduracion oocitaria consta de dos
periodos: 1) reanudacién de la meiosisy
progresion a MII; 2) periodo de
secuestro en MII hasta la activacion.

Determinar el momento exacto en que se
expulsa el primer corpdsculo polar (1CP)
podria hacerse mediante valoraciones
periddicas, lo que probablemente afecta
al desarrollo ademds de ser time-
consuming.

activaciéon consiste en incubar en
ionéforo de calcio (A23187; 5mM/L)
durante 5 minutos, seguido de 4-5hr en
puromicina (10pg/mL). Tras 16-20hr, se
evalu6 la respuesta de activacion
mediante presencia pronuclear.

RESULTADOS:

Tras 24hr de maduracién, 65.8% de las
VG progresa a MII y 7.3% necesita
42.7+2.4hr, observdndose una tasa
global de maduracion nuclear del 73.2%.

los activados en al, responden igual
independientemente del momento de
maduracién (promedio 67.6%).

CONCLUSIONES:

Extender el periodo de maduracién mas
alld de 24hr no incrementa
significativamente las tasas de
maduracién nuclear (65.7% vs 73.2%).

El Embryoscope permite determinar el
momento de reanudacion de la meiosis

Con esta comunicacién presentamos los GV(%) MI(%) MI1(%)

primeros estudios de dinamica de 24hr (n 41) 5(12.2)b 9(21.5)b 27(65.8 )a
maduracién en tiempo real mediante 48hr (n=14) 5(35.7) 6(42.9) 3(21.4)
tecnologia de andlisis de imagen Total 5(12.2) 6(14.6) 30(73.2)
asociadas al cultivo (Embryoscope) para

definir el momento exacto en que las VG

progresan con la rotura de la envoltura a,b p<0.05 (GVBD:4.4+4.6hrs), asi como el inicio

nuclear (GVBD, Germinal vesicle
breakdown) y finalmente a MIIL. También
evaluamos el efecto del envejecimiento
in vitro de los MII sobre la competencia
citoplasmatica.

MATERIAL Y METODOS:

Seincubaron 41 VG durante 48hr en 25ul
de CCM en placas proporcionadas por
BioSense mediante cultivo en el
Embryoscope. Se registraron imagenes
de cada oocito en 9 planos diferentes
cada 15 minutos. El visionado vy
escrutinio manual de los registros
permitié anotar el tiempo real de GVBD
y extrusion del 1CP. Los resultados se
analizaron con SPSS 17.0.

El efecto del tiempo de maduracion e
incubacién previa a la activacién sobre
la competencia citoplasmdtica se
estudio sobre 129 MII, obtenidos tras
24hr 6 48hr de cultivo, activdndose en
dos tiempos (grupo a0: activados
inmediatamente -j6venes-yal: tras 12-
24hr de cultivo -envejecidos-). La

Lasimdgenes muestran que tras 4.4+4.6
horas, las VG experimentan GVBD y se
mantienen secuestrados en MI durante
11.5+5.9hr (VG a MII: 14.9+4.3hr).

del secuestro meidtico en MII

(11.545.9hr).

Los oocitos madurados in vitro durante
las primeras 24hrs son competentes

Activados(%o) No Activados(%)
24hr-a, (n=95) 64 (67.4) 31(32.6)
24hr-a, (n=6) 3 (50y® 3 (50)
48hr-a, (n=15) 1 (6.7)0 14 (93.3)
| 48hr-a, (n=13) | 9 (69.2) 4 (30.8)
No existen diferencias en las tasas de citoplasmaticamente (66.3%); los

activacién a0 y al madurados en las
primeras 24hr de cultivo (66.3%;
p=0.668). En cambio, la tasa de
activacion es mayor en al que en a0
cuando MII se alcanza tras 48hr de
maduracion  (69.2%  vs.  6.7%;
p=0.00228).

En los oocitos activados en a0, la tasa de
activacion es significativamente mayor
en los que maduran en las primeras 24hr
(67.4% vs 6.7%; p=0.00003). En cambio

madurados durante las siguientes 24
horas parecen requerir de un periodo de
cultivo in vitro adicional al de
maduracion  (envejecimiento) para
adquirir una competencia citoplasmatica
comparable a la de los primeros.

Estudios orientados hacia la dinamica de
maduracion en tiempo real por
Embryoscope permitirdn optimizar la
competencia oocitaria.
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026: METABOLOMICA DEL LIQUIDO FOLICULAR PROCEDENTE DE
CICLOS NATURALES Y ESTIMULADOS MEDIANTE RESONANCIA

MAGNETICA NUCLEAR DE ALTA RESOLUCION.

V. Garcia-Laez, E. Pifiero-Sagredo, M. J. de los Santos, V. Esteve, B. Celda.
IVI Valencia, CIBER-BBN de la Universitat de Valencia y Dept. Quimica-Fisica de la Universitat de Valencia (Valencia).

INTRODUCCION:

La Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
es una técnica basada en las propiedades
de los nicleos atémicos sometidos a un
campo magnético que proporciona un
espectro que contiene informacion
estructural y de composicion de la
materia asi como datos cualitativos y
cuantitativos. La RMN permite la
deteccién de trastornos metabélicos y
una distincion de gran variedad de
componentes orgdnicos de manera que
puede proporcionar los perfiles
metabélicos de tejidos y biofluidos como
puede ser el liquido folicular.

OBJETIVO:

Determinar diferencias metabélicas en
los liquidos foliculares de mujeres
sometidas a ciclos de estimulacién
ovdrica convencional (EOC) frente a los
ciclos naturales comparando los
espectros obtenidos por RMN de alta
resolucion. Analizar la influencia de las
gonadotropinas aportadas en los ciclos
de EOC en el metabolismo de la glucosay
la produccion de lactato.

MATERIAL Y METODOS:

Se realiza un estudio prospectivo de
cohortes emparejado que incluye un
total de 84 pacientes sometidas a la
aspiracion  del liquido folicular
utilizando Gnicamente el liquido
independiente del primer foliculo pre-
ovulatorio encontrado. 39 fueron ciclos
estimulados y 45 ciclos naturales. La
edad media en los dos grupos de
estimulacion fue de 32 afios.

Los espectros de RMN fueron obtenidos
principalmente en un espectrémetro
Bruker Avang 600 MHz (14.1T) equipado
con una sonda QXI 1H/13C/15N/31P de
5mm a una temperatura de 298 K.

Se realizaron experimentos de RMN
monodimensionales con atenuacién de
la sefial del agua, presaturacién y
experimentos Carr-Purcell-Meiboom-Gill
(CPMG) spin-echo que fueron llevados a
cabo con un tiempo de echo total de
136ms. CPMG wusa las diferentes
propiedades de relajacién basadas en el
tamafo de las moléculas, de este modo,
se eliminan las resonancias de las
macromoléculas. En este tipo de
espectros, s6lo las sefales de los
metabolitos mas pequefios o moléculas
con grupos muy méviles (T2 largo)
pueden ser observadasy la linea base es
mejorada.

También se realizd un Andlisis de
Componentes  Principales  (PCA).
Ninguna diferencia significativa fue
observada cuando los espectros fueron
analizados a través de la integracion de
las 200 o 500 bandas o de picos bien
separados en los espectros CPMG.

Se estudiaron metabolitos estrechamente
conectados entre si como son la glucosa,
lactato, acetato, acetoacetato -
hidroxibutirato y piruvato y que son
importantes en las rutas energéticas del
foliculo. Las correlaciones entre estos
metabolitos fueron analizadas a través de
laiintegracion de picos bien separados en
los espectros CPMG a TE 136 ms.

RESULTADOS:

Todos los espectros obtenidos,
mostraron una resoluciéon y ratio
sefial/ruido adecuados.

Tanto en los ciclos estimulados como en
los naturales una correlacién lineal
negativa puede ser observada entre
lactato y glucosa, acetato y -
hidroxibutirato, mientras que la
correlacién entre la glucosay el acetato,
piruvato y acetoacetato es positiva.

Sin embargo en los ciclos estimulados
existe una correlacion positiva entre el
lactato y piruvato, lo cual indica la
existencia predominante de una ruta
aerdbica; mientras que en los ciclos
naturales existe una correlacién
negativa, propio de una ruta anaerébica.
Ademds observamos un aumento de la
concentracion de LH en el liquido
folicular de los ciclos naturales lo cual
conlleva a una mayor acumulacién de
lactato.

CONCLUSIONES:

El andlisis de los liquidos foliculares
mediante RMN de alta resolucién,
proporciona un perfil de correlaciones
de los metabolitos mds importantes en
las rutas energéticas, distinto entre los
ciclos naturales y estimulados. Las
gonadotropinas afectan a la glicélisis de
las células de la granulosa del ovocito.
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027: RESULTADOS DEL ESTUDIO DE LA TASA DE ANEUPLOIDIAS EN
OVOCITOS DE DONANTE TRAS ANALISIS DEL PRIMER Y SEGUNDO
CORPUSCULO POLAR MEDIANTE FISH

E. Velilla?, 3, A. Colomar?, 3, S. Fernandez!, 3, E. Toro?, 3, A. Casanovas?, 0. Serra?, R. Olivares?, M. Lopez-Teijon?, 2.
Institut Marqués, Barcelona; ?Fundacién Leonardo Marqués, Barcelona; *Centro de Medicina Embrionaria, Barcelona, Madrid.

INTRODUCCION:

El estudio de la tasa de aneuploidias en
ovocitos es muy importante para
optimizar la seleccion de donantes de
6vulos. El screening de aneuploidias
mediante FISH en mujeres jovenes se ha
realizado en ovocitos donados por
parejas que se someten a tratamientos
de infertilidad (Gutiérrez-Mateo et al.,
2004; Fragouli etal., 2006); en ovocitos
que han madurado in vitro (Gutiérrez-
Mateo et al., 2006) o en embriones en
dia 3 procedentes de programas de
donacién (Munné et al., 2006). Sin
embargo, estos resultados no son
representativos de las tasas basales de
aneuploidias en évulos de donantes. El
objetivo de este estudio fue analizar la
tasa de aneuploidias en ovocitos de
donantes tras el andlisis del primery
segundo corplsculo polar mediante
FISH con el fin de (i) evaluar la tasa
basal de aneuploidias existentes en
ovocitos procedentes de mujeres jévenes
y fértiles candidatas a ser donantes de
6vulos; vy (ii) establecer la importancia
de introducir el estudio genético
preimplantacional en el screening de las
donantes. Hasta la fecha, tan sélo existe
una publicacién que haya estudiado las
anomalias cromosémicas en donantes
utilizando la técnica CGH (hibridacién
genémica comparada) (Keskintepe et
al., 2007). Por lo tanto, esta es la
primera vez que se realiza un estudio de
las tasas de aneuploidias en donantes
tras el analisis de los corpusculos polares
mediante FISH.

MATERIAL Y METODOS:

En este estudio seincluyeron un total de
16 ciclos de FIV procedentes del
programa de donacién de ovocitos de
Instituto Marqués. El rango de edad de
las donantes fue de entre 20 y 31 afios
(media de 26,06) y se analizaron un
total de 106 ovocitos. Se realizé biopsia

del primery el sequndo corpisculo polar
entre 16 y 18 h después de la
microinyeccion por ICSIy se procedio al
analisis mediante la técnica de FISH para
los cromosomas 13, 16, 18, 21 y 22
segin el protocolo descrito por
Verlinsky, 2005.

RESULTADOS: De 85 ovocitos analizados,
25 (29,4%) presentaron alteraciones
para alguno de los cromosomas
estudiados y 60 (70,6%) resultaron
normales. La tasa de ovocitos euploides
oscilé entre un 20 y un 100% por
puncién. La tasa de aneuploidias
encontrada en ovocitos de donante en
este estudio concuerda con la publicada
por Keskintepe et al. (2007) para los
mismos cromosomas analizados. Debido
a la existencia de nlcleos incompletos
procedentes de corplsculos polares
fragmentados no se pudo obtener un
diagnéstico en 21 ovocitos. Tan solo dos
donantes tuvieron un elevado ndmero de
ovocitos aneuploides mientras que las
14 restantes tuvieron una tasa de
ovocitos euploides del 78%.

CONCLUSIONES:

Segln estos resultados, el 29,4 % de los
ovocitos de donantes son aneuploides y,
por lo tanto, deberia considerarse la
posibilidad de realizar el estudio de
corpusculos polares en los programas de
donacion de ovocitos. Esto permitiria (i)
seleccionar las donantes con el mayor
porcentaje de ovocitos euploides y (ii)
evitar el uso de ovocitos aneuploides.
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028: LOS OVOCITOS HUMANOS EXPRESAN LOS RECEPTORES
CANNABINOIDES CB1 Y CB2 Y SU LOCALIZACION VARIA EN LOS
DIFERENTES ESTADOS DE MADURACION OVOCITARIA

L. Peralta*, E. Agirregoitia*, R. Mendoza**, A. Expésito**, R. Matorras**, N. Agirregoitia*
*Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina y Odontologia UPV/EHU, Leioa, Bizkaia. **Unidad de Reproduccién Humana, Hospital

de Cruces UPV/EHU. Barakaldo, Bizkaia.

INTRODUCCION:

El sistema cannabinoide esta implicado
en la modulacién de varias fases del
proceso de reproduccién (Wang et al.,
2006). Hasta la fecha, en los tractos
reproductores femenino y masculino
s6lo se ha descrito la presencia del
endocannabinoide anandamida (Schuel
et al., 2002), sugiriendo que, tanto el
espermatozoide como el ovocito,
podrian estar expuestos a esa sustancia
en su transito hasta producirse la
fecundacién (Schuel and Burkman,
2005). La idea de la implicacion del
sistema cannabinoide  en la
reproduccién se ha visto reforzada con
la reciente descripcion de los receptores
de cannabinoides CB1 y CB2 en los
espermatozoides humanos (Rossato eta
al, 2005; Agirregoitia et al., 2009).
También es sabido que los cannabinoides
ejercen suinfluencia, via receptor, en la
fase deimplantacion del embrién (Wang
etal., 2006). Sin embargo, poco o nada
se sabe del papel de los cannabinoides
en la maduracion de los gametos
femeninos.

OBJETIVO:

El interés del presente trabajo de
investigacién se centra por una parte, en
la deteccion de los receptores de
cannabinoides CB1 y CB2 en ovocitos
humanosy por otra, en la localizacién de
dichos receptores en las diferentes fases
de maduracién ovocitaria: vesicula
germinal (GV), metafase I (MI) vy
metafase II (MII). En este sentido, el
propdsito de este estudio serfa resolver
si existe presencia de componentes de
este sistema cannabinoide en los
gametos femeninosy en caso afirmativo,
poder discutir la viabilidad de iniciar una
via de investigacién, para conocer la
influencia de los cannabinoides en la
maduracion in vitro de ovocitos
humanos.

MATERIALY METODOS:

En el estudio se incluyeron ovocitos de
pacientes pertenecientes al programa de
reproduccion asistida (FIV/ICSI) de la
Unidad de Reproduccion Humana del
Hospital de Cruces. Estas pacientes se
sometieron a un protocolo de
hiperestimulacién folicular controlada.
La presencia de los receptores de
cannabinoides en los ovocitos se analizé
a varios niveles mediante tres técnicas:
1) RT-PCR (para la deteccién de los
mRNA de CB1y CB2), 2) Inmunoblotting
(para la deteccién de las proteinas de
CB1 y CB2) y 3) Inmunocitoquimica
(para la localizacién celular de los
receptores CB1y CB2 en las diferentes
fases de maduraciéon del ovocito).

RESULTADOS:

Los resultados de la PCR, el inmunoblot
y la inmunocitoquimica dejan en
evidencia la existencia de los receptores
de cannabinoides CB1 y CB2 en los
ovocitos humanos. Por otra parte, la
localizacién de cada receptor varia en las
diferentes fases de la maduracion
ovocitaria. Asi, la distribucién del
receptor CB1 es homogénea en ovocitos
en fase MI, mientras que en las fases GV
y MII la localizacién es periférica. Por el
contrario, el receptor CB2 aparece
distribuido de forma homogénea en
ovocitos en fase MIIy sin embargo en las
fases GV y MI la localizacion del receptor
es periférica.

CONCLUSIONES:

La presencia de los receptores de
cannabinoides CB1 y CB2 en ovocitos
humanos, confirma la presencia de un
componente imprescindible del sistema
cannabinoide en ese tipo celular.
Ademas sugiere una posible accién de
estas moléculas, via receptor, en la
maduracion del gameto, tanto en el

ovario como en el tracto reproductor
femenino. Por otra parte, la distinta
localizacion de cada receptor en las
diferentes fases de maduracion nos
indica que cada receptor podria tener un
papel diferente en ese proceso y por
tanto, cada uno seria necesario en fases
diferentes de la maduracion. Teniendo
todo esto en cuenta, la continuacién de
este trabajo se deberia centrar en
comprobar cudl es el papel madurativo
que tienen los compuestos
cannabinoides in vitro, ya que es posible
que pudieran ayudar a una maduracién
ovocitaria controlada y dirigida en el
laboratorio de reproducciéon humana.

BIBLIOGRAPHY:
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001: ACUMULACION DE OVOCITOS EN BAJAS RESPONDEDORAS.
SEXISTE UN BENEFICIO?

D. Castelld, A. Mifsud, A. Galan, C. Albert, A. Tejera, A. Cobo

Institut Universitari IVI-Valéncia

NTRODUCCION:

Existe una asociacién entre el nimero de
ovocitos fecundables y los resultados
globales de FIV. La baja respuesta (BR) a
las gonadotropinas frecuentemente
resulta en cancelacion del ciclo,
reduccién en la cantidad de embriones
disponibles para la transferencia y menor
probabilidad de éxito. La posibilidad de
acumular ovocitos procedentes de
varios ciclos de hiperestimulacion
ovdrica controlada (HOC) mediante la
vitrificacién, podria contribuir a paliar los
efectos del bajo nlmero de ovocitos y/o
embriones. El objetivo de este estudio es
evaluar el valor de la vitrificacién de
ovocitos en casos de BR.

MATERIAL Y METODOS:

Estudio ambispectivo de cohorte, que
incluye 135 pacientes BR (< 5 ovocitos)
con una media de edad de 35,9+2,9 afios
sometidas a 304 ciclos de HOC. Los
ovocitos (N=417) provenientes de 172
ciclos fueron vitrificados. Mientras que
los 575 ovocitos frescos provenientes de
132 ciclos fueron afadidos a los
criopreservados, con el fin de
acumular una cohorte mixta (N=992
ovocitos), compuesta por ovocitos
vitrificados/desvitrificados y ovocitos
frescos resultantes de diferentes ciclos

HOC (grupo 1). La tasa de embarazo en
el grupo 1 fue comparada con la tasa de
embarazo acumulada en un grupo
control formado por 965 pacientes BR
(edad media: 36,6 + 3,6) (grupo 2). En
este grupo, 60 pacientes (8,6%) se
sometieron a un segundo ciclo HOCy 2 a
un tercero (0.3%). El resto de pacientes
declinaron someterse a un nuevo HOC.
En el grupo 2 se calculé la tasa de
gestacion acumulada tras la realizacion
de estos ciclos en fresco. La vitrificacion
de ovocitos fue llevada a cabo mediante
el método de Cryotop®. Para el andlisis
estadistico se usé el software de andlisis
estadistico SPSS 12,0. El test de la t-
student de dos colasy el test de 2 fueron
usados para comparar valores medios y
proporciones respectivamente.

RESULTADOS:

La media de vitrificaciones y ciclos
frescos fueron 1,3+ 0,5 y 1,0+0,2
respectivamente. Un total de 362 de 417
(86,6%) ovocitos sobrevivieron tras la
vitrificacion. En el grupo 1 el porcentaje
de pacientes sometidas a mas de un ciclo
de HOC fue del 100% mientras que en el
grupo 2 el 9,2% se realiz6 mas de un
ciclo de HOC (p<0,05). En el grupo 1 se
realizaron el 91,8% de las transferencias
mientras que en grupo 2 el 80,9% de las
pacientes fueron transferidas (p<0,05).

La media de embriones transferidos fue
de 2,0+0,6vs. 1,4+0,3 respectivamente
(p<0,05). La tasa de gestacion para el
grupo 1 fue 50,8% mientras que en el
grupo 1 tras el 1° ciclo fue de 28,3%;
21,6% para el 2° ciclo. En el 3er ciclo
ninguna paciente resulté embarazada.
Las tasas de implantacién y aborto
fueron de 29,6% vs. 24,1% y 12,2% vs.
13,7% respectivamente (NS). La tasa de
gestacion/ciclo en el grupo 1 (50,8%)
fue similar a la tasa acumulada obtenida
en el grupo2 (50,9%) (NS).

CONCLUSIONES:

La tasa de gestacién conseguida al
construir una cohorte mds numerosa de
en casos de BR mediante la vitrificacién
de ovocitos, es similar a la tasa de
gestacion acumulada obtenida con ciclos
consecutivos en fresco. Sin embargo,
todas las pacientes que han vitrificado
ovocitos han tenido la oportunidad de
conseguir un 50,8% de éxito, mientras
que en fresco solo el 9,2% tuvieron esta
oportunidad, debido al alto porcentaje de
abandono del tratamiento o la derivacién
al programa de ovo-donacién. Por otra
parte, esta estrategia anima a las
pacientes a realizar el tratamiento con
sus propios ovocitos antes de desistir o
tomar esta otra alternativa.

002: DIFERENCIAS DE GENERO: LA SOBREEXP‘RESI(‘)N DE FOXJ2 SE
ASOCIA CON FALLO SEVERO DE ESPERMATOGENESIS PERO NO CON
FALLO DE FOLICULOGENESIS

P. Sdnchez-Aparicio?; R. Ramos?; S. Muiioz?; A. Palomo3; C. Romero*; M. Nieto?; E. R. Hernandez!

FivMadrid?, UAM?, Instituto de Ginecologia y Reproduccién, Drs. Ordas y Palomo?, e Instituto La Cigiiefa*, Madrid

INTRODUCCION:

FoxJ2 es un factor de transcripcién,
perteneciente a la familia Fork Head,
que actla como activador de la
expresion génica de dos proteinas de

interaccion celular, Cx43 y Cad-E.
Teniendo en cuenta que los ratones
transgénicos de sobreexpresion de Foxj2
presentan espermatogénesis aberrante
e infertilidad, nos planteamos estudiar
si existe una relacion similar entre la

infertilidad humanay la sobreexpresion
de FoxJ2. Con este objetivo, analizamos
los niveles de expresion de FoxJ2 en
pacientes con trastornos de infertilidad
sometidos a ART.

119



120

COMUNICACIONES POSTER

METODOS:

En este estudio analizamos los niveles de
ARNm de FoxJ2 en células de la
granulosa de 35 mujeres sometidas a
puncién folicular, y en tejido testicular
de 20 varones sometidos a TESE. Como
control seincluyeron donantes de évulos
y pacientes vasectomizados. Para
determinar los niveles de ARNm se
utilizaron  técnicas de  RT-PCR
cuantitativa en tiempo real.

RESULTADOS:

Nuestros resultados indican que FoxJ2
se expresa en todas las muestras
analizadas, aunque el ndmero de
transcritos varia entre dichas muestras.

En el caso de los varones, los niveles mas
elevados de FoxJ2 corresponden a
pacientes azoospérmicos que carecen de
espermatozoides en tejido testicular. En
el caso de las pacientes femeninas, el
nivel de expresion de FoxJ2 en las
células de la granulosa no muestra
asociacion alguna con el ndmero de
oocitos maduros obtenidos tras puncién
folicular. Sin embargo, niveles elevados
de FoxJ2 en las células de la granulosa
correlacionan de forma significativa con
baja probabilidad de gestacion.

CONCLUSIONES:
Este trabajo revela que FoxJ2 estd

diferencialmente expresado en las
gonadas masculinas y femeninas.

Ademas, la sobreexpresién de FoxJ2 se
asocia a pacientes azoospérmicos con
fallo severo de espermatogénesis
mientras que en el caso de las mujeres la
expresion de FoxJ2 es independiente del
proceso de la foliculogénesis. Sin
embargo, resulta sorprendente observar
que la sobreexpresién de FoxJ2 en las
células de la granulosa correlaciona con
una reduccién significativa de la
probabilidad de gestacion. Estos datos
son consistentes con el fenotipo de
infertilidad previamente observado en
ratones transgénicos de sobreexpresion
para Foxj2. En conclusién, la expresion
modificada del factor de transcripcién
FoxJ2 podria explicar, a nivel molecular,
algunos trastornos de infertilidad
humana.

003: EFECTO DE LA OXIDACION DEL ADN EN EL ESPERMATOZOIDE
DE ORIGEN TESTICULAR SOBRE LA CALIDAD EMBRIONARIA Y EL
EMBARAZO EN CICLOS CON OVOCITOS DONADOS

C. Aguilar, N. Garrido, S. Garcia-Herrero, E. 0 “Connor, T. Viloria, M. Meseguer

Instituto Universitario IVI Valencia

INTRODUCCION:

La calidad del ADN espermatico ha sido
una cuestion de interés desde los
primeros  problemas  prenatales
encontrados tras el ICSI en comparacion
a la poblacién general. Este problema es
aun mas preocupante en aquellos
varones con factor masculino severo,
donde por diversos motivos la
espermatogénesis no esta completada.

Por otro lado, sabemos que el estrés
oxidativo se ha relacionado con ambos
aspectos; el factor masculino y en la
integridad del ADN espermatico.
Mediante este estudio pretendemos
determinar la relevancia que la
oxidacion del ADN causada por los
radicales libres en los espermatozoides
de origen testicular obtenidos mediante
biopsia.

MATERTAL Y METODOS:

Realizamos un estudio prospectivo

observacional en el que analizamos los
espermatozoides testiculares de 57
varones azoospermicos (de origen
obstructivo y secretor) en los que se
realizd una extraccion espermdtica
mediante biopsia de testiculo abierta y
un  posterior  tratamiento  de
reproduccion  asistida  utilizando
ovocitos donados, permitiendo una
estandarizacion de la calidad ovocitaria
y reduciendo el sesgo introducido por la
misma. Una pequefa alicuota de
espermatozoides  testiculares  fue
apartada, suspendida en Etanol 70% y
guardada a -80°C para su posterior
analisis. Para medir la oxidacién del DNA
se utilizé el OXI DNA assay kit (OxiDNA
Assay, Calbiochem, Barcelona, Espafia),
basado el la unién directa de un
anticuerpo fluorescente a la 8-hydroxy-
2'-deoxyguanosine  (8-0HdG) un
producto de la oxidacién por el ataque
de los radicales libres. Ademads para
determinar la ploidia de las células
testiculares (y poder distinguir los
distintos tipos celulares de la linea

germinal) se realiz6 un marcaje doble
con Ioduro de Propidio. La doble
fluorescencia individualmente en cada
espermatozoide mediante citometria de
flujo (Coulter Cytometry, Hialeah, FL).
Los datos obtenidos se expresaron como
porcentaje  de  espermatoizoides
positivos e intensidad de fluorescencia.

RESULTADOS:

En la siguiente tabla presentamos la
proporcién de células en funcién de su
ploidia y la proporcion de células
oxidadas en funcién de su ploidia, en
pacientes con azoospermia
obstructiva(AQ) y azoospermia secretora
(AS).

Encontramos una relacion estadistica
muy débil entre la Oxidacion del ADN, la
fecundacion y los parametros
embrionarios de calidad morfoldgica
existentes tanto en los primeros dias de
desarrollo (2-3) como en los Gltimos (5-
6). En referencia al embarazo el andlisis
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de curvas ROC reveld que la oxidacion del
ADN no tiene poder predictivo para el
embarazo siendo el area bajo la curva =
0.496 (IC95% 0.331-0.661).

CONCLUSIONES:

En nuestro conocimiento, este es uno de
los pocos trabajos dedicados al analisis

[ ANO (n-39) [ AO (n-18) [p
Ploidia (%)
Tlaploides 83.14(SD-18.18) 86.12(SD—11.99) 0.555
Diploides 12.72(SD-14.33) 9.76(SD—7.99) 0448
Tetraploides 4.14(SD- 6.52) 3.62(SD-5.97) 0.781
% de células oxidadas
% 9.09(SD-7.67) 4.56(SD—5.78)
Tlaploides 0.023
Intensidad 416.81(SD— 175.28) 497.14(SD—210.96) 0.189
Diploides % 3.52(SD-4.89) 1.77(SD-2.38) 0.191
Intensidad 393.19(8D- 147.32) 483.39(5D-214.01) 0.133
Tetraploides % 2.52(SD-4.29) 2.36(SD-4.06) 0.901
Intensidad 338 88(SD—199.49) 265.19(SD-249.79) 0.264

de factores moleculares en
espermatozoides de origen testicular. La
espermatogénesis deficiente se ve
reflejada en un aumento de la oxidacion
del DNA espermdtico, actuando como
indicador de mala calidad espermatica.
No obstante las diferencias en los
niveles de oxidacién del ADN no parecen
afectar sustancialmente a la calidad

embrionaria ni a las probabilidades de
embarazo, siendo la maquinaria de
reparacion ovocitaria uno de los posibles
factores que explicarian este efecto.

004: EL REANALISIS DE EMBRIONES MEJORA LA EFICACIA DEL DGP

MEDIANTE FISH

A. Lifidn, M. Gaytan, R. Herrer, E. Martinez, M. Ariza, D. Cernuda, F. Bronet.

IVI Madrid

INTRODUCCION:

Mediante FISH, técnica que se utiliza de
forma rutinaria en el Diagnéstico
Genético Preimplantacional (DGP),
podemos conocer el nimero de copias de
cada cromosoma analizado. Se emplea
para determinar si el embridon es
portador de una anomalia cromosémica
numérica  (alteraciones en el
ndmero de cromosomas) o
estructural (translocaciones reciprocas
y Robertsonianas, inversiones,
deleciones) y para la seleccién del sexo
embrionario en pacientes portadores de
enfermedades ligadas a los cromosomas
sexuales. De este modo podemos
diferenciar entre embriones aneuploides
y embriones normales para los
cromosomas estudiados antes de ser
transferidos al Gtero materno. Los fallos
de diagndstico pueden variar segin el
centro, encontrdndose una tasa de
falsos positivos y falsos negativos del
1,5% y del 19% respectivamente.

Una de las complicaciones mas
frecuentes son las falsas monosomias,
las cuales pueden deberse a fallos de
hibridacion o al solapamiento de
sefiales. El objetivo de este estudio es
analizar qué porcentaje de monosomias
son reconfirmadas como tales tras la
rehibridacién con sondas teloméricas, y
cudles resultan en falsas monosomias.

MATERIAL Y METODOS:

En total se reanalizaron 339
monosomias de 271 embriones. Estos
embriones proceden de 136 pacientes
incluidos en el programa de Diagndstico
Genético Preimplantacional de la clinica.
El estudio se ha realizado durante el
periodo de tiempo comprendido entre
octubre de 2008 y mayo de 2009.

RESULTADOS:

En 205 casos (60,5%) se confirmaron las
monosomias, y en 134 casos (39,5%) las

monosomias eran falsas. Estos
porcentajes varian dependiendo del
cromosoma analizado, de modo que
cuando  analizamos las  falsas
monosomias procedentes de sefiales
originadas por sondas centroméricas
(cromosomas 15, 16, 17 y 18) el
porcentaje de monosomias reales es de
un 50,6%.

CONCLUSIONES:

Para la mayoria de los cromosomas, el
reanalisis con sondas teloméricas
mejora la eficacia del diagndstico
mediante FISH y disminuye la tasa de
error, por lo que se recomienda el uso de
estas sondas como estrategia de mejora
de resultados tras el andlisis de FISH.
Esta recomendacion toma especial
importancia cuando tratamos con
monosomias detectadas con sondas
centroméricas.
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005: DERIVACION DE ESCH A PARTIR DE BLASTOCISTOS

VITRIFICADOS

M. D. Lozano Arana?, C. Moya-Alarcén?, Y. Aguilera?, K. Hmadcha?, G. Antifiolo®.
*Unidad clinica de Genética y Reproduccion. H.H.U.U. Virgen del Rocio. Sevilla. 2Centro Andaluz de Medicina Regenerativa y Biologia Molecular.

Sevilla

INTRODUCCION:

El uso de componentes animales no es
deseable para la derivacion de lineas de
células madre embrionarias humanas
(ESCh). Entre los diferentes métodos para la
derivacién de ESCh se encuentra el método
mecdnico, que no requiere de la utilizacién
de dichos componentes.

Nuestro objetivo es describir el método
mecdanico para la derivacién de ESCh a partir
de blastocistos vitrificados procedentes de
un programa de Diagndstico Genético
Preimplantatorio (PGD).

MATERIAL Y METODOS:

Hemos utilizado 44 blastocistos
vitrificados procedentes del programa
de PGD y donados a un proyecto de
investigacion.

Los blastocistos son desvitrificados y
cultivados hasta que alcanzan el estadio
“hatching” o “hatched”.

El aislamiento mecanico se realiza de
forma manual bajo estereomicroscopio
utilizando dos agujas de insulina
estériles (25G), una para sujetar el
preembrién por el trofoectodermo
presionando sobre el fondo de una placa
y la otra para seccionar separando la
masa celular interna (ICM). Eliminamos
los restos de trofoectodermo utilizando
pipetas pasteur estiradas. La siembra se
realiza sobre fibroblastos fetales
humanos inactivados con mitomicina C
cultivados con medio K-SR.

RESULTADOS:

Tras la desvitrificacion de los 44
blastocistos superaron el proceso 31
(70,5%). Evolucionaron a estadio de
blastocisto  hatching/hatched 18
(58,1%), observandose ICM bien
definida en 6 de ellos. Tras el
aislamiento mecanico constatamos
fijacion en 5 casos, que se corresponden
con blastocistos con ICM definida, y se
observé crecimiento en 3 de ellos.
Actualmente tenemos 1 linea estable

en pase 60-70, las otras dos aln
se encuentran en proceso de
caracterizacion.

CONCLUSIONES:

El aislamiento mecdnico de la ICM es un
procedimiento simple y rapido, libre de
xenoproductos 'y ofrece buenos
resultados. La calidad de la ICM de los
blastocistos es una cualidad critica para
el éxito en el establecimiento de una
linea de ESCh. Con la introduccién de la
vitrificacién, hemos obtenido una alta
eficiencia en la obtencién de lineas de
ESCh  procedentes de embriones
criopreservados a los que se les ha
realizado biopsia embrionaria. Esta
nueva linea estable serd la segunda que
nuestro centro deposita en el Banco
Nacional de Lineas Celulares.

006: IDENTIFICACION DE UN METODO NO INVASIVO EN

ENDOMETRIOSIS

1A. Ametzazurra, 1D. Nagore, 2R. Matorras, 2A. Expésito A, 2L. Crisol, 2F. Azpichueta.
1Proteémica SL. Parque Tecnoldgico de Vizcaya (Derio) 48160 Vizcaya. 2Unidad de Reproduccién Humana, Hospital de Cruces (Baracaldo).

Vizcaya.

INTRODUCCION:

El desarrollo de los métodos de
diagndsticos no-invasivos para la
endometriosis requiere biomarcadores
de enfermedad sensibles y especificos.

OBJETIVOS:

Describir el uso de aspirado endometrial
de mujeres cony sin endometriosis como

una nueva muestra biolégica para
descubrir biomarcadores.

MATERIALY METODOS:

Evaluamos diferentes perfiles proteicos de
aspirados de mujeres con endometriosis
temprana  (n=14),  endometriosis
avanzada (n=32) y sin evidencias de
enfermedad (sanas) (n=32) mediante gel
bi-dimensional de electroforesis (2-DE).

El estudio de la validacion de un
biomarcador se realizé en un cohorte
independiente (endometriosis temprana
n=6 y endometriosis avanzada n=14,
controles n=159).

RESULTADOS:
El andlisis ha permitido identificar

31  proteinas  con  diferencias
estadisticamente significativas en su
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expresion. Las proteinas identificadas
estan relacionadas con la sefializacion
celular, muerte celular y movimiento
celular. Las diferencias observadas en la
expresion para 14-3-3 (transduccién de
sefial) y “moesin” (estructura del
citoesqueleto) fueron confirmadas en un
grupo independiente de pacientes con

endometriosis.
CONCLUSIONES:

El fluido endometrial representa una
nueva herramienta para andlisis
proteémicos ofreciendo informacion
especifica en la expresion de proteinas,
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facilitando el descubrimiento de
biomarcadores para la endometriosis.
Los  resultados aqui  descritos
complementan estudios proteémicos
previos, afiadiendo nuevas proteinas
relacionadas con la endometriosis para
ser validados como marcadores de
diagnéstico.

007: ACTIVACION PARTENOGENETICA COMO METODO DIAGNGSTICO
DE LA COMPETENCIA CITOPLASMATICA

L. Escrich, N. Grau, D. Castell6, A. Galan, S. Pérez, M. J. Escriba
Laboratorio de Embriologia Clinica. IU-IVI. IVI Valencia.

INTRODUCCION:

Los oocitos en estadio de vesicula
germinal (VG), recuperados tras puncion
folicular en un ciclo de estimulacion
ovarica son capaces de reanudar
espontdneamente la meiosis y madurar
hasta un nuevo secuestro meiético en

MII en una amplia variedad de
condiciones y medios de cultivo,
rindiendo generalmente tasas

superiores al 60% de maduracién
nuclear.

Por su parte, la maduracién
citoplasmatica incluye en si, la
capacidad oocitaria de reanudar el
segundo bloqueo meiético y culminar la
meiosis con la extrusién del primer
corptsculo polar (1CP) y la formacion
pronuclear ante un estimulo eficiente
de activacion. Generalmente, dicho
estimulo es el espermatozoide,
reportdndose tasas de fecundacion de
oocitos madurados in vitro comparables
a las obtenidas con oocitos madurados
in vitro (70-80%). Los preembriones
generados a partir de oocitos
madurados in viro presentan una la
elevada incidencia de aneuploidias,
debidas  principalmente a una
segregacion alterada de los cromosomas
maternos mas que al propio
espermatozoide.

En esta comunicacién presentamos la
activacion partenogenética artificial
como método diagndstico de la

competencia citoplasmatica oocitaria,
alternativo a la fecundacién in vitro;
evitando asi, la validacién de una
técnica de dudosa eficacia mediante la
generacién de preembriones sin una
finalidad propiamente reproductiva.

MATERIALY METODOS:

Un total de 129 oocitos MII,
procedentes de VG maduradas in vitro
fueron sometidos a un tratamiento de
activacion partenogenética artificial.
En sintesis, los oocitos MII se
incubaron en 1mL de solucién de
ionéforo de calcio (A23187; 5 mM/L)
durante 5 minutos. Trascurrido este
tiempo, los oocitos se transfirieron a
una solucién de puromicina (10 ug/mL)
donde permanecieron durante 4-5
horas.

Tras el tratamiento de activacion, los
oocitos se cultivaron overnight en hTF en
condiciones estdndar de cultivo (37°Cy
5% CO2 en aire). Tras 16-20 horas, se
evalu6 la presencia del segundo
corplsculo polary los prondcleos. Los
oocitos fueron considerados como
activados cuando presentan al menos un
prondcleo (PN), independientemente de
la extrusion del segundo corpdsculo
polar (2CP).

Del mismo modo, como grupo control,
activamos 25 MII madurados in vivo y
donados a investigacion.

RESULTADOS:

Todos los oocitos MII madurados in vivo
(control)  activaron, presentando
ademds una respuesta normal de
activacion ~ (1CP+2CP+1PN).  Este
porcentaje  de  activacion  fue
significativamente superior al
observado en los oocitos madurados in
Vitro (59.7%; p<0.05).

CONCLUSIONES:

La activacién partenogenética es un
buen método diagnéstico para el estudio
de la competencia citoplasmatica taly
como sugieren las tasas de activacion
observadas en oocitos MII madurados in
vivo (100%). Esta nueva herramienta
diagndstica presenta como particular
ventaja permitir evaluar la competencia
oocitaria sin la generacion de
preembriones potencialmente viables.

Las condiciones de maduracion en las
que se ha realizado este estudio
preliminar parecen serinsuficientes para
una completa y correcta maduracion
oocitaria, vya que las VG
maduradas espontaneamente in vitro
son  citoplasmaticamente  menos
competentes que los madurados in vivo.
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008: COMPARACION ENTRE DESCONGELACION LENTA Y
DESVITRIFICACION DE EMBRIONES. UN ANO DE RESULTADOS.

M. Bellés, J. M. Molina, E. Bonilla, A. Mdgica, M. Esbert, M. Florensa, M. Riqueros, A. Ballesteros, G. Calderén.
IVI Barcelona

INTRODUCCION: lenta fue sustituida por la vitrificacion
en el primer trimestre del 2008 vy
durante el resto del afio se

descongelaron embriones por ambos

aspiracion de células degeneradas en el
caso que las hubiera.

Desde la aparicion de la nueva técnica de
criopreservacién de embriones conocida
como vitrificacién, son numerosos los
estudios que tratan de comparar sus

RESULTADOS:

X . Deseongelasion Desvitrifieacion Signilficanuia

resultados con los obtenidos mediante la W de casos 181 119
congelacion convencional. Las bajas tasas N de embriones descongelados 659 76

20 2 N embriones transleridos 355 246
de éxito de la (%escongelaaon lenta Media cmbriones descongelados por 3, 711,49 2,78+1,35 p=0.000
pueden ser debidas a los efectos paciente
deletéreos producidos por la formacion de " de embriones que sobreviven (%) 369 (5599 251 (87,76) NS

: : : N"embriones intactos (%) 114 (17,29) 198 (71,74) p<0.0001
ri hielointr r ran

¢ st'ales.de eloint acglu'la' € du a tegl N de tramslers (%) 157 (85.33) 114 (95,80) p=0.004
enfriamiento. La vitrificacién, sin Modia de embrivnes transferidos 1,931 04 2072067 NS,
embargo, también puede producir N® de pestavioncs (%) 72 (45,86) 50 (43 86) NS
lesiones ocasionadas por los cambios Tasa implantacion 28.06% 28.59 NS

L. L :cidad originad L N embarasns miltiples (%) 25 (34.00) 24 (48.00) NS
osmoticosy la toxicidad originada por la NE aharlos (%) 15 (20.83) 11 (22,00 N3
alta concentracion de los crioprotectores.

métodos para realizar transferencias. CONCLUSIONES:

Objetivo:  Analizar los resultados
obtenidos mediante las dos técnicas de
criopreservacion embrionaria.

MATERIAL Y METODOS:

El estudio incluye 303 casos de
pacientes sometidos a un ciclo
substituido para la recepcion de
embriones congelados. En el laboratorio
de FIV de IVI Barcelona la congelacion

Las técnicas que utilizamos para ello
fueron la descongelacion lenta en la que
se utilizan soluciones de 0.2M SAC y
1.5M PROH para embriones de D3y 0.4M
SACy 10% Glicerol para embriones de
D5. En la desvitrificacion se utilizé el
protocolo “Cryotop Safety Kit-Thawing”.

Atodos los embriones descongelados en
dia 3 se les hizo eclosién asistida y

Gracias a la introduccion de la
vitrificacion, el rendimiento obtenido en
el programa de congelacién embrionaria
es claramente superior al obtenido con
la congelacién lenta ya que necesitamos
menos embriones descongelados para
poder realizar una transferencia y
conseguir una gestacion.

009: RESULTADOS EN PAREJAS SERODISCORDANTES AL VIH Y/0
VHC CON EL VARON INFECTADO.

A. Mencias, C. Rico, Y. Marquez, P. Rodriguez, A. Zurilla, N. Garrido

IVI, Valencia

INTRODUCCION:

El lavado del semen en varones
seropositivos para virus de la hepatitis C
y el virus de inmunodeficiencia humana
permiten la utilizacién exclusiva de la
fraccion movil de los espermatozoides
para las técnicas de reproduccion
asistida, eliminando de este modo los
componentes seminales con demostrada
presencia de los virus.

Asi pues, el lavado del semen seguido
del estudio posterior de la presencia del
virus por técnicas de PCR, hace posible
descartar aquellas muestras en las
cuales el lavado no ha tenido éxito y
aplicar en los negativos, sin presencia
viral, la técnica de reproduccién asistida
que mas se ajuste a las caracteristicas de
los pacientes y del semen lavado. De esta
manera se consigue no infectar a la
mujer ni a la descendencia, lo cual estd

avalado por los resultados de diferentes
grupos de investigacion. El objetivo de
nuestro  trabajo es  determinar
retrospectivamente la tasa de éxito en el
uso de este tipo de muestras para poder
proveer de lainformacién adecuada a los
pacientes en estos casos acerca de las
expectativas de estos procedimientos.

MATERIAL Y METODOS:
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Hemos analizado retrospectivamente
nuestra experiencia de 8 afos, en un
trabajo descriptivo, identificando los
casos de varones seropositivos a VIH y
VHC, entre mds de 50000 historias
clinicas en la clinica IVI Valencia.

En estos casos, los lavados fueron
realizados mediante capacitacién doble
del semen, primero mediante gradientes
de densidad, y luego por swim-up. La
fraccién resultante fue dividida en dos
mitades iguales, una de las cuales fue
congelada para su futuro uso en
reproduccion asistida, y la otra analizada
mediante PCR anidada, de alta
sensibilidad, para determinar la presencia
de particulas virales. En aquellos
procedimientos en los que no se detecté
presencia viral en el semen lavado, se
iniciaron los tratamientos de reproduccion
asistida. Los tratamientos de reproduccion
a los que se sometieron las parejas, se
decidieron segln la calidad del semen tras
lavado, asi como las caracteristicas
ginecoldgicas de la mujer, y basicamente
se dividen en fecundacion in vitro con
6vulos propios, con dvulos donados, y
transferencia de embriones congelados.

RESULTADOS:

Se identificaron un total de 370
tratamientos, de los cuales, 221 fueron

con ovocitos propios, 86 con ovocitos
donados y 63 con la transferencia de
embriones congelados.

Se lograron 105 gestaciones (47.5% por
ciclo) con propios, 48 (55,8% por ciclo)
con donacién de évulos, y 21 (33,3% por
ciclo tras transferencia de congelados).

En funcion de lainfeccion, los resultados
pueden verse en la Tabla 1.

TRA INFECCION
VIIC
OVOCITOS
PROPIOS VIH
VIH/VHC
VIIC
OVOCITOS i
DONADOS VIH
VINVIIC
VHC
TRANSE. i
CONGELADOS VIH
VIIVIIC

Tabla 1.

No se ha reportado hasta la fecha una
transmision horizontal o vertical en lo
seguimientos de los recién nacidos o sus
madres.

Diciembre 2009 Vol. 14 -N°2

CONCLUSIONES:

El lavado de semen para pacientes con
VIH y VHC es una opcién segura para la
mujery el futuro recién nacido, asi como
eficaz dados los resultados obtenidos,
ya que son comparables a los que se
presentan en fecundacién in vitro por
otrasindicaciones.

GESTACIONES

TASA
46
48,4%
26
57.8%
33
40,7%
31
57.4%
5
41,7%
12
60,0%
13
44.8%
0
0.0%
]
333%

010: ANALISIS METABOLOMICO NO INVASIVO DEL MEDIO DE
CULTIVO EMBRIONARIO MEDIANTE HPLC Y RMN.

B. Lledé!, J. A. Ortiz}, C. Pérez?, M. Pérez?, R. Gonsilvez-Alvarez?, E. Martinez-Sabater’, F. Marhuenda-Egea®, R. Bernabeu®.
Instituto Bernabeu Biotech, 2Instituto Bernabeu Cartagena, 3Instituto Bernabeu Alicante, “Universidad de Alicante

INTRODUCCION:

La tasa de implantacién embrionaria es
una de las limitaciones de las técnicas de
reproduccién asistida. La capacidad de
identificar a los embriones con mayor
capacidad implantatoria dentro de una
cohorte, permitird incrementar las tasas
de éxito de las TRA asi como disminuir
los embarazos miltiples. Actualmente,
la clasificacion morfolégica es la Unica
herramienta no  invasiva  para
seleccionar aquellos embriones con

mayor capacidad implantatoria. Sin
embargo, algunos de los embriones
considerados de buena calidad no
implantany siotros catalogados de peor
pronéstico. La metabolémica es una
reciente disciplina que analiza, a nivel
celular, el conjunto de los metabolitos
(moléculas de bajo peso molecular de
origen no protéico, pj: ATP, aminodcidos,
glucosa...etc.) que representa el
fenotipo funcional. Recientes estudios
sugieren que el perfil metabdlico del
embrién puede influir en su potencial. EL

metabolismo del piruvato y lactato como
principal fuente de energia en
embriones hasta dia 3 no aportan
resultados concluyentes. Por otro lado,
se ha visto que el consumo de glucosa se
ve incrementado en embriones que
evolucionan  hasta  estadio de
blastocisto. En cuanto al metabolismo
de los aminodcidos, se ha observado una
correlacién inversa entre su consumo y
la viabilidad embrionaria. Nuestro
objetivo ha sido desarrollar técnicas
analiticas capaces de identificar vy
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aminodacidos
capacidad

cuantificar  aquellos
relacionados con la
implantatoria del embridn.

MATERIAL Y METODOS:

Se empleé medio de cultivo embrionario
G1.3 (Vitrolife) para optimizar las
técnicas analiticas. Previo al HPLC-
MS/MS las muestras fueron diluidas
(espectrémetro de masas Agilent,
modelo 5973 Network). La columna fue
una Luna 5y SCX 100 A. Las muestras
para RMN se filtraron previamente con el
objetivo de eliminar la HSA ya que
interferia en el resultado (filtro de 5
kDa). Se llevéd a cabo una espectroscopia
de resonancia magnética nuclear 1H de
alto campo utilizando un espectrometro
Brucker 400 Mhz con una secuencia de
pulso especial para la eliminar la sefial

del agua, acumulando 2000 scans por
muestra. Los patrones se realizaron a
partir de soluciones de los aminodacidos
presentes en el medio de cultivo a
distintas concentraciones.

RESULTADOS:

Mediante RMN se obtuvieron diferentes
espectros. La fase y la linea base se
corrigieron manualmente y las sefiales
se asignaron empleando datos previos.
En aquellos espectros realizados con
muestras sin filtrar no se pudé
identificar de forma reproducible los
diferentes componentes del medio. Tras
el filtrado se consiguié identificar los
aminodcidos que constituyen el medio
para posteriormente observar las
variaciones de concentracién. La
cromatografia de HPLC,MS/MS permitié

reconocer todos los aminoacidos
presentes en el medio de cultivo, asi
como la cuantificacion de los mismos,
con una gran sensibilidad.

CONCLUSIONES:

Se ha desarrollado un método analitico
para laidentificacion y cuantificacién de
los aminodcidos presentes en los medios
de cultivo embrionarios. A partir de
estos resultados hemos iniciado un
proyecto con el objetivo de establecer
una relacién entre el metabolismo de los
aminodcidos en embriones en cultivo y
las tasa de implantacién y embarazo
evolutivo. De este modo se podra
disponer de una nueva herramienta no
invasiva para la seleccion de embriones
con mayor capacidad implantatoria.

011: ESTUDIO PROSPECTIVO Y RANDOMIZADO SOBRE LA UTILIDAD
DEL DGP EN PAREJAS CON FALLO REPETIDO DE IMPLANTACION:
RESULTADOS PRELIMINARES

C. Rubio, L. Rodrigo, A. Mercader, M. J. de los Santos, J. Domingo, J. Remohi, A. Pellicer

Instituto Valenciano de Infertilidad IVI-Valencia

INTRODUCCION:

Objetivo: Comparar de forma prospectiva
y randomizada la eficacia de la seleccion
embrionaria cromosémica y morfoldgica
en pacientes con fallo repetido de
implantacién. Los dos tratamientos que
se compararon en el estudio fueron:
ciclos con transferencia de embriones en
el estadio de blastocisto, pero sin
andlisis cromosémico (Grupo A) vy
ciclos con Diagnéstico Genético
Preimplantacional (DGP) para screening
de aneuploidias con transferencia en dia
5 (Grupo B).

MATERIAL Y METODOS:
Seleccién de pacientes:

- Criterios de inclusion: Pacientes < 40
afios, con >3 ciclos previos de FIV/ICSI sin
gestacion, con transferencia en fresco de
al menos 1 embrién de buena calidad en
cada ciclo. Se realizé una asignacion
aleatoria por blogues: cocultivo (grupo A)

y DGP (grupo B). Se calculé un tamafio
muestral de 100 pacientes en cada grupo
considerando relevante una diferencia en
la tasa de implantacion evolutiva entre
los grupos de 10-15%, con una potencia
del80%y un error del 5%.

- Estudio previo: Ecografia vaginal (y
eventual histerosonografia) y si fuera
necesario histeroscopia, cariotipos de la
pareja y estudio de trombofilias
(anticuerpos anticardiolipina (lupus
anticoagulans,  antitrombina  III,
mutacion factor V Leiden, proteinaCyS,
homocisteina sérica, mutacién MTHFR,
mutacién factor II).

- Criterios de exclusion: Cualquier
alteracion del estudio previo de fallo de
implantacién, cualquier anomalia
morfolégica uterina, aunque se trate de
un simple pélipo, presencia de
hidrosalpinx, una transferencia previa
dificultosa y pacientes con abortos o
embarazos ectépicos previos.

Tipo deintervencién:

- GRUPO A: cocultivo con transferencia
en dia 5-6 sin DGP. El cocultivo se realiz6
siguiendo el protocolo convencional
cultivando los embriones con una
monocapa de células epiteliales de
endometrio desde el dia 2 al dia 5-6 de
desarrollo embrionario.

- GRUPO B: cocultivo con transferencia
en dia 5 y con DGP. La biopsia
embrionaria se realiz6 en el tercer dia de
desarrollo embrionario y se analizaron
los cromosomas 13, 15, 16, 17, 18, 21,
22, X e Y mediante hibridacién “in situ”
fluorescente (FISH). Las sondas de ADN
utilizadas fueron las comercializadas por
Vysis (Vysis Inc., Downers Grove, Illinois,
USA). Se realizé el estudio de los 9
cromosomas en 2 rondas consecutivas
de hibridacién y con rondas adicionales
de hibridacién para descartar falsas
monosomias e incrementar la eficiencia
del diagnéstico mediante el uso de sondas
subteloméricas o especificas de locus.
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RESULTADOS:

Cocultivo DGP
N° ciclos 25 32
N° translerencias (%) 20 (83.0) 27 (84.4)
FEdad media | DS 359124 3451 3.6
Fallos previos | DS 3.0 00 351 1.0
Media MIT | DS 91149 10,1 1 45
Media embriones transleridos | DS 1,71 05 1.6 1 0.6
% (feslaciones Clincas / trans(er 300 481
% (Geslaciones Climcas / ciclo 240 40.6
Abortos (%) 1(16,7) 1(7.7)
Tasa de Implantacion 235 372
% (feslaciones evolulivas*/ transler 25.0 44 4
% (Feslaciones evolulivas*/ ciclo 200 375
Tasa de implantacién cvolutiva* 194 349

NS: Fisher ’s exact test (p<0,05

* Se definio como evolutivo el embarazo en curso con mds de 12 semanas.
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CONCLUSIONES:

El andlisis intermedio de los resultados
obtenidos en el estudio muestra mejores
resultados en el grupo en el que se
realizé DGP, con tasas de implantaciény
embarazos evolutivos por ciclo 15
puntos superiores a las obtenidas en el
grupo sin DGP. Las diferencias actuales
coinciden e incluso mejoran nuestra
hipdtesis de partida y de mantenerse
estas diferencias entre los grupos,
podriamos obtener diferencias
estadisticamente significativas a favor
de la aplicacién de DGP en este grupo
concreto de pacientes con un tamafio
muestral inferior al inicialmente
calculado.

012: ANOMALIAS CROM0§6MICAS EN EMBRIONES PROCEDENTES
DE CICLOS DE MADURACION IN VITRO.

D. Tuién'*, M. Parriego?, G. Arroyo?, M. Boada?, R. Tur?, P. N. Barri?, A. Veiga®,2.
1 Servicio de Medicina de la Reproduccién. Departamento de Obstetricia, Ginecologia y Reproduccién. Institut Universitari Dexeus. Barcelona.
2 Banco de Lineas Celulares. Centro de Medicina Regenerativa de Barcelona. Barcelona.

INTRODUCCION:

La Maduracién In Vitro (MIV) de ovocitos
puede ofrecerse como una alternativa a
la Fertilizacion In Vitro (FIV) a
determinados grupos de pacientes:
mujeres con riesgo de hiperestimulacion
ovarica y aquellas diagnosticadas de
Sindrome de Ovario Poliquistico (SOP).

Aunque se han descrito tasas de
implantacién y embarazo adecuadas en
ciclos MIV, éstas son inferiores a las
obtenidas después de ciclos FIV. Se trata
de embriones de baja calidad,
sugiriéndose la disrupcién del huso
meidtico de los ovocitos MIV como
origen de anomalias cromosémicas
relacionadas con un inadecuado
desarrollo embrionario.

EL objetivo ha sido analizar la
constitucién nuclear y cromosémica de
embriones derivados de ciclos MIV no
aptos para su transferencia y/o
criopreservacion. Se procedi6 a evaluar
la incidencia y el tipo de anomalias
cromosémicas.

MATERIALY METODOS:

Estudio prospectivo de 12 ciclos MIV
realizados en Institut Dexeus desde
febrero del 2008 hasta mayo del 2009.
Siete pacientes diagnosticadas como
SOP siguieron ciclos espontdneos o de
estimulacion suave con rFSH. La puncién
ovarica se realiz6 a las 36 horas post
hCG. Los ovocitos inmaduros se
cultivaron In Vitro durante 24-48 horas
hasta alcanzar el estadio de metafase I
(MII). Sélo los ovocitos maduros fueron
microinyectados (ICSI).

Embriones bloqueados, con alto
porcentaje de fragmentaciéon y/o
blastémeros  multinucleados se
consideraron como no aptos para
transferir o congelar. Un total de 32
embriones se descartaron e incluyeron
en el estudio.

Los embriones fueron disgregados para
analizar individualmente cada célula. Se
analizé la constitucion nuclear vy
cromosémica de los blastémeros,
determinandose la dotacion cromosémica

mediante Hibridacion In Situ Fluorescente
para los cromosomas 13, 16, 18, 21y 22.

Se analizaron 132  blastémeros
procedentes de 32 embriones de 8 ciclos
MIV.

RESULTADOS:

Una media de 14.9 + 8.2 ovocitos por
ciclo fueron recuperados de los 8 ciclos
MIV. El dia de la puncién ovarica, 2
ovocitos se encontraban en estadio MII
mientras que 117 en estadio de vesicula
germinal. De los ovocitos inmaduros, 87
(74.4%) alcanzaron el estadio de MII
tras su cultivo In Vitro. La tasa de
fecundacion tras ICSI fue 69.7%.

Treinta y nueve de los 62 embriones
correctamente fecundados (62.9%)
fueron clasificados como no aptos para
la paciente. Este porcentaje es superior
al obtenido en nuestro programa de FIV
(32.2%).

Se analizaron 132 blastémeros de 32
embriones analizados. Veintiocho de las
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células (21.2%) mostraron un Gnico
nlcleo después de la fijacion, 55 de los
blastémeros (41.7%) mostraron mas de
un ndcleo o fragmentos de cromatina, en
39 casos se observé ausencia de nicleo
(29.5%), en 9 casos (6.8%) presencia de
cromosomas y un Gnico blastémero se
perdié durante la fijacién (0.8%). El
81.3 % de los embriones presentaba
como minimo una célula multinucleada.

Sélo 3/32 embriones (9.4%) fue normal
para los cromosomas estudiados y éstos
procedian de ovocitos madurados tras 24

horas en cultivo. Todos los embriones en
los que se analizé6 mds de una célulay
diagnosticados  como  anormales
presentaban una dotacion cromosémica

al azar, siendo clasificados como
mosaicos caéticos (24/32, 75%).
CONCLUSIONES:

La gran mayoria de los embriones
descartados de ciclos MIV mostraron
anomalias cromosémicas severas,
observandose una alta incidencia de
multinucleacién y mosaicismo.

Las anomalias cromosémicas podrian
estar relacionadas con el bajo potencial
de desarrollo embrionario y con la baja
tasa de implantacién obtenida en MIV.
Convendria conocer la constitucion
cromosémica de los embriones
transferidos y establecer la utilidad del
screening de aneuploidias en ciclos MIV
en ciclos con un minimo de embriones a
analizar.

013: LAS VARIANTES CROMOSOMICAS AFECTAN LAS TASAS DE

EXITO EN PACIENTES SOMETIDAS A FIV-ICSI.

M. Poveda!, L. Gil1, T. Rubio?, J. M. Moreno1, J. J. Lépez-Gélvezl, M. Lloret1, J. Rueda2, E. Lépez3.

! Unidad de Reproduccién y 2Genética, Hospital Clinica Vistahermosa de Alicante y > Unidad de Reproduccién Clinica Virgen de la Vega de Murcia.

INTRODUCCION:

Las variantes cromosémicas observadas
en los cariotipos, son regiones de
heterocromatina visibles al microscopio
que afectan a un nimero de individuosy
que se relacionan con diversos procesos
patoldgicos, incluida la infertilidad.

Segun nuestros estudios, un 11,86% de
los cariotipos de pacientes, no
seleccionados, que acuden a nuestro
centro presentan variantes
cromosémicas  identificables que
pudieran interferir de algin modo en el
proceso reproductivo. El objetivo de
nuestro estudio es relacionar la
presencia de estas variantes con la
eficiencia de los ciclos de ICSI.

MATERIAL Y METODOS:

Estudio prospectivo de 81 ciclos de ICSI
realizados en nuestro centro en los que
alglin miembro de la pareja presenta
variantes cromosémicas y 169 ciclos de
pacientes sometidos a la misma técnica
pero con cariotipos normales.

En estos ciclos, se ha obtenido la media
de ovocitos metafase II recuperados,
tasa de fertilizacion, porcentaje de fallos

de fertilizacion, porcentaje de
embriones de grado A transferidos y tasa
de gestacion y aborto.

RESULTADOS:

Los resultados muestran que las
variantes cromosémica mas frecuentes
son las que afectan al cromosoma 9,
presentes en un 73% de los casos (el
37% en mujeres y el 36% en hombres) ,
seguida de la 21ps+, en un 11% de ellos
(el 7% en mujeres y en un 4% en
hombres). El resto de variantes esta en
un porcentaje inferior al 10%.

En estos ciclos, la media de ovocitos
maduros recuperados tras la puncién fue
de 9,78, valor muy similar al de los ciclos
sin variante (11,44). La tasa de
fertilizacion es también muy similar
(61,64% vs. 64%); sin embargo, el
porcentaje de fallos de fertilizacion estd
mds elevado cuando los pacientes
presentan un cariotipo con variable que
en los casos de cariotipo normal (14,8%
vs. 8,30). La tasa de embriones con alto
poder implantatorio transferidos en dia
+3 es muy inferior en los ciclos con
cariotipos alterados que en los ciclos con
cariotipo normal (48% vs. 77,78%); en
cuanto a la tasa de embarazo por ciclo,

observamos que es del 31,25% cuando
existe alteracion frentea un 43,09% en
el resto de pacientes sometidos a la
misma técnica. La tasa de aborto es del
15%y 9,75%, respectivamente.

CONCLUSIONES: Los resultados
muestran que si bien el nimero de
ovocitosy tasa de fertilizacion es similar
en ambos grupos, existe una mayor tasa
de fallos de fertilizacion en los ciclos en
los que uno de los miembros de la pareja
presenta una variante cromosémica en
el cariotipo. Ademas, en los ciclos con
variantes de la heterocromatina, se
generan y transfieren un menor
porcentaje de embriones de grado A, lo
que podria explicar la menor tasa de
embarazo y mayor de aborto que hay en
estos ciclos.

Por tanto, y aunque no podemos conocer
el modo en que la presencia de estas
variables pueda afectar la
embriogénesis, si observamos que los
resultados de los ciclos de ICSI
empeoran cuando existe alguna
variante, sobretodo, en cuanto a fallos
de fertilizacion y calidad embrionaria y
por consiguiente, a la tasa de embarazo.
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014: VIABILIDAD Y POTENCIAL DE IMPI:ANTACIﬁN DE LOS
EMBRIONES MULTINUCLEADOS CON RITMO OPTIMO DE DIVISION
EN LOS PRIMEROS ESTADIOS DEL DESARROLLO EMBRIONARIO.

M. C. Pons, M. Grossmann, I. Solvas, R. Noblom, X. Julve, J. Nadal.
Centro Médico Teknon. Unitat Reproduccio Assistida, Barcelona

INTRODUCCION:

La multinucleacién se asocia a un
desarrollo embrionario deficiente
(ritmo de division lento, fragmentacién,
tamafio desigual de los blastémeros)
correlacionado con una baja tasa de
implantacién. Sin embargo, la presencia
de multinucleacién también se observa
en embriones con un desarrollo 6ptimo.
Segln la clasificacién embrionaria de
ASEBIR, la mera presencia de
multinucleacién en un solo blastémero
se penaliza clasificando al embrién
directamente en la categoria D. Ante
esta situacion, el objetivo del trabajo es
investigar el impacto de la
multinucleacién cuando se presenta
como U(nica anomalia, a través del
analisis de la viabilidad y el potencial de
implantacion en embriones de excelente
desarrollo embrionario aunque con
blastémeros multinucleados.

