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IX CONGRESO DE ASEBIR - MADRID 2017

Montse Boada Yolanda Minguez
-, 2l i Presidenta Comité
\  Organizador
Estimados/as compaferos/as:

Presidenta ASEBIR
En nombre del Comité Organizadory de la Junta Directiva de ASEBIR, es un placer poder daros la bienvenida a nuestro IX
Congreso de ASEBIR.

El proyecto de realizar este congreso en Madrid arrancé hace ya unos afios. La idea, surgié por parte de un grupo de
colegas que llevamos ejerciendo desde los inicios la Embriologia Clinica y la Biologia de la Reproduccién, tanto en el
sector plblico como privado de la Comunidad de Madrid.

2013-2017

Lailusiény el entusiasmo de todos ellos, junto a lainestimable colaboracién de la actual Junta Directiva, nos ha permitido
materializar aquella idea en el préximo IX Congreso ASEBIR Madrid 2017.

Como en ediciones anteriores, el Congreso ofrece un programa de alto nivel cientifico, estructurado en sesiones en torno
a los cinco Grupos de Interés con los que cuenta la asociacién: Andrologia, Calidad, Criobiologia, Embriologia y Genética.

Contamos también con 5 Simposios Satélites con ponentes de reconocido prestigio y con 3 cursos pre-congresos que
complementaran elinteresante programa elaborado conjuntamente por el Comité Cientifico y la Junta Directiva.

En definitiva, se abordaran temas novedosos que no dudamos van a ser de interés para todos,incluidos los profesionales
mas jévenes que se estan iniciando en el apasionante campo de la actual Biologia de la Reproduccién.

Como novedad de este afio se haincorporado la posibilidad de enviar abstracts eninglés. Desde la Junta Directivay el Comité
Organizador hemos querido fomentar la introduccién en nuestro congreso delidioma cientifico por excelencia, compromiso
que adquirimos en la Asamblea General celebrada durante el Gltimo congreso. La presencia de ponentes extranjeros junto
con la celebracién del I Joint meeting ASEBIRRSIERR, son otras acciones previstas que van en la misma linea.

Coincidiendo con el congreso, se celebrard la quinta convocatoria del examen para la obtencién de la “Certificacion
ASEBIR en Reproduccién Humana Asistida. Embriologia Clinica”.

Un afio mds, contaremos también con los conocidos premios a la mejor comunicacion y al mejor pdster, seleccionados por
el Comité Cientifico.

En el marco del Congreso, se renovaran los miembros del Comité Permanente de los Grupos de Interés, y también este afio
se renuevan los miembros de la Junta Directiva.

Agradecemos vuestra enorme participacion, con 202 comunicaciones recibidas. Los resultados de vuestras experiencias e
investigaciones, expuestos en las comunicaciones orales y en los posters, van a resultar sumamente enriquecedores para
todos los asistentes.

Queremosagradecertambiénatodos los ponentesymoderadores que hanaceptado nuestrainvitacién, alosorganizadores,
a la Secretaria Técnica de ASEBIR vy a todos aquellos que con su apoyo hacen posible la celebracién de nuestro congreