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EL FUTURO ES NUESTRO

Estimados amigos,

Me han pedido desde la Vocalia de Publicaciones que escriba este dltimo editorial de nuestra revista, correspondiente
a la actual Junta Directiva. Podria haber hecho un repaso de nuestra actividad durante estos casi 4 afios, pero alin nos
quedan unos meses y, ademas, de aquello que no hayamos realizado, de lo que si hemos hecho, y de si estd bien o mal
y de sus consecuencias, prefiero dar cuentas cara a cara en la Asamblea General en el proximo Congreso de Sevilla, en
noviembre.

Ahora prefiero mirar al futuro...

En su momento, Antonio Gonzdlez Utor, cuando comencé en su Junta Directiva hace ya muchos afios, me dijo algo con
razén:

“iManolo!, la muerte mds probable de una Sociedad Cientifica estd en su inviabilidad econémica”.
A este mensaje yo quiero afiadir uno complementario.
Y su vitalidad depende del trabajo de sus socios.

Lo que hayamos trabajado en ASEBIR durante estos casi diez afios, lo que dentro de poco pertenecerd al pasado, no es
lo que mas me emociona. Lo que mds me importa es lo que vendra en el futuro.

El reto no lo tiene sé6lo la préxima Junta Directiva. EL VERDADERO RETO DEL FUTURO LO TIENEN TODOS LOS MIEMBROS
DE ASEBIR. Porque ASEBIR y todo lo que ella implica, depende de manera casi exclusiva de lo que querdis trabajar y
crecer con ella.

Os invito a implicaros ain mds en algo que es vuestro.

Manuel Ardoy
Dentro de 5 meses expresidente de ASEBIR

Continuous Single Culture™ Media

Desde la fertilizacion hasta el dia 5/6 de desarrollo
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sin stress
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Werfen Group :
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EN UN LUGAR DE EXTREMADURA...

José Mijares Gorddn

Coordinador Aula EMB-ASEBIR Responsable Area Reproduccién Asistida, CCMIJU

Parece mentira, ha pasado un afio desde
que inicidsemos nuestra andadura y
podriamos decir, ahora que estdn tan
de moda las series de television, que
ha finalizado la primera temporada
del Aula EMB-ASEBIR. Para los que se
pregunten a qué me refiero, hablo del
area de reproduccién asistida que se
encuentra en el Centro de Cirugia de
Minima Invasion Jesds Uson, situado en
la entrada de Caceres por la carretera de
Madrid.

seguridad en uno mismo, habilidad y
técnicas que tanto requerimos y que
necesitamos practicar continuamente.
Y asi fue, gracias a la ayuda de EMB
pudimos ponernos en contacto con las
principales casas comerciales y parece
que la idea les entusiasmé. Lo que
luego acontecié os lo podéis imaginar,
miles de reuniones del tridente CCMIJU-
EMB-ASEBIR, que permitieron alcanzar
un feliz acuerdo, como ya sabéis.

vitrificacién y banco de semen; de los
cuales ya estan en marcha las segundas
ediciones. Se puede decir que de
momento hemos completado nuestra
funcidn,alfinaldeestaanualidad habran
pasado ya cerca de los 100 alumnos, de
los cuales tengo la certeza de que el
grado de satisfaccién ha sido alto; los
que habéis estado, asi lo afirmais en las
encuestas que os hago rellenar. Asi que
si las instalaciones son una maravilla
(residencia, animalario, salas tedricas,

I Practicum de Vitrificacion

Hubo un dia en el que pensamos que,
de igual manera que por el centro
pasan miles de médicos, enfermeros,
veterinarios, etc., los profesionales
de nuestra especialidad, y digo
especialidad porque ya va siendo hora
de que lo sea (animo Carmen), debiamos
tener un sitio donde poder dar las
pinceladas de conocimiento, manejo,

Esta unidad esta concebida como un
lugar donde los embriélogos puedan
formarse, tanto los que desean poder
llegar a serlo alglin dia, como los
que necesitan perfeccionarse en las
técnicas y conocimientos de nuestra
especialidad. Para ello, hemos
ofertado cuatro Cursos, o mejor dicho
cuatro Practicos: embriologia, ICSI,

laboratorios y quiréfanos de ensuefio),
si los equipos son de Gltima generacion
(ICSI, IMSI, Laser, incubadoras tri-
gas u Oosight entre otros...) y los
profesionales son lo mejor que tenemos
en el pais (la mayoria de vosotros me
estdis leyendo), nuestro desarrollo
embrionario es de buen pronéstico.
En cualquier caso, creo que todavia
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I Curso de Congelacion y Gestion de Banco de Semen

se puede mejorar, que le podemos
dar otro impulso a la reproduccién
asistida. Tenemos las puertas abiertas a
todo aquel que, con lo que antes os he
comentado, quiera investigar, mejorar
o desarrollar aquello que siempre deseé
y nunca supo cémo o dénde realizarlo.
En definitiva, queremos que esta unidad
sea un lugar donde intentemos que
todo lo que se os pueda llegar a ocurrir,
podais llevarlo a cabo.

Finalmente, me gustaria hablar de mi
experiencia personal. He podido llegar
a conocer, fuera de sus quehaceres
diarios, a grandisimos profesionales,
de los cuales hoy puedo decir son mis
amigos y a los que estoy deseando
volver a ver; todos esos José Luises
y Carmenes, Santis, Juanis, Martas,
Nieves, Jorges, M2 Josés, Miqueles,
Albertos, Cristinas, son los que han
dejado en muchas ocasiones sus propios
obligaciones para venir a compartir
su “masa celular interna”, para que de
una manera u otra implante en todos
nosotros, los alumnosy los que sin serlo
pretendemosaprenderdevosotros.Ypor
Gltimo, tengo que agradecer a todos los
centros los cuales “nos prestan” a estos
maestros que nosensefian las maravillas
que pueden llegar a realizar. Somos un

aula sin vinculacién ni obligacién de
ningln tipo hacia cualquier centro, y
de esta manera debemos seguir, pero
siempre agradecidos a los IVI, DEXEUS,
QUIRON, NORBA, IERA, FIV MADRID y
muchos mas que venis de camino...
MAS VIDA, VISTA HERMOSA, LABCLINIC,
INST. MARQUES...  Como siempre
os digo cuando me preguntdis qué
tenéis que hacer... Nada, el trabajo es
nuestro, vosotros sélo tenéis que venir
a disfrutar, unos aprendiendo y otros
ensefiando. Os espero amigos...
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TRANSFERENCIA DE HUSO MEIOTICO PARA LA PREVENCION DE
ENfERMEDADES MITOCONDRIALES: MAS CERCA LA APLICACION
CLINICA

MATERNAL SPINDLE TRANSFER TO PREVENT MITOCHONDRIAL DISEASES: CLOSER TO
CLINICAL APLICATION

Nuno Costa-Borges!?, Xavier Santamaria?, Gloria Calderon®
! Embryotools, Parc Cientific de Barcelona
2]VI-Barcelona

nuno.borges@embryotools.com

RESUMEN

Las enfermedades causadas por mutaciones en el DNA mitocondrial (mtDNA) presentan frecuentemente patologias severas
y actualmente no tienen tratamiento. Se conoce que son transmitidas por herencia materna, también denominada herencia
citoplasmatica. Aunque la reproduccion asistida ha propuesto diferentes estrategias para intentar prevenirlas, éstas no han
sido lo suficientemente exitosas para la aplicacion clinica. Sin embargo, la reciente publicacion de una novedosa técnica de
reproduccion asistida, la transferencia de huso meiético (MST) en ovocitos humanos, ha reabierto la esperanza, no sélo a la
posibilidad de prevenir enfermedades mitocondriales, sino también a la resolucion de problemas de infertilidad relacionados
con defectos citoplasmaticos del ovocito. En este articulo, se describen las caracteristicas de esta técnica y el significado de
su eventual uso clinico.

Palabras clave: enfermedades mitocondriales, transferencia huso meiotico, ovocito, mtDNA

SUMMARY

Mitochondrial diseases associated to mutations in mitochondrial DNA (mtDNA) are severe in most cases and currently do
not have treatment. It is known that these diseases are maternally inherited through the oocyte’s cytoplasm. Although
assisted reproduction has proposed different strategies to prevent them, most of the techniques developed were not
sufficiently successful to be used in clinical treatments. However, the recent publication of a novel assisted reproduction
technique, known as meiotic spindle transfer (MST) in human oocytes, has re-opened new hopes for the prevention not only
of mitochondrial diseases, but also to solve some infertility problems caused by cytoplasmic defects in the oocytes. Here, we
analyze the characteristics and meaning of these new findings for future clinical applications.

Keywords: Mitochondrial diseases, Maternal Spindle transfer (MST), oocyte, mtDNA

Las mitocondrias son organulos (mtDNA), el cual se transmite por que codifican proteinas implicadas
presentes en practicamente todas via materna en el momento de la en el correcto funcionamiento de la

las células eucariotas, que cumplen fecundacién, cuando el embridn mitocondria. Aunque la gravedad y
importantes  funciones en el hereda las mitocondrias presentes en el sintomatologia de estas enfermedades
metabolismo celular. Actdan como citoplasma del ovocito. es variable, estas patologias severas
centrales energéticas de la célula, afectan habitualmente a drganos

sintetizando ATP por via del ciclo del Diferentes  estudios indican que o tejidos que requieren un alto
acido citrico (de Krebs) y la cadena las  enfermedades  mitocondriales aporte energético, como pueden ser
transportadora de electrones. Ademas, estan frecuentemente asociadas a cerebro, corazén, higado, mdsculos
cuentan con su propio DNA extranuclear, mutaciones en el DNA mitocondrial, o esqueléticos o rifiones (Gropman,
conocido como DNA mitocondrial bien a mutaciones en genes nucleares 2001). Son ejemplos de enfermedades
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causadas por alteraciones en el mtDNA,
la oftalmoplejia externa crénica
progresiva, el sindrome de Kearns-
Sayre, el sindrome Mitochondrial
Encephalomyopathy, Lactic Acidosis,
Stroke (MELAS), el sindrome de Pearson,
el sindrome de Leigh, la debilidad
neurogénica con ataxia y retinitis
pigmentosa, la epilepsia mioclénica con
fibras rojas rotas o la neuropatia 6ptica
hereditaria de Leber (Haas etal., 2008).

Se estima que la prevalencia de estas
enfermedades es de 1 en cada 5.000
nacimientos, aunque hay estudios que
indican que la frecuencia de patologias
hereditarias asociadas a mutaciones
en el mtDNA puede ser incluso
mayor, acercandose a 1 en cada 200
nacimientos (Schaefer et al. 2008).

Actualmente, no se conocen
tratamientos para este tipo de
enfermedades, por lo que evitar su
transmision a la descendencia es un
tema preocupante para muchas familias
y para lo cual se necesitan soluciones
(Roberts, 1999; Craven etal., 2011).

A nivel de la reproduccion asistida, el
diagnéstico genético preimplantacional
(PGD) se suele considerar como opcién
para evitar que madres portadoras de
mutaciones en el mtDNA las transmitan
a sus hijos. En 2006, Steffann et al.
describieron la aplicacién del PGD para
un caso de debilidad neurogénica con
ataxia y retinitis pigmentosa (Steffann
et al., 2006) y, posteriormente, se
ha descrito también el nacimiento de
un nifio libre del sindrome de Leigh a
través del PGD (Unsal et al., 2008). Sin
embargo, en el caso de mujeres con altos
niveles de alteraciones en el mtDNA, la
donacién de ovocitos representa la Ginica
alternativa que asegura tener un nifio
sano, con la consiguiente limitacién de
que la descendencia no comparta su
dotacion genética (Craven et al., 2011).

TRANSFERENCIA DE HUSO MEIOTICO EN
OVOCITOS

Dado que la herencia mitocondrial se
transmite por via materna, y ya que el
mtDNAdelfuturoembridnprovienedelas
mitocondrias del ovocito, hace décadas
que investigadores de todo mundo se
esfuerzan por encontrar soluciones

viables al problema de la herencia de
enfermedades mitocondriales causadas
por mutaciones en el mtDNA.

Sin  embargo, ninguno de los

procedimientos  desarrollados  hasta
el momento se consideraba lo
suficientemente seguro como para

utilizarse como herramienta de aplicacion
clinica con el fin de prevenir la herencia
de este tipo de enfermedades (revisado
en Craven etal., 2011).

Recientemente, sin embargo, se
generd la hipétesis de que si se lograra
reemplazar por completo el citoplasma
de un ovocito de una paciente por el
citoplasma de un ovocito de donante,
se podria evitar la presencia de mtDNA
con alteraciones en el futuro embrién
y de esta forma lograr el nacimiento de
hijos libres de enfermedad. En 2009,
el grupo de investigadores dirigido
por Shoukhrat Mitalipov, del Oregon
National Primate Research Center, llevo

ay
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a cabo un proyecto de investigacion
destinado a desarrollar la técnica
denominada Maternal Spindle transfer
(MST) o spindle-chormosomal-complex
transfer. Esta técnica se basa en aislar
y transferir el huso meiético y los
respectivos  cromosomas  (material
genético nuclear) de un ovocito maduro,
al citoplasma de otro ovocito enucleado
(al cual se han extraido previamente
los cromosomas). De esta manera, se
logra reemplazar el citoplasma de un
ovocito de una paciente con mutaciones
en el mtDNA u otro tipo de defectos
citoplasmaticos, por el citoplasma de un
ovocitodedonante, sin mutacionesen el
mtDNAy con orgdnulos, RNAy proteinas
sanas. Con la posterior inseminacién
del ovocito resultante del proceso de
MTS, el eventual embrién obtenido
estaria genéticamente relacionado con
la paciente, siendo portador de genes
mitocondriales y organulos sanos
provenientes de la donante (Fig. 1).