MATERIAL Y METODOS:

Estudio retrospectivo de 1173 embriones
con desarrollo embrionario 6ptimo (DT:
division temprana y estadio de 4- 6 5-
células en dia +2) pertenecientes a 515
ciclos de FIV realizados entre 2005 y
2008.

es de 26,3 [rango: 23-29 h] y la
observacion en dia+2 se realiza entre las
43y las 45 horas post-inseminacion. A
pesar que las transferencias se realizan
en dia+3, en este estudio la nucleacion
se ha valorado en dia+2 para garantizar
la correcta evaluaciéon de la nucleacion
en cada uno de los blastomeros.

Se comparan las tasas de viabilidad y de
implantacion entre el grupo de
embriones multinucleados (d+2-MNB) y
el de embriones no multinucleados
(d+2-noMNB). La tasa de implantacién
se calcula respecto a los embriones
transferidos en transferencias con 100%
de implantacién, transferencias con 0%
de implantacién y transferencias
homogéneas, en las que todos los
embriones transferidos muestran las
mismas  caracteristicas.  Andlisis
estadistico: Fisher exact test, P<0,001.

RESULTADOS:

De los 1173 embriones estudiados,
152 presentan algdn blastémero
multinucleado en dia+2 (12,9%). En la
tabla siguiente se muestran las tasas de
viabilidad y de implantacién en funcién
de la presencia de multinucleacion.

multinucleados. Por el contrario, si los
embriones multinucleados llegan a ser
transferidos, observamos que la tasa de
implantacién, aunque tiende a
disminuir, no se diferencia respecto a la
de los embriones no multinucleados
(20% versus 28,9%). Los 8 embriones
del grupo d+2-MNB que implantan
presentan un bajo grado de
multinucleacién: un dnico blastémero

binucleado frente al resto de
blastémeros uninucleados.
CONCLUSIONES:

1/. La sola presencia de algun

blastémero multinucleado en embriones
con caracteristicas 6ptimas de desarrollo
determina una marcada disminucién en
la viabilidad de dichos embriones.

2/. Los embriones multinucleados viables
que son transferidos poseen un potencial
de implantacion equivalente al de los
embriones no multinucleados, debido
probablemente a la baja proporcién de
blastémeros multinucleados.

3/. Deberiamos revisar lainclusién en la
categoria D de los embriones con
caracteristicas 6ptimas de desarrollo
cuya  Unica anomalia es la
multinucleacién en algin blastémero.

129

d+2-MNB (%) d+2-noMNB (%) Fisher exact test
Num. embriones 152 129 1021 87,1
Embriones viables 57 37,3 722 70,7 P<0,0001
Embriones criopreservados 7 79
Embriones transferidos 50 643
Embr.en transfers homogéneos 40 550
Embriones implantados 8/40 20 159/550 289 ns

La media de edad de las pacientes en
estos ciclos fue de 34,4 afos [rango: 20-
47]. EL promedio de horas post-
inseminacion en el cual se observa la DT

El porcentaje de embriones viables en el
grupo de embriones multinucleados es
del 37,5%, cifra significativamente muy
inferior al 70,7% del grupo de no
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015: EFECTO DEL MEDIO Y CONDICIONES DE CULTIVO SOBRE LA
TASA DE MADURACION NUCLEAR DE 00CITOS VG RECUPERADOS DE
CICLOS ESTIMULADOS.

L. Escrich, N. Grau, J. M. de los Santos, A. Tejera, C. Albert, M. J. Escriba
Laboratorio de Embriologia Clinica. IU-IVI. IVI Valencia.

INTRODUCCION:

Los oocitos contenidos en foliculos
antrales se encuentran secuestrados en
profase I, en estadio de vesicula
germinal (VG). La extraccion de estos
oocitos, supone la liberacion del
secuestro meiético y la reanudaciéon de
la meiosis espontdneamente. De entre
los factores que afectan a la maduracién,
el medio y condiciones empleadas son
los que han suscitado mayor interés.

En esta comunicacién se compara la tasa
de maduracién oocitaria espontdnea
obtenida en dos medios comerciales de
cultivo (HTF vs CCM) y dos sistemas de
incubacién (incubador convencional vs.
Embryoscope).

MATERIAL Y METODOS:

El efecto de los medios de maduracién se
estudio sobre 254 VG que fueron
cultivadas en 50pul de medio de cultivo
(HTF 6 CCM) en incubadores
convencionales y en condiciones
estandar de cultivo (37°C; 5%C02 en
aire). Tras 24 horas, se evalu6 el estado
nuclear de los oocitos: GV, MI o MIL.

El efecto de dos sistemas de incubacién
sobre la maduracion se estudié en 67 VG;
26 VG fueron cultivadas en 50ul de CCM
en incubadores convencionales durante
48 horas, realizando controles
discontinuos de maduracién cada 24
horas.

41 VG se incubaron en 25pl de CCM en el
Embryoscope. Durante 48 horas, se
registré cada 15 minutos, 9 fotogramas

correspondientes a 9 planos ecuatoriales
diferentes. El escrutinio de la filmacién
nos permite determinar el grado de
maduracién finalmente alcanzado.

Las tasas de maduracion de los
diferentes grupos se analizaron por Chi-
cuadrado mediante SPSS 17.0.

RESULTADOS:

La tabla 1 muestra los porcentajes de
maduracién en los diferentes medios. Un
total de 157 VG maduraron a MII
(61.8%), independientemente del medio
de cultivo empleado (p>0.05). El medio
afect6 a la distribucion de los oocitos
inmaduros, siendo mds frecuente que las
VG se blogueen en CCM que en HTF
(44.4% vs. 18.6%, respectivamente;
p=0.009).

Tras 24 horas de maduracién, 65.7% de
las VG madura a MII,
independientemente de las condiciones
deincubacion (p>0.05). Los oocitos que
tras 24 de cultivo permanecian en
estadios inmaduros (VG o MI) fueron
cultivados durante 24 horas mas
maduraron a  tasas  similares.

CONCLUSIONES:

El tipo de medio y las condiciones del
cultivo no parecen influir en la tasa de
maduracién oocitaria nuclear.

Las tasas de maduracion de VG
recuperados de ciclos de estimulacion
ovarica controlada maduran
espontaneamente con una eficacia de
mds del 50%, independientemente del
medio y condiciones de incubacién, lo

Tabla 1 N GV MI MiI
HTE 159 13 (8%) 57(35%) | 98 (56%)
CCM 95 16(17%) | 20(21%) | 59 (62%)

La tabla 2 muestra la tasa de maduracion
de VG cultivadas en incubadores
convencionales (n=26) o en el
Embryoscope (n=41) durante 24 y 48
horas.

que sugiere el cardcter preprogramado
de la maduraciéon nuclear. Futuros
estudios de competencia citoplasmatica
esclarecerdn si ésta estd igualmente pre-
programada.

Tabla 2 GViniciales | GV MI MII (%)
] Hereus 26 2(71.7) 7(26.9) 17 (65.4)
2 Limbryoscope 41 5(12.2) 9(21.9) 27 (65.8)
& Totales 67 7(10.5) 16 (23.9) 44 (65.7)
] Hereus 9 1(11.1) 3(33.3) 3(33.5)
= Embryoscope 14 5(35.7) 6(42.9) 3(21.4)
€ Totales 23 6(26.1) 9(39.1) 8 (34.8)
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016: ESTUDIO DEL DESARROLLO DE PREEMBRIONES

TRIPRONUCLEARES HUMANOS SEGUN TECNOLOGIA EMBRYOSCOPE 0

CONVENCIONAL

N. Grau, L. Escrich, J.Herrero, A. Mifsud, J. Zulategui , M. J. Escriba
Laboratorio de Embriologia Clinica. IU-IVI. IVI Valencia

INTRODUCCION:

La valoracion morfolégica de los
embriones y el timing de ocurrencia es
uno de los principales hitos en el
desarrollo, es una de las herramientas
diagnésticas mas  utilizada en
Embriologia para determinar viabilidad
y asistir a la seleccién embrionaria.

En esta comunicacién presentamos los
resultados preliminares de cultivo de
TPN de ICSI en Embryoscope. EL
Embryoscope es unincubador, adaptado
con sistema de captura y andlisis de
imagen que permite obtener registros
cada 15 minutos en 9 planos diferentes
sin alterar, ademas, las condiciones del
cultivo.

Como control, incluimos las observaciones
realizados sobre preembriones TPN
cultivados y observados de forma
discontinua (tradicional), alterando
transitoriamente las condiciones de
cultivo.

MATERIAL Y METODOS:

Un total de 43 cigotos TPN fueron
identificados y vitrificados usando la
metodologia de cryotop. Una vez
obtenido el CI de los progenitores, 6 TPN
fueron desvitrificados; todos
sobrevivieron. Tras 2 horas en medio de
lavado, los TPN se cultivaron en unas
placas proporcionadas por Biosense Inc
con 20pl de medio. Durante los primeros
3 dias se us6 IVF (Vitrolife), y hasta D5/6
se usé CCM, en condiciones estdndar
(37°C, 5%C02) y constantes propias del
Embryoscope.

De los registros del desarrollo se obtuvo
el ndmero de células de la primera y

segunda divisién, tiempos en que se
producen las divisiones y desarrollo a
blastocisto.

Como control del desarrollo, un total de
37 TPN fueron igualmente vitrificados /
desvitrificados y cultivados como se
describe anteriormente con dos
diferencias importantes: (1) en microtas
de 50ul (2) en incubadores
convencionales, por lo que la evaluacién
no es continua sino discreta, alterando,

células  progresan a  4-células
(35.7+4.96), mientras que el 25%
progresa a 3-células (34.2).

CONCLUSIONES:

El cultivo y valoracién del desarrollo TPN
en Embryoscope/incubador convencional
no afecta a las tasas globales de desarrollo

a blastocisto.

El Embryoscope permite corroborar que

Dia de desarrollo (n. %) EMBRYOSCOPE INCUBADOR
CONVENCIONAL

D1 (fecundacion/ 6 37

vilnficacion/desviinNcacion)

D2 4 (66.7) 325+2.1 33(859.2) 3.73+14

D3 2(33.3) 6.5013.5 27(73.0) 626118

D3 (Morulas/Blaslocisios) 2(33.3) 7/6(35.1)

D¢ (Blasiocislos) 2(33.3) 4(10.8)

Tabla 1. Nimero de especimenes TPN-ICSI

al  menos transitoriamente las
condiciones del cultivo.

RESULTADOS:

Tras el cultivo en Embryoscope,
observamos que el 33.3% de los TPN
llegan a blastocisto, porcentaje
comparable al grupo control (10.8%;
P=0.39).

El ndmero de blastémeros en dia 2 y en
dia 3, escrutados de los datos del
Embryoscope a 24 y 48 horas son
comparables a los registrados tras
observacion  discontinua en el
grupo control (P=0.54 y P=0.86
respectivamente).

La observacion de la primera division se
produce a las 35.5+10.8 horas
generandose en todos los casos 2
células. EL 75% de los embriones de 2-

en los TPN de ICSI la primera division
ocurre en base 2, segtn la formula 2n.

Antes de emitir conclusiones, es
necesario incrementar el tamafio
muestral de los TPN cultivados en el
Embryoscope. Nuestros resultados
preliminares indican que pese a no
existir diferencias globales en las tasas
de desarrollo a blastocisto, los TPN
cultivados en Embryoscope que alcanzan
el dia 3 de desarrollo, prosiguen a
blastocisto con mayor eficacia (2/2;
100%) que aquellos cultivados vy
observados de forma convencional y
discontinua (4/28; 14.3%; p=0.044); es
decir, es posible que el cultivo y
valoracion  convencional pudieran
penalizar el desarrollo embrionario
post-transcripcional (dia3-dia6).
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017: IMPLICACIONES DE LA COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS Y LA
MOTILIDAD DE ESPERMATOZOIDES HUMANOS ANTES Y DESPUES DE
LA CAPACITACION IN VITRO.

L. Crisol, A. Expésito?, J. I. Ruiz-Sanz?, M. B. Ruiz-Larrea?, C. Stoppani?, F. Azpichueta?, R. Matorras®.
*Unidad de Reproduccion Humana. Hospital de Cruces. Cruces, Vizcaya. 2Departamento de Fisiologia Humana. Universidad del Pais Vasco, Leioa,
Vizcaya. *Departamento de Endocrinologia, Universidad de Padova, Padova, Italia.

INTRODUCCION:

La  membrana  plasmatica  del
espermatozoide posee un  papel
importante y decisivo en la fertilizacion,
y su composicion lipidica es esencial para
la 6ptima motilidad, madurez y funcién
del espermatozoide. Asi mismo, la
actividad de diferentes enzimas lipido-
dependientes unidas a la membrana
espermatica, asi como la resistencia de la
membrana al estrés fisico y quimico,
depende de su composicién en acidos
grasos. Se ha sugerido que la proporcién
de dcidos grasos insaturados (AGI)
influyen en la fluidez y flexibilidad de la
membrana, asimismo son precursores de
prostaglandinas y leucotrienos, factores
clave tanto en la motilidad espermatica
como en procesos inflamatorios. El
objetivo del presente estudio es evaluar
la relacién existente entre la motilidad
espermatica y la composicion de acidos
grasos de la  membrana de
espermatozoides humanos pre-, y post-
capacitados.

MATERIAL Y METODOS:

La poblacién en estudio consistié en 50
varones pertenecientes a parejas
infértiles adscritas al programa de
FIV/ICSI de la Unidad de Reproduccion
Humana del Hospital de Cruces
(Vizcaya), entre Junio y Septiembre del
2008. Los pacientes se clasificaron en

dos grupos dependiendo de su motilidad
espermdtica, en el grupo I (n=25) se
incluyeron todas aquellas muestras que
presentaban una motilidad progresiva
(% a+b) mayor o igual del 40%,
mientras que el grupo II (n=25)
corresponde a las muestras con una
motilidad progresiva menor del 40%.
Todas las muestras de semen se
recogieron y se analizaron el dia de la
puncion folicular siguiendo los criterios
de la OMS. La capacitacion in vitro se
realizé por el método de Swim up. Se
utilizé una alicuota de cada muestra
para el andlisis de dcidos grasos. Para
ello, se procedera a la metilacion de los
acidos grasos de las muestras de semen
que se realizara siguiendo el
procedimiento de Lepage and Roy
(1986). Los AG metilados se separardny
cuantificaran en un cromatdgrafo de
gases Hewlett Packard GC 5890 equipado
con detector de ionizacion de llama. La
cuantificacion de cada uno de ellos se
lleva a cabo mediante integracién
electronica 'y aplicacion de su
correspondiente factor de respuesta. Los
resultados se expresan como nmol % del
total de acidos grasos identificados.

RESULTADOS:

Antes de la capacitacion, los
espermatozoides de pacientes del grupo
IT mostraron de forma significante
mayores niveles de dcidos grasos

saturados (AGS), y  una menor
contribucion de  dcidos  grasos
monoinsaturados (AGMI) que los
espermatozoides del grupo I. El

contenido total de dcidos grasos
poliinsaturados (AGPI) fue similar en
ambos grupos. Sin embargo, en las
muestras de espermatozoides
capacitados, los niveles del dacido
docosapentaenoico  (22:5  n-3),
docosahexaenoico (DHA) (22:6 n-3),
AGPI n-3 y el indice de insaturacién
fueron significativamente menores en el
grupo II comparado con el grupo I.
Ademds, la familia n-3 es mds
representativa que la familia n-6 en
individuos del grupo I, por lo tanto el
cociente n3/n6 aumenta a favor de los
espermatozoides con menos movilidad.

En el andlisis de correlaciones, se
encontraron correlaciones positivas
significativas entre el porcentaje de
espermatozoides  con  motilidad
progresiva linear (%a) con los niveles de
DHA, AGPI n-3y elindice deinsaturacién
en las muestras capacitadas.

CONCLUSIONES:

Los niveles adecuados de AGPI,
especialmente los de la familia n-3, esta
asociado a una oOptima motilidad
espermatica, que es requerida para una
adecuada fertilizacién por parte del
espermatozoide capacitado.
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018: EFICACIA DE LA ESTIMULACION NATURAL EN PACIENTES CON

BAJA RESPUESTA

V. Garcia-Laez, J. Zulategui, J. M. de los Santos, P. Gdmiz, M. Meseguer, C. Albert, M. J. de los Santos.

IVI Valencia (Valencia)

INTRODUCCION:

La baja respuesta a la FSH es, en muchas
ocasiones, reflejo de una disminucién de
la reserva ovarica que se exacerba con la
edad pero que también puede ocurrir en
mujeres jévenes. La falta de sensibilidad
de los receptores de FSH, asi como una
disminucion de éstos en las células de la
granulosa podria explicar parcialmente
esta situacion clinica.

OBJETIVO:

El objetivo de este estudio es analizar
qué ambiente hormonal folicular se
consigue en pacientes con baja
respuesta en ciclos naturales y
compararlas con el conseguido en
situaciones de estimulacion ovdrica
convencional (EOC) en las que los
foliculos son sometidos a elevadas dosis
de FSH en la fase folicular, con el fin de
arrojar algunas luces acerca del manejo
clinico de estas pacientes.

MATERIAL Y METODOS:

Estudio prospectivo de cohortes
emparejado que incluye un total de 68
pacientes 42 fueron ciclos naturales (CN)
y 26 ciclos de estimulacién ovarica
controlada. La edad media fue de 36 +
3.5 afios. Mediante la puncidén ovarica,
el liquido folicular del dnico foliculo
preovulatorio de los ciclos naturales y el
liqguido de uno de los foliculos
dominantes de los ciclos estimulados

fueron  aspirados, centrifugados,
alicuotados yalmacenados a -80 C hasta
su utilizacion.

Se midieron las siguientes hormonas:
FSH, LH, androstendiona, testosterona,
progesterona y estradiol mediante
enzimoinmunoanalisis (MEIA). Los
ovocitos asociados a los foliculos
estudiados se analizaron mediante
OosightTM para valorar el estado del
huso meidtico (posiciény estructura) asi
como los valores medios de
birrefringencia y fecundacién. Los
andlisis estadisticos utilizados fueron
pruebas Chi Cuadrado para la
comparacién  de las  variables
categodricas, t- Student para la
comparacién de las medias y regresion
logistica lineal con el 95 % de intervalo
de confianza para estudiar la asociacion
entre los valores hormonales del
ambiente folicular y los valores de
birrefringencia del huso.

RESULTADOS:

Los resultados del ambiente folicular
vienen resumidos en la siguiente tabla:

posicionados y estructurados entre CN y
EOC (42.9% versus 46.9%), ni en la media
de birrefringencia de los husos observados
(1.5 versus 1.4), ni en el porcentaje de
ovocitos fecundados (73,7% versus
55.6%) respectivamente, en general se
encontré una correlacién positiva (R=0.4,
p<0.04) entre la ratio LH/FSH y la
birrefringencia de los husos meiéticos.

CONCLUSIONES:

La elevacion de las dosis de
gonadotropinas en la estimulacién, no
indujo cambios a nivel androgénico ni
estrogénico en los foliculos dominantes
a pesar de la disminucién de la ratio
LH/FSH intrafolicular observada en los
ciclos estimulados. No obstante, la
existencia de una correlacion positiva
entre la ratio LH/FSH y los valores de
birrefringencia, signo de buen
prondstico para la calidad ovocitaria,
apoya laidea de los efectos beneficiosos
de los ciclos naturales sobre la calidad
ovocitaria en este grupo de pacientes
puesto que mayores valores de ratios
LH/FSH fue conseguida en la mayoria de
los ciclos naturales.

Ralio
LHISH P4 Androstendiona lestosterona 112
CN 24% | RRIIngml | 54.2ngml 5.5 ng/ml 375 436pgml
EOC 0.5* 10202 ng/ml A7.7 ngfml 7.8 ng/ml 365.103 pg/ml

*p<0.05
Aunque no se encontré una mejora en
cuanto al porcentaje de husos bien
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019: LA DETERMINACION DEL DANO OXIDATIVO EN EL ADN DEL
ESPERMATOZOIDE NO PERMITE PREDECIR GESTACION EN CICLOS
DE INSEMINACION ARTIFICIAL INTRAUTERINA.

C. Aguilar, M. Meseguer, S. Garcia-Herrero, L. Romany, J. Remohi, N. Garrido.
Instituto Valenciano de Infertilidad, Instituto Universitario IVI, Universidad de Valencia, Centro de investigaciones Cientificas Principe Felipe. Valencia.

INTRODUCCION:

La eficiencia de la reproduccion en el
varén depende de la integridad del ADN
espermatico. En trabajos anteriores de
nuestro grupo, sabemos que el
espermatozoide en varones infértiles
posee mayor fragmentacién y oxidacion
del ADN, causado por la presencia de
especies reactivas del oxigeno que en
varones fértiles y que en distinto grado,
afectan la calidad embrionariay el éxito
reproductivo.

El objetivo de el presente estudio es
analizar la oxidacion del ADN en el
espermatozoide en alicuotas de las
muestras de semen empleadas en
tratamientos de inseminacién artificial
intrauterina, comparando aquellas en
las que se logra gestacion con aquellas
en las que no.

MATERIAL Y METODOS:

Estudio de cohortes prospectivo, donde
se analizaron espermatozoides de
muestras de semen antes y después de
su capacitacion por swim-up (n=100), de
tratamientos de inseminacion artificial,

utilizando el kit OXIDNA y mediante
citometria de flujo. Se crearon las
ventanas correspondientes para analizar
la oxidacion del ADN, y se realizaron
andlisis estadisticos de regresion
logistica de la media de oxidacién del
ADN por célula y % de células oxidadas
en cada muestra con la consecucién de
la gestacion, controlando por edad,
etiologia femenina, calidad del semen, y
protocolos de estimulacién ovarica.
Finalmente, se realizaron curvas ROC
para determinar el valor pronéstico de la
prueba.

RESULTADOS:

No se confirma ninguna relacién ni del
% de espermatozoides con el ADN
oxidado ni de la media de oxidacién por
célula y el logro de gestacion, con una
odds ratio OR=0,997, y un intervalo de
confianza IC 95% 0,929-1,071,y 0,936
IC 95% 0,867-1,009, respectivamente
con el analisis de los espermatozoides en
el eyaculado.

Tras el swim up, similares resultados
fueron obtenidos, OR=1,003 IC 95%
(0,909-1,107) y OR=0,953 IC 95%

(0,873-1,041), respectivamente el % de
espermatozoides con ADN oxidado y la
media de oxidacién por célula.

El andlisis con curvas ROC curves
confirmé la ausencia de poder predictivo
de la oxidacion de ADN en el
espermatozoide con la consecucion de
gestacion con un valor del drea bajo la
curva de AUC 0,432 95% IC (0,135-
0,729) para semen fresco del % de
células positivas para la oxidacion, y
AUC=0,222 95% (I 0,030-0,415 para la
media de oxidacion por célula.
Resultados semejantes se obtuvieron
tras la preparacion del semen,
AUC=0,519 95% IC 0,291-0,746, y
AUC=0,389 95%(I 0,150-0,628,
respectivamente.

CONCLUSIONES:

Segtn nuestros resultados, la oxidacién
del ADN no posee valor predictivo para
la gestacion en tratamientos de
inseminacion artificial intrauterina. A
pesar de constatar un grado de
oxidacion del ADN celular variable, no
tiene repercusion en las posibilidades de
lograr un embarazo en inseminacion.

020: LA TRANSFERENCIA DEUN EMBRION ELECTIVOEN DiA 3 SEGUIDO
DE UN CICLO DE VITRIFICACION/DESVITRIFICACION MEJORA LA TASA
DE EMBARAZO RESPECTO A LA TRANSFERENCIA DE DOS EMBRIONES;
ESTUDIO PROSPECTIVO DE COHORTES EMPAREJADAS

A. Galan, M. Meseguer, C. Albert, A. Cobo, M. J. de los Santos

IVI Valencia

INTRODUCCION:

La alta tasa de embarazos miiltiples
obtenida con las técnicas de
reproduccion asistida es un fenémeno

preocupante por asociarse con un
aumento de la morbi-mortalidad
perinatal. Para reducir la tasa de
gestacion maltiple la transferencia de un
Gnico embrién electivo es la solucidn,

pero debe acompafarse de la capacidad
de crioconservar eficientemente los
embriones sobrantes para obtener una
cierta equivalencia con la transferencia
de dos embriones.
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MATERIAL Y METODOS:

Estudio preliminar prospectivo de
cohortes emparajadas realizado con 88
pacientes sometidas a FIV-ICSI en nuestro
centro. Cuarenta y cuatro de ellas
recibieron un solo embriéon en 74
transferencias (embriones en fresco y
crioconservados). EL grupo control se
eligié seleccionando por emparejamiento
44 pacientes con transferencia de dos
embriones el mismo dia, el anterior o el
siguiente que las pacientes incluidas en
el estudio. Las pacientes de ambos grupos
tenfan <37 afios (media=34,14 afios),
tenfan al menos 2 embriones de buena
calidad en D3 (6-8 células, menos de 10%
de fragmentacion vy blastémeras
simétricas) 72 horas post inseminacion.
Los embriones sobrantes de buena
calidad se vitrificaron usando el método
Cryotop®. La tasa de gestacion evolutiva
acumulada en el grupo de transfer Ginico
tras 1, 2 6 3 embriones transferidos (1 en
frescoy 16 2 desvitrificados) se compara
con la tasa de gestacion evolutiva en el

grupo de transfer doble. La tasa de
gestacion evolutiva se expresa junto con
el intervalo de confianza 95% (IC95).

RESULTADOS:

Realizamos 74 ciclos de transfer dnico
tras FIV-ICSI. De los 44 realizados en
fresco, 33 dieron resultado positivo de
Beta-hCG, 4 de ellos fueron embarazos
bioquimicos (12,1%) y 6 abortos clinicos
(18,2 %) La tasa de gestacion evolutiva
esdel 52,3 % (23/44)(1C95 37,5-67,1%).
19 pacientes (43%) se sometieron a un
primer transfer de vitrificados, 8
quedaron gestantes (1 embarazo
bioquimico, 2 abortos clinicos); 7
pacientes se realizaron un 2°
criotransfer en los que conseguimos 2
embarazos mds. La tasa acumulada de
gestacion alcanza asi el 86.6%, siendo
la tasa de embarazo evolutivo 75.0 %
(33/44) (C195 59,6-85,9%). Todos los
embarazos son Unicos. De las 44
pacientes del grupo control (transfer de
dos), 26 tuvieron resultado positivo en
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eltest de embarazo, 2 fueron embarazos
bioquimicos (7,7%) y 4 sufrieron aborto
clinico (15,4 %), con lo que la tasa de
gestacion evolutiva resulta en un 4,.6 %
(20/44) (CI95 30,7-59,1%). Nueve
pacientes (45 %) tienen embarazos
multiples (CI95 23,2-6,0%).

CONCLUSIONES:

La vitrificaciéon de embriones con el
método Cryotop ha mejorado las tasas
de supervivencia post desvitrificacion.
Por consiguiente, la transferencia tnica
de embriones sequida de la
vitrificacién/desvitrificacion en los
ciclos sin éxito proporciona tasas de
gestacion  acumulada vy  total
significativamente mayores (como
demuestran los IC95) que las
transferencias de dos embriones.
Mediante esta estrategia estamos
aumentando el éxito reproductivo y
ademds eliminamos la incidencia de
gestaciones miltiples.

021: REVISION DE LA EXPERIENCIA CLINICAEN CRIOPR?SERVACI()N
DE TEJIDO OVARICO EN LA UNIDAD DE REPRODUCCION HUMANA
ASISTIDA DEL HOSPITAL UNIVERSITARIO LA FE DE VALENCIA.

C. C. Duque, M. Romeu, J. M. Rubio, A. Monzé, A. Romeu.
Unidad de Reproduccién Humana (Servicio de Ginecologia). Hospital Universitario la Fe de Valencia.

INTRODUCCION:

La criopreservacion de tejido ovarico es
una opcién para mantener la funcién
reproductiva y endocrina en pacientes
oncolégicas, cuyo tratamiento
(quimio/radioterdpico) supondrda un
riesgo importante de Fallo Ovdrico
Prematuro (FOP). Consiste en la
preservacion de fragmentos (o la
totalidad) de la corteza ovarica previa al
tratamiento, aislando al tejido de la
agresién gonadotéxica.

MATERIAL Y METODOS:

En la criopreservacion de tejido ovdrico
participan los Servicios de Ginecologia
(Unidad de Reproducciéon Humana) y
Anatomia Patolégica del Hospital

Universitario la Fe de Valencia, asi como
el Centro de Tejidos de la Comunidad
Valenciana. En nuestro protocolo se
incluyen mujeres con edad entre 13y 35
afios, afectas de enfermedades benignas
o malignas cuyo tratamiento pudiera
producir, como efecto secundario, un
FOP. Se excluyen aquéllas que presentan
contraindicaciones para la intervencién
quirirgica o en las que el
autotransplante  ovarico  pudiera
suponer la reactivacion de la
enfermedad neoplasica. La obtencion
del tejido ovdrico (exéresis ovarica) se
realiz6 mediante laparoscopia. La
diseccion de la cortical ovarica se realizé
en ldminas de un grosor de 1-2mm vy
tamafo 5x7mm aproximadamente. Un
fragmento fue remitido al Servicio de
Anatomia Patolégica para verificar la

normalidad histolégica (presencia de
foliculos primordiales y ausencia de
células malignas) y el resto fueron
enviados al Centro de Tejidos de la

Comunidad  Valenciana para su
congelacion (DMSO 10-12,5%;
congelador programable; -0,3 vy

0,5°C/min). Las pacientes fueron citadas
a los 6, 12 y 24 meses del proceso
quirdrgico para evaluar la funcién ovdrica
residual mediante Recuento de Foliculos
Antrales (RFA) y determinacién hormonal
(FSH, LH, Estradiol, Inhibinay AMH).

RESULTADOS:

Durante el periodo de Marzo de 2008 a
Mayo de 2009 se realizaron 12
criopreservaciones de corteza ovdrica.
La edad media de las pacientes fue de 25
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afios  (13-35). El motivo de la
criopreservacién fue por linfoma de
Hodgkin en 4 casos (33%), linfoma no
Hodgkin en 1 caso (8,3%), neoplasia de
mama en 3 casos (25%), sarcoma de
gliteo en 1 caso (8,3%), esclerosis
multiple con tratamiento quimioterapico
en 1 caso (8,3%), sarcoma de tibia en 1
caso (8,3%) y carcinoma de cérvix en 1
caso (8,3%). De las 12 pacientes, 2
(16,6%), bajo supervisién oncolégica,
comenzaron con el tratamiento
quimio/radioterdpico antes de la
criopreservacién ovdrica con el fin de
minimizar la posibilidad de metdstasis.
En 6 pacientes (50%) no pudieron
realizarse los controles ecograficos y
determinaciones hormonales (salvo
AMH) previas al proceso quirdrgico por

premura en laintervencién. La duracién
media de las intervenciones fue de 44
minutos y las pacientes permanecieron
una media de 24 horas ingresadas. En el
75% de los casos (9/12) se realizd la
exéresis del ovario izquierdo. El tiempo
de isquemia, definido como el tiempo
transcurrido desde la extraccién ovdrica
hasta su criopreservacién fue inferior de
4 horas. Enel91,6% (11/12) de los casos
los fragmentos remitidos a Anatomia
Patolégica  presentaron  foliculos
primordiales y ausencia de células
malignas; solamente en un caso (linfoma
no Hodgkin) la criopreservacion no pudo
llevarse a cabo por presencia de
infiltracion de células linfoides en el tejido
estudiado. Cuando el tratamiento
oncoldgico lo permite se

ofrece la posibilidad de vitrificar
ovocitos/embriones antes de la exéresis
ovdrica. Dos pacientes han sido incluidas
en este protocolo, una con vitrificacion de
ovocitos y otra de embriones. Hasta el
momento no ha sido solicitado ningdn
autotransplante por parte de las
pacientes.

CONCLUSIONES:

A pesar de que la criopreservacion de
tejido ovdrico no es una préctica
consolidada para mantener la funcién
reproductora y endocrina en pacientes
oncolégicas, los resultados obtenidos,
tanto en modelos experimentales como
en las experiencias recientes en a especie
humana, ofrecen nuevas opciones en

022: VITRIFICACION DE OVOCITOS EN PACIENTES CON SINDROME
DE HIPERESTIMULACION OVARICA: RESULTADOS IVI MADRID 2008

L. Herrero, C. Losada, S. Pareja, J. Fernandez, M. Jiménez, Y. Minguez.

IVI MADRID

INTRODUCCION:

La hiperestimulacién ovdrica es una
complicacién derivada de la alta respuesta
de algunas  pacientes a las
gondonadotropinas.  Estas pacientes
presentan bajas tasas de gestacion e
implantacién, y ademds aquellas que
consiguen un embarazo corren el riesgo de
desarrollar sindrome de hiperestimulacién
tardio. Una estrategia novedosay eficaz en
pacientes con riego de hiperestimulacién
podria ser la vitrificacién de los ovocitos
con el fin de transferir los embriones
resultantes en un ciclo posterior.

El objetivo de este trabajo es presentar
las tasas de gestacién conseguidas tras
la transferencia de embriones
procedentes de ovocitos vitrificados en
este tipo de pacientes.

MATERIAL Y METODOS:

Las pacientes incluidas en este estudio
fueron clasificadas como “pacientes con
riesgo de hiperestimulacién” cuando el
nivel de estradiol en sangre fue >4000
pg/ml y/o se contaban >15 foliculos
maduros en la dltima ecografia
transvaginal.

Durante el 2008, 94 de estas pacientes
vitrificaron sus ovocitos maduros
siguiendo el método del Cryotop
(Kitazato). Posteriormente, en 38 de
estas pacientes se procedi6 a la
desvitrificacion de sus ovocitos para
llevara cabo un ciclo de microinyeciény
transferencia embrionaria. Los
embriones resultantes fueron
transferidos en ciclos sustituidos
posteriores al ciclo de vitrificacion.

Los resultados, totales y por grupos de
edad, obtenidos tras la desvitrificacion
de los ovocitos de estas pacientes son
los siguientes:

CONCLUSIONES:

Las tasas de gestacion e implantacién
obtenidas tras la desvitrificacion y
transferencia de embriones en estas
pacientes confirman que la vitrificacién
de ovocitos es una opcién seguray eficaz

RESULTADOS: en  pacientes con riesgo de
hiperestimulacién ovarica.
Total =38 <38
N*de pacientes 38 3 35
Fdad (media + DE) 333£33 393x1.5 32.8+33
. - . 636 43 593
Ovocitos vitrificados (N, media + DE) 16.715 143132 | 169151
. - . . 478 28 450
Ovocitos desvitrificados (N, media + DE) 126140 93135 12915
" . . 396 18 378
N de ovocitos que sobreviven y % 828 643 84.0
N*® Transferencias 36 3 33
Media de embriones transferidos (media = DE) 2106 23107 22106
23/36 1/3 22133
. S o
N® Gestaciones bioquimicas y % 63.8 333 66.6
19/36 1/3 18/33
. . o,
N® Gestaciones clinicasy % 527 333 545
15/36 1/3 14/33
. . a
N° de gestaciones evolutivas y % 16 233 424
4/19 0 4/18
0,
" abartosy % 21.0 0 222
325 14.3 343
. . o
N® de embriones implantados y % 25177 17 24/70
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023: VITRIFICACION DE OVOCITOS: NUESTRA EXPERIENCIA.

J. Muiioz, G. Quea, E. Garijo, F. Galera, J. Herreros.

Instituto Madrilefio de Fertilidad (IMF), Madrid

INTRODUCCION:

La vitrificacion es una nueva técnica
de criopreservacion de reciente
implantacién en los laboratorios de
reproduccion asistida de nuestro pais.
Esta técnica ha permitido criopreservar
embriones, blastocistos y ovocitos.
La criopreservacion de  ovocitos
anteriormente tenia muy bajo rendimiento
por lo que no se podia implementar de
rutina en los laboratorios hasta la llegada
de la vitrificacién.

El objetivo de este trabajo es presentar
las tasas de gestacién consequidas
tras la transferencia de embriones
procedentes de ovocitos vitrificados.

MATERIAL Y METODOS:

Desde que obtuvimos la acreditacion
para poder vitrificar ovocitos (en Junio
de 2008), un total de 65 pacientes de
ovocitos propios (no donantes) han
usado esta técnica para criopreservar
sus ovocitos en nuestro centro. La
razéon por la que estas pacientes
vitrificaron parte o la totalidad de sus
ovocitos fue diversa: riesgo de
hiperestimulacién, razones éticas a la
hora de criopreservar embriones,
problemas en la recogida de la muestra

de semen, postergar la maternidad...

La vitrificacion se realizé por el método
del Cryotop (Kitazato biopharma,
Japon). A las 2 horas de la captacién
ovocitaria se procedié a decumular los
ovocitos. Seqguidamente los ovocitos
maduros (MII) fueron vitrificados
siguiendo  las instrucciones  del
fabricanteyalmacenados en tanques de

Francia). El embarazo se confirmé
mediante —hCG en suero a los 12 dias de
la transferencia y la presencia de saco
gestacional 10 dfas mas tarde.

RESULTADOS:
Hasta el momento 30 pacientes con una

edad media de 36.9 afos han
desvitrificado algunos de sus ovocitos:

N de casos 30

N de ovocilos (medialSI)) 124(4.1L1.5)

N°de ovocitos que sobreviven (media+SD) (%) 102 (3.4+1.05) (82.2 %)

N°de ovocitos fecundados (media+SD) (%) 84 (2.8+0.9) (82.3 %)

N dc cmbrioncs A+B (media+SD) 60 (2.0+0.75)

N de embriones transleridos (medialSD) 66 (2.210.86)

N®de embriones re-vitrilicados 6

% do Gestacion Clinica 40 % (12/30)

% Implantacion 19.7 % (13/66)
nitrégeno liquido. CONCLUSIONES:

La desvitrificacion se hizo segin
protocoloy 2 horas después de la misma
se procedié a microinyectar los ovocitos.
La fecundacién se observé a las 16-19
horas post-inyecciony al tercer dia de la
desvitrificacién-microinyeccion se
realiz6 la transferencia embrionaria con
el catéter TDT (Laboratoire CCD,

A la vista de los resultados preliminares
parece que la vitrificacién de ovocitos es
una técnica segura y eficaz,
consiguiendo tasas de embarazo
equiparables a las que se consiguen con
ovocitos en fresco.

024: EL CIGARRILLO AUMENTA LOS NIVELES DE COLESTEROL EN EL
PLASMA SEMINAL Y REDUCE SIGNIFICATIVAMENTE EL CALCIO
INTRACELULAR EN ESPERMATOZOIDES DE HOMBRES INFERTILES

T. Viloria, N. Garrido, J. A. Martinez-Conejero, J. M. De Los Santos, P. Gdmiz, M. Meseguer.

IVI-Valencia

INTRODUCCION:

El consumo de cigarrillos es uno de los
habitos toxicos mds comunes en la
poblacién; éste, es potencialmente
capaz de inducir efectos deletéreos en
los gametos y ademas ha sido asociado
con un aumento del estrés oxidativo en
el  eyaculado.  Nuestro  grupo

previamente ha demostrado que el
habito de fumar afecta negativamente
algunas enzimas antioxidantes
intracelulares como la GPx4 (isoforma
especifica  del  espermatozoide),
alterando su actividad y expresion de
ARNm, probablemente produciendo
peroxidacion lipidica de la membrana
espermdtica y afectando la calidad

seminal, pero no asf, dafio oxidativo al
ADN  (origen  primario de |la
fragmentacion del ADN). Debido a ello,
resulta  interesante estudiar otros
cambios moleculares en el
espermatozoide. Adicionalmente,
hemos demostrado que las
concentracionesintracelulares de calcio
(Ca+2) y la proporcion del colesterol
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(CH) en la membrana del
espermatozoide  son  marcadores
importantes de calidad seminal debido a
su relacion directa con la morfologiay el
potencial de fertilidad; por otro lado, la
actividad mitocondrial (AM) se ha visto
fuertemente relacionada con la
movilidad espermatica. Nuestro objetivo
con este estudio fue correlacionar
niveles de Ca+2, CH y AM en el
espermatozoide, con el consumo de
tabaco en pacientes infértiles.

MATERTAL Y METODOS:

Estudiamos 135 muestras de semen de
hombres infértiles. Los pacientes que
hubieran consumido alcohol y/o drogas
en los 3 meses previos al estudio fueron
descartados. Asi  mismo, fueron
excluidos aquellos pacientes que
tuvieran una historia reciente de fiebre,
exposicion a gonadotoxinas como
quimioterapia, radioterapia, pesticidas,
0 exposicion ocupacional a metales
pesados. También se investigd sobre la
presencia de varicocele, torsidn
testicular, y cualquier otra alteracién en
el tracto genito-urinario, y todos fueron
excluidos. Establecimos dos grupos

seglin el consumo de cigarrillo: no
fumadores (n=73) y fumadores (n=62).
Analizamos los parametros seminales
basicos segtn los criterios de la OMS; las
concentraciones de Ca+2 y CH en el
plasma seminal fueron determinadas por
enzimoinmunoanalisis. El  Ca+2
intracelular, las concentraciones de CH
en la membrana de espermatozoidey la
AM,  fueron  determinados  por
fluorometria. El andlisis estadistico fue
realizado utilizando la prueba T para
detectar diferencias significativas.

RESULTADOS:

No se encontré ninguna correlacion
entre los parametros seminales basicos
y el consumo de cigarrillo. La
concentracion de CH en el plasma
seminal de los hombres fumadores fue
mas alta (27.40 [ET 6.82]) que en los no
fumadores (13.78 [ET 2.70]) (p=0.044).
Sin embargo, no se encontraron
diferencias  significativas en la
concentracion de CH en la membrana
plasmatica del espermatozoide entre
fumadores y no fumadores. Las
concentraciones de Ca+2 en el plasma
seminal fue comparable en los dos

grupos, pero el Ca+2 intracelular en la
membrana espermatica resultdé
considerablemente disminuido en el
grupo de hombres fumadores (3.44 [ET
1.41]) comparado con no fumadores
(12.23 [ET 4.22]) (p=0.030). La
actividad mitocondrial presente en
fumadores y no fumadores no resulté
importante.

CONCLUSIONES:

Hemos observado un  aumento
significativo de niveles de CH en el plasma
seminal de los hombres fumadores (asi
como se ha descrito en sangre); pero
no en la membrana espermatica;
probablemente preservando la funcién de
capacitacion en la cual ve implicado el CH.
También hemos demostrado que fumar
afecta negativamente el Ca +2 intracelular
en el espermatozoide, y este fenémeno
podria producir cambios importantes en
la fisiologia celular de los gametos de
hombres fumadores, aunque su actividad
mitocondrial no se vea alterada. Por
tanto, es necesaria investigacién
adicional para estudiar los efectos
negativos del cigarrillo en los
espermatozoides.

025: COMPARACIéN ENTRE EL TEST DE FRAGMENTACI@N DE ADN
ESPERMATICO MEDIANTE LA TECNICA DE SCD Y EL INDICE DE
VITALIDAD MEDIDA CON EL TEST DE NARANJA DE ACRIDINA.

E. Olaya, L. Ortega, P. Lépez, A. Gabriel, I. Orozco, R. Nifiez, P. Caballero

Clinica Tambre, Madrid

INTRODUCCION:

La integridad del ADN espermadtico es
uno de los factores mas importantes que
seanalizan actualmente en el estudio de
fertilidad masculina.

Existen numerosas publicaciones sobre
la utilidad de diversos métodos en los
cuales se analiza el estado de la
cromatina espermatica. Uno de lo mds
sencillos es el test de bromuro de etidio
y naranja de acridina (AO), con el
cual se comprueba el grado de
desnaturalizacion del ADN espermatico
en funcién de su unién al colorante
naranja de acridina. Sin embargo, la

técnica de AO esta limitada a estas
propiedades metacromdticas, por
cuanto nos aporta informacidn
limitada del estatus nuclear del
espermatozoide.

Otras técnicas, como el Sperm Chromatin
Dispersion ~ (SCD)  analizan la
fragmentacion del ADN espermatico
comprobando roturas en la cadena.

El objetivo de este trabajo es
comprobar si existen relacién entre el
grado de fragmentacién de ADN y la
vitalidad espermdticas en muestras de
semen de varones en estudio de
fertilidad.

MATERIALY METODOS:

Para el estudio se han incluido 82
muestras de semen de varones en
estudio de fertilidad en la Clinica
Tambre.

Para el estudio de la vitalidad se ha
empleado el test de Bromuro de etidioy
naranja de acridina y para la
fragmentacion espermatica el test
Halosperm.

La técnica de AO detecta la proporcién
de espermatozoides muertos
dependiendo del grado de
desnaturalizacion del ADN nuclear.
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Espermatozoides con fluorescencia
naranjaindican un ADN desnaturalizado,
mientras que los que presentan
fluorescencia verde contienen el ADN
intacto.

El porcentaje de fragmentacién se midi6
mediante el test SCD mejorado
(Halosperm). Este test nos indica la
presencia de roturas de la cadena de ADN
basdndonos en el tamafio del halo
obtenido. En un espermatozoide
fragmentado no observaremos este halo
al analizar la muestra con microscopio
de fluorescenciay el fluorocromo GelRed
y por el contrario en un espermatozoide
con el DNA no fragmentado presenta un
halo mayor.

Se utiliz6 T de Student para comparacion
estatica de medias entre ambos grupos.
Se ha considerado como significativo
p<0,05

RESULTADOS:

La proporcién de espermatozoides con
DNA desnaturalizado detectado con el
test de A0 se correlaciond
significativamente con la proporcién de
espermatozoides con DNA fragmentado,
detectado con el test SCD (r=0.84, P <
0.001). EL valor medio del indice de
vitalidad con AO fue de 21,1% (6 + 50)
frente al 21,9% (7.3 + 40) de
fragmentaciéon en las 82 muestras
analizadas. Por otra parte, los dos
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ensayos mostraron una correlacion
estadisticamente negativa con la
concentracion espermatica, movilidad y
morfologia normal.

CONCLUSIONES:

Este estudio demuestra la correlacion
entre los resultados de vitalidad
espermdtica medida con el test de
naranja de acridina y el grado de
fragmentacién de ADN con el SCD. Estos
resultados sugieren que podria utilizarse
el test de AO como primera opcidén para
determinar el dafio espermatico a nivel
de la cromatina antes de la realizacion
de test mas costosos o complicados.

026: ANALISIS FENOTiPICO DE PROSTASOMAS HUMANOS EN
RELACION CON SU PAPEL INMUNOMODULADOR

M. C. Guarnizo!, E. Delgado?, J. De Julidn’, R. G. Roncero?, S. Morgado?, B. Sanchez-Correa?, J. J. Gordillo?, R. Tarazona?, J. G. Casado?
Norba, Ginecologia y Reproduccién S.L., Ciceres. 2Universidad de Extremadura, Area de Inmunologia, Universidad de Extremadura, Ciceres.

INTRODUCCION:

Los prostasomas son pequenias vesiculas
secretadas por la glandula prostatica al
liquido seminal. Los prostasomas se
fusionan al espermatozoide transfiriendo
al espermatozoide iones, lipidos vy
proteinas de superficie que mejoran su
movilidad, licuefaccion y capacitacion. EL
descenso de pH en la vagina (pH=5)
incrementa la fusién permitiendo asi la
adquisicion de nuevas proteinas que
protegen al espermatozoide de las
defensas inmunitarias en el tracto genital
femenino.

Las células NK uterinas son la principal
poblacién de leucocitos en el tracto
genitalyjuegan un papelimportante en
la defensa inmunoldgica. Sin embargo
una elevada actividad de las células NK
estd asociada a una pérdida recurrente
del embarazo.

En este trabajo planteamos la siguiente
hipétesis: “los prostasomas modulan la
funcion efectora de las células NK a
través de ligandos de receptores NK”.
Para confirmar esta hipdtesis, hemos

caracterizado  fenotipicamente la
expresion de ligandos moduladores de la
actividad NK en los prostasomas asi
como las implicaciones funcionales de
esta interaccion.

Los  prostasomas en pacientes
normozoospérmicos (segun los criterios
de @ OMS) se aislaron por
ultracentrifugacién y cromatografia en
columnas de SEPHADEX G-200 y se
analizaron fenotipicamente por citometria
de flujo después del acoplamiento con
microsferas de carboxilato (polybead
carboxylate®).  Nuestros resultados
demuestran que los prostasomas expresan
las proteinas vesiculares de membrana
(D107a/b (LAMP-1/2) y HSP-70 (proteina
de choque térmico). En cuanto a los
ligandos de receptores NK, expresan altos
niveles de CD48 (ligando del receptor
activador CD244 de células NK'y células T)
y (D86 (ligando de la molécula
coestimuladora CD28 en células Ty ligando
de variantes de CD28 en células NK).

Las consecuencias funcionales de la
interaccion de células NK con
prostasomas se determinaron mediante

la incubacion de linfocitos de sangre
periférica con prostasomas purificados.
Tras 5 dias de cultivo, se analiz6 la
proliferacion celulary los porcentajes de
viabilidad, necrosis y apoptosis
mediante una tincién con anexina-
V/ioduro de propidio. Los resultados
demostraron que los prostasomas
purificados disminuyen la proliferacién
y la viabilidad celular aumentando el
porcentaje de células apoptdticas.

En conclusion, los resultados obtenidos
in vitro apoyan el papel de los
prostasomas en la inmunomodulacion
de la actividad NK que podria estar
implicado en el éxito reproductivo.
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027: POTENCIAL DE IMPLANTACION DE LOS EMBRIONES EN
FUNCION DEL TAMANO RELATIVO DE SUS BLASTOMEROS Y LA
PRESENCIA DE NUCLEOS VISIBLES EN CADA CELULA

F. Prados, G. Pérez-Bermejo, A. Diaz, 0. Collado, M. Sanchez-Rivera, I. Bruna
Unidad de Reproduccién. Hospital Universitario Madrid-Monteprincipe. Madrid.

INTRODUCCION:

Estudiar la influencia de dos
caracteristicas morfolégicas embrionarias
sobre la probabilidad de implantacién de
un embrién. Por un lado el hecho de ver
todos los nicleos, por otro, la simetria de
los embriones en estadio de 4 células.

MATERIAL Y METODOS:

Casos de FIV realizados a pacientes
menores de 39 afos entre enero de 2005y
abril de 2009. Todos los embriones
incluidos en el estudio tenian 4 células y
<25% de fragmentacién en dia 2 y no
presentaban blastémeros multinucleados.

RESULTADOS:

De los 2895 embriones en los que se
evaluaron correctamente ambas
caracteristicas, se vieron todos los niicleos
enun70,3%y hubo un 81% de embriones
con simetria adecuada entre los
blastémeros. Un 61,5% del total se
clasificaron como de buena simetria y se
vieron los 4 ndcleos. En un 8,8% de los
casos se vieron los 4 ndcleos pero la
simetria fue mala. En un 19,4% la simetria
fue buena pero no sevieron los 4 ndcleos y
enun 10,2% de los embriones no se vieron
los 4 nicleosy la simetria fue inadecuada.

La tasa de implantacion de los
embriones con buena simetria fue 39,4%
(364/923), mientras que la de los de
mala simetria fue: 33,0%
(32/97)(p=0,22). La tasa de
implantacién de los embriones con
todos los nicleos visibles fue 40,9%
(315/770) y la de los que no se vieron los
4 ndcleos 29,7% (65/219)(p<0,01).

La tasa de implantacion de los
embriones con buena simetria pero sin 4
nicleos visibles fue 35,7% (75/210) y la
de los embriones con mala simetria pero
con los 4 nicleos visibles: 45,5%
(20/44). La tasa de implantacién de los
embriones con buena simetria y 4
nicleos visibles en dia 2 fue del 39,7%
(278/700), mientras que la de los
embriones con mala simetria y no todos
los ndcleos visibles en dia 2 fue: 21,3%
(10/47) (p<0,02)

CONCLUSIONES:

Hemos analizado embriones con 4
células en dia 2, sin multinucleacién y
con bajo grado de fragmentacion
obtenidos a partir de oocitos de
pacientes menores de 39 afos. Los que
presentan blastomeros semejantes
muestran mejor tasa de implantacion
que los que muestran mala simetria,

aunque la diferencia no es significativa.
Los embriones en los que se pudieron
observar los 4 nicleos muestran
significativamente mejor tasa de
implantacién que aquellos en que no se
vieron los 4 ndcleos. Los embriones con
blastémeros semejantes y los 4 nicleos
visibles presentan claramente mayor tasa
de implantacién que aquellos en los que
las células son de diferente tamafio y no
todas permiten detectar su ndcleo.
Ademads, si comparamos los embriones
con una de las dos caracteristicas en su
version mds positiva y la otra en versién
mds negativa, obtenemos una ligera
diferencia en tasa de implantacién
(no estadisticamente significativa)
favorable a la presencia de niicleo en las 4
células frente a blastémeros de tamafo
semejante. Los resultados apuntan a que
ambas caracteristicas estudiadas de
manera aislada tienen influencia sobre la
tasa deimplantacién. La observacion o no
de los 4 nlcleos de embriones con 4
células en dia 2 parece tener mas
relevancia que la semejanza en el tamafio
de los blastémeros. Los embriones con 4
células mononucleadas y de tamafo
semejante en dia 2 presentan mucha
mejor tasa de implantaciéon que los
embriones con células de tamafo
diferente en que no se detectaron los 4
nicleos en sus 4 células.

028: COMPARACION DE LAS TASAS DE SUPERVIVENCIA EMBRIONARIAS
EN LOS CICLOS DE VITRIFICACION VERSUS CONGELACION LENTA

M. Sanchez de Burgos, L. Andrés Criado, M. Nieto Sanchez, J. Cuadros, E. Hernandez

Clinica FIVMadrid

INTRODUCCION:

La  congelacion de  embriones
desempefia un papel muy importante en
las técnicas de reproduccién asistida.
Actualmente, a las técnicas de
congelacién lenta hay que afadir una

nueva técnica, la vitrificacion. Mientras
que la congelacién tradicional enfria de
forma lenta y progresiva los embriones,
la vitrificacion baja la temperatura de
forma brusca. Debido a este
enfriamiento tan rapido, y a la alta
concentracién de crioprotectores en el

medio utilizado para la vitrificacion, se
evita la formacién de cristales dentro de
la célula, lo cual podria ocurrir con la
congelacion lenta, provocando, de este
modo, que los embriones se dafien y
pierdan capacidad de implantar. El
objetivo de este estudio es comparar la
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supervivencia embrionaria de la RESULTADOS:
descongelacion, comparando las dos
técnicas posibles: Congelacion lenta y _ ) _ _ )
Vitrifi .. Embrioncs Embrioncs con Embrioncs con Embrioncs con lisados
irmncacion. descongelados 100% células 30%-100% células = <350% células
( intaclos)

= . Descongelacién 94 28 (29.7%) a 31(32.9%) b 19(202%) | 16(17.0%)
MATERIAL Y METODOS: Desvitrificacion 63 42 (66,7%)a 15(23.8%) b 2(3.1%) 4(6.3%)
Estudio prospectivo y randomizado p<0,0001

realizado en la clinica FIVMadrid desde
Diciembre de 2008 hasta Abril de 2009.
Las técnicas de congelacion utilizadas
fueron la tradicional lenta con descenso
controlado de la temperatura y la
vitrificacién mediante el Cryotop. En cada
paciente se selecciond una u otra técnica
mediante el programa de aleatorizacién
Research Randomizer Form v4.0.

Se llevaron a cabo un total de 75 ciclos de
descongelacion tradicional vs 34 de
desvitrificacion. De los 75 ciclos de
descongelacion tradicional no hubo
transferencia en 2 de los casos, mientras
que de los 34 ciclos de desvitrificacion no
hubo transferencia en 1 caso. Todos los
embriones se mantuvieron en cultivo 24
horas postdescongelacion para observar
su desarrollo antes de transferir.

ns

Si consideramos como supervivencia
embrionaria aquellos embriones que
permanecen  intactos tras la
descongelacion y aquellos que tienen la
mitad o mds de sus células intactas, la
supervivencia en la descongelacion fue
de 59/94 (62,8%) y en la
desvitrificacion de 57/63 (90,5%)
siendo estadisticamente significativa
(p<0,001).

De los 78 embriones procedentes de la
descongelacion tradicional que no se
lisaron, 34 se dividieron a las 24 horas
(43,6%), mientras que en los ciclos de
desvitrificacion de los 59 embriones que
no se lisaron se dividieron un total de 43
embriones (72,9%), siendo la diferencia
estadisticamente significativa (p<0,01).

CONCLUSIONES:

La comparacién mediante el test de la
chi-cuadrado de los embriones con el
100% de sus células, del total de los
embriones supervivientes y de los
embriones que se dividen a las 24 horas
mostré diferencias estadisticamente
significativas. Nuestros resultados
sugieren que los embriones congelados
mediante la técnica de vitrificacion
presentan mayores tasas de
supervivencia que aquellos congelados
mediante la congelacidn lenta, por ello
en nuestro centro estamos derivando
paulatinamente la congelacién lenta
hacia la vitrificacion con el Cryotop.

029: COMPARACION ENTRE EL NOMERO DE EMBARAZOS CLINICOS
ESTIMADO Y OBTENIDO EN TRANSFERENCIAS DOBLES. EFECTO DE
LA CALIDAD EMBRIONARIA

V. Moreno, F. Mir6, E.Vidal, S. Civico, J.M. Calafell, 0. Sarrias, N. Brandi, M. Guimera, J. Balasch

Unitat de Reproducci6 Assistida. Institut Clinic de Ginecologia, Obstetricia i Neonatologia. Hospital Clinic de Barcelona

INTRODUCCION:

Transferir varios embriones aumenta la
probabilidad de embarazo, aunque
incrementa el riesgo de gestacion
multiple. Igualmente, no todos los
embriones poseen la misma calidad, y
por tanto, la misma capacidad de
implantary desarrollarse. Buscando un
equilibrio entre aumentar la tasa de
embarazo simple y el riesgo de
embarazo doble, comparamos la tasa de
embarazo clinico obtenida en
transferencias dobles con embriones de
la misma calidad con la esperada,
asumiendo que la probabilidad de
embarazo clinico por embrién es un
suceso independiente.

MATERIAL Y METODOS:
Este es un estudio retrospectivo.
Embriones obtenidos por FIV son

clasificados segtin una escala basada en
simetria celulary presencia de fragmentos
en cuatro tipos, I a IV, de forma
decreciente. A partir de los resultados
observados en transferencias de un
embrion de tipo LILIII, y IV, se estiman
valores de probabilidad de embarazo
doble y simple para transferencias de dos
embriones. Los valores estimados son
comparados con los observados mediante
analisis de frecuencias con Chi-cuadrado,
con correccion de continuidad para
comparaciones con dos grados de
libertad.

RESULTADOS:

Se considera un total de 627 de
transferencias de un solo embrién y
1728 transferencias de dos embriones.
Las transferencias de dos embriones
incluyen, pares de embriones del mismo
tipo (I a IV) y dos embriones de tipo Iy
II1. La probabilidad de embarazo clinico
obtenida en transferencias de un
embrion de tipoIa IV es 15.4%, 13.9%,
11.5% y 6.3% respectivamente. La
comparacién entre valores observadosy
estimados en transferencias de dos
embriones se muestran en la tabla 1.
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(%) 2xtipol 2 x tipo II 2 x tipo III
no embarazo 484 v71.6 653v74.1 68.5v 783
embarazo (total) 494 v284 343v259 31.5v21.7
un saco 33.8v263 235v 239 24 4v 204
dos sacos 156v24 108v 19 7v13

Tabla 1. Comparacion de los embarazos clinicos observados v estimados en transferencias dobles

En todos los casos de transferencia de dos
embriones, excepto en embriones tipo IV,
la tasa de embarazo doble observada es
significativamente superior a la esperada
(P<0.0001). En transferencia doble de
embriones tipo I, la tasa de embarazo
simple es también superior a la esperada
(P<0.0001), en cambio, para tiposII, IITy
1V, ambos valores son similares. Cuando
setransfieren conjuntamente embriones
tipo Iy II, la tasa de embarazo simple
observada es también superior a la
esperada (P=0.0067).

030:

CONCLUSIONES:

La tasa de embarazo clinico doble
observada en las transferencias de dos
embriones es significativamente superior
a lo esperado, asumiendo que la
probabilidad de obtener un embarazo por
embridn es un suceso independiente. Esto
es consistente con datos previamente
publicados (1) y sugiere la existencia de
alguna forma de interaccién positiva entre
los embriones transferidos.

La mayor tasa de embarazo simple
observada en transferencias de dos
embriones tipo I, y en transferencias de
un embrién de tipo Iy III no tiene una
explicacién clara. Estudios previos
indican que la transferencia embrionaria
mdltiple aumenta la tasa de embarazo
en casos de aborto de repeticion (2). Es
posible, pues, que este fendmeno esté
relacionado con la produccion de
factores inmunoldgicos involucrados en
implantacién.

REFERENCIAS

1. Matorras R et al. Hum. Reprod. 2005; 20:
2923 -31

2.Creus M etal. AmJ Reprod Immunol 2003;
50:420-6

RESULTADOS DE LA TRANSFERENCIA DE EMBRIONES

VITRIFICADOS PROVENIENTES DE OVOCITOS VITRIFICADOS.

S. Pareja, C. Losada, L. Herrero, J. Fernandez, M. Jimenez, C. Bou.

IVI Madrid

INTRODUCCION:

La criopreservacion es una herramienta
de uso comin en cualquier laboratorio
de reproduccion asistida. Las técnicas de
criopreservacion que utilizamos a diario
son mundialmente conocidas y de gran
importancia, ya que un buen programa
de criopreservacién permite sacar el
maximo rendimiento a los ciclos de
fecundacién in vitro, mediante la
transferencia de embriones congelados.
En los dltimos tiempos hemos
introducido en nuestros laboratorios la
posibilidad de criopreservar ovocitos
gracias a la vitrificacion, lo que nos abre
un mundo de posibilidades para
nuestras pacientes.

En concreto la vitrificacién de ovocitos
en algunas pacientes nos permite evitar
la congelacién de embriones reduciendo
el nimero de ovocitos a desvitrificar,
pero aun asi en algunos casos el dia de
la transferencia contamos con mas de 2
embriones de buena calidad, y tenemos
que congelarlos.

El objetivo de este estudio es mostrar los
resultados preliminares que obtenemos
al trasferir los embriones descongelados
que provienen de ovocitos vitrificados,
comparando estos resultados con los
obtenidos con embriones descongelados
que provienen de ovocitos en fresco.

MATERIALY METODOS:

Tanto los ovocitos como los embriones
de las pacientes del grupo de estudio se
han vitrificado y desvitrificado mediante
el método del Cryotop (Kitazato).

Entre enero y diciembre de 2008 hemos
realizado 216 ciclos de desvitrificacion e
ICSI de ovocitos. No estdn incluidos en
este estudio ciclos de ovodovacion. S e
han realizado 181 transferencias
(83,8%), de las cuales han congelado
embriones 48 casos (26,5%).

RESULTADOS:

Los resultados conseguidos de estas 48
pacientes son: 29  gestaciones
bioguimicas (60,9%), 24 gestaciones
clinicas (52,2%) con un 32,3% de tasa

. Tasa . . ..
Pacicancs Gestacion Climca laza Aborto lasa Implantacion
Transferencia de
cmbrioncs 819 1/8 are
desvitrficados de 19 (A2%0) (12, 5%a) 2%
Ciclos de Ovogitos
| Deswvitnfcados
Transferencia de
cmbrioncs 60193 12/60 are
desvitrilicados de 193 (31.1%) [20%) 2%

Ciclos de Ovogitos
Frescos

*p<0.001
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de implantacién. Las 19 pacientes que
no gestaron con las transferencias en
fresco, al descongelar sus embriones
obtuvimos los siguientes resultados que
se comparan cuando el origen de los
ovocitos no es vitrificado.

CONCLUSIONES:

En nuestros ciclos de desvitrificacion de

ovocitos a pesar de intentar desvitrificar
el ndmero minimo posible para tener
una buena transferencia y no tener que
congelar embriones se dan casos muy
buenos en los que se congelan
embriones. Sin embargo en estos
resultados preliminares hemos
observado que los embriones
descongelados procedentes de ovocitos
desvitrificados presentan muy buenas

Diciembre 2009 Vol. 14 -N°2
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tasas de gestacién e implantacion.
Aunque los casos que hemos
descongelado son pocos todavia, nos
dan confianza ante la vitrificacion de
los embrionesy nos hacen pensar que el
hecho de pasar por dos vitrificaciones no
afecta a su calidad y a su potencial de
implantacién.