-] El

Eaaloinic mo slecisda po
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Figura 1. La técnica de transferencia de huso meidtico entre ovocitos.

A) Se aisla y aspira el complejo formado por el huso meidtico y respectiva placa
metafdsica (carioplasto) de un ovocito maduro afectado por mutaciones en el mtDNA u

otros problemas citoplasmadticos.

B) Se transfiere el carioplasto de la paciente a un ovocito enucleado de donante
(citoplasto), del cual los cromosomas han sido previamente extraidos.

C) El nuevo ovocito, constituido por el carioplasto (cromosomas nucleares) de la
paciente y el citoplasto sano de la donante, queda asi listo para ser fecundado.

D) Elembrion obtenido estaria genéticamente relacionado con la paciente y seria
portador de mtDNA y orgdnulos sanos provenientes de la donante.

Rev Asoc Est Biol Rep Junio 2013 Vol. 18 N1
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Los primeros ensayos realizados en el
modelo primate no humano (Reshus
macaque) demostraron la fiabilidad
técnica de este procedimiento, asi
como su alta eficiencia, con tasas de
fecundacion y desarrollo embrionario
in vitro similares a las obtenidas
con ovocitos control (Tachibana et
al., 2009). Ademas, los embriones
transferidos a hembras receptoras, se
desarrollaron normalmente y se logré
el nacimiento de tres crias sanas que
demostraron, mediante analisis por
microsatélites, la identidad genética
de las células donadoras de huso
(Tachibana et al., 2009; Tachibana
et al., 2010). A nivel molecular, se
demostré a través de la secuenciacion
de polimorfismos de un solo nucleédtido
(SNP) mitocondriales y polimorfismos
en la longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP) que el mtDNA de las
crias provenia exclusivamente de los
citoplastos donadores (Tachibana et al.,
2009; Tachibana et al., 2010).

Transcurridos mas de tres afios desde
el nacimiento de las tres crias, todas
presentan niveles de desarrollo vy
crecimiento normales, y los pardmetros
bioquimicos de funcién renal, hepatica
y tensién arterial, asi como los niveles
de ATP y potenciales de membrana de
las mitocondrias son similares a los
encontrados en animales control de la
misma edad (Tachibana et al., 2013).

Los resultados de este estudio
representaron un gran hito porque, por
primera vez, se demostré que es posible
remplazar por completo el mtDNA en
un ovocito (todos los andlisis probaron
la ausencia de heteroplasmia), y por la
importancia de haber sido desarrollado
en un modelo animal préximo al
humano.

Mas recientemente, el mismo grupo,
confirmé el potencial de la técnica,
realizando los primeros ensayos con
ovocitos humanos, cuyos resultados
fueron dados a conocer el pasado mes
de octubre del 2012 en la revista Nature
(Tachibana et al., 2013).

De un total de 106 ovocitos humanos
donados voluntariamente para
investigacion, a 65 se les practicé la
técnica MST reciproca, mientras que 33

ovocitos fueron usados como control.
Unavezinseminados mediante latécnica
de ICSI, la tasa de fecundacion de los
ovocitos provenientes de MST (73%) fue
similar a la obtenida con los ovocitos
control (75%), aunque un porcentaje
importante de zigotos (52%) presenté
una tasa anormal de fecundacién,
determinada por un ndmero irregular
de prondcleos (PNs) (Tachibana et al.,
2013). De entre todos los zigotos que
demostraron una fecundacién normal, 2
PNsy 2 corpusculos polares, las tasas de
desarrollohastaelestadiodeblastocisto
(62%) vy las tasas de derivacion de
células madre embrionarias (38%)
fueron comparables a las obtenidas con
embriones provenientes de ovocitos
control. Ademds, todas las lineas de
células madre embrionarias derivadas
deblastocistos provenientes de ovocitos
en los que se les practicé la técnica de
MST presentaron un cariotipo normal y
un contenido en mtDNA exclusivamente
de origen del ovocito donante del
citoplasma (Tachibana et al., 2013). Se
demostré asi que el mtDNA puede ser
reemplazado por completo también en
ovocitos humanos y que los embriones
obtenidos en los que se observé una
fecundacién correcta son capaces de
desarrollarse in vitro hasta el estadio
de blastocisto y producir células madre
embrionarias con una eficiencia similar
a la obtenida con embriones control
(Tachibana et al., 2013). Asimismo, y
aunque los resultados descritos son
muy prometedores, hay todavia un gran
margen de investigaciéon y un largo
recorrido para mejorar las tasas de
fecundaciény desarrollo embrionario, y
simplificar técnicamente el protocolo de
MST. Ademas, la técnicay los resultados
deben ser contrastados por otros
laboratorios para que se corrobore la
fiabilidad y seguridad del protocolo y
asi su potencial para uso clinico.

POTENCIAL DE LA TRANSFERENCIA
DE HUSO MEIOTICO EN LA PRACTICA
CLINICA

En el caso de que las investigaciones
futuras confirmen la seguridad vy
fiabilidad de la técnica de MST, sus
posibles aplicaciones clinicas son
amplias. La aplicacién mds obvia es la
que suscit6 su desarrollo: la prevencién
de enfermedades mitocondriales. Como

se ha explicado anteriormente, para
este fin se usaria como donador un
ovocito con mitocondrias normales, lo
que permitiria a una pareja afectada
por una enfermedad mitocondrial
tener sus propios hijos (desde una
perspectiva genética) y no tener que
recurrir a la donacién de ovocitos con
el consiguiente complemento genético
diferente. Aparte de esta aplicacion, la
MST también puede tener indicaciones
igualmente interesantes, como seria su
uso en elfallo repetido de lafecundacién
in vitro o en la correccién de defectos
citoplasmaticos presentes en ovocitos.
También se podria aplicar a pacientes
con baja reserva ovdrica u ovocitos de
mala calidad, lo que permitiria usar
ovocitos donados pero manteniendo el
DNA de la paciente. Esto Gltimo podria
eliminar al mismo tiempo la reticencia
de algunas donadoras de ovocitos
que, preocupadas porque sus genes se
transmitan, se replantean la donacién.

ENSAYOS CLINICOS

Confiando en los resultados descritos
y siendo un pais pionero en la
investigacion y desarrollo de técnicas
para reproduccién asistida, Reino Unido
ha dado ya el primer paso en el mundo
para acercar la MST, todavia en fase
experimental, a la practica clinica. La
agencia britdnica Human Fertilisation
and Embryology Authority (HFEA, siglas
en inglés), encargada de aconsejar al
gobierno sobre la regulacién de esta
novedosa técnica reproductiva, ha
lanzado una consulta pdblica para saber
la opinién de los ciudadanos britdnicos
sobre posibles nuevos procedimientos
médicos disefiados para evitar futuras
enfermedades genéticas graves. Los
resultados fueron dados a conocer
en el pasado mes de marzo de 2013 y
demostraron una amplia aprobacién
de la ciudadania a su aplicacién clinica.
Dado este importante primer paso,
el gobierno inglés debe decidir ahora
si pretende legalizar esta practica en
humanos y buscar apoyos para que
el Parlamento apruebe o no la ley en
Reino Unido. Si su aplicacién es exitosa
en este pais, se espera que se sumen
a corto plazo otros paises igualmente
pioneros en reproduccién asistida,
como es Espana.
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RESUMEN

El estrés oxidativo ejerce un papelimportante sobre el dafio producido en la célula espermatica. Pero hay que tener en cuenta
que para mantener el correcto funcionamiento del espermatozoide son necesarios niveles fisiolégicos de especies reactivas
de oxigeno (ROS). Es el desequilibrio entre antioxidantes y ROS el causante de alteraciones en el espermatozoide. En este
estudio se hablara de la innovadora técnica del OxiSperm para medir el nivel de estrés oxidativo presente en el eyaculado del
paciente. Se correlacionara los valores de estrés oxidativo con la edad del paciente y con diferentes parametros seminales.
Aunque no hemos podido observar correlacién alguna con las variables estudiadas, este test puede ayudar a tomar decisiones
diagnosticas y da una idea al laboratorio del modo en que se debe procesar. Un valor alto de estrés oxidativo aconsejaria
un manejo rapido de la muestra, a poder ser con swim-up y evitando usar muestras congeladas para no inducir mas dafio.
Rev Asoc Est Biol Rep 2013; 18(1):15-19.

Palabras Clave: estrés oxidativo, especies reactivas de oxigeno, infertilidad masculina, calidad espermatica, anién superoxido.

SUMMARY

Oxidative stress plays an important role in sperm cell damage. However, we must take into account that physiological levels of
reactive oxygen species (ROS) are necessary to maintain a proper functioning of spermatozoa. Therefore, the source of sperm
alterations is the unbalance between antioxidants and ROS. In this study we aim to prove the innovative technique called
OxiSperm to assess the oxidative stress levels of patient’s ejaculate. We correlate oxidative stress assessment with patient’s
age and with different seminal parameters. Although we have not been able to observe any correlation with the studied
variables, this test may provide an idea on how to process the sample and may help clinicians on diagnosis. Higher oxidative
stress values suggest a quickly processing of the sample, preferably using swim-up and avoiding cryopreservation in order to
minimize cell damage. Rev Asoc Est Biol Rep 2013; 18(1):15-19.

Keywords: oxidative stress, reactive oxygen species, male infertility, sperm quality, superoxide anion.

INTRODUCCION analizando el volumen, color, pH, laasociacién que hay entre laintegridad

Tradicionalmente el diagnéstico de la
infertilidad masculina se ha basado
en la observaciéon tanto macroscépica
como microscopica del eyaculado,

licuefaccién, viscosidad, concentracion,
motilidad o morfologia. Pero estas
caracteristicas son insuficientes para el
correcto diagnéstico de la infertilidad
masculina. Estudios recientes hablan de

u organizacién del DNA y la fertilidad,
ya que parece evidente que interfiere en
la funcionalidad del espermatozoide,
ademds de ser necesaria para la correcta
transmision del material genético
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(Atig et al., 2013). Si el material
genético se encuentra danado puede
causar resultados clinicos adversos
como la interrupcién del desarrollo
preimplantacional, incrementando la
posibilidad de aborto espontaneo y
morbilidad en la descendencia (Mitchell
et al., 2011). Por eso cada vez mas se
investiga el desarrollo de diferentes
técnicas diagnésticas capaces de
brindarinformacion sobre la naturaleza
de la infertilidad masculina analizando
otras caracteristicas espermaticas.

Parece que las especies reactivas
de oxigeno (ROS) producidas por la
mitocondria de los espermatozoidesy la
estimulacion de la peroxidacién lipidica
(LPO) son uno de los mayores causantes
del dafio al DNA del espermatozoide,
afectando a la modificacién de las bases
nucleotidicas e incrementando los
niveles de fragmentacion del DNA (Atig
etal., 2013; Venkatesh et al., 2011; Zini
etal., 2011). En comparacién con otras
células los espermatozoides son mas
vulnerables al estrés oxidativo, debido a
que sumembrana es muy rica en acidos
grasos poliinsaturados (PUFA’s) (Atig et
al., 2013; Cambi et al., 2013; Lewis and
Simon, 2010).

Los ROS son producidos
constitutivamente por el metabolismo
celular. La mayor parte de ellos
provienen de la reaccién enzimatica
controlada del oxigeno con el
hidrégeno en la fosforilacién oxidativa
que se lleva a cabo en la mitocondria
durante el metabolismo oxidativo
(Tremellen, 2008). El estrés oxidativo
se produce si hay un desequilibrio entre
los ROS y las defensas antioxidantes del
organismo (Doshi et al., 2012). Estos
son metabolitos de oxigeno entre los
cuales incluyen el anién superéxido
(0,), el peréxido de hidrégeno (H,0,)
y los radicales hidroxil (considerados
como los mas perjudiciales), y especies
reactivas de nitrégeno (RNS) como
el oxido nitrico (NO) y el anidn
peroxinitrito (ONOO-) entre otros (Doshi
etal., 2012; Zini et al., 2011).

La LPO producida por los ROS produce
reacciones cataliticas autopropagables,
asociadas a la pérdida de funcién e
integracion de la membrana, llevando
a una clara disminucién de la capacidad
fecundante del espermatozoide (Atig
et al.,, 2013). La LPO en concreto
afecta a la fluidez, a los gradientes
iénicos, receptores de transduccién

Figura 1. Causas del estrés oxidativo (Tremellen, 2008)

de sefales, procesos de transporte
y enzimas de la membrana, aspectos
que interfieren tanto en la motilidad
del espermatozoide como en la fusién
ovocito-esperma, ademds de causar
dafio en el DNA, producido por la
modificacion de bases y rotura de las
cadenas (Jackson et al., 2005; Kothari
etal., 2010).

Los ROS pueden verse aumentados
por causas medioambientales como el
tabaquismo, exposiciéon a radiacién,
agentes  alquilantes, alcoholismo,
drogadiccién, calor, etc. Pero también
pueden incrementarse por causas
clinicas como la torsion testicular,
infecciones  genitales, varicocele,
diabetes u obesidad (Figura 1). Un
factor relevante en la sintesis de ROS
es la edad masculina, ya que cada vez
existe una mayor tendencia en posponer
la paternidad (Pérez, 2007; Robinson et
al., 2012; Zini, 2009; Zini et al., 2011).

Dado que los ROS pueden afectar la
calidad espermatica y el resultado de
las técnicas de Reproduccién Asistida,
se han desarrollado recientemente
métodos para detectar el nivel de estrés
oxidativo en el eyaculado. Este estudio
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pretende evaluar la utilidad del test
OxiSperm (Halotech©), empleada para
el analisis del estrés oxidativo.

MATERIAL Y METODOS

Se han incluido un total de 69
pacientes que acuden al centro por
infertilidad. Se analiza una muestra
seminal de cada paciente valorando
la edad y los siguientes parametros
seminales: volumen, concentracion,
porcentaje de movilidad progresiva,
vacuolizacién celular medida mediante
alta magnificaciéon (microscopio Leica
AM6000), y determinacién cualitativa
del anién superéxido mediante el kit
OxiSperm (Halotech®©).

El seminograma se realiza mediante el
sistema CASA con el analizador digital
MEII (WHO, 2010). La clasificacion
vacuolar utilizada en la magnificacion
de los espermatozoides corresponde
a la publicada por Van der Zwalmen
et al. (2008), donde se consideran
a los grupos con mayor grado de
vacuolizacion (grado ITI+IV) y por tanto
con peor pronéstico.

EL kit OxiSperm se basa en la utilizacién
de un Gel Reactivo (GR) que reacciona
con elanién superéxido responsable del
estrés oxidativo presente en el semen
humano. En funcién de la concentracién
de anién superdxido, se forma un
precipitado de color variable desde el
rosa al morado o negro, que define el
grado de estrés oxidativo de la muestra
(Tabla I). EL test ha de realizarse
exclusivamente en muestras frescas.

Resumidamente, el protocolo consiste
en calentar la agarosa del gel y

Rev Asoc Est Biol Rep Junio 2013 Vol. 18 N1

mantenerla a 37°C. Se debe mezclar
en un tubo eppendorf un volumen
determinado de la muestra de semen
con un volumen igual del gel. Para
calcular el volumen de muestra
necesario se ha de dividir 1000 entre
la concentracion espermatica del
eyaculado. Homogenizar y dejar 45
minutos a 37°C, hasta que se obtiene el
color que nos dara el valor cualitativo
de la presencia del anién superéxido.

Para llevar a cabo el estudio estadistico
se utiliza el programa UNStat2 y el
BoxPlot PRO (Universidad de Navarra).
Se comprueba si las variables siguen
una distribucién normal mediante
el test de Shapiro Wilks. Los datos
experimentales siguen un modelo
estadistico no paramétrico, y los
calculos han sido realizados mediante
el test de Kruskal Wallis.

RESULTADOS

De los 69 pacientes analizados: 15
pacientes mostraron un grado de
oxidacion bajo (N1), 15 presentaron un
nivel normal (N2), 25 presentaron un
nivel moderado (N3) y 14 mostraron un
nivel alto (N4).

Los resultados se muestran en la Tabla I
y Figura2. El test de Kruskal Wallis indica
que no hay asociacion entre los niveles
de estrés oxidativo con la edad ni con
ninguno de los pardmetros seminales
analizados, sugiriendo que la presencia
de estrés oxidativo en el eyaculado
constituye un marcador de calidad
espermatica independientemente de
estos factores.

N1 }' j Blanco
N2 Normal Rosa

M3 Moderado

M4 Alto

Tabla L. Clasificacion del estrés oxidativo segtin el rango de colores de la prueba

Oxisperm (Halotech®©).

DISCUSION

Estudios recientes confirman la
asociacion entre el estrés oxidativo
y la infertilidad masculina. Los ROS
ejercen un papel importante en la
fisiologia de los espermatozoides
y, por lo tanto, son imprescindibles
para su correcta funcionalidad.
Fisiolégicamente hablando, los ROS
controlan la maduracién, capacitacién
e hiperactivacion del esperma, ademas
de intervenir en la reaccién acrosémica
y fusion del espermatozoide al évulo.
Pero si el equilibrio entre ROS vy
antioxidantes se rompe, afectara
tanto a las caracteristicas que regula
ya comentadas anteriormente, como
a la concentracion, morfologia vy
motilidad, induciendo LPO, dafno al DNA
y apoptosis (Aktan et al., 2013; Kothari
etal., 2010).

A los ROS se les refiere como radicales
libres porque son moléculas que
contienen uno o mas electrones
desemparejados, los cuales poseen una
gran cantidad de energia. Estos buscan
emparejarse con otros electrones
proporcionandoles la capacidad de
reaccionar con otras moléculas como
proteinas, lipidos o acidos nucleicos,
modificando asi su estructura e
incrementando el dafio celular (Zini et
al., 2011).

En el eyaculado humano, los ROS son
producidos tanto por los espermatozoides
inmaduros como por los leucocitos. Los
leucocitos, especialmente los neutréfilos,
activan el sistema mitocondrial y la
via de l@a NADPH incrementando asi la
produccién de los ROS en caso de padecer
una infeccion. Cuando se trata de los
espermatozoides inmaduros, el exceso
de citoplasma que presentan en la pieza
intermedia también causa un incremento
en la actividad mitocondrial aumentando
la produccién de los ROS; durante la
espermatogénesis hay una pérdida de
citoplasma para asi conseguir su forma
condensada y alargada caracteristica de
los espermatozoides maduros (Kothari
et al., 2010; Tremellen, 2008), de esta
manera parece que éstos tienen menos
riesgo a sufrir estrés oxidativo. EL plasma
seminal contiene moléculas y enzimas
antioxidantes, pero si estos sistemas
se encuentran reprimidos se verd
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afectada gravemente la funcionalidad
del espermatozoide (Zini et al., 2011;
Zini et al., 2009). Los espermatozoides y
muchas otras células estan equipadas con
sistemas enzimdticos antioxidantes como
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de la muestra seminal para la posterior
inseminacién, se retira el plasma
seminal, aspecto que suele provocar
una mayor susceptibilidad de las células
para ser oxidadas, ya que las moléculas

EDAD Pvalor< 0,05 H=5,138
VOLUMEN | rechazamos | H=3,949 | nil
CONCENTRACION He No H=7,500
%A+E | sigueuna | H=6,063 | 3
i+ IV normal H=2,075

*Con un nivel de significacion a=0,05 obtenemos una Hx2=7,815. Las H obtenidas a
partir del test de Kruskal-Wallis de las diferentes variables experimentales son mas
pequeiias que la H,, por lo tanto consideramos que no es significativo.

Tabla II. Resultado del estadistico

la superdxidodismutasa (SOD), glutation
peroxidasa (GPX) y catalasa (CAT), o
bien moléculas antioxidantes naturales
(acido (rico, acido ascérbico, a-tocoferol,
alblmina, vitaminas A, Cy E) (Atig et al.,
2013; Smith et al. 1996; Tremellen, 2008;
Zini et al., 2011). Durante la capacitacién

antioxidantes presentes en el plasma son
retiradas junto con el plasma seminal
después de la capacitacion (Kothari etal.,
2010; Smith et. al, 1996).

La técnica del OxiSperm puede ser
relevante para analizar correctamente

Baic Homal Msdesds Al

Figura 2. Grdficas del estadistico: edad
v diferentes pardmetros seminales vs
grado de estrés oxidativo seqin el test
OxiSperm.

aquellas muestras que presenten un
grado de estrés oxidativo moderado/
alto, encuantoalaeleccion de latécnica
y el tiempo que se tarda en procesarla.
Este aspecto debe ser considerado en
aquellas muestras con un elevado grado
de oxidacion; ademdas es aconsejable
la utilizacién de muestra en fresco.
El test no se recomienda realizar en
muestras de semen congelado, ya
que la criopreservacion espermdtica
puede inducir un incremento en los
niveles de estrés oxidativo modificando
asi el resultado del analisis. EL mismo
proceso de congelacién/descongelacion
provoca muerte celular disminuyendo
la calidad espermdtica. Dado que los
espermatozoides  (mayoritariamente
los mds inmaduros) son los principales
productores de estrés oxidativo en
muestras no leucocitospérmicas,
(en condiciones normales se estima
una produccién de ion superéxido
equivalente al 5% del oxigeno
consumido), si mueren por el proceso
de la criopreservaciéon obtendremos
como consecuencia una medida sesgada
del estrés oxidativo.

Se ha observado que las muestras
capacitadas por gradientes de densidad
presentan niveles de oxidacion mas
elevados que las capacitadas por Swim-
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up. Esto podria ser debido a la ausencia
total de plasma seminal que ejerceria
un papel protector contra el estrés
oxidativo (Tremellen, 2008).

Asimismo, las terapias y dietas ricas
o enriquecidas con antioxidantes
parecen prevenir o al menos disminuir
el deterioro funcional espermatico
originado por un exceso de estrés
oxidativo. Hay numerosos estudios
que avalan el uso de antioxidantes en
pacientes con infertilidad masculina,
demostrando la mejoria en diferentes
parametros seminales e incluso en
la tasa de embarazos (Lépez et al.,
2011; Ross et al., 2010; Showell et
al., 2011). Los antioxidantes mas
empleados para el tratamiento de la
infertilidad masculina son: L-carnitina,
coenzima Q10, zinc, selenio, acido
docosahexaenoico (DHA), dcido félico,
acetil-cisteina, aspartato, y vitaminas
B, C y E. Esperamos en un futuro
proximo poder aportar mds informacion
acerca del valor pronéstico del test
OxiSperm y poder evaluar el nivel de
estrés oxidativo.
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FRAGMENTACION DEL ADN ESPERMATICO, SES UTIL SU ESTUDIO?
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Maria Estomba, Yosu Franco, M2 José Lazaro
Centro Sanitario Virgen del Pilar, San Sebastian
*email: josufranco@hotmail.es

Fecha recepcion: 27 Marzo 2013

Fecha aceptacion: 30 Abril 2013

RESUMEN

La fragmentacion del ADN espermatico esta empezando a considerarse como un nuevo parametro de calidad seminal.
Actualmente, existe mucha controversia en torno a la importancia de su estudio asi como de la influencia que puede tener en
las tasas de fecundacién, implantacién, embarazo, aborto y calidad embrionaria.

El objetivo del trabajo es evaluar si existe una relacion entre alguno de los parametros de un seminograma basico y el grado
de fragmentacion que presenta nuestra poblacion en estudio, ademas de analizar la relevancia del test de fragmentacion
espermatica para indicar la técnica de reproduccion asistida (TRA) mas apropiada para cada pareja que acude a nuestra
unidad. Rev Asoc Est Biol Rep 2013; 18(1):22-26.

Palabras clave: semen, seminograma, fragmentacion, ADN, OMS, TRA, IDF

SUMMARY

DNA sperm fragmentation is beginning to consider a new parameter of the sperm quality. Nowadays, there is a big controversy
about the importance of its study as well as the influence it might have in relation to the fertilization rates, implantation,
pregnancy, miscarriage and embryo quality.

Theaim ofthis studyisto assessifthereisarelation between some of the parameters of the spermiogramand the fragmentation
degree that presents our group of study. Moreover, we would like to analyze the relevance of the sperm fragmentation test,
so that we will be able to indicate the most suitable assisted reproduction technique (ART) for each couple that comes to our
department. Rev Asoc Est Biol Rep 2013; 18(1):22-26.

Keywords: sperm, spermiogram, fragmentation, DNA, WHO, ART, DFI

INTRODUCCION

El uso de las técnicas de reproduccién
asistida, como tratamiento para
infertilidad humana, ha ido
incrementdndose en los Gltimos afios.
La infertilidad humana afecta a un 20%
de las parejas en edad reproductiva,
siendo la causa principal, en la mitad de
los casos, el factor masculino. Ademas,
el 25% de estos casos de infertilidad
son de origen idiopdtico (Evenson et
al., 1999).

La fragmentacion del ADN espermdtico
es una de las alteraciones que afecta
al  gameto masculino, estando
intimamente relacionada con
defectos genéticos y epigenéticos.
En estos dltimos afos el estudio
de la fragmentacion de ADN ha ido
adquiriendo mayor relevancia en las
Unidades de Reproducciéon Asistida,
aunque existe una gran controversia
acerca de su valor predictivo.

En el laboratorio de andrologia, el
estudio del semen que se realiza de

manera rutinaria se basa en la gufa de
la Organizaciéon Mundial de la Salud
(OMS). Segtin los criterios de la misma,
el seminograma consta del estudio de
una serie de 5 parametros principales:
volumen, pH, movilidad, concentracién
y morfologia; sin embargo, este tipo de
estudios sobre la calidad seminal tiene
un poder limitado a la hora de predecir
el éxitoenelresultadodelasTRA, ya que
aproximadamente el 15% de los varones
infértiles presentan un seminograma
normal (Guzik et al., 2001).
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Por ello, surge la necesidad de evaluar
la integridad del contenido genético
del espermatozoidey la posible relacién
de las alteraciones en la doble cadena
de ADN con la infertilidad de origen
idiopatico masculino (Evenson et al.,
1999).

Actualmente, el estudio de |la
fragmentacion seminal estd siendo
considerado como un nuevo pardmetro
que puede incorporarse en un estudio
bdsico de semen, a pesar de la
controversia que existe en la literatura
cientifica acerca de la influencia del
gradodefragmentacion espermdticayel
resultado de la técnica de reproduccion
realizada (Van der Zwalmen et al., 1991;
Janny etal., 1994)

La importancia de determinar el indice
de fragmentacién espermatico radica
en la relacién que existe entre este
pardametroy la tasa de fecundacion, tasa
de implantacién, calidad embrionaria,
e incluso la tasa de aborto (Shamsi et
al., 2011). Segtin el estudio publicado
por el grupo de Luke Simon en 2011, se
observa una correlacién negativa entre
el nivel de fragmentacion, la tasa de
fecundacién y la calidad embrionaria
obtenida (Simon etal., 2011).

En cuanto a la calidad embrionaria,
varios autores encuentran una relacién
negativa entre el porcentaje de
fragmentacion espermatica y la calidad
de los embriones obtenidos (Evenson
et al., 1999; Tesarik et al., 2004;
Avendafo et al., 2010). Otros estudios
han sugerido que este tipo de dafio en el
material genético se manifiesta durante
la etapa de implantacién, incluso
posteriormente (efecto paterno tardio)
(Tesarik et al., 2004). Se ha observado
que la presencia de niveles altos de
fragmentacion en la muestra seminal
bloquean el desarrollo de los embriones
a estadio de blastocisto (Benchaib et
al., 2007; Seli et al., 2004), siendo
este bloqueo un proceso comprendido
entre la etapa de activacién del genoma
embrionario y el comienzo de la
formacion del blastocisto.