031: CAPACITACION A 37° VS CAPACITACION A 25°

I. Moragues, A. Brotons, A. A. Fernandez-Peinado
Clinica In Vitam Centro De Medicina Reproductiva, Elche

NTRODUCCION:

Practicamente en la totalidad de los
laboratorios y de forma mecdnica
realizamos las capacitaciones
espermaticas a 37°, cuando en realidad
la T2 6ptima de los espermatozoides es
inferior a 32°.

OBJETIVO:

Nuestro objetivo es comparar las tasas
de embarazo capacitando a 37°,y a 25°.

MATERIAL Y METODOS:

Seleccionamos al azar dos grupos de
pacientes que seran sometidos a

un ciclo de Inseminacion Artificial.
Dentro de cada grupo de
temperaturas, diferenciaremos entre

Normozoospermicos, Oligozoospérmicos,
Astenozoospérmicos, Teratozoospérmicos,
y Oligoastenoteratozoospérmicos,
Azosspérmicos no tenemos ningtn caso,
por lo que no lo tendremos en cuenta. Las
capacitaciones se realizan mediante
lavado con centrifufacién de 10 min a
600g, y posterior Swim-up con Sperm
Wash de Nicon, en el primer grupo
incubamos a 37°, y en el sequndo grupo a
250,

RESULTADOS:

Nuestros resultados reflejan claramente
que la tasa de embarazo en todos los
grupos, en los que hemos capacitado a
25°, es significativamente superior 31%,

resultados obtenidos son buenos,
podriamos mejorar las tasas de éxito
incubando a 25°. Esta mejora puede ser
debida a la detencion de la Reaccion
Acrosémica que se produce a T@
ambiente, y que posteriormente se

CAPACITACION A 372

NORMO OLIGO ASTENO TERATO OTA TOTAL
NUMERQ 85 63 54 71 15 288
BETA POSITIVA 25 18 14 12 3 72
% EMBARAZOS 29% 29% 26% 17%  20% 25%

CAPACITACION A 259

NORMO OLIGO ASTENO TERATO OTA TOTAL
NUMERO 35 32 23 13 12 115
BETA POSITIVA 12 11 7 3 3 36
% EMBARAZOS 34% 34% 30% 23%  25% 31%

frente al 25% de B-Hcg positivas que no
sale capacitando a 37°.

CONCLUSIONES:

Parece ser que aln sabiendo que
capacitando el semen a 37° los

reactiva en el Tracto genital femenino,
puede ser que esta reactivacion se
produzca con mayor intensidad o
simplemente que los espermatozoides
incubados a 37¢, vayan perdiendo con el
tiempo su capacidad para realizar su
funcion.
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032: EMBRIONES CRIOCONSERVADOS ;:QUE HACER? LA PAREJA

DECIDE

M. L. Garcia, C. Del Campo, I. Morales, P. Fuentes, M. J. Campos, V. Maldonado, M. J. Medina.
U. R. H. A. del Complejo Hospitalario de Jaén, Jaén

INTRODUCCION:

La ley 14/2006, de 26 de mayo sobre
técnicas de R.H.A. aclara los destinos
posibles que podran darse a los
preembriones crioconservados, siendo
estos: la utilizacién por la propia pareja,
la donacidn con fines reproductivos, la
donacién con fines de investigacién o el
cese de su conservacién sin otra
utilizacién. En la U.R.H.A. del C.H. Jaén,
incluimos en el C.I. preguntas a la
pareja, que recogen los diferentes
destinos de dichos preembriones.

OBJETIVOS:

Analizar porcentaje de parejas que optan
por cada una de las tres opciones recogidas
en la leyarriba citada, (siempre en el caso
de no ser utilizados por a propia pareja),
en los siguientes supuestos:

En el supuesto de no renovacion de
dicho consentimiento previo intento en
dos ocasiones por parte del centro.

En caso de que transcurridos dos afios de
crioconservacion, existiera desacuerdo
de la pareja sobre el destino de los
preembriones (por razén de separacion,
divorcio, etc.).

En el caso de incapacidad mental o
fallecimiento de alguno de los miembros
o de ambos.

Relacionar respuestas con nivel de
estudios y nacionalidad, en cada uno de
los tres supuestos.

MATERIAL Y METODOS:

Revision retrospectiva mediante base de
datos informatizada (Access)
procesando con el programa SPSS los
datos de los C.I. obtenidos de 245
historias de parejas sometidas a ICSI,
desde Mayo/06 hasta Abril/09. Datos
analizados:  nivel de estudios,
nacionalidad en las diferentes opciones:

desacuerdo de la pareja, incapacidad
mental o fallecimiento de alguno de los
miembros de la pareja.

RESULTADOS:

De las 245 parejas con C.I. revisado,
97de estas (39.6%) eligen en los tres
supuestos la misma opcién de las cuales
9.3% (n=9) eligen donacion a otras
parejas, 50.5% (n= 49) eligen donarlos
para investigacion, y 40.2% (n=39)de
las parejas eligen la descongelacién sin
otra utilizacién..

Elresto de las parejas 148 (60.4%) eligen
distintas opciones segtin el supuestoy de
estas el 89.2% (n=132) en ningln
supuesto eligen descongelacién, mientras
que 10.8% de estas parejas (n=16) en
alguno de los tres supuestos eligen la
descongelacion sin otra utilizacién.

Nivel de estudios:
Si analizamos los datos en relacién con

el nivel de estudios obtenemos los
siguientes porcentajes:

almacenamiento de preembriones en
R.AA. es mds que un simple
requerimiento. Es una toma de decisién
informada del destino de preembriones
sobrantes de un ciclo.

Son mayoria las parejas (77.5%) que
optan por donacidn, ya sea a otras
parejas o investigacion, frente al 15.9%
que eligen la descongelacion sin otra
utilizacién. Sélo el 6.7% de las parejas
se dejan influir por los supuestos y
eligen distinta opcién segtin cada uno de
ellos.

La nacionalidad no es significativa para
el estudio por haber muy pocas parejas
extranjeras.

Llama la atencién que el 46.2% de
parejas con estudios primarios eligen la
descongelacion, frenteal 10.2%y 12.8%
de las parejas con estudios medios y
universitarios respectivamente.

Estudios Donacion Investigacion Descongelacion | Donacién + investigacion
Primarios 22.0% (29) | 36.7% (18/49) | 46.2% (18/39) 304% (32/132)
Medios 222% (2/9) | 102% (549) | 102% (4/39) 14.4% (19/132)
Universitarios | 44.5% (419) | 34.7%(1749) | 128% (5/39) 22.7% (30/132)
desconocidos 1 1% (159} 18.4% (9/49) 30.8%  (12/39) 235% (31/132)
Nacionalidad

De las 245 parejas el 96.7% (n=237) son
de nacionalidad espafiolay 3.3% (n=8)
de nacionalidad extranjera alguno o

ambos miembros de la pareja.
opciones Espaiiola (n=237) Extranjera (n=8)
Donacién 3.4% (8237 12.5% (1/8%)
Invesligacion 20.7% (49/237) 0% (%)
Desconpelacion 15.6% (37/237) 25%  (2®)
Donacion + imvesligacion 53.6% (127/237) 62,5% (5/8)
Donacion | investigacion | descongelacién 6.7% (16/237) 0% (0/8)

CONCLUSIONES:

El CI. para criopreservacion 'y
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033: RELACION ENTRE LOS PATRONES PRONUCLEARES Y LA
CALIDAD EMBRIONARIA SEGUN CRITERIOS ASEBIR

M. Brossa, X. Blanch, A. Yus, M. Antich.
Fertilab, Barcelona

INTRODUCCION:

La valoracion exhaustiva del potencial
implantatorio de los embriones
obtenidos de FIV-ICSI es un tema al que
dedicamos mucha atenciéon en los
laboratorios, observandolos en todos
sus estadios, desde el dia de la puncién
hasta el momento de la transferencia. En
nuestro laboratorio realizamos un
cultivo  individualizado de los
embriones, observando el patron de
prondcleos que presentan en dfa 1 (ver
figura 1) y su evoluciény calidad (segun
criterios ASEBIR) hasta el dia de la
transferencia (dia 2 o dia 3). Dado que la
determinacion del patrén de prontcleos
conlleva un mayor tiempo de
observacion y, por tanto, de exposicion
fuera de los incubadores y, teniendo en
cuenta que en otros laboratorios se
observa la fecundacion sin determinar el
patrén de los PN observados obteniendo
también muy buenos resultados,
decidimos estudiar si, en nuestro centro,
halldbamos una relacién entre patrén
pronuclear y calidad embrionaria para
decidir si merecia la pena seguir con la
valoracién de dichos patrones.

MATERIAL Y METODOS:

Observamos de forma retrospectiva 1730
zigotos obtenidos en los ciclos de FIV-
ICSI de nuestro centro durante el afio
2008. De éstos, 741 fueron observados
hasta dia 2 y 989 hasta dia 3.

Los patrones de prontcleos que
seguimos se muestran en la Fig.1,
agrupandose en cuatro grupos (GI, GII,
GIIIL, GIV) y la clasificacién de calidades
sigue la propuesta por ASEBIR (calidad
A, B,CyD).

Los  ovocitos maduros  fueron
microinyectados o inseminados. Tras la
microinyeccion, se pasaron a microgotas
de 20 microlitros de G1 plus v.5 en placas
Falcon embriotestadas 60x15 para su
cultivo individualizado. Los ovocitos

inseminados se pasaron a microgotas de
G1 a las 3 - 5 horas post-inseminacion.

Se valoraron los prondcleos a las 18h
post ICSI o post inseminacién. Se
pasaron a placas nuevas de G1
manteniendo su posicion de cultivo. Se
observo su desarrollo hasta dia 2 o dia 3
anotando las caracteristicas de cada
embrion.

RESULTADOS:

La frecuencia general de patrones
pronucleares observados en nuestro
laboratorio es la siguiente: 24.9% GI;
46.8% GII; 4.9% GIIT; 23.4% GIV.

En embriones cultivados hasta dia 2, la
distribucion de frecuencias de calidades
observadas fue la siguiente: 37.38%
calidad A; 24.70% calidad B; 15.92%
calidad C; 22.00% calidad D. Para dia 3,
la distribucion observada fue: 30.94%
calidad A; 13.35% calidad B; 15.37%
calidad C; 40.34 calidad D.

Seria de esperar una distribucién similar
de dichas frecuencias cuando se
analizara  conjuntamente  patrén
pronuclear y calidad embrionaria si
ambos  factores no  estuvieran
correlacionados. En cambio observamos
una tendencia al aumento de calidad C
en detrimento de la calidad A en
embriones procedentes de patrén GIII.
Asi mismo, se observa mayor proporcion
de embriones de calidad A asi como de
buena calidad (A+B) derivados de GI,
especialmente en las observaciones de
dia 3.

CONCLUSIONES:

Una conclusion desprendida del analisis
realizado es que en dia 2 se observa
mayor porcentaje de embriones de
buena calidad (A+B) que en dia 3. Esto
es debido sobretodo a embriones que,
siendo de calidad 6ptima en dia 2, no
dividen o lo hacen en un grado muy bajo

(sélo una division) entre dia 2 y dia 3,
pasando a calidad D. Con esto, nuestra
eleccién inicial seria la de transferencia
en dia 3, que permite seleccionar mejor
los embriones.

La tendencia observada en nuestro
laboratorio muestra que el patrén
pronuclear GIII tienen un peor
prondstico de calidad embrionaria. Por
el contrario, la observacién de GI en

prontcleos da una mayor probabilidad
de embrién de buena calidad.

100%
A% B Calicad A

W Calidad B
%

M Calidad C
ok B Calidad D
2%

PHGI

0%
Goneral PGl

Grdfico 1: Calidad embrionaria en D+3 en funcion

del patron pronuclear (GI vs. GIII).
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034:

DESARROLLO EMBRIONARIO

INFLUENCIA DEL FACTOR MASCULINO SEVERO EN EL

M. Cruz, B. Gadea, M. Martinez, C. Lizan, M. A. Lépez, Y. Ayllon, I. Pérez Cano, M. Muiioz, M. Meseguer.

IVI Alicante

INTRODUCCION:

En la literatura existen datos
contradictorios acerca de los efectos de
los espermatozoides sobre el desarrollo
embrionario y principalmente sobre la
formacion del blastocisto.

Una herramienta (til a [a hora de evaluar
la influencia del factor masculino en los
tratamientos y posterior resultado de un
ciclos de Reproduccién Asistida lo
constituyen los programas de donacion de
ovocitos, ya que en este caso se cuenta
con un parametros de control como son
los ovocitos, lo que nos permite estudiar
la influencia del factor masculino.

El objetivo de nuestro trabajo es
determinar el efecto del factor
masculino severo en la tasa de formacion
de blastocisto comparando un modelo
de ovodonaciéon con un modelo de
ovocitos propios.

MATERIAL Y METODOS:
Se evalu6 la tasa de formacion de

blastocisto de un total de 2467
embriones procedentes de ciclos de

ovodonacién (Grupo A) y/o ciclos de
FIV/ICSI con ovocitos propios (Grupo B).
En dia 5 de desarrollo, se evaluaron los
embriones segin la expansion del
blastocele y el nimero de células e
integridad tanto de la masa celular
interna como del trofoectodermo. Se
excluyen pacientes y donantes con PCOy
endometriosis. El analisis de la muestra
de semen se realiza en funcion de los
parametros normales segln los criterios
de la OMS, de modo que aquellas
muestras con menos de 5 millones de
espermatozoides por mililitro, se definen
como factor masculino severo (FMS).

El andlisis estadistico incluye un test
estratificado que permite comparar la
variable de estudio en muestras normales
y patoldgicas, tomando el origen de los
ovocitos como variable de control.

RESULTADOS:

La tasa de desarrollo hasta blastocisto
mejora en ciclos de ovodonacién en
comparacion con los ciclos de gametos
propios e incluso el factor masculino
afecta menos en dicha tasa OR= 0.39
(C195% 0.31-0.49)

Dia 5 Blogueados Mérula Blastocisto

Grupo A FMS(%) 50,0 (n—-90) 22,2 (n—40) 27.8 (n—=50)
No-FMS(%) 41,6 (n—324) 17,1 (n—133) 433 (n-321)

Grupo B FMS F(%) 30.4 (n—38) 21,6 (n—27) 48.0 (n—60)
No-FMS (%) 32,7 (n—453) 14,1 (n—193) 53.2 (n-736)

Total FMS (%) 41,9 (n—128) 21,9 (n—67) 36.1 (n—-110)
No-I'MS (%) 35.9 (n—777) 16,0 (n—328) 48,8 (n—1057)

Tras la aplicacion del test estadistico de
Mantel-Haenszel, el valor de OR
referente a la tasa de desarrollo a
blastocisto fue de 0,70 (CI 95% 0,67 -
0,91) p>0.001; estos datos son similares
a los obtenidos en las tasas globales, por
lo que podemos asumir el efecto del
factor masculino severo sobre el
desarrollo embrionario, siendo este
efecto mas evidente en los ciclos con
ovocitos propios.

CONCLUSIONES:

Elfactor masculino severo es responsable
de una baja tasa de desarrollo a
blastocisto pero puede ser parcialmente
corregido por la calidad ovocitaria. Los
ovocitos procedentes de mujeres jévenesy
fértiles contrarrestan los problemas
derivados de trabajar con muestras
seminales de baja calidad. Una posible
explicacion de este hecho reside en los
mecanismos de reparaciéon ovocitarios
capaces de subsanar los errores del DNA
que aparecen como consecuencia de una
espermatogénesis defectuosa.

OR p valor
0,67(CI195 0,52-0,86) 0,0008
0,90(C1950.74 -1.1) NS
0,74(CI195 0,63-0,86) 0,00003

035: PACIENTES ONCOLOGICOS Y TECNICAS DE REPRODUCCION
ASISTIDA EN EL HOSPITAL DE CRUCES

B. Corcéstegui, R. Mendoza, V. Aparicio, 0. Ramén, R. Matorras, T. Martinez-Astorquiza.
Unidad de Reproduccién Humana. Servicio de Obstetricia y Ginecologia. Hospital de Cruces (Vizcaya).

INTRODUCCION:

En Noviembre de 1978 se instaurd en
nuestro pais el primer banco de semen
en un hospital de la red pablica

(Hospital de Cruces), pero no fue hasta
12 afios mas tarde (Julio de 1990),
cuando en nuestro centro empezamos a
congelar de forma habitual muestras
seminales en pacientes con patologias

susceptibles de recibir tratamientos
potencialmente esterilizantes.

El propésito de este trabajo, es presentar
nuestros  resultados, analizar qué
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porcentaje de pacientes siguen a lo largo de
los afios en contacto con el banco de
semen, evaluar si se realizan los controles
correspondientes y cuantos de ellos han
recurrido a una Técnica de Reproduccién
Asistida.

MATERIAL Y METODOS:

Desde Julio de 1990 hasta Diciembre del
2008, hemos recibido en el Laboratorio
de Andrologia de la Unidad de
Reproduccién Humana del Hospital de
Cruces (Vizcaya) 638 pacientes remitidos
fundamentalmente de los Servicios de
Urologia,  Oncologia  Médica vy
Hematologia, tanto de nuestro hospital
como del resto de los hospitales del Pais
Vasco, Cantabria, La Rioja y Burgos.

Las enfermedades mds frecuentes en los
varones que han acudido a nuestro
banco de semen para criopreservacion
espermatica han sido: cancer testicular
(42.0%), enfermedad de Hodgkin
(30.7%), linfoma no-Hodgkin (10.5%) y
leucemia (4.0%). Otras indicaciones
fueron el 12.7%. La edad de los
pacientes oscil6 entre los 13 y 58 afios,

estando la mayoria de ellos (65.6%), en
elrango de 18 a 30 afios.

RESULTADOS:

Del seguimiento de estos pacientes
llama la atencién la alta tasa de casos en
que se desconoce su evolucién, dado que
no se han vuelto a poner en contacto con
el banco (65.76%).

Hasta Abril del 2009, tan sélo en 31 de
estos 638 pacientes se ha realizado una
técnica de Reproduccién Asistida. En 27
de ellos ha sido con sus muestras
seminales criopreservadas antes de
recibir el tratamiento y en los 4
restantes, a pesar de tener muestras
congeladas, con semen fresco.

Se han iniciado un total de 47 ciclos
FIV/ICSI en 28 pacientes, de los cudles 3
han sido cancelados por baja respuesta. Se
han realizado 38 transferencias
embrionarias, consiguiendo 14 embarazos
(36,84% embarazo/transfer).

Cuatro de estas pacientes, recibieron el
tratamiento tras el fallecimiento de su
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parejay 2 de ellas, quedaron gestantes.

En 5 pacientes, se han
realizado Inseminaciones Intrauterinas,
obteniéndose embarazo en 3 de ellas.

CONCLUSIONES:

La criopreservacion de semen deberia
considerarse en situaciones en las cudles
se va a aplicar un tratamiento que
probablemente afecte a la fertilidad,
como en el caso de las enfermedades
mencionadas anteriormente.

Tan sé6lo un pequefio porcentaje de los
pacientes que criopreservan semen en
estas situaciones (<5%), utilizan
posteriormente el mismo con fines
reproductivos. Es mds, la mayor parte de
ellos (65.76%), ni siquiera se ponen en
contacto con el banco de semen para
realizarse los controles pertinentes tras
el tratamiento.

No obstante, entre los pacientes que
posteriormente recurren a una TRA, los
resultados son alentadores.

036: PERFIL SOCIOLOGICO DE LAS CANDIDATAS A DONACION DE

OVULOS

M. Garcia, S. Sanchez, A. Yus, M. Antich, M. Lafont.

Fertilab (Barcelona)

INTRODUCCION:

Dada la demanda creciente de visitas
informativas sobre donaciéon de dvulos
en las clinicas de reproduccion asistida,
el objetivo de este estudio prospectivo
no randomizado es conocer cudl es el
perfil sociolégico de las candidatas a
ovodonacién en nuestro centro.

MATERIAL Y METODOS:

Durante el afio 2008 hasta mayo del
2009, con la colaboracion de la unidad
de enfermeria, se realizé una encuesta
escrita con preguntas relativas a
diversos aspectos de la vida personal y
social de las candidatas. De forma
voluntaria, completaron dicha encuesta
el dia de su visita informativa.

RESULTADOS:

Se obtuvo una participacion de 302
candidatas cuya edad media es de 27,1
afos, de las cuales, el 45% son europeas
(30% espafolas, 6% rusas), y el 55%
sudamericanas (22% brasilefias, 6%
ecuatorianas, 5% colombianas).

Respecto al nivel de estudios, un 37%
han cursado el bachillerato, el 27%
tienen estudios bdsicos, un 18%
formacién profesional, un 9% una
diplomatura y un 9% una licenciatura.

El 14% de ellas se dedican a los servicios
de limpieza, el 12% a la hosteleriay el 6%
a los servicios asistenciales. Cabe destacar
que sélo un 7% son estudiantes y que un
12 % se encuentran en desempleo.

En relacion al estado civil, observamos
que mayoritariamente son mujeres
solteras con pareja (45%), sequidas de
las solteras sin pareja (33%), casadas
(16%) y separadas (6%).

Referente al nlimero de personas con las
que han mantenido relaciones sexuales.,
elintervalo que predomina es “de una a
tres personas” (42%), sequido por “mds
de cinco” (35%) y “entre tres y cinco”
(21%). Sefialar que cuatro candidatas
afirman no haber mantenido relaciones.

Los métodos anticonceptivos mas
utilizados son el preservativo (34%) y las
pastillas anticonceptivas (30%). Es
[lamativo que el 12% sefialen prescindir
de cualquier método.
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Casi la mitad de las encuestadas son
madres (41%) frente a un 59% que no lo
son. Muchas de ellas, el 35%, refieren
haber presentado algln aborto.

El 36% han sido donantes en algtn
momento, en el 47% de las ocasiones de
sangre, en el 46% de 6vulos en otro
centro, y el 6% de ambos.

En cuanto a los habitos toxicos, el 71%
bebe alcohol ocasionalmente y el 20%
afirma haber probado drogas, siendo la
marihuana la mas consumida (47%).

Finalmente, nos interesamos por la
motivacion de las candidatas resultando
ser en un 37% de los casos la
compensacion econémica, frente al 32%
que afirma hacerlo de forma altruista y

el 24% por ambos motivos.

Esinteresante el hecho de que el 38% de
las encuestadas sefialen tener conocidos
con problemas de fertilidad.

CONCLUSIONES:

Los resultados de esta encuesta
establecen un perfil de mujer de 27 afios,
espafola, con un nivel de estudios medioy
trabajadora en el sector de servicios.
Suelen ser mujeres solteras con pareja
estable, sin hijos y que toman
precauciones a la hora de mantener
relaciones sexuales. En general, no beben
alcohol regularmente ni consumen drogas.

Mds alla del motivo econdémico
indudable, encontramos casi en la

misma proporcion mujeres a las que les
mueve el altruismo y un sentimiento de
solidaridad, pues suelen tener conocidos
con dificultades para tener hijos. Esta
disposicion altruista es evidenciada en
el alto nimero de mujeres que son
donantes de sangre. Hemos observado
mayor porcentaje en espafiolas y, a
diferencia de lo que esperabamos,
menor en mujeres con hijos o con
abortos.

Observamos un gran nlmero de
candidatas que han realizado
donaciones previas de 6vulos lo que
pone de manifiesto la necesidad de la
creacion del Registro Nacional de
donantes de gametos.

037: EXPERIENCIA CLINICA DE LA V!TRIFICACI()N DE EMBRIONES
EN LA UNIDAD DE REPRODUCCION HUMANA ASISTIDA DEL
HOSPITAL UNIVERSITARIO LA FE DE VALENCIA.

C. C. Duque, J. V. Martinez, I. Molina, A. Monzd, M. Romeu, A. Romeu.

U. R. H. Hospital Universitario la Fe, Valencia.

INTRODUCCION:

La criopreservacion embrionaria permite
preservar los embriones excedentes de
buena calidad no transferidos en el ciclo
en fresco para su posterior transferencia,
aumentando las tasas de gestacion por
ciclo iniciado. La técnica de vitrificacién
combina tasas de enfriamiento
ultrarrdpidasy concentraciones elevadas
de crioprotectores, de forma que se evita
la formacion de cristales de hielo durante
el proceso, aumentando la supervivencia
celular. En este trabajo se presenta la
experiencia clinica en vitrificacion
embrionaria asi como los resultados

obtenidos tras la desvitrificacion
y  transferencia de  embriones
criopreservados en la Unidad de

Reproduccion del Hospital Universitario
la Fe de Valencia.

MATERIAL Y METODOS:

Se incluyeron las vitrificaciones

embrionarias realizadas desde Octubre
de 2007 hasta Abril de 2009. Durante
este periodo se vitrificaron embriones
en 234 casos, con un total de 749
embriones vitrificados. Se vitrificé un
total de 635 embriones en D+2 (84,8%),
43 embriones en D+3 (5,7%) y 71
embriones en D+5/6 (9,5%) de buena
calidad (grados a y b, categorias
ASEBIR). En 6 de los casos se
vitrificaron embriones en distinto
estadio de desarrollo. Para los procesos
de vitrificacion/desvitrificacion se
emple6 el protocolo descrito por
Kuwayamayy cols (2005), comercializado
por Irvine ScientificO (Vit Kit0-
Freeze/Thaw) con el CryoTip0 como
contenedor. Se realizaron un total de
102  desvitrificaciones, con 253
embriones desvitrificados. 67 parejas

realizaron un solo ciclo de
criotransferencia, 16 pacientes
realizaron dos ciclos de

criotransferencia y 1 pareja tuvo tres
ciclos de criotransferencia. Se

estudiaron las caracteristicas
morfoldgicas de los embriones antes y
después de la desvitrificacion, asi como
en el momento de la transferencia. Se
transfirieron embriones catalogados
como viables (>50% blastémeras
intactas) tras 3-4 horas de cultivo o los
que mostraron al menos una division
tras 18 horas de cultivo in vitro. Para la
transferencia se utilizaron ciclos
sustituidos de preparacion endometrial
con estradiol  transdérmico vy
progesterona natural por via vaginal. En
caso de que la determinacién de hCG
(14 dias después de la criotransferencia)
fuera superior a 20UI/L se cité a la
paciente para el diagnéstico ecografico
de gestacién (saco embrionario con
latido cardiaco).

RESULTADOS:
Se realizaron 102 desvitrificaciones con

un total de 253 embriones
desvitrificados, 220 embriones en D+2
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(86,9%), 21 en D+3 (8,3%) y 12 en
D+5/6 (4,7%). La tasa de recuperacién
embrionaria tras la desvitrificacién fue
del 92,1% (233/253). La tasa global de
supervivencia  (>50%  blastémeras
intactas) fue del 78,5% (183/233), 78%
en D+2, 90% en D+3y 66,6% en D+5/6.
Fueron transferidos 174 embriones en 87
criotransferencias, anuldndose en 15
€asos la transferencia por
degeneracion/lisis y/o no recuperacion
embrionaria tras la desvitrificacion.

La tasa de gestacién bioquimica por

criotransferencia fue del 26,4% (23/87),
siendo 27,9% (17/61) en D+2, 21,7%
(5/23) en D+3y 33,3% (1/3) para las
transferencias realizadas en D+5/6. La
tasa de gestacion clinica (saco
embrionario con latido cardiaco) fue del
21,8% (19/87), siendo 24,6% (15/61)
en D+2, 13% (3/23) en D+3 y 33,3%
(1/3) para las transferencias realizadas
en D+5/6. La tasa de implantacion
embrionaria fue del 12,1% (21/174),
siendo 13,7% (17/124) en D+2, 6,8%
(3/44) en D+3y 16,6% (1/6) para las
transferencias realizadas en D+5/6. La
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eficacia global del proceso, calculada
como nlimero de gestaciones clinicas
sobre el ndmero  total de
desvitrificaciones fue del 18,6%
(19/102).

CONCLUSIONES:

La vitrificacion de embriones es una
herramienta (til, rapida y segura que
permite prevenir la gestacion mdltiple
tras ciclos de estimulacion ovdrica,
ademas de aumentar la tasa de
gestacion acumulada por ciclo.

038: PROGRAMA DE CRIOI':RESERVACI()N DE EMBRIONES:
VITRIFICACION VS CONGELACION LENTA.

P. Duque, L. M. R. Menes, F. Graiia, V. Sanchez, A. Gutiérrez, C. Gutiérrez, A. Valles, M. Vazquez, Y. Ruano, N. Ferndndez, P. Fernandez. P. E. de

la Fuente, C. Garcia-Ochoa.

CEFIVA (Centro de Fertilizacién in Vitro de Asturias). Oviedo. Gijon. ANACER (Asociacion de Clinicas de Reproduccion Asistida)

INTRODUCCION:

La vitrificacion es una técnica de
criopreservacion que consiste
bdsicamente en la utilizacion de
soluciones con altas concentraciones de
crioprotectores, que al enfriarse a
elevadas velocidades, alcanzan la
consistencia de un vidrio. De esta forma,
se pasa rapidamente la franja critica del
efecto chilling y se evita la formacion de
cristales de hielo tanto intracelulares
como en el medio extracelular.

La vitrificacién se ha convertido en los
Gltimos afios en una alternativa a la
congelacién lenta dados los buenos
resultados aportados por diversos
grupos vy a la sencillez de la técnica.

El objetivo de este trabajo ha
sido revisar nuestros resultados del
programa de vitrificacion/desvitrificacién
de embriones durante el primer afio de
implantacion de ésta técnica en
nuestro centro (2008) y compararlos
con los resultados de
congelacién/descongelacion de
embriones durante 2007.

MATERIAL Y METODOS:

Se realizaron 36 ciclos de
vitrificacién/desvitrificacion con
embriones vitrificados en D+2 6 D+3 de
buena calidad durante 2008. Se

utilizaron los medios comerciales de
Irvine Scientific cuya composicion esta
basada en DMSO y etilenglicol como
crioprotectores permeables y sacarosa
como no permeable. Como soporte
embrionario se utilizaron las pajuelas de
alta seqguridad biolégica de
CryoBioSystem  para vitrificacion.
Durante 2007, se realizaron 49 ciclos de
congelacién/descongelacién con
embriones congelados en D+2 6 D+3 de
buena calidad con el protocolo clasico.
Se utilizé el medio comercial de Vitrolife
(Freeze Kit 1®) con 1,2-propanodiol y
sacarosa como crioprotectores. Para el
cargado de los embriones se utilizaron
las pajuelas para congelacion de
embriones de CryoBioSystem. La curva
de congelacion se llevé a cabo con un
congelador programable de Minicool.

Tanto la descongelacion como la

desvitrificacion se llevaron a cabo el dia
anterior a la criotransferencia para

Nimnero de ciclos

valorar la evolucién de los embriones.
RESULTADOS:

CONCLUSIONES: La vitrificacion es una
excelente alternativa a la congelacién
lenta, duplicando nuestras tasas de
gestacion e implantacion durante el
primer afio de funcionamiento con esta
técnica, que ademas es de aplicacién
sencilla, rapida y econdmica.

BIBLIOGRAFIA:

Kuwayama, M., Vajta, G., Ieda, S. and Kato,
0. (2005). Vitrification of human embryos
using the CryoTip® method. Reprod.
BioMed. Online, 11:608-14.

Testart, J., Lassalle, B., Belaisch-Allart, J.,
Hazout, A., Forman, R., Rainhorn, J.D. and
Frydman, R. (1986) High pregnancy rate
after early human embryo freezing. Fertil.
Steril., 46(2):268-72.

Congelacion lenta Vitrificacion
49 36

WNamero de embriones 116 87
deseongelados/desvilmilicados

Mimero de embriones que sobreviven 106 66
Tasa de superviveneia embrionariz T2.60% T5.86%
Nimero de transferencias 15 3l
Mitmero de embriones nmslenidos 106 GG
WNimero de embrionesftransferencia 235 215
Mitmero de gestaciones ] 12
Tasa de gestacion/eiclo 16.32% 33.33%
T'aga de geslacion/iransferencia 17.77% IR 700
Nirnero de savos 11 12
Tasa de implantacion 7.54% 18.18%
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039: LA SELECCION DE ESPERMATOZOIDES CON UN MEDIO QUE
CONTIENE ACIDO HIALURONICO MEJORA LOS RESULTADOS EN

CICLOS DE FIV-ICSI.

Cooper J, Busquets A%, Lopez-Teijon M*, 2, Alvarez JG, 2.
Instituto Marques; ?Fundacion Leonardo Marqués, Barcelona.

INTRODUCCION:

La microinyeccién intracitoplasmatica
de espermatozoides (ICSI) requiere el
uso de medios que ralenticen el
movimiento de los espermatozoides,
facilitando asi la angulacién de la colay
su posterior inmovilizacién. La mayoria
de estos medios contienen
polivinilpirrolidona (PVP), polimero con
posibles efectos téxicos. Otros medios
como el SpermCatchTM (Nidacon), que
contienen dcido hialurénico (HA),
deberian tener una mayor eficacia y
seguridad, ya que el HA participa de
forma fisioldgica en el proceso de
fecundacién in vivo. El objetivo de este
estudio fue el de comparar la eficacia de
medios utilizados en la seleccién
espermatica que contienen HAvs. PVP en
los resultados de ciclos de FIV-ICSI.

MATERIAL Y METODOS:

Se evaluaron un total de 20 ciclos de FIV-
ICSI. La mitad de los ovocitos se
microinyectaron utilizando un medio
que contiene PVPy la otra mitad con un
medio que contiene HA
(SpermCatchTM). Los embriones se
clasificaron siguiendo el sistema de
scoring embrionario recomendado por
ASEBIR. Se transfirieron una media de
2,1 embriones por paciente en D+2 0 en
D+3 y los embriones sobrantes fueron

congelados. Se compararon las tasas de
fecundacién, las tasas de divisién y
calidad embrionaria, y las tasas de
embarazo obtenidas en ambos grupos. El
andlisis estadistico se realiz6 mediante
Student t-test y Chi-square.

RESULTADOS:

Las tasas de fecundacion por ciclo, las
tasas de division y calidad embrionaria
fueron mas altas en el grupo de
SpermCatchTM comparado con el grupo
de PVP, si bien estas diferencias no
fueron estadisticamente significativas
(Tablas 1y 2). Las tasas de embarazo por
ciclo fueron similares en ambos grupos
(66% y 50 %) Cabe destacar que en el
grupo de SpermCatchTM la tasa de

Tabla 1

fecundacion fue del 100% en un 53% de
los ciclos mientras que en el de PVP tan
solo en un 12% de los ciclos.

CONCLUSIONES:

Los resultados de este estudio indican
que el uso del medio SpermCatchTM
mejora los resultados en ciclos de FIV-
ICSI comparado con el PVP. La falta de
significancia  estadistica en los
parametros evaluados probablemente
esté relacionada con el niimero limitado
de casos evaluados hasta ahora. Estos
resultados preliminares deberan ser
confirmados en una serie mds amplia de
€asos.

Parimetros SpermCatch™ PVP

N"dc ovocilos imscminados a7/80 79100

Tasa de lccundacion por ovoeilo 83,7% 79.0%

Tasa de [ecundacion por ciclo 85,8+ [7.8% (50-100%) 75.0+16,5% (33-100%)

‘I'asa de division embrionaria 0% 5% 96.2%

‘Total de embriones transferidos 23 19

Embrioncs congelados 20 27

Tasa do ulilizacion cmbrionaria 64.2% 58,0%

Tabla 2
SpermCatch™ PVP
Tipo D+2 D+3 D+2 D+3

A 12.0% 7.3% 13.0% 6,1%
B 36.0% 34 1% 25 0% 18 4%
C 21.0% 17.1% 19 0% 22 4%
D 31.0% 41.5% 43.0% 53.1%

040: OPTIMIZACION DEL NUMERO DE OVOCITOS RECUPERADOS EN

PUNCION

F. Guijarro, E. Garijo, M. Escudero, A. Guijarro, C. Alvarez
Unidad de Reproduccién Asistida, Hospital “La Moraleja” (Sanitas). Madrid.

INTRODUCCION:

Se busca determinar si existe un umbral
minimo y mdximo en el ndmero de
ovocitos recuperados en puncién en los
que se optimice el ciclo de Fecundacion
In Vitro.

MATERIALY METODOS:

que se ha llegado a realizar puncién
folicular. Se agrupan las pacientes por

Se realiza un analisis retrospectivo de los
ciclos de estimulacién ovarica llevados a
cabo en nuestro centro entre marzo de
2007 y marzo de 2009, con un total de
437 ciclos de estimulacién ovarica en los

franjas de edades (<30, 31-33, 34-36,
37-39 y >40), y para cada grupo se
realizan distribuciones segtn el nimero
de ovocitos obtenidos (<4, 5-9, 10-14,
15-19 y >20). Se emplea la técnica de
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ICSIen el 98,6% de los casos con una tasa
de fecundacién del 80,4%. Se observan
también los ciclos en los que ha habido
transferencia de mas de un embrion
y con las transferencias de embriones
congelados asociados a cada ciclo.

La distribucion final por edades vy
nimero de ovocitos se refleja en la
grafica de barras:

RESULTADOS:

En todos los grupos de edades se
encuentra un aumento significativo en
las tasas de embarazo cuando la
obtencién de ovocitos en puncién se

distribucién segin edad y n* ovocitos

sl d.d-JLn_

10-14 15-18

8885

W23 30 m31 33 W34 36 m37 30 m4) 49

sitGa entre 10 y 14. La baja tasa de
embarazos obtenidos en aquellas
pacientes menores de 30 afios se debe al
aumento de hiperestimulaciones vy
cancelaciones de la transferencia por
riesgo de SHO.

tasas do embarazo sagln edad

B

jz —_——

“ %1\‘"“1\
0 \
10

o
2330 333 3438 3T 38 40 43

= =fgtal === 1 embridn b congelados

CONCLUSIONES:

Las tasas de embarazo mantienen
una tendencia ascendente hasta
los 10-14  ovocitos  recuperados
independientemente de la edad de la
paciente, maximizandose en este margen
los resultados del ciclo de estimulacién. De
igual forma, se concluye que no son
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necesarias  estimulaciones  ovaricas
excesivas para mejorar las tasas de
gestacion.

tasas de embarazo segl.'ln grupos de edad y n® de

] =8 10-14 15-19

ES&EEE

—0—2330 3133 34-35 ——37-39 —C—40-49

tagas de embarazo SE’:II‘I e de ovocitos

04 58 10-14 15-19 20-...
—C—fotal —C—> 1 ambridn b congelados

041: NﬁMER() ADECUADO DE OVOCITOS Y EMBRIONES EN UN CICLO
DE DIAGNOSTICO GENETICO PREIMPLANTACIONAL PARA
ASEGURAR TRANSFERENCIAS ELECTIVAS.

!P. Duque, L. M. R. Menes, *F. Grafia, V. Sanchez, 'A. Gutierrez, !C. Gutierrez, 'A. Valles, M. Vazquez, 2Y. Ruano, 2N. Fernandez, ?P. Fernandez.

2P. E. de la Fuente, 2C. Garcia-Ochoa.

ICEFIVA (Centro de Fertilizacion in Vitro de Asturias). Oviedo. Gijon. 2ANACER (Asociacion de Clinicas de Reproduccién Asistida)

INTRODUCCION:

El diagnéstico genético preimplantacional
(DGP) es una técnica habitual en los
laboratorios de fecundacién in vitro que
permite seleccionar embriones antes de
su transferencia al Gtero.

OBJETIVO:

El objetivo de este estudio ha sido
determinar el ndmero 6ptimo de
ovocitos y embriones que serian
necesarios obtener en un ciclo de DGP
para llegar a realizar transferencias
embrionarias electivas.

MATERIALY METODOS:

Se analizaron 94 ciclos de DGP, con
diversas indicaciones. La biopsia (1 6 2
células) se realiz6 en dia +3 del
desarrollo embrionario, utilizando una
solucion dcida de Tyrode para el
hatching asistido.

El fijado para hibridacién in situ
fluorescente (FISH) de las células
embrionarias se llevé a cabo mediante
protocolo modificado de Tarkowski
(lavado de la célula en solucién hipoténica
KCL0.075 My fijacion con metanol-acético
3:1). Se estudiaron 9 cromosomas
X,Y,13,15,16,17,18,21,22 .

RESULTADOS:

Se realizaron 94 ciclos de ICSI/DGP con
puncién ovocitaria en todos ellos,
obteniéndose 632 ovocitos MII (6,72
Ovocitos MII/puncién). Fueron estudiados
454 embriones (4,82  embriones
estudiados/puncion) de los cuales 387
tuvieron un diagnostico (4,29 embriones
con diagnéstico/puncién). De ellos, 140
embriones fueron normales (36,18%), lo
que supone una tasa de embriones
normales por puncion de 1.48.

CONCLUSIONES:

En el global de las indicaciones de DGPy
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o 9 Embriones con % Embriones % Embriones
Indicacion diagnostico normalf?s frotal nc.)rmales. frotal
estudiados diagnosticados
46X HKMATXKK 6/6(100) 4/6(66.67) 4/6(66,67)
LTXXYIA6XY 13/13(100) 8/13(61.54) 8/13(61,54)
Aborlos Repelicion 98/112(87,50) 28/112(25) 28/98(28,57)
Felo anémalo previo 6/6(100) 3/6(50) 3/6(50,00)
F. Implantacion 51/63(80,95) 17/63(26,98) 17/51(33,33)
FISH alterado 108/117(92.31) 43/117(36,75) 43/108(39,81)
Microdel. Y 10/21(47,62) 9/21(42,86) 9/10(90,00)
S. X fragil 4/4(100) 2/4(50) 2/4(50,00)
Multifactorial 19/22(86.36) 8/22(36,36) 8/19(42,11)
1" reciproca 44/54(81.48) 10/54(18,52) 10/44(22.73)
T. roberlsonmana 27/35(77,14) 8/35(22,86) 8/27(29,63)
Hdad materna 1/1(100) 0/1(0) 0/1(0,00)
"Total 387/454(85,24) 140/454(30,84) (36,18)

con nuestra tasa de fertilizacion del
71,83%, hace que necesitemos 6

ovocitos MII por puncién, para poder
realizar DGP en 3-4 embriones (3.5) v

042: EFECTO REPARADOR DEL OVOCITO EN
VARONES JOVENES Y MAYORES.

obtener al menos un embrién normal
para transferir. Para lograr que la
transferencia sea electiva, necesitariamos
al menos 14 ovocitos MII por puncién y
lograr estudiar 10 embriones. Estos
digitos van a variar de una forma
significativa si tenemos en cuenta cada
una de las indicaciones del DGP.

BIBLIOGRAFIA:
arkowski, A.K. (1966) An air drying method

for chromosome preparations from mouse
eggs. Cytogenetics, 5:394-400.

CICLOS DE FIV CON

M. Esbert, M. Florensa, M. Riqueros, M. Martin, A. Ballesteros, G. Calderén

IVI-Barcelona

INTRODUCCION:

Aunque el efecto de la edad en la
fertilidad de la mujer esta demostrado,
aun no hay consenso sobre el efecto de
la edad del varén en cuanto a la
capacidad reproductiva. La
espermatogénesis es un proceso
continuo hasta edades avanzadas,
aunque la efectividad en la produccién
de gametos podria  disminuir,
produciendo embriones con un pool
genético defectuoso. El ovocito tiene
capacidad reparadora de dafio genético,
sin embargo su capacidad también
merma con la edad.

Este estudio tiene como objetivo valorar
el efecto de la edad del varén en los
resultados de un programa de FIV seglin
la edad de la mujer, y también segin si
provenian de 6vulos de una donante
sana o de una paciente.

MATERIAL Y METODOS:

Este estudio incluye 2454 ciclos. Los
casos se dividieron en 6 grupos segtn el
origen de los ovocitos (de donante o de
paciente) edad de las pacientes (<350 >
35 afios) y de los pacientes (< 40 0 > 40

afos). El

ndmero de

embriones

transferidos por paciente fue el mismo
en todos los grupos. El analisis
estadistico se realiz6 mediante Chi-
Cuadrado para datos categoricos vy
ANOVA para los datos continuos. La

correccion

de

Bonferronni

para

comparaciones mltiples se usé para el
analisis post-hoc.

RESULTADOS:

Los resultados de los ciclos de FIV se
detallan en la tabla.

CONCLUSIONES:

Tanto la edad de la mujer como la edad
del hombre tienen impacto en el
resultado clinico tras la realizacion de un
ciclo de FIV. Los datos obtenidos en este
estudio demuestran que los resultados
son peores cuando el varén es mayor, y
significativamente peores cuando tanto
el hombre como la mujer son afiosos.
Observando los resultados obtenidos en
los ciclos de mujeres jovenes (tanto
donantes como pacientes) el ovocito
debe tener un papel reparador de dafio
originado por la edad del varon.

Donante de | Donante de | Mujer = 35 | Mujer =33 | Mujer =35 | Mujer =33 P
ovocitos ovocitos aftos varon | affes waron | aflos varon | afies | vardn
vardn <40 aflos | varon =40 aflos | =40 afios =40 aftos 40 aflos | =40 aftos
n 72y {n &14) (n 429) n 37 (n 266) n 177y
Fecundacion 6546 121.67 63.1712417 379612617 4183144 86 626613088 386212826 | NS
medianie IV
(%l D.I)
Fecundacion GLUSLLTY9 G1.84L18.13 3982023 80 027412089 37.3402001 30.50.27.19 | N¥
mediants 181
(*eLD.E)
Embarazo clinico por 5520 61.11%* 43 81" 3BT <105
transforoncia(%e)
Tasa de implanlacion | 48,108 Alalb Af). 198 A2 50atx 3120 27010 =008
%)
'[l'usutleuburlu{%] 13.76 17.15 11.79 18.18 18.27 2586 NS

ab< Valores de las mismas filas con diferentes superindices son distintos (p<0.05).
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043: SELECCION DE EMBRIONES HISTOCOMPATIBLES CON FINES

TERAPEUTICOS

X. Vendrell?, T. Alberola?, R. Bautista-Llacer?, M. Pardo?, E. Garcia-Mengual', M. Boada?, M. Parriego?, A. Veiga?, M. Pérez-Alonso?, 3.
*Unidad de Genética Reproductiva. Sistemas Genémicos S.L, Paterna, Valencia. 2USP Institut Universitari Dexeus, Barcelona.3Departament de
Genética. Facultat de Ciéncies Biologiques. Universitat de Valéncia. Valéncia.

INTRODUCCION:

EL Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) conocido en
humanos como sistema HLA (Antigenos
Linfocitarios Humanos), comprende una
region de casi 4 Mb en el brazo corto del
cromosoma 6. Contiene los loci mds
polimérficos del genoma y es el
responsable de la respuesta inmune.

Esta respuesta es especialmente
importante en los  trasplantes
alogénicos de  células  madre

hematopoyéticas ya que la disparidad
entre el donante y el receptor hace que
existan problemas como el rechazo del
injerto o la enfermedad injerto contra
huésped. Estos problemas aumentan el
riesgo de complicacionesy la mortalidad
de los receptores de este tipo de
trasplantes. La dificultad de encontrar
donantes con un HLA idéntico ha
generado la demanda social del uso
conjunto de las técnicas de reproduccion
asistida 'y diagnéstico  genético
preimplantacién (DGP) para seleccionar
embriones histocompatibles como
futuros donantes de células madre
hematopoyéticas del cordén umbilical
para el hermano que requiere el
trasplante. La complejidad aumentasi la
enfermedad implicada es hereditaria y
ambos padres son portadores de las
mutaciones responsables.

El objetivo del presente trabajo es
mostrar la estrategia seguida para los
casos de DGP-HLA. Utilizamos como
ejemplo el caso de una pareja con un hijo
afecto de Anemia de Fanconi. El nifio es
heterocigoto compuesto para las
mutaciones €.41300>G y
€.3788_3790delTCT en el gen FANCA,
situado en el cromosoma 16. La
aplicacion de estas técnicas requiere la
autorizaciéon expresa previo informe
favorable de la Comisién Nacional de
Reproduccién Humana Asistida.

MATERIALY METODOS:

En estos casos, los estudios preclinicos
son de radical importancia. En una
primera fase se determina el haplotipo
(conjunto de alelos) HLA de los padresy
del hijo enfermo. Para ello utilizamos un
panel de 55 marcadores moleculares
microsatélites (STRs) distribuidos a lo
largo de la region HLA mediante PCR-
heminested. De estos marcadores, se
seleccionan los 8-10 mas informativos
en la familiay que cubran toda la regién
HLA. Esto es importante para detectar
eventuales sucesos de recombinacion
simple o doble que pueden ocurrir en los
gametos, previos a la formacién de los
embriones. En estos casos el embrién no
seria histocompatible. En segundo lugar
adaptamos las técnicas de analisis de
fragmentos (c.3788_3790delTCT) vy
minisecuenciacién (c.4130C>G) para
identificar por métodos directos las
mutaciones familiares causantes de la
enfermedad. Finalmente, se valida todo
el proceso en linfocitos Unicos de la
pareja. Debido a la gran cantidad de
regiones génicas estudiadas de forma
simultanea, el DGP se realiza mediante
la amplificacion previa del genoma
completo de cada blastomero con el
método de MDA (Multiple Displacement
Amplification). Esto nos permite
obtener una cantidad de ADN de partida
suficiente para estudiar todas las
regiones implicadas.

Validado el proceso se inicia el ciclo de
estimulacion ovarica. La probabilidad de
que un embrién sea histocompatible es
del 25% y de que sea histocompatible y
sano (en caso de existir una enfermedad
sanguinea hereditaria recesiva en la
familia) es del 18'75%. EL control
estricto de la estimulacién ovarica y el
perfecto funcionamiento del laboratorio
de embriologia son esenciales en estos
ciclos. Es necesario obtener un ndmero
suficiente de embriones para aumentar

al maximo la probabilidad de teneralgtn
embriéon compatible y sano. En
este sentido, el consejo genético
reproductivo previo es especialmente
importante en estas parejas.

RESULTADOSY CONCLUSIONES:

En nuestra experiencia el analisis de los
haplotipos HLA basado en STRs
combinado con diferentes técnicas de
deteccion de mutaciones resulta un
método robusto y fiable. Nos permite
interrogar de forma simultdnea, al
menos, 11 regiones génicas distintas,
partiendo Gnicamente de dos copias de
ADN procedentes de cada blastémero.
Ademds de la histocompatibilidad,
conocemos el estatus genético (sano,
portador o afecto) de cada embrién
analizado, en los casos que exista una
enfermedad sanguinea hereditaria.
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0442 EL COCULTIVO CON CELULAS DEL ENDOMETRIO FAVORECE EL
DESARROLLO EMBRIONARIO EN CICLOS DE DIAGNOSTICO
GENETICO PREIMPLANTACIONAL POR EDAD MATERNA AVANZADA

A. Mercader, P. Buendia, A. Delgado, B. Gadea, L. Escrich, C. Rubio, C. Simén

Institut Universitari - IVI Valencia

INTRODUCCION:

Las condiciones de cultivo son
determinantes para optimizar el
desarrollo embrionario in vitro. Unas
condiciones no adecuadas pueden
afectar al desarrollo del embrién
llegando incluso a provocar el bloqueo
de este. En el programa de Diagnéstico
Genético  Preimplantacional (DGP)
realizamos la transferencia en el dia 5 de
desarrollo por lo que necesitamos
mantener al embrién en el laboratorio
durante varios dias. El cultivo
prolongado puede realizarse utilizando
medios secuenciales o cocultivando los
embriones sobre una monocapa celular.
Se ha sugerido que el cocultivo favorece
el desarrollo embrionario. El objetivo de
este estudio fue comparar el desarrollo
de los embriones en cultivo secuencial
(CS) versus en cocultivo con células del
epitelio endometrial humano (CC), en
pacientes de edad avanzada (> 38 afios)
de nuestro programa de DGP.

MATERIAL Y METODOS:

Estudio retrospectivo que incluye 1.820
ciclos de pacientes de edad materna
avanzada, del programa de DGP, desde
Enero del 2000 hasta Diciembre del
2008. Las pacientes se dividieron en dos
grupos segln el tipo de cultipo en el que
se habian desarrollado sus embriones:
1.585 ciclos de pacientes (media de edad
(SD): 40,5 (1,9) afios) cuyos embriones
fueron a CCy 235 ciclos de pacientes
(media de edad (SD): 40,6 (1,7) afios) en
los que los embriones estuvieron en CS.
Analizamos el desarrollo embrionario de

un total de 6.759 embriones: 5.804 de
CCy 955 de CS. Los embriones del grupo
de CC fueron cocultivados sobre una
monocapa de células del epitelio
endometrial humano desde el dia 2
hasta el dia 5. Durante las primeras 24
horas (dfa 2), el medio de cultivo fue
IVF:CCM (1:1) (Vitrolife AB, Kungsbacka,
Sweden). Del dia 3 al dia 5, los
embriones fueron cocultivados sélo con
CCM. Los embriones del grupo de CS
fueron cultivados en IVF hasta el dia 3 de
desarrollo. Del dia 3 hasta el dia 5, dia

RESULTADOS:

El porcentaje de embriones en cocultivo
que alcanzaron el estadio de blastocisto
fue significativamente superior al
compararlo con aquellos embriones que
habian sido cultivados en cultivo
secuencial  (51,6%  vs.  40,0%
(p<0.0001), respectivamente). En la
tabla podemos ver los resultados
obtenidos cuando comparamos la tasa
de blastocisto en funcién de los
resultados del andlisis cromosémico.

ccC (] P
% Total blastocisios NORMALES 68,0) 578 p<0,mn
% Tolal blaslocislos ANORMALES 447 32,8 p=<0.0001
% blaslocislos haploides 14.% 154 NS
% blastocistos tniploides 293 40,0 NS
% blastocistos con monosomias/monosomiaX 432 313 p<.001
%o blastocistos con trisomias 554 41,3 p<0.01
% Total de blastocistos MOSAICO 51.7 432 NS
% blastocistos mosaico aneuploide/2n 595 481 NS
%o blasiocisios mosaico 466 40,2 NS
ancuploide/ancuploide
NS: no significativo
CONCLUSIONES:

del transfer, los embriones fueron
cultivados en CCM. La biopsia
embrionaria fue realizada en dia 3 de
desarrollo. Se realizo el analisis de 7-9
cromosomas (13, 15, 16, 17, 18, 21, 22,
X e Y) por hibridacién in situ
fluorescente (FISH) (MultiVyson PB

panel y 4CC panel, Vysis Inc.
Downers  Grove, IL, U.S.A)).
Los embriones cromosémicamente
normales fueron transferidos

y/o  congelados/vitrificados.  Las
comparaciones estadisticas se realizaron
mediante el test c2 (p<0.05).

- El cocultivo de embriones sobre células
del epitelio endometrial humano favorece
el desarrollo del embrién hasta el estadio
de blastocisto en mujeres de edad
avanzada donde la calidad embrionaria
suele estar comprometida.

- Este aumento en el porcentaje de
embriones que llegan a blastocisto es
beneficioso sobre todo en el caso de los
embriones cromosomicamente normales
ya que nos permite incrementar el nimero
de blastocistos candidatos a transfer.
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045: INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES DE CRIOPI}ESERVACI()N
DE UN BANCO DE SEMEN EN LA FRAGMENTACION DEL ADN
ESPERMATICO, LA SUPERVIVENCIA Y LA EFICACIA BIOLOGICA

A. Mata’, A. Mongaut?, A. Garcia’, 0. Lopez?, 0. Martinez- Pasarell!, R. Bordas?, L. Bassas®
Laboratorio de Seminologia y Reproduccion Fundacio Puigvert. 2Servicio de Ginecologia del Hospital de la Santa Creu y Sant Pau de Barcelona.

INTRODUCCION:

Objetivo: Analizar la fragmentacion del
ADN espermatico y los pardametros
seminales pre y post congelacién y
recuperacion espermatica tras
seleccion- capacitacion de los donantes
de semen (DS) utilizados en
inseminacién intrauterina 'y los
resultados de gestacion, teniendo en
cuenta los efectos del tiempo de
congelacién y la ubicacién de los viales
en el contenedor criogénico.

MATERIAL Y METODOS:

Se valoraron muestras de 17 (DS)
criopreservadas entre el 2003-2008 y
que fueron utilizadas en 77 procesos de
inseminacién intrauterina. Para el
estudio de la fragmentacién espermdtica
las alicuotas se descongelaron durante
10min. a 36 2C y se ajustaron a una
concentracién de 10 millones/mL en
PBS. Elindice de fragmentacion del ADN
espermatico (IFS) se realiz6 mediante el
método SCD (Halosperm® modificado,
Indas) por dos observadores
independientes con la lectura de un
minimo de 500 espermatozoides. Se
analiz6 la pérdida relativa de la

motilidad progresiva post
descongelacion y  post seleccion
espermatica (centrifugacion  de

gradientes).También se evalué la tasa de
gestacién/ciclo. Todos los parametros se
analizaron teniendo en cuenta el tiempo
de almacenamiento al descongelar (>3
0 < 3 afios) y ubicacién relativa de
almacenamiento dentro del contenedor
(1=mas superficial, 11=mds profundo)

RESULTADOS:

Eltiempo de criopresevacién fue 978+79
dias (media+EEM). ELIFS fue en los 17 DS
estudiados de 14.47+1.28. Cuando
analizamos el IFS segtn el tiempo de
almacenamiento > 3 o < 3 afios los
resultados fueron similares (13.50+2.63
versus 15.85+2.66%) p=0.39. Cuando el
tiempo de almacenamiento fue superior
a 3 afios la motilidad progresiva (a+b)
post descongelacién fue menor que los
almacenados menos de 3 afios (34.7+
2.6 versus 41.9+2.4%) p<0.05. ELmismo
efecto se observé post seleccion
espermdtica (36.9+2.9  versus
46.8+2.9%) p=0.019. La tasa global de
gestacién/ciclo fue de 11.16%, los DS
almacenados mas de 3 afios tuvieron una
tasa de gestacion similar al grupo de DS

con menos de 3 afios (13.14+5.31
versus 8.33+3.57%) p=0.50. No se
observo diferencia significativa del IFS
entre el nivel de mas superficial a mas
profundo del contenedor criogénico
(15.89+2.33  versus 12.88+0.64%)
p=0.25 ni tampoco de los parametros
seminales de motilidad progresiva
(33.19+3.97  versus 38.33+4.72%)
p=0.40 Aunque la tasa de
gestacion/ciclo de las muestras
superficiales fue mayor (15.13+5.57%)
que la de las muestras profundas
(6.70+3.38%) la diferencia no fue
significativa p=0.22.

CONCLUSIONES:

El indice de fragmentacion espermatico
(IFS) y la tasa de gestacién/ciclo no se
modificaron con el tiempo de
criopreservaciéon ni por el nivel de
ubicacion de las muestras en el
contenedor criogénico.

La motilidad progresiva (a+b) post
descongelacion 'y post seleccion
espermatica empeoré con el tiempo de
almacenamiento pero no se vio influida
por el nivel de almacenamiento.

046: ANf\LISI§ MEDIANTE RT-PCR DE LA EXPRESION DEL RECEPTOR
DE FSH EN CELULAS DE LA GRANULOSA HUMANAS TRATADAS
PREVIAMENTE CON TESTOSTERONA Y HCG

D. Agudo, S. Rodriguez, J. A. Garcia-Velasco, M. Martinez, J. Martinez-Salazar, A. Pacheco

IVI Madrid

INTRODUCCION:

El envejecimiento ovdrico se traduce en
una disminucién en la produccién de
andrégenos, asi como en una menor
capacidad de respuesta a la

hiperestimulacién ovdrica controlada.
Evidencias recientes sugieren que el
pretratamiento con testosterona en gel
o parches, con DHEA, o con inhibidores
de la aromatasa, que a su vez aumentan
la concentracion de andrégenos

intrafoliculares, pueden mejorar la
respuesta a la FSH exdgena,
amplificando la respuesta a la FSH de las
células de la granulosa.
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MATERIAL Y METODOS:

Se obtuvieron muestras de liquido
folicular procedentes de mujeres sanas
sometidas a tratamiento de FIV/ICSI,
cuya causa de esterilidad era de origen
masculina. Todas ellas firmaron el
correspondiente consentimiento
informado vy leyeron la hoja de
informacion que se les entregd. Tras la
identificacion de los complejos cumulus-
ovocito, los liquidos foliculares se
lavaron, en gradientes de ficol,
mediante centrifugacién a 1500 rpm
durante 15 minutos. Las células de la
interfase se recogieron y se cultivaron
en placas de 24 pocillos en medio M-199,
con un 10% de suero bovino fetal
durante 3 dfas.

Estas células fueron tratadas con

diferentes concentraciones de testosterna
y HCG. Tras la recoleccién de la monocapa

047:

de células de la granulosa, se extrajo el
RNA total, y se estudiaron los niveles de
expresion del receptor de membranan de
FSH mediante RT-PCR semicuantitiativa.

RESULTADOS:

La expresion del receptor de membrana de
FSH en células de la granulosa, puede ser
regulado in vitro mediante el empleo de
diferentes concentraciones de
testosterona y HCG. Si comparamos los
niveles de expresion de este receptor en
los controles frente a los detectados en las
células de la granulosa tratadas con
testosterona y/o HCG, podemos observar
un efecto significativo de la testosterona
en los niveles de expresién del receptor de
FSH, tanto dosis como tiempo
dependiente. En cuanto al tiempo de
tratamiento con testosterona, se observé
un pico de la expresion del receptor de
FSH a las 12-24 horas postratamiento.

Cuando se usé6 HCG como estimulo,
también aumenté la expresion del
receptor de membrana de FSH.
curiosamente, el efecto de la HCG fue
leve a dosis bajas y altas, siendo mayor
en dosis intermedias.

CONCLUSIONES:

Tanto la testosterona como la HCG, son
capaces de modular la expresién del
receptor de membrana de FSH en células
de la granulosa humana crecidas in vitro.
Este descubrimiento podria apoyar el
uso de diferentes  estrategias
para aumentar la concentracion
intrafolicular de andrégenos en
pacientes con ovarios envejecidos,
sometidas a hiperestimulacién ovdrica
controlada.

EVALUACION CLINICA DE CRIOTRANSFERENCIAS DE
EMBRIONES VITRIFICADOS EN DIA 3 Y DIA 5.

J. Guerrero, J. Ten, A. Rodriguez-Arnedo, M. A. Carracedo, J. Llacer, R. Bernabeu.

Instituto Bernabeu Alicante

INTRODUCCION:

El desarrollo de un programa de
criopreservacién embrionaria eficaz es
fundamental en los programas de
reproduccion asistida, ya que permite
incrementar las tasas de gestacion
con la congelacion de embriones
supernumerarios. Laincorporacion de la
vitrificacion como técnica de rutina ha
permitido aumentar las tasas de
supervivencia, asi como las tasas de
embarazo. Sin embargo, la cuestién de
cual es el estadio de desarrollo 6ptimo
para la congelacion embrionaria todavia
suscita controversia. El objetivo de este
estudio es comparar la capacidad
implantatoria de embriones vitrificados
en dia 3ydia5.

MATERIAL Y METODOS:

Se analizan retrospectivamente 135
ciclos de criotransferencia realizados en

nuestro Centro durante el afio 2008, de
los cuales 63 son ciclos de embriones
vitrificados en dfa 3 (grupoI)y 72 en dia
5 (grupo II). Se incluyeron tanto ciclos
de estimulacion ovarica como de
donacion de ovocitos. Para la
vitrificacion de embriones se emplearon
los medios de Irvine Scientific y el
sistema HSV de CryoBioSystem. Los
pardmetros analizados fueron la tasa de
supervivencia embrionaria, tasa de -
HCG positiva, y tasas de embarazo e
implantaciéon. Los resultados se
analizaron mediante el test de t-student
y el test chi-cuadrado. Se consideré
estadisticamente significativo un Pvalor
<.05.

RESULTADOS:

La tasa de pacientes que tuvieron
transferencia en el grupo I fue de 77,8%
yenelgrupoIl 79,2% (no significativo).
Los dos grupos no difirieron en términos

de dias de estimulacién endometrial
(12,89 + 0,45 en grupoIvs. 12,58 + 0,36
en grupo IT), grosor endometrial (9,17 +
0,22 vs. 9,04 + 0,21) y frecuencia de
pacientes procedentes de donacién de
ovocitos (67,3% en grupo Ivs. 57,9% en
grupo II). Las tasas de supervivencia
globales fueron similares en ambos
grupos (82,9% en grupo I vs. 74,2% en
grupo II) asi como el ndmero de
embriones transferidos (2,08 + 0,64 vs.
1,98 +0,44). ELgrupoItuvo un ndmero
medio de embriones supervivientes
significativamente mayor (2.37 + 0,10
vs. 2,07 + 0,07), aunque esto no se
tradujo en un incremento de la -HCG
positiva, que de hecho fue mayor en el
grupo de embriones vitrificados en
estadio de blastocisto (38,8% vs.
50,9%). La tasa de embarazo clinico
(30,6% vs. 36,8%), tasa de implantacién
(19,6% vs. 23,9%) y tasa de aborto
clinico (13,3% vs. 19,0%) fue
comparable en ambos grupos.
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CONCLUSIONES:

Estos datos muestran que tanto la
vitrificacion de embriones en dia 3 como

en dia 5 son alternativas viables que
ofrecen unas tasas de éxito razonables.
Observamos que existe una tendencia,
aunque no significativa, hacia una

Diciembre 2009 Vol. 14 -N°2

mejoria en los resultados clinicos
cuando se vitrifican blastocistos, a pesar
del mayor ndmero de embriones
supervivientes en dia 3.