También se ha visto una mayor tasa
de aborto en aquellos pacientes con
un indice de fragmentacién (IDF)
elevado a los que se les ha realizado

ICSI; sin embargo no se han visto estas
diferencias cuando la fecundacion se
realiz6 mediante FIV convencional
(Borini et al., 2006; Benchaib et al.,
2007).

Por otro lado, estudios publicados
sugieren un cambio de indicacién en la
TRA a realizar, ya que se ha observado
que la tasa de embarazo desciende al
realizar IAC cuando el IDF es elevado; sin
embargo, no parece verse influenciada
al realizar FIV o ICSI (Bungum et al.,
2004; Saleh etal,. 2003). Otros trabajos
hanvisto unatasa de embarazo mas alta
mediante ICSI, en aquellos pacientes
cuyo IDF es superior al valor de corte
(Bungum et al., 2006).

El objetivo de nuestro estudio
fue determinar si existe relacion
alguna entre los parametros de un
seminograma bdsico y el indice de
fragmentacion espermatico, ast
como valorar si el resultado de la
fragmentacion modificaria la técnica
indicada en funcién del diagndstico
del seminograma previo. También
comparamos los resultados obtenidos
teniendo en cuenta los criterios OMS 99
con respecto a los criterios OMS 2010.

MATERIAL Y METODOS

Se trata de un estudio retrospectivo
realizado en el Centro Sanitario Virgen
del Pilar de San Sebastidan desde mayo
de 2010, en el que fueron analizados un
total de 264 varones.

Las muestras fueron recogidas por
masturbacion, en botes estériles, con
un periodo de abstinencia de entre 2 y
6 dfas, y con un tiempo de transporte de
la muestra inferiora 1 hora.

Aproximadamente 30 minutos mas tarde
de la recepcién de la muestra, y tras
observar su licuefaccion a temperatura
ambiente, se realizé el analisis de los
parametros del seminograma siguiendo
los criterios de la OMS 99 procesando
posteriormente las muestras mediante
la técnica de swim-up.

Las muestras fueron diluidas en
proporcion  1:1 'y posteriormente
centrifugadas durante 10 minutos a 400
g; el pellet resultante fue incubado en

un volumen final de 400 pl de medio
de cultivo. Tras 1 hora de incubacién
a 37°C y un 6% de CO,, se recuper
el sobrenadante, contabilizando el
ndmero de espermatozoides méviles
mediante cdmara Makler, procediendo
posteriormente al estudio de la
fragmentacion.

EL REM (Recuento de Espermatozoides
Méviles) obtenido nosindicard el tipo de
técnica a realizar a la pareja en estudio
(desde el punto de vista masculino),
siendo los criterios de inclusiéon para
cada técnica: mayor de 5 millones se
indica una IAC; entre 3 - 5 millones, FIV
convencional; y menor de 3 millones,
ICSI.

El andlisis de la fragmentacion del ADN
espermatico fue realizado en la muestra
capacitada mediante el SCD test (Sperm
Chromatin Dispersion), que se basa en
la valoracién de la presencia/ausenciay
tamafio de los halos de dispersion de la
cromatina. Para ello se utiliz6 el kit de
Halosperm segtin protocolo (Ferndndez
etal., 2005).

El porcentaje de fragmentacién fue
determinado mediante el contaje de
300 espermatozoides por observador a
100X en un microscopio de campo claro
bajo aceite de inmersién, siendo cada
muestra valorada por dos observadores.
Elvalorumbral utilizado para considerar
el porcentaje de fragmentacion como
alterado fue del 30%.

En aquellos pacientes en los que hubo
una alteracion en la fragmentacion,
la TRA realizada fue un ICSI,
independientemente del resultado
obtenido enelestudio delseminograma.

En cuanto al test estadistico utilizado,
los datos fueron analizados mediante
el estadistico ¢?  considerando
estadisticamente significativo p< 0,05,
utilizando el programa SPSS para
Windows.

RESULTADOS

Del total de los varones analizados, la
incidencia de fragmentacion alterada
de ADN espermdtico fue de un 11%
(29/264).
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Teniendo en cuenta esta incidencia,
los pacientes fueron divididos en
dos grupos, siendo los varones con
resultado de fragmentacion (IDF)
menor al 30% nuestro grupo control, y
aquellos cuya fragmentacién eraigualo
mayor al 30% nuestro grupo de estudio.

Los resultados obtenidos en cuanto a la
relacion entre los distintos parametros
del seminograma y la fragmentacion
de ADN espermatico se muestran en la
tabla I:

porcentaje de fragmentacién de ADN,
siendo este resultado estadisticamente
muy significativo (p<0,001).

Respecto al parametro de
teratozoospermia, la incidencia
observada es ligeramente mayor en el
grupo de estudio. Nuestros resultados
sugieren que hay una cierta tendencia
que relaciona la morfologia y el indice
de fragmentacion, pero los resultados
no presentan diferencias significativas,
posiblemente debido al pequefio

Tabla I: Prevalencia de los distintos pardmetros que se estudian en un seminograma,
segtin los criterios establecidos por la OMS 99 y 2010.

Como puede observarse en la tabla I,
parece que las principales alteraciones
del seminograma podrian  estar
relacionadas con el dafio en el contenido
genético del espermatozoide, aunque
no todas en la misma medida; esta
posible asociacién se muestra mas
claramente en la grafica 1.

A la vista de nuestros resultados,
siguiendo tanto los criterios de la OMS
del 99 como del 2010, el parametro de
astenozoospermia tiene una relacién
inversamente proporcional con el

0

tamafio muestral de uno de los grupos.

En  cuanto a la concentracién
espermdtica, se observa que existe una
relacién estadisticamente significativa
(p<0,05) entre oligozoospermia 'y
fragmentacion de ADN alterada, tanto
con los pardmetros de la OMS del 99
como con los de 2010.

En la tabla II se muestra el cambio de
indicacion una vez realizado el estudio
de la fragmentacion.
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Como puede observarse en la tabla II,
un 14% de los pacientes tuvieron una
indicacién de FIV convencional y en un
45% la técnica de eleccion fue una IAC,
previo al estudio de la fragmentacion.
Tras el estudio de la mismay basandonos
en la literatura publicada, donde la
realizacion de un ICSI en pacientes
con un IDF>30% mejora las tasas de
embarazo (Bungum et al., 2006),
nuestros resultados muestran que un
59% de los varones pertenecientes a
nuestro grupo de estudio tuvieron un
cambio de indicacién de la técnica a
realizar.

DISCUSION

Nuestros resultados sugieren
la importancia de estudiar la
integridad del contenido genético del
espermatozoide.

Al estudiar la posible relacion existente
entre los principales parametros del
seminograma y la fragmentacion del
ADN, hemos observado que existe una
relacion estrecha entre la alteracién de
la movilidad y el dafio en el contenido
genético, tal y como observaron
distintosautores (Sillsetal., 2004; Chen
et al., 2006; Cohen-Bacrie et al., 2009;
Muriel et al., 2006; Zini et al., 2001;
Lin et al., 2008). Asimismo, nuestros
resultados concuerdan con los trabajos
citados en la literatura (Tomlinson et
al. 2001; Sills et al., 2004; Chen et al.,

® Astenoioospermia
B Teratoroospermia
B Qi@ o oaspeEnmia

Grdfica 1. Relacion entre la fragmentacion de ADN y los pardmetros del seminograma.
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Tabla I1. Nimero de pacientes a los cuales se cambia la indicacion.

2006; Zini etal., 2001), observando una
mayor incidencia de baja concentracién
de espermatozoides en la poblacién
cuyo indice de fragmentacién es
elevado.

En cuanto a la morfologia, a diferencia
de otros estudios publicados en los
que correlacionan fragmentacién vy
morfologia (Tomlinson et al., 2001;
Sills et al., 2004; Chen et al., 2006),
nuestros resultados no muestran una
clara asociacién con la fragmentacion
espermdtica, aunque si una ligera
tendencia a ella, lo que puede ser
justificado por el tamafio muestral del
estudio.

La heterogeneidad existente en la
poblacién a estudiar, asi como la
presencia de varias alteraciones
simultaneas en los  diferentes
parametros del seminograma, dificultan
el establecer una relacién directa y
(nica con la fragmentacion.

Por otra parte, basandonos en estudios
publicados, en nuestro centro el
criterio elegido para indicar la TRA
apropiada para cada pareja viene
determinado no sélo por los pardmetros
del seminograma, sino también por el
indice de fragmentacion. Estudios como
Bungum et al. (2004) y Duran et al.
(2002) nos muestran la necesidad de un
cambiodeindicaciéndeIACaFIV/ICSIen
pacientes con muestras que contienen
una fragmentacion elevada. Ademads,
Benchaib et al. (2007) y Bungum et
al. (2004) aconsejan que en este tipo
de pacientes la técnica de eleccion
sea un ICSI, ya que han observado un
aumento notable en el éxito de los
resultados, no solo por poder eliminar
la fragmentacién de la muestra, sino
porque nos permite también poder
seleccionar el espermatozoide con
mejor morfologia, pudiendo de esta
forma eliminar esta variable.

En definitiva, analizando nuestros
resultados, el estudio de |la
fragmentacion deberia considerarse
como un pardmetro de rutina en el
estudio del seminograma para poder
determinar con mayor fiabilidad la
TRA mds adecuada a cada paciente.
En nuestro trabajo, 17 pacientes
diagnosticados con un IDF >30% fueron
susceptibles de cambio de técnica, lo
que nos puede ayudar a predecir de
forma mds personalizada cual es el
camino a seguir con cada paciente.

Son necesarios estudios prospectivos
para evaluar el efecto de |la
fragmentacion en el éxito de las
TRA, asi como de los procesos que la
originan, con el fin de poder elegir los
espermatozoides que posean el ADN
integro y mejorar los resultados en el
laboratorio.
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¢POR QUE LOS SOCIOS DE ASEBIR PARTICIPAN TAN POCO EN LOS
TEMAS DE DEBATE DE NUESTRA REVISTA? (PARTE II)

Jorge Cuadros, Marga Esbert
Vocalia de Publicaciones
Junta Directiva de ASEBIR

Dicen que segundas partes nunca
fueron buenas (que se lo digan a “El
Padrino, parte II”). Sin embargo, y
dado que la Vocalia de Publicaciones de
la presente Junta Directiva se despide
con este ndmero de la Revista ASEBIR
(el ndmero de Diciembre corresponde
a los abstracts del Congreso ASEBIR
de Sevilla), hemos decidido hacer una
Gltima reflexion sobre esta revista, que
es nuestra, y en especial sobre esta
seccion de Debate.

Como deciamos en nuestro comentario
en el Debate de diciembre 2012, nos
equivocamos entonces, y nos hemos
vuelto a equivocar ahora, pensando que
para el presente ndmero de junio 2013
abundarian los comentarios, explicando
los motivos por los que los socios no
muestran interés en escribir en la
seccion de Debate. Quizds la préxima
Vocalia de Publicaciones se plantee
revisar este tema y reconducirlo, por
ejemploy como ya sugerimos, como una
seccion de “Cartas al Editor”.

De todas maneras, han ocurrido dos
acontecimientos  relacionados  con
este tema que deberian hacernos
reflexionar, siempre partiendo del
hecho de que la Revista ASEBIR es el
6rgano de expresion de los embridlogos
clinicos. En primer lugar, ya es un
hecho la publicacion de la nueva revista
“Medicina Reproductiva y Embriologia
Clinica”, en cuya elaboracién ASEBIR
participard junto con la Sociedad
Espafiola de Fertilidad (SEF). Esta
buena noticia trae como consecuencia
que los articulos originales que antes
eran publicados en la Revista ASEBIR
ahora serdn reconducidos hacia la
nueva publicacién. En segundo lugar,
y relacionado en parte con la gestacion
de esta nueva revista, la de ASEBIR ha
pasado a editarse on line, acorde con
los nuevos tiempos, y con un ahorro

significativo de recursos econémicos
y medioambientales. Sin embargo,
el hecho de que la Revista ASEBIR
en su formato on line haya perdido
los articulos originales, sélo deberia
reforzarnos la idea de que debemos
potenciar los otros apartados de la
revista. En estos afios hemos tenido
como articulos de Actualidad algunas
revisiones muy interesantes sobre
temas diversos; nuestros jévenes
investigadores se han esforzado
escribiendo articulos de calidad para el
AulaJoven, prueba deello los premiados
con una beca de inscripcién para el
Congreso de Sevilla; y la contribucién
de los expertos en los articulos de
Formacion Continuada hacen de nuestra
Revista ASEBIR una publicacién en la
que deberfa apetecernos escribir. En el
Debate, también.

Dice Manuel Ardoy, nuestro presidente,
que el futuro es nuestro. Eso significa
que el futuro de ASEBIR y de la Revista
ASEBIR sera como queramos que sea.
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GASTRULACION: PROCESO CLAVE EN LA FORMACION
DE UN NUEVO ORGANISMO
GASTRULATION: KEY STEP IN A NEW ORGANISM FORMATION
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RESUMEN

Tras la implantacion del blastocisto en el endometrio acontecen durante el desarrollo embrionario una serie de procesos
morfogenéticos de significacion bioldgica altamente relevante. Desde un embrién bilaminar, constituido por epiblasto e
hipoblasto, se configura un embrion trilaminar, constituido por ectodermo, mesodermo y endodermo, debido a un proceso
denominado gastrulacion, un proceso que no es exclusivo de vertebrados, basado en un proceso de division, migracion y
diferenciacion celular. En el presente trabajo realizamos una descripcion precisa del proceso de gastrulacion, con especial
referencia a las estructuras que sucesivamente se van formando, y analizando los posibles factores implicados en la
determinacién de cada uno de ellos. Rev Asoc Est Biol Rep 2013; 18(1):29-41.

Palabras clave: Desarrollo, Gastrulacién, Blastocisto, Epiblasto, Hipoblasto, Diferenciacion celular, Factores moleculares.

SUMMARY

After the blastocyst implantation in the endometrium, a series of highly relevant biological significance morphogenetic
processes occur during embryonic development. From a bilaminar embryo, consisting of epiblast and hypoblast, configure
a trilaminar embryo, formed by ectoderm, mesoderm, and endoderm, due to a process named Gastrulation, which is not
exclusive of vertebrates, based on a process of division, migration and cellular differentiation. This work carry out a precise
description of the Gastrulation process, with special reference to the structures progressively formed, and analyzing the
possible factors involved in theirinduction and determination. Rev Asoc Est Biol Rep 2013; 18(1):29-41.

Key words: Development, Gastrulation, Blastocyst, Epiblast, Hypoblast, Cellular differentiation, Molecular factors.

INTRODUCCION

El embrion es transferido a la
cavidad uterina en las técnicas de
reproduccion asistida (RA) en la etapa
de blastocisto, o bien en alguna de
las fases previas a su formacion. El
embridlogo clinico esta familiarizado
con las etapas del desarrollo
embrionario preimplantacional, y las
nuevas tecnologias, como es el caso
de la embriocinética (Campbell et al.,
2013), que aportan constantemente
nuevos conocimientos sobre las
particularidades de este proceso.

En cualquier caso, el proceso de
implantacién comienza cuando el
embrién eclosiona de la zona pellcida,
desencadendandose un  complejo
proceso de placentacién que suele ser
seguido por parte de los embriélogos,
aunque de forma indirecta, por la
formacién del saco embrionario, que
se observa ecograficamente.

Sin embargo, de forma simultdnea
con la implantacién, mediante la
invasion del endometrio por parte
del trofoectodermo, la masa celular
interna (MCI) del blastocisto sufre una

serie de vertiginosos cambios que
conllevaran finalmente a la formacion
del embrién propiamente dicho. Estas
etapas del desarrollo que conllevan
la formacion de las capas germinales
y si cabe mds relevante ailn, la
formacion del futuro plan corporal
del organismo, estan gobernadas
por el proceso de gastrulacién, una
etapa crucial del desarrollo donde
ademads se establece la identidad
propia de cada organismo y que
supone la especificacién de grupos
celulares para la formacion de los
distintos érganos.
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En este articulo mostramos una visién
general de los acontecimientos que
tienen lugar en la MCI, desde la etapa
de blastocisto hasta que el futuro
organismo ya se puede identificar con
una estructura basica similar a la que
tendra en etapas mdas avanzadas del
desarrollo, incluyendo el adulto.

Conceptualmente, es un proceso
transcendental pues en esta fase
se consigue que desde un grupo
indeterminado de células y con
pluripotencialidad para  originar
cualquier tipo celular, se establezcan
los eshozos de los futuros 6rganos
en sus posiciones correctas y que
las células se comprometan a sus
destinos de forma practicamente
irreversible. Aunque las etapas
previas a la gastrulacion son muy
diferentes entre los mamiferos y el
resto de los vertebrados, debido
principalmente a diferencias en
el proceso de segmentacién, que
a su vez estd determinado por el
tamafio de los gametos femeninos
(huevos), cuando se forma el disco
embrionario y consecuentemente se
inicia la gastrulacién, los mecanismos
de desarrollo para establecer el
futuro organismo siguen patrones
muy similares, independientemente
del grupo de vertebrados que
consideremos. Esto es un hecho
relevante, denominado convergencia
evolutiva, que indica la relevancia
del mecanismo de gastrulacién.
Basicamente podriamos considerar a
esta orquestada secuencia de procesos
de desarrollo que ocurre durante la
gastrulaciéon como una especie de
cuello de botella por el que han de
pasar todos los vertebrados para
conseguir la formaciéon de un nuevo
organismo. Debido a esto, gran parte
de los datos mas relevantes del proceso
de gastrulacién han sido obtenidos del
estudio de animales mds asequibles
para la experimentaciény manipulacién
que los embriones de mamiferos, como
es el caso de los embriones de aves. Por
lo tanto, gran parte de la informacion
experimental que ofreceremos se ha
conseguido con embriones de gallina,
aunque es perfectamente equiparable
y trasladable no sélo al resto de los
vertebrados sino también y mas
relevantemente a la especie humana.

EL DISCO EMBRIONARIO: EPIBLASTO E
HIPOBLASTO

Aunque cuando el blastocisto es
transferido la MCI estd formada por
un ndmero relativamente pequefio
de células (aproximadamente 50),
la proliferacion celular incrementa
rdpidamente este ndmero, sin que
apenas se produzca ya reduccién en
el volumen celular (caracteristica que
ha marcado las divisiones anteriores
durante el proceso de segmentacién). A
la vez que se produce este incremento
en el nimero de células, la MCI deja
de ser una estructura sin organizacién
aparente y por procesos complejos,
alin poco conocidos, se constituye
en una masa ligeramente aplanada o
discoidal que recibe el nombre de disco
embrionario (Figura 1). Las células
de este disco comienzan a organizarse
en dos laminas: una superior, ya que
coincidird con la regién dorsal del
futuro embrién, y que en estas primeras
etapas limita la cavidad amniética, y
otra inferior, ya que limita con el saco
vitelino del embrién y define la parte
ventral del embrién (Figura 1A).

Saco vilnling

Figura 1. Secuencia de dibujos que
ilustran los cambios caracteristicos

del proceso morfogenético basado en

la formacion del embrion trilaminar

a partir de la constitucion del disco
embrionario.

Figura 1A. Observacion desde la cavidad
amnidtica, aprecidndose las células del
epiblasto constituyendo el nodulo de
Hensen y la linea primitiva.

Estas dos capas reciben el nombre
de epiblasto e hipoblasto y son
las que constituyen en conjunto el
blastodermo, y puede considerarse

la primera determinacion de las
células que van a dar lugar al embrién
propiamente dicho, ya que las células
del trofoectodermo han seguido un
proceso de diferenciacion paralelo para
dar lugar a las distintas estructuras
placentarias.

El  disco embrionario y mas
concretamente el blastodermo,
es el origen de todos los tejidos
embrionarios y parte de los tejidos
extraembrionarios, y se ha establecido
ya como una bicapa de varios cientos
de células, aproximadamente en el dia
10 del desarrollo embrionario (Rawles,
1943).

La formacion de un nuevo organismo
a partir de esta estructura necesita
por una parte del establecimiento de
unos ejes corporales para establecer
la jdentidad anterior-posterior,
dorsal-ventral y la del eje de simetria
(izquierda-derecha), y por otra parte
la formacion de las distintas capas o
[dminas que con sus tipos celulares dan
lugar a todos los 6rganos: ectodermo,
mesodermo y endodermo (Rosenquist,
1970).

Los mecanismos mediante los cuales
se establecen los ejes corporales en
los vertebrados son muy complejos
y posiblemente estén de alguna
manera establecidos incluso desde
la propia fecundacion (véase articulo
de Formacién Continuada de Alvarez-
Miguel et al., 2006). La explicacion
de cémo wunas células del disco
embrionario consiguen establecer una
identidad posterior y anterior queda
fuera del enfoque de este trabajo, pero
en cualquier caso esta especificacion
de unas células del blastodermo va a
determinar que se inicie el complejo
proceso de migracién y relocalizacién
de células, orquestado principalmente
por la linea primitiva, que se conoce
como gastrulacién.

GASTRULACION: LA LINEA PRIMITIVA
Y LA MIGRACION CELULAR

Uno de los procesos fundamentales
en las fases iniciales del desarrollo
embrionario consiste en la formacion
de una tercera capa embrionaria, de
tal modo que el disco embrionario
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bilaminar, constituido por epiblasto
(o ectoblasto) e hipoblasto, llegara a
configurarse en un disco trilaminar,
constituido por ectodermo (epiblasto
en las fases previas), endodermo vy
mesodermo (Garcia-Martinez et al.,
1993; 1997).

En fases precoces del desarrollo, las
células del ectoblasto (epiblasto)
inician dos procesos fundamentales,
que ocurren de forma concomitante.
En primer lugar, las células se dividen,
proliferan, incrementan su ndmero,
lo cual conlleva al segundo aspecto,
necesitan migrar, desplazarse hacia

Rev Asoc Est Biol Rep Junio 2013 Vol. 18 N1

formar la tercera capa, el mesodermo.
Las células ectodérmicas, con gran
capacidad de proliferacion, estdn
sometidas a diferentes corrientes de
migracion celular, que se identifican en
dos direcciones, fundamentalmente: una
corriente de células en sentido latero-
medial, y una corriente de migracién
celular en sentido rostro-caudal. De este
modo, cuando las células mas laterales
y las células mas rostrales llegan al
centro del embrién, se invaginan, a
nivel de la linea media, constituyendo la
denominada linea primitiva (Figura 1B,
(), estructura longitudinal situada a lo
largo del eje rostro-caudal del embrién,

Figura 1B. Seccion transversal ilustrando la migracion de las células del epiblasto a
través del nddulo de Hensen y la linea primitiva, para ir formando progresivamente el

mesodermo.

nuevas localizaciones 'y  ocupar
nuevas posiciones en el embridn.
Estos procesos celulares hacen que
numerosas células del epiblasto se
dirijan hacia el hipoblasto, desplazando
las células del mismo, para ser
sustituidas por una nueva capa celular,
el endodermo. En este momento, la
capa de células denominada ectoblasto
comienza a denominarse ectodermo
(Garcia-Martinez y Schoenwolf, 1992;
Schoenwolfetal., 1992; Hataday Stern,
1994).

A partir del embrién bilaminar,
constituido ~ por  ectodermo vy
endodermo, se inicia el proceso de
gastrulacion, mediante el cual se
constituye la tercera capa embrionaria,
el mesodermo, que se localizard entre
las dos capas anteriores (Figura 1B).

El inicio del proceso de gastrulacion
se caracteriza por los cambios
morfogenéticos que tienen lugar en
el embrion, ya que las células del
ectodermo se dividen y migran, para

Figura 1C. Embrion en fase de
gastrulacion, sometido a una seccion
transversal, que permite la observacion
de las corrientes de migracion celular
v el establecimiento de las tres capas:
ectodermo, mesodermo y endodermo.
Notese en el polo cefdlico la region de
la placa precordal, donde el ectodermo
y el endodermo estdn fusionados,
impidiendo el paso de células de la
notocorda en sentido rostral.

de caracteristica fundamentalmente
dindmica, lo cual indica que la linea
primitiva es diferente en cada momento
del desarrollo, dependiendo de las células
que van ingresando a través de ella, para
formar la tercera capa, el mesodermo,
entre  ectodermo y  endodermo,
constituyéndose asi el embridn trilaminar
(Alvarez et al., 2006).

La linea primitiva es pues el aspecto
morfolégico que presentan las células
cuando estan ingresando a través de
ésta para formar el mesodermo. Las
células que siguen una migracién
rostro-caudal se invaginan a nivel de la
zona mds rostral de la linea primitiva, y
forman sucesivamente, a lo largo de la
capa media del embrién, una estructura
de aspecto alargado, central, como
una cuerda que recorre el embrién,
denominada la notocorda, o también
mesodermo axial, en el eje embrionario
longitudinal. Las células que siguen una
migracion latero-medial, al invaginarse
a través de la linea primitiva, formardn,
a cada lado del embrion, el mesodermo
propiamente dicho.

El andlisis detallado de la migracion
celular a través de la linea primitiva pone
de manifiesto que puede distinguirse
un sector, claramente definido, de
significacion funcional diferente, en
el extremo mas rostral de la linea
primitiva, en la posicién donde se estan
invaginando las células de la posicion
rostral del ectodermo, las células que
dardn lugar a la notocorda (Schoenwolf
et al., 1992). Esta zona inicial, rostral,
de la linea primitiva se denomina,
por sus caracteristicas embrionarias,
el organizador, descrito en ratén en
los primeros estudios embrionarios,
denomindndose, en honor al autor que
lo describid, el nédulo de Hensen. Se
trata pues también de una estructura
dindmica, que se encuentra en el extremo
rostral de la linea primitiva, que modifica
su posicion en sentido rostro-caudal
a medida que van ingresando mayor
nimero de células para ir configurando
la notocorda, de rostral a caudal, en el
embrién (Figura 1D).

Es interesante hacer especial énfasis en
el hecho de que la notocorda, formada
a partir de la linea de migracién celular
rostro-caudal, de las células que se
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Figura 1D. La l[édmina ilustra el proceso de formacion del nddulo de Hensen y la linea
primitiva. Las imdgenes superiores corresponden a microscopia electronica de barrido.

En el lado izquierdo una vision del nddulo de Hensen y la linea primitiva; a la derecha
el embrion seccionado mostrando la constitucion de las capas caracteristicas. Las
imdgenes inferiores muestran a la izquierda una micrografia dptica de un embrion de
ave en fase de gastrulacion, ilustrado secuencialmente (del 1 al 5) en los esquemas de

la imagen de la derecha.

invaginan a través del nddulo de
Hensen, no llega a configurarse entre
las capas ectodérmica y endodérmica
desde las posiciones mas craneales
o rostrales del embrién, ya que a
este nivel existe una intima unién
entre ectodermo 'y endodermo,
donde no pueden penetrar células
de la notocorda. Esta zona rostral
embrionaria, donde ectodermo
y endodermo estdn fuertemente
fusionados, y no permiten la llegada de
células que puedan formar notocorda
se denomina la placa precordal (Figura
1C), de gran significacién funcional en
la constitucién del extremo cefalico del
eje longitudinal embrionario.