048: DECISIONES REPRODUCTIVAS Y RESULTADOS CLINICOS EN
PAREJAS CON INFERTILIDAD MASCULINA POR MICRODELECIONES

DEL CROMOSOMA YQ

A. Garcial, E. Ars 2, 0. Martinez-Pasarell!, 0. Lopez?, A. Mata?, P. Viscasillas®, L. Bassas?
!Laboratorio de Seminologia y Embriologia, ?Laboratorio de Biologia Molecular, 3Servicio Ginecologia, Fundacié Puigvert - Hospital

de la Santa Creu i Sant Pau, Barcelona

INTRODUCCION:

Objetivo: Las microdeleciones del
cromosoma Y son la segunda causa
genética mds frecuente de infertilidad
masculina después del sindrome de
Klinefelter. El objetivo de este estudio
fue revisar las decisiones de las parejas
y los resultados de los tratamientos de
reproduccion asistida (TRA) en pacientes
con microdeleciones Yq estudiados en
nuestro Centro.

MATERIAL Y METODOS:

La evaluaciéon androlégica incluyé
anamnesis, exploracion fisica, dos o mas
seminogramas completos, hormonas del
eje gonadal (FSH, LH, testosterona),
cariotipo y biopsia testicular para
diagndstico y recuperacion espermatica
quirdrgica (REQ). En casos seleccionados
se realizaron estudios ultrasonograficos
0 microbioldgicos. Se analizaron las
microdeleciones Yq en un total de 423
pacientes infértiles evaluados entre el
ano 2005 y marzo de 2009, vy
diagnosticados de oligozoospermia
(<5x106/mL) o azoospermia. Se realizé
extraccion de DNA genémico a partir de
sangre periférica de los pacientes,
seqguida de amplificacion mediante dos
PCRs multiplex de 8 Sequence Tagged
Sites (STSs), 2 de cada una de las
regiones AZFa, AZFb, AZFc, y también los
genes ZFY/ZFX (control interno) y SRY
(Yp). EL 4,5% de los pacientes (n=19)
presentaron alguna microdelecion, que
afecté a la regién AZFc en 17 casos
(89,5%), AZFabc en un hombre con
cariotipo diagnéstico de inversion
sexual, y AZFbc en otro individuo cuyo

cariotipo  mostré6  cromosoma Y
isodicéntrico. Los sujetos
oligozoospérmicos (n=9) tenfan entre
0,002 vy 1,2 millones de
espermatozoides/mL en semen. En un
paciente azoospérmico se recuperaron
aislados espermatozoides en testiculo.
Todos estos individuos presentaban
delecion de AZFc.

RESULTADOS:

Tras completar el proceso diagnéstico 5
pacientes (3  azoospérmicos, 2
oligozoospérmicos) optaron por no
realizar ninguna TRA o abandonaron el
seguimiento. Una pareja
(oligozoospermia) estaba pendiente de
iniciar FIV y otras 2 (azoospermia) en
fase de decision terapéutica. Se
realizaron TRA en 11 parejas (10 con
delAZFc, 1 con delAZFbc), siendo la edad
masculina media de 41,6 afios (rango
34-53), y la edad femenina media de
34,6 (rango 27-40).

Tres parejas decidieron diagnéstico
genético preimplantacional (DGP) con
seleccion de embriones de sexo
femenino y estudio complementario de
aneuploidias (5 cromosomas). Se
iniciaron 5 ciclos y se biopsiaron un total
22 embriones, resultando 14 no aptos
por aneuploidias, 1 no pudo ser
diagnosticado, 4 fueron varones
normales (portadores obligados), v
Gnicamente se pudieron transferir 3
embriones de sexo femenino en dos
parejas, sin conseguirse gestacion.

Tres parejas fueron sometidas a FIV/ICSI
con espermatozoides propios como

tratamiento inicial, y en otras dos se
aplicé dicho tratamiento al no poderse
practicar, o fracasar la técnica prevista
de DGP. Se realizaron 6 ciclos con
espermatozoides  procedentes de
eyaculado (n=5) o testiculo (n=1), con 3
gestaciones (50% por ciclo) y dos partos
a término (40% por pareja).

Cinco parejas optaron inicialmente por
TRA con semen de donante. Ademds,
otra pareja se sumé a esta opcion
después de fracasar con DGP. Se realizd
un ciclo de FIV-D (sin gestacién) y 14
ciclos de IAD, que produjeron 4
gestaciones (28,5% por ciclo, 66,6% por
pareja).

En conjunto, la aplicacién de las diversas
opciones  reproductivas  consiguid
gestacion a término o en curso en 6 de
las 11 parejas (54,5%) sometidas a
tratamiento.

CONCLUSIONES:

En @ infertilidad debida a
microdeleciones Yq se encontraron
espermatozoides en semen o testiculo
en el 52% de los pacientes (todos ellos
con delAZFc), aunque sélo el 31%
optaron por intentar TRA con gametos
propios en primera instancia. Los
resultados clinicos globales son
satisfactorios.  Sin  embargo, la
aplicacién de técnicas de DGP esta
limitada por la baja disponibilidad de
embriones cromosomicamente normales
de sexo femenino, que a menudo se
anade a la dificultad de encontrar un
nimero adecuado de espermatozoides.
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049: NIVELES DE ACTIVIDAD DE LOS SISTEMAS DE CONTROL
ENCEFALINERGICO EN LIQUIDO FOLICULAR DE MUJERES FERTILES
DE DIFERENTES EDADES.

C. Romeu, A. Urries, M. Lierta, J. Sdnchez Rubio, J. A. Duque, B. Sanz*, I. Pérez* y L. Casis*.
Reproduccion Asistida Quirén Zaragoza, Grupo Hospitalario Quirén. *Departamento de Fisiologia, Facultad de Medicina y Odontologia,

Universidad del Pais Vasco/EHU.

INTRODUCCION:

El liquido folicular (LF) representa un
complejo compartimiento funcional en el
que se integran distintas sefiales
endocrinas, inmunoldgicas y mitégenas
que hacen que cada foliculo ovarico sea
Gnico. Las células de la granulosa
producen distintas sustancias que pueden
ser valoradas en LF estableciendo
distintos pardmetros de calidad folicular.
Algunas de ellas han sido ya descritas.
Desde el punto de vista peptidico, existe
una familia sintetizada por la granulosa en
respuesta a la FSH y secretada hacia el
liquido folicular, como son la Inhibina, la
Activina y la Folistatina, que han sido las
mds estudiadas. También han sido
ensayados péptidos de la familia de la
proopiomelanocortina: encefalinas vy
endorfinas, cuyo nivel aumenta antes de
la ovulacion. Aunque la funcién de éstos
Gltimos aln no estd claramente
establecida, nuestro equipo investigador
ha descrito la importancia que tienen
(tanto los péptidos opioides, como sus
reguladores y sus receptores) a nivel
espermatico y ovocitario.

Por ello, y con el fin de comprobar los
posibles cambios que pudieran
acontecera lo largo de la vida fértil de la
mujer, en la presente comunicacién
describimos los niveles de actividad de
los dos principales enzimas implicados

en la requlacién encefalinérgica: la APN
(insensible a puromicina) y la PSA
(sensible a puromicina).

MATERIALY METODOS:

Las muestras de liquido folicular se
obtuvieron de donantes voluntarias (que
no presentaban patologia de fertilidad)
en la Clinica Quirén de Zaragoza,
utilizdndose exclusivamente las muestras
no hemolizadas. Tras centrifugacion,
las actividades se midieron
fluorimétricamente utilizando sustratos
cromogénicos del tipo de aminoacil-2-
naftilamidas (345 nm de excitacion, 412
nm de emision). Los liquidos se
clasificaron de acuerdo con la edad de las
donantes: 20-24 afios (grupo A); 25-29
(grupo B); 30-34 (C); 35-40 (D); > 40 (E).
Los resultados obtenidos se presentan
como unidades de actividad por ml.
Definimos una unidad como la cantidad de
enzima que hidroliza un picomol de a.a.-
2-naftilamida por minuto.

RESULTADOS:

La regulacion de los niveles
encefalinérgicos es llevada a cabo
fundamentalmente por los dos enzimas
ensayados. Posibles modificaciones a lo
largo de la edad fértil de mujeres sin
patologias asociadas a pardmetros de
fertilidad nos indicarian la importancia del

metabolismo peptidico a nivel de liquido
folicular, lo que podria servir para ensayar
tratamientos “in vitro” con potenciadores
y/o inhibidores de la actividad, pero, en
segundo lugar, y asociandolos a tasas de
fertilidad, nos servirian como indicadores
faciles, repetitivos y fiables del estado
fértil de la mujer.

Los resultados obtenidos han sido los
siguientes (media + SEM):

A) APN: 277,5+7,3; PSA: 212,7 + 3,6; B)
APN: 238,3 +5,7; PSA: 217,7 + 11,3; ()
APN: 298,4 +5,2; PSA: 230,4 + 9,1; D)
APN: 247,8 + 4,3; PSA: 274,3 + 8,6; E)
APN: 282,8 + 3; PSA: 285,9 + 5,2.

CONCLUSION:

No se aprecian modificaciones
significativas a lo largo de las diferentes
etapas ensayadas, por lo que el
metabolismo encefalinérgico en LF
parece no verse alterado con la edad. A
pesar de ello, son de remarcar los
incrementos que se observan en la PSA,
por lo que se requieren nuevos ensayos
que confirmen o no dicha tendencia.

AGRADECIMIENTOS:
Los autores desean agradecer la

inestimable colaboracion de MERCK-
SERONO.

050: INFLUENCIA DEL TIEMPO DE I!lCUBACI()N EN LA D!NAMICA
DIFERENCIAL DE LA FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO EN
MUESTRAS DE SEMEN PARA IAC

Y. Cabello, P. Eibes, M. Nogales, M. Sanchez, J. Martin, J. P. Iglesias, R. Dominguez, A. Lorofio, M. C. Torres, M. I. Garcia-Nebreda, C. Lépez-
Fernandez, M. A. Ramirez, A. Garcia-Enguidanos, A. Santaolaya. FIV RECOLETOS

INTRODUCCION:

El estudio de la Fagmentacion del ADN
Espermatico (FAE) es un pardmetro de

interés a la hora de evaluar la capacidad

reproductora de un individuo. Los
mecanismos que la provocan, cudl es su
efecto real sobre la infertilidad de los

individuos, o tan siquiera qué incidencia
presenta esta anomalia dentro de un
grupo determinado, es informacién no
muy bien conocida en este momento.
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El objetivo de este estudio, se centra en
analizar la influencia del tiempo que
pasa la muestra capacitada en el
incubador, y delimitar cuando ésta
alcanza valores criticos que pongan en
riesgo la capacidad fecundante de la
muestra de acuerdo con los valores
establecido por Evenson como criticos
en el proceso de fertilizacion.

MATERIAL Y METODOS:

Tras el licuado del eyaculado, se
separaron 4 alicuotas iguales en fresco
en sus correspondientes tubos. Los
intervalos de tiempo de cada alicuota
para el estudio de la FAE fueron: 0’, 30’,
2hy 4h, respectivamente, con el fin de
estudiar su comportamiento dinamico.
Por otro lado, en las muestras
capacitadas, se tomaron alicuotas tras
swim-up, segin el tiempo que éstas
pasaron en elincubador a 37°C: 0°, 30"y
60" respectivamente. De cada una de
éstas, y a medida que fueron pasando los
tiempos descritos para estudiar la
dindmica de la FAE, se retiraron nuevas
alicuotas aintervalos de tiempo: 0’, 30’,
2h'y 4h. Todas las alicuotas tuvieron un
volumen final de 25pl, una
concentracién de 15-18 M spz/mly se

congelaron a -20°C, hasta su

procesamiento conjunto.

La determinacién de la fragmentacién
del ADN, tanto del fresco como del
capacitado, fue realizada mediante la
técnica Sperm Chromatin Dispersion
(SCD) en su versién del kit halosperm®
(Halotech DNA SL., Espafia). Las
muestras procesadas se tifieron para ser
visualizas y valoradas mediante
microscopia de fluorescencia con
eleccién de campos aleatorios.

RESULTADOS:

El andlisis dinamico individualizado de
la fragmentacion del ADN mostré un
incremento en los niveles de
fragmentacion basal, en la mayoria de
los casos (con medias del 3% por hora),
a medida que transcurrié el tiempo, con
independencia de si la muestra estaba o
no capacitada. Los resultados indicaron
la no existencia de un patrén, tanto en
lo que se refiere a los niveles de
fragmentacion basales como en los
comportamientos dindmicos, que se
aplique de forma homogénea, si bien en
la mayoria de los casos el proceso de
capacitacion espermdtica se ratifica
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como una  metodologia  muy
recomendable para mejorar los niveles
de fragmentacion del ADN espermatico.
Esta situacion no es generalizable; de
hecho algunos individuos no responden
a este comportamiento, alcanzando
valores similares a los de la muestra en
fresco (que sirve como referencia), por
lo un estudio previo personalizado
aporta una abundante informacion
gréfica sobre cémo manipular la muestra
en el laboratorio, priorizando unas
sobre otras, o bien modificando los
parametros internos del método de
capacitacion elegido.

CONCLUSIONES:

1) La FAE aumenta con los tiempos de
manejo e incubacion de la muestra por
lo que es recomendable minimizarlos en
la medida de lo posible.

2) Individuos distintos muestran
comportamientos dindmicos de la FAE
distintos.

3) La manera de capacitar una muestra
influye en el resultado final de los
xvalores de la FAE.

051: DONACION DE EMBRIONES. NUESTRA EXPERIENCIA

M. Hugas?, M. Ferndandez?, L. Julia?, B. Aran?, A. Veiga?, J. Sarquella Ventura®.
!Unitat de Reproduccié Humana i Diagnostic Genétic. Clinica Girona. ?Banc de Linies Cel-lulars. Centre de Medicina Regenerativa

de Barcelona. (CMRB)

INTRODUCCION:

La aprobacion de la Ley 45/2003 y de su
sucesora 14/2006 ha comportado un
abanico muy amplio de posibles destinos
a los embriones supernumerarios
criopreservados  procedentes  de
tratamientos de FIV. Tanto es asi, que se
permite la utilizacion de estos
embriones para: destinarlos a uso
propio, para finalidades reproductivas
de otras parejas, para investigacion, o
bien decantarse para su destruccion.

El presente estudio se centra en aquellas
pacientes que, una vez finalizado su
proyecto reproductivo, tienen que

decidir el destino de sus embriones
supernumerarios. Asi se ha analizado si
diferentes parametros influyen en la
toma de decision. Se ha realizado un
seguimiento de aquellos embriones que
se donaron para investigacién. Asi como
una revision del programa de donacién
de embriones criopreservados a otras
parejas. Y finalmente una valoracién del
estado actual del banco de embriones de
nuestro centro.

MATERIAL Y METODOS:
Estudio retrospectivo de 87 pacientes (n

=285 embriones) desde enero del 2004
hasta febrero del 2009. Se informé del

nuevo ambito legal a todas las parejas al
iniciar el tratamiento y en aquellos casos
en que el Centro habia perdido el
contacto con los pacientes con
embriones criopreservados, se procedid
ainformarles por via telefénica, y si esto
no era posible, se procedia al envio de
cartas certificadas.

Los  embriones  destinados a
investigacion lo fueron para el proyecto:
“Derivacion de Lineas de Células Madre
Embrionarias en condiciones libres de
Xenobidticos y caracterizacionin vivo de
su pluripotencialidad” del “Banc de
linies Cel.lulars del Centre de Medicina
Regenerativa” (CMRB) de Barcelona.
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RESULTADOS:

La tendencia ha sido donarlos por
investigacién, representando un 64.37%
frente a un 35.63% que se decantan por
la donacién hacia otras parejas con
finalidades reproductivas. Ninguna
pareja ha optado por la descongelacion
sin ninguna finalidad.

La mediana de embriones
criopreservados por paciente en el grupo
de donacidn a otras parejas es de 3.8, y
en la donacidn a investigacion de 2.98
(p< 0.05). Si nos fijamos en la mediana
de edad de las pacientes, en el grupo de
donacidn para otras parejas es de 37.13y
en el deinvestigacion 34.89 (p<0.05).

No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en los
parametros tener o no descendencia y
anos de criopreservacion.

Los embriones donados  para
investigacién (n=111), presentaron una
tasa de supervivencia del 87.8%y se ha
conseguido una linea celular: ES[7].

De los 45 ciclos realizados en el
programa de donacién de embriones

para otras parejas, con una media de
edad de las pacientes receptoras de
40,15 afios y con una media de
embriones transferidos por ciclo de
2,39, la tasa de embarazo consequida
fue del 42.22%.

Actualmente, en nuestro banco,
tenemos un total de 591 embriones, de
los cuales 490 son para uso propio, 11
destinados a otras parejas y 56
destinados a investigacion. Restan 34
embriones procedentes de 9 pacientes
con los cuales el Centro ha perdido el
contacto.

Los  resultados se  analizaron
estadisticamente mediante el testdey* y
el paquete estadistico SPSS 11.5 de
comparacion de medias. Los valores con
p<0.05 se consideraron estadisticamente
significativos.

CONCLUSIONES:

Se puede observar que la mayoria de
parejas optan preferentemente por la
donacion de  embriones  para
investigacion (Luna et al 2007;
Hammarberg et al, 2006). El grupo de
pacientes con un ndmero mayor de

embriones criopreservados, tienden a
donarlos a otras parejas en lugar de la
investigacién. Asi mismo, las pacientes
con mas edad también se decantan por
esta opcion.

Si bien valoramos positivamente el
efecto de la nueva Ley 14/2006, ya que
permite dar salida a embriones que
hasta ahora no la tenian, el efecto no es
tan positivo cuando se trata de
pacientes acogidas al programa de
donacién de embriones con finalidades
reproductivas.

Un hecho relevante es que ninguna
pareja haya pedido la opcion de la
destruccion. Este hecho se podria
atribuir, a una influencia indirecta a la
hora de informar (Heng B.C. 2006 ;
Fuscaldo et al 2007), o bien a que la
cohorte estudiada es muy reducida.

Los buenos resultados en la
descongelacién y el cultivo de estos
embriones donados para investigacion,
animan a continuar colaborando en
préximos proyectos.

Palabras clave: Criopreservacion,
donacién de embriones, investigacion.

052: CRITERIOS DE VALORACION EMBRIONARIA EN D+4.

J. Gonzalez, R. Blanes, R. Vaca, J. Velasco, J.C. Alberto.
Unidad de Reproduccién Humana. Hospital Universitario de Canarias (HUC).

INTRODUCCION:

Objetivo: Cuando transferimos embriones
en D+4 se obtieneniguales resultados que
en D+3 (Pantos et. al, 2008). Al realizar la
transferencia en D+4 sabemos que los
mejores resultados los obtenemos cuando
los embriones estan en mérula/compacta
(Tao et. al, 2002), pero es interesante
poder evaluar los embriones, que en este
dia todavia estan en células.

El objetivo de este trabajo es poder
clasificar mejor los embriones en D+4,
tanto para su posible transferencia en
este estadio como para una mejor
seleccion en un posible cultivo a
blastocisto.

MATERIALY METODOS:

Se analizaron 88 ciclos con estimulacién
de la ovulacién en pauta larga en los que
se realiz6 la transferencia en D+4. Los
embriones se clasificaron en D+3 segtn
criterio ASEBIR y para D+4* con el
siguiente sistema:

Categoria A: Mérula/Compacta 6
embriones conincremento de mas de un
74% de células.

Categoria B: Embriones con incremento
en el nimero de células de 50 al 74%

Categoria C: Embriones con incremento
en el ndmero de células de 33 - 49 %

Categoria D: Embriones con incremento
en el nimero de células menor al 33%

*Asignando la categoria mas baja de las
obtenidas entre D+3/D+4.

Los ciclos se dividieron en 3 grupos
seglin la calidad de los embriones
transferidos:

Grupo I: Ciclos con transferencia de
embriones de categoria A 6 B (24 ciclos).

Grupo II: Ciclos con transferencia de un
embrion de categoria A 6 B y otro de
calidad C6 D (31 ciclos).

Grupo III: Ciclos con transferencia de
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embriones de categoria C6 D (33 ciclos).

El andlisis estadistico se realizé con el
programa SPSS 15.0, aplicando el test de
ANOVA de un factor utilizando T2 Tamhane.

RESULTADOS:

La media de edad de las pacientes fue de
34,1 + 3,8, el nimero de embriones
divididos fue de 7,1 + 3,1y el ndimero de
embriones transferidos de 1,9 + 0,1.

No se encontraron diferencias
significativas entre los tres grupos en
cuanto a la edad, nlimero de embriones
fertilizados, embriones divididos ni

embriones transferidos.

Tampoco se encontraron diferencias
significativas en la tasa de embarazo
entre los grupos Iy II (75,0 vs. 48,4, p=
0.124), pero si entre los grupos Ivs. ITy
entre el ITvs. ITI (75,0 vs. 15,2y 48,4 vs.
15,2, p<0.01y p<0.05 respectivamente).

Si hay diferencias significativas en la
tasa de implantacién entre los tres
grupos (43,8% vs. 21% vs 6,2%; grupo I
vs. ITy grupo ITvs. IIT, p< 0.05 y grupo I
vs. III, p< 0.01).

CONCLUSIONES:
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Con el sistema de clasificacion
propuesto encontramos diferencias
significativas en la tasa de implantacién,
por lo que podemos aceptar el valor de
la clasificacion a pesar de no encontrar
diferencias significativas en la tasa de
embarazo entre los grupos I y II

Podemos mejorar este sistema de
clasificaciéon en D+4 aumentando el
nimero de casos y valorando otros
posibles pardmetros positivos como la
compactacion celular en D+4 (segln su
evolucion embrionaria o el nimero de
células en el que se produce la
compactacion).

053: ENTORNO HORMONAL FOLICULAREN LOS CICLOS NATURALES Y
SU EFECTO SOBRE EL HUSO MEIOTICO: IMPLICACIONES POTENCIALES
DE LA ESTIMULACION SOBRE LA SEGREGACION CROMOSOMICA.

V. Garcia-Laez, C. Rubio, J. Zulategui, J. M. de los Santos, P. Gamiz, M. Meseguer, M. J. de los Santos.

IVI Valencia (Valencia)

INTRODUCCION:

La interferencia farmacoldgica que se
produce durante la estimulacién ovdrica
controlada (EOC) puede estar afectando
a la fisiologia del ovario ya que los
foliculos estan bajo el efecto de dos
circunstancias muy especiales, por un
lado la presencia de niveles
suprafisiolégicos de gonadotropinas en
la fase folicular y por otro una
prolongacién en el tiempo de dichos
niveles. Diferentes estudios han
publicado la  disminucién  de
aneuploidias en embriones procedentes
de ciclos con minima estimulacién y los
beneficios que una minimainterferencia
en la fisiologia del ovario podria tener
sobre la calidad embrionaria.

OBJETIVO:

Puesto que el huso meiético es una pieza
clave en la correcta segregacion
cromosémica, el objetivo del presente
trabajo es estudiar el efecto que la
estimulacién ovdrica tiene sobre el
ambiente folicular asi como sobre el

estado del huso meiético de los ovocitos
asociados.

MATERIALY METODOS:

Estudio prospectivo de cohortes
emparejado de 35 donantes, donde 17
fueron sometidas a un ciclo natural y 18
sometidas a un ciclo de EOC. Tras la
puncién, el liquido folicular del dnico
foliculo preovulatorio de los ciclos
naturales y el liquido de uno de los
foliculos dominantes de los ciclos
estimulados fueron  aspirados,
centrifugados, alicuotados y
almacenados a -80 C hasta su utilizacion.
Se midieron las siguientes hormonas:
FSH, LH, estradiol, androstendiona,
testosterona y progesterona mediante

estudiados se analizaron mediante
OosightTM para valorar el estado del huso
meiético (posiciény estructura) asi como
valores de birrefringencia, longitud vy
anchura. Los analisis estadisticos
utilizados fueron pruebas Chi Cuadrado
para la comparacion de las variables
categéricas, t- Student para la
comparacion de las medias y regresion
logistica lineal con el 95 % de intervalo
de confianza para estudiar la asociacién
entre el ambiente folicular y los valores
de birrefringencia del huso.

RESULTADOS:

Los resultados vienen resumidos en la
siguiente tabla:

Ralio P4 Androslendiona Teslosicrona K2
LH/FSH
CN 3.8* G679 ng/ml 105.62 ng/ml* Y. #ng/ml 46628 0pp/ml*
EQC 0.m 7650 ng/ml 26,39 ng/ml 4.1 ng/ml 224466 pg/ml
*p<0.05
enzimoinmunoanalisis ~ (MEIA).  Los No se encontraron diferencias
ovocitos asociados a los foliculos significativas en el porcentaje de husos
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que se consideraron anormales
(desestructurados o mal posicionados)
entre los ciclos naturales y estimulados
siendo del 47.6% en los ciclos naturales
y del 52.6% en los ciclos estimulados
(1€=0.296-2.058).

Tampoco se observé diferencias en
ninguno de los valores de
birrefringencia, longitud y anchura

entre los foliculos crecidos en
situaciones naturales y crecidos bajo
EOC.

CONCLUSIONES:

Los foliculos de los ciclos naturales
modificados mostraron mayores valores
de laratio LH/FSH, androstendiona y de
estradiol que los foliculos de los ciclos

estimulados, sin embargo esa diferencia
no se reflejé en la mejora de los valores
de los husos meiéticos de los ovocitos
asociados, indicando que los cambios
observados por efecto de la estimulacién
en el ambiente folicular tengan una
repercusién minima o inapreciable en las
pacientes de buen prondstico.

054: ‘DIVISI(‘)N TEMPRANA DE LOS ZIGOTOS COMO FACTOR
PRONOSTICO EN UN PROGRAMA DE DONACION DE OVOCITOS

M. Molla PhD, L. Muriel PhD, M. Ojeda PhD, S. Portela MD, N. Prados PhD, E. Muiioz MD.

IVI Vigo, Vigo. IVI Sevilla, Sevilla

INTRODUCCION:

La divisién temprana de los zigotos es
considerada como un parametro no
invasivo del potencial de desarrollo
embrionario y se ha utilizado en los
programas de fecundacién in vitro para
identificar embriones de mejor calidad.
La transferencia de embriones que se
dividen de manera temprana se asocia
con mayores tasas de gestacion e
implantacién cuando se compara con
transferencias de embriones que
comienzan la divisién posteriormente.

El objetivo de este estudio fue valorar la
calidad embrionaria dependiendo del
patron de division temprana y su
influencia en las tasas de gestacién e
implantacion en un programa de
donacién de ovocitos.

MATERIAL Y METODOS:

La division temprana se estudié en 71
ciclos de transferencias embrionarias de
parejas incluidas en un programa de
donacion de ovocitos, desde Julio de
2008 a Marzo de 2009. Los grupos
fueron comparables en edad, media de
embriones transferidos vy factor
masculino.

Elpatrén de division temprana se observé
en los embriones 25-26h post ICSI y 26-
27h post FIV. Los embriones no divididos
se clasificaron segun la persistencia o
desaparicion de los prontcleos.

Los embriones divididos se clasificaron
en tres grupos:

Simétricos: aquéllos con dos células de
igual tamafio

Asimétricos: aquellos embriones que
tenian dos células de distinto tamafio

Fragmentados: si posefan mas de un 20%
de fragmentacion independientemente
de la simetria.

EL patréon de division temprana se
correlacioné con la calidad embrionaria
en dia 3, con las tasas de gestacion e
implantacién y se comparé con las de
embriones que provenian de zigotos con
prontcleos persistentes o desaparecidos.

La seleccion de los embriones a
transferir se realiz6 con los criterios de
clasificacién de dia 2 y 3 de ASEBIR sin
tener en cuenta la divisién temprana.

RESULTADOS:

La calidad embrionaria en dia 3 fue
superior en embriones con division
temprana que la de embriones con
division tardia (el 56.7% de los
embriones fueron aptos para su
transferencia o congelacion vs. 32.5%;
p<0.001). Entre los embriones con
division temprana, los simétricos
presentaron mejor calidad que los
embriones con divisién asimétrica o los
que presentaban fragmentacién (60.0%,

52.2% y 24.6% respectivamente;
p<0.001).

Por otra parte, los embriones
procedentes de zigotos divididos

tempranamente tienen un 75% mds de
posibilidades de dar lugar a un embrién
de buena calidad (RR= 1,75; IC: 95%
(1.5-2.0); p<0.001).

Sin embargo, aunque existen diferencias
en la calidad embrionaria dependiendo
del tipo de zigoto del que procedan, las
tasas de gestacion (TG) e implantacién
(TI) conseguidas con transferencias de
embriones con divisién temprana
simétrica fueron similares a las
conseguidas con embriones con divisién
temprana asimétrica e incluso con
division tardia (TG: 78.6%, 57.1% y
66.65%; TI: 57.1%, 33.3% vy 33.85%
respectivamente, p>0.05).

CONCLUSIONES:

La division temprana parece estar
asociada con el desarrollo de embriones
de calidad embrionaria 6ptima en dia 3.
Sin embargo, este pardmetro no invasivo
de potencial embrionario parece no
afadir informacion adicional en la
prediccién de las tasas de gestacién o
implantacién. Deberian ser realizados
mds estudios para confirmar estos
resultados.
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055: LA IMPORTANCIA DE LA EDAD EN LAS TRANSFERENCIAS

SELECTIVAS

S. Camacho, V. Badajoz, M.C. Cafiadas, M. De La Casa, A.R. Diaz, J. Gragera, I. Lozano, L. Martinez, C. Urda, J. Gijén, M. Alcaraz, R. Bonache, J.

Rodriguez, C. Pérez, A. Martinez de Arenaza.

GINEFIV, Madrid

INTRODUCCION:

Los grandes avances en las técnicas de
Reproduccién Asistida, tanto a nivel
técnico como a nivel profesional, han
supuesto un aumento en las tasas de
gestacion en los Gltimos afos. Pero este
incremento lleva asociado un aumento,
a su vez, de los embarazos miiltiples,
poniendo a la sociedad médica vy
cientifica en alerta, por sus efectos
negativos.

Con el fin de evitar este incremento de
gestaciones mdltiples, la actual
legislacion espafiola limité el ndmero
maximo de embriones a transferira 3y,
a su vez, las clinicas, junto con ASEBIR,
intentamos ejercer un auto-control,
impulsando la transferencia selectiva de
un Gnico embrién.

Por otro lado, el éxito de los
tratamientos se ve limitado, entre otras
cosas, por la edad materna. Casi todos
los estudios coinciden en que la tasa de
gestacion disminuye con la edad, y muy
especialmente a partir de los 37 afios. A
su vez, las posibilidades que esa
gestacion no llegue a término
aumentan.

En la practica diaria, nuestros resultados
nos guian hacia donde establecer el
punto de corte a la hora de recomendar
a la paciente la transferencia selectiva
de un Unico embrién, ya que es una
buena opcién para minimizar la tasa de
gestacion miltiple pero solo cuando la
edad de la paciente lo permita.

MATERIAL Y METODOS:

Estudio retrospectivo aleatorizado en el
cual se analizan 70 pacientes que se
realizaron ciclo de FIV, ICSI o técnica
Mixta (combinacion de las dos
anteriores) con ovocitos propios entre
los afios 2007 y 2008 en nuestro centro.
Como Unico criterio de inclusién se
seleccionaron al azar pacientes que se

transfirieron un (Gnico embridn
procedente de un pool de embriones.
Los embriones sobrantes fueron
crioconservados.

Se separan las pacientes en 2 grupos por
edades: GRUPO A: pacientes menores de
37 afios (N=40). GRUPO B: pacientes a
partir de 37 afios (N=30).

El dia de la transferencia, los embriones
viables fueron clasificados en 4
categorias en funcion del ndmero,
tamafioy simetria de las blastémeras, asf
como del porcentaje de fragmentaciény
posible multinucleacién, siguiendo el
protocolo de ASEBIR.

Se analizan los resultados obtenidos
tanto a nivel de tasa de gestacion
bioquimica (deteccién de hormona -hCG
en sangre a los 14 dias post-
transferencia),  gestacion  clinica
(deteccién de latido cardiaco fetal en la
62 semana de gestacion) y tasa de
aborto.

De esas 803 pacientes, el 25% resultaron
gestantes, mientras que si nos fijamos
Gnicamente en las que se transfirieron
un tnico embrién procedente de un pull
de embriones, la tasa de gestacion fue
de un 16,7%. Por el contrario, cuando se
transferian 2 o incluso 3 embriones, las
tasas de gestacion clinica ascendiana un
27,4y a un 40% respectivamente. Eso si,
la tasa de gestacion miltiple también
aumenta, muy especialmente si se
transfieren 3 embriones.

Por todo ello, concluimos que la
transferencia selectiva de un dnico
embriéon es una buena opcién para
pacientes jévenes. Por el contrario, si la
paciente es de edad avanzada, nosotros
recomendariamos la transferencia de 2
embriones.

RESULTADOS:
% Gest. Biogquimica % Gest. Clinica % Aborto
GRUPFOA 47.5(19/40) * 37.5(15/40)* 6.7(1/15) **
GRUPOR 20 (6/30) 16.7 (5/30) 60 (3/3)
% Gest. Bioquimica % Gest. Clinica % Aborto

>37 afos 309 25 229

> 37 aiios. TRF 2 34,6 27,4 22

> 37 anos. TRF 3 459 44 265

% Gestae. Mualtiple

| Tasa Implaniacién

> 37 aiigs. TRF 2 27.5

63.8

=37 afios. TRF 3 50

*p<0.05 y **p<0.01

CONCLUSIONES:

En el periodo comprendido entre el 1 de
enero de 2007 y el 1 de enero de 2009,
en nuestro centro, se realizaron 803
transferencias en “fresco” a pacientes
mayores de 37 afios, de 1, 2 o 3
embriones generados con ovocitos
propios.

53,8
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056: RESULTADO ANOMALO DE FISH EN ESPERMATOZOIDES COMO
INDICACION PARA PGS. EXPECTATIVAS.

M. C. Cafiadas?, J. Gijon?, M. Alcaraz?, R. Bonache?, S. Camacho?, M. de la Casa’, A. Diaz*, J. Gragera?, L. Lépez!, I. Lozano!, L. Martinez!, M.
Oter?, C. Pérez*, J. Rodriguez?, C. Urda?, E. Velilla?, V. Badajoz*, A. M. de Arenaza®
1GINEFIV. Madrid. 2Centro de Medicina Embrionaria. Madrid-Barcelona.

INTRODUCCION:

Desde que podemos estudiar el estado
cromosémico de los espermatozoides
mediante hibridacién “in situ” (FISH)
sentimos, pacientes y embridlogos, la
necesidad de saber como se relaciona
dicho resultado de FISH en
espermatozoides (“espermFISH") con la
calidad cromosémica embrionaria en un
andlisis preimplantacional (PGS).

Con este estudio trataremos de
encontrar, si existe, dicha relacion.

Términos clave: FISH en
espermatozoides (“espermFISH"), PGS,
estado cromosémico.

MATERIAL & METODOS:

Trabajo prospectivo que analiza, mediante
FISH, 292 muestras de semen (entre 2006
y 2008) para determinar su estado
cromosémico (se analizan los cromosomas
13, 18, 21, X e Y usando las sondas X:
Xp11.1-q11.1 CEPX, Y: Yp11.1-q11.1 CEPY
DY23,13:13q14 LSI 13, 18: 18p11.1-q11.1
CEP18 y 21: 21q22.13-g22.2 LSI 21; se
consideran normales valores de disomia
inferiores a los controles: Crom. sex.=
0.22%, 13= 0.13%, 18= 0.24%, 21=
0.13%, Diploid.= 0.24%)

Por otro lado se realiza un estudio
retrospectivo de 680 embriones, biopsiados
entre 2007 y 2008, de los que 652 pudieron
ser diagnosticados. Se analiza la
indicacion y se relacionan mediante
analisis descriptivos y de frecuencias
(porcentajes, Chi cuadrado: p<0.05
indica diferencias significativas,...). Se
consideran normales los embriones
euploides/equilibrados/sanos, en cada
caso.

RESULTADOS:
De las muestras analizadas sélo el

27.40% resultaron andmalas; aunque
clasificando porindicacion se observan

diferencias significativas con mayoria de
anémalos en casos de “baja tasa/fallo de
fecundacién” (12,86% norm.-28,20%
aném.; p=0.002) o “factor masculino”
(11,43%  norm.-20,51%  aném.;
p=0.047). Esto se ratifica observando las
tasas de “espermFISH” alterado segun la
calidad seminal: muestras “malas”
presentan aumento de resultados
anémalos (36.30%-62,50%,
p=0.00005), la mayoria son normales en
muestras “buenas” (16,03%-6,25%,
p=0.028) y no hay diferencias
significativas en muestras “medias”.

alterado. Aunque no hay diferencias
significativas (48% norm.-52% aném.,
p=0.586), si hay tendencias hacia una
mayoria de embriones anémalos cuando
el “espermFISH” muestra anomalias
en mds de unvalory, centrandonos en los
cromosomas aneuploides, las diferencias
son significativas (27%-73%, p=0.033)
en autosomas (13, 18 6 21).

CONCLUSION:

Debido al reducido tamafio muestral de
pacientes que tras recibir un diagnéstico

34{16,03%) 31(14,62%)

70(33.01%) | 77(36,30%) 0(0%)

5(6.25%) 4(5.,00%)

19(23,75%) 50(62.50%) 2(2.50%)

0,028 0,024

0,124 0,00005 0,020

Tabla 1.- Resultado del “espermFISH” segiin calidad seminal.

2411,43%) | 40(19,05%) | SO(23,81%) | 2T(12.86%6) | 19(905%) | 11(524%) | 3(143%) | 36(17,14%)
16(20,51%) | T(80T%) | 16(20,51%) | 22(2820%) | T(807%) | 3(3.85%) | 2(25G%) | 5(6.41%)
0,047 0,039 0,554 0,002 0,984 0,625 0,512 0,020

Tabla 2.- Resultado del “espermFISH” segtin indicacion.

237(35%)

20(48%)

415(61%)

32(52%)

Ut

0,586

Tabla 3.- Comparacion de resultados del PSG. * El tercer decimal sigue siendo 0.

13(62%) 3(27%) 9(50%) 4(33%)
7(33%) 8(73%) 9(50%) 8(67%)
0,064 0,033 1,000 0,102

Tabla 4.- Resultados del PGS segtin el resultado del “espermFISH”.

Alinformar a los pacientes del resultado
alterado del “espermFISH”, se ofrecen 3
opciones: el uso de semen de donante,
continuar usando esa muestra sin
ninguna otra precaucion o realizar PGS,
al considerar mayor el riesgo de formar
embriones aneuploides.

Analizando las causas de biopsia
embrionaria, observamos que menos del
10% (61) se debieron a un “espermFISH”

de “espermFISH” alterado deciden
realizar PGS, no se observan diferencias
significativas; sin embargo si se aprecian
tendencias claras hacia una mayoria de
embriones anémalos en algunos casos
de FISH alterado, en las que s6lo con un
factor de aumento de 2 serfan incluso
altamente significativas. Hay que seguir
acumulando datos que permitan apoyar
lainformacién que ayude a los pacientes
a tomar una decision.
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057: CAPACIDAD DE IMPLANTACION DE BLASTOCISTOS
DESCONGELADOS PROCEDENTES DE EMBRIONES SUBOPTIMOS.

A. P. de Souza, I. Cabaiies, N. Basile, M. Martinez-Burgos, M. Aragonés, L. Herrero, C. Bou.

IVI, Madrid

INTRODUCCION:

El cultivo embrionario hasta el estadio
de blastocisto es una practica habitual
en los laboratorios de fecundacién in
vitro, permitiendo no sélo seleccionar
embriones con una mayor capacidad de
implantacién sino también reducir el
nimero de embriones a transferiry a
congelar. En nuestro centro, como
norma general, la transferencia
embrionariay congelacion se realizan en
dia 3 o en dia 5/6 del desarrollo
embrionario. Los embriones que, sin ser
de mala calidad, no son éptimos para la
transferencia ni para la criopreservacion
en dia 3 se dejan en observacién en
cultivo largo. Los embriones que
evolucionan con buena calidad endia 5o
dia 6 son criopreservados.

OBJETIVO:

El objetivo de este trabajo es comprobar
resultados en términos de tasas de
gestacion, aborto eimplantacion de estos
blastocistos una vez descongelados.

MATERIAL Y METODOS:

Estudio retrospectivo que incluye 55
ciclos de transferencia de blastocistos
descongelados  provenientes  de
pacientes sometidas a tratamiento de
reproduccion asistida en el IVI Madrid
en el afio 2008. Sodlo fueron

criopreservados aquellos blastocistos
con masa celular interna definida,

RESULTADOS:

Bla;tocislos del programa de Embriones de observacion
cultivo prolongado
Procedimicntos 14 41
Media de Edad + SD 3423 35.56
Media de embriones descongelados 1.69 1.34
Tasa de Cancelacion 0% 8%
Media de embriones transferidos 1.54 1.32
Tasa de (estacidén Bioguimica 50% 53.65%
Tasa de Gestacion Clinica 42 8% 48.78%
‘lasa de Implantacion 31.8% 47.82%
‘lasa de Gemelarcs 16.6%* 0% *
Tasa de Aborto Clinico 0% * 27.27%*
Tasa de Aborto Bioquimico 14.28% 9.09%
*p<0,05
trofoectodermo  con un  ndmero CONCLUSIONES:

adecuado de células y bien organizado.

Comparamos dos grupos: un grupo
control con blastocistos congelados
pertenecientes a ciclos de FIV del
programa de cultivo prolongado con
transferencia en dfa 5/6, y un sequndo
grupo estudio con blastocistos
congelados pertenecientes a ciclos de
FIV con transferencia en D3 y que se
dejan embriones en observacion hasta
el estadio de blastocisto.

Utilizamos para ambos grupos la
vitrificacion con el método Cryotop
(Kuwayama et al, 2005).

Con los resultados obtenidos, podemos
concluir que algunos de los embriones
que no son aptos para la transferencia o
congelacién en dia 3 sin que lleguen a
ser de mala calidad, consiguen alcanzar
el estadio de blastocisto y ser
congelados en este estadio logrando asi
tasas de gestacion e implantacién
comparables estadisticamente con los
blastocistos descongelados procedentes
de nuestro programa de cultivo largo, si
bien presentan una significativa tasa de
aborto.

058: COMPARACION DE METODOS PARA DETERMINAR EL VALOR DE
REFERENCIA EN UN PROGRAMA DE CONTROL DE CALIDAD EXTERNO
DE CLASIFICACION EMBRIONARIA

R. Ruiz de Assin, R. Lépez-Jurado, B. Romero, A. Fernandez, B. Rabelo, R. P. Cotarelo, J. A. Castilla, M. A. Calderdn.

U. Reproduccion Hospital Virgen de las Nieves

INTRODUCCION:

La participacion en programas de
Control de Calidad Externos (CCE) estd

recomendado por varias Sociedades
Cientificas. La evaluacion de la calidad
embrionaria es de vital importanciaa la
hora de decidir cuantosy qué embriones

transferir, lo cual estd directamente
relacionado con la efectividad de un
ciclo de FIV y con la probabilidad de
embarazo miltiple.
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OBJETIVO:

Este estudio pretende determinar cual es
el valor de referencia adecuado, para la
clasificacion embrionaria, en wun
programa de CCE; la clasificacion
realizada por la mayoria los laboratorios
participantes en el programa de CCE o la
clasificacion realizada por el consenso
de los cinco expertos en clasificacion
embrionaria.

MATERIAL Y METODOS:

En este estudio se comparan los
resultados obtenidos en el programa
espafiol de CCE entre 2003 y 2007, con
los de un grupo de cinco expertos
miembros del grupo de trabajo de
calidad embrionaria de ASEBIR. Se
compararon un total de 120 videos de
embriones (20 cigotos, 50 Dia 2y 50 Dia
3) en los que se tenfa que decidir entre
Buena, Regular o Mala calidad
embrionaria. Se consideré que existia
acuerdo entre laboratorios cuando mds
del 75% de los participantes adjudicaba

la misma categoria para un mismo
embrién. Se consideré que existia
acuerdo entre los expertos cuando los
cinco expertos coincidian en la misma
categoria para un embrién.

RESULTADOS:

El porcentaje de embriones en los que se
obtuvo acuerdo entre los laboratorios
participantes fue del 44.2% (53/120),
mientras que entre los expertos fue del
98.3% (118/120) (p<0.001).

Cuando se compararon los resultados de
la clasificacion realizada entre la
mayoria de los laboratorios y el acuerdo
entre expertos se obtuvo un indice
kappa de 0.52 (IC: 0.38-0.65). No
existiendo diferencias cuando se realiza
la clasificacion sobre embriones en Dia
20enDia3.

Si sélo tenemos en cuenta el 44.2% de los
embriones en los que los laboratorios
participantes obtuvieron acuerdo el indice
kappa es de 0.63 (IC: 0.44-0.82).

Cuando la clasificacion asignada por la
mayoria de los laboratorios no coincidia
con la asignada por los expertos, en el
56.25% (18/32) de los casos, los
laboratorios sobreestimaron la calidad
del embrién.

CONCLUSIONES:

1° Existe un menor acuerdo entre
laboratorios que entre expertos.

2° El acuerdo entre laboratorios vy
expertos es moderado aunque sélo
tengamos en cuenta los embriones en los
que los laboratorios lograron acuerdo.

3°  Los laboratorios tienden a
sobreestimar la calidad de un embrién.

4° Por todo esto se deberia utilizar como
valor de referencia de un programa de
CCE de clasificaciéon embrionaria, la
evaluacion realizada por el consenso de
un grupo de expertos.

059: CORRELACION ENTRE LA VARIACION DEL AREA TOTAL DE LA
ZP DE EMBRIONES EN DiA 2 DE DESARROLLO Y EMBARAZO

L. Mifsud, V. Sdez, I. Rubio, M. Lozano, I. Cuevas, J. Ifiiguez
Centros de reproduccién FIVIA, S.L. (Torrente, Valencia)

INTRODUCCION:

La zona peldcida (ZP) es una capa de
glucoproteinas que envuelve el ovocito
y el embriéon protegiéndolo vy
manteniendo su integridad
tridimensional hasta el momento de la
implantacién.  Anomalias en su
estructura pueden comprometer la
fecundacion, la viabilidad del embrién,
el proceso de implantacién y con ello la
posibilidad de conseguir un embarazo.
Las caracteristicas de la ZP estdn
influenciadas por elambiente hormonal,
asi como por particularidades propias de
cada individuo. La pauta hormonal
seguida durante el tratamiento de
reproduccién asistida (TRA) podria
afectar a la misma.

La evaluacion de los embriones se basa,

entre otros criterios, en el estudio de
distintas caracteristicas morfoldgicas,
pudiendo ser el de la ZP un criterio mds
a tener en cuenta. Otros autores han
propuesto que el andlisis de diferentes
variables (como el drea, grosor,
consistencia, color) de la ZP podrian
servir como diagnéstico clinico para la
seleccién embrionaria.

El objetivo del estudio fue observar si
xexiste alguna correlacion entre la
variacion del area total de la ZP de
embriones en dia 2 de desarrollo (D2) y
el embarazo. Ademds se analiz6 si
factores como la edad de la paciente, la
FSH basal, el estradiol y la
progesterona el dia de la HCG, la dosis
de FSH y el tipo de frenado, también
tenfan alguna influencia sobre el drea
de la ZP.

MATERIAL Y METODOS:

Se realizé un estudio retrospectivo en
pacientes sometidas a un TRA en el
Centro de Reproduccion Asistida FIVIA
(Torrente, Valencia) entre Abril 2008 y
Marzo 2009, de los que se analizaron un
total de 124 embriones. La media de
edad de las pacientes era de 34,53 + 4,6.
Se midi6 el drea total de los embriones
en D2, utilizando imagenes capturadas
digitalmente con el CRONUS3 (“video
capture and embryo analysis software”),
mediante un microscopio invertido a 20
aumentos y 6ptica Hoffman.

El andlisis estadistico se hizo con el
programa estadistico SPSS 11.0 vy
aplicando el coeficiente de correlacién
de Spearman (p = 0.05) y el de Pearson
(p=0.01).
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RESULTADOS:

Sevio que habia correlacién entre el area
total de la ZPy el test de embarazo (p =
0,036 ), indicando que aquellos
embriones que dieron lugar a embarazo
presentaban un drea media de 7849,02
pm2 + 3081,99. En cambio, no se
encontro ninguna relacion
estadisticamente significativa cuando se
estudié la influencia de los distintos
factores (edad de la paciente, FSH basal,

estradiol el dfa de la HCG, dosis de FSH,
progesterona dia HCG, tipo de frenado)
en relacion con la variabilidad en el area
de la ZP.

CONCLUSIONES:

Segln los resultados obtenidos con
nuestro estudio parece existir un rango
respecto al area total de la ZP donde los
embriones podrian tener mayores
posibilidades de resultar en embarazo.
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Por otra parte, segln nuestros
resultados, ninguno de los factores que
hemos estudiado influiria de forma
significativa en la relacién entre la ZPy
el embarazo.

A la vista de este trabajo, seria
conveniente realizar un estudio
prospectivo randomizado con un tamafio
muestral mayor para seguir con la
bisqueda de pardmetros no invasivos de
evaluacion embrionaria.
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060: COMPARACION ENTRE MEDIOS DE CULTIVO COMERCIALES

J. Herreros, G. Quea, E. Garijo, F. Galera, J. Mufioz
Instituto Madrilefio de Fertilidad (IMF). Madrid.

OBJETIVO: GLOBAL SAGE VITROLIFE

N 40 42 43
Comparar tres medios de cultivo LEdad (Afios) 35.943.9 36.4+4.0 36.5+3.8
comerciales con el objetivo deimplantar Ovacitos 72431 7.3£3.0 7.1£3.0
uno de ellos en el laboratorio de FIV en Metalasc 11 5.8+2.9 5.6£3.0 5.7£3.0
base a sus mejores resultadOS. Ovocitos fecundados 42429 4.0£27 42429

N Embriones A+B 2.8+ 8 27+2 8 27£27
Disefio: Estudio prospectivo randomizado N*Embrioncs transferidos 2205 21205 2.0:0.5

N° Embriones congelados 1321 1.3£2.0 1.2£22.0
MATERIAL Y METODOS: lasa de Embarazo Clinico (%) 57.5% 47 6% 51.2%

en el dia 5-6 de estimulacién. La ovulacién RESULTADOS:

Desde Octubre a Diciembre de 2008 fue inducida con hCGr (Qvitrelle, Merck-
incluimos 125 pacientes de ovocitos Serono) cuando la hiperestimulacion CONCLUSIONES:
propios con edades comprendidas entre 28 ovdrica dio como resultado al menos dos
y 42 afios. Todas las pacientes, con al foliculos > 18 mm de didmetro. Después de No observamos diferencias
menos un ovocito, fueron incluidas sin la extraccién de los ovocitos utilizamos la estadisticamente significativas en

restricciones por factor masculino o
femenino. Randomizadamente separamos
a las pacientes en los grupos: Vitrolife G5
Plus (Vitrolife, Sweden), Sage (SageMedia)
y Global (LifeGlobal). La hiperestimulacién
ovdrica controlada fue iniciada con FSHr-
HMG en dia 2 6 3 del ciclo menstrualy la
desensibilizacién hipofisaria se llevé a
cabo usando Cetrorelix 0.25 mg (Cetrotide,
Merck-Serono) cuando el foliculo
dominante media > 14 mm de didmetro 6

técnica de ICSIy cultivo embrionario hasta
el dia 3 de desarrollo. En cumpimiento de
la ley espaiiola, un maximo de 3 embriones
fueron transferidos. Dos semanas después
observamos el latido cardiaco fetal
mediante ecografia por ultrasonidos
constatando la gestacién clinica. La
valoracion embrionaria se hizo en base a
los criterios de ASEBIR. Los andlisis
estadisticos fueron realizados con G-Stat
2.0 (GlaxoSmithKline).

ninguno de los parametros analizados
en nuestros grupos de estudio. En base a
estos resultados elegimos Global
Medium como nuestro medio de cultivo
derutina en el laboratorio de FIV debido
a su simplicidad en el set up, ademds de
haber observado un ligero incremento
de la tasa de embarazo clinico.

061: ESTIMACION TEORICA DEL ERROR DE MUESTREO EN PGD-AS

S. Zamora, A. Clavero, M. C. Gonzalvo, M. Roldan, B. Rabelo, R. P. Cotarelo, L. Martinez, B. Romero.

U. Reproduccion Hospital Virgen de las Nieves, Granada

INTRODUCCION:

Si se considera un embrién de 8 células
como un lote con 8 items, podemos

determinar cual seria el plan de
muestreo mds adecuado para no aceptar
embriones anormales durante el PGD-
AS. Es suficiente testar una

blastémera? ;Cudntas blastoméras se
deben de analizar para estar seguro del
resultado? En un PGD se pueden cometer
dos clases de errores: cuando se clasifica
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a un embrién como anormal siendo éste
normal (error alpha o falso positivo) o
cuando se concluye que un embrién es
normal siendo éste anormal (error beta o
falso negativo). Nosotros consideramos
mds importante en un programa de
screening tener una baja tasa de falsos
negativos (error beta) que de falsos
positivos (error alpha). En este estudio se
determinard el ndmero necesario de
blastémeras a estudiar para encontrar un
equilibrio clinicamente Gtil de estos dos
tipos de errores.

MATERIAL Y METODOS:

Se considera un error alpha de 0.10y un
error beta de 0.05. Ademas, Acceptable
Quality Level (AQL), el nimero de
blastoméras anormales con las que un
embrién seria siempre aceptado se
estima en <1, lo mds préximo a cero. Sin
embargo, LTPD (Lot quality assurance
sampling), el nimero de blastémeras
anormales que hacen que el embrién sea
definitivamente inaceptable, se estima
seglin la bibliografia en =3, porque se
considera que menos del 30% de

mosaicismo en el embrién es viable. La
0C (Operating Characteristics Curves)
para los diferentes planes de muestreo se
calculdé mediante una distribucion
hipergeométrica. Una, dos o tres
blastémeras biopsiadas en las que no se
permite que tengan ningdn defecto (c=0).
Un 6ptimo plan de muestreo sera aquel
que con una alta probabilidad (90%, 1-
alpha) acepte (considere normales)
embriones con menos de 1 blastémera
anormal (AQL<1, préximo a 0), al mismo
tiempo que con una baja probabilidad
(5%, beta) acepte (considere normales)
embriones que tengan 3 blastémeras
anormales (LTPD33).

RESULTADOS:

Se puede observar como con n=2, c=0y
n=3, c=0 se obtiene AQL <1 con valores
similares de alpha (préximos a 0.10). Sin
embargo se observan  grandes
diferencias en el error beta segtin el plan
de muestreo y en todos los casos
alejados del ideal 5%. Biopsiando 1
célulay resultando su analisis normal de
un embrién de 8 células (n=1, c=0), se

obtiene una probabilidad del 63% de
aceptar embriones con =3 blastémeras
anormales. De cualquier manera,
biopsiando 2 6 3 blastémeras resultando
sus analisis normales de un embrién de 8
células (n=2, c=0 o n=3, =0,
respectivamente) se tienen un 37% o
18% de posibilidades de aceptar
embriones con > 3 blastémeras
anormales, respectivamente.

CONCLUSIONES:

Aungue con los 2 dltimos planes de
muestreo se reduce considerablemente
el error beta, se sigue cometiendo un
elevado porcentaje de error aceptando
como buenos embriones que aquellos
que seran no viables. De este modo, con
estas estrategias se obtendra un bajo
nimero de embriones  buenos
desechados (bajos ndmero de falsos
positive o error alpha), pero un elevado
nimero de embriones anormales
aceptados (alto ndmero de falsos
negativos o error beta). Esta limitacion
puede explicar la escasa validez clinica
del PGD-AS.

062: EVOLUCION DE LA CONCENTRACION ESPERMATICA EN UNA
POBLACION DE JOVENES ESPANOLES DURANTE LOS ANOS 1999 Y 2009.

A. Yoldi, J. P. Ramirez, A. Vaquero, J. A. Castilla.

Banco de semen CEIFER, Granada

INTRODUCCION:

Es  sobradamente  conocida la
controversia existente en el mundo de la
Reproduccién en relacion con la
disminucién con los afios de la calidad
seminal humana. Esta disminucién en la
calidad seminal presenta seguidores y
detractoresy, en cualquier caso, existen
en la literatura cientifica estudios a
favor y en contra de la misma. En el
Banco de semen CEIFER nos sumamos a
este debate presentando un estudio
retrospectivo de calidad seminal. Hemos
analizado la concentracion espermatica
de los varones que se han presentado a
nuestro banco de semen con laintencién
de ser donantes de semen durante los
anos 1999 a 2009.

MATERIALY METODOS:

Las muestras se han obtenido por
masturbacion con un periodo de
abstinencia sexual de 3 a 5 dias. Han
sido analizadas mediante microscopio de
contraste de fases y cdmara Makler por
un observador inscrito desde el afio
1999 al Programa de Control de Calidad
Externo de Andlisis de Semen del Grupo
de Interés en Andrologia de la ESHRE y
de ASEBIR

Se ha estudiado una sola muestra
seminal por cada candidato a donante de
semen (n = 1823). La poblacién objeto
de estudio tiene una edad media de
22.02 afios (+ 4.01 SD).

RESULTADOS:

Tras la eliminaciéon de los outliers por el
método del recorrido intercuartilico,
hemos obtenido una concentracién
media de 78.7 x 106/ml (+ 48.77 SD)

Elvolumen medio ha sido de 3.7ml (+ 1.5
SD), y la media del total de
espermatozoides por eyaculado ha sido
de 267.9 x 106 (+ 178.1 SD).

El andlisis del intervalo de 11 afios que
recoge este estudio da como resultado
unas rectas de regresion lineal en las que
se aprecia una disminuciéon de la
concentracion seminal a lo largo de los
anos. Tras aplicar un analisis de
correlaciones entre la concentracion
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espermatica y los afios del estudio vemos
que esta disminucién del 0.07% por afio es
estadisticamente significativa (p<0.01).

Por otro lado, las rectas de regresion
evidencian un aumento en el volumen
seminal del 0.085% anual con (p<0.01)
de significacion.

Finalmente, la cantidad total de
espermatozoides  por  eyaculado
presenta una recta sin pendiente
aparente. Su andlisis de correlacion
muestra una disminucién del 0.013%
anual sin significacién estadistica (n.s.).

CONCLUSIONES:

Diciembre 2009 Vol. 14 -N°2

Tras estudiar una poblacién de 1823
aspirantes a donantes de semen,
durante los afos 1999 a 2009, no
apreciamos un descenso en la calidad
seminal en cuanto a cantidad total de
espermatozoides por eyaculado se
refiere.

063: EVALUACION DE LA CALIDAD OVOCITARIA MEDIANTE UN SISTEMA
DE LUZ POLARIZADA EN PACIENTES CON BAJA RESERVA OVARICA

I. Martinez Arcos, F. Gallego Terris, R. Devesa Hermida, A. Duran Boo, F. Lopez-Roibal, T. Garcia Barral, M. Ortiz Cachén.

USP Hospital Santa Teresa. Equipo Ron

INTRODUCCION:

El éxito de las técnicas de reproduccion
asistida depende esencialmente de la
optimizacion de los protocolos de
estimulacién ovarica controlada y de la
calidad de los gametos ya que estos dos
factores van a determinar el nimero de
embriones con altas tasas de
implantacién. Por ello, dentro del
estudio de la pareja estéril la valoracion
hormonal y ecografica del ovario son
una parte indispensable y el estudio de
la reserva ovarica es realizado
sistemdticamente.

Estudios recientes aseguran que los
valores elevados de FSH basal (indicador
de baja reserva ovdrica) reflejan la
cantidad de ovocitos pero no su calidad.

El objetivo de este trabajo es determinar
la calidad ovocitaria de las pacientes con
baja reserva ovarica de una manera
objetiva, estudiando los ovocitos
obtenidos mediante un sistema de luz
polarizada.

MATERIAL Y METODOS:

Se realiza un estudio retrospectivo de
nuestra casuistica entre noviembre del
2008 y mayo del 2009.

Se determina un grupo control (A) de 12
pacientes cuya reserva ovarica es
normal. Se les somete a un tratamiento
estandar de estimulacion ovdrica
controlada. Los  ovocitos  MII

recuperados son analizados mediante el
sistema O0SIGHT, obteniéndose valores
de la densidad de la zona pellcida y del
huso meidtico asi como la desviacion de
los microtibulos.

El grupo de pacientes con baja reserva
ovarica (B), esta formado por 5
pacientes que presentaban un FSH basal
> de 8mUL/mly un recuento basal de
foliculos antrales de < 3. En este grupo
se realizd una estimulaciéon ovdrica
acorde a su patologia y los ovocitos
fueron analizados de igual manera que
los del grupo control.

En todos los casos se realizé una I.C.S.I.
y para la valoracién embrionaria se
siguieron los criterios de ASEBIR. EL dia
de la transferencia se seleccionaron los
embriones de mejor calidad y frente a
misma calidad elegimos el que procede
de un ovocito con mejores valores en sus
estructuras.

RESULTADOS:
Los datos obtenidos fueron los
siguientes:

Pacicnlcs Edad ovocllos
Crupo 12 357 56
A
Grupo 5 36 14
B

CONCLUSIONES:

Los datos presentados apoyan la
hipdtesis de que las mujeres con baja
reserva ovarica no presentan una
calidad ovocitaria ni embrionaria
inferior a la de un grupo de mujeres de
similar edad con reserva ovdrica normal.
Por tanto la tasa de gestacion no se ve
afectada por la reserva ovdrica de la
mujer.

ZP Huso Desviaciom | Embarazos
meidtico
2.07nm 1,63nm 9.56° 3
2.12nm 1.50mm 9.05° 2
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064: REFLEXIONES SOBRE EL IMPACTO DEL PORCENTAJE DE
FRAGMENTACION Y SUS TIPOS SOBRE LA IMPLANTACION DE LOS
PREEMBRIONES HUMANOS CULTIVADOS IN VITRO.

M. Borges, A. Galdn, C. Albert, A. Tejera, P. Romero, M. Meseguer, M. J. de los Santos

IVI Valencia

INTRODUCCION:

La formacién de fragmentos en los
preembriones  humanos es un
fendmenos que ocurre con cierta
frecuencia en los embriones cultivados
in vitro, su presencia se considera signo
de mal pronéstico ya que puede ser
indicativo de procesos de apoptosis o
puede afectar a los patrones
distribucion de moléculas de adhesion o
las los dominios polarizados de las
membranas de las blastémeras.
Histéricamente la evaluacion de la
fragmentacion embrionaria se basaba
en cdlculo subjetivo del porcentaje del
volumen del preembrién afectado con
fragmentos. Sin embargo, otros
aspectos como son el tamafio y la
distribucion  de  éstos  fueron
afadiéndose a la evaluacion de los
preembriones. En el presente trabajo
queremos validar este aspecto
analizando si el potencial de
implantacion de los preembriones
humanos fragmentados puede estar
modificado por el tamafo o la
distribucién que los fragmentos.

MATERIAL Y METODOS:

Estudio retrospectivo que comprendi6
un total 2728 embriones transferidos

entre 4y 5 células en d2y entre 6y 10
células en d3 procedentes de 358 de
ciclos de ovocitos propiosy 348 de ciclos
de donacién de ovocitos. La relacion
entre el porcentaje de fragmentacion

embrionaria en d2 y d3, el tipo de
Cocficientes
Modcelo cstandarizados t

Limite

Beta inferior
1 (Constante) 26238
Irag divis 3 - 101 =52
2 (Comstanie) 25395
I divis 3 - 087 -1.233
lipo [rag dd -0d1 -2010

fragmentacion (variables de exposicion)
y la tasa de implantacién (variable
respuesta) fue analizada mediante un
modelo de regresion lineal. Valores de
p< 0.05 fueron  consideradas
estadisticamente significativas.

RESULTADOS:

Tanto el porcentaje de fragmentacién en
d2 como d3 resultd tener una correlacién
negativa con la tasa de implantacién
r=0.19 p<0,002, Beta=-1.55, IC 95% (-
1,93, -0.42); . r=0.1 p<0,0004, Beta= -
0.101, IC 95% (-0,93, -0.42)
respectivamente. Tras la inclusion en el
modelo de regresién lineal de los tres

tipos de fragmentacion 2, 3 y 4 para
conocer su relevancia en la implantacién
junto con el porcentaje de la misma,
Gnicamente el tipo $ tipo 4 mostraron
tener una influencia directa como se
representa en la siguiente tabla (Tabla 1).