Las caracteristicas dinamicas del
proceso de gastrulacion determinan
el aspecto progresivo del desarrollo
en estas fases iniciales. Dado que las
células de las posiciones rostrales
inician estos procesos de division y
migracion antes que las células de las
posiciones embrionarias mas caudales,
el proceso del desarrollo embrionario
sigue también una secuencia rostro-

caudal. Un embriéon mostrard ya sus
tres capas embrionarias, ecto-, meso-
y endo-dermo, en el sector rostral
(craneal, o cefélico), mientras que el
sector caudal alin estard en fase de
formacion de linea primitiva (Figura
1C). Es pues de gran relevancia observar
que el nédulo de Hensen, y el resto de
la linea primitiva, se desplazan en el
embrién en sentido craneo-caudal
durante el desarrollo; el ndédulo de
Hensen va ocupando sucesivamente una
posicion mas caudal, y por ello la linea
primitiva va siendo progresivamente de
una menor longitud (Figura 1D).

DESTINO Y ESPECIFICACION CELULAR
DURANTE LA GASTRULACION

La configuracion de un embrion
trilaminar, constituido como
consecuencia  del  proceso  de
gastrulacién, aln mantiene el aspecto
morfoldgico bidimensional, ya que dos
de sus ejes (longitudinal y transversal)
siguen predominando llamativamente
sobre su tercer eje, determinado por
el grosor, extremadamente fino, del

embrién, a pesar de tener ya tres
ldminas (Lopez-Sanchez et al., 2001).

Es a partir de esta fase cuando el

embrion comienza a crecer para
ir  adquiriendo progresivamente
su aspecto tridimensional. Para

ello el embrién mostrard dos vias
fundamentales de actuacién: i) cada
una de las tres capas se desarrollard
para formar los drganos y aparatos
que especificamente se diferenciardn
a partir de cada una de ellas, y ii) el
cuerpo embrionario se incurvara en
sentido céfalo-caudal y lateral, para ir
configurando el cuerpo embrionario
tridimensional. Ambos procesos tienen
lugar de forma concomitante, de tal
modo que a la vez que se diferencian
cada una de las capas embrionarias, el
cuerpo embrionario se va plegando.

Cadaunadelastresldminasembrionarias
seguird patrones de diferenciacion y
morfogénesis especificos para cada una
de ellas (Figura 2).

Aunque el desarrollo de cada capa
dard lugar a distintos dérganos,
aparatos y sistemas, es de especial
relevancia tener en cuenta que el
desarrollo de cada capa es coincidente
y concomitante en el tiempo con el
desarrollo de las dos capas restantes.
Las tres capas se van desarrollando
simultaneamente. Ademds, durante
el proceso morfogenético de cada
una de ellas, existen importantes
interacciones  tisulares, celulares
y moleculares entre los diferentes
componentes de cada capa, y de los
componentes de las tres capas entre
si, de tal modo que los procesos que
ocurren en una determinada capa
embrionaria repercuten en el desarrollo
de las demds. Teniendo en cuenta
estas caracteristicas, plantearemos a
continuacién, de forma individual, el
desarrollo de cada una de las tres capas
(Lopez-Sanchez et al., 2005).

ECTODERMO

El ectodermo determina la capa mas
externa (superficial) del embrién (Figura
2). Por ello, formara parte de las paredes
que constituyen el espacio que rodea al
embridn: el saco amnidtico. En efecto,
de los limites periféricos del ectodermo
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Figura 2. Secuencia de dibujos ilustrando los cambios morfogenéticos caracteristicos
de cada una de las capas embrionarias, ilustrando también el proceso de flexion
lateral que da lugar al cierre del cuerpo embrionario y adquisicion progresiva de su

caracteristica tridimensional.

se diferencian un grupo de células, los
amniocitos, que continudndose desde
el ectodermo se disponen cerrando
la cavidad, en cuyo interior queda
coleccionado el liquido amniético.

Las células ectodérmicas muestran a
continuacién dos zonas bien definidas:
una banda longitudinal, central, desde
el polo embrionario craneal hasta el
polo caudal, el ectodermo neural, asi
denominado porcontenerlascélulasque
daran lugar a la formacién del sistema
nervioso, y el resto de la superficie
ectodérmica, el ectodermo no-neural,
que dard lugar fundamentalmente
a la capa de células cutdneas mds
superficiales, la epidermis.

MESODERMO

Se trata de la capa que muestra
los cambios morfogenéticos mas
lamativos, dando lugar a un gran
ndimero de 6rganosy aparatos.

estructuras
desarrollardan

Aunque todas las
del mesodermo se

simultdneamente en el tiempo,
analizaremos en primer lugar el
componente mesodérmico situado

en el eje longitudinal del embrién:
la notocorda. Originada a partir de
la migracién rostro-caudal de las
células epiblasticas mas craneales del
embrion, la notocorda se extendera
a lo largo de todo el embridn, a
excepcion de la zona mas rostral,
donde se lo impide la presencia de
la placa precordal. La notocorda
tendra un papel fundamental en los
procesos de induccién neural, sobre
la capa ectodérmica suprayacente.
De este modo, el ectodermo neural
es la region ectodérmica longitudinal
que esta en intima relacién con la
posicion longitudinal de la notocorda.
Experimentos clasicos en embriones de
pollo han puesto de manifiesto que la
extirpacién de la notocorda conduce
a una ausencia de diferenciacion del
ectodermo neural; y viceversa, la
implantacién experimental de una
segunda notocorda de un embridn
donante induce la diferenciacién de
dos regiones ectodérmicas neurales.

En el curso del desarrollo la notocorda
seva fragmentandoy regresando, de tal
modo que en el organismo adulto sélo
quedan unas pequefias reminiscencias
que constituyen el ndcleo pulposo
de los discos intervertebrales de la
columna vertebral (que con frecuencia
sedesplazan de su localizacién habitual,
ocasionando las hernias discales).

El segundo componente de esta
capa, el mesodermo propiamente
dicho, localizado a ambos lados de la
notocorda, muestra un llamativo proceso
morfogenético, basado en la division,
de medial a lateral, en tres diferentes
sectores: el mesodermo para-axial, en
relacion con la notocorda, el mesodermo
intermedio y el mesodermo lateral.

El  mesodermo  para-axial  se
caracteriza por su division
progresiva en sentido céfalo-caudal,
estableciendo la presencia de pares
de aclmulos celulares localizados
a cada lado de la notocorda, de este
modo se constituyen los pares de
somites. Cuanto mayor es el nimero
de pares de somites, mds avanzado es
el estadio de desarrollo embrionario,
considerdndose pues este dato como
uno de los principales criterios para
determinar la edad del embrién.
Los somites estdn sometidos a
la diferenciacion de sus células,
determindndose la presencia de tres
lineas de diferenciacion celular:
dermotomo, esclerotomo y miotomo.
El dermotomo es el componente de los
somitesqueserelacionardintimamente
con el ectodermo (formador de la
epidermis) y se diferenciard para
dar lugar a la dermis de la piel. El
esclerotomo dara lugar a la formacidn
de estructuras cartilaginosas y 6seas,
fundamentalmente las costillas vy
las vértebras del raquis. EL miotomo
es el componente celular destinado
a la formacion de las estructuras
musculares. Es de especial relevancia
eldato biolégico del desarrollo basado
en que estos procesos tienen lugar en
intima relacién con la notocorda, por
ello la columna vertebral se inicia a
nivel cervical y no a nivel craneal, ya
que la notocorda noalcanza los niveles
mas rostrales, debido a la presencia
de la placa precordal, anteriormente
mencionada.
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El mesodermo intermedio también se
denomina, globalmente, nefrotomo,
ya que estos cordones longitudinales,
a cada lado del embridn, estardan
implicados fundamentalmente en el
desarrollo de los riflones y sectores mas
proximales de las vias urinarias.

EL tercer componente, el mesodermo
lateral, se caracteriza por la formacion
de laminas celulares que rapidamente
se dividen en dos capas, una superficial,
en relacion con el ectodermo, la hoja
somatopleura del mesodermo lateral,
y otra profunda, en relacién con el
endodermo, que constituye la hoja
esplacnopleura del mesodermo lateral.
Cada hoja de mesodermo lateral se
fusionara con la del lado opuesto a nivel
de la linea media del embrién, ya que
éste se va plegando en sentido latero-
medialformando el cuerpo embrionario.
De este modo se constituye la cavidad
celémica, que en el organismo adulto
determinara la formacion de las serosas
(pericdrdica, pleuraly peritoneal).

El mesodermo es un buen ejemplo de
la especificacion del destino durante el
proceso de gastrulacién (Lopez-Sanchez
et al., 2009). Experimentos realizados
por nuestro grupo, han puesto de
manifiesto, mediante trasplantes de
segmentos de la linea primitiva entre
embriones de pollo y codorniz, que
las células que migran a través de esta
estructura adquieren sus compromisos
de diferenciacién en funciéon del estadio
deldesarrollo. Células presomiticas de la
linea primitiva pueden ser destinadas a
otras localizaciones si son trasplantadas
a segmentos de la linea primitiva que
son prospectivos de otros érganos, por
ejemplo el corazén (Figura 3).

ENDODERMO

Se trata de la capa embrionaria mds
profunda, en intima relacién con
el saco vitelino. Es la que muestra
los cambios morfogenéticos menos
lamativos, adoptando wuna actitud
aparentemente pasiva durante el
desarrollo inicial, ya que se limita
a seguir el proceso de incurvacién
embrionaria, dando lugar a |la
constitucion del tubo endodérmico, que
recorre el embrién longitudinalmente
desde la boca primitiva (estomodeo)

Y
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Figura 3. Procedimiento experimental mediante el cual realizamos trasplantes de
sectores de la linea primitiva. El trasplante de células presomiticas de la linea primitiva
a zonas precardiacas da lugar a que las células presomiticas formen corazon, y
expresen el gen especifico VMHC1. Y viceversa, el trasplante de células precardiacas de
la linea primitiva a zonas presomiticas da lugar a que las células precardiacas formen

somites, y expresen el gen especifico paraxis.

hasta el ano (membrana cloacal). Las
células del endodermo constituirdn
fundamentalmente las estructuras
del tubo digestivo, en referencia
fundamentalmente a la  mucosa
digestiva (Figura 2E).

COMIENZO DE LA ORGANOGENESIS:
SISTEMA NERVIOSO Y SISTEMA
CARDIOVASCULAR.

Aungue todas las estructuras referidas
presentan un desarrollo simultaneo
a lo largo de las diferentes fases del
desarrollo inicial referido, es evidente
que algunos o6rganos vy aparatos
muestran indicios de diferenciacion
antes que otros. Es el caso del sistema
nervioso y sistema cardiovascular.

SISTEMA NERVIOSO

Uno de los cambios morfogenéticos
mds precoces que pueden observarse a
nivel del desarrollo es la diferenciacion
del ectodermo neural. Alrededor de la
tercera semana de gestacién se inicia
el desarrollo del sistema nervioso.
Este proceso inicial se denomina
neurulacion, que incluye la formacién
de la placa neural y los pliegues
neurales, y su cierre para formar el
tubo neural, aproximadamente hasta
la cuarta semana del desarrollo (Figura
2). La placa neural se constituye
mediante un engrosamiento  del
ectodermo que se relaciona en

Meuropeen anionsd

Figura 4. Vision craneal, desde el saco
amnidtico, mostrando la formacion del
tubo neural, desde la zona central del
embrion hacia los polos cefdlico y caudal
del mismo.

principio con el nédulo de Hensen 'y
posteriormente con el mesodermo
axial, la notocorda, prolongandose en
sentido craneo-caudal (Garcia-Martinez
et al., 1993). Posteriormente, la placa
neural se invagina a lo largo de su eje
longitudinal para formar el canal neural
y seguidamente el surco neural, con
los pliegues neurales a cada lado. Los
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pliegues neurales se aproximan tanto
que el surco neural llega a cerrarse
progresivamente, constituyendo el tubo
neural (Figura 2). Este proceso de cierre
del tubo neural se inicia en la zona
central del embrion, extendiéndose
progresivamente hacia los extremos
rostraly caudal, y cerrandose finalmente
los orificios de los extremos, los
neuroporos, cranealy caudal (Figura 4).

El tubo neural dard origen al sistema
nervioso central: encéfalo y médula
espinal (Garcia-Martinez et al., 1993).
Asimismo, la luz del tubo neural,
el conducto neural, formarda las
cavidades ventriculares y el conducto
ependimario, respectivamente. De
la regiéon mds dorsal del tubo neural
se originan las células de la cresta
neural que dardn lugar a numerosos
tipos celulares diferenciados: 1)
las células neuronales y gliales de
los sistemas nerviosos sensoriales,
simpdtico y parasimpatico; 2) las
células productoras de adrenalina de la
glandula suprarrenal; 3) las células de
la epidermis que contienen pigmentos;
4) muchos de los componentes de los
tejidos conectivos y esqueléticos de la
cabeza.

Cuando estd finalizando el cierre del
neuroporo rostral, el segmento de tubo
neural mds craneal (rostral al nivel del
cuarto par de somites), tiene lugar el
desarrollo del encéfalo. Inicialmente,
este sector del tubo determina un
proceso morfogenético caracterizado
por la formacién de las tres vesiculas
cerebrales primarias: prosencéfalo
(cerebroanteriororostral), mesencéfalo
(cerebro medio) y rombencéfalo
(cerebro caudal). Posteriormente el
prosencéfalo se divide en dos vesiculas,
telencéfaloy diencéfalo, en tanto que el
rombencéfalo se divide en metencéfalo
y mielencéfalo, constituyéndose de este
modo las cinco vesiculas cerebrales
secundarias (Figura 5).

Estructuralmente, la pared del tubo
neural se compone de neuroepitelio
cilindrico pseudoestratificado, grueso,
que evoluciona segln se configure la
estructura histolégica. A nivel medular,
los cuerpos o0 somas neuronales
(sustancia gris) se localizardn en
la zona central, zona ventricular,

Talencaislo
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Figura 5. Establecimiento de la fase caracteristica de cinco vesiculas para la constitucion
del sector encefdlico a nivel del sistema nervioso central.

mientras que de modo gradual, la zona
periférica, zona marginal, da origen a
la sustancia blanca, a medida que sobre
ella crecen las prolongaciones desde
los somas neuronales de la médula
espinal, encéfalo y ganglios raquideos;
sin embargo, a nivel encefalico, la
sustancia gris adopta una disposicién
preferentemente superficial (corteza
cerebral y cerebelosa) y la sustancia
blanca una distribuciéon mas profunda.

SISTEMA CARDIOVASCULAR

El sistema circulatorio es la primera
unidad funcional en constituirse,
siendo el corazén el primer érgano que
comienzaafuncionar (aproximadamente
en la 32 semana), para poder suministrar
los requerimientos nutricionales y de
oxigeno, que no pueden ser satisfechos
por difusion cuando el embridn
comienza a ser mas complejo (Kirby,
2007). Se desarrolla inicialmente
como una estructura tubular sencilla,
hasta constituir un 6rgano maduro,
tetracameral, con un alto grado de
complejidad (Gonzalez-Sanchezy Bader,
1990; Harvey, 2002; Brand, 2003).

Desde el punto de vista experimental,
hemos puesto de manifiesto (Garcia-
Martinez y  Schoenwolf, 1993;
Schoenwolf y Garcia-Martinez, 1995),
en embriones de aves, que las células
precardiacas son identificables,
incluso antes de la gastrulaciéon, a
nivel de la mitad rostral del ectodermo
(epiblasto), laterales a la linea primitiva
e inmediatamente caudales al nédulo
de Hensen (Figura 6).

Al comienzo de la fase de gastrulacién,
las células precardiacas se dirigen
hacia la linea media del embridn,
se invaginan a través de zonas
determinadas de la linea primitiva,
situadas justo caudalmente al nédulo de
Hensen, y migran rostrolateralmente en
distribucion bilateral, aambos lados del
nédulo de Hensen, hasta situarse a nivel
de las areas de mesodermo precardiaco,
que van a contribuir a la formacion
del endocardio y del miocardio. Este
proceso abarca en el embrién humano
aproximadamente hasta el dia 18 del
desarrollo (Rawles, 1943; Rosenquist
y DeHaan, 1966; Rosenquist, 1970). El
mesodermo precardiaco establece una
estrecha relacion con el endodermo
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Figura 6. Embrion experimental sometido al marcaje de las células precardiacas de la

linea primitiva con sustancias fluorescentes. La secuencia fotogrdfica pone de manifiesto

la migracion celular hacia el mesodermo precardiaco, detectadas posteriormente con

anticuerpos frente a las células marcadas.

anterior, que ha sido implicado en el
proceso de diferenciacion del corazén
embrionario (Stalberg y DeHaan, 1969;
Fishman y Chien, 1997; Franco et al.,
2002).

ElL  mesodermo precardiaco aln
indiferenciado, que se extiende a lo
largo del eje antero-posterior a cada
lado del embridn, sufre posteriormente
un proceso de epitelializacion vy
diferenciaciéon que dard lugar a la
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formacion de una estructura par, los
tubos endocardicos primitivos (Figura
7), teniendo lugar en el dia 20 del
desarrollo humano (Schultheiss et al.,
1995).

Debido al cierre de la placa neural y
también a la elongacién de las vesiculas
encefdlicas, el sistema nervioso
central crece y se expande sobre la
region cardiogénica central y la futura
cavidad pericardica. En respuesta a

Figura 7. Secuencia que ilustra la formacion de ambos tubos endocdrdicos primitivos a
partir del mesodermo precardiaco. Posteriormente se fusionan para constituir el tubo
cardiaco primitivo, ventral a la primitiva faringe.

este crecimiento del sistema nervioso
y a la flexion cefalocaudal del
embrién, y simultdneamente a estos
eventos, los tubos endocdrdicos son
desplazados hacia la regidon cervical
para posteriormente alcanzar su
ubicacion definitiva a nivel toracico.
En este proceso los tubos se acercan
y se fusionan en la linea media del
embrion. La fusion comienza en el
extremo cefalico de los tubos y se
extiende en direccion caudal, de tal
modo que se forma un tubo cardiaco
tnico, denominado tubo cardiaco
primitivo, con capacidad contractil,
y estructuralmente constituido por
el endocardio, por la pared muscular
o miocardio, y por el epicardio, que
recubre el exterior del tubo.

En el curso del desarrollo el tubo
cardiaco primitivo se incurva hacia
la derecha y da lugar a la formacién
de una estructura denominada asa
cardiaca, inicialmente con forma de
“C”, y al progresar el plegamiento del
cuerpo embrionario adquiere forma de
“S” (Manasek et al., 1972; Lin y Taber,
1994; Levin, 1997, 2005; Levin et al.,
1997; Manner, 2000; Voronov et al.,
2004; Ramasubramanian et al., 2006).
Este desplazamiento del tubo cardiaco
primitivo constituye una de las primeras
sefales de asimetria izquierda-derecha
en elembrién (Figura 8).

Simultdneamente a la formacién del asa
cardiaca se produce la segmentacién o
regionalizaciéndelcorazén embrionario
(Larry et al., 1995), de tal forma que se
constituyen y diferencian las distintas
partes del corazén: seno venoso
en el polo caudal, atrio o auricula y
ventriculo primitivos, y bulbus cordis,
region tronco-conal, o polo arterial,
en el extremo cefalico. La septacién
o tabicacién consiste en un proceso
basado en la formacion del septum atrial
y septum ventricular, necesarios para
la separacion de la doble circulacién
del corazén, asi como la formacion del
aparato valvular, que se localizard en la
region atrioventriculary tracto de salida
cardiaco (Kramer, 1942; Kirby, 2007).

En elinterior del sector atrial se forma
inicialmente el septum primum vy
posteriormente el septum secundum. El
septum primum, de aspecto falciforme,
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desciende desde la pared superior de la
auricula primitiva, y sufre un proceso
de perforacion, formando el ostium
primum, que sera cerrado parcialmente
por el desarrollo del septum secundum,
a la derecha de éste. Permite el paso
de sangre de la auricula derecha a la
izquierda, a través del foramen oval
del septum secundum, que se cerrard
totalmente en el nacimiento (Moorman
y Christoffels, 2003).

El tabique o septum interventricular
se forma por la organizacion de dos
estructuras: la porcion muscular vy
la porciéon membranosa. La porcion
muscular se origina de la capa
miocardica, en el dpice del ventriculo
primitivo, permitiendo la presencia del
foramen interventricular, comunicando
ambos ventriculos  (Escribano et
al., 2006). La porcion membranosa,
responsable del cierre del foramen
interventricular, sedesarrollaa partirde
las crestas tronco-conales, constituidas
por células que migran desde la cresta
neural, recubiertas de células de origen
endocardico (Akiyama et al., 2004).

En la division del tracto de salida
cardiaco tiene lugar la separacién de
la arteria pulmonar y la aorta, por la
presencia de las crestas troncoconales,
que contribuirdn ademds a la formacion
de las valvulas semilunares, adrtica y
pulmonar.

SENALIZACION CELULAR

En los dltimos afios se ha puesto de
manifiesto el papel crucial que juegan
los factores moleculares en el proceso
de diferenciacion y morfogénesis
durante el desarrollo embrionario.
Numerosos trabajos previos demuestran
que la expresion especifica de diferentes
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figura 8. Proceso morfogenético que caracteriza la formacion del corazon tetracameral.
Desde la fusion de ambos tubos endocdrdicos primitivos se establece el tubo cardiaco

primitivo, que se incurva y forma el asa cardiaca. Posteriormente se divide en sectores
(A: atrial, V: ventricular) y finaliza adquiriendo la forma caracteristica del corazon adulto.

genes es responsable de la codificacion
y sintesis de proteinas con capacidad
de sefalizar y transmitir informacion
entre células, constituyendo las bases
de la diferenciacién celular. Ademds,
es bien conocido que un determinado
gen puede actuar en diferentes fases
del desarrollo, y en diferentes grupos
celulares. Una coordinacién precisa
entre moléculas inductoras, moléculas
represoras y mecanismos de control de
ambas dan lugar al establecimiento de
rutas de sefalizacion responsables de
un determinado proceso embrionario,
alcanzandose recientemente un elevado
conocimiento cientifico de las mismas.

Los mecanismos moleculares que
actdan en el desarrollo estdn basados
fundamentalmente en dos aspectos:
i) en la requlacién génica por factores
de transcripcién, que son genes que
controlan la expresién de otros genes,
y ii) mediante morfégenos y sefiales
intercelulares, mecanismo basado en
la comunicacién de las células a través
de un receptor de la superficie celular
y por la molécula (denominada ligando)
que se une al mismo, permitiendo asi a
los receptores transmitir sus sefiales a
procesos intracelulares.
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El desarrollo del sistema nervioso
constituye uno de los mejores ejemplos
de la participacion de la sefalizacién
molecular como base de la biologia del
desarrollo (Figura 9).

Una  primera  evidencia  viene
determinada por la participacién de los
BMPs (Bone morphogenetic proteins,
proteinas morfogenéticas de hueso).
BMP4: La proteina morfogenética
6sea esta codificada por el gen Bmp4.
En ausencia de actividad de Bmp4 el
ectodermo dorsal forma tejido neural
por defecto. Esta proteina es inhibida
por los agentes Anti-BMP (noggina,
folistatina 'y cordina) producidos
por la notocorda. Este conjunto de
interacciones moleculares hace que las
células ectodérmicas situadas sobre la
notocorda queden comprometidas para
su transformacion en tejido neural, en
lo que sélo representa el primer paso en
la formacion del sistema nervioso.

0tx2, Gbx2 y Hox son un grupo de genes
que regulan la distribucién regional, la
subdivisién del sistema nervioso central
en regiones rostro-caudales. En el
desarrollo de la regién del prosencéfalo
y la del mesencéfalo juegan un papel
determinante la expresion del gen
Otx2. En el romboencéfalo estarian
implicados los genes Gbx2 y Hox. La
regionalizacion del tubo neural es
particularmente evidente en la regién
del cerebro posterior con los genes Hox,
expresados en un patrén bien definido.

La expresion de diferentes genes
durante el desarrollo del corazén
(Olson y Srivastava, 2006; Piedra et
al., 2002) ha sido una de las principales
vias de conocimiento, a nivel molecular,

"
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Figura 9. Coleccion de embriones de nuestro laboratorio, tratados mediante técnicas de
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hibridacion in situ, que ponen de manifiesto la expresion de diferentes genes especificos,
caracteristicos de la diferenciacion de las estructuras del sistema nervioso.



38

FORMACION CONTINUADA

Carmen Lépez-Sanchez et al. Gastrulacién: Proceso clave en la formacién de un nuevo organismo

Figura 10. Coleccion de embriones de nuestro laboratorio, tratados mediante técnicas de
hibridacion in situ, que ponen de manifiesto la expresion de diferentes genes especificos,

caracteristicos de la diferenciacion del corazon.

para la comprension de los complejos
acontecimientos que  caracterizan
los procesos de cardiogénesis vy
morfogénesis cardiaca (Figura 10).

La primera manifestacion de la
diferenciacién de células del mesodermo
espldcnico hacia la formacién de células
cardiacas viene determinada por la
expresion del factor de transcripcion
Nkx-2.5, como consecuencia de
la induccion de miembros de las
familias Fgf (Fibroblast growth factors,
factores de crecimiento fibrobldstico)
y Bmp (Bone morphogenetic protein,
proteinas morfogenéticas de hueso),
que se expresan en el endodermo
adyacente al mesodermo precardiaco,
comprometiendo a las células de estas
areas en la via de diferenciacion de
células cardiacas (Gitler et al., 2003).

En nuestro laboratorio (Lopez-Sanchez
et al., 2002, 2004; Lopez-Sanchez y
Garcia-Martinez, 2011) hemos puesto
de manifiesto de forma experimental la
relevancia de los factores de crecimiento
en la induccion cardiaca. Mediante la

aplicacion de microesferas de heparina,
cargadas con determinados factores
de crecimiento, hemos demostrado la
capacidad de induccién de células no
precardiacas hacia la diferenciacién en

células especificas del corazén (Figura
11).

Una de las fases fundamentales de la
morfogénesis cardiaca viene definida
por la formacién del asa cardiaca,
constituyendo la primera estructura
asimétrica que aparece en el embrién.

La base molecular inicial de esta
diferencia izquierda-derecha vendria
definida por la expresion de genes de
asimetria controlados por Pitx2, y de los
factores de transcripcion cardiacos Nkx-
2.5, Mef2, eHand y dHand (Eisenberg y
Bader, 1996; Hjalt et al., 2000; Linask
et al., 2002; Dong et al., 2006). La
primera indicacion molecular del
desarrollo asimétrico del tubo cardiaco
es la expresion de eHand a nivel del lado
izquierdo del tubo cardiaco, mientras
que dHand se expresa principalmente
en el primordio del ventriculo derecho,
tal como se ha puesto de manifiesto en
animales de experimentacién (pollo y
ratén), y la eliminaciéon experimental
de estos genes origina un bloqueo de la
formacion delasa. En la especie humana
estarian implicados (Thomas et al.,
1998) los genes Hand1 (homélogo de
eHand) y Hand2 (homélogo del dHand).