Sig. Intervale de confianza para 13 al 95%

Limite

superior
100 36,531 42,780
000 935 -A25
000 36,189 42245
000 _RS7 -3
045 -12.062 - 159

Tablal

CONCLUSIONES:

Estos resultados indican que la

distribucion de los fragmentos no
influye sobre la disminuciéon de la
viabilidad del embrién debido a la
fragmentaciéon, sin embargo, la
aparicién de fragmentos grandes en los
preembriones humanos en d3 tiene un
efecto negativo sobre la viabilidad
embrionaria que puede serindicativo de
un mecanismo diferente en el
preembrién que influya en el
compromiso de su viabilidad.

065: EVA}UACIﬁN DEL ESTADIO PRONUCLEAR COMO CRITERIO DE
SELECCION EMBRIONARIA

I. Cuevas, J. fiiguez, I. Rubio, L. Mifsud
Hospital General Universitario de Valencia

INTRODUCCION:

Tras realizar una revisién bibliografica
de morfologia pronuclear, se planteé en
nuestro laboratorio un nuevo sistema de
clasificacion para los zigotos observados

18-19 horas post — ICSI. Se comenzaron
a clasificar basicamente en dos grupos
atendiendo a la simetria y yuxtaposicion
de los prondcleos. En el tipo A se
incluyeron los zigotos cuyos prondcleos
tenfan el mismo tamafo y ademas se

encontraban juntos. Los zigotos con
pronlcleos de diferente tamafio o
separados fueron clasificados tipo B.
Ademds se contabilizé el ndmero de
precursores nucleolares en cada uno de
los prondcleosy se hicieron 3 subgrupos
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seglin su distribucién. Los Al o B1,
alineados, los A2 o B2 dispersos por el
prondcleo, y los A3 0 B3, uno alineados
y el otro dispersos.

Se comenzaron a recopilar estos datos
desde Mayo de 2005, aunque al no tener
evidencias de la idoneidad de esta
clasificacion, las  transferencias
embrionarias se realizaron atendiendo a
criterios morfolégicos en dia 2 o 3 de
cultivo.

MATERIAL Y METODOS:

Se analizaron de forma retrospectiva 393
prontcleos de los embriones
transferidos que implantaron (n° sacos
gestacionales = n° embriones
transferidos) (n = 57) y los que no
implantaron (n°sacos=0) (n 336) entre
Junio de 2005 y Diciembre de 2008.
Fueron excluidos del estudio los casos

que dieron una gestacion bioquimica. La
edad media de las pacientes fue de 34.07
+ 3.72. Los datos fueron analizados con
el programa SPSS 11.0.

RESULTADOS:

Las tasas de implantacién de los grupos
A y B fueron significativamente
diferentes. Los embriones del grupo A
presentaron una tasa de implantacién
del 15.7% frente al 4,7% del grupo B con
un p-valor del 0.033 (ic. 95%).

Cuando se analiz6 la disposicion
(subgrupos 1,2 o 3) y ndmero de

precursores  nucleolares, no se
encontraron diferencias
estadisticamente significativas, ni

siquiera cuando al menos uno de los 2
prontcleos presentaba 1 sélo precursor
nucleolar.
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La probabilidad de implantacién de un
embrion procedente de un zigoto tipo A
con respecto a uno tipo B se calculd
siendo la OR 3.82 (p=0.033).

No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre la
edad de la mujer y la de que el zigoto
pertenezca al grupo A o B.

CONCLUSIONES:

Ya que segln estos resultados los
embriones procedentes de zigotos tipo
A tienen casi 4 veces mds probabilidad
de implantar que los tipo B,
comenzaremos a incluir este sistema de
clasificacién de forma prospectiva en la
selecciéon embrionaria, esperando de
este  modo continuar mejorando
nuestras tasas de implantacion.

066: LA VITRIFICACION PERMITE OBTENER TASAS DE EMBARAZOS
COMPARABLES A LAS OBTENIDAS CON EMBRIONES EN FRESCO.

M. Dorado, M. Gonzdlez, M. Hebles, B. Migueles, L. Aguilera, P. Sanchez, F. Sanchez.

Clinicas Ginemed, Sevilla

INTRODUCCION:

La conservacion de embriones juega un
papel muy importante en la
reproduccion humana asistida. El
proceso de estimulaciéon ovdrica se
intenta  optimizar al  mdximo,
procurando obtener un ndmero
suficiente de embriones donde
seleccionar los de mejor calidad para
transferiry el resto poder congelar para
un segundo intento.

El objetivo de este estudio es la
comparacién de los porcentajes de
embarazo por transferencias de
embriones procedentes de ciclos en
fresco y de vitrificados.

La vitrificacion es un método de
criopreservacion en el que se enfrian las
soluciones a altas velocidades para
solidificarlas sin formar cristales de
hielo, esto minimiza los inconvenientes
de la congelacion lenta.

MATERTALY METODOS:

Se realiz6 un analisis retrospectivo de las
tasas de embarazo de los ciclos en fresco
realizados en la clinica desde enero de
2007 hasta septiembre de 2008 con las
tasas obtenidas en transferencias de
embriones vitrificados. Se incluyeron
todos los ciclos en los que hubo
embriones para transferir en fresco. En
transferencias de vitrificados, incluimos
todas aquellas en las que habia habido
transferencia en fresco y no habian
quedado embarazadas.

La vitrificacion se realizé con la técnica de
Cryotop. Los embriones fueron vitrificados
endia+2,+3 6 +5 en funcién del dia que se
realiz6 la transferencia en fresco.

El andlisis estadistico se obtuvo
aplicando contraste de hipétesis de
igualdad de proporcion poblacional con
un nivel de significacién <0.05 con el
software comercial SigmaStat 3.1.

RESULTADOS:

Se realizaron 1279 transferencias en
fresco consiguiendo una tasa de
embarazo del 49,8%. Tras la congelacién
de los embriones sobrante de estos
ciclos, se realizaron 184 ciclos de
vitrificados consiguiendo una tasa de
embarazo del 41%. Con respecto a las
tasas de embarazo en funcion del
nimero de embriones de buena calidad
transferidos no obtenemos diferencias
significativas cuando se transfieren al
menos 1 embridn de buena calidad en
fresco y en vitrificados. Tampoco
encontramos diferencias con respecto a
la tasa de embarazo en funcién de la
edad de las pacientes ni de la medida del
endometrio en fresco y vitrificados.

CONCLUSIONES:
Este estudio compara ciclos en fresco sin

seleccionar con embriones que no han
sido seleccionados para ser transferidos
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en fresco y han sido vitrificados. Por
tanto estos embriones considerados “no
tan buenos” deberian dar una tasa menor
de embarazo si hubieran sido transferidos
en fresco y ain mds baja al haber sufrido
el proceso de vitrificacion/ thawing. Sin
embargo esto no se observa, lo que nos
hace pensar, dado que la funcionalidad

del embrién tras la desvitrificacion
permanece intacta, que la tasa
ligeramente inferior de embarazos en
vitrificados se puede deber inicamente a
la calidad de esos embriones.

La vitrificacion es una técnica que nos
permite conservar los embriones

sobrantes de ciclos de reproduccion
asistida manteniendo intacta la
funcionalidad de embriones. Nos
permite cancelar ciclos por riesgo de
hiperestimulacién o por mala calidad
endometrial sin comprometer la calidad
embrionaria y las tasas de embarazo.

067: COMPARATIVA DE LA TASA ACUMULADA DE EMBARAZOQ POR
CICLO (EN FRESCO + DESCONGELACION) EN FUNCION DEL DIA DE

LA TRANSFERENCIA EN FRESCO (D+2 VS D+3)

J. Cuadros, L. Andrés Criado, M. Sanchez de Burgos, M. Nieto Sdnchez, E. Herndndez

Clinica FivMadrid

INTRODUCCION:

Actualmente, existe la tendencia a
realizar la transferencia embrionaria en
d+3, bajo el supuesto de que, si
pretendemos seleccionar los embriones
con mayor potencial de implantacién, el
retrasar la transferencia de d+2 a d+3
podria aportar mds argumentos para
llevar a cabo dicha seleccién. Sin
embargo, algunos autores defienden
que la probabilidad de embarazo
transfiriendo en d+2 es
comparativamente similar a la de d+3.
Ademds, teniendo en cuenta que en d+2
es mas probable que haya embriones
susceptibles de ser congelados, si se
acumularan los embarazos en la
descongelacién a los embarazos en
fresco, la probabilidad de embarazo por
ciclo transfiriendo en d+2 y en d+3 se
igualaria. Por lo tanto, en este estudio
comparamos la tasa de embarazo
acumulada de las transferencias en

fresco mas los embarazos en
descongelacién, segtn si la transferencia
en fresco se realiza en d+2 o en d+3.

MATERIALY METODOS:

Se analizaron retrospectivamente 456
ciclos de FIV-ICSI realizados en mujeres
menores de 39 afos. Estos casos fueron
seleccionados como de buen pronéstico,
dado que en todos ellos se congelaron
embriones. 147 transferencias en fresco se
llevaron a cabo en d+2y 309 transferencias
en fresco se realizaron en d+3.

RESULTADOS:

En el grupo de transferencias en fresco
en d+2, 72 de las 147 transferencias
fueron embarazos clinicos (48,9%).
Sumando los 21 embarazos clinicos
producto de las descongelaciones de los
ciclos en los que no hubo embarazo en
fresco, la tasa de embarazo acumulada

en el grupo de d+2 fue de 63,3%
(93/147). En el grupo de transferencias
en fresco en d+3, 156 de las 309
transferencias fueron embarazos clinicos
(50,5%). La tasa de embarazo
acumulada en d+3 con los 30 embarazos
en la descongelacion fue
de 60,2% (186/309). EL analisis
estadistico mediante chi-cuadrado no
mostré diferencias estadisticamente
significativas entre las tasas de
embarazo en fresco ni en la acumulada
con la congelacion.

CONCLUSIONES:

Los resultados de nuestro estudio
muestran que las tasas de embarazo
tanto en fresco como la acumulada con
la descongelacion son similares si se
compara la transferencia en d+2 con la
transferencia en d+3.

068: ¢ES REALMENTE LA VITRIFICACION MAS EFECTIVA QUE LA
CONGELACION LENTA? PRIMEROS RESULTADOS EN CIRH

M. Rodriguez, L. Prats, 0. Cairo, S. Rovira, F. del Rio, A. Brassesco

C.I.R.H, Barcelona

INTRODUCCION:

En nuestro centro, empezamos a utilizar
la vitrificaciéon de manera rutinaria a

mediados de 2007. Pero no fue hasta
finales de 2008 que empezamos a tener
demanda de transferencias con
embriones vitrificados, de manera que

nos pareci6 interesante estudiar el
rendimiento global de esta nueva
técnica. La vitrificacion se lleva a cabo
con medios Irvine®, siguiendo el



COMUNICACIONES POSTER

protocolo que marca la casa comercial,
utilizando como soporte un sistema
cerrado, el Cryotip®. Posteriormente,
estos se almacenan en tanques de
nitrégeno liquido hasta el momento de
su descongelacién. Se descongela con
medios Irvine®, siguiendo también el
protocolo de la casa comercial, dejando
los embriones en medio de cultivo hasta
el momento de la transferencia,
aproximadamente 16 horas después.

MATERIAL Y METODOS:

Se analizaron todos los ciclos de
transferencia de embriones
criopreservados entre el 1 de octubre de
2008 y el 31 de marzo de 2009,
obteniéndose 216 ciclos. Se separaron
en funcibn de la técnica de
criopreservacion utilizada: congelacion
lenta (196 ciclos) y vitrificacién (20
ciclos), tanto si se congelaron en dia 2
como en dia 3 post-puncidon. Se
excluyeron aquellos ciclos en los que la
criopreservacién del embrién se realizé
en estadio de blastocisto.

Se valoraron los siguientes parametros:
la tasa de supervivencia (embriones que

resisten a la descongelacion respecto al
total de embriones descongelados), el
porcentaje de  embriones que
evolucionaron del dia de la
descongelacion al dia de |la
transferencia, el rendimiento de la
técnica (considerando el n° de
embriones transferidos respecto al n° de
embriones que se descongelaron);
porcentaje  de  embarazo  por
transferencia y por ciclo, porcentaje de
implantaciéon y por dltimo tasa de
aborto.

Todos los valores obtenidos se
analizaron mediante el test Chi Cuadrado
considerandose como indice de
significancia cuando p<0.05.

RESULTADOS:

Una vez analizados los datos obtuvimos
un porcentaje de supervivencia del
67.3% en congelacion lentay un 92.6%
en vitrificacién (p=0.0002).EL
porcentaje de embriones evolutivos fue
del 70.6 % vs. 78% (p= 0.3496),el
rendimiento de las técnicas fue del 46%
vs. 72,2% (p=0.0004). El porcentaje de
embarazo por transferencia fue del
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38.4% vs. 40% (p=0.9163) y por ciclo del
31.1% vs.40% (p=0.5744). La tasa de
implantacién fue del 19.6% vs.23.1%
(p=0.7609) y por dltimo la tasa de
aborto fue del 29.5% vs.25%
(p=0.8803).

Al comparar estos pardmetros, sélo
encontramos diferencias significativas
en las tasas de supervivencia vy
rendimiento, que fueron mayores en la
vitrificacién.

CONCLUSIONES:

Aunque el nidmero de casos de
embriones vitrificados y posteriormente
transferidos hasta el momento sea bajo,
los resultados observados nos indican
que esta técnica presenta una mayor
garantia de supervivencia embrionaria,
dando lugar a un menor ndmero de
transferencias canceladas, y por tanto,
un rendimiento global de
descongelacién superior. Podemos
concluir que con la vitrificacion se
necesita descongelar un menor niimero
de embriones para obtener la misma
tasa de embarazo, implantaciony aborto
que con la congelacién lenta.

069: LA INCIDENCIA DE MULTINUCLEACION EN EMBRIONES CON
OPTIMO DESARROLLO EMBRIONARIO ES SUPERIOR TRAS FIV-ICSI.

M. C. Pons, I. Solvas, M. Grossmann, R. Noblom, X. Julve, J. Nadal.
Centro Médico Teknon. Unitat Reproduccié Assistida, Barcelona

INTRODUCCION:

Ante el incremento de ciclos de FIV-ICSI
sin causa masculina evidente y la
importancia que tiene la multinucleacién
en la viabilidad embrionaria, el objetivo
del trabajo es investigar la incidencia de
multinucleacion en funcién de la técnica
de fecundacion utilizada y la calidad
seminal.

MATERIAL Y METODOS:
Estudio retrospectivo de 1173 embriones

con desarrollo embrionario 6ptimo (DT:
divisién temprana y estadio de 4- 6 5-

células en dia +2) pertenecientes a 515
ciclos de FIV realizados entre 2005 y
2008.

La media de edad de las pacientes en
estos ciclos fue de 34,4 afios [rango: 20-
47]. El promedio de horas post-
inseminacion en el cual se observa la DT
es de 26,3 [rango: 23-29 h] y la
observacién en dia+2 se realiza entre las
43y las 45 horas post-inseminacion. A
pesar que las transferencias se realizan
en dia+3, en este estudio la nucleacién
se ha valorado en dia+2 para garantizar
la correcta evaluacion de la nucleacion
en cada uno de los blastémeros.

Del total de embriones estudiados, 323
embriones proceden de FIV convencional
(27,5%) mientras que 805 (72,5%)
proceden de FIV-ICSI, en 533 debido a
calidad seminal baja (CSBaja) mientras
que en los 317 embriones restantes la
calidad seminal era normal (CSNormal)
y las indicaciones son varias (baja
respuesta folicular, edad materna
avanzada, fallo de inseminacion
previo...). Se analiza la incidencia de
multinucleacién en dia+2 segin la
técnica de fecundacion y segin la
calidad seminal. Andlisis estadistico:
Fisher exact  test, P<0,001.
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RESULTADOS:

De los 1173 embriones analizados, 152
presentan algin blastémero
multinucleado en dia+2 (12,9%). En la
tabla se muestra que la incidencia de
multinucleacion en embriones
procedentes de FIV-ICSI es
significativamente superior (14,9%) que
en embriones procedentes de FIV
convencional (7,7%). Por otro lado, al
analizar laincidencia de multinucleacién
en los 2 subgrupos de FIV-ICSI no se
observan diferencias entre ambos
(13,7% en CSBaja y 17% en CSNormal).
Sin embargo al comparar la incidencia
entre el grupo de FIV convencional y

Num Num embriones con MNB en d 12 U
embriones
1173 152 12,9
FIV conv 323 25 «d
FIV-ICSI 850 127
FIV-ICSI-C8Bgja 533 73 13,70
FIV-ICSI-CSNormal 317 54 ]7bd

a: P=0,0009; b:ns; c:P=0,0078; d:P=0,0004

cada subgrupo de FIV-ICSI si se
encuentran diferencias significativas.

CONCLUSIONES:

En esta poblacion seleccionada de
embriones:

1/. El aumento en la incidencia de
multinucleacion se atribuye a la técnica
de ICSI per se.

2/. Laincidencia de multinucleacion no
se ve afectada por la calidad seminal

070: CICLOS POSTERIORES EN PAREJAS CON FALLO TOTAL DE

FECUNDACION

J. A. Gragera, M. C. Cafiadas, V. Badajoz, S. Camacho, M. de la Casa, A. R. Diaz, I. Lozano, L. Martinez, C. Urda, J. Gijén, M. Alcaraz, R. Bonache,

J. Rodriguez, C. Pérez, A. Martinez de Arenaza.

GINEFIV, Madrid

INTRODUCCION:

Elfallo total de fecundacién en ciclos de
FIV/ICSI sigue siendo un gran problema
en el laboratorio de reproduccion
asistida. La conjuncion de factor
masculino severo, escaso nimero de
ovocitos, baja calidad de estos o incluso
factoresidiopdticos pueden ser la causa.
El que se de fallo en un ciclo no implica
que vuelva a repetirse en el siguiente
pero, para tratar de prevenirlo, es
recomendable realizar estudios mas
especificos del factor masculino. Ya que
la fragmentacion del ADN espermatico o
un resultado de FISH alterado puede
causar infertilidad en muestras
aparentemente buenas. La
incorporacion de estas técnicas como
pruebas de rutina en el laboratorio de
FIV ayudan a tomar decisiones, a veces
complicadas, come el cambio de gameto.

MATERTAL Y METODOS:

Seguimiento, hasta diciembre de 2008,
de los ciclos posteriores a los que
sufrieron fallo total de fecundacién
entre octubre de 2004 y junio de 2007 en
la clinica Ginefiv, de Madrid.

RESULTADOS:

De 206 parejas estudiadas, con edad
media materna de 35,71 + 4,44 afios, el
38.83% (80) no volvieron a realizar
ningdn ciclo pero en el seguimiento de
los casos se confirmaron 4 gestaciones
espontdneas, una de ellas acabada en
aborto. De las restantes, 125 realizan al
menos un ciclo de FIV-ICSI (1 se cancelé
por baja respuesta) y otra se hizo un
ciclo de IAD. Hasta 24 parejas de las 124
(19,35%) hicieron mds de un tipo de

tabla (1): 121 ciclos se realizan con
gametos propios y 86 con gametos
donados (bien sélo uno bien ambos). En
178 (85.99%) hubo transferencia. En el
17.36% (21) de los “ciclos propios” se
observé un nuevo fallo de FIV pero
también se dieron 28 embarazos
(23,14%), con un 61.71% (17) de
evolucién a término. De los 86 ciclos
restantes, “de donacién”, se consiguieron
32 embarazos (37,21%), con un 78.13%
(25) de evolucion a término.

CICLOS % B-IICG % A TERMINO %
PROPIOS 121 58,45 28 23,14 17 61,71
#GAMETOS 86 4155 32 3721 25 78,13
TOTAL 207 100 60 100 42 70
Tabla 1: Comparacion entre ciclos homadlogos y heterélogos.
ciclo (de gametos propios y de Atendiendo al gameto donado

donacién). Al analizar el total de ciclos
posteriores a fallo de FIV (207) se
obtienen los valores expresados en la

dividimos los 86 ciclos y comparamos
tasas de embarazo y evoluciéon a
término (tabla 2).

(CICLOS | % | BICG | % | ATERMINO | %
OVOCITO 56 65,12 2 39,20 16 72,73
SEMEN 1 12,79 4 36,36 3 73
AMBOS 19 22,09 6 31,58 6 100
TOTAL 86 100 £ 100 2 78

Tabla 2: Comparacion entre ciclos con gametos donados
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CONCLUSIONES:

Aunque hay diferencia estadisticamente
significativa en el porcentaje de
embarazo (p: 0,028), no se da en la tasa
de evolucién (p: 0,14) si comparamos
ciclos posteriores con gametos propios
o donados en parejas con fallo de
fecundacién. Cuando se produce dicho
fallo puede recomendarse un nuevo ciclo

con gametos propios (hasta el 82.64%
consigue embriones) si no se objetiva un
resultado de FISH o de fragmentacion de
ADN espermatico alterado. Hay que
intentar agotar todas las posibilidades
para conseguir un hijo biolégico, pero
con dos fallos de fecundacién lo mds
recomendable es cambiar de gameto,
aunque es necesario ayudar a la pareja
en esta dificil toma de decision.

071: SUPER-ICSI: NUEVO TRATAMIENTO EN
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BIBLIOGRAFIA:

1.- Habilidades de comunicacién en
reproduccion asistida. Grupo de interés
de Psicologia de la Reproduccion.
Sociedad Espaiiola de Fertilidad. Coord:
Agustin Moreno Sanchez. Edikamed, SL.
2008. Madrid.

FACTOR MASCULINO

B. Migueles, M. Dorado, M. Hebles, M. Gonzdlez, L. Aguilera, P. Sanchez, F. Sdnchez.

Clinica Ginemed, Sevilla

INTRODUCCION:

Las nuevas técnicas de diagndstico del
espermatozoide como la determinacion de
la fragmentacién del DNA o la observacién
del mismo con técnicas de microscopia
electrénica, nos dan una informacién
valiosa sobre patologias espermaticas que
el seminograma de rutina es incapaz de
detectar. Hasta hace bien poco, los datos
que nos ofrecian las técnicas de
determinacion de la fragmentacion del
DNA tenfa escasa validez a la hora de su
aplicacion en la rutina del laboratorio.

La aparicién de microscopios de dltima
generacién que nos dan la posibilidad de
observar el espermatozoide con mayor
detalle, nos dan la oportunidad de
relacionar esta fragmentacion del DNA
para la que, aunque conociamos su
existencia, no sabfamos como tratar hasta
ahora. Diferentes grupos han relacionado
en sus trabajos la existencia de vacuolas
en el nidcleo de espermatozoides con
fragmentacion del DNA. Un semen
diagnosticado como “NORMAL” por un
seminograma rutinario puede presentar
una fragmentacién alterada que nos va a
dar lugar a embriones que si bien no ven
alterada su tasa de fecundacién nien la
calidad embrionaria, si van a presentar
diferencias como una menor tasa de
implantaciény de division a partir de dia
+3 y una mayor tasa de aborto.

MATERIAL Y METODOS:
Se seleccionaron tres parejas con

tratamientos previos en reproduccién
asistida ya fuese en nuestro centro 6

proveniente de otro.

A todas ellas se les realiz6 el test de
fragmentacion medido por SCD con el kit
Halosperm® y en los tres casos superaba
el 25%, sélo una de ellas presentaba un
semen con OTA severa, en los otros dos
casos el recuento y la motilidad eran
“aceptables” segln el seminograma
rutinario.

RESULTADOS:

Los embriones transferidos en el ciclo en
el que obtuvimos embarazo no eran de
mejor calidad que los transferidos en
ciclos anteriores (salvo en el caso A, del
que no tenemos datos anteriores ya que
provenian de otro centro).En las tres
parejas obtuvimos embarazo tras la
seleccion de espermatozoides con
morfologia normaly libres de vacuolas.

CONCLUSIONES:

El hecho de que una fragmentacion del
DNA espermatico nos dé igual tasa de

morfologia libres de vacuolas, van a dar
lugar a embriones con una mayor tasa de
implantacién.

BIBLIOGRAFIA:

1.The morfological normalcy of the sperm
nucleus and pregnancy rate of
intracytoplasmic injection with
morphologically selected sperm. Arie
Berkovitz, Fina Eltes, Sholomit Yaari,
Nathan Katz, Ilya Barr, Ami Fishman,
Benjamin Bartoov. Human Reproduction.
Vol 20 Ne1, pp185-190, 2005

2. Does the presence of nuclear vacuoles in
human sperm selected for ICSI affect
pregnancy outcome?. Arie Berkovitz, Fina
Eltes, Adrian Ellenbogen, Sigal Peer, Dov
Feldberg, Benjamin Bartov. Human
Reproduction Advance Access published
February 23, 2006

3. Blastocyst development after sperm
selection at high magnification is
associated with size and number of nuclear
vacuoles. Pierre Vanderzwalmen, Antje

PACIENTEA PACIENTEB PACIENTEC
Seminograma Oligo-asteno leve ‘lerato moderada OTA severa
‘lerato severa
Test de [ragmentacion | 47% 27% 31%

Fallos previos 3 fallos previos en ICS1

fecundacién, divisién y fragmentacién
embrionaria, nos puede llevara error en
la determinacién al tratamiento a aplicar
en fallos de implantacién previos. La
seleccion de espermatozoides de buena

1 ciclo propio en 1CS1
2 en Donacidn de dvulos

2 fallos previos en 1CS1

Transler en  [allos | No cxisien datos dcg2 (diat+2) 4egd (diat2) begl (diat3) Scg? 8cg2
previos dcp3 8cpl 8cpg3 B8cgl (dia+3)
5cg3 5egl 6ep2 Beg3
Calidad cmbrionaria | 8cg2 4epl Geg?
traas SUPER-ICSI 8cgl-2  transler en+3 | 4ogl transfer en +2 Teg? transler on +3
Hegl-3 4egl Geg3

Hierner, Paul Rubner, Magnus Bach, Anton
Neyer, Astrid Stecher, Petr Uher, Martin
Zintz, Bernard Lejeune, Sabine
Vanderzwalmen, Guy Cassuto, Nicolas H
Zech. RBMOnline- Vol 17, N° 5. 2008, 617-62
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072: EXPRESION DEL RECEPTOR DE EGF (ERBB4) EN 00CITOS Y
EMBRIONES DE RATON.

M. J. Perianes, E. M. Miguel-Lasobras, E. Pozo-Guisado, F. J. Martin-Romero, I. Santiago Alvarez.

Dpto. Anatomia, Biologia Celulary Zoologia. UEX, Badajoz

INTRODUCCION:

La implantacién es sin duda uno de los
procesos mas trascendentes en el
desarrollo, y en consecuencia, uno de los
periodos mas estudiados en el dmbito de
la reproduccidn. La activacion de ErbB4
define la capacidad implantatoria del
embrién y es por tanto un factor
determinante en la sincronizacién del
Gtero con el embridon. Aunque la
capacidad de ErbB4 para unirse a su
ligando EGF esta sujeta al periodo
competente para la implantacién del
embridn, su expresion se remonta a los
primeros estadios de desarrollo
preimplantacional, habiéndose podido
comprobar la presencia de dichos
receptores desde el sequndo dia de
desarrollo (2 células). No hay evidencias
sin embargo de la manifestacion de
ErbB4 antes de la primera division o en
el proceso de fecundacién.

El propdsito de este estudio es
determinar el patrén de expresion de
ErbB4 desde la fase de vesicula germinal
hasta el momento de la implantacién
embrionaria. Asi mismo, y mediante la
utilizacion de técnicas de reproduccion

073: INFLUENCIA DE LA CENTRIFUGACION

asistida, se pretende comprobar si
existen o no diferencias en la expresion
de dichos receptores entre embriones
obtenidos por fecundacién “in vitro” o
bien obtenidos directamente del utero.

MATERIALY METODOS:

La expresion de ErbB4 ha sido
determinada porinmunofluorescencia a
partir de oocitosy embriones de ratén de
la cepa B6D2-F1 en diferentes estadios de
maduracion y desarrollo. Las hormonas
utilizadas para estimular la produccién de
oocitos han sido: Gonadotropina
Coriénica Equina (eCG) y Gonadotropina
Coriénica Humana (hCG). La obtencién de
vesiculas germinales se procuré por
ovariectomia, 46h después de la
estimulacion con eCGy los oocitos en fase
Metafase I a partir de la maduracion in
vitro de dichas vesiculas germinales 11h
post incubacién. Por otra parte, los
oocitos en metafase Il fueron obtenidos a
partir deldampula del oviducto 14h tras la
estimulacién de la ovulacién con hCG. Los
embriones desde el estadio de prontcleos
hasta el estadio de blastocisto se
obtuvieron por fecundacién “in vitro”.

RESULTADOS DE LOS CICLOS DE ICSI

RESULTADOS:

En este trabajo se presentan por primera
vez, evidencias de la expresion de ErbB4
en diferentes estadios de desarrollo del
oocito asi como una serie completa de la
expresion de dicho receptor a partir de
embriones obtenidos por fecundacién “in
vitro” y hasta el estadio de blastocisto.

CONCLUSIONES:

Nuestros resultados confirman que la
expresion de ErbB4 es evidente en el
oocito incluso antes de la fecundacién.
El significado de la presencia de este
receptor en etapas previas a la
fecundacién esta por determinar,
aunque podria suponer un indicador del
futuro potencial  implantatorio
embrionario. Por otra parte, no parece
haber diferencias en la presencia de
estos receptores entre embriones
obtenidos in vivo y los producidos por
fecundacién “in vitro”.

DEL SEMEN EN LOS

R. Garnica, M. Lara, C. Alonso, B. Buch, C. Segura, M. Martinez-Moya.
Unidad de Reproduccién Centro Gutenberg. Malaga

INTRODUCCION:

Desde que se vienen aplicando las
técnicas de capacitacién seminalen TRA,
los efectos de las mismas han sido un
tema discutido por numerosos autores.
Las mds empleadas son los gradientes de
densidad y el Swim-Up. Un paso comin
en ambas técnicas es la centrifugacion,
en el Swim-Up ademds se concentran
todos los componentes del eyaculado.

Aunque en la bibliografia no hay
consenso sobre los efectos adversos de
la centrifugacion y concentracion en el
Swim Up, algunos autores indican que
aumenta el estrés oxidativo provocando
unincremento de los ROS que afectaa la
integridad de la membrana, a la
movilidad y a la estructura del DNA del
nlcleo espermatico.

Para comprobar los efectos indirectos

del Swim-Up se ha realizado un estudio
de los resultados obtenidos en los ciclos
de ICSI de la Unidad de Reproduccién de

Centro  Gutenberg  (2006-2009),
empleando  como  técnicas de
capacitacion seminal, el Swim-Up

convencional (con centrifugacién) y
Swim-Up directo (sin centrifugacion).

MATERIAL Y METODOS:
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Estudio retrospectivo de 846 ciclos de
ICSI realizados durante los afios 2006-
2009 en mujeres menores de 38 afos y
sin factor masculino severo asociado (se
considera factor masculino severo
cuando la  concentracion de
espermatozoides en el eyaculado es <
1x10 6esp/cc y/o los espermatozoides
con movilidad A+B < 100.000 esp/cc.).

El total de ciclos realizados se ha
dividido en dos grupos en funcién de la
técnica empleada para la capacitacion
del semen. Grupo A: Swim-Up estdndar
(semen centrifugado) y Grupo B: Swim-
Up directo (sin centrifugar). Dentro de
cada grupo se ha diferenciado entre
normozoospermias y factor masculino
no severo.

Se han comparado las tasas de
fecundacién, implantacién, embarazo y
aborto en ambos grupos; empleandose
el test de Chi cuadrado para el estudio
estadistico de los datos obtenidos.

RESULTADOS:
Los resultados muestran una tasa de

fecundacién y de embarazo superior en
el grupo B (70.4%y 64.6%) respecto a

los del grupo A (67% y 50.4%). La tasa
de aborto del grupo B es inferior a la de
grupo A (9.52 % versus 19.52%). Sin
embargo no  hay diferencias
estadisticamente significativas en la
tasa de implantacion entre ambos
grupos (B: 36.8% versus A: 31.6%).

Cuando se comparan sé6lo
normozoospermias o sélo factor masculino
en ambos grupos los resultados son
similares, aunque no se
encuentran diferencias estadisticamente
significativas en las tasas de aborto.
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semen para su capacitacion.

Varios autores han estudiado los efectos
que la centrifugacion y concentracién
pueden tener sobre los espermatozoides.
Entre los efectos adversos estudiados
aparece un aumento de ROS como
consecuencia del estrés oxidativo que
provoca dafios en el espermatozoide,
pudiendo alterar la integridad del DNA.
Aunque en este trabajo no se ha
profundizado en el estudio de los
espermatozoides y no se presentan datos
sobre esos factores, se ha utilizado como

NORMOZ. NORMOZ. FACTOR MASC. FACTOR MASC.
CENTRILE NOCUENTRLE CENTRIK NO CENTRIF
TASA IMPLANT 25 40%%* 6% 32, 7%= 37%*
TASA EMB./ TRANSF 45,40%~ 70,50%= 51.4%~ 62,5%
TARA AHORTO 22% H33% 19,09% 10%

* Existen diferencias estadisticamente significativas

CONCLUSIONES:

Segtn los resultados que se presentany
teniendo en cuenta las posibles
influencias de otros factores no

estudiados, se pueden observar mejores
resultados en los ciclos de ICSI en los
que no se centrifuga la muestra de

referencia indirecta los resultados de los
ciclos de ICSI, puesto que una alteracién
en el espermatozoide puede dar lugar a
un bajo rendimiento del ciclo.

A partir de los resultados obtenidos, se
puede concluir que cuando la calidad de
la muestra lo permita, es aconsejable
hacer Swim Up directo frente a Swim Up
convencional.

074: IMPORTANCIA DEL ANALISIS DE ESPERMATOZOIDES MEDIANTE
FISH EN EL SCREENING DE DONANTES: RESULTADOS PRELIMINARES

A. Colomar?, 3, S. Fernandez?, 3, E. Toro?, 3, M. Elbaile?, 4, M. Lopez-Teijon?, 2, E. Velilla?, 3
Institut Marques, Barcelona; 2 Fundacién Leonardo Marques, Barcelona; 3 Centro de Medicina Embrionaria, Barcelona, Madrid; 4 Biosperm, Sabadell

INTRODUCCION:

Durante los dltimos 20 afios se ha
observado una disminuciéon de la
fertilidad en paises industrializados
debido, al menos en parte, a una
disminuciéon de la calidad seminal.
Aunque las anomalias cromosémicas de
los espermatozoides se relacionan
principalmente con una disminucién en
el recuento de espermatozoides
(oligozoospermia), algunas parejas
con muestras normozoospérmicas
presentan bajos resultados en técnicas
de reproduccion asistida debido a la
presencia de aneuploidias en los
espermatozoides. Estos dos factores

combinados sugieren que la eleccion de
donantes de semen basada tinicamente
en los criterios estandar es
insuficiente. El principal objetivo de
este estudio fue evaluar la importancia
del analisis de espermatozoides
mediante FISH en el screening de
donantes de semen.

MATERIALY METODOS:

Seincluyeron un total de 22 candidatos
a donantes en el Banco de Semen
Biosperm SL (Instituto Marques SLP,
Barcelona) que cumplian con todos los
requisitos legales y de pardmetros de
calidad seminal. Las muestras de semen

se fijaron para realizar la técnica de
FISH. Para su analisis se utilizaron
sondas locus especificas (LSI) para los
cromosomas 13 'y 21 y sondas
centroméricas  (CEP)  para  los
cromosomas 18, X e Y. La serie control
utilizada consta de 5 varones fértiles
normozoospérmicos con un cariotipo
normal. Un total de 101.855 niicleos de
espermatozoides fueron evaluados. El
andlisis estadistico utilizado fue el test
Chi —-Cuadrado. Las diferencias en las
aneuploidias espermaticas entre el
grupo controly el grupo de donantes se
consideraron significativas cuando el
valor de p <0.05.
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RESULTADOS:

EL4,5% de los donantes que cumplian con
todos los requisitos presentaron
aneuploidias  en  espermatozoides
eyaculados (1 de 22 donantes testados).
Se observé un aumento estadisticamente
significativo  de  espermatozoides
diploides en la muestra de este donante
(p<0,05).

CONCLUSIONES:

Los donantes de semen aceptados en un
banco de semen proporcionan un
elevado ndmero de muestras de semen
durante su periodo de donacion. Los
resultados de este estudio indican que
un 4,5% de los donantes pudieran
presentar  aneuploidias en los
espermatozoides que posteriormente
seran utilizados en tratamientos de

reproduccion  asistida,  pudiendo
comprometer los resultados obtenidos.
Por consiguiente, el estudio de
aneuploidias en los bancos de semen
mediante FISH deberia incluirse en la
selecciéon de donantes para optimizar
los resultados en técnicas de
reproduccion asistida. Para confirmar
estos resultados preliminares es
necesario ampliar el nimero de casos.

075: LA TASA DE ANEUPLOIDIAS EN ESPERMATOZOIDES NO
AUMENTA CON LA EDAD PATERNA

A. Colomar?, S. Corral’, M. Oter!, S. Fernandez3, E. Toro®, C. Canadas? V. Badajoz?, V. Verdd?,

M. Lépez-Teijon®, E. Velilla®

!Centro de Medicina Embrionaria, Barcelona, Madrid; 2 GINEFIV-Clinica Belén, Madrid; 3 Fundacién Leonardo Marqués, Barcelona

INTRODUCCION:

Existe cierta controversia acerca de la
posible relacion entre la presencia de
aneuploidias espermaticas y la edad
paterna. Mientras que en algunos
estudios se encuentra una correlacion
entre edad y aneuploidias espermaticas
(Bosch et al., 2001), en otros no se
encuentra tal relacion (Wyrobek et al.,
2006; Martin et al., 1995; Luetjens et
al., 2002). Publicaciones recientes
sugieren que las aneuploidias en los
espermatozoides pueden estar
predeterminadas desde el desarrollo
fetal por exposicion a disruptores
endocrinos (Skakkebaek et al., 2005) y
que, por lo tanto, la tasa de aneuploidias
en espermatozoides no deberia
aumentar con la edad. El objetivo de
este estudio fue el de determinar la
relacion entre la tasa de aneuploidias en
espermatozoides y la edad paterna.

MATERIALY METODOS:

Seincluyeron un total de 828 muestras de
semen procedentes de varones con un
cariotipo normal que se encontraban
dentro de un programa de reproduccién
asistida. Se establecieron 3 grupos en
funcién de la edad: 25-35 afios, 36-45
afiosy =46 afos. Las muestras de semen
se fijaron para su analisis mediante la
técnica de FISH. Se utilizaron sondas
locus-especificas  (LSI) para los
cromosomas 13 y 21 vy sondas
centroméricas (CEP) para los cromosomas
18, X e Y. Se analizaron un minimo de
1000 espermatozoides por ronda de
hibridacién. El andlisis estadistico se
realiz6 mediante el test Chi Cuadrado
y el Test de comparacion de
proporciones, considerando las
diferencias significativas cuando p<0.05

RESULTADOS:

El 69,4% de las muestras analizadas
presentaron un resultado de FISH
normal en espermatozoides (575/828).
El porcentaje de varones con FISH
alterado fue del 11,1% en el grupo de
edades entre 25-35 afios, 16,3% en el de
36-45 afios y del 3,1% en el grupo =46
anos. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre los
diferentes grupos.

CONCLUSIONES:

Los resultados de este estudio indican
que la tasa de aneuploidias en
espermatozoides no aumenta con la
edad. Con el fin de confirmar estos
resultados es recomendable realizar una
serie con un mayor nimero de casos.

076: ESTUDIO DEL PAPEL DE LA DIVISION TEMPRANAY SU RELACION
CON LA EDAD DE LA PACIENTE Y LA ESTIMULACION OVARICA

A. Ortiz, F. Monllor, I. M. Baena, G. Lozano, M. I. Jiménez.

Centro Extremefio De Reproduccién Humana Asistida (CERHA). Hospital Materno Infantil. Badajoz

INTRODUCCION:

Son numerosos los articulos que
destacan la importancia de la division

temprana (DT) como indicador de
implantacién embrionaria y embarazo.
Algunos autores atribuyen las primeras
divisiones mitdticas del embrion a la

activacion de factores maternos en el
ovocito. Nosotros nos hemos propuesto
estudiar si existe relacion entre la
division temprana y la edad de la
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paciente. También nos hemos planteado
la posibilidad de que la division
temprana pueda estar influida por el
tipo de hormonas empleado en la
estimulacién ovarica.

MATERIAL Y METODOS:

De los ciclos FIV-ICSI realizados entre
noviembre de 2008 y abril del 2009 se
seleccionaron aquellos en los que se
comprobé la aparicién o no de division
temprana entre las 25-27 horas tras
inseminacion. En total fueron 165
pacientes, con edades comprendidas
entre 26 y 42 afios, de las cuales 120
fueron estimuladas mediante protocolo
con antagonistas de la GnRH, y 45
mediante protocolo con agonistas.

El analisis estadistico se realiz6
utilizando el programa SPSS 15.0 para
Windows. Se buscé relacién entre
presencia o no de divisién tempranay el
tratamiento previo de estimulacién, asf
como con la edad de la paciente.
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LDAD
MENORDE | MAYOR DL
30 AROS I ARUS
DIvISION | NO 1368 4%) | 82(36.2%)
TEMPRANA . . u . .
oT) ‘ sl G(3,6%) | GA(43,5%)
Tiital 19 146
RESULTADOS:
No encontramos diferencias

estadisticamente significativas entre la
presencia o no de division tempranay la
edad de la paciente. Tampoco
encontramos diferencias entre el grupo
de pacientes estimuladas con agonistas
y el grupo de pacientes estimuladas con
antagonistas.

Estudiando la tasa de gestacion en estas
pacientes vemos que hay mayor ndmero
de embarazos en aquellas que presentan
division temprana (57,8%) con respecto
a las que no (42,2%) (p = 0,021).

TRTTMITTACTON

ANTA

AGONISTAS | GONIS

TAS

69

DIVISION NO 26(57.8%) | (57.5%

TEMPRANA J

o O]

(BT 81 19(42,2%) | (12,5%

)

Total 45 120
CONCLUSIONES:

Verificamos que la aparicién de divisién
a las 25-27h post-inseminacién es
marcador de buen pronéstico, por lo que
puede servir de herramienta para elegir
embriones a transferir de la misma
categoria.. No parece que la edad de la
paciente influya en la activacion de los
mecanismos que desencadenan las
primeras divisiones mitéticas en el
embrion. El tratamiento hormonal
empleado en la estimulacion ovdrica no
afecta a la presencia o no de division
temprana.

077: ¢ES VIABLE LA CAPACITACION ESPERMATICA ANTES DE LA
CONGELACION EN DONANTES DE SEMEN?

G. Lépez, R. Lafuente, J. Canals, D. Rey, M. Brassesco.

CIRH Clinica Corachan, Barcelona

INTRODUCCION:

Tras un periodo de prueba en nuestro
laboratorio, en el que se utilizan
muestras de donante capacitadas y
congeladas para inseminacién, se
pretende valorar su efectividad frente a
las muestras congeladas segin el
método tradicional.

MATERIAL Y METODOS:

Se realiza estudio retrospectivo desde el
afo 2008 hasta abril del 2009. Se
estudian un total de 258 ciclos de
inseminacion con donante, de los cuales:

- Grupo I: n=215 (83.3%) ciclos
realizados con muestra congelada tras
su recogida en fresco y capacitada tras
descongelacion, y

- Grupo II: n=43 ciclos (16.7%) ciclos
realizados con muestra capacitada tras
su recogida en fresco y congelada
posteriormente. El medio utilizado en
este Gltimo grupo fue SpermCryoprotect
II (Nidacon ®).

Se han tenido en cuenta los siguientes
parametros para realizar el estudio: edad
de la paciente, n° embarazos y n° embarazos
evolutivos. Se controlaron también
variables como el tipo de medicacién y el
resultado de espermatozoides A+B en el
post-capacitado.

Se realiza estudio estadistico mediante
programa PASW Statistics 17.0.

RESULTADOS:

Se compara el porcentaje de embarazo

evolutivo en cada grupo (Grupo I: 12.1%
vs. Grupo II: 17.2%), siendo mayor el
porcentaje en el grupo de muestras
capacitadas antes de la congelacion.

No se  observaron  diferencias
estadisticamente significativas entre
grupos en cuanto a la edad de las
pacientes.

CONCLUSIONES:

Aunque se trata de un estudio preliminar,
la opcion de congelar las muestras
capacitadas parece ser efectiva teniendo
en cuenta los resultados. Ademas se logra
mejorar de forma importante la gestion
del banco de esperma, ya que se reduce el
volumen de pajuelas a congelar y se
facilita la preparacion de las muestras en
el dia de lainseminacién.
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078: UTILIDAD DE LA DETERMINACION DE PAPP-A DURANTE EL
PRIMER TRIMESTRE DE EMBARAZO COMO FACTOR DE RIESGO
RELACIONADO CON EL ABORTO

I. Peral Camacho, R. Ruiz Macias, M. M. Viloria Peiias, A. Moro Ortiz.
Servicio de Bioquimica Clinica. Hospital Universitario de Valme. Sevilla

INTRODUCCION:

Durante el embarazo, feto y placenta

sintetizan distintas protefnas vy
esteroides (Protefna  Plasmatica
Asociada al Embarazo - PAPP-A;

Gonadotropina Coriénica Humana -
HCG; Alfa Fetoproteina - AFP, Inhibina
A, Estriol Libre...) que se han utilizado
para monitorizar distintos aspectos de
la gestacion. En el Area Hospitalaria de
Valme (Sevilla), estd implantado desde
el afio 2005 un Programa de Cribado
Prenatal de Aneuploidias. Este
programa se basa en la realizacidn
de un Cribado Combinado de Primer
Trimestre (determinamos las
concentraciones de PAPP-A, Beta-HCG
libre y medimos Translucencia Nucal -
TN). A partir de la base de datos que
hemos configurado estos afos nos
hemos planteado ver la relacion entre
estos parametros y otros que tenemos
recogidos (semana de gestacion, edad
materna...) y el riesgo de aborto.

MATERIAL Y METODOS:

- Se han estudiado entre enero 2005y
diciembre 2007 un total de 12918
embarazadas que se encontraban el
primer trimestre de gestacion.

- De cada gestante se han recogido:
edad y edad gestacional en le momento
de la muestra; medidas de PAPP-A, Beta
HCG libre y TN; medidas expresadas
como mlltiplos de mediana (MoM) para
la semana de gestacion de estos
mismos pardmetros; si se ha producido
aborto no voluntario o si la
gestacion ha llegado a termino. -
Las determinaciones bioquimicas se
realizaron en un analizador Inmulite
2000 (Siemens) que utiliza un ensayo
inmunométrico quimioluminiscente en
fase sélida. La medicién de la TN se
realizo en ecégrafos de alta resolucion
y por ecografistas autorizados (segtn
normas de Fetal Test Fundation).

- Para el cdlculo de los MoM se utilizo el
software Prisca V 4.0 (Siemens).

-Andlisis estadistico: las variables se
resumieron con medias y desviaciones
tipicas o si las distribuciones eran
asimétricas con medianasy percentiles.
Para relacionar la variable dependiente
aborto (si/no) con las variables
predictoras se genero un modelo de
Regresion Logistica Binaria que
permitid el calculo de las odds ratio y de
sus respectivos intervalos de confianza
al 95%.

RESULTADOS:

De los 12918 embarazos controlados
657 (5,1%) terminaron en aborto
espontdneoy 12261 (94.9%) llegaron a
termino.

Las variables cuantitativas se
resumieron al sequir distribuciones
asimétricas por medianas y percentiles
(P25 y P75).

Se establecid que sélo la edad materna
y los MoM corregidos de PAPP-A se
asociaban con la variable dependiente
aborto (en ambos casos con una
P<0,0005).

PAPP-A: Odds Ratio 1.1 con unintervalo
de confianza al 95% de 1.03-1.17

Edad Materna: Odds Ratio 1.07 con un
intervalo de confianza la 95% de 1.05-
1.08

CONCLUSIONES:

- Tal como se describe en la bibliografia,
los valores de beta HCG libre no se
relacionan caso con un mayor riesgo de
aborto.

- Por el contrario los niveles de PAPP-A
si estdn asociados junto a la edad
materna con un mayor riesgo de

perdida gestacional. Esta asociacion se
da Gnicamente cuando consideramos
los MoM corregidos y no la
concentracion como tal de la PAPP-A.
Tal como refleja la bibliografia unos
niveles bajos de PAPP-A condicionan
por la actividad proteasa de de esta
sobre el complejo IGF- BP unos bajos
niveles de los factores de crecimiento
IGF-I e IGF-II que podrian condicionar
entre otros efectos adversos un mayor
riesgo de aborto.

- Observamos que menor edad
gestacional en el momento del cribado
se asociaba a mayor riesgo de aborto.
Probablemente es un sesgo del estudio
ya que no por hacerse las
determinaciones en un semana mds
inicial hay mds riesgo de aborto. Como
es sabido en esas primeras semanas se
produce un mayor nimero de abortos
espontdneos por lo que aquellas
mujeres que se estudian mas
tardiamente dentro de este primer
trimestre tienen menor probabilidad de
abortar.
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079: CALIDAD OVOCITARIA Y EMBRIONARIA EN PACIENTES CON SOPQ

E. Sudrez, F. Garrido, A. Luengos, C. Fernandez Fernandez, B. Sudrez Alvarez. Centro Ginecolégico de Leén

INTRODUCCION:

El Sindrome de ovario poliquistico
(SOPQ), es el trastorno endocrino-
reproductor mas frecuente en mujeres
en edad fértil. Su prevalencia se cifra
entre un 5-10%. Alrededor de un 60% de
estas mujeres tienen problemas de
esterilidad de origen anovulatorio.

SOPQ se asocia a una alta recuperacion
de ovocitos, calidad ovocitaria pobre,
baja tasa de fecundacion y un riesgo
incrementado de abortos.

MATERIAL Y METODOS:

Estudio  descriptivo  retrospectivo
realizado en el Centro Ginecoldgico de
Leén durante los afios 1999 y 2007.

En el grupo de estudio se incluyen 23
pacientes con SOPQ (Criterios analiticos,
ecogréficos y clinicos) a las que se
realizaron 30 ciclos.

El grupo control esta constituido por 30
pacientes con diagnéstico de Factor
masculino.

El analisis estadistico se realiza con el
programa SPSS 12.

RESULTADOS:
MORFOLOGIA
EMBRIONARIA

OVOCITARIA y

La tasa de fecundacion, desarrolloy tasa
de embarazo fue similar en pacientes
SOPQ y en pacientes normovuladoras,
independientemente de la causa de
infertilidad.

Morfolégicamente el grado de todos los
ovocitos maduros fue:

.144 ovocitos eran normales (54.5%)

.87 ovocitos presentaron una anomalia
(33%)

. 33 ovocitos presentaron mas de una
anomalia (12.5%)

No existen diferencias en cuanto a los
dos grupos de pacientes.

La tasa de inmaduros es mayor en
pacientes con SOPQ.

La tasa de fecundacion es menor en
estos pacientes.

TASAS DE FECUNDACION, EMBARAZO,
ABORTO...

. SOPQ precisaron menos medicacién y
la media de ovocitos recuperados fue
mayor .

. Latasa de MII, de vesiculas germinales
y de fecundacién fue similar en los dos
grupos.

(PCOS muestra un n° mayor de ovocitos
fecundados, pero esto se debe a que la
recuperacion también es mayor).

. La tasa de embarazo y de embarazo
mdltiple fue similar en ambos grupos.

. La tasa de aborto fue mas baja en el
grupo control

FIV FRENTE A ICSI EN SOPQ:

La tasa de fecundacion fue menor en los
COC inseminados por FIV que en los
microinyectados (Fallo de Fiv del 15%).

ASPECTOS GENETICO

Baja calidad ovocitariay embrionaria ha
sido estadisticamente relacionada con
altas tasas de aneuploidia.

Estudio genético de los ovocitos:

La tasa de fecundacién fue mds baja en
pacientes con SOPQ a pesar de que la
tasa de recuperacion fue mayor. Los
analisis citiogenéticos se realizaron en
los ovocitos no fecundados y normales
morfolégicamente. Se analizaron 74
6vulos de pacientes con SOPQy 73 de
pacientes control, y no se encontraron
diferencias significativas

Estudio genético de los embriones:

Se analizaron los embriones por
hibridacién in situ para los cromosomas
X, Y13, 15, 16, 17,18, 21y 22.

Las pacientes con SOPQ necesitaron
menos dosis de medicacion, 'y
produjeron un mayor nlmero de
ovocitos. EL andlisis genético de los
embriones reveld que en pacientes con
PCOS el % de embriones euploides es
similar al del grupo control, aunque el
nimero absoluto de embriones
euploides 'y  aneuploides  fue
significativamente mayor en pacientes
con SOPQ.

Al hacer el estudio por edades, las
pacientes con SOPQ < 38 afios,
mostraron una tasa de embriones
euploides similar a la de pacientes
control. En pacientes > 38 si se observd
un mayor nlmero de embriones
euploides que en el grupo control

CONCLUSIONES:

1- La tasa de recuperacion de ovocitos es
mayor en estas pacientes, pero la tasa de
inmaduros también es mayor. Esto
explicaria porque la tasa de fecundacién
por FIV es menor que en el grupo
control; pero al realizar ICSI la tasa de
fecundacién es similar.

2- En cuanto a la calidad de los ovocitos
y embriones no hay diferencias
significativas.

3- La tasa de embarazo por embridn
transferido o por paciente es similar en
ambos grupos, pero la tasa de aborto si
es mayor en estas pacientes. Asi mismo
la tasa de implantacién también es
menor, ya que el n° de embriones
transferidos en estas pacientes es
mayor.

4- Pacientes SOPQ con altas respuestas
a las gonadotropinas producen mas
embriones aneuploides y euploides. Esto
podria ser la causa de la alta incidencia
de abortos espontdneos asociados a esta
patologia, mds que el grado de
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inmadurez del ovocito.

Los altos niveles de LH parecen afectar a
la fecundacién y al grado de madurez de

los ovocitos.

La presencia de Hiperandrogenemia
(incremento en la expresion de los

receptores de andrégenos) en las células
epiteliales endometriales parece estar
asociado a fallos de implantacién y a
abortos espontaneos.

080: ESTUDIO COMPARATIVO DE SEMENES PATOLOGICOS FRENTE
A BIOPSIAS DE TESTICULO.

E. Huguet, M. Testillano, D. Becerra, M. Alonso, C. Lopez, Y. Minguez, C. Bou, D. Agudo.

IVI Madrid

INTRODUCCION:

Se han analizado los resultados de IVI
Madrid en ciclos de ICSI con muestras de
semen “patoldgicas” en fresco vy
descongeladas en las que solo se pudo
realizar un lavado, y las comparamos con
los datos de ciclos de biopsia de testiculo
en fresco y descongelada de los afios
2007 y 2008. Ademds analizamos el
empleo de pentoxifilina (ptx) en este
tipo de muestras.

MATERIAL Y METODOS:

Se incluyeron 187 casos de biopsia de
testiculo (33 en frescoy 154congeladas)
y 221 casos de muestras de semen de
muy baja calidad (188 en fresco y 33
congeladas) que recibieron tratamiento
entre 2007 y 2008 en nuestra clinica.
Ambos tipos de muestras se lavaron con
HTF, centrifugando 5min a 2000rpm, vy
resuspendiéndolas en poco volumen
(0.2-0.3ml aproximadamente) de HTF.
En ningun caso se incluyeron muestras
de semen destinados a ciclos de
ovodonacién. El andlisis estadistico se
realizd empleando el test chi-square.

RESULTADOS:
CONCLUSIONES:

Seglin los resultados obtenidos,
podemos concluir que los mejores
resultados se obtienen en los casos en
los que el ciclo se realiza con muestra de
biopsia de testiculo en fresco, su
posterior congelacion merma los
resultados en 10 puntos, tanto en tasa
de gestacion clinica como de
implantacién. Los cual se repite en el

SEMEN SOLO LAVADQO

‘ BIOPSIAS TESTICULO

FRESCA | CONGELADA FRESCA CONGELADA
n 1388 i3 i3 154
T.G.C | 43,57 41,70 33,56 43,19
T.L 28,70 2037 40,38 31,06
SEMEN S0L0O LAVADO
sethen fresco semen conpelada
=200.000 esp/ml <200.000 esp/ml =200.000 espiml | <200.000 esp/ml
o o 91 11 22
T.G.C. 445,41 3T IR p=0.0Y 33,56 3
T.L 34,32 22,58 p=0.07 25 17,63
BIOPSIAS FRESCO BIOPSIAS CONGELADA

ot plx 3in plx Lun plx ST plx
n 10 23 1600 34
T.G.C. 42,86 G0 42.05 51
T.L 30,77 13,39 31,98 2936

SEMEN LAVADO FRESCO SEMEN LAVADOQ CONGELADO

con pix ain ph con phx sin pix
n 7 181 9 24
T.G.C. 0 415,22 p=0.01 3333 1.1
T.L 0 29 %1 15.79 2256

caso de muestras de semen de baja
calidad aunque no de una manera tan
acusada. En funcién del nimero de
espermatozoides, destacan los pobres
resultados en los casos en los que se
congelaron muestras con menos de
200.000 esp/ml, lo que nos hace
plantearnos no congelar este tipo de
muestras, salvo en casos excepcionales,
y recurrir a muestras en fresco para
futuros ciclos. Ademds en el caso de
muestras solo lavadas, existe una
correlacion casi significativa (p=0.07) si
la muestra presenta mas de 200.000
esp/ml con altas tasas de gestacién e
implantacién, respecto a muestras con
menos de 200.000 esp/mL.

El empleo de pentoxifilina en casos de
biopsia en fresco estd asociado a biopsias
de mala calidad, por lo que los resultados
son menores que en los casos en los que
no necesitamos emplearla, siendo

recomendable su uso en las biopsias
congeladas, ya que nos permite elegir
espermatozoides de mejor calidad.

Existe una correlacién estadisticamente
significativa cuando comparamos los
resultados de muestras de semen solo
lavadas con y sin ptx (p=0.01), de tal
manera que cuando en este tipo de
muestras necesitamos usar ptx no
tenemos gestaciones, recomendandose
biopsia de testiculo en fresco para
asegurar mejores resultados.
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081: ACUMULACION DE OVOCITOS EN PACIENTES DE EDAD
MATERNA AVANZADA

F. Bronet, L. Herrero, R. Herrer, E. Martinez, M. Ariza, M. Gaytdn, A. Liiian, C. Losada, S. Pareja.
IVI Madrid

INTRODUCCION: MATERIALY METODOS: tasas fueron analizadas mediante una T de
Student, con el programa SPSS.
Se han incluido en este estudio 48

pacientes, en el periodo de tiempo

Las pacientes de edad materna avanzada
constituyen un grupo de pacientes con
una tasa de éxito muy limitada en
técnicas de reproduccion asistida (TRA).

RESULTADOS:

. : Tamaiio muesiral 48 17

Generalmente en es.te t1po_ Eie paF1gntes Modia do edad 12 50 5
la respuesta a la estimulacion ovdrica es Media de aclas 27 2.4 NS
pobre, por lo que no se recupera un gran N° Transferencias (%) 292 225 NS
nimero de ovocitos tras la puncién Media de embriones transfenidos L1 L1 N§
. TGBq (%) 357 11 NS
ovdrica. Por otra parte, cuando se TGC (%) 357 T NS
aplican técnicas de Diagndstico Genético TI (%) 312 10 NS
Preimplantacional (DGP) es muy TA (%) 20 0 NS
. .. Gemelar (%) 0 0 N§

recomendable disponer del méaximo T Geslacion Fxoluliva framfer (%) %6 T NS

nimero de embriones para biopsiar con
el fin de tener mds embriones normales
genéticamente y poder seleccionar
embriones en funcion de su morfologia
en el mismo ciclo. Por lo tanto parece
l6gico pensar que mediante la
acumulaciéon de ovocitos tras varios
ciclos de TRA obtendremos una mejora
en los resultados, ya que dispondremos
de mds embriones con los que trabajar.
La pregunta que nos hacemos es si esta
estrategia es mas efectiva o no que
realizar varios ciclos independientes con
DGP.

082:
CONVENCIONAL?

comprendido entre enero de 2008 y marzo
de 2009, del programa de DGP por edad
materna avanzada que acumularon
ovocitos mediante vitrificacion y que
posteriormente  desvitrificaron vy
realizaron DGP. Como grupo control se
emplearon 17 pacientes que obtuvieron 5
0 menos ovocitos en puncién, y realizaron
mas de un ciclo durante este periodo de
tiempo, es decir, al menos realizaron dos
ciclos de DGP sin ningin tipo de
acumulacion. Las medias se estudiaron
mediante una Anova de un factor y las

CONCLUSIONES:

Aunque no se encuentran diferencias
significativas en ningtin parametro, existe
una clara tendencia al aumento de las
tasas de gestacion e implantacién
después de acumular ovocitos. Se ha de
incrementar el tamafio muestral de estos
grupos con el fin de aclarar si estas
tendencias finalmente se confirman o por
el contrario las diferencias se diluyen.

SEXISTE MEJOR CALIDAD EMBRIONARIA CON FIV

X. Blanch, M. Brossa, A. Yus, M. Antich.

FERTILAB. Institut Catala de Fertilitat, Barcelona

INTRODUCCION:

En nuestro laboratorio seguimos
realizando la FIV convencional siempre
que el caso lo permita, pero no como
técnica Ginica de inseminacién (50%ICSI
y 50%FIV). Realizar las dos técnicas nos
asequra la fecundacion en los casos en
que pudiera producirse un fallo de FIV o
una fecundacién anémala.

El objetivo de este estudio es observar si
existen diferencias en la calidad

embrionaria (segln criterios ASEBIR)
entre los embriones procedentes de ICSI
y los de FIV convencional, tanto en dia
2 como en dia 3 para ver si la técnica de
fecundacion influye en la calidad de
dichos embriones.

MATERIALY METODOS:

En este estudio retrospectivo a partir de
un total de 1.753 zigotos. De los 1322
embriones procedentes de ICSI, 690
siguieron en cultivo hasta dia 3y de los

431 embriones inseminados con FIV
convencional 176 continuaron hasta dia 3.

La inseminacion o la ICSI se realizaron
entre las 5-7 horas desde la
recuperacion ovocitaria. La fecundacién
se valoré a las 16-20 horas, la calidad
embrionaria en dfa 2 a las 44 horas, y en
dia 3 a las 67 horas post inseminacion.

En la FIV convencional se utilizan placas
de 4 pocillos (Nunc embriotestadas) en
medio IVF  (Medicult) a una
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concentracién de 300.000
espermatozoides GIII /ml (mdximo 6
oocitos/pocillo). En Fertilab desde hace
mas de 10 afios no realizamos
incubacion overnight sino que retiramos
los 6vulos a las 3 y 5 horas post
inseminacion, lavamos en un pocillo con
medio limpio abundante y pasamos los
oocitos a microgotas de medio de cultivo
(G1 serie 5, Vitrolife) observandose una
tasa similar a la de ICSI.

RESULTADOS:

Los resultados nos muestran una alta
proporcién de embriones 6ptimos (A+B)
en dia 2, tanto en ICSI (61%) como en
FIV (64%) Fig. 1. En dia 3 disminuye el
porcentaje de embriones éptimos con
respecto dia 2, observandose mayor
proporcién de embriones 6ptimos (A+B)
en FIV convencional (Fig. 2). (43% vs.
51%) La disminucion de embriones
6ptimos en dia 3 respecto dia 2,
corresponde  mayoritariamente  a
embriones que no han sequido el ritmo
de divisién adecuado.

CONCLUSIONES:

En dia 2 no parece existir diferenciasen la
calidad de los embriones obtenidos entre
ambas técnicas (FIV e ICSI). En cambio en
dia 3 parece evidenciarse una tendencia a
obtener mayor porcentaje de embriones
6ptimos con FIV convencional. Este hecho
nos hace plantearnos si deberiamos
modificar la proporcion de oocitos
inseminados a favor de la fecundacién
mas fisioldgica es decir la FIV clasica,
siempre y cuando la calidad seminaly el
nimero de 6vulos lo permitan.
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Asi mismo corroboramos la practica
habitual de aconsejar a nuestros
ginecélogos el cultivo embrionario
hasta dia 3, sobre todo cuando
dispongamos de embriones suficientes
para realizar una mejor seleccién
embrionaria en el momento de la
transferencia.

Los graficos nos muestran el porcentaje
calidad embrionaria ASEBIR en cada una de
las técnicas, tanto en dia 2 como en dia 3.
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083: EL HATCHING ASISTIDO BENEFICIA A LAS PACIENTES CON

BAJA RESPUESTA

S. Camacho, V. Badajoz, M. C. Caiiadas, M. De La Casa, A. R. Diaz, J. Gragera, I. Lozano, L. Martinez, C. Urda, J. Gijon, M. Alcaraz, R. Bonache, J.

Rodriguez, C. Pérez, A. Martinez de Arenaza
GINEFIV, Madrid

INTRODUCCION:

Las pacientes con Baja Respuesta
ovarica se caracterizan por tener unos
niveles de FSH basal elevados. A su vez,
estos niveles de FSH son consecuencia
de un envejecimiento ovarico que puede
afectar a la calidad ovocitaria y, por
tanto, a un deterioro de sus estructuras,
entre ellas la zona peldcida.

Para que se dé el proceso de
implantacién, el blastocisto debe
eclosionar al llegar al dtero y que se
produzca la unién entre las células del
trofoblastoy las células del endometrio.
Si la zona peldcida del ovocito se
encuentra afectada, es posible que la
tasa de gestacion de este tipo de
pacientes disminuya debido a la
imposibilidad de eclosionar del
blastocisto.

Coheny cols (*) demostraron que este tipo
de pacientes se veian beneficiadas por la
realizacién de un orificio en la zona peldcida
de los embriones (Assisted Hatching) previa
a la transferencia de los mismos.

MATERTALY METODOS:

Estudio  transversal  retrospectivo
aleatorizado y unicéntrico, donde se
seleccionan al azar 40 pacientes con FSH
basal mayor de 10 que se hayan realizado
un ciclo de Fecundacién in Vitro (FIV
convencional, ICSI o técnica MIXTA) con
ovocitos propios en el periodo
comprendido entre enero de 2006 y

Age Docytes Ducytes Embryo

retrieved | inseminated = Transfer
Gr A 35636  57=21 462145 1907
Gr.B 358238 7440 55525 20207

diciembre de 2007. La media de edad de
las pacientes es de 35,7 + 3,7 afos.

Hatching asistido de tipo Quimico,
mediante el uso de una solucién de acido
Tyrode en Dia+3 post inseminacion, 30
minutos antes de la transferencia.
GRUPO A: CON HATCHING: 18 pacientes.
GRUPO B: SIN HATCHING: 22 pacientes

Se comparan las tasas de gestacidn,
implantaciony aborto en ambos grupos.

RESULTADOS:
% PHCG % Clinical Yo %o miscar.
Pregnancy Pregnancy Implant
44.4 (RNR) IRBR(TR) | 257(¥35) | 143(1/T)
45.4(10022) MR(TRL IRZ(RA) | 143 0T)
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CONCLUSIONES:

La realizacién de la técnica de Hatching
Asistido previa a la transferencia en
pacientes con FSH basal elevada
aumenta su tasa de gestacion e
implantacion respecto a las pacientes a

las que no se les realiza.

Por tanto, los niveles de FSH, son
importantes a la hora de valorar la
realizacion de Hatching Asistido de
manera rutinaria en el laboratorio de FIV.

Diciembre 2009 Vol. 14 - N° 2

BIBLIOGRAFIA:

(*) Cohen J, Alikani M, Trowbridge J et al.
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assisted hatching using zona drilling of
human embryos with poor prognosis. Hum
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084: DGP MOLECULAR DIRECTO VERSUS DGP MOLECULAR INDIRECTO:
APLICACIONES, VENTAJAS, INCONVENIENTES Y CASOS CLINICOS

T. M. Alberola?, X. Vendrell!, R. Bautista-Llacer?, M. Pardo?, M. Pérez-Alonso?.
'Unidad de Genética Reproductiva, Sistemas Gendmicos S.L. Valéncia.
2Direccion Cientifica, Sistemas Genémicos S.L., Valéncia.

INTRODUCCION:

En el Laboratorio de DGP Molecular las
estrategias de trabajo deben cumplir las
condiciones de:

Rapidez: la transferencia embrionaria
debe realizarse entre los dias +4 y +5.

Sensibilidad: el diagnéstico se realiza a
partir de una Unica célula embrionaria

Robustez: para diagnosticar el mayor
ndmero posible de embriones

Fiabilidad: La tasa de error de
diagndstico debe ser lo mds baja posible

Se pueden distinguir dos tipos de
aproximaciones en el DGP molecular: los
estudios directos y los indirectos.

MATERIAL Y METODOS:

En ambos tipos de estudios se utiliza la
PCR heminested fluorescente. En los
métodos directos se amplifica la region a
estudiar y dos marcadores microsatélite
(STRs) informativos en la pareja, uno a

cada lado del gen como apoyo al
diagnéstico. La deteccién de la mutacién
se realiza por andlisis de fragmentos o
minisecuenciacién dependiendo del tipo
de mutacién. En el caso de estudios
indirectos se amplifican cuatro STRs
informativos en la familia, dos a cada lado
delgen al que esta ligado la enfermedad.

RESULTADOS:

En nuestro laboratorio utilizamos los
métodos directos siempre que el caso lo
permite y utilizamos Unicamente los
estudios indirectos cuando los directos no
son factibles como en los siguientes casos:

Grandes deleciones/inserciones

Regiones ricas en G/C refractarias a la
amplificacién

Presencia de pseudogenes con una
similitud elevada al gen a estudiar

Cuando se conoce el gen causante de la
enfermedad pero no la mutacién concreta

Tipaje HLA

En estudios de exclusion

Presentamos casos clinicos de nuestro
laboratorio como ejemplo de cada
estrategia.

CONCLUSIONES:

Para la realizacion del DGP molecular es
imprescindible que la pareja tenga un
diagnéstico genético de la enfermedad.

Las ventajas de la utilizacién de los métodos
directos respecto a los indirectos son:

Menor tasa de error de diagnéstico que
es <1% si se utilizan dos STRs de apoyo

No son necesarios 4 STRs informativos

El estudio de informatividad se puede
realizar con menos familiares disponibles

La dnica desventaja de los métodos
directos es que cada pareja requiere una
puesta a punto en el laboratorio especifica
para su caso.

085: INCIDENCIA DE ALTERACIONES GENETICAS EN DONANTES

DE OVOCITOS.

R. Morales?, B. Lledé?, J. A. Ortiz?, J. Quintana?, R. Bernabeu?
Instituto Bernabeu Biotech, Alicante; ?Instituto Bernabeu, Alicante

INTRODUCCION:

Debido a la severidad y la alta prevalencia
en la poblacion general de determinadas
alteraciones genéticas como la fibrosis

quistica (FQ) y el sindrome de X-fragil se
decidio realizar estas pruebas a las
candidatas del programa de donacién de
ovocitos de nuestro centro. El objetivo fue
establecer laincidencia de portadoras de

estasy otras alteraciones genéticas en la
poblacién de donantes para determinar si
estd justificada la incorporacién de
dichas determinaciones en el cribado
rutinario al que se someten las donantes.

185
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El sindrome de X-fragil es una de las
causas genéticas de retraso mental
hereditario mas frecuente y la segunda
con base genética después del Sindrome
de Down. Se trata de una enfermedad
dominante ligada al cromosoma X. La
causa es una expansion en la regién 5’
UTR del gen FMR1. Existen 4 alelos: la
expansion completa (<200 repeticiones)
con manifestaciones clinicas, las formas
permutadas (50 - 200 repeticiones) e
intermedias (45-50 repeticiones) y las
formas normales (<45 repeticiones). Las
pacientes portadoras de las formas
permutadas e intermedias tienen un
riesgo de transmitir la expansién
completa a la siguiente generacion
dando lugar a retraso mental.

La fibrosis quistica es una enfermedad
hereditaria recesiva que afecta a los
pulmones y el pancreas. Es el desorden
genético mds comin en la poblacion
caucasiana con una incidencia de 1 en
2.500y portadores 1 de 25. Debido a la
alta incidencia de portadores existe un
riesgo elevado de que la descendencia
presente una combinacién de diferentes
mutaciones y variantes del gen CFTR, lo
cual podria dar lugar a un fenotipo de
Fibrosis Quistica.

Ademds, mediante la realizacién de un
cariotipo podemos detectar anomalias
cromosémicas numéricas y estructurales,

y también la presencia de polimorfismos
que a pesar de que se consideran
variantes sin consecuencias fenotipicas
aparentes, en algunos casos se asocian a
un mayor riesgo de infertilidad, abortos
de repeticion y anomalias congénitas en
la descendencia.

MATERIALY METODOS:

Se han analizado los resultados de X-
fragil, FQ y cariotipo de 300 mujeres
candidatas para ser incluidas en el
programa de donacién del Instituto
Bernabeu desde enero a mayo del 2009.
A partir de linfocitos de sangre
periférica se extrajo el ADN que fue
empleado para la amplificacion vy
deteccion de mutaciones en el gen CFTR
utilizando el kit comercial CF V.3
(Abbott). Asimismo se realizé la
amplificacién de las repeticiones CGG de
la regién 5 "UTR del gen FRMR1 (X-fragil)
mediante el kit de Abbott. El cariotipo se
realiz6 a partir de un cultivo de
linfocitos siguiendo las técnicas cldsicas
de citogenética.

RESULTADOS:

De las donantes rechazadas por
presentar alguna de estas alteraciones,
3 resultaron ser portadoras de
mutaciones en el gen CFTR responsable
de causar FQ (2 para la F508 y una para

G542X). En cuanto al polimorfismo
localizado en el intrén 8, nueve
donantes fueron portadoras de la
variante 5T.

Respecto al sindrome de X-fragil, 3
donantes resultaron portadoras del
alelo permutado del Sindrome X-fragily
4 portadoras de la forma intermedia.

Se rechazaron tres donantes por
presentar alteraciones en el cariotipo.
Dos de ellas eran 46,XX,+mar y otra
presentaba el polimorfismo 46,XX,
inv(9)(p12g13) que se asocia a
infertilidad, abortos de repeticién y
anomalias en la descendencia. Ademas
también se encontraron 2 donantes con
un incremento en la heterocromatina
centromérica del cromosoma 1, las
cuales no se descartaron porque no
existe en la bibliografia una asociacién
clara entre dicho polimorfismo e
infertilidad.

CONCLUSIONES:

Debido a la elevada prevalencia de estas
alteraciones en las candidatas al
programa de  ovodonacién  se
recomienda el cribado de las mismas
como parte del estudio realizado en
donantes de gametos previamente a su
inclusion en el programa.

086: ALTO VALOR PREDICTIVO DE UN NUEVO SISTEMA DE SCORING PARA
LA VALORACION DE LA MADUREZ OVOCITARIA PREDECUMULACION

A. Rabanal, C. Castell, A. Busquets, A. Farreras, C. Puche, J. Cooper, J. M. Capdevila, M. Lépez-Teijén, J. G. Alvarez.

Institut Marques, Barcelona.

INTRODUCCION:

En la actualidad existe escasa
informacién disponible sobre cémo poder
predecir la madurez ovocitaria antes de la
decumulacion. La prediccion de la
madurez ovocitaria es de gran
importancia a la hora de seleccionar los
ovocitos para la FIV convencional. En este
estudio se describe un nuevo sistema de
scoring para predecir la madurez
ovocitaria antes de la decumulacion.

MATERIALY METODOS:

Un total de 452 ovocitos fueron
evaluados en parejas sometidas a ciclos
de in vitro en nuestro centro. De estos
452, 127 se obtuvieron de la pacientey
325 eran de donantes de 6vulos. Tras la
maduracién ovocitaria in vitro y antes de
la decumulacién, un sistema de scoring
fue aplicado para predecir la madurez
ovocitaria, basado en los siguientes
criterios por orden de importancia: (i)

se observa una doble linea de 1-1.5 mm,
entre la membrana del ovocito y la
corona; (ii) el citoplasma del ovocito ha
de ser claro y visible sin tener que
expandir las células del cimulo; (iii)
células del cimulo expandidas (de 5a 10
veces el didmetro del ovocito); (iv) la
corona ha de ser facilmente disociable
del ovocito; (v) ausencia de inclusiones
oscuras en las células del cimulo.
Después de la prediccion del grado de
madurez ovocitario (vesicula germinal,
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metafase I, metafase II) aplicando estos
criterios, los ovocitos fueron denudados
y el grado real de madurez obtenido.

RESULTADOS:

De los 452 ovocitos evaluados, 401 fueron
predecidos como maduros y 51 como
inmaduros. De los 401 predecidos como
maduros, 400 fueron confirmados como
maduros después de la decumulacion
(99,7% valor predictivo positivo). De los
51 predecidos como inmaduros, 46 fueron
confirmados como inmaduros después de

la decumulacién (90% valor predictivo
positivo). De los 46 ovocitos inmaduros
evaluados, 26 se encontraban en estadio
de metafaseI(56,5%)y 20 en estadio de
vesicula germinal (43.5%). El andlisis
estadistico mediante el test de
correlacion de Pearson indica que existe
una correlacion  estadisticamente
significativa entre la prediccion de la
madurez ovocitaria predecumulaciony el
valor real observado tras la
decumulacién, tanto en el grupo de
ovocitos maduros como en el de
inmaduros (p< 0.001).

Diciembre 2009 Vol. 14 -N°2

CONCLUSIONES:

Los resultados de este estudio muestran
que este nuevo sistema de scoring de
madurez ovocitaria predecumulacion
tiene un alto valor predictivo. Por lo
tanto, este scoring podria utilizarse para
seleccionar ovocitos maduros
predecumulaciéony optimizar las tasas de
fecundacién en FIV convencional.

087: TECNICA DE RESCATE DE ICSI EN DIA +1 POR FALLO TOTAL DE

LA FECUNDACION MEDIANTE INSEMINACION

M. Grossmann, M. C. Pons, I. Solvas, R. Noblom, E. Castellanos, J. Unzueta, J. Nadal.
Centro Medico Teknon, Unitat de Reproduccié Assistida, Barcelona

INTRODUCCION:

En un ciclo de FIV la inseminacién es el
método de fecundacién recomendado
cuando no hay factor masculino
detectable. En esta estrategia, en un 5-
10% de los casos se presenta fracaso
completo de la fecundacidn, y ante un
fallo total de fecundaciéon hay tres
opciones: cancelar el ciclo, reinseminar
orealizar ICSI en dia+1: s6lo esta dltima
ha dado embarazos evolutivos.

Se revisan, retrospectivamente, todos
los ciclos de FIV convencional con
gametos propios y con fallo total de
fecundacién entre los afios 2000y 2008,
y se describe el rendimiento de la técnica
de rescate conocida como ICSI en dia+1.

MATERIAL Y METODOS:

Lainseminacion convencional se realiza
overnight en medio FERT/IVF (Vitrolife)
en concentraciones de 200.000 -
250.000 espermatozoides/ml.
Definimos “fallo total de fecundacion”
como aquella situacion en la que
ninguno de los ovocitos maduros
muestra signos de fecundacién normal
(2CP 2PN) entre las 17 y las 20h post-
inseminacién. Por tanto, excluimos del
estudio aquellos casos que presentan

fecundaciones anémalas (1PN, 3PN o
>3PN) o sélo indicio de fecundacion
(2CP).

La edad de las pacientes (28 a 41afios),
el ndmero de ovocitos recuperados (3 a
15) y el protocolo de estimulacién para
estos 20 casos no difieren de los
de la poblacién general de nuestras
pacientes.

Cuando detectamos fallo total de
fecundacion y la morfologia ovocitaria
lo permite programamos ICSI de rescate
usando espermatozoides de la misma
muestra con la que se insemind el dia
anterior. En los dos primeros afios (afios
2000 y 2001) la microinyeccién
espermatica se realizaba lo antes posible
(p.€j. 20 horas post-inseminacién)
aunque después modificamos este
esquemay realizamos ICSI unas 24 horas
post-inseminacion.

Los embriones con 2CP-2PN después de
ICSI en dia+1 se cultivaron 24h en medio
G1 (Vitrolife), se seleccionaron los de
mejor desarrollo, a los que se practicé
eclosién asistida mediante solucién
acida de Tyrode inmediatamente antes
de la transferencia ecoguiada.

RESULTADOS:

Los ciclos con fallo total de fecundacién
por inseminacién fueron 20 (un 3% de
los 644 ciclos de FIV convencional
iniciados) repartidos equilibradamente
a lo largo de los afios.

Se realiz6 ICSI en dia+1 en 17 de estos
€asos, y en un (nico caso tampoco se
obtuvo fecundacion tras la ICSI en dia+1.
La tasa de fecundaciéon fue del 62%.

Se pudieron hacer 16 transferencias en
las que se transfirieron 35 embriones
(media de embriones transferidos de 2,2
y media de blastémeros por embrién
transferido de 3,9).

Se obtuvieron 6 determinaciones
positivas de bhCG, de las cuales dos no
se confirmaron ecograficamente, una
fue una gestacion ectépica, una fue un
aborto de primer trimestre y las dos
restantes fueron gestaciones evolutivas
con un nifio nacido en cada una.

Las tasas deimplantacion y de gestacion
a término fueron del 11,4%y del 12,5%
respectivamente.

CONCLUSIONES:

1/. Aunque las tasas de fecundacion,
implantacién y gestacion evolutiva son
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significativamente inferiores a las
globales en nuestro centro, el protocolo
de ICSIen dia+1 se demuestra como una
buena herramienta de rescate de los
ciclos con fracaso total de fecundacion
porinseminacién.

2/. EL éxito de esta técnica depende de la
rigurosa seleccién de los ovocitos no
fecundados que serdn micrinyectados
en dia+1.

3/. A pesar de que en la literatura
cientifica existe cierta preocupacién por

el riego de esta técnica de rescate sobre
las anomalias cromosdmicas, todos los
nacimientos comunicados hasta la fecha
son normales.

088: FACTORES PREDICTORES DE GESTACION EN INSEMINACION
INTRAUTERINA HOMOLOGA (IUI-H) Y DE DONANTE (IUI-D).

I. Molina, C. C. Duque, J. Alfonso, J. V. Martinez, V. Montafana, A. Romeu
Unidad de Reproduccién Humana Asistida. Hospital Universitario La Fe, Valencia.

INTRODUCCION:

La inseminacién intrauterina, siempre
que esté indicada, es el paso previo a
otras Técnicas de Reproduccion Asistida
mds complejas. La tasa de gestacion de
esta técnica depende de numerosos
factores pero, posiblemente, la muestra
seminal y la edad de las pacientes sean
los mdsimportantes. La introduccion de
muestras de semen de donante permite
duplicar las tasas de gestacion. El
objetivo del presente trabajo es
determinar los factores predictores de
gestacion de forma independiente para
las muestras con semen homélogo y con
semen de donante.

MATERTAL Y METODOS:

Para evaluar estos factores se realizé un
estudio retrospectivo de cohortes en el
que se incluyeron 1900 ciclos de
inseminacion intrauterina; 1340 con
semen homélogo y 560 con semen de
donante, realizados en nuestro centro
desde Enero de 2000 hasta Septiembre

de 2006. En ambos casos, se incluyeron
variables de la pareja como duracién de
la esterilidad, edad de la mujer y del
varén (solo en IAH), indice de masa
corporal, nimero y diametro folicular el
dia de la hCG, niveles de FSH el dfa 3 del
ciclo, unidades de FSH administradas,
duracién del estimulo y niveles de
estradiol y grosor endometrial el dia de
la hCG. También se incluyeron variables
seminales como concentraciéon vy
motilidad de los espermatozoides antes
y después de la capacitacidon, asi como
recuento de espermatozoides méviles
por mililitro de la muestra capacitada.

RESULTADOS:

La tasa de gestacion fue del 10.9% para
las muestras homélogas y del 23.9%
para las de donante. La incidencia de
gestacion mdltiple fue similar en
pacientes tratadas con IACy con IAD. En
las muestras de semen homélogo, la
concentracion, la motilidad de la
muestra en fresco y la duracion de la
estimulacion fueron las Gnicas variables

que presentaron diferencias
significativas entre las mujeres que
gestarony las que no. En las muestras de
donante no se observaron efectos de las
variables seminales. Las variables que
presentaron diferencias significativas en
este Gltimo grupo fueron la duracion de
la esterilidad, la edad de la mujery los
niveles de estradiol el dia de la hCG.

CONCLUSIONES:

Los factores predictores de gestacion en
IUI-H serian la concentracién y la
motilidad en fresco, aunque, la
patologia de base, tanto masculina
como femenina, no permite determinar
con suficiente fiabilidad estos factores.

En el caso de la IUI-D, en la que se utilizan
muestras seminales procedentes de
varones seleccionados, que se suponen de
fertilidad probada, los factores asociados a
la gestacién serian la duracion de la
esterilidad, la edad de la mujer y los
niveles de estradiol el dia de la hCG.

089: FACTORES DE RECHAZO MAS FRECUENTES EN EL PROGRAMA
DE DONACION DE SEMEN

E. Sellés, N. Salinas, L. Palomares, B. Losa, N. Garrido, M. Mufioz.

IVI, Alicante
INTRODUCCION:
La clinica IVI-Alicante selecciona

donantes de semen para tratamientos de

reproduccion asistida en parejas donde
el varén tiene problemas de infertilidad
principalmente por azoospermia, o en
aquellas mujeres sin pareja. Con este fin

la clinica recluta varones sanos
manteniendo congeladas sus muestras
durante 6 meses en cuarentena antes de
ser utilizadas para que no puedan
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transmitir ninguna enfermedad en caso de
seroconversion. La Ley de Reproduccién
asistida exige para este tipo de donaciones
una serie de requisitos en cuanto a
analiticas referentes a enfermedades
infecciosas de transmision sexual y
evaluacion psicolégica, sin embargo no
existe una mencién especifica sobre los
resultados genéticos. El objetivo del
presente estudio fue conocer cual es el
motivo de mayor rechazo segln los
distintos pardmetros evaluados exigibles
o no por la Ley.

MATERIAL Y METODOS:

Se evaluaron 129 donantes con edades
comprendidas entre 18 y 35 afios.

Los donantes fueron sometidos a una
entrevista seguida de unos controles
para evaluar su calidad espermatica, su
capacidad de  congelacion y
descongelacién, asi como analiticas de
sangrey estudio psicoldgico.

- Entrevista: coninclusion en el historial
de sus antecedentes personales vy
familiares.

- Analiticas de sangre: grupo sanguineo,
factor Rh, detecciéon de sifilis, hepatitis,
VIH,  citomegalovirus,  Neisseria
gonorrhoeae y Chlamydia trachomatis.

Los estudios genéticos consistieron en

un screening de Fibrosis quistica (FQ)
donde se estudiaron en sangre 36
mutaciones del gen de fibrosis quistica
(CFTR). Y el estudio del Cariotipo
mediante el andlisis cromosémico de 15
metafases mediante bandas GTG. Estos
andlisis genéticos fueron realizados en
el laboratorio de genética de IVI-Murcia.

- Estudio psicolégico: el estado
psicofisico de los progenitores donantes
debian cumplir las exigencias de un
protocolo obligatorio de estudio que
incluia sus caracteristicas fenotipicas y
psicoldgicas.

RESULTADOS:

Un 64% de los donantes fueron
rechazados por diferentes motivos. El
89,65% fue por alteraciones en el
espermiograma. El 7,69% estuvo
relacionado con una alteracion genética,
de donde el 5,13% fue por FQ anormal. Y
el 2,56% fue por otros motivos
relacionados con una entrevista
psicolégica no apta o por serologias
positivas.

CONCLUSIONES:

La mala calidad espermatica en los
varones sigue siendo la causa que
origina una mayor tasa de rechazo en la
seleccion de donantes de semen, siendo
la astenozoospermia el principal motivo.
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la FQ es el factor con mayor incidencia
dentro de los estudios genéticos que
origina unaimportante tasa de rechazo.
De ahi la importancia de que en la
bateria de analiticas de sangre en los
donantes seincluyan estos screening ya
que asi se pueden detectar estas
alteraciones que nos aportan unas
donaciones mds seguras, ya que
alrededor del 3% de la poblacién blanca
es portadora de FQ, una alteracién
genética que se transmite de forma
autosémica recesiva. Es por esto que se
debe aconsejar en los donantes
portadores de la mutacion el screening
en la pareja para fines reproductivos, ya
que en el caso de que los dos
progenitores sean portadores de la
enfermedad, la probabilidad de tener un
hijo afectado son del 25%.

090: COMPARACION ENTRE EL CULTIVO DE EMBRIONES EN
INCUBADORES DE SOBREMESA CON 5% DE OXIGENO E
INCUBADORES CONVENCIONALES CON 21% DE OXIGENO.

M. Ruiz Jorro, E. Ferrer, M. Ferrer, C. Calatayud, M. Vila.
CREA (Centro Medico de Reproduccion Asistida) - Valencia

INTRODUCCION:

El cultivo embrionario en atmdsferas con
un menor porcentaje de oxigeno (02),
podria ser una de las opciones para
mejorar la eficacia de los tratamientos
de Reproduccién Asistida.

La utilizacion de incubadores no

especificos para el cultivo embrionario
es una practica habitual en los
laboratorios de embriologia clinica de
todo el mundo, siendo utilizados
idénticos modelos en otros campos como
por ejemplo la microbiologia.

Conseguir una atmoésfera estable, con un
porcentaje del 5% de 02 y un 6% de C02

y a una temperatura adecuada, es
practicamente imposible, en la rutina
diaria de un laboratorio de embriologia
clinica, si se utilizan estos incubadores
convencionales con grandes volimenes
interiores.

Actualmente, existen incubadores
especificos para el cultivo de embriones
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humanos, especialmente disefiados para
mantener estas condiciones
ambientales, en volimenes muy
pequefios. Son los llamados incubadores
de sobremesa, de carga superior o de
tipo “sandwichera”.

En este estudio hemos querido comparar
el porcentaje de embriones de ratén de
la cepa B6C3F1 x B6DF1 que alcanzan el
estadio de blastocisto, al ser cultivados
en dos tipos diferentes de incubadores
de sobremesay con mezcla de gases (6%
€02y 5% 02 en aire), respecto al que lo
hacen al ser cultivados en un incubador
convencional con un 6% de CO2 en aire.

MATERIAL Y METODOS:
Para cada experimento, se

utilizaron 54 embriones descongelados,
correspondientes a6  pajuelas,

conteniendo al menos 9 embriones de
raton de la cepa B6C3F1 x B6DF1, en
estadio de pronicleos. Se repartieron 3
embriones de cada una de las 6 pajuelas,
para cada uno de los 3 incubadores. En
cadaincubador se cultivaron, por tanto, 18
embriones, procedentes siempre a 6
pajuelas diferentes. El mismo experimento
se repiti6 3 veces.

Los incubadores comparados fueron:
K-SYSTEMS G-85 BENCHTOP INCUBATOR
MINC COOK BENCHTOP INCUBADOR

INCUBADOR CONVENCIONAL HERACELL
150 (3 puertas).

RESULTADOS:

La tasa media de formaciéon de

blastocistos fue similar entre los dos
tipos de incubadores de sobremesa
comparados, (96,3% vs. 92,6%),
oscilando entre un 89% y un 100%.

Los resultados fueron superiores
utilizando los incubadores de sobremesa
conun 5% de 02, respecto a los obtenidos
con elincubador convencional con un 21%
de 02 (tasa media de formacién de
blastocistos de un 79,6%, oscilando entre
un 78%y un 83%.

CONCLUSIONES:

El cultivo de embriones de ratén de la
cepa B6C3F1 x B6DF1 enincubadores de
sobremesa con un 5% de 02, mejora la
tasa de formacion de blastocistos
respecto al cultivo en incubadores
convencionales con un 21% de 02.

091: RELACION DE LA CALIDAD EMBRIONARIA CON LA CALIDAD

SEMINAL

A. Brotons; M. I. Moragues; A. A. Fernandez-Peinado
Clinica In Vitam Centro de Medicina Reproductiva, Elche

OBJETIVO:

El objetivo de este trabajo es relacionar
las calidades embrionarias de nuestro
laboratorio con las calidades seminales
de las que partiamos.

MATERIAL Y METODOS:

nuestro grupo de estudio estaba formado
por 14 pacientes de entre 33 y 42 afos de
edad con una respuesta normal al
tratamiento hormonal, a las cuales se les
realizaron los pertinentes analisis
hormonales, de serologia y revisién
ginecoldgica previas. En todos los casos
el protocolo de estimulacion fue corto
con antagonistas y se realizé ICSI en
todos los ovocitos maduros. Se realizo la
transferencia de los mejores embriones
en dia 2. Los embriones sobrantes se
congelaron mediante vitrificacion.

La calidad embrionaria se estudié en dia
2 siguiendo la clasificacién de Remohi
(2005):

Grado I: Calidad embrionaria excelente.
Preembriones con zona peldcida integra,
blastomeras simétricas, sin fragmentacion
ni vacuolas.

Grado II: Buena calidad embrionaria.
Zona pellcida integra, blastémeras
simétricas, con menos del 10 % de
fragmentacion, sin vacuolas.

Grado III: Calidad embrionaria regular.
Zona pelicida deformada, blastémeras
asimétricas y con vacuolasy de un 10 a
un 50 % de fragmentacion.

Grado IV: Embriones de mala calidad.
Zona pelicida deformada, blastémeras
asimétricas y con vacuolas y mas de un
50 % de fragmentacion.
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RESULTADOS:

De todos los embriones obtenidos, el 56
% eran de calidad embrionaria 1, el 24%
de calidad 2, el 14% de calidad la 3 y el
4% de calidad 4. ElL 46.2 % de los
embriones obtenidos a partir de sémenes
normozoospérmicos eran de calidad 1y el
46.2% de calidad 2. Al partir de sémenes
oligozoospérmicos obteniamos un 40%y

un 40% de embriones de calidad 1y 2
respectivamente. El 76.5 % de los

embriones obtenidos con sémenes
astenozoospérmicos y el 54.5 %
de los obtenidos con sémenes

teratozoospérmicos eran de calidad 1.
Sélo vimos disminuida levemente la
calidad embrionaria con los sémenes con
OTA, con los que sélo conseguimos el
33.3% de calidad 1.
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CONCLUSIONES:

Sélo en el caso de sémenes con OTA
vemos  disminuida la calidad
embrionaria. En el resto de casos los
embriones de calidad 1y 2 superan con
creces al ndmero de embriones de mala
calidad.

092: TRANSFERENCIA EMBRIONARIA EN DiA 3 VERSUS DIA 5

M. A. Carracedo, J. Guerrero, A. Rodriguez-Arnedo, A. Vieira, R. Bernabeu, J. Ten

Instituto Bernabeu, Alicante

INTRODUCCION:

Tedricamente, la transferencia en
estadio de blastocisto ofrece ventajas
respecto al estadio de células: mejores
tasas deimplantacion, menor nimero de
embriones a transferir, mejor seleccion
embrionaria, sincronizacion entre el
embridny elendometrioy, en el caso del
diagnéstico genético preimplantacional
(DGP), prolongar el cultivo hasta tener
el diagndstico de los embriones. La
mejora de los medios de cultivo
secuenciales ha llevado a muchos
centros a cambiar su politica de
transferencia hasta el estadio de
blastocisto.

Sin embargo, la transferencia en
blastocisto tiene sus limitaciones. Existe
un riesgo de cancelacién del ciclo por no
transferencia. Las tasas de gestacion
acumuladas por ciclo (transferencia en
fresco mas transferencia de
criopreservados) pueden verse
disminuidas, bien por no tener la
posibilidad de congelar embriones, bien
porque los embriones en estadio de
blastocisto no sobreviven a la
congelacién-descongelacién. El objetivo
de este estudio consiste en determinar
qué dia es el mas apropiado para la
transferencia embrionaria: estadio de
células (dfa 3) o estadio de blastocisto
(dia5).

MATERIAL Y METODOS:

Andlisis retrospectivo de 105 ciclos de
FIV/ICSI con transferencia de dos
embriones, realizados en elafio 2008 en
nuestro Centro. Se establecen dos
grupos de estudio: grupo A (n=31):
ciclos transferidos en dia 3 con al menos
3 embriones categoria A (criterios
ASEBIR) en el dia de la transferencia, y
grupo B (n=74): ciclos transferidos en
dia 5 con al menos 3 embriones
categoria A en dfa 3. Las variables
analizadas son: edad materna, tasas de
fecundacion,  embarazo  clinico,
implantacién y embarazo evolutivo tras
el 1° trimestre, % de ciclos con
embriones criopreservados, tasa de
embarazo clinico acumulada (ciclo en
fresco mds ciclo criopreservado) y tasa
de embarazo evolutivo acumulada tras el
1o trimestre.

RESULTADOS:

Para las variables edad materna (33.6
vs. 34.0), tasa de fecundacién en FIV
(62.8 vs. 67.0) e ICSI (74.9 vs. 70.3),
tasa de embarazo clinico (51.6 vs. 54.0)
ytasadeimplantacién (33.9vs. 39.2) no
existen diferencias entre los dos grupos
en estudio (grupo Avs. grupo B). La tasa
de embarazo evolutivo tras el 1°
trimestre estd incrementada en el grupo
A (45.36 vs. 39.05). El porcentaje de
ciclos con embriones congelados cuando
se transfiere en dia 3 es mayor que
cuando se dejan los embriones hasta dia
5 (96.8% vs. 33.8%). Si comparamos

ambos grupos tras el ciclo en fresco y el
ciclo con embriones criopreservados,
tanto la tasa de embarazo clinico
acumulada (64.52 vs. 54.05) como la
tasa de embarazo evolutivo tras el 1°
trimestre acumulada (58.27 vs. 39.05)
los resultados en dia 3 son mayores que
los obtenidos en dia 5.

CONCLUSIONES:
Con los criterios de inclusion
establecidos, la transferencia

embrionaria en dia 3 proporciona
mejores resultados que la transferencia
en dia 5. Se recomienda la transferencia
en dia 5 en situaciones concretas como:
> 3° ciclo de reproduccién asistida,
transferencias de un Gnico embrién y
DGP.
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093: EFECTO DE LA ADMINISTRACION EXOGENA DE FSH EN
VARONES CON OLIGOZOOSPERMIA IDIOPATICA

F. J Oltra, M. Carracedo, P. Posadilla
FIV-LEON

INTRODUCCION:

La FSH en elvaréninterviene tanto en la
maduracion de los espermatocitos
secundarios hacia espermatides como
sobre las células de Sertoli, activando la
produccién de la proteina fijadora de
andrdégenos, ABP, la cual se secreta al
lumen de los tdbulos seminiferos y se
transporta al epididimo, contribuyendo
a proporcionar la concentracién de
andrégenos  necesaria  para la
maduracion de los espermatozoides.

OBJETIVO:

Evaluar el efecto de la FSH exdégena
sobre los parametros seminales de
pacientes con oligozoospermia
idiopatica con niveles de FSH e Inhibina
B normales.

Analizar si se puede establecer como
protocolo de accién la administracion
de FSH exdégena en pacientes con
dicha patologia en funcién de las tasas
de gestacion tras inseminacidn
intrauterina (IA).

MATERIALY METODOS:

Los criterios de inclusién en el estudio
fueron tamafo, consistencia vy
localizacién testicular normal; una
concentracién espermatica inferiora 20
millones/mLy superiora 5 millones/mL,
y niveles hormonales basales normales
(FSH, Inhibina B, Estradiol).

Seincluyeron en el estudio 80 pacientes,
dividiéndose en 2 grupos: al grupo 1
(n=40) se le suministro FSH 150 u.i.
(GONAL900) a dfas alternos durante un
periodo de tres meses; al grupo 2 (n=40)
no se le suministré tratamiento.

Previo alinicio del estudio, se realizaron
dos seminogramas diagnésticos
evaluando los distintos parametros
seminales (volumen, recuento, motilidad,
morfologia, viabilidad y supervivencia)
para asi descartar una mejora espontanea.
Una vez finalizado el tratamiento se
realiz6 un nuevo seminograma asi como un
ciclo de inseminacién intrauterina.

RESULTADOS:

Entre ambos grupos no se observaron
diferencias estadisticamente significativas
en los pardmetros seminales. Sin embargo,
en el grupo 1 hay un subgrupo de
individuos (n=17, 42.5%) en los que existe
una tendencia al aumento del recuento
(antes del tratamiento 12.5 mil/ml,
después 23.3 mil/ml). Ademas, al comparar
las tasas de embarazo tras realizar un ciclo
de IAC, se puede observar que el subgrupo
que mejora presenta una tasa mayor (3/17
(17.6 %)) con respecto al grupo con
tratamiento que no ha respondido (2/23
(8.6 %)) y al grupo sin tratamiento (4/40
(10 %)) respectivamente.

CONCLUSIONES:

Aunque el tratamiento con FSH en
pacientes con oligozoospermia
idiopdtica no es todo lo efectivo que
quisiéramos, si se observa un grupo de
pacientes  donde aumenta la
concentracién espermdticay se mejoran
los resultados en IAC, evitando el paso
de estas parejas por TRAs mds agresivas.

094: VARIABLES EMBRIONARIAS Y RESULTADOS DEL PROGRAMA
DE TRANSFERENCIA DE EMBRIONES CONGELADOS.

0. Martinez-Pasarell}, S. Lépez?, A. Mata?, A. Garcia?, 0. Lopez?, A. Polo?, L. Bassas®
Laboratorio de Seminologia y Embriologia, ?Servicio Ginecologia, Fundaci6 Puigvert-Hospital de la Santa Creu i Sant Pau.

INTRODUCCION:

La congelacién de embriones excedentes
de los procesos de FIV y su posterior
descongelacién y transferencia (TEC)
forman parte de la rutina del laboratorio
de embriologia. Sin embargo, las tasas
de embarazo de los ciclos de TEC pueden
ser hasta 40% inferiores a los ciclos de
FIV en fresco (Hurtado de Mendoza y col.
2008). En nuestro laboratorio hemos
analizado  retrospectivamente  los
resultados obtenidos en nuestro

programa de congelacion-
descongelacion de embriones durante un
periodo amplio, con el fin de actualizar
los criterios de seleccién de embriones
para criopreservaciény de establecer los
parametros que sirvan para la selecciony
transferencia de embriones congelados.

MATERIAL Y METODOS:
La muestra comprende todos los

procesos de descongelacion de
embriones desde enero de 2007 a julio

de 2008, con embriones congelados
mediante congelacion lenta entre enero
de 2006 y diciembre de 2007. Los
embriones fueron criopreservados en
D+2 / D+3 de cultivo embrionario (2-10
células), con buena calidad morfolégica
(categorias 1y 2). Post-descongelacién,
los embriones se mantenfan en cultivo
24 h para valorar la reactivacién de su
actividad metabélica. Se analizaron los
datos observados pre-congelacién vy
post-descongelacion, asi como las tasas
de gestacion e implantacion obtenidas
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(Statistical Package for the Social
Sciences, v15.0.1).

RESULTADOS:

Se revisaron 161 procesos de
congelacién/descongelacién lenta (92
de D+2 y 69 de D+3), realizados a 142
parejas. La edad media de las pacientes
en el ciclo de descongelacion era 34,7 +
4,0 anos. Se descongelaron 435
embriones (252 de D+2y 183 de D+3) y
se obtuvo un 85,1% de supervivencia
embrionaria global. La tasa de
supervivencia celular fue del 71,1%,
siendo mayor en los embriones
criopreservados en D+2 versus los de
D+3 (77,7% vs 62,5%; p<0,001). Se
observé también mayor supervivencia en
los embriones con ritmo de divisién
sincrénica respecto a los asincrénicos
(75,1% vs. 65,4%; p<0.001). A las 24h
de cultivo post-descongelacion, la tasa
de crecimiento embrionario  se
correlacionaba negativamente con el

ndmero inicial de células (r: -0,126;
p<0,01).

Se realizaron 152 transferencias
(94,4%); 89 de D+2 y 63 de D+3. La
media de embriones transferidos fue de
2,03 (rango 1-3). Se consiguieron 40
gestaciones (26,3% por transferencia;
28,2% por paciente). La probabilidad de
conseguir gestacion fue independiente
del nimero de embriones transferidos.
Las tasas de implantacién y aborto
observadas fueron del 14,6% y 20%,
respectivamente. Las tasas de gestacion
clinica en ciclos de transferencia de
embriones criopreservados en D+2 eran
significativamente mejores a las de
embriones de D+3 (31,4% vs. 19,0%;
p<0,01). Al relacionar los datos de
gestacion con la supervivencia vy
crecimiento embrionarios, se observé
una correlacion débilmente positiva
entre la supervivencia celular y la
probabilidad de implantacién del
embrién (r: 0,137; p<0,05), pero no se
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observé relacién con el crecimiento
embrionario. No se consigui6 gestacién
evolutiva en transferencias con
embriones con una supervivencia celular
inferior al 50%. Tampoco con embriones
de mds de 9 células al criopreservar.

CONCLUSIONES:

En nuestro laboratorio deberiamos
priorizar la criopreservacion de
embriones en D+2 con division
sincrénicay evitar la criopreservacion de
embriones de mas de 9 células en D+3.
Post-descongelacién, la supervivencia
debe de ser el primer criterio a tener en
cuenta al seleccionar embriones para
transferir, ademds de evitar la
transferencia de embriones con
supervivencia inferior al 50%. La
reanudacion de la division embrionaria
no parece ser un indice predictivo de la
capacidad deimplantacion, por lo que el
cultivo post-descongelacién podria
eliminarse.

095: INCIDENCIAS EN EL CARIOTIPO EN PACIENTES DE FIV

R. Lafuente, G. Lopez, M. Sala, F. del Rio, M. Gomez y M. Brassesco

CIRH-Clinica Corachan. Barcelona

INTRODUCCION:

Objetivo: Evaluar la necesidad e
importancia de realizar cariotipos de
forma rutinaria a los pacientes que
realizan tratamientos de fecundacién in
vitro (FIV). Determinar las diferentes
anomalias detectadas, asi como realizar
un seguimiento de los tratamientos
realizados por estos pacientes.

MATERIAL Y METODOS:

Se tienen en cuenta, en estudio
retrospectivo, pacientes que comienzan
tratamiento de FIV desde el afio 2006
hasta mayo de 2009.

RESULTADOS:

Se han realizado sistematicamente
cariotipos a un total de 2995 parejas

diagnosticadas para comenzar un
tratamiento de FIV en nuestro centro
desde el 2006 hasta mayo del 2009. Se
detectan un total de 72 cariotipos
correspondientes a 69 parejas con
alguna anomalia en alguno de los dos
miembros, lo que supone un 2,3 % de las
parejas atendidas en este periodo. Cabe
destacar 3 parejas en las que ambos
miembros presentan alguna anomalia en
el cariotipo que hasta ese momento
desconocian.

Las anomalias detectadas han sido: 34
translocaciones; 14 inversiones; 4
trisomias; 7 mosaicismos; 12 incrementos
de la heterocromatina o regiones
satélites; y 1 cromosoma Y en anillo.

CONCLUSIONES:

La importancia de algunas alteraciones

detectadas no representa un problema
mayor a criterio del genetista, pero
sorprende la frecuencia relativamente
alta de pacientes con problemas
genéticos que, en muchas ocasiones,
eran desconocidos por ellos mismos.

A raiz de estos resultados, algunos de
estos pacientes han recurrido a técnicas
de FIV con DGP, a otros se les ha
realizado FISH confirmdndose la
naturaleza genética de sus problemas de
infertilidad y, en los casos de
alteraciones mds severas, han acabado
realizando tratamientos con gametos
donados. En definitiva, esta prueba esta
alalcance de cualquier centro, teniendo
un  coste  relativamente  bajo
considerando la informaciéon que
proporciona y, en ocasiones, puede ser
determinante para un correcto
diagnéstico de los pacientes.
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096: DIAGNOSTICO GENETICO PREIMPLANTACION EN PORTADORES
DE TRANSLOCACIONES CROMOSOMICAS

E. Garcia-Mengual?, R. Claramunt?, A. Ruiz?, X. Vendrell!, M. Pérez-Alonso?
*Unidad de Genética Reproductiva. Sistemas Genémicos S. L, Paterna (Valencia). 2Departament de Genética. Facultat de Ciéncies

Biologiques. Universitat de Valéncia.

INTRODUCCION:

Las translocaciones cromosémicas
equilibradas aparecen en un 0.2% de la
poblaciéon neonatal. Este porcentaje
alcanza el 0.6% en el caso de parejas
infértiles. Las translocaciones estan
relacionadas con la produccion de un
gran nimero de gametos con dotaciones
cromosémicas desequilibradas que se
generan tras la segregacion meiética.
Por lo tanto, las parejas portadoras de
translocaciones presentan un mayor
riesgo de sufrir abortos espontaneos o
descendencia fenotipicamente alterada.
En consecuencia, estas parejas forman
uno de los grupos mas amplios de
pacientes que se benefician del DGP.

El objetivo del presente trabajo es
presentar los resultados de 51 ciclos de
DGP obtenidos en nuestro laboratorio,
entre octubre 2005y abril 2009.

MATERIAL Y METODOS:

Previo al DGP, se llevé a cabo el estudio
mediante FISH de metafases e interfases
de linfocitos procedentes de sangre de los
pacientes portadores de las

translocaciones. Para ello se utilizaron
sondas centroméricas y/o teloméricas
marcadas con diferentes fluoréforos con el
fin de determinar el patron de sefiales de
hibridacién esperado en los embriones.

La biopsia de uno o dos blastémeros por
embrién se llevé a cabo mediante dcido
Tyrodes o laser en dia +3 de cultivo
embrionario in vitro. La fijacion de los
blastémeros se realiz6 siguiendo el
método de Tarkowski, y los ndcleos fueron
analizados mediante FISH utilizando la
combinacién especifica de sondas de ADN
comerciales para cada caso. La
transferencia de los  embriones
normales/equilibrados al Gitero materno se
realizé en los dias 4 6 5 de cultivo in vitro.

RESULTADOS:

Un total de 37 parejas se sometieron a 51
ciclos de DGP, de las cuales 23 eran
portadoras de translocaciones
reciprocas 'y 14 lo eran de
translocaciones robertsonianas. Se
analizaron  individualmente 392
blastémeros de los cuales 339 fueron
diagnosticados (86.5%), que
corresponden al 92.7% de los

embriones analizados (301). De los 279
embriones diagnosticados 88 (31.5%)
resultaron ser normales o equilibrados
para la translocacion estudiada. En el
68.6% (35/51) de los casos se realiz6 la
transferencia al Gtero de embriones
normales o equilibrados para la
translocacion analizada. En el 31.4%
restante no se dispuso de embriones
aptos para la transferencia debido a su
estatus genético o a criterios
embriolégicos. Finalmente un 20%
(7/35) de las pacientes obtuvo un
embarazo, de las cuales 5 (14.3%)
llegaron a término con el nacimiento de
nifos fenotipicamente normales.

CONCLUSIONES:

El DGP ofrece la posibilidad de
seleccionar en estos casos embriones
normales o equilibrados permitiendo
reducir asi la elevada tasa de abortos
espontaneos que caracteriza a este
grupo de pacientes y aumentar las
posibilidades de embarazos viables. En
muchos casos el factor limitante es,
entre otros, encontrar embriones
normales o equilibrados aptos para
transferir.

097: FLUJO REPRODUCTIVO: ESTUDIO DE LAS MOTIVACIONES Y
CARACTERISTICAS DE LAS PACIENTES EXTRANJERAS DEL
INSTITUT UNIVERSITARI DEXEUS

0. Oliana?, L. Echeverria?!, M. Boada!?, B. Coroleu?, A. Veiga?,?, P. Nolasc Barri*
IDepartament d’Obstetricia, Ginecologia i Reproduccié USP Institut Universitari Dexeus. Barcelona. 2 Centre de Medicina Regenerativa de

Barcelona (CMRB). Barcelona.

INTRODUCCION:

En los dltimos afios se ha observado un
aumento de parejas extranjeras que se
desplazan a nuestro pais para recibir
tratamientos de fertilidad. La legislacion
que requla las técnicas de reproduccion
humana asistida es muy variable entre

los distintos paises europeos. La
proximidad de los paises con
legislaciones mds permisivas asi como la
facilidad actual de desplazamiento entre
ellos ha propiciado este aumento que
popularmente se conoce como “turismo
reproductivo”. Este hecho, junto con el
caracter progresista de la legislacion

espanola sobre TRA ha generado un gran
flujo de pacientes internacionales hacia
nuestro pafs. En muchos casos el flujo
hacia otros paises ha constituido la
Gnica solucién para que los pacientes
puedan llevar a cabo el tratamiento
necesario.
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OBJETIVO:

En el presente estudio se analizan las
caracteristicas de las pacientes recibidas
en el Institut Universitari Dexeus por el
periodo de un mes.

MATERIAL Y METODOS:

Durante todo el mes de noviembre del
2008y a través del servicio de atencion
al paciente internacional del centro, se
distribuyé entre todas las pacientes
extranjeras un cuestionario anénimo
con preguntas de tipo personaly médico
elaborado por la Task Force on Ethics and
Law y que forma parte del estudio
multicentrico Cross-border reproductive
care de la ESHRE.

RESULTADOS:

Los resultados de los 72 cuestionarios
contestados ponen de manifiesto que el
perfil de las pacientes recibidas era
heterosexual, con estudios universitarios
y de una media de edad de 39 afos,

superior a la media de edad (36.5 afios)
del programa de FIV del centro.

EL 91.7% de las parejas eran de origen
italiano, casadas o viviendo en pareja. EL
20.7% de las pacientes manifestaron
haber realizado anteriormente ciclos de
FIV sin resultados satisfactorios. Por lo
que al tratamiento se refiere, se
desplazaron mayoritariamente para
ciclos de FIV/ICSIy donacion de gametos
y embriones (54.2% y 37.5% de las
pacientes respectivamente). La eleccién
del centro fue por recomendacion
médica (47.2%) o por consejo de amigos
y familiares (36.1%) principalmente.

En cuanto al motivo principal del
desplazamiento, las respuestas de las
pacientes manifestaron un problema de
tipo legal (43.8%) y en segundo lugar la
bisqueda de una mejor calidad en el
tratamiento (26.9%).

CONCLUSIONES:

Las caracteristicas de las pacientes que se
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desplazan a nuestro centro desde el
extranjero son de mayor edad que la media
de nuestras pacientes del programa de FIV
y con una formacién académica superior,
lo que denota una posicion socio-
econdémica media-alta que permite
afrontar el elevado coste de estos ciclos
(tratamiento+desplazamiento).

Por lo que se refiere a la motivacién, los
aspectos legales son la principal causa
de desplazamiento de las parejas lo que
apunta a que la promulgacién de leyes
restrictivas no impide la realizacién de
los tratamientos sino que promueven el
desplazamiento de  determinadas
parejas a otros paises.

La gran dimension que ha adquirido este
fenémeno en los dltimos tiempos
aconseja una reflexion y analisis de los
datos globales y las condiciones en las
que se realiza para poder adaptarlos a
las necesidades especificas de estos
pacientes y, sobretodo garantizar la
calidad y la sequridad de los
tratamientos.

098: RELACION ENTRE LAS TASAS DE CRECIMIENTO DEL EMBRI(:)N
EN FASES TEMPRANAS DE DESARROLLO Y SU DIFERENCIACION

SEXUAL

C. Alvarez, R. Taronger, C. Garcia, M. Sdnchez, G. Gonzilez de Merlo
Unidad de Reproduccién. Hospital General Universitario, Albacete.

INTRODUCCION:

Durante el los tratamientos de
fecundacion in vitro (FIV) la seleccién de
los embriones para transferir estd a
menudo basada en criterios morfolégicos
y en la velocidad de division. En algunas
especies de mamiferos se ha demostrado
mayor velocidad de desarrolloy division en
los embriones masculinos que femeninos
(1). En humanos hay diversidad de
opiniones, aunque la mayoria de los
autores defienden que la transferencia de
blastocistos parece estar asociada con un
incremento en el nacimiento de nifios (2).
El objetivo de este trabajo fue determinar
la posible relacién entre las tasas de
crecimiento embrionario en fases
tempranas de desarrollo (< 8-10 células) y
su diferenciacion sexual.

MATERTALY METODOS:

Se realiz6 un estudio retrospectivo en el
que se analizaron 205 transferencias
embrionarias (TE) que finalizaron con el
nacimiento de un nifio, transfiriéndose
un total de 458 embriones que dieron
lugar a 264 nifios (: 135, : 129). Se
estudi6 la relacion de la tasa de division
embrionaria con el sexo de los recién
nacidos (RN).

Los embriones se dividieron en tres
grupos segun el nimero de blastémeros
que tenian en el momento de la
transferencia: <3, 4 y > 5 blastémeros.
Sélo se consideraron las transferencias
en las que se transfirié un solo tipo de
embriones para poder valorar el sexo de
los nifos nacidos en funcién del ndmero

de blastomeros de los embriones

transferidos.

Se comparé entre los grupos, el sexo y el
peso de los RN. Los embriones se
cultivaron en G1 hasta su transferencia en
EmbryoGlue. La significacion de las
diferencias se estimé utilizando
el test de t-Student y el analisis de c2.

Las diferencias se consideraron
estadisticamente significativas para
p<0,05.

RESULTADOS:

De las 205 TE (edad media: 34,0+3,5
afios), se transfirieron exclusivamente
embriones con <3 blastémeros en 18 TE,
con=4en 116 ycon>5en71. Tras la
transferencia de embriones con <3
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blastémeros nacieron: 11 nifios (peso
medio: 2911,4+451,4 g) y 12 nifias
(peso: 2792,2+630,4 g); de embriones
con 4 blastémeros: 71 nifios
(2693,0+717,8 g) y 78 nifias
(2574,2+758,9 g) y de embriones > 5: 46
nifios (2789,9+694,6 g) y 46 nifas
(2724,7+4630,5 g). Al comparar el
nimero de nifias y nifios nacidos seglin
el nimero de blastémeros de los
embriones  transferidos no se

observaron diferencias significativas. El
peso medio de los nifos y nifias nacidos
en cada uno de los grupos tampoco
mostré diferencias significativas.

CONCLUSIONES:

La tasa de crecimiento de los embriones
en fases de desarrollo mas temprano (<
8-10 células) no determina ni el sexo ni
el peso del RN.

REFERENCIAS:

1. Avery B, Madison V, Greve T. Sex and
development in bovine in vitro-fertilized
embryos. Theriogenology 1991; 35: 953-63.

2. Luna M, Duke M, Copperman A, Grunfeld
L, Sandler B, Barritt J. Blastocyst embryo
transfer is associated with a sex-ratio
imbalance in favour of male offspring. Fertil
Steril 2007; 87: 519-23.

099: CLASIFICACION EMBRIONARIA DE ASEBIR, EXPERIENCIA
DESDE EL LABORATORIO DE FECUNDACION IN VITRO

R. Bonet, C. Vives, P. Feliu, T. Planella, F. Vidal, I. Saumell
Embriogyn Centre de Reproduccié Assistida i Diagnostic Prenatal, Tarragona

INTRODUCCION:

Estudio comparativo entre los criterios
de valoracién embrionaria de ASEBIR y
los criterios utilizados en el laboratorio
de Fecundacién in vitro (FIV) de la
Clinica de Reproduccién Asistida
Embriogyn. Los objetivos de este
estudio son, en primer lugar, comparar
los dos métodos de  valoracién
embrionaria de Embriogyn y ASEBIR. Y
en segundo lugar, ver si existe una
tendencia lineal creciente significativa
en la tasa de implantacion de las
diferentes categorias embrionarias
propuestas por ASEBIR utilizando la
prueba chi-quadrado de tendencia
lineal (X2TL) de Mantel-Haenzel.

MATERIAL Y METODOS:

Los datos analizados corresponden a
683 embriones procedentes de 106
ciclos tanto FIV Convencional como de
ICSI, con gametos propios o de donante,
y con transferencia embrionaria
realizada a dia+2 o dia+3, realizados en
Embriogyn durante el afio 2008. Los
embriones se  han  revalorado
asignandoles la categoria que les
corresponderia segln los criterios de
clasificacion de ASEBIR. Se ha analizado
si existe concordancia entre el destino
que le dio Embriogyn a cada embrion
(transferido/congelado /descartado) y

el destino que tendrian aplicando la
clasificacion de ASEBIR. A los embriones
que presentan dicha concordancia se les
ha asignado un n° 1, y por tanto, unn° 0
a los que no concuerdan.

RESULTADOS: La comparativa muestra
un 92,83% de similitud entre los dos
criterios de valoracion embrionaria. Del
total de embriones transferidos
(n=261), un 72,63% corresponden a la
categoria A de ASEBIR. Del total de
embriones congelados (n=117) un
22,53% son de categoria A. Respecto a
los embriones descartados (n=305), un
79,94% corresponden a la categoria D.
Por otra parte, la prueba estadistica chi-
quadrado de tendencia lineal (X2TL) de
Mantel-Haenzel, muestra una
X2TL=11,27 con un grado de libertad
(p<0.001).

CONCLUSIONES:

Hay ciclos en los que se encuentran
discrepancias (7,17%) en la decisién de
cuales son los mejores embriones para
transferir, congelar, o los que se
descartan. EL 55% de las discrepancias
corresponden a ciclos en que después de
transferir los embriones de mejor
calidad sélo queda un posible embrion
para congelar, si éste no es de 6ptima
calidad, en Embriogyn, se deja en
cultivo, y Gnicamente en el caso de que

llegue a desarrollar un blastocisto se
congela. Los principales aspectos
morfolégicos que han generado
discrepancias (28,5%) entre las dos
clasificaciones, es la valoracién de la
morfologia citoplasmatica y nuclear.
Estos pardmetros morfolégicos son: el
“pitting”, la compactacion a dia+3, la
presencia de reticulo endoplasmatico
liso (REL), citoplasma granular (CG) o
granulosidad central (GC), distribucion
y ndmero de vacuolas y el grado de
multinucleacion. Otro pardmetro que ha
generado un 16,5% de las discrepancias,
es que la clasificacion ASEBIR no
contempla la posibilidad de ascender de
categoria a dia+3, a los embriones
penalizados a dfa+2. Por otro lado,
después de calcular las tasas de
implantacién de cada categoria de
ASEBIR vy realizar-se la prueba
estadistica X2TL de Mantel-Haenzel, se
ha visto que si existe una tendencia
lineal creciente estadisticamente
significativa en la tasa deimplantacién a
medida que mejora la categoria
embrionaria de ASEBIR. Entendemos,
pues, que la clasificacion de ASEBIR si
permite seleccionar cualitativamente los
embriones y, por tanto, cefiirse a ésta
puede pronosticar la capacidad de
gestacion de cada embrién.
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100: PRIMEROS RESULTADOS EN LA VITRIFICACION DE OVOCITOS
CON SISTEMA CERRADO. NUESTRA EXPERIENCIA EN CIRH.

F. del Rio, 0. Cairé, A. Brassesco, S. Rovira, M. Rodriguez, L. Prats, M. Brassesco
Centro de Infertilidad y Reproduccién Humana (CIRH)

INTRODUCCION:

En el Centro de Infertilidad vy
Reproduccién Humana (CIRH)
vitrificamos embriones de manera

rutinaria desde finales de 2007, asi que
nos propusimos poner a punto esta
técnica para criopreservar ovocitos
humanos. Comenzamos a vitrificar
ovocitos en abril de 2008, utilizando
medios comerciales de Irving Scientific®
y Cryotip® como soporte. Los ovocitos
incluidos en este estudio provienen de
donantes.

OBJETIVO:

Mostrar los resultados obtenidos en la
vitrificacion de ovocitos utilizando un
soporte cerrado, como es el Cryotip®.

MATERIAL Y METODOS:

Seincluyen 11 donantes cuyos ovocitos
fueron destinados a 11 receptoras
durante el afio 2009. Parte de los
ovocitos de la receptora fueron
vitrificados y desvitrificados el mismo
dia de la puncién folicular, mientras el
resto se inseminaron en fresco.

Se utiliza un protocolo con antagonistas

de la GnRH, estimulando a las donantes
con FSH wurinaria e induciendo la
maduracién ovocitaria con agonistas de
la GnRH. Dos horas después de la puncién
folicular se procede a decumular los
ovocitos recuperadosy a revisar el grado
de madurez. Tan sélo aquellos ovocitos
metafase II y con buen aspecto serdn
vitrificados. Al menos 45 minutos
después de la denudacién, los ovocitos
son vitrificados siguiendo el protocolo de
la casa comercial. Tras mantenerlos en
nitrégeno liquido para su correcta
conservacion se procede a realizar la
desvitrificacion, siguiendo igualmente el
protocolo de la casa comercial. Dos horas
después se procede a realizar la
microinyeccién. La morfologia ovocitaria
se valora tanto tras la decumulacidn,
como después de la desvitrificacién y en
el momento de la ICSI.

RESULTADOS:

Hasta el momento (mayo de 2009) se
han desvitrificado 58 ovocitos, 45 de los
cuales resistieron el proceso (77.58%),
siendo todos ellos microinyectados. De
éstos, 33 ovocitos fecundaron
correctamente (73.33%) y se obtuvieron
28 embriones, 25 de los cuales fueron
evolutivos. Estos datos son muy

similares a los obtenidos en el
Laboratorio de FIV habitualmente
(78.73% de fecundacién por ICSI'y 97%
de divisién en 2009).

Se han realizado cuatro transferencias
en las que todos los embriones
provienen de ovocitos vitrificados,
quedando dos pacientes embarazadas y
una tercera estd pendiente de resultado.
Ademds, se han realizado tres
transferencias mixtas, en las que un
embrion  proviene de  ovocitos
vitrificados y el otro de un ovocito no
vitrificado, quedando embarazada una
paciente.

Todos los embriones sobrantes de buena
calidad fueron vitrificados.

CONCLUSIONES:

Aungue el nimero de casos es pequefio,
la utilizacién de un sistema cerrado
como el Cryotip no compromete las tasas
de supervivencia y desarrollo de los
ovocitos y de los futuros embriones.
Ademas, se elimina el riesgo potencial
de contaminaciones cruzadas durante su
almacenamiento en nitrégeno liquido.

101: INTERPRETACION DE TESTS DIAGNOSTICOS DE INFERTILIDAD
MASCULINA: POOLED ANALISIS DE SPERM CHROMATIN STRUCTURE
ASSAY (SCSA) Y PARAMETROS CLASICOS DE SEMEN (CSP)

S.Zamora, M. A. Calderén, M. C. Gonzalvo, A. Fernandez, B. Rabelo, J. Fontes, R. Ruiz de Assin, B. Romero.
U. Reproduccion H. U. Hospital Virgen de las Nieves, Granada

INTRODUCCION:

El presente estudio esta basado en una
bisqueda sistematica en PubMed vy
compara la validez clinica de los
pardmetros clasicos de semen (CSP) con
la evaluacién de la estructura de la

cromatina espermdtica (SCSA) en
diferentes contextos clinicos. El objetivo
de este estudio es evaluar la validez
clinica del SCSA frente a CSP.

MATERIALY METODOS:

La base de datos de PubMed fue revisada
utilizando  palabras  clave  (test
diagnéstico, semen, espermatozoide,
embarazo) en tres escenarios clinicos:
parejas que buscan embarazo; parejas
que han estado buscando durantes 12
meses sin resultado; y parejas tratadas
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con inseminacion intrauterina. Existia
una alta heterogeneidad entre los
estudios incluidos.

RESULTADOS:

Para parejas que buscan concebir con un
resultado anormal del SCSA, la
probabilidad de factor masculino varia de
un valor pre-test de 7,5% a un valor post-
test de 32,1% (CI 15.7-54.5) cuando se
obtiene un resultado anormal de SCSA,
mientras que tras un resultado anormal en

los CSP la probabilidad post-test es de
17,3% (CI 11.8-24.5). Para parejas que
han estado buscando durante 12 meses
sin resultado la prevalencia pre-test de
infertilidad por factor masculino es del
50%, y la probabilidad post-test de
infertilidad de factor masculino después
de un resultado anormal del test es muy
similar para SCSAy CSP (79,75%; CI: 41,5-
95,6 vs. 79,67%; ClL: 75-83,7). En parejas
tratadas con inseminacién intrauterina
aunque la validez clinica del SCSA es
mayor que la de la morfologia espermatica

sola (97,2%; CI: 93,6-98,8 vs. 91,2%; CI:
86,6-94,5) no parece suficiente para
indicar la inclusion de esta técnica en el
estado del varén infértil.

CONCLUSIONES:

No existe evidencia clinica para
recomendar el uso del SCSA en el
diagnéstico de esterilidad de causa
masculina. Su validez clinica no es mayor
que la de los parametros clasicos de
semen.

102: PRIMER NACIMIENTO EN GINEMED TRAS SUPER-ICSI

B. Migueles, M. Dorado, M. Hebles, M. Gonzdlez, L. Aguilera, P. Sanchez, F. Sdnchez.

Clinicas Ginemed, Sevilla

INTRODUCCION:

La combinacién del diagndstico de
Fragmentacion del DNA en el
espermatozoide con la aparicion de
microscopios mds potentes que los que
actualmente  tenemos en  los
laboratorios de Reproduccion Asistida
nos ha permitido obtener embarazos en
casos en los que con una FIV-ICSI clasica
no lo hubiésemos conseguido. Un semen
con la fragmentacién del DNA alterada
nos da la misma tasa de fecundacién,
misma calidad embrionariay misma tasa
de division embrionaria hasta dia +2,
por lo que si el fallo de FIV de debe a este
tipo de patologia, ninguno de los
parametros anteriores nos va a dar
informacion al respecto.

La incorporacion de ambas técnicas en
nuestro laboratorio (tras la adquisicién
del microscopio Leyca AM6000 en Mayo
de 2008) nos ha permitido el
tratamiento de esta Fragmentacion
Alterada del DNA del espermatozoide
mediante su seleccion con alta
magnificacion.