Recientemente han sido implicados
como factores fundamentales en

Figura 11. Embrion experimental sometido a la administracion ectopica de FGF2
mediante la aplicacion de una microesfera impregnada (esquema). Notese en la
micrografia del embrion experimental la expresion del gen especifico de corazon,
AMHC1, a nivel del corazon y a nivel del tejido ectopico inducido por FGF2.
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el desarrollo los microRNAs. Son
secuencias cortas de moléculas
de RNA, de 20-24 nucledtidos de
longitud, que actdan como reguladores
postranscripcionales de la expresion
de genes. Actuarian inhibiendo la
traslacion del mRNA y sintesis de la
proteina, o degradando el mRNA.
Regulan una gran variedad de funciones
del proceso de desarrollo y fisiolégicas,
tales como diferenciacién de células
madre, neurogénesis, hematopoyesis,
reaccion inmune o metabolismo, y han
sido asociados a diversas patologias:
cancer, enfermedades autoinmunes,
inflamatorias y neurodegenerativas
(Fazi y Nervi, 2008; Scalbert y Bril,
2008; Sucharov et al., 2008; Thum et
al., 2008; Cordes et al., 2010).

SIGNIFICADO BIOLOGICO DE LA
GASTRULACION

La gastrulacion no es un proceso
exclusivo de vertebrados y todos los
animales tienen en una u otra medida
una fase del desarrollo en la cual las
células originadas durante las divisiones
rdpidas y sincrénicas del proceso de
segmentacion (una traduccion mas
exacta del inglés seria particion:
cleavage) adquieren una serie de
caracteristicas que determinan el paso
de estructuras mds o menos esféricas a
organismos con capas, regiones, 6rganos
y células especializadas. Este cambio se
debe principalmente a que las células,
una vez que adquieren un tamario critico
(mediante reduccién del gran cigoto),
comienzan un proceso de migracién y
especificacién que logra la formacion de
los organismos taly como los conocemos
en su fase permanente o adulta.

Este establecimiento del plan del
organismo tiene en comin el ingreso
de células superficiales (por ejemplo el
epiblasto en vertebrados) a capas mds
profundas, mediante desplazamientos
celulares de gran envergadura para el
tamafio del embrién. Desde el erizo
de mar a la ballena, esta migracion
de células se produce a través y a la
vez estd coordinada por regiones
especificas del embrién que actdan
como centros organizadores para que,
seglin las células pasan por estas zonas,
vayan asumiendo el destino final que
tendran en el organismo, no solamente

la posicién que habran de ocupar, sino
también eltipo de célula que originaran.

Asi, el blastoporo en invertebrados,
el labio dorsal en anfibios y la linea
primitiva con el nédulo en su zona
mds anterior actdan como verdaderos
controladores del proceso de migracion
y consiguen que segdn las células
pasan por estos centros, adquieran
una etiqueta muy definida para la
construccion final del organismo de
que se trate. A modo de comparacién
grafica (y ya que se trata de un articulo
de formacién), es como si en un reloj
de arena segln pasan los granos entre
un compartimento y otro adquiriesen
la informacion suficiente para formar
un verdadero castillo de arena en la
parteinferior.

Esta remodelacion y especificacion
a partir de células pluripotentes
(el epiblasto) para conseguir una
estructura  similar al organismo
definitivo, y que en la especie
humana ocurre aproximadamente a
las dos semanas de la fecundacion,
es considerada también por muchos
investigadores (y establecido en
algunas creencias como el judaismo)
como el comienzo real de un nuevo
organismo (nuevo ser), ya que es
cuando la singularidad propia vy
no retornable se origina gracias
a los complejos mecanismos de la
gastrulacién, que pueden llegar a ser
tan Gnicos como el propio genoma de
cada individuo. Esta apreciacién, y el
comentario, puede quedar fuera del
enfoque de este articulo, pero podria
tener un gran significado ético, y por
lo tanto legislativo, que pensamos
deberia ser conocido por todos los
embriélogos clinicos.
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Noticias

CLONACION DE CELULAS SOMATICAS HUMANAS

El pasado 15 de mayo, la revista Cell
publicé un avance on line de un estudio
del equipo de Shoukhrat Mitalipov, de
la Oregon Health & Science University,
en el que se mostraba por primera vez la
clonacién de células somdticas humanas
mediante la transferencia de ndcleos a
6vulos enucleados (la técnica con la que
se consiguié en 1996 a la oveja Dolly),
y la formacién de blastocistos a partir
de los cuales se desarrollaron cuatro
lineas de células madre embrionarias
que fueron capaces luego de originar
diferentes tipos celulares. Este hallazgo
fue logrado siguiendo los protocolos
desarrollados en primates no humanos,
con los que Mitalipov habfa conseguido
ya estos resultados en macacos en 2007.
En este estudio, lo lograron utilizando
una linea celular de fibroblastos fetales
humanos, y los resultados fueron
luego replicados con una linea celular
comercial de fibroblastos de piel de un
sindrome de Leigh. Mitalipov afirma
que su trabajo esta orientado hacia la
investigacién en medicina regenerativa,
con los objetivos fundamentales
de desarrollar modelos in vitro de
enfermedades, asi como de conseguir
la diferenciacién de tejidos clonados de
pacientes con enfermedades diversas,
que luego podrian ser trasplantados al

mismo paciente sin el riesgo de rechazo.
Dice elinvestigador que, aunque a nivel
mediatico se relacione su investigacion
con la posibilidad de clonar a una
persona, no tiene interés alguno en la
clonacién reproductiva de humanos,
sinomashienenlageneraciondecélulas
madre embrionarias para combatir la
enfermedad. Sin embargo, adn existe
una gran brecha entre el desarrollo de
blastocistos clénicos, como fuente de
dichas células madre embrionarias, en
lo que seria la clonacién terapéutica,
y la posibilidad de transferir estos
blastocistos a un dtero, en una
clonacién reproductiva, puesto que la
capacidad de generar células madre
embrionarias no guarda relacién con
la capacidad de estos blastocistos para
generar un individuo completo. Como
prueba de esta diferencia, el equipo
de Mitalipov lleva desde 2007, cuando
consiguié la clonacion de células
somaticas de macaco adulto, intentado
la clonacién reproductiva de un macaco,
sin conseguirlo hasta la fecha.

Destacamos que al hacerse publico
este hallazgo, el diario EL Pais se puso
en contacto con ASEBIR, a través
de nuestro gabinete de prensa, y se
encargé a Jorge Cuadros la atencién a

los medios. Después de la publicacion
del descubrimiento en internet el

mismo 15 de mayo (http://sociedad.
elpais.com/sociedad/2013/05/15/
actualidad/1368628879 460568.html),

diversos medios en Espafia y América
se hicieron eco de la noticia. En prensa
escrita (http://www.elcolombiano.com/
bancoconocimiento aso gigante
de la ciencia hacia la clonacion de
organos _humanos/paso _gigante de
la ciencia hacia la clonacion de
organos _humanos.asp; http://sociedad.
elpais.com/sociedad/2013/05/16/
actualidad/1368729583 418888.html),

radio  (http://esradio.libertaddigital.
com/fonoteca/2013-05-16/las-

tres-novedades-se-abre-la-puerta-
a-la-clonacion-terapeutica-58867.
html: Radio Inter; Radio Cadena
Nacional ~FM  de  Colombia) vy
television  (http://www.lasexta.com,
videos/completos-noticias1/2013-
mayo-16-2013051600020.html;
NIN 24 de Colombia, que emite para
Latinoamérica y EEUU) citaron a “Jorge
Cuadros, miembro de la Junta Directiva
de la Asociacién para el Estudio de la
Biologia de la Reproduccién”, haciendo
palpable la presencia de nuestra
asociacion como referencia a nivel
social en asuntos cientificos.

SOBRE CONTARLE AL NINO SUS ORIGENES GENETICOS

EL Grupo de Interés de Psicologia (GIP)
de la Sociedad Espafiola de Fertilidad
ha hecho pdblico un documento de
consenso, aprobado por unanimidad,
en relacién con la necesidad de ofrecer
a las parejas informacién sobre las
ventajasderevelarlealnifio susorigenes
genéticos en la donacién de gametos.

Giuliana Baccino, coordinadora del GIP,
nos ha comentado la importancia de
haber alcanzado por primera vez este
consenso, gracias al cual se aconseja a
los profesionales de la psicologia, cuyo
trabajo estd relacionado con las parejas
que se someten a procedimientos de
reproduccién asistida, a hablar con

sus pacientes sobre las ventajas de la
revelacién de sus origenes a los nifios
procedentes de donacién de gametos,
respetando siempre las decisiones de
cada padre y madre sobre si finalmente
deciden contarlo o no.
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INFORMACION PARA LOS AUTORES. NORMAS DE PUBLICACION

La revista ASEBIR es una publicacién
del ambito de la Biologia de la
Reproduccién abierta a considerar
cuantos trabajos afines a esta drea de
conocimiento puedan adaptarse a uno
de los siguientes apartados: Actualidad,
Aula Joven y Debate. Ademas, la revista
ASEBIR da cabida a las novedades en
nuestro campo en las secciones de
Agenda y Noticias.

La revista ASEBIR se publica
semestralmente por lo que es
indispensable que los escritos sean
enviados:

* Antes del 31 de Marzo para el primer
ntmero del afio (Junio)

e Antes del 30 de Septiembre para el
segundo niimero del afio (Diciembre).

MANUSCRITOS:

Todos los trabajos remitidos deberdn
ser inéditos y se mandaran por correo
electrénico a la direccion asebir@
asebir.com. Serd necesaria una copia
del articulo en formato PDF y una copia
en Word, asi como un documento de
presentacion en el cual se solicite
su valoracién y se indique la seccién
donde se desea su publicacién. En este
documentoseharaconstarqueeltrabajo
no ha sido publicado previamente y que
todos los autores estan de acuerdo
en su contenido y ceden los derechos
de su publicacién a ASEBIR. Para la
reproduccién de material ya editado es
necesaria la autorizacién expresa de los
propietarios del copyright. El Comité
Editorial considerara la publicaciéon de
articulos enviados en inglés.

Para articulos originales y temas de
actualizacion se sugiere una extensién
no superior a las trece hojas DINA4 a 30
lineas, con no mas de seis figuras y seis
tablas.

Las figuras, imdgenes y tablas se
deberan incluir en el documento DOCy
mandar a la secretaria en formato jpg.

En la primera pagina de todos los
trabajos se indicard, en el siguiente

orden: titulo en castellano; titulo en
inglés; nombrey unapellido de cada uno
de los autores y su centro de trabajo, y
correo electrénicodelprimerautor. Enla
segunda pdgina seincluird un resumeny
las palabras clave (ambos en castellano
e inglés). Los autores se aseguraran
de que las palabras clave, tanto en
inglés como en espafiol, se encuentren
en los tesauros correspondientes del
MeSH  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
mesh) y de la base de datos de BIREME
(enlace “Consulta al DeCS” en http:

decs.bvs.br/E/homepagee.htm),

respectivamente.

La estructura de los manuscritos
preferentemente deberd organizarse en
los apartados de Introduccién, Material
y Métodos, Resultados, Discusion,
Agradecimientos, Referencias
bibliograficas, Tablas y Graficas. Las
tablas se numerardn con ndmeros
romanos y las figuras con ndmeros
arahigos. Los pies de figura deberan
estar listados en una hoja aparte y cada
figura llevara escrita su numeracion.

Las citas bibliograficas deben ser
directas, consignandose en el texto el
nombre del autor o de los dos autores
y el afio (Ej.: Smith, 1993 o bien Smith
and Michigan, 1997) y si son mas de
dos autores consignandose el primero
seguido de “et al.,” (Ej.: Smith et al.,
1998). Para agrupar varias citas se
encadenaran con “;” (Ej.: Smith and
Michigan, 1997; Smith et al., 1998).

Las referencias bibliograficas
se presentardn en la  seccién
correspondiente por orden alfabético
siguiendo las normas del International
Committee of Medical Journal Editors
5th edition (dichas normas se pueden
consultar en JAMA 1997; 277:927-
934). Los nombres de las revistas se
abreviardn de acuerdo con el estilo
usado en el Index Medicus (que se
puede consultar en la List of Journals
Indexed que se incluye todos los afios
en el ndmero de enero). A continuacion
se dan un ejemplo de formato de citas
bibliograficas:

A) Articulo de revista con menos

de 6 autores: Lewis SE, Moohan JM,
Thompson W. Effects of pentoxifylline on
human sperm movility in normospermic
individuals using computer-assisted
analysis. Fertil Steril 1993; 59:418-423.

B) Articulo de revista con mds de 6
autores: Marrama P, Baraghini GF,
Carani C, Celani MF, Giovenco P, Grandi
F, et al. Further studies on the effect
of pentoxifylline on sperm count
and sperm movility in patients with
idiopathic  oligoasthenozoospermia.
Andrologia 1985; 17:612-616.

() Libro completo: Colson JH, Armour
WJ. Spermatogénesis. 2° ed. Londres:
Delmar Publishers; 1996.

D) Capitulo de libro: Siracusa G, Felici
M, Salustri A. Meiotic maturation of
the mammalian oocyte. En: Ach RH,
Balmaceda JP, Johnston I, editors.
Gamete Physiology. 2° ed. New York:
Raven Press; 1990. p. 129-144.

E) Comunicacién a congreso: Bengston
S, Solheim. Hatching assisted. XXII
Meeting of European Society of Human
Reproduction and Embriology; 1997
Jun20-23; Roma, Italia. p. 1561-2.

Para la seccidn de debate se aceptardn
textos (de no mds de dos hojas DINA4
a 30 lineas, incluidas un maximo de
cinco citas bibliograficas y dos figuras si
las hubiere), que reflejen la opinién de
los diferentes firmantes sobre el tema
de discusién que se propondra en el
ndmero de la revista anterior.

Para las secciones de agenda y noticias
se aceptaran escritos que informen de
congresos u otros eventos relacionados
con la Biologia de la Reproduccién o la
actividad asociativa de ASEBIR, siempre
que identifiquen de manera clara los
organizadores de los mismos.
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