MATERIAL Y METODOS:

Paciente de 30 afios que viene a consulta
de esterilidad tras fallo de FIV en otro
centro. Vienen diagnosticados como:
sindrome de ovario poliquistico y asteno
leve y terato severa (presentando el

seminograma un recuento de 31x106 y
una motilidad tipo A de 16%). Se realiza
un primer ciclo en nuestro centro en el
que se obtiene una buena respuesta
ovarica, con un buen nimero de
embriones y una buena transferencia
con embriones tipo A (seglin la
clasificacion de ASEBIR); no queda
embarazada. Se  realizan  dos
transferencias posteriores con los
embriones vitrificados sobraron de este
primer ciclo en las que tampoco se
obtuvo un resultado positivo. Antes de
realizar un segundo ciclo indicamos al
paciente la realizacion de un Test de
Fragmentaciéon del DNA en el que
obtenemos un resultado de un 45% de
fragmentacién en la muestra en fresco.
Se realiza un segundo ciclo con idéntica
estimulacion y similar ndmero de
ovocitos MII que se microinyectan con
espermatozoides seleccionados a 6000
aumentos debido a la fragmentacion
diagnosticada.

del segundo ciclo de microinyeccién
realizada con alta magnificacién. La
calidad de los embriones no fue
diferente  a las  transferencias
anteriormente realizadas. El resultado
de la R-hCG a los 12 dias post-
transferencia fue de 148 UI. La paciente
dio a luz en Abril a las 39 semanas de
embarazo; el bebé pesé 3.400gr y se
encuentra en perfecto estado de salud.

CONCLUSIONES:

El uso de SUPER-ICSI para intentar
mejorar las tasas de embarazo en
aquellos casos que presentan un factor
masculino severo nos estd ofreciendo
resultados que con la microscopia
convencional usada hasta ahora no nos
habria sido posible solucionar.

BIBLIOGRAFIA:

1.The morfological normalcy of the sperm

CICLOS OVULOS TABA EMBRIONES | TRANSFER VITRIFICADOS
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TOTALES Endia 13
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Buels tipa A
R cels Lipo A
RESULTADOS: nucleus and pregnancy rate of

Obtuvimos embarazo tras la realizacion

intracytoplasmic injection with
morphologically selected sperm. Arie
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3. Blastocyst development after sperm
selection at high magnification is associated
with size and number of nuclear vacuoles.
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103: PBON()STICO DE LOS CICLOS DE CRIOTRANSFERENCIA EN
FUNCION DEL RESULTADO DEL CICLO EN FRESCO

A. Rodriguez-Arnedo, J. Ten, J. Guerrero, M. A. Carracedo, R. Bernabeu.

Instituto Bernabeu, Alicante

INTRODUCCION:

El objetivo de los ciclos de reproduccion
asistida es conseguir un embarazo a
término. En muchas ocasiones este
resultado no ocurre tras la transferencia
de embriones en fresco y es necesario
recurrir a embriones congelados en ciclos
previos. La incertidumbre que produce el
realizar un nuevo ciclo con embriones de
la misma cohorte nos lleva al objetivo
principal de este trabajo, evaluar el
pronéstico de un ciclo de
criotransferencia (CT) tras la realizacion
de un ciclo fallido con transferencia
embrionaria (TE) en fresco, tanto en ciclos
FIV/ICSI como en donacién de ovocitos.

MATERIAL Y METODOS:

Se llevaron a cabo dos grupos: A (n=79):
pacientes que habfan realizado un
primer ciclo de FIV/ICSI con TE, bien con
resultado de B-HCG negativa (n=54), o
con resultado de aborto bioquimico o de
primer trimestre (n=25), realizando un
ciclo posterior de criotransferencia, vy
grupo B (n=109): pacientes que habian
realizado un primer ciclo de donacién de
ovocitos con TE y resultado de B-HCG
negativa (n=73), o con resultado de
aborto bioquimico o de primer

trimestre (n=36) y posterior ciclo de
criotransferencia. Para cada uno de los
grupos se analizé el porcentaje de ciclos
con transferencia, la tasa de embarazo
clinico, aborto bioquimico y de primer
trimestre. Se analizaron los datos con el
paquete estadistico SPSS.

RESULTADOS:

Se comprobd que tanto el nimero de
embriones desvitrificados, como el
nimero de embriones que sobrevivieron
al proceso y el ndmero de embriones
transferidos en ambos grupos (FIV/ICSI
y receptoras) presentaron los mismos
resultados.

En el grupo de pacientes de FIV/ICSI con
abortos en los ciclos previos en fresco,
se observé un incremento en la tasa se
embarazo clinico, asi como un aumento
delaborto de primer trimestre, siendo la
tasa deaborto global superiora la de los
ciclos de FIV/ICSI con resultado de -HCG
negativa en el ciclo en fresco. No
obstante, ninguno de estos resultados
fue estadisticamente significativo.

En el grupo de los pacientes de donacion
de ovocitos se observo un efecto similar
en cuanto a la tasa de abortos del primer

trimestre, produciéndose un incremento
significativo de éstos en los ciclos de CT
que provenian de ciclos en fresco con
abortos, respecto a los provenientes de
B-HCG negativa (p=0.020). Sin embargo,
y a diferencia del grupo de FIV/ICSI,
también observamos un descenso en la
tasa de embarazo clinico (p=0.062) tras
comparar estos mismos grupos.

CONCLUSIONES:

Existe una tendencia al aumento de las
posibilidades de éxito tras CT cuando el
ciclo de FIV/ICSI en fresco ha tenido como
resultado implantacién embrionaria
aunque se haya producido un aborto,
bien sea bioquimico o clinico. En cuanto a
los ciclos de CT tras donacién de ovocitos,
se observa un mejor pronéstico en el caso
de que el ciclo en fresco haya tenido como
resultado -HCG negativa. Esto podria ser
debido al aumento en la tasa de aborto
del primer trimestre cuando se producen
abortos previos en fresco, sugiriendo que
existen otros factores que influyen en la
evolucion favorable del embarazo y que
no estan relacionados directamente con
el embrién.

El analisis de un nlmero de casos mayor
nos permitird validar estos resultados.

104: : MERECE LA PENA REALIZAR UN CICLO CON 1 SOLO OVOCITO

J. A. Gragera, M. C. Caiiadas, C. Urda, V. Badajoz, S. Camacho, M. De La Casa, A. R. Diaz, I. Lozano, L. Martinez, J. Gijon, M. Alcaraz, R.
Bonache, J. Rodriguez, C. Pérez, A. Martinez de Arenaza.

GINEFIV, Madrid

INTRODUCCION:

El factor etario junto a una FSH elevada
son algunas de las limitaciones que

presentan no pocas mujeres en un ciclo.
Siademds se afade un factor masculino,
las posibilidades de que haya un pobre
resultado son muy elevadas. En los

pocos casos en los que s6lo se recupera 1
ovocito tras la puncién, se podria
plantear la duda de si merece la pena
sequir adelante con el proceso.
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Con este estudio intentaremos determinar
la rentabilidad de dichos ciclos.

MATERIAL Y METODOS:

Andlisis retrospectivo sobre los ciclos
realizados en Ginefiv, entre enero 2006 y
diciembre 2008, con resultado de 1
ovocito/puncién.

Se descartaron los ovocitos atrésicos,
pero sise contabilizaron los que estaban
inmaduros. Se utilizé el protocolo de
ASEBIR en la clasificacién embrionarial.

RESULTADOS:

Se analizaron 97 ciclos de 96 pacientes (1
paciente realizé 2 ciclos con un Unico
ovocito) con edad media 37,86 + 4,26 afios
y FSH 9,73 + 4,88 (UI/l); la media de
foliculos puncionables (FP) fue de 3,94 +
4,61ys6lo el 18,56% (18) tenfan 1 FPen el
Gltimo  control  pre-puncién.  Se
programaron 87 ciclos con microinyeccién
espermdtica (ICSI), y 10 con fecundacién
“in Vitro” convencional (FIV); pero en 21
de los ciclos de ICSI se observé que el
ovocito estaba inmaduro (15 en M-Iy 6 en
P-I). Sélo 7 evolucionaron en incubacién,
por lo que se realizaron 73
microinyecciones (68 ICSI'y 5 TESE+ICSI).

La muestra de semen procedia de la
pareja en un 93,98% de los casos (78) y
fue de donante en 5 ciclos (6,02%). El
semen era criopreservado en 14 casos
(16,87%) y fresco en 69 (83,13%).

Para la mayoria de las pacientes suponia
su primer ciclo: 56,7% (55).

Los resultados se presentan en las
siguientes tablas:

deberian decidir si merece la pena seguir
adelante con el ciclo al recuperar un
tnico ovocito tras la puncién.

CICLOS NO LEVE | SEVERO MUY SEVERQ
N 83 9 39 20 15
% - 10,84 46,99 24,1 18,07
Tabla 1: Factor masculino
CICLOS | INMADUROS | INSEMINADOS | NOFECUND |2PN.2CP | 3PN
N 97 14 83 37 42 4
Ya - 14 43 85,57 44 58 50.6 482
Tabla 2: Inseminacion
LISADO
NOTECUND ) 1PN 2CP 1CP | INMAD (IFIV)
N 37 6 1 16 12 2
Y% - 16,22 2.7 43,24 | 3243 541
Tabla 3: Causas de no fecundacion.
CAL
2PN,2CP | NOVIABLES | TRF 1 CAL 2 CAL3 | CAL4
N 42 2 40 6 18 16 0
% - 476 9524 15 45 40 0
Tabla 4: Transferencias
CICLO A
S INSEM TRF B-HCG ABORTOS | TERMINO
N a7 83 40 7 1 6
% - 85.57 48.19 175 14,29 85.71
% POR CICLO - - 41,24 7,22 1,03 6,19
CONCLUSION: Tabla 5: Embarazos

Aunque segun la bibliografia2 con un
tinico ovocito maduro es aconsejable la
realizacion de ICSI, segln nuestros
datos, pese al tamano de la muestra, no
hay diferencia significativa entre
microinyeccion y FIV convencional
(52%-40% p: 0,47) pero no es apropiada
la inyeccion de ovocitos madurados “in
Vitro” (0% fecundacién).

Por otro lado, hasta el 6,19% (6) de
estos ciclos evolucioné en embarazo a
término, por lo que deberian ser las
parejas, clara y exhaustivamente
informadas de sus posibilidades, las que

BIBLIOGRAFIA:

1.- Cuadernos de Embriologia Clinica.

ASEBIR. II.- Criterios de Valoracion
Morfolégicos de Oocitos, Embriones
tempranos y Blastocistos Humanos.

Comisién de Trabajo ASEBIR. Coordinadores:
M. Ardoyy G. Calderén. Madrid. 2007.

2.- Comparing intracytoplasmic sperm
injection and in Vitro fertilization in
patients with single oocyte retrieval. Gozlan
I etal. Fertil Steril. 2007 Mar; 87(3):515-8.

105: ESTUDIO COMPARATIVO DE TRANSFERENCIAS EN DiA +3

FRENTE A DIA +5 EN CASOS SELECCIONADOS

M. Hebles, M. Dorado, B. Migueles, M. Gonzalez, L. Aguilera, J. Lara, A. Rodriguez, F. Sanchez, P. Sinchez.

Clinicas Ginemed, Sevilla

INTRODUCCION:

El éxito de los programas de
Reproduccién Asistida es conseguir
gestacién reduciendo el nimero de
gestaciones mltiples.

La practica habitual es la transferencia
en dia 2 6 3 de cultivo. Para aumentar la
tasa de implantaciéon, se tiende a
aumentar el nimero de embriones
transferidos en edades medias.

El cultivo hasta blastocisto proporciona

una seleccién embrionaria, reduciendo
el nimero de embriones a transferir,
consiguiendo disminuir el ndmero de
embarazos mltiples.

Realizamos estudio prospectivo para
determinar si las transferencias en dia 3
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6 5 tienen diferencia significativa en las
tasas de implantacién, estudiando al
mismo tiempo qué factores afectan.

MATERIAL Y METODOS:

Se realiza estudio prospectivo a 114
parejas que acudieron a la Clinica
Ginemed para realizar un ciclo de
Fecundacién in Vitro entre septiembre
de 2008 y abril de 2009.

Los pacientes fueron randomizados en
dos grupos seglin se realizara la
transferencia en dia 3 o 5 de cultivo:

Grupo Estudio: incluye un total de 60
pacientes en los que se realizd la
transferencia en dia 5 de desarrollo.

Grupo Control: incluye un total de 54
pacientes que fueron transferidos en dia
3 de desarrollo.

Los embriones fueron cultivados en
Fertilization medium (SAGE) y Cleavage
Medium (SAGE) hasta el dia 3 de
desarrollo. El dia 3 son cambiados a
Blastocyst medium (SAGE) hasta el dia
de la transferencia.

La transferencia embrionaria, tanto en
dfa 3 como en dia 5 se realiz6 utilizando

Blastocyst medium (SAGE)
suplementado.

El nimero de blastémeras, simetria y
grado de fragmentacién fueron
evaluados diariamente.

Los criterios de inclusién en este estudio
fue la existencia de 5 0 mas embriones con
al menos 7 u 8 células en dia 3 de
desarrolloy una fragmentacion <del 20%.

Los blastocistos fueron graduados de

acuerdo al sistema de Gardner and
Schoolcraft, seglin el grado de
expansion.

EL andlisis estadistico revela la no
existencia de diferencia significativa en
la edad de las pacientes ( 33.30 vs
33.46), el protocolo de estimulacién y el
grosor endometrial entre ambos grupos.

RESULTADOS:

En la Tabla 1 observamos que aplicando
la prueba de Mann-Whitney observamos

Grupo control
N 54

Tasa de
Gestacion

(28/54)51.8%

Diciembre 2009 Vol. 14 -N°2

diferencia significativa en la tasa de
gestacion entre ambos  grupos:

Aplicando la prueba de Kruskal-Wallis no
observamos diferencia en relacién al
protocolo utilizado (p=0.25) ni respecto
al grosor endometrial (p=0.28) entre
ambos grupos.

CONCLUSIONES:

El cultivo largo al estadio de blastocisto
puede ser una herramienta (til en los
programas de Reproduccién Asistida
para disminuir el nimero de embriones a
transferir sin bajar por ello la tasa de
implantacién.

Con los resultados mostrados en nuestro
estudio, el grupo de pacientes
transferidos en estadio de blastocisto
presenta mayor tasa de implantacion
que el grupo con transferencia en dia +3.

Grupo estudio P

60 NS

(46/60)76.7% <0.001

106: RELACION ENTRE PARAMETROS BIOQUIMICOS SERICOS Y
PARAMETROS SEMINALES EN PACIENTES DE REPRODUCCION

ASISTIDA

J. R. Ortiz de Galisteo, L. Subias*, N. Toledo, V. Gallego, M. A. Fajardo, 1. S. Alvarez.
Instituto Extremefio de Reproduccién Asistida (IERA). Badajoz. * Laboratorio de Analisis Luis Subias. Villafranca de los Barros.

INTRODUCCION:

Aunque se ha intentado correlacionar
patologias seminales con distintos
problemas de salud y hdbitos sociales
como el consumo de alcohol y tabaco o
con factores ambientales como la
contaminacion o el manejo de
pesticidas, no existen prdacticamente
estudios que analicen una posible
relacion  entre  los  pardmetros
bioquimicos rutinarios de un andlisis
sanguineoy los valores del seminograma
para un mismo paciente.

En este trabajo nos hemos propuesto
analizar la posible correlacién entre 10
parametros obtenidos del suero
sanguineo de pacientes de reproduccién
asistida con cuatro de los parametros
basicos de un seminograma (volumen,
concentracién, movilidad y REM).

MATERIALY METODOS:

Para este estudio se utilizaron 100
pacientes de reproduccion asistida que
acudieron al centro IERA entre los afios
2008y 2009 y que fueron informados del

proyecto. Las muestras de semen se
obtuvieron por masturbacion en el
centro y se analizaron en el laboratorio
pardmetros macro y microscépicos antes
de una hora. También se les realizé una
extraccion de sangre (siempre a la
misma hora) que posteriormente se
centrifugé a 700 G durante 10 miny la
fraccién sérica se mantuvo refrigerada
hasta el momento de su andlisis
bioquimico, siempre antes de 1 semana.
Para el analisis de los pardmetros
bioguimicos se utilizo un robot
automatizado (RAL) siguiendo las
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instrucciones del fabricante. EL analisis
estadistico se llevo a cabo mediante
estimaciones MCO (Minimos Cuadrados
Ordinarios) utilizando un software
especifico (GretL).

RESULTADOS:

En un primer abordaje de los datos
obtenidos, no hay una relacién directa
entre la mayoria de los parametros
bioguimicos analizados y la calidad del
semen en los pacientes. Sin embargo,
existe una regresion lineal
estadisticamente significativa (p<0.01)
entre volumen y glucosa de forma que a
medida que se incrementa la
concentracién de glucosa disminuye el
volumen de eyaculado.

Otros dos indicadores presentan un
cierto grado de correlacion con
pardmetros seminales aunque con
menor significacion  (p<0.05); la
creatinina tiene una correspondencia
negativa con el volumen y movilidad
progresiva (a+b), es decir, a mayor
concentraciéon de creatinina, menor
volumen y movilidad; la aspartato
aminotransferasa la presenta positiva,
aumentando la concentracion de
espermatozoides por ml seglin se
incrementa la concentracién de esta
enzima. Curiosamente, no hemos
encontrado relacion entre ninguno de
los valores bioquimicos y el REM.

CONCLUSIONES:

En este trabajo se presentan datos
preliminares que parecen indicar una
relacion entre algunos parametros
bioquimicos y la calidad del semen. En
concreto, un aumento de glucosa podria
suponer una disminucién en el volumen,
mientras que la creatinina influye
también en éste y en la movilidad. Por
otra parte, la presencia de algunas
enzimas puede influir en la
concentracién espermatica, como ocurre
con algunas transaminasas. En cualquier
caso, se necesitan mds estudios para
establecer una relacion clara entre la
bioquimica sanguinea y los valores del
seminograma.

107: TASA DE GESTACION DE INSEMINACIONES ARTIFICIALES EN
FUNCION DEL RECUENTO DE ESPERMATOZOIDES MOVILES
PROGRESIVOS. IVI-VIGO

D. Pabon, N. Torres, M. Martinez, S. Portela, E. Mufioz.

1VI, Vigo

INTRODUCCION:

En tratamientos de Inseminacion
Artificial generalmente se considera
como condicién para su realizacion, la
recuperacién minima de 3 millones de
espermatozoides mdviles progresivos,
sin embargo hay casos en los que el dia
de la inseminacién intrauterina se
obtiene menos del Recuento de
Espermatozoides Méviles Progresivos
(REM) del estimado previamente en el
diagnéstico.

OBJETIVO:

Nuestro objetivo es comparar en los
tratamientos de  Inseminaciones
artificiales intrauterinas, los resultados
clinicos obtenidos de tasa de gestacion
en funcion del Recuento de
Espermatozoides Méviles Progresivos
conseguidos.

MATERIALES Y METODOS:

En nuestro trabajo presentamos un
andlisis retrospectivo en el que se
incluyen 300 ciclos de Inseminaciones
intrauterinas, realizadas en la clinica
IVI-VIGO durante el 1 de enero de 2006
hasta 31 diciembre de 2008.

RESULTADOS:

se incluyen 300 ciclos de IA con una
tasa total de gestacion del 24.3%. La
tasa de embarazo en ciclos donde se
han transferido entre 1y < 3 millones
de espermatozoides es del 19,04%, la
tasa gestacional cuando se transfieren

entre 3 millones y < 8millones, de de
30,08% y cuando se transfieren >8
millones de espermatozoides méviles es
de 20,51.

CONCLUSIONES:

nuestros resultados indican que incluso
cuando se transfieren menos de 3
millones de espermatozoide méviles
progresivos, obtenemos una buena tasa
de gestacion, lo que nos hace concluir
que no se aconseja abortar la realizacién
de una inseminacion artificial si se
obtienen menos del REM recomendado a
la hora de la inseminacion.

REM transferidos CICLOS GESTACIONES TASA GESTACIONAL
1 y < 3millunes 21 4 19.044%
3 v < Bmillunes 123 37 30_08%
> & millones 156 32 20.51%
TOTAL 300 73 24 3%
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108: TRAZABILIDAD EN LABORATORIO DE REPRODUCCION: BANCO

DE SEMEN

J. P. Ramirez, J. L. Del Pico, A. Yoldi, A. Vaquero, J. A. Castilla

CEIFERS.L., Granada

INTRODUCCION:

Se entiende como trazabilidad aquellos
procedimientos  preestablecidos vy
autosuficientes que permiten conocer el
histdrico, la ubicaciony la trayectoria de
un producto o lote de productos a lo
largo de la cadena de suministros en un
momento dado, a través de unas
herramientas determinadas. El Real
Decreto 1301/2006, que regula todo lo
concerniente al funcionamiento de
Bancos de Células y Tejidos Humanos
establece la obligatoriedad de la
trazabilidad de las células, asi como de
los productos y materiales que entren en
contacto con dichas células. Dentro del
laboratorio de reproduccion el
mantenimiento de la trazabilidad es mas
complejo en el caso del Banco de semen,
ya que ademds de lo comentado
anteriormente, la informacion debe
estar disponible para otros laboratorios
usuarios del Banco de semen.

Se ha tratado de establecer un modelo
de Informe de Trazabilidad para

muestras de semen de donante. Ademas
hacerlo visualizable a través de Internet
para los Centros de Reproduccion
autorizados a los cuales e les
suministran muestras.

MATERIALY METODOS:

El informe de trazabilidad se ha
establecido a través de la pdgina web de
CEIFER, www.ceifer.com. Se han debido
informatizar  todos los  datos
concernientes a  produccion  de
muestras, pruebas analiticas del proceso
de seleccion de donantes, asi los datos
relativos a informacién de embarazos y
resolucion de estos. Se hace uso de
conexiones seguras a través de SSLy de
Certificados Digitales emitidos por
Entidad Certificadora.

RESULTADOS:

Se ha conseguido a través de la pagina
web establecer una zona de usuarios. La
emision e instalacién de un certificado
digital nos permite realizar conexiones

seguras y nominadas con los usuarios
autorizados. Sélo estdn autorizados los
Centros de Reproduccién clientes del
Banco de semeny sélo para visualizacion
del informe de trazabilidad de las
muestras pedidas y recibidas por su
Centro. El Centro podra ver informe que
consta: Productos y fungibles utilizados
para los procesos de congelacion,
Aparataje utilizado para congelacién,
Aparataje utilizado para transporte,
Informes de analiticas de los procesos de
aceptacion de donantes, Notificacién de
embarazosy resolucién de estos a través
del mismo método.

CONCLUSIONES:

Hemos establecido un sistema que
permite poner a disposicion de
laboratorios usuarios de banco de
semen informes que garantizan la
trazabilidad de las muestras de semen
congelado de donante.

109: INFLUENCIA DE LA ACTIVIDAD LABORAL EN LA CALIDAD
SEMINAL EN PAREJAS CON PROBLEMAS DE ESTERILIDAD

L. Rodriguez, M. Mandiola, A. Guembe, M. Soubelet, K. Carbonero, F. Atutxa, Y. Alvarez, A. Garcia-Barberena.
Hospital Quirén Donostia. Unidad de Reproduccion Asistida. San Sebastian.

INTRODUCCION:

La calidad seminal es un factor que
preocupa mucho en nuestra sociedad.
Los hdabitos de vida actuales (stress,
sedentarismo, téxicos...) parecen
determinantes en dicha calidad. Con
este trabajo pretendemos analizar si la
actividad laboral influye en los
parametros estudiados. Para ello
realizamos un estudio retrospectivo con
los datos que disponemos de pacientes
que han acudido a nuestra Unidad de

Reproduccién Asistida hasta diciembre
de 2008. Nuestro objetivo es valorarsila
calidad seminal de nuestros pacientes se
ve condicionada por la profesion que
desempenan.

MATERIALY METODOS:

Hemos clasificado las diferentes
profesiones en cuatro grupos de riesgo:

Posible elevacion de la T2 testicular:
aquellos profesionales que pasan mucho

tiempo sentados (p.e. trabajos de
oficina, conductores de vehiculos...) y
trabajos en los que la temperatura
ambiente sea mds elevada (p.e.
fundiciones, panaderias...)

Posible exposicién a agentes téxicos:
pesticidas, pinturas, barnices,
trabajadores industria quimica...

Posible stress excesivo: profesiones
relacionadas con la docencia y diferentes
cuerpos de seguridad.
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Grupo control: profesionales que no
tienen un riesgo identificado.

Estudiamos mediante analisis
estadisticos con el programa SPSS un
total de 1692 casos. Los casos de
distribuian de la siguiente manera:

A0

1000

B00

=]

N* Casos

400

200

Grupo 1 Gupo2 Gupo 3 Grupo 4

Analizamos las siguientes variables:
volumen de eyaculado.

concentracién de espermatozoides (spz).
ne total de espermatozoides en eyaculado.

porcentaje  de  espermatozoides
progresivos totales a+b.

porcentaje de espermatozoides vivos
(Hos Test).

Porcentaje de espermatozoides con
morfologia normal.

RESULTADOS:

Los resultados obtenidos se resumen en

VARIABLES UMANN- BIC DIFERENCIAS
WILI'TNEY BIGNIFICATIVAS
CONTROVELEVT ENAD 260TRL 50 a7 Bl
VOLUMEN EYACULADC 270287000 Alp N
CUONCENTRACION BPY 275407, 504 57 MLy
TOYTAL BPA 272496, (04 168 WO
VITALIDAD 242113000 SH08 N
MORFOLOGLA NORMAL 8P | 272246, 500 S15 NG
BB PROGRESIVOR 2TTRET, 500 34 it
CONTROL/TOXICO EDAD 51843000 122 N
VOTIMEN EYACHTADOD ARGIE DD 042 Bl
CONCENTRACION SIZ 34831000 ABS N
TOTAL BPA 55530500 L1 NO
VTTALIDAIY ATZI0,000 BRI NEY
MORFOLOGIA NORMAL STZ | 34628500 978 N
SFL PROGRESIVOE 53554000 2890 MLy
CONTROI/STRESS ENAD AOARSE 500 DOR Bl
VOLUMEN EYACULADC SRETE.500 3g 81
CONCENTRAUION BFY TIGET 000 34 sl
TOTAL 82 T6844.500 344 N
VITALILDALY TU453, 500 HE1 NO
MORFOLOGIA NORMAIL SPY. | 76357.000 2394 WEY
SI'Z I'ROGRESIVOS THART.O00 04 N

la siguiente tabla:

- La edad media del grupo de T2 elevada
y del grupo stress son significativamente
mayores que en el grupo control.

- El volumen medio de eyaculado del
grupo de toxicos es significativamente
mayor que en el control.

- Hay diferencias significativas entre el
grupo stressy el grupo control, siendo el

volumen medio significativamente
menor y la concentracion media de
espermatozoides  significativamente

mayor en el grupo stress.
CONCLUSIONES:

A pesar de observar diferencias
significativas entre el grupo stressy el
grupo control en el volumen medio de
eyaculado y en la concentracién media
de espermatozoides, pensamos que lo
uno compensa lo otro, ya que no se

observan diferencias significativas en la
concentracién total de espermatozoides
en el eyaculado.

Como no observamos diferencias
significativas en el ndmero total de
espermatozoides, ni en el porcentaje de
espermatozoides progresivos a+b entre
ninguno de los grupos estudiados,
concluimos que la profesién del paciente
no es clinicamente relevante.

No obstante, no podemos descartar que
otros agentes especificos no estudiados
aqui puedan tener un efecto directo en
dicha calidad.

Nuestra conclusion definitiva es que ni
la elevacion de la T testicular, ni
exposicion a agentes toxicos, ni el stress
excesivo van a causar a priori una peor
calidad seminal en los varones que
acuden a nuestra Unidad de
Reproduccién a consulta de esterilidad.

110: RESULTADOS TRAS ICSI EN MUJERES CON FUNCION REPRODUCTORA
NORMAL. :INFLUYE EL ORIGEN DE LOS ESPERMATOZOIDES?

M. de la Orden, I. Peinado, P. Torres, J. Morera, J.M. Rubio, A. Pellicer
Servicio de Ginecologia y Reproduccién Humana. Hospital Universitario La Fe. Valencia

INTRODUCCION:

Al igual que la viabilidad de los
espermatozoides utilizados para ICSI es
crucial, también el origen de los
espermatozoides puede ser un factor
limitante. En la bibliografia se reporta

que la motilidad de los espermatozoides

inyectados y su origen testicular o

eyaculado es un factor predictivo

importante en términos de fecundacion,

embarazo y tasa de gestacién, aunque
no se reportan diferencias significativas
en los valores resultantes. Asi mismo, el

uso de espermatozoides testiculares
para ICSI estd indicado exclusivamente
en pacientes azoospérmicos.

MATERIAL Y METODOS:

Estudio descriptivo retrospectivo de
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2754 ciclos realizados entre enero de
2005 y abril de 2009 en el Servicio de
Reproduccién Humana del HU La Fe de
Valencia. Se analiza la tasa de gestaciony
tasa de aborto dependiendo del origen de
los  espermatozoides  (eyaculado,
testiculo y epididimo) de mujeres
diagnosticadas con Funcién Reproductora
Normala las que se les practicd la técnica
de ICSI. Para el andlisis estadistico se
utilizé el SPSS 15.0 (Se ha realizado un
Chi cuadrado (p>0.05) resultando pvalor
iguala 0.098)

33.87+3.42y los hombres de 36.21+4.83
con un REM medio de 23.94+23.82. Se
evidencia la no existencia de diferencias
significativas respecto a la tasa de
gestaciony tasa de aborto dependiendo
del origen de los espermatozoides de
eyaculado frente a espermatozoides de
origen  testicular que incluye
espermatozoides de testiculo y epididimo
(31.7% vs. 41.8% p valor 0.059). La tasa
de gestacion en el grupo de pacientes
criptozoospérmicos comparada con la
tasa de gestacion con espermatozoides

ORIGEN SPZ N TG TA

Eyaculado 2676 (849/2676) 31.7% (134/849) 16%
Epididimo 26 (8/26) 30.8% (0/8) 0%
Testiculo 52 (25/52) 48.1% (4/25) 16%
Criptozoospérmicos 50 (12/50) 24% (2/12) 16.7%

RESULTADOS:

Elandlisis estadistico de la muestra revela
una media de edad de las mujeres de

de epididimo y de testiculo es 24% vs.
30.8% vs. 48.1%Yy se obtienen diferencias
significativas respecto al grupo de
testiculo (p valor 0.011).
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CONCLUSIONES:

La elevada tasa de gestacion en el grupo
de espermatozoides testiculares podria
explicarse segln la bibliografia ya que la
incidencia de fragmentacion de DNA es
menor con espermatozoides testiculares
comparado con eyaculado. Si bien es
cierto que no se observan diferencias en
la tasa de gestacion y aborto segtn el
origen del gameto masculino, cuando
acotamos los resultados en el eyaculado
al grupo de pacientes criptozoospérmicos
(concentracion <Imill spz/ml) y la
comparamos con la tasa de gestacion con
espermatozoides de epididimo y de
testiculo se obtienen diferencias
significativas respecto al grupo de
testiculo. A la vista de los resultados y
en pacientes seleccionadas el uso de spz
testiculares para IVF/ICSI podria
considerarse incluso cuando
espermatozides méviles se identifican
en el eyaculado.

111: EXPERIENCIA DE LA CLASIFICACION EMBRIONARIA ASEBIR EN
EL INSTITUTO BERNABEU DE CARTAGENA

C. Pérez, M. Pérez, F. Araico, R. Bernabeu, J. Ten

Instituto Bernabeu, Cartagena, Murcia

INTRODUCCION:

En el afio 2007 ASEBIR elaboré una
clasificacion embrionaria, basada en la
calidad y capacidad de implantacién de
los preembriones, en la que se
establecen 4 categorias (A: 6ptima
calidad; maxima capacidad de
implantacién; B: buena calidad; elevada
capacidad de implantaciéon; C: regular
calidad; posibilidad de implantacion
media; D: mala calidad; posibilidad de
implantacion baja). Tras su publicacién
han sido varios los grupos que han
evaluado la eficacia de esta clasificacion
tras su aplicacion en el laboratorio
(Torell6 etal., 2006; Ten J. et al., 2007).
El objetivo de este trabajo es verificar la
validez de esta clasificacion embrionaria
desde nuestra propia experiencia.

MATERIAL Y METODOS:

Se trata de un estudio retrospectivo en
el que se comparan las tasas de
embarazo clinico e implantacién de las
categorias de clasificacién embrionaria
ASEBIR. Se llevaron a cabo un total de
184 transferencias puras, sin mezcla de
embriones de distintas categorias,
procedentes de ciclos  FIV/ICSI
realizados en nuestro centro desde
Enero de 2008 a Marzo de 2009. Se
excluyen los ciclos de donacién de
ovocitos. EL andlisis estadistico fue
llevado a cabo con el paquete SPSS.

RESULTADOS:

La edad materna y paterna y el ndmero
medio de embriones transferidos en
cada categoria fueron homogéneos. Las
tasas de embarazo clinico fueron las
siguientes: A: 45.6%, B: 39.2%, C:
20.8%y D: 17.1%, habiendo diferencias

estadisticamente significativas entre la
categoria AconlaCyconlaDyla
categoria B con la D. Por su parte, las
tasas deimplantacion fueron: A: 34.1%,
B: 33.3%, C: 16.3% y D: 11.1%,
encontrandose diferencias significativas
entre la categoriaAconlaCyconlaDy
la categoria B con la Cy con la D. Cuando
consideramos una tasa de implantacién
del 100% mas el 0% dentro de cada
categoria, observamos que las tasas de
implantacién fueron: A: 28,0%, B:
26,7%, C: 8,3% y D: 4,4%, habiendo
también diferencias significativas entre
AconCyDyBconCyD. Solamente el
5,8% de los embriones tipos Ay B
consiguieron implantar.

CONCLUSIONES:

Nuestros datos indican que los
embriones catalogados como A y B
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presentan posibilidades similares de
implantar. Lo mismo ocurre con los
embriones Cy D, los cuales no difieren
en su capacidad implantatoria.

La clasificacion embrionaria de ASEBIR
nos permite, por tanto, discernir los
embriones 6ptimos de los de mala
calidad, pero no “afina” en discriminar
los 6ptimos de los buenos y los regulares

de los malos. Un nuevo andlisis con
mayor ndmero de casos nos permitird
volver a evaluar los criterios ASEBIR y
validarlos.

112: INFLUENCIA DE LOS DIAS DE ESTIMULACION EN LOS

RESULTADOS DE ICSI

A. Fernandez, R. P. Cotarelo, A. Clavero, R. Ruiz de Assin, S. Zamora, J. Fontes, M. Roldan, R. Lépez-Jurado.
U. Reproduccion Hospital Virgen de las Nieves, Granada

INTRODUCCION:

Elresultado de los ciclos FIV/ICSI depende
de variables relacionadas con la pareja
(edad de la mujer, causa de esterilidad,
etc.) y de otras variables que dependen
los tratamientos de estimulacién de la
ovulacién (tipo, dosis, etc.), existiendo
controversia sobre si la duracién de dichos
tratamientos se relaciona con los
resultados de FIV/ICSI.

En este estudio nos proponemos conocer
los resultados de ciclos de fecundacion
in vitro (FIV-ICSI) en funcién a los dias
de estimulacién.

MATERIAL Y METODOS:

Se han analizado los resultados de 910
ciclos de induccién de la ovulacion por
causa masculina, tubarica o esterilidad de
origen desconocido en mujeres de 35 afos
0 menos en nuestro Hospital entre los afios
2006y 2008, distinguiendo 3grupos:

-< 10 dias de estimulacién (8+1,2):
372 ciclos

-entre 10 y 14 dias de estimulacion
(11,24+1,2): 508 ciclos

->14 dias de estimulacién (16,9+2,7): 30
ciclos

Los resultados se analizan por separado
en funcién a si se trata de ciclos con
andlogos o con antagonistas.

RESULTADOS:

De los 755 ciclos con andlogos, en 298 la
estimulacién duré menos de 10 dias, en
434 duré entre 10y 14, y en 23 duré mas
de 14 dias. Las tasas de gestacion fueron
para cada grupo respectivamente:

-gestacion por ciclo: 24,2% vs. 23,3%
vs. 17,4%

-gestacion por puncion: 33,6% vs.
25,8% vs. 20%

-gestacion por transferencia: 38,3% vs.
30,3% vs. 20%

De los 155 ciclos con antagonistas, en 74
la estimulacion duré menos de 10 dias,

en 74 duré entre 10y 14 dias, y en 7 duré
mas de 14 dias. En los 7 ciclos con mas
de 14 dias no se consiguié ningdn
embarazo. Para los otros dos

-grupos, las tasas de gestacion fueron
respectivamente:

-gestacion por ciclo: 31,3% vs. 25,7%

-gestacién por puncion: 35,9% vs.
26,7%

-gestacion por transferencia: 41,8% vs.
28,8%

No hubo diferencias estadisticamente
significativas entre los 3 grupos de
estimulacion.

CONCLUSIONES:

A partir de 15 dfas de estimulacién, los
resultados empeoran considerablemente,
aunque serfa necesario un mayor niimero
de muestra para obtener diferencias
estadisticamente significativas. No se
encuentran diferencias entre los grupos
de <10 dias y de 10-14 dfas.

113: CALIDAD EMBRIONARIA: UNA PROPUESTA METODOLOGICA
PARA SU MEDICION Y EVALUACION

I. Molina, A. Debon

Unidad de Reproduccién Humana. Hospital Universitario La Fe, Valencia

INTRODUCCION:

En las unidades de Reproduccion
Humana es imprescindible mejorar los

conocimientos sobre el potencial de
implantacién de los embriones para
poder elegir los realmente mejores antes
de su transferencia. A través de la

valoracion de sus caracteristicas
morfoldgicas podemos establecer un
ranking que permita su seleccion de
forma que se reduzcan las tasas de
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embarazos mdltiples sin disminuir las
tasas de gestacion.

MATERTAL Y METODOS:

En el presente trabajo se realiza un
estudio retrospectivo de 5242 ciclos de
FIV-ICSI con transferencia de 1, 2 0 3
embriones en dia 2 realizados en la
Unidad de Reproduccién Humana de
nuestro centro desde enero de 2003
hasta enero de 2007. Los embriones se
clasificaron en funcién del nimero de
células con valores 2, 3, 4,5y 6y el
grado de fragmentacién y simetria de
las blastomeras con valores 1, 2, 3y 4.
El destino exacto o potencial de
implantacion de cada embrién solo se
puede conocer en las gestaciones
simples de un solo embrién transferido,
en las gemelares de dos embriones
transferidos o en las triples de tres
embriones transferidos. Por esta razon
de los 5242 ciclos considerados se
seleccionaron las mujeres que no
consiguieron gestacion con
independencia del ndmero de
embriones transferidos (1, 2 o 3
embriones; n= 3577) y las que
consiguieron gestacién con el mismo

nimero de sacos que de embriones
transferidos (n=326).

RESULTADOS:

De los resultados del modelo se deduce
que el paso de 2 a 3 células no produce
incremento significativo en el logit de la
probabilidad y por tanto pueden unirse en
una misma categoria, lo mismo puede
decirse del grado 2 respecto del 1. De la
ecuacion de nuestro modelo puede
obtenerse una puntuacion asociada a
cada combinacion de variables
embrionarias que nos permite ordenarlos
en base a su calidad medida en términos
de implantacién, el céalculo del
embrionary  quality index (EQI)
correspondiente a cada mujer se realiza
por suma de dichas puntuaciones. La
validacién de nuestro modelo en el total
de los datos se ha realizado mediante la
curva de ROC que proporciona una
representacion global de la exactitud del
método. El efecto del embrionary quality
index (EQI) y la edad de la mujer sobre la
implantaciéon se evalué utilizando
generalised linear models (GLM) with
continuous predictors. La metodologia
aqui empleada nos ha permitido no tener
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que realizar trasformaciones en las
variables e identificar diferencias entre
valores de la variable, lo que simplifica el
modelo a la vez que supone una ventaja
frente a las propuestas de otros autores.

CONCLUSIONES:

Sugerimos una puntuaciéon de los
embriones incorporando sélo dos
variables que permite optimizar la
seleccién de los embriones, sobretodo
en casos dudosos donde no poseemos
embriones de 4 células gradol. Tanto
nuestra  metodologia como los
resultados mejoran los ya obtenidos por
otros autores. En conclusion, nuestro
modelo proporciona una herramienta
que permite tomar decisiones rapidas en
el momento de elegir los mejores
embriones  para  su  posterior
transferencia. Ademds hemos propuesto
la curva ROC como herramienta gréficay
elvalor AUC como medida numérica para
la validacion y comparacién de distintos
modelos. Este modelo puede también
ser utilizado en aquellas bases de datos
en las que, al igual que la nuestra, las
variables igualdad y simetria estdn
agrupadas en la variable grado.

114: TRANSFERIR EN D+4/D+5 VS D+3 MEJORA LA TASA DE
EMBARAZO CLINICO TRAS _ICSI EN MUJERES CON E2 PREHCG
ELEVADO DE DUDOSO PRONOSTICO IMPLANTATORIO

T. Rubio?, L. Gil!, M. Poveda?, J. Manuel Moreno?, J. J. Lépez-Gélvez', M. Lloret?, J. Rueda?, C. Carrascosa ?, E. Lopez?,
!Unidad de Reproduccién y *Genética Hospital Clinica Vistahermosa, Alicante y 2Unidad de Reproduccién Hospital Clinica Virgen de La Vega, Murcia.

INTRODUCCION:

Objetivos: Determinar si en mujeres con
E2 preHCG moderadamente elevado
(3000-5000 pg/ml), la probabilidad de
conseguir embarazo clinico tras FIV varia
en funciéon del estadio embrionario
(D+4/D+5 vs D+3) y otras variables
definidas en material y métodos.

MATERIAL Y METODOS:
Estudio observacional retrospectivo

realizado en las Unidades de
Reproduccién de Clinica Vistahermosa

de Alicantey Clinica Virgen de la Vega de
Murcia. Se revisan nuestros dltimos
ciclos de FIV/ICSI, excluyendo ciclos de
donacion de ovocitos, donacién de
embriones y criotransferencias. De los
ciclosiniciales se encontraron 50 con E2
preHCG > 3000 pg/ml. De este grupo se
seleccionaron 30 ciclos con E2 entre
3000 y 5000 pg/ml (no superando la
mayoria de ellos los 4000 pg/ml), que
constituyen nuestro grupo de estudio,
Grupo A. Y se seleccion6 otro grupo como
control, Grupo B, constituido por 30
ciclos con valores de E2 <3000 pg/ml,
aleatorizados. Se analiza : edad, dias de

cultivo (D+4/D+5 vs D+3) , dias de
administracién de progesterona, n° de
ovocitos MII, n° de embriones obtenidos,
calidad de los embriones transferidos
segln criterios ASEBIR, n° de embriones
transferidos, % de implantacion, %
embarazo clinico/transfer, % SHO.
Significacion estadistica: Chi Cuadradoy
T de Student.

RESULTADOS:
Los grupos Ay B son similares respecto

a edad, dias de administracién de
progesterona, calidad y ndmero de los
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embriones transferidos. El ndmero de
ovocitos MII recuperados y embriones
obtenidos fue superior en el grupo de
estradiol elevado comparado con el
control, pero no significativo. Al calcular
la tasa de embarazo clinico/transfer
entre ambos grupos, no observamos
diferencias significativas (grupo A
33.3% vs grupo B 23.3%, p>0.05)).
Tampoco se han observado diferencias
en la tasa de implantacion entre los dos
grupos. Sin embargo, al relacionar la
tasa de embarazo en funcién de la
variable dias de cultivo dentro de
nuestro grupo de estudio, grupo A,
observamos que al transferir en

D+4/D+5, el grado de embarazo/transfer
(41,1%) es superior comparado con el
transfer en D+3 (23%), aunque las
diferencias no son significativas
(p>0,05). En el grupo control esta tasa
de embarazo/transfer-dias de cultivo es
similar (D+4/+5, 25% vs D+3, 22,2%,
p>0,05). No hemos observado SHO
severo en ninguna paciente de nuestros
grupos.

CONCLUSIONES:
La realizacion de transferencia

embrionaria D+4/D+5 en pacientes con
cifras de E2 preHCG comprendidas entre

3000 y 5000 pg/mg , comparado con
transferir en D+3, mejora notablemente
la tasa de embarazo clinico/transfer
(41%), aunque no alcanza
criterio de significacion estadistica,
probablemente debido a los pocos ciclos
analizados hasta la fecha actual . Estos
resultados, sugieren la importancia de
diferir la transferencia en uno o dos dias
mds de lo habitual en pacientes con
estradiol elevado (3000-5000 pg/ml) y
de dudoso pronéstico endometrial,
sobretodo al comprobar que la calidad
de los embriones transferidos en ambos
grupos fue similar.

115: ;INFLUYEN NUESTROS PROTOCOLOS DE ESTIMULACION EN

LAS TASAS DE EXITO?

C. Olmedo, J. Diaz Garcia-Donato, M. J. Catala, E. Pau, B. Ramos, M. Benavent, V. Martin.
Unidad de Reproduccién Asistida Hospital Quirén Valencia

OBJETIVOS:

Pretendemos mediante una cohorte
retrospectiva, analizar los distintos
protocolos de estimulacién ovdrica que
condujeron a embarazo. Comprobaremos
si ciertos protocolos de estimulacién
producen mayor tasa de embarazo.

MATERIAL Y METODOS:

Para realizar este estudio disponemos de
los datos de la Unidad de Reproduccion
Asistida del Hospital Quirén de Valencia
referentes a todas las pacientes que se
sometieron a técnicas de fecundaciénin
vitro mediante ICSI (Intra-Citoplasmatic
Sperm Inyection), entre Enero de 2006y
Diciembre de 2008, obteniéndose un
embarazo clinico tras el tratamiento. En
este estudio incluimos 314 pacientes de
edades comprendidas entre 27 y 49
afios, con infertilidad de origen
tubarico, Sindrome de ovario
poliquistico, endometriosis, fallo
ovarico o esterilidad de origen
desconocido como principales causas de
infertilidad. Han sido excluidas del
estudio las pacientes con antecedentes
de sindrome de hiperestimulacion
ovarica, las sometidas a tratamientos

oncolégicos, las pacientes con patologia
materna grave y aquellos pacientes
cuyos sémenes no fueron obtenidos de
eyaculado en fresco.

La cohorte fue dividida principalmente
en dos grupos Ay B en funcién de si la
supresion hipofisaria habia sido llevada
a cabo por un antagonista de la GnRH o
por un agonista. A su vez, tanto A como
B fueron subdivididas en grupos del 1 al
5 dependiendo de si las pacientes
recibieron: 1) FSH recombinante, 2) FSH
urinaria ultra purificada, 3) (FSH+LH)
recombinante 4) (FSH+LH) urinaria ultra
purificaday 5) FSH+LH mixto.

ANALISIS ESTADISTICO

Para analizar los datos se recurrié a un
estudio de cohorte retrospectiva. En él
seidentificé una cohorte expuesta en el
pasado a un factor de riesgo (tipo de
protocolo de estimulacién ovdrica
controlada), y otra cohorte no expuesta.
Para comparar los resultados se uso el
Riesgo Relativo (RR). Es una medida de
asociacion en el estudio de cohortes que
mide laincidencia en expuestos frente a
laincidencia en no expuestos. Cuando el
valor es igual a la wunidad lo

consideraremos indiferente. Si es
superior a la unidad diremos que la
exposicion constituye un factor de
asociacion positiva, y si es inferior a la
unidad diremos que la exposicion es un
factor de asociacién negativa.

Ademas calcularemos la Fraccion
Atribuible en Expuestos (FAE), que es el
porcentaje de embarazo debido a la
exposicion y que por tanto seria el
porcentaje de nuevos casos de embarazo,
entre los expuestos, que perderiamos si
no usdsemos ese protocolo de
estimulacion. Dicho factor se calcula
restando la incidencia en expuestos
menos la incidencia en no expuestos.

RESULTADOS:

Para los grupos que recibieron LH, tanto
recombinante como urinaria, no se
observé asociacion positiva. Tampoco en
los grupos mixtos. Sin embargo, si se
obtuvo una asociacién positiva en el
grupo de antagonistas de la GnRH que
recibié FSH recombinante (RR=1,33) y
en los grupos de agonistas que
recibieron FSH recombinante (RR=2,53)
y FSH urinaria ultra purificada
(RR=1.91) y la fraccién atribuible en
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expuestos para estos grupos fue de un
8%, 38% y 24% respectivamente.

CONCLUSIONES:

A la vista de los resultados, podemos
concluir que aquellos protocolos de
estimulacion que incluyen  FSH
recombinante para el grupo de agonistas
y antagonistas, o FSH urinaria para el
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grupo de agonistas producen una mayor
tasa de embarazo. Ademas, el no usar
tales tipos de protocolos implicaria una
reducciéon considerable en el porcentaje
de nuevos casos de embarazo.

116: TRANSFERENCIA SELECTIVA DE DOS EMBRIONES: NUESTRA

EXPERIENCIA

R. Mendoza, V. Aparicio; B. Corcéstegui, L. Crisol, A. Expésito, R. Matorras, T. Mnez-Astorquiza

Unidad de Reproduccién Humana. Hospital de Cruces-Baracaldo. Vizcaya

INTRODUCCION:

Objetivos: Disminuir  la tasa de
gestaciones mdltiples en los ciclos de
FIV-ICSI. Para ello analizamos en este
estudio el impacto que tiene la
Transferencia Embrionaria Selectiva de
dos embriones (TSE) en las tasas de
gestacién y embarazo mdltiple en los
ciclos de FIV/ICSI.

MATERIAL Y METODOS:

Se estudiaron retrospectivamente 1998
transferencias embrionarias realizadas
en nuestra Unidad de Reproduccion
desde enero de 2004 hasta abril de
2009. Se analizaron nidmero de
transferencias  totales, n° de
transferencias selectivas, tasas de
gestacion por transferencia y tasas de
gestacién miltiple. Las transferencias
selectivas se llevaron a cabo los afios
2007 y 2008 en pacientes en primer
ciclo, menores de 36 afios y que tenian
mas de 2 embriones de Tipo A. A partir
de enero de 2009 se modifican los
criterios de transferencia selectiva de
manera que a las pacientes < 33 afios, en
10 ciclo se transfieren 2 Embriones
siempre, salvo que sean de Tipo Dy a las

pacientes de 33 a 37 afios en 1° ciclo, 2
Embriones Tipo A o B.

RESULTADOS:

ampliada enero-abril 2009), disminuyen
significativamente, p<0.05, tanto la
tasa de embarazo por transferencia
como la tasa de gestaciones mdltiple.

Se expresan en la siguiente tabla. CONCLUSIONES:
NO TSE TSE inicial TSE ampliada
(Z004-2006) (Z00T-2008) linero-Abnl 2009
Tasa 3689 2 (403/1098) 4229 (32175 3333%°
cmbargaofiranslorenea (47/141)
T'asa embarwo milliple 24.50%P 20.79%F 12.R2%be
(UR/4D0) (86/321) (539
Gemelar 20.73% 22 61% 12.82%
(RILADD) (T231R) (5/39)
Triple 3.75% 3.7T% 0
(15/400) (12/318)
Cuadruple 0 .31 0
(1/318)
% ITRE %% 9.22% 22.69%
(07 1098) (T0/759) (321141)
Tasa embararo TSE - (2.83% 59.38%

a: p<0.05: NO TSE vs TSE inicial
b: p<0.05: NO TSE vs TSE ampliada
¢: p<0.05: TSE inicial vs TSE ampliada

Durante el primer periodo de
transferencia selectiva de embriones
(TSEinicial 2007-2008) no encontramos
diferencias entre las tasas de embarazo
por transferencia ni en las tasas de
gestacién mdltiple con respecto a los
datos de los afios 2004 a 2006. Sin
embargo, cudando cambiamos los
criterios de transferencia selectiva (TSE

La aplicacién de los criterios ampliados
de TSE se asoci6 a una significativa
disminucién de los embarazos mdltiples,
pero también a un descenso en las tasas
de embarazo. No obstante, habida
cuenta de las implicaciones del
embarazo miltiple, la TSE se debe
aplicar con los mencionados criterios.

117: CRIOPRESERVACION TERAPEUTICA DE SEMEN EN VARONES

ONCOLOGICOS

I. Molina, C. C. Duque, J. V. Martinez, J. Morera, J. M. Rubio.

Unidad de Reproduccién Humana (Servicio de Ginecologia). Hospital Universitario la Fe, Valencia

INTRODUCCION:

La criopreservacion terapéutica de semen
(CTS) para su posterior utilizacién en

Técnicas de Reproduccién Asistida (TRA) es
una alternativa eficaz para aquellos varones
que van a ser sometidos a tratamientos
genotoxicos y/o esterilizantes.

MATERTALY METODOS:

Se estudiaron 70 CTS que acudieron a
control a los 6, 12 y 18 meses tras
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finalizar el tratamiento. Solo se
incluyeron las muestras que presentaron
espermatozoides méviles en el eyaculado
y se criopreservaron con independencia
del tratamiento oncolégico recibido.

Se evalué la concentracién y movilidad
de la muestra en el momento de la CTS.
Los varones acudieron al primer control
a los 6 meses tras finalizar el
tratamiento valorandose de nuevo la
concentraciéon y la movilidad de la
muestra. Los varones que fueron
azoospérmicos en el primer control,
fueron citados 6 y 12 meses después.

RESULTADOS:

En el momento de la CTS 58 varones
(83%) presentaron una
oligoastenozoospermia (Concentracion <
20 millones /mly movilidad a+b <50%) y

solo 12 varones (17%) fueron
normozoospérmicos. A los 6 meses de
finalizar el tratamiento el 36 % de los
varones fueron oligoastenozoospérmicos,
el 43 % normozoospérmicos y solo un 21
% de los varones presentaron una
azoospermia post tratamiento.

De los 15 varones azoospérmicos 3
(20%) recuperaron la fertilidad a los 12
meses post tratamiento y los 12
restantes seguian siendo azoospérmicos
a los 18 meses. De los 12 varones
azoospérmicos, 4 utilizaron la muestra
criopreservada para TRA realizandose 8
ciclos de ICSI. La edad media de las

obteniéndose una tasa de gestacién del
25% y una tasa de implantacion del
11.76%.

CONCLUSIONES:

El estado clinico y emocional del varén
influye  notablemente sobre la
concentraciéon y sobre la movilidad. Sin
embargo se observa una mejora
importante de estos pardmetros
seminales a los 6 meses tras finalizar el
tratamiento. La tasa de recuperacién de
la fertilidad es muy elevada hasta los 6-
12 meses y no se ve incrementada en los
controles de los 18 meses.

mujeres  fue de 31.25 afios,
CTSN=70 Control 6 meses | Control 12 meses | Control 18 meses
Normozoospenma 12 (17%) 30 (43%)
i(;hgoastenomosperm 58 (83%) 25 (36%)
Azoospermia 15 (21%:) 12 (17%) 12 (17%:)

118: EFECTO DEL CAMBIO DE MEDIO EMBRIONARIO EN DIA 2 EN UN
PROGRAMA DE CULTIVO PROLONGADO.

J. Guerrero, J. Ten, A. Rodriguez-Arnedo, M. A. Carracedo, J. Llacer, R. Bernabeu

Instituto Bernabeu Alicante

INTRODUCCION:

Existen numerosos estudios que asocian
la transferencia en estadio de
blastocisto con un incremento en las
tasas de implantacion debido,
probablemente, a una seleccion
embrionaria mas objetiva una vez se ha
producido la activaciéon del genoma
embrionario. Esto permitiria transferir
menos embriones, reduciendo el riesgo
de embarazo mdltiple sin comprometer
el éxito del tratamiento. Uno de los
inconvenientes del cultivo largo es la
sobrecarga de trabajo que supone para
el laboratorio ya que, ademas de ser
necesarias un mayor ndmero de
observaciones, hay que pasar los
embriones de un medio de cultivo inicial
a un medio especifico que cubra las
necesidades metabélicas y nutricionales
hasta el estadio de blastocisto. De forma
rutinaria este proceso se realiza en el

tercer dia de cultivo. En ocasiones, en
nuestro laboratorio se lleva a cabo en
dia 2 con el fin de evitar un exceso de
trabajo en momentos puntuales. El
objetivo de este estudio es evaluar si
esta estrategia tiene alglin efecto
negativo sobre el potencial de
implantacién embrionarioy las tasas de
gestacion.

MATERIALY METODOS:

Se trata de un estudio retrospectivo en
el que se analizan 91 transferencias en
dia 5 de embriones que previamente se
pasaron a CCM® (Vitrolife, Goteborg,
Suecia) en dia 3 (grupo I, n = 48) o
alternativamente en dfa 2 (grupo II =43)
dentro de nuestro programa de FIV/ICSI.
Para el andlisis estadistico empleamos el
paquete SPSS.

RESULTADOS:

La edad materna (34,40 £ 3,67 vs. 34,02
+4,13), nimero de ovocitos recuperados
(16,58 + 6,44 vs. 17,42 + 7,34), nimero
de embriones que se llevan a cultivo
largo (9,75 + 4,60 vs. 9,02 + 3,63) y el
ndmero de blastocistos formados en dfa
5 (4,74 + 3,21 vs. 4,68 + 2,52) fueron
similares en el grupo I comparados con
el grupo II. El nimero de embriones
transferidos fue mayor en el grupo II
(2,05 +0,49) que en el grupo I (1,83 +
0,56), aunque no alcanzé significacion
estadistica. No se  observaron
diferencias en los pardmetros clinicos
mds relevantes, como la tasa de -HCG
positiva (64,6% vs. 65,1%), tasa de
embarazo clinico (52,1% vs. 55,8%) y
tasa deimplantacion (40,6% vs. 39,9%).
Las tasas de aborto en el primer
trimestre entre ambos grupos fueron
comparables.

CONCLUSIONES:
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El cambio de medio de cultivo desde el
dia 2 no supone un estrés metabélico
para elembriény, portanto, no afectaa
las tasas de éxito. Los criterios

morfolégicos en dia 2 son tan validos
como predictores de la formacién de
blastocistos como los de dia 3. Esto
también proporciona una mayor
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flexibilidad a la hora de organizar las
tareas del laboratorio.

119: CARACTERISTICAS DEL SEMEN DE DONANTE QUE AFECTAN A
LOS RESULTADOS DE LA INSEMINACION ARTIFICIAL

A. Zurilla, A. Mencias, C. Rico, Y. Marquez, P. Rodriguez, N. Garrido

VI, Valencia

INTRODUCCION:

La inseminacion artificial con semen de
donante anénimo es una técnica de
reproduccion asistida empleadas desde
hace décadas para solventar los
problemas de infertilidad
principalmente a causa de la presencia
de un factor de infertilidad masculino
severo, 0 en mujeres sin pareja
masculina.

Las posibilidades de éxito encontradas
en la literatura son muy distintas, pero
suelen variar entre un 10% Yy un 25% por
intento, y aproximadamente el 70% de
tasa de gestacion acumulada en 4
intentos.

El hecho de que un porcentaje
importante de los tratamientos no
tengan éxito, asi como la alta tasa de
rechazo de potenciales donantes de
semen, que obliga a optimizar las
muestras de semen disponibles, hacen
que sea de gran interés determinar que
valores del semen influyen en los
resultados de los tratamientos.

Nuestro objetivo con el presente estudio
es determinar que pardmetros del semen
de donante repercuten en las
posibilidades de lograr una gestacion en
inseminacion artificial con semen de
donante.

MATERIAL Y METODOS:

Estudio de «casos 'y controles
retrospectivo, donde se identificaron en
nuestra base de datos informatizada
inseminaciones artificiales con semen

de donante, donde se obtuvieron los
datos de los parametros bdsicos del
semen, para ser posteriormente
comparados entre los tratamientos que
lograron una gestacion y los que no.

Se utilizaron tests estadisticos de T de
Student para la comparacién de las
medias de la combinacién de
concentracion, movilidad, volumen en el
total de espermatozoides mdviles
progresivos, y del porcentaje de formas
con movilidad A+B en fresco y tras

de un total de 1587 inseminaciones, se
obtuvo gestacion en 428 de ellas
(26,96%).

CONCLUSIONES:

Si se cumplen unos criterios minimos para
garantizar las maximas tasas de gestacion
en inseminacion artificial con semen de
donante, no hay ningln parametro del
semen que influya en la consecucién de
una gestacion desde el punto de
vista clinico, aunque el elevado ndmero

capacitar, en ambos dias de la de casos confirme wuna diferencia
inseminacion. estadisticamente significativa.
RESULTADOS:
GLESTACIO . Deswviacion
N Media lip. P
‘Total mov. NO 23,37 14,14 038
Progres fresco ST 2521 14,07
dia 1
Total mov. NO 23,91 14,57 ,807
Progres [resco .
a2 SI 24,11 14,55
‘Total mov. NO 3.91 2.19 004
Progres
capacitado dia 1 ST 4.27 242
‘Total mov. NO 4.07 232 76
Progres .
capacitado dia 1 Sl 411 2.25
% moviles A+B NO 26,28 10,28 ,003
[resco dia 1 SI 28,01 10,13
% moviles A+B NO 39,28 14,94 ,018
[resco dia 2 SI 41,27 14,75
% moviles A+B NO 2593 10,48 001
capacitado dia 1 SI 27.87 1031
% moviles A+B NO 3731 16,01 000
capacitado dia 2 ST 4043 15,59
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120: PROTEOMICA: UNA PODEROSA HERRAMIENTA

A. Expésito?, R. Matorras?, L. Crisol!, R. Mendoza?, D. Nagore?, A. Ametzazurra?
*Unidad de Reproduccion Humana, Hospital de Cruces, Barakaldo (Bizkaia) Espaiia. 2Proteomika S.L., Parque Tecnoldgico de Bizkaia, Derio Espaiia.

INTRODUCCION:

Entre los objetivos principales de la
Medicina Reproductiva se encuentra la
utilizacion a medio plazo de sistemas mds
completos de valoracién de la calidad
embrionaria basados en parametros no
morfoldgicos. Tecnologias como la
proteémica aportan unaimagen dinamica
de todas la proteinas expresadas por los
embrionesin Vitro.

OBJETIVO:

Cuantificacién simultdnea de citoquinas en
los sobrenadantes de cultivos embrionarios
mediante el kit High Sensitivity Human
Milliplex TM MAP (Millipore).

MATERIAL Y METODOS:

Se han analizado 20 muestras (25 pl
cada una) de sobrenadante de cultivo de
embriones tras 24 horas de incubacién
en el mismo.

Se estudian simultdaneamente en el
medio de cultivo la siguiente bateria de
citoquinas humanas: IL-1b, IL-2, IL-4, IL-
5, 11-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12 (p70), IL-
13, IFNg, GM-CSF y TNFa.

EL kit incluye un estdndar de cada
citoquina (citoquina stock a una
concentracion conocida, a partir de la
cual se realiza una curva estandar), y
como control de calidad, una mezcla de
todas las citoquinas a la concentracion
minima detectable (QC-1) y maxima
detectable (QC-2). Como control
negativo se ha utilizado el buffer en el
que se han diluido las muestras, los
controles de calidad y los estandares.

La concentracién de cada citoquina
presente en la muestra se obtiene
extrapolando la fluorescencia emitida en
la curva estdndar de cada citoquina.

RESULTADOS:

En general, la fluorescencia obtenida
por las distintas citoquinas analizadas
ha sido muy baja y en la mayoria de los
casos por debajo del limite de deteccién
del ensayo. Tan s6lo hemos obtenido
valores  cuantificables para las
citoquinas IL-4, IL-5, IL-8 y IL-10.

CONCLUSIONES:

El andlisis de citoquinas en el
sobrenadante de cultivo de embriones
como método cuantitativo no invasivo
para la seleccion de embriones es
inviable  bajo las  condiciones
experimentales utilizadas en este
ensayo. Debemos sequirinvestigando en
esta linea para desarrollar métodos
embrionarios noinvasivos ni subjetivos
para la evaluacion de la calidad
embrionaria, que permitan la seleccién
del embrién dptimo para su
transferencia al dtero.

121: TRANSFERENCIAS DE EMBRIONES CRIOPRESERVADOS: ;_CUAL
ES EL NUMERO OPTIMO A TRANSFERIR?

C. Luna, B. Péramo, E. Olaya, C. Mufoz, A. Garcia, C. Cordero, S. Cortés, M. Gago, R. Nifez, P. Caballero Peregrin.

Clinica Tambre - Madrid

INTRODUCCION:

La transferencia de un dnico embriéon
con el fin de minimizar la posibilidad del
embarazo mdltiple se esta volviendo
algo comdn, pero es menos habitual con
embriones descongelados. Se ha visto
que la tasa de embarazo con embriones
descongelados es mas baja que
usando embriones en fresco, sin
embargo la transferencia de embriones
descongelados aumentan la tasa de
embarazo acumulativa, reduce los costes
y es un proceso mucho mds sencillo que
se realiza en un periodo de tiempo mas
corto comparado con los ciclos en
fresco. Por supuesto, se debe
disponer de un buen programa de
criopreservacion de embriones.

Este estudio pretende valorar el ndmero
6ptimo de embriones a transferir en
ciclos de descongelacion, con el fin de
minimizar las posibilidades de embarazo
multiple.

MATERTALY METODOS:

Se estudiaron retrospectivamente los
ciclos de descongelacién de embriones
realizados en la Clinica Tambre durantes
los afos 2007 y 2008. El criterio para la
congelacion fué: al menos 2 blastémeras
en dia+2, al menos 4 blastémeras en dia
+3, seleccionando solo aquellos de
buena calidad. No se incluyeron
blastocistos. Los embriones fueron
congelados con medios Vitrolife
(Sweden), y congelador NiCool (Air

Liquide), siguiendo los protocolos del
fabricante. La descongelacién se realizé
con los mismos medios, el mismo dia de
la transferencia.

El protocolo de ciclo de descongelacion
fué:  comenzé con  estrégenos
(Progynova, Schering 6mg/dia) el dia 2
del ciclo. Se valoré el grosor endometrial
el dia 8 y se comenzéd con la
Progesterona (900 mg/dia) 2 6 3 dias
antes de la transferencia, dependiendo
del dia en que los embriones fueron
criopreservados. Se realizé -hCG sérica
a los 14 dias post-transfer. Si el test de
embarazo fué positivo, se continué con
los estrégenos y progesterona hasta la
semana 14 de embarazo.
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RESULTADOS:

Se realizaron 690 descongelaciones, de
los que se realiz6 transferencia en 636
(92% de los ciclos).

Se separaron en 3 grupos: Gr. 1
(transferencia de 1 embrién); Gr. 2
(transferencia de 2 embriones); Gr. 3
(transferencia de 3 embriones).

Se realiz6 un test 2 para comparar los
grupos, el valor de p<0,05 se consideré
estadisticamente significativo.

Los resultados obtenidos se muestran en
la Tabla 1:

Mumero de

embriones

[rans(cridos Gr |

PhCG - PhCG

N 92 17
Emb B(Q 4
I saco 13
2 sacos 0
3 sacos 0
CEmb cclopico 0
Aborlos 3

PhCG -

De los 636 ciclos realizados se
obtuvieron 195 embarazos (30,7%). Las
tasas de embarazo segtn los embriones
transferidos se muestran en la Tabla 2.
Cuando se transfirieron 3 E la tasa de
embarazo fue mds alta (p<0,05) y
ademds no se obtuvo ningdn embarazo
triple. Ademas, la tasa de gemelares fue
similar, sin diferencias significativas.

Tasa

Noamern de T2 Tasa de emiraray
transleridos I einbarazo miltiple
1 104 156 ]
2 411 331 132
3 116 36,2 122

Tabla 2. Tasa de embarazo dependiendo del
nimero de embriones transferidos, y tasa de
embarazo miltiple.

Gr 2 Gr 3
BhCG | BhCG - PhCG
275 136 T4 42
31 B
87 27
18 5
0 0
0 2
20 T

Tabla 1. Nimero de embriones transferidos, y niimero de sacos gestacionales.
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CONCLUSIONES:

Consideramos que en ciclos de cong-
descongelacion de embriones es una
buena eleccion, siempre que sea posible,
la transferencia de 3 E, ya que aumenta
la posibilidad de embarazo, mientras
que la de embarazo miltiple es similar
que si transferimos 2 E, a la vez que un
embarazo triple no ha sido observado
hasta el momento.

122: :DEPENDE LA DECISION DE CRIOPRESERVAR UN EMBRION DEL

OBSERVADOR?

R. Ruiz de Assin, J. A. Castilla, B. Romero, S. Zamora, A. Fernandez, M. Roldan, R. P. Cotarelo, R. Lopez-Jurado.
U. Reproduccion Hospital Virgen de las Nieves, Granada

INTRODUCCION:

Hasta ahora diversas Sociedades
Cientificas, como ASEBIR, han tratado
de estandarizar criterios a la hora de
realizar la evaluacion embrionaria, como
se hace patente en la publicacion de las
dos ediciones del Cuaderno de
Embriologia Clinica II. Esto, unido a la
politica de reduccién del nimero de
embriones a transferir para evitar el
embarazo miltiple, establece una serie
de criterios para la eleccién del nimero
y el tipo de embriones a transferir.

OBJETIVO:

Este estudio pretende llamar la atencion

sobre la falta de criterios
estandarizados a la hora de decidir si un
embrién debe o no, ser congelado.

MATERIALY METODOS:

Se compararon los resultados obtenidos
en el programa espafiol de control de
calidad externo de evaluacién
embrionaria, con los de un grupo de
cinco expertos miembros del grupo de
trabajo de calidad embrionaria de
ASEBIR. Se compararon las imagenes de
cigotosy embriones en Dia 2y 3y se les
pregunt6, en el caso de los cigotos
cuales mantendria en cultivo, congelaria
y desecharia; y en el caso de los
embriones, cuales  transferira,

congelaria y desecharfa. Consideramos
que existia acuerdo entre laboratorios
cuando mds del 75% adjudicaba la
misma categoria a un embrién. Se
consideré que existia acuerdo entre
expertos cuando los cinco coincidian en
la misma categoria para un embrién.

RESULTADOS:

Se observa un menor porcentaje de
embriones con acuerdo entre los
laboratorios cuando se decide Congelar
(30.8%, 8/26) que al Transferir (42.9%,
18/42) o Desechar (66.7%, 18/27).

También se observa que el acuerdo entre
laboratorios y expertos en la decision
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clinica presenta un indice kappa de 0.51
(IC: 0.36-0.66) y que existe menor
acuerdo a la hora de Congelar un
embrién (54.5%, 18/33) que al decidir
Transferirlo  (78.9%, 30/38) o
Desecharlo (72.2%, 13/18).

Cuando no tenemos en cuenta los
embriones que se deciden Transferir, los
laboratorios deciden Congelar el 87.5%
(21/24) de los embriones clasificados
como Regular, mientras que los expertos
el 100% (24/24). Ademds los expertos
deciden Congelar mds embriones Malos
que los laboratorios (28.0% vs. 4.0%;
7/25vs. 1/25) (p<0.05).

CONCLUSIONES:

La decision de congelar o no un embrién
depende del observador.

No existe acuerdo entre laboratorios a la
hora de decidir qué embriones congelar, y
a su vez tampoco se ponen de acuerdo
con los expertos que presentan mayor
tendencia a congelar embriones que no
transfieren. Esta diferencia nos llevaria a
que las tasas de gestacion por ciclo
congelado serian  porcentualmente
mayores en el grupo de laboratorios que
en el de expertos, pues los primeros
congelan mejores embriones. Por esto
creemos que la manera de evaluar un

programa de congelacién embrionaria
deberia ser analizando la tasa de
embarazos por ciclo con embriones
frescos y congelados de manera conjunta.

También creemos que estas diferencias
en la decision de Congelar van a
depender de la politica de cada
laboratorio que estard asociada a los
resultados de sus técnicas de
congelacién/descongelacién.

Creemos necesario establecer unas
recomendaciones claras por parte de las
Sociedades Cientificas sobre que
embriones deberfan Congelarsey cuales
no.

123: VALORACION DE GESTACIONES GEMELARES MONOCIGOTICAS
TRAS TECNICAS DE REPRODUCCION ASISTIDA

P. Torres, I. Peinado, M. De la Orden, M. Romeu, A. Monzd, JM Rubio, A. Pellicer.
Servicio Ginecologia (Reproduccién Asistida), Hospital Universitario La Fe, Valencia.

INTRODUCCION:

Los riesgos patolégicos tanto maternos
como feto-neonatal de los embarazos
multiples han forzado a crear en la
mayoria de los centros de reproduccién
asistida una politica a favor de la
transferencia de un maximo de 2
embriones. A pesar de seguir estas
restricciones existe un riesgo potencial
de gestacion triple debido al desarrollo
de gemelos monocigéticos (GMZ), que
pueden derivar tanto de una division
temprana del embrién como de una
particién/ fragmentacién de la masa
celular interna del blastocisto. Se han
descrito posibles factores in vitro que
incrementan su aparicion como la
induccién a la ovulacién, la inyeccion
intracitoplasmatica del espermatozoide
(ICSI), el cultivo secuencial (CS) vy la
eclosién asistida (EA).

MATERIAL Y METODOS:

Estudio retrospectivo en el que se
incluye 3055 casos realizados con
transferencia de 2 embriones en el
Hospital Universitario La Fe de Valencia
desde el 1/01/2006 hasta el

31/12/2008, quedando excluidos los
ciclos de ovoddn y criotransferencia. Al
27% de los casos se les realizd FIV clasica
y al 73% restante ICSI. Otras técnicas
como la EA y el CS se llevaron a cabo
esporddicamente (0,59% y 0,56%
respectivamente).

RESULTADOS:

Se obtuvo una tasa de gestacion (latido
cardiaco positivo) del 35%, tasa de
implantacion de 16% y tasa de nifio en
casa de 20%. De los 510 casos en los que
se logré recién nacido vivo, el 28%
resulté en gestacién mdltiple. En cuatro
casos (1 de FIVy 3 de ICSI) se obtuvieron
gestaciones triples tras la transferencia
de sdlo 2 embriones D+2 (tasa de GMZ =
0,42%). Las caracteristicas
morfométricas de los embriones
transferidos en D+2 que dieron lugar a
GMZ no muestran diferencias con los
embriones implantados que
desarrollaron un tnico feto. (Ver fotos)

CONCLUSIONES:

La tasa de gestacion de GMZ
referenciadas por algunos autores en la

bibliografia tras la realizacion de
técnicas de reproduccion asistida es de
0,95% (n=731), superior a la tasa
obtenida en este estudio (0,42%). Sin
embargo, ésta es comparable a la
estimada en las  gestaciones
espontdneas (0,4%). A partir de estos
datos se puede concluir que tanto la
estimulacién con gonadotropinas, como
la ICSI, no influyen en la division
intrauterina del embrién. Por el
contrario, no se puede confirmar si
técnicas como la EA y/o CS tienen
relacién con la aparicién de GMZ.



COMUNICACIONES POSTER

Diciembre 2009 Vol. 14 -N°2

124: ; AFECTA EL IMC DE LA DONANTE A LOS RESULTADOS FIV/ICSI
EN UN PROGRAMA DE DONACION DE OVOCITOS?

A. Sanchez, D. Gumbao, J. Marcos, D. Lépez, J. Landeras, B. Amorocho

IVI Murcia

INTRODUCCION:

Diferentes estudios han analizado el
Indice de masa corporal (IMC) de las
receptoras de 6vulos en un programa de
Ovodonacion. Styne-Gross A et al., en
2005 refiere que no existe ningtin efecto
negativo del elevado IMC de las
receptoras  en la  receptividad
endometrial y éxito reproductivo,
mientras que los estudios publicados por
Bellver etal., en 2007 revelan que el IMC
interfiere en la receptividad uterina. Sin
embargo, no existe en la actualidad,
bibliografia de la influencia del IMC de
las donantes en las tasas de gestacion e
implantacién de sus receptoras.

Objetivos: Valorar si el IMC de la donante
y receptora, afecta a los resultados
FIV/ICSI en un programa de donacién de
ovocitos.

MATERIAL Y METODOS:

Estudio retrospectivo realizado en el
IVI-Murcia, del 1 de Enero de 2007 al 31
de Diciembre de 2007.

EL IMC fue calculado automdticamente
usando el programa informatico. La
formula es peso (Kg)/altura (m2).

Los ciclos fueron divididos en grupos
seglin el IMC: Menor de 20, entre 20-
24.9, entre 25-29.9 y mayor o igual de
30. Se excluyeron ciclos de DGP y de
mujeres mayores de 45 afios.

Se estudiaron 205 ciclos: 30
corresponden a aspiraciones foliculares
de donantes con IMC < 20.0tros 121
ciclos correspondieron a donantes con
IMC entre 20-24.9.0tros 41 a donantes
con IMC entre 25-29.9. Las 12 restantes
aspiraciones foliculares pertenecen a
IMC=> 30.

Los datos referentes al IMC de las
receptoras de ovulos fueron los
siguientes:

Receptoras con IMC menor de 20 con 7
ciclos, pacientes con IMC entre 20-24.9
con 114 ciclos, 42 ciclos de pacientes con
IMC entre 25-29.9 y 23 pacientes
correspondientes al grupo de IMC > 30.

Se compraron tasas de gestacion e
implantacién entre los diferentes
grupos.

Los grupos fueron homogéneos en
cuanto a edad y calidad embrionaria de
las receptoras.

El analisis estadistico se realizé con el
test de Chi cuadrado con valor
significativo cuando p< 0.05.

RESULTADOS:

Un total de 2189 ovocitos fueron
inseminados. Las tasas de fecundacién
en los cuatro grupos fueron: 74%,71%,
66% y 71% respectivamente con una
media de 1.9 embriones transferidos en
los cuatro grupos.

Las tasas de gestacion por transferencia
en los cuatro grupos fueron:
44%,48%,53% y 58% respectivamente.

Las receptoras con IMC entre 20-24.9
que reciben ovocitos de donantes con el
mismo IMC tienen una tasa de gestacion
de 48.5% y una tasa de implantacion de
31.2%

Las tasas de implantacién fueron:
26.4%, 29.7%, 36.9% vy 36,4%
respectivamente.

En relacion al IMC de las receptoras, en
el grupo IMC < 20, de los 7 casos se
obtuvo un 33.3% de tasas de gestacion
y 28.5% en implantacion. En el grupo de
IMC entre 20-24.9 se valoraron 114
casos, con una tasa de gestacién de
52,7% y 35% de implantacién. En el
grupo de IMC entre 25-29.9, con 42
casos, se obtuvieron tasas de gestacion
e implantacion de 51.2% y 30.5%. El
Gltimo grupo de receptoras con IMC=30

las tasas de gestaciony deimplantacion
fueron 40% y 21.6% respectivamente.

CONCLUSIONES:

Refiriéndose a las donantes, tanto en la
tasa de gestacion como en la de
implantacion no se observan diferencias
estadisticamente significativas.

Respecto al grupo de las receptoras con
un IMC entre 20-24.9, observamos una
tendencia a una dptima receptividad
uterina.

Consideramos que debemos continuar
con el estudio a través del aumento del
tamafio muestral para llegar a datos mas
concluyentes en cuanto a la seleccién de
las donantes de dévulos y determinar si
éste grupo son de mejor pronédstico
reproductivo en un programa de
donacién de ovocitos.
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125: LA INSEMINACION ARTIFICIAL INTRAUTERINA COMO
ALTERNATIVA A LA CANCELACION POR BAJA RESPUESTA EN
CICLOS DE FECUNDACION IN VITRO

J. Massé?, A. Busquets?, L. Zamora?, M. Lépez-Teijon?, 2, J. G. Alvarez?, 2.
Institut Marqués; ?Fundacién Leonardo Marqués, Barcelona

INTRODUCCION:

La cancelacion de un ciclo de
fecundacién in vitro (FIV) conlleva un
elevado desgaste fisico y psicolégico
para los pacientes, ademds del coste
econémico que supone. Cuando nos
encontramos ante una baja respuesta a
la estimulacién ovarica, en lugar de
optar por la cancelacion del ciclo,
podemos plantear continuar el ciclo y
realizar inseminacién artificial
intrauterina (IA), una técnica sencilla y
minimamente invasiva.

MATERIAL Y METODOS:

En este estudio retrospectivo (2007-
2009) se evaluaron 4lciclos de IA
realizados tras la cancelacion de un ciclo
de FIV. En 30 ciclos se utilizé semen del
cényuge (IAC) y en 11 semen de banco
(IAD). De acuerdo al protocolo utilizado
en el Instituto Marqués para bajas
respondedoras, el ciclo de FIV se cancela
si hay menos de 3 foliculos con un
diametro > 14 mm tras 8-9 dias con

gonadotropinas o después de 4 - 5 dias
de tratamiento adicional. Pacientes con
factor tubarico bilateral o factor
masculino severo fueron excluidas del
estudio. Las muestras de semen se

enIACy 438 pg/LenIAD, con una media
de foliculos >18mm de 1.5 (0-4) y 1.4 (1-
3) respectivamente. En la Tabla 1 se
indican los resultados obtenidos en los
ciclos de IAC e IAD.

| 1AC IAD
N° Ciclos 30 11
Mediade edad 7 35.1(29-43) 35.2(27-40)
26.7%(&/30) 27 3%(3/11)
62,5%(5/8) 100% (3/3)
12.5%(1/8) 0%
12,5%(1/8) 0%
12,5%(1/8) 0%
procesaron mediante gradientes de Tabla 1
densidad. La IA se llevd a cabo
aproximadamente 40h post-hCG. Dos CONCLUSIONES:

semanas después de la IA se realizé la
prueba de embarazo en orina y la
confirmacién ecogréfica del embarazo
10 dias después.

RESULTADOS:

La media de estradiol el dia de la
administracién de la hCG fue de 554 pg/L

Los resultados de este estudio indican

que la IA es una buena alternativa a la
cancelacion de ciclos de FIV por baja
respuesta, aprovechando asi el
tratamiento hormonal al que ha sido
sometida la paciente. Estos resultados
preliminares deberdn confirmarse en
una serie mds amplia de casos.

126: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRELA CLASIFIC@CI()N EMBRIONARIA
DE ASEBIR Y NUESTRO SISTEMA DE CLASIFICACION.

L. M. R. Menes, P. Duque, F. Graiia, V. Sanchez, M. Vazquez, Y. Ruano, N. Fernandez, P. Ferndndez. P. E. de la Fuente, C. Garcia-Ochoa.
CEFIVA (Centro de Fertilizacién in Vitro de Asturias). Oviedo. Gijon.ANACER (Asociacion de Clinicas de Reproduccion Asistida)

INTRODUCCION:

En elano 2004 ASEBIR creé una comision
con el fin de unificar criterios de
valoracion embrionaria entre los centros
de reproduccién asistida de Espafia. Para
ello, ésta comisién se basé en una
revision bibliografica, una encuesta
multicéntrica y en la propia experiencia
de los miembros de la comision.

Se estableci6 una clasificacion
embrionaria en 4 categorias:

-Categoria A: embridon de 6ptima calidad
con maxima capacidad de implantacion.

-Categoria B: embriéon de buena calidad
con elevada capacidad de implantacion.

-Categoria C: embrién con wuna
probabilidad de implantaciéon media.

-Categoria D: embrién de mala calidad con
una probabilidad de implantacion baja.

En CEFIVA desde el afio 2003 clasificamos
los embriones segln criterios cldsicos

con algunas variaciones, que nos
permiten evaluar los embriones en
diferentes categorias a partir de
valoraciones morfolégicas y cinéticas
que observamos desde la fertilizacion
hasta la transferencia embrionaria. Asi
clasificamos:

-Embrién tipo 1, 2a: embrién de buena
calidad y buena capacidad implantadora.

-Embrién tipo 2b, 3: embrién con
capacidad de implantacion media.
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-Embrién tipo 4, 5: embrién de mala
calidad y baja capacidad implantadora.

MATERIAL Y METODOS:

Se trata de un estudio prospectivo desde
enero de 2008 hasta marzo de 2009, de
embriones transferidos en ciclos de
FIV/ICSI utilizando simultdneamente los
2 criterios de clasificacion.

Para ello, seleccionamos transferencias en
las que todos los embriones eran de
calidad similar, bien sea segln nuestra
clasificaciéon 6 segln los criterios de
ASEBIR, observando que el resto de los
pardmetros fueron homogéneos en
cuanto aindicacién, edad, dificultad de la

Diciembre 2009 Vol. 14 -N°2

Crupe de | Translerencin | Embrones | Gesiacione | Ssco | N¥UEmbrfirans | Gestirans | Tasade implaniacion
embrione | s trunslerido | s r r

;aucnfns 263 B so3 | 102 | 133 | 1.0 37, 7880%= | 26,1195 =+
rlwzmam h, 100 196 24 77 N 22.01% 13,770
3"333\[, 372 699 126 160 1,87 33,87% 22.88%
Clasificacion ASEBIR A la vista de éstos resultados podemos
**p<0,01 concluir que no existen grandes

En la siguiente tabla se detalla un grupo
de transferencias del total, en las que la
calidad embrionaria diferia de una
clasificacion embrionaria a otra.

Cambio de clasificacion de la nuestra a
la de ASEBIR:

diferencias entre una clasificacion y otra.
Ambas distinguen bien entre embriones de
buena ymala calidad, pero al comparar los
casos en los que hay discrepancias entre
ambas clasificaciones, parece discriminar
mejor la calidad embrionaria la
clasificacién de ASEBIR, por lo que tras
estos resultados, debe de ser éste nuestro
criterio a la hora de la seleccién

transferencia. El andlisis estadistico CONCLUSIONES: embrionaria.
utilizado fue la prueba de la Chi-cuadrado. Grupo de | lransforenci | Embriones | Gestaciones | Saces | Embritransf | (osttransf | lasade implantacién
embriones | as transferidos
Bucnes a 1 15 ] U | 8] 0 b
RESULTADOS: malos _ |
Malos  a 15 27 4 5 1.8 26,66% 18,51%
Buenos
N uestra Clas-i-ﬁcac-ién TOTAL 25 42 4 5 1,68 16% 11,54%
. ] ] ) BIBLIOGRAFIA:
Grupe  de | Transfereneias  Bmbriones | Geslaclones | Saco | NUmbrfrans! | GesUirans! Tasa de
embriones transferido s implantacion . ) . o
s Cuadernos de embriologia clinica. Criterios
5 | E 5 3 F 00 T RSN R .. L.
E”}z“c” 260 199 103 139 1.52 10.38% 21.85% ASEBIR de valoracion morfologica de
Malos 109 194 21 24 178 19,26% 12.37% oocitos, embriones tempranos y blastocistos
(8] . ez
TOTAL 369 &3 126 163 158 1% B35% humanos (Il edicién).

127: COMPARATIVA DE LAS TASAS DE EMBARAZO EN LOS CICLOS
EN LOS QUE SE TRANSFIEREN EMBRIONES CON BLASTOMERAS
BINUCLEADAS EN FUNCION DEL DIA DE LA TRANSFERENCIA.

J. Cuadros, L. Andrés Criado, M. Sanchez de Burgos, M. Nieto Sanchez, E. Hernandez

Clinica FivMadrid, Madrid

INTRODUCCION:

En la Gltima década, diversos estudios
han demostrado que los ciclos de FIV-
ICSI en los que se transfieren embriones
con blastémeras multinucleadas tienen
tasas de embarazo y de implantacién
significativamente inferiores que las de

los ciclos donde se transfieren
embriones sin blastémeras
multinucleadas. Sin embargo, la

complejidad del tema, sobre todo en
relacion con la presencia de una o mads
de una célula multinucleada, de si la

multinucleacién aparece en d+2 o en
d+3, o desi la célula multinucleada tiene
2 0 mas de 2 nlcleos, hace necesario
abordar este parametro diferenciando
entre estas posibilidades, para
distinguir el potencial de implantacién
de los diferentes  embriones
multinucleados. En este estudio,
comparamos las tasas de implantacion
de los embriones que presentan una
blastémera binucleada en d+2 vs los
embriones que presentan una
blastomera binucleada en d+3.

MATERIAL Y METODOS:

Se analizaron retrospectivamente 111
embriones transferidos en ciclos de FIV-
ICSI que presentaban sélo una
blastémera binucleada, y en los que se
demostré 0-100% de implantacién. 68
de estos embriones fueron transferidos
en d+2 y 43 fueron transferidos en d+3.

RESULTADOS:

En el grupo de transferencias en d+2, de
los 68 embriones binucleados

217
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transferidos, 8 dieron lugar a la
formaciéon de un saco gestacional
(11,8% de tasa de implantacion). En el
grupo de transferencias en d+3, de los
43 embriones binucleados transferidos,
8 originaron un saco gestacional (18,6%
de tasa de implantacion). El analisis
estadistico mediante chi-cuadrado
mostré que la diferencia entre las tasas

de implantacién en d+2 y en d+3 no es
estadisticamente significativa.

CONCLUSIONES:

En este estudio, la tasa de implantacion
de los embriones que presentan sélo una
blastémera binucleada en d+2 es mads
baja que la encontrada en los embriones

con sé6lo una blastémera binucleada en
d+3. Sin embargo, esta diferencia no es
estadisticamente significativa, con lo
cual, probablemente, el compromiso del
potencial de implantacion por la
binucleacién afecte de manera similar
tanto en d+2 como en d+3.

128: A DEBATE COOK® VS MEDICULT®: CALIDAD EMBRIONARIA Y

TASA DE GESTACION.

I. Peinado, P. Torres, M. De la Orden, T. Garcia-Gimeno, V. Montaiiana, JM. Rubio y A. Pellicer
Servicio Ginecologia (Reproduccién Asistida), Hospital Universitario La Fe, Valencia.

INTRODUCCION:

Los medios de cultivo embrionario
reproducen las necesidades fisioldgicas
de los embriones en cada etapa de su
desarrollo mediante el aporte de
nutrientes, oligoelementosy hormonas.
Es continda lainvestigacién acerca de la
formulacion ideal de dichos medios, ya
que pequefas diferencias en la
composicién, molaridad, pH, etc. de los
mismos puede influir en la calidad y
supervivencia embrionaria y por tanto,
variar significativamente el resultado de
un ciclo de Fecundacién In Vitro.

El presente trabajo plantea como
objetivo la comparacién de dos medios
de cultivo embrionarios complejos que
presentan dos casas comerciales
diferentes: Medicult® y Cook®.
Valorando el resultado mediante la
calidad embrionaria, tasa de gestacion,
implantaciény aborto.

MATERIAL Y METODOS:

Estudio prospectivo que incluye 70
pacientes a las que se les realizé un ciclo
FIV/ICSI del 22 de Octubre al 5 de
Noviembre del afio 2008 en el Hospital
Universitario La Fe de Valencia. La
seleccion de las pacientes en cada grupo
de estudio estuvo condicionada por la
disponibilidad de los medios de cultivo
utilizados en el trabajo, asi se asigné 6
dias consecutivos para la utilizacién de
los medios del grupo experimental
(Cook®  n=32) 'y 4/3 dias

antero/posteriores para el grupo control
(Medicult® n=38). Los pardmetros
recogidos en el estudio son:
caracteristicas fisicas de las pacientes,
parametros bdsicos de la estimulacion,
calidad embrionaria y resultado de los
ciclos. La valoracién morfométrica de los
embriones se efectué con el programa de
andlisis de imagen CRONUS 3.1.,
mientras que el andlisis estadistico de
los datos se realizdé mediante el
programa SPSS 15.0.

RESULTADOS:

Se observa homogeneidad de los grupos
con respecto al diagnéstico de
esterilidad de cada uno de los miembros
de la pareja, indice de masa corporaly
edad de las mujeres que participan en el
estudio, dias de estimulacion, grosor del
endometrio y estradiol el dia de hCG,
recuento de espermatozoides méviles
(REM), n° foliculos puncionados,
ovocitos recuperados, técnica empleada
(FIV/ICSI) y embriones transferidos.

Los resultados no muestran diferencias
significativas en relacién a la Tasa de
gestacion (TG: 40% vs 46%; p-valor =
0.408), Tasa de Implantacion (TI: 26% vs
39%; p-valor = 0.072) y Tasa de aborto
(TQ: 19% vs 20%; p-valor = 0.641). No
obstante, se obtienen diferencias
significativas a favor de los medios de
Cook® si comparamos la Calidad de los
embriones transferidos (clasificacion
recomendada por ASEBIR (p-valor =
0.015)). EL andlisis estadistico de los

datos  morfométricos  obtenidos
mediante el CRONUS®, sefiala igualdad
en el nimero de células de los embriones
de ambos grupos, pero mayor area,
perimetro y n° de fragmentos en los
embriones cultivados con MediCult® vs
Cook®, llegando esta dltima diferencia
a ser significativa (p-valor = 0.015).

CONCLUSIONES:

La variabilidad en la TG y TI segtn el
medio de cultivo utilizado estd
extensamente referenciado y los
resultados varian segtn el laboratorio
donde se efectie el estudio. En el
presente trabajo la utilizacién de los
medios de CooK® presenta de forma
significativa: una mejor calidad
embrionaria y una mayor tasa de
gestaciones miltiples, sin embargo,
esta diferencia no alcanza la
significacion estadistica en lo que
concierne a la Tasa de Gestacion.
Probablemente el aumento del tamafio
muestral aclararia estas diferencias
encontradas.
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129: VALOR!-\CI()N DE LA MORFOLOGi‘A ESPERMATICA MEDIANTE
MICROSCOPIA DE ALTA MAGNIFICACION

G. Lopez, R. Lafuente, 0. Cair6, S. Rovira, M. Brassesco

CIRH Clinica Corachan, Barcelona

INTRODUCCION:

Comparar los resultados obtenidos en la
evaluacién de la morfologia espermatica
mediante la técnica tradicional de
tincion Diff-Quik y la microscopia de alta
magnificacion.

MATERIAL Y METODOS:

Material y Métodos: En estudio
prospectivo, se analizaron 45 muestras
mediante dos métodos distintos: Diff-
Quik y Alta Magnificacion.

Se evalu6 el porcentaje de
espermatozoides normales, en muestras
tefiidas y fijadas segtn técnica Diff-Quik,
siguiendo el criterio estricto de Kruguer
(400x). Los resultados se compararon con
los obtenidos tras determinar las
caracteristicas morfoldgicas de la cabeza
del espermatozoide mediante
microscopia de alta magnificacién (Leica

AM6000) a 8000x.

Se contaron un total de 100
espermatozoides por muestra. Se realizd
analisis estadistico mediante programa
PASW Statistics 17.0.

RESULTADOS:

Se dividieron las muestras en dos grupos
de comparacion:

I) Muestras con morfologia normal
(>15% de espermatozoides normales
segln la OMS) (n=6):

- Media formas normales mediante alta
magnificacion: 9.8%

- Media formas normales mediante Diff-
Quik: 20.6%

II) Muestras teratozoospermicas (<15%
espermatozoides con forma normal) (n=39):

- Media formas normales mediante alta
magnificacion: 4.1%

- Media formas normales mediante Diff-
Quik: 9.4%

En ambos grupos el porcentaje de
espermatozoides con formas normales
fue significativamente menor (p=0.05)
cuando se realiz6 el contaje mediante
microscopia de alta magnificacion (AM).

CONCLUSIONES:

La aplicacién de la microscopia de alta
magnificacién a 8000x para el andlisis
de la morfologia espermadtica es mucho
mds precisa que el método tradicional
Diff-Quik. Ademads, la alta magnificacion
es una técnica que permite realizar el
contaje in vivo, no afectando la
viabilidad espermatica y permitiendo la
seleccion para técnicas in vitro.

130: RELACION ENTRE LA MORFOLOGIA ESPERMATICA Y ABORTOS
EN EL PRIMER TRIMESTRE

I. Moragues Espinosa de los Monteros, A Brotons, A. Fernandez-Peinado
Clinica In Vitam Centro de Medicina Reproductiva, Elche

INTRODUCCION:

Sabemos que la morfologia espermatica
influye directamente en la calidad
embrionaria, y que ésta a su vez se
relaciona con una gran cantidad de
casos de abortos de repeticion.

OBJETIVOS:

Relacionar la morfologia espermatica
con abortos en el primer trimestre, en
pacientes sometidos a ciclos de
Inseminacion Artificial.

MATERIAL Y METODOS:

Analizamos todos los pacientes de

NORMO OLIGO ASTENO  TERATO
NUMLERO 69 26 29 27|
EMBARAYQ 23 8 8 8|
TASA MDA 3% 31% 28% %
ABORTOS 4 3 3 5
TASA ABORTQ 17% 38% 38% 63%
| 70% -

| 60%

| 50%

| 0%

40% = TASA EMBA

| 0

| 30% B TASA ABORTO
| 20% -

| 10% A

| 0% : ; ; .

; NORMO OLIGO ASTENO TERATO
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Inseminacion
separamos

Artifical, 'y  los
segun Diagndstico
Seminal, en Normozoospérmicos
(n=65), Oligozoospérmicos  (n=26),
Astenozoospérmicos (n=29), y
Teratozoospérmicos (n=27).Hacemos todo
el seguimiento desde la Inseminacién
hasta el final del embarazo.

RESULTADOS:
Ver tablay grafico
CONCLUSIONES:

Observamos que en todos los grupo
encontramos casos de abortos en el

primer trimestre, sin embargo, el
ndimero de casos aumenta en el grupo
con Teratozoospermia.

131: MEJORA DE RESULTADOS EN FIV OPTIMIZANDO LA CALIDAD

DE LABORATORIO

C. Muioz, M. Gago, S. Cortes, A. Garcia, M. Reguera, C. Luna, R. Ndfez, P. Caballero

Clinica Tambre, Madrid

INTRODUCCION:

El Modelo de Excelencia EFQM propone
como objetivo mejorar cualquier aspecto
de un servicio sanitario, para ello
requiere el examen continuo de todos
los componentes del sistema de
organizacion, aplicable en Laboratorios
de Reproduccién Asistida.

En este informe presentamos la
experiencia de un laboratorio
acreditado, antes y depués, de las
mejoras propuestas por el Modelo de
Excelencia EFQM.

El objetivo de este estudio es comparar
los resultados obtenidos en el laboratorio
de FIV, antes y después de una auditoria
externa llevada a cabo en 2006.

MATERIAL Y METODOS:

Durante la visita, el consultor realizé las
siguientes actividades:

Observacién detallada de los procesos
del laboratorio, incluyendo todo tipo de
procedimientos, asi como otras
actividades de laboratorio.

Presentacion al equipo de Laboratorio
de los siguientes temas: El caracter
general de los sistemas de acreditacion
de laboratorio, formacién bdsica en
sistemas de andlisis, y en su disefio y
aplicacién; los procesos basicos en la
gestion de la calidad, incluyendo
control de la calidad, garantia de la
calidad y mejora de la calidad (“Ciclo de

Calidad”); la evaluacién comparativa,
indicadores y control de procesos;
solucién de problemas (identificando la
raiz del problema); los fundamentos de
la gestion de riesgos(incluyendo el uso
de modelos fallidos y el analisis de esos
efectos); y el control de documentos.

El auditor en su revision de las
operaciones como parte del programa
del Modelo de Excelencia EFQM, realizé
92 recomendaciones: 23 relacionadas
con el manejo y funcionamiento, 48
relacionadas con procesos técnicos, 15
con procesos de organizacién clinica, y
6 relacionadas con recursos humanos.

Tras la auditoria, los principales cambios
que se realizaron en el Laboratorio de
FIV se resumen asf:

Sistema de alarmas para informar al
personal adecuado de cualquier problema
con cualquier equipo fuera del horario de
trabajo. El equipo que debe ser
controlado incluye el suministro de gas,
todos los incubadores con cultivos de
ovocitos y embriones, y todos los
criobancos utilizados en almacenamiento
de gametosy embriones.

Se ha sustituido el uso de PBS como medio
en la captacion de ovocitos por un medio
sin fosfato, que puede dafiar los mismos.

En la captacion ovocitaria se utilizan
termopares y un termémetro electrénico
para investigar los cambios de
temperatura experimentados por el
foliculo durante el proceso.

Un incubador situado en la sala
adyacente a la bomba de aspiracidn,
para mantener el suficiente ndmero de
tubos precalentados, estara disponible
con un dispositivo para mantener los
tubos calientes mientras se llenan.

El estudio se basé en la recuperacion
ovocitaria durante el periodo 2006-
2008. Los resultados obtenidos en 2007
(n=935) y 2008(n=1056) se compararon
con los obtenidos en 2006 (n=906),
utilizando el test de chi-cuadrado. Los
primeros resultados fueron embarazo
clinico, definido por al menos un latido
fetal. También comparamos la tasa de
utilizacién de embriones.

RESULTADOS:

La tasa de embarazo clinico aumenté
significativamente hasta 49,8%Yy 48% en
el estudio de cohortes comparado con el
cohorte control histérico (30%).(p<0,01).

CONCLUSIONES:

La implantacién y el trabajo basado en
un sistema de control de calidad
acreditado en unidades de Reproduccién
Asistida es un trabajo sin fin, y es un
sistema que ha mejorado elambiente en
el que los gametos y embriones de
pacientes son manipulados. Estos datos
apoyan la hipétesis de que el uso de un
sistema de calidad, puede, como en este
caso, tener repercusiones positivas en la
tasa de embarazo.
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132: EFICACIA Y BIOSEGURIDAD EN LA ;RIOPRESERVACI()N DE
ESPERMATOZOIDES HUMANOS: COMPARACION DE CRIOPROTECTORES
COMERCIALES CON DIFERENTES FUENTES PROTEICAS.

M. C. Fuentes?, J. Alfonso?, C. C. Duque?, I. Navarro?, ?, A. Monzé?, 2, 3, V. Montaiiana?, 2, 3.
*Fundacion IMER de la Comunidad Valenciana. ?Instituto de Medicina Reproductiva (IMER) Valencia.
3Unidad de Reproduccion Asistida, Hospital Universitario La Fe, Valencia.

INTRODUCCION:

La criopreservacién de semen es una
practica clinica habitual en los centros
de  reproducciéon  asistida.  Sus
indicaciones mas frecuentes son
conservar las muestras durante un
periodo ventana de conversion en
determinadas infecciones viricas de
acuerdo con el RD 412/1996 de donantes
de semen con fines reproductivos,
preservacion de muestras “valiosas”,
conservacion previa a
quimioterapia/radioterapia, vasectomia
o condicionantes personales.

Tras una exposicion gradual a los
crioprotectores (fase de adicién), se
somete a las células a curvas de
enfriamiento hasta alcanzar
temperaturas de -196° C. Tras su
almacenamiento, se procede a la
descongelacion, para lo que hay que
eliminar totalmente los crioprotectores
(fase de dilucién), hasta el retorno a
condiciones isosmaticas para la célula.

En procesos de manipulacién de tejidos y
células humanas, la utilizacion de
componentes de origen animal o
humano es controvertido, tal y como
propone la F.D.A, (Food and Drug
Administration) tendiendo al uso de
productos de origen recombinante o en
su defecto altamente purificados, para
minimizar o suprimir el riesgo de
contaminaciones a partir de estos.

El objetivo de este estudio es comparar la
eficacia y la bioseguridad en la
criopreservacion de muestras de semen de
tres crioprotectores comerciales con
diferente composicién (Freezing Medium-
Test Yolk Buffer (TYB) with Glycerol and
Gentamicin (IrvineScientific): glicerol +
yema de huevo + Tris-TES; Sperm Freezing
Medium (Medicult): glicerol + sacarosa +
hSA; Sperm CryoProtec II™; (Nidacon):

glicerol + hSA), para poder seleccionar
aquel que mejor se adecue a la prdctica
clinica, teniendo en cuenta tanto la
bioseguridad, la eficacia y el coste
generado.

MATERIALY METODOS:

Se analizaron un total de 23 muestras de
semen procedentes de estudios
diagnésticos, tanto de parejas incluidas
en el programa de reproduccion
asistida (n = 14; 9 normozoospérmicas,
1 oligozoospérmicas, 4
astenozoospérmicas), como de donantes
(n=9) del banco de semen del Instituto
de Medicina Reproductiva (IMER),
Valencia. Cada muestra se dividi6 en tres
alicuotas, criopreservando cada una de
ellas con un crioprotector distinto. Las
muestras permanecieron almacenadas
un minimo de 48h, tras las que se
procedid a su descongelacién, dilucion
del crioprotector y recuperacién de las
condiciones isosméticas. Se valoré el
recuento y motilidad espermdtica,
viabilidad, test de capacitacién (REM) y
supervivencia a las 24h. Tras el andlisis
las muestras fueron desechadas.

RESULTADOS:

Las muestras seminales de cényuge
criopreservadas no mostraron
diferencias significativas (p>0.05) para
la viabilidad espermdtica, recuento y
motilidad en condiciones isosméticas,
REM y supervivencia a las 24h, para los
crioprotectores ensayados. En el caso de
las muestras de donante, tampoco se
observaron diferencias significativas
(p>0.05) para los parametros analizados
entre los tres  crioprotectores
estudiados. Bajo nuestras condiciones
de trabajo, Sperm CryoProtec II™
(Nidacon) resulté ser el crioprotector
mas eficiente debido a su bajo costey a
la dilucién utilizada (1:3), a pesar de ser

el protocolo mds largo (90min).

CONCLUSIONES:

La ausencia de diferencias estadisticas
que permitan la discriminaciéon entre
crioprotectores en base a los pardmetros
analizados, hace que, para la eleccién del
crioprotector debamos basarnos en
criterios como el coste por muestra
criopreservada (precio del crioprotector
y tiempo empleado), o el protocolo que
mejor se adapte a la rutina del nuestro
laboratorio (almacenamiento, caducidad,
tipo de presentacion, etc.)
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133: EVOLUCION DE EMBRIONES EN OBSERVACION EN CULTIVO
PROLONGADO EN FUNCION DE LA FRAGMENTACION Y NUMERO DE

CELULAS

D. Lépez, B. Amorocho, D. Gumbao, P. Albero, L. Ferndndez, M. Nicolas, J. Landeras.

IVI Murcia

INTRODUCCION:

Los fragmentos son componentes de
citoplasma rodeados de membrana
citoplasmdtica que no contienen
material nuclear (ADN). Alikani, et al.,
1999. Suelen producirse entre el estado
de cigoto y en las siguientes divisiones
embrionarias.

Las causas pueden ser debido a Factores
externos como condiciones de cultivo,
estimulacion ovarica. Factores internos

como la integridad  genética,
desequilibrio cromosémico,
alteraciones de la cariocinesis vy

citocinesis (Juriscova A, et al., 1996)
Objetivos: Determinar la evolucion
embrionaria, tasa de congelacidn,
descongelacion,  supervivencia vy
gestaciéon de acuerdo al grado de
fragmentacion embrionaria en dia 3
hasta blastocisto

MATERIAL Y METODOS:

134:

Se llevé a cabo un andlisis retrospectivo
de 810 ciclos del laboratorio de
fecundacion in vitro del IVI Murcia con
embriones en observacion entre enero
de 2002 y diciembre de 2008. La media
de edad de las pacientes fue de 35 afios
+ 2.0. Se excluy6 del estudio a las
pacientes del programa de ovodonacién.

1968 embriones fueron observados y
cultivados hasta el dia cinco de
desarrollo en un medio secuencial
(Vitrolife), 'y se les dividié
posteriormente en dos grupos: el Grupo
A - con una tasa de fragmentacion de
<20% -y el Grupo B - con una tasa de
fragmentacion entre  20-40%. A
continuacién, cada grupo se dividi6 en
diez subgrupos adicionales segtn el
nimero de células presentes en dia tres
de desarrollo. Los embriones que en en
estado de blastocisto cumplieron las
caracteristicas  adecuadas  fueron
criopreservados por el método de
congelacién lenta (Cook).

RESULTADOS:

La tasa global de congelacién fue del
17,37%. La tasa de evolucién hasta
blastocisto fue similar en el subgrupo de
embriones de ocho células en ambos
grupos, siendo del 24,4% en el Grupo Ay
del 27,8% en el Grupo B. La tasa de
gestacion en el Grupo A fue del 38,6%y
del 30% en el Grupo B. La tasa de aborto
en el Grupo A fue del 36,4%y del 46,7%
en el Grupo B.

CONCLUSIONES:

Con este estudio podemos concluir que
si un blastocisto cumple los criterios de
congelacion, la tasa de supervivencia es
independiente del porcentaje de
fragmentacion en D3 y del ndmero de
células. Pocos embriones observados
son finalmente congelados y sus tasas
de supervivencia y gestacion son
comparables a las de los embriones no
observados pero dan lugar a tasas mas
altas de aborto.

SINFLUYE EL TIEMPO TRANSCURRIDO ENTRE LA ENTREGA DE

LA MUESTRA Y EL MOMENTO DE LA INSEMINACION?

M. Lierta, C. Romeuy A. Urries.

Reproduccién Asistida Quirdn Zaragoza, Grupo Hospitalario Quirén.

INTRODUCCION:

Con el fin de optimizar el trabajo y los
recursos de nuestro laboratorio, se
unificaron las horas de recepcidon de las
muestras de semen de las parejas
sometidas a ciclos de Inseminacion
Artificial Conyugal (IAC). EL objetivo de
este estudio es determinar si afecta en
las tasas de gestacion el tiempo
transcurrido desde la entrega hasta el
momento de la inseminacién en los
resultados del centro.

MATERIAL Y METODOS:

Estudio retrospectivo de 207 ciclos,
realizados en los dltimos 6 meses. El
analisis se ha llevado a cabo en parejas en
las que la mujer presentaba una edad <38
afios, y sin causa aparente de esterilidad.
Los varones mostraban un recuento de
espermatozoides méviles totales (REMT) 3
5 mill (valores recomendados por la OMS
para la realizacién de IAC), y en funcién de
su calidad seminal se estructuraron en 3
grupos:

Grupo I: Varones con un REMT
comprendido entre 5 - 10 mill.
Grupo II: Varones con un REMT
comprendido entre 10-20 mill.

Grupo III: Varones con un REMT superior
a 20 mill.

Se ha realizado anadlisis estadistico
utilizando ANOVA, P<0.05y t - Student,
P<0.05.



COMUNICACIONES POSTER

Los resultados se han analizado en base
al tiempo transcurrido entre la entrega
de la muestra y el momento de la
inseminacion.

CONCLUSIONES:

Los mejores resultados se han obtenido
cuando no han transcurrido mas de 3
horas entre la entrega de la muestra

RESULTADOS: seminal y la inseminacion intrauterina,
CREMIYL TS 1h 2h 3h 1h Sh 6h
50 50% 60% 100% 25% 0%
1020 - 0% 100% 0% 0% -
=20 0% 27% 0% 6% 149 0%
TOIAL 25% 2% 33.3% 10% 10% 0%

Tabla I. Porcentaje de gestacion segtin el tiempo transcurrido entre la entrega de la muestra y la inseminacion
REMT = Recuento de espermatozoides mdviles totales (mill)
T.T.= Tiempo transcurrido (h)

( REMT/T.T) 1h Zh 3h TOTAL
s\10 50% 60% 100% 62,5% *
10020 - 0% 100% 37.5%
=20 0% 27% 0% 16% *

Tabla II. Porcentaje de gestacion en funcion de la calidad espermdtica
REMT = Recuento de espermatozoides maviles totales (mill)

T.T.= Tiempo transcurrido (h)
*P<0.05
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ya que el 80% de los embarazos
obtenidos se realizaron durante este
periodo de tiempo. A partir de la tercera
hora las tasas de gestacién descienden
considerablemente (Tabla I). Teniendo
en cuenta estos resultados, como dato
anadido, hemos realizado un segundo
andlisis en el que se ha estudiado la tasa
de gestacion dentro del periodo de las
tres primeras horas en funcién de la
calidad espermdtica del vardn,
hallando diferencias significativamente
estadisticas entre muestras con un REMT
de 5-10milly las que presentaban mas de
20mill (Tabla II). En consecuencia, se
consiguen mejores resultados cuando la
IAC esta indicada por un claro factor
masculino frente a Esterilidades Sin
Causa (ESCA).

135: EVALUACION DE LA TASA DE GESTACION DE INSEMINACIONES
ARTIFICIALES EN FUNCION DEL NUMERO DE FOLiCULOS CON
ESTIMULACION OVARICA (IVI-VIGO).

D. Pabon, M. Martinez, N. Torres, S. Portela, E. Muiioz.

1VI, Vigo

INTRODUCCION:

El Desarrollo Folicular Mdltiple (DFM) ha
demostrado influir favorablemente en el
aumento de las tasas de gestacién en
tratamientos de inseminacion artificial,
no obstante con la estimulacién ovdrica
se aumenta el riesgo de obtener
gestaciones miltiples, ademds de las
complicaciones adicionales que esto
conlleva. Gran parte de los estudios
(Verhulst et al, 2006; Rumste Van et al.,
2008) encuentran una relacion positiva
ente el desarrollo foliculary las tasas de
embarazo, sin embargo el DFM sigue
siendo polémico en tratamientos de
inseminacion artificial.

OBJETIVO:

El propésito de este trabajo es evaluar
nuestros resultados en tratamientos de

inseminaciones artificiales, teniendo en
cuenta la tasa de gestacion en funcion
del ndmero de foliculos desarrollados.

MATERIALES Y METODOS:

Se realiza un analisis retrospectivo,
donde se incluyen desde 01/01/2006
Hasta el  31/12/2008, 285
Inseminaciones  artificiales, tanto
homélogas (IAH) como de donante
(IAD). Se evalua la tasa de gestacién con
respecto al nimero de foliculos mayores
oiguales a 17mm desarrollados con la
estimulacién.

RESULTADOS:

La tasa de embarazo total es del 23,85%.
La tasa de embarazo en ciclos con
crecimiento monofolicular fue del: 19,66
% y las tasas gestacionales para 2y 3

foliculos mayores o iguales a 17mm fue
respectivamente del 30,5% y 31,8%. La
tasa de embarazo aumenté al fomentar
el crecimiento folicular de por lo menos
2 foliculos y el riesgo de embarazo
maltiple aumenté de acuerdo al
desarrollo multifolicular en 7,69% para
2 foliculos y 14,28% para 3 foliculos,

mientras que en el desarrollo
monofolicular la tasa de gestacion
multiple fue de 2,86%.

CONCLUSIONES:

El desarrollo folicular miltiple mejora la
tasa de gestacién comparado con el
desarrollo monofolicular en
inseminaciones intrauterinas. Lastasas
de embarazo se mejoran cuando se
desarrollan 2 foliculos =17mm y se
recomienda no superarlos para prevenir
elaumento de gestaciones miltiples.
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136:

CUANDO OCURRE LA MAYOR VARIABILIDAD ENTRE

LABORATORIOS EN LA EVALUACION EMBRIONARIA?

R. Ruiz de Assin, J. Fontes, M. C. Gonzalvo, A. Fernandez, M. Roldan, B. Rabelo, R. P. Cotarelo, J. A. Castilla.
U. Reproduccion Hospital Virgen de las Nieves, Granada

INTRODUCCION:

La  existencia de  variaciones
interobservador es un hecho constatado
en diferentes campos de la ciencia, en el
campo de la embriologia también
encontramos este fendémeno. La
participacién en programas de control
de calidad externo, la adecuada
formacion de los miembros de un mismo
equipo y las reuniones de consenso
pueden disminuir estar diferencias.

OBJETIVO:

El objetivo de este estudio es ver cuando
se observa una mayor variabilidad entre
laboratorios, no sélo a la hora de
clasificar un embrién, sino también al
decidir su destino.

MATERIAL Y METODOS:

Todos los datos utilizados pasa el
andlisis fueron obtenidos del programa
espafiol de control de calidad externo
para el laboratorio de reproduccion,
programa auspiciado por Asociacion
para el Estudio de la Biologia de la
Reproduccién (ASEBIR), con mas de 40

laboratorios de  toda  Espafia
participando en el programa entre 2003
y 2007. Consistente en el envio de
DVD/CD-ROM, con videos de Cigotos y
embriones en Dia 2 y Dia 3, cada envio
estaba dividido en 5 punciones con 5
embriones cada uno; una puncién en
estadio de Cigoto, 2 punciones en Dia 2
y 2 punciones en Dia 3. Se debia
clasificar cada embrién como Bueno,
Regular o Malo y decidir de cada punciéon
qué dos embriones se transferirian, y de
los no transferidos, cuales se
congelarian y cuales se desecharian. Se
consideré que existia alto grado de
acuerdo en clasificacién cuando mas del
75% de los laboratorios adjudicaban la
misma categoria para un mismo
embrién. Se considerd que existia alto
grado de acuerdo en decisién clinica
cuando mds del 75% de los laboratorios
coincidian en la decisién clinica para un
mismo embrién.

RESULTADOS:

Observamos un mayor porcentaje de
embriones con alto grado de acuerdo
cuando la evaluacion se realiza sobre
embriones de Dia 3 (58.0%, 29/50) que

cuando se evalian embriones de Dia 2
(32.0%, 16/50) (p<0.05) o Cigotos
(40.0%, 8/20).

También  observamos un  mayor
porcentaje de embriones con alto grado
de acuerdo cuando la categoria mas
escogida fue Mala (72.4%, 21/29)
calidad, que cuando la categoria mas
escogida fue Regular (28.6%, 12/42)
(p<0.05) o Buena (41.4%, 12/29)
(p<0.05).

El porcentaje de embriones en el que se
obtuvo un alto grado de acuerdo fue
mayor cuando la decisién clinica mas
escogida para un embriéon fue Desechar
(66.7%, 18/27) que a la hora de
Congelar (30.8%, 8/26) (p<0.05) o
Transferir (42.9%, 18/42).

CONCLUSIONES:

La mayor variabilidad entre laboratorios
se produce a la hora de evaluar
embriones en Dia 2; cuando se clasifica
como Regular o Malo; y cuando se decide
Congelar.

137: INFLUENCIA DEL TIEMPO DE PERMANENCIA EN EMBRYOGLUE
SOBRE LAS TASAS DE GESTACION EN EL CERHA DE BADAJOZ

F. Monllor, A. Ortiz, G. Lozano, I. M. Baena, M. I. Jiménez.
Centro Extremefio De Reproduccion Humana Asistida (CERHA). Hospital Materno Infantil. Badajoz

INTRODUCCION:

Siguiendo la tendencia de implantar
programas de control y sistemas de
calidad en el laboratorio de
reproduccién asistida, los embriélogos
del Centro Extremefio de Reproduccién
Asistida disefiamos los protocolos de
trabajo con la ayuda de las guias de
préctica clinicay las instrucciones de uso
proporcionadas  por las  casas

comerciales para los medios de cultivo.
Para la elaboracion del protocolo de
transferencia ~ embrionaria  (TE),
realizamos un estudio analizando el
tiempo que los embriones permanecian
en el medio de transferencia
(Embryoglue, Vitrolife). La casa
comercial recomienda unintervalo entre
10y 30 minutos pero es dificil respetar
ese intervalo debido a varios factores
tales como descoordinacion con el

ginecélogo, pacientes que no estdn
preparadas en el dltimo momento,
etc....

MATERIAL Y METODOS:

Se hanincluido 100 TE al azar, realizadas
entre Enero y Marzo de 2009, a parejas
que acuden al centro por problemas de
reproduccién. La edad de la mujer estd
comprendida entre 25y 40 afios. En un



COMUNICACIONES POSTER

9% de los casos se utiliz6 semen de
donantey en un 8% se realizé un ciclo
mixto; el resto de TE correspondian a
ciclos conyugales de ICSI. El 42% de las
TE se realizaron en D+2 y el 58% restante
en D+3. El tiempo de permanencia en
Embryoglue se cronometré desde el
momento de pasar los embriones a este
medio, hasta el momento de pulsar el
émbolo para descargarlos en el Gtero.

*el tiempo maximo de permanencia en
Embryoglue es de 88 minutos.

No se  observan diferencias
significativas entre el intervalo
recomendado (10-30 minutos) y el que
sobrepasa este intervalo (p=0,697); si
bien, intentamos ajustarnos al
protocolo de Embryoglue y por eso el
tiempo de permanencia maximo en este
medio ha sido de 1 hora y 28 minutos.
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10 minutos tampoco encontramos
diferencias.

CONCLUSIONES:

El intervalo de permanencia de los
embriones en Embryoglue
recomendado por Vitrolife (10-30 min.)
nos parece demasiado estricto dado
que el no cumplimiento de este periodo
de tiempo no afecta a nuestros
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RESULTADOS: Para el intervalo por debajo de los resultados. Por tanto, el cambio de los
—— embriones a este medio puede
T ) . . mlrc j'. - . .
& | Entre 0y 10 mimitos imtas Mayor de 30 minutos realizarse cuando sea mejor para la
. (it 18 21 o 14 1
- organizacion del trabajo en el
Gestaciin Negativa 52.6% 43 9% 52.5% g . . .
F Posi 9 2 19 laboratorio, aunque la casa comercial
Positiva 5 ; ; .
47.4% 36.1% 41.3% aconseja no sobrepasar las 3 horas.
‘lotal 18 41 40

138: TASAS DE EMBARAZO EN LOS CICLOS DE DESCONGELACION
VERSUS DESVITRIFICACION

M. Sanchez de Burgos, M. Nieto Sanchez, L. Andrés Criado, J. Cuadros, E. Hernandez
Clinica FivMadrid

INTRODUCCION: descongelaciones vs 24 desvitrificaciones. probabilidad de embarazo y la tasa de

implantacién embrionaria son

En un estudio paralelo a éste, llevado a RESULTADOS: estadisticamente similares si
cabo en nuestro centro, hemos comparamos  la  descongelacion
comprobado que aquellos embriones
que proceden de ciclos de N*ciclos IIcG+ Emb. Clinico Tasa Abortos
desvitrificacion presentan mayores . implantacidn

. . . . Dea‘cungs!ucwn 65 31.3% 26.6% 14, 2% 17,6%0
tasas de supervivencia embrionaria gue (20461) (17/61) (22/155) (3/17T)
los que proceden de la descongelacion Desvitrificacidn 24 33.3% 23.0% 19,6% 0%
tradicional. (90,5% vs. 62,8%). Esto (R124) (624) (051)
sugeriria la posibilidad de que los
embriones desvitrificados podrian dar Los resultados obtenidos fueron tradicional con la desvitrificacién,

lugar a mayores tasas de embarazo e
implantacién. El objetivo de este estudio
es comparar las tasas de embarazo,
implantacion y de abortos en los ciclos
de descongelacion tradicional vs los
ciclos de desvitrificacién.

MATERIAL Y METODOS:

Se realiz6 un estudio prospectivo y
randomizado desde Diciembre de 2008
hasta Marzo de 2009. La técnica de
congelacién en cada paciente se hizo de
forma aleatoria mediante el programa
Research Randomizer Form v4.0.

Se llevaron a cabo un total de 65

similares con ambas técnicas, tanto en
las tasas de hCG+, como en las de
embarazo clinico. La tasa de
implantaciéon fue algo superior en
aquellas pacientes en las que se
transfirieron embriones procedentes de
la desvitrificacion, sin embargo el
andlisis estadistico mediante chi-
cuadrado no mostré diferencias
significativas. Hasta la fecha, no se han
producido abortos en las gestaciones
obtenidas con los  embriones
desvitrificados.

CONCLUSIONES:

ElL presente estudio muestra que la

aunque de momento no se han
producido abortos con los embriones
desvitrificados. Consideramos necesario
continuar con este estudio, y reevaluarlo
con un ndmero mayor de casos.
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139: EFECTO DE LA DECUMULACION TOTAL O PARCIAL DEL
COMPLEJO CUMULO-0OVOCITO SOBRE LA TASA DE EMBARAZO

M. L. Rubio Palacios, L. Mifsud Elena, J. Ifiiguez Tornero, I. Cuevas Saiz.

Hospital General Universitario de Valencia

INTRODUCCION:

durante la foliculogénesis las células de
la granulosa (CGs) son esenciales para la
maduracion del ovocito y la adquisicién
gradual de su competencia. Asi mismo,
las células del cimulus (CCs) deben
secretar factores de crecimiento
paracrinos o expresar moléculas de
adhesién en sus membranas que tienen
un papel relevante en la maduracién
nuclear y/o citoplasmatica. Previo al
ICSI, los complejos cumulus-ovocito
(CCo) son decumulados, y
posteriormente son clasificados en
funcién de su estado de maduracién. EL
hecho de no eliminar todas las células de
la granulosa en la decumulacién, podria
suponer una oportunidad de maduracién
completa, sin que ello implicara
desventajas en el momento de la
microinyeccién.

Nuestro objetivo fue evaluar si la
decumulacion parcial o total del
complejo  cimulus-ovocito  influia
significativamente sobre las tasas de
gestacién, embarazo bioquimico,
ectépicos y aborto de ler trimestre de
las pacientes incluidas en el estudio.
Ademas se estudié si el proceso de
microinyeccion también se veia afectado
en funcion del método sequido al
decumular.

MATERIALY METODOS:

realizamos un estudio retrospectivo para
evaluar las diferencias entre la
decumulacion total o parcial de los CCOs
antes del ICSI. Se analizaron un total de
312 pacientes sometidas a un
tratamiento de fecundacién in vitro en
el Hospital General Universitario de
Valencia en el periodo comprendido
entre mayo del 2005 y diciembre del
2008 (decumulacién parcial, n = 148;
decumulacion total, n = 164), siendo la
edad media de las pacientes de 33,9 +
3,6 afios. En los casos de decumulacion
parcial seincluyeron aquellos en los que
la granulosa o bien estaba distribuida de
forma homogénea, o en grupos. De los
ovocitos microinyectados se
transfirieron aquellos embriones de
mejor calidad segln pardametros
morfolégicos en dia 2 o 3 de cultivo. El
andlisis estadistico se realiz6 mediante
un test Chi-Cuadrado con el programa
SPSS11.0.

RESULTADOS:

No se encontraron diferencias
significativas en las tasas de embarazo
en funcién del tipo de estrategia sequida
en el momento de la decumulacién,
siendo un 48,6% cuando los CCOs se
decumularon parcialmente y un 43,9%
cuando se eliminaron las células de la

granulosa por completo (P<0,05).
Igualmente no hubo diferencias
significativas cuando las variables
analizadas eran embarazo bioquimico,
ectépicos y aborto de ler trimestre. En
cuanto a la microinyeccién, tampoco se
encontraron diferencias significativas
en la tasa de fecundacion entre aquellos
CCOs decumulados parcial o totalmente.
Con respecto a la microinyeccion,
quisimos analizar si el método de
decumulacion seguido suponia una
mayor o menor complicacién técnica a la
hora de microinyectar, pero se vio que no
habia diferencias en estos casos
(P<0,05).

CONCLUSIONES:

a la vista de los datos obtenidos
encontramos que las células de la
granulosa, segln el método de trabajo
de nuestro laboratorio, no ejercen una
funcién ni positiva ni negativa sobre el
ovocito, de manera que para nosotros
ambos protocolos de decumulacién
serian igualmente validos. Aln asi,
creemos que seria necesario realizar un
estudio prospectivo en el que se
estandarizasen los protocolos de
decumulacion segtn el grupo de estudio
y con un tamafio muestral mayor para
poder confirmar estos resultados.

140: EMBARAZO TRAS VITRIFICACION DE OVOCITOS Y RE-
VITRIFICACION EMBRIONES EN UNA RECEPTORA DE OVOCITOS

J. Herreros, G. Quea, E. Garijo, F. Galera, J. Mufioz

Instituto Madrilefio de Fertilidad (IMF). Madrid.

OBJETIVO:

Reportar el embarazo en una paciente
incluida en el programa de donacién de
ovocitos después de vitrificar los
ovocitos y los embriones.

Disefo: Case report
MATERIAL Y METODOS:
La hiperestimulacién ovdrica controlada

en la donante de ovocitos se inicié con
FSHr-HMG en dia 2 6 3 del ciclo

menstrual y la desensibilizacion
hipofisaria fue llevada a cabo usando
cetrorelix 0.25 mg (Cetrotide, Merck-
Serono) cuando el foliculo dominante
tenia > 14 mm de didmetro, 6 en dia 5 -
6 de estimulacién. La ovulacion fue
inducida con hCGr (Ovitrelle, Merck-
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Serono) cuando la hiperestimulacion
ovdrica dio como resultado al menos dos
foliculos > 18 mm de didmetro. Los
ovocitos fueron vitrificados mediante el
método Cryotop (Kitazato Biopharma
Co. Japan). En la receptora de ovocitos
la evaluacion uterina se realizd
mediante ecografia transvaginal con
ultrasonidos (Voluson E8/ General
Electric). La paciente recibié estradiol
oral para la preparacion endometrial
(600 mg/dia). Previamente se
administré analogos de la GnRH debido a
la presencia de ciclos menstruales
regulares. El dia de la desvitrificacion de
los ovocitos se le empez6 a suministrar
progesterona micronizada.

El siguiente ciclo (de la trasferencia de
congelados) fue realizado siguiendo el
mismo protocolo.

RESULTADOS:

Nueve ovocitos fueron obtenidos tras
puncion foliculary fueron vitrificados un
total de 6 ovocitos metafase IL. Dos horas
después de la desvitrificacion de los
ovocitos realizamos el ICSI. Tras valorar
la fecundacion, observamos 4 ovocitos
fecundados y dos embriones fueron
transferidos mientras que los otros dos
embriones fueron vitrificados de nuevo.
A los 12 dias de la transferencia de los
embriones evaluamos la beta-hCG en
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suero sin lograr embarazo, por lo que en
el siguiente ciclo le fueron transferidos
los embriones vitrificados consiguiendo
embarazo en este caso.

CONCLUSIONES:

Desde la implantacion del método de la

vitrificacién, se ha especulado sobre el
efecto deletéreo de utilizar altas
concentraciones de crioprotectores, sin
embargo, nosotros hemos comprobado
la eficacia del método de la vitrificacion
manteniendo la viabilidad de ovocitos y
embriones.
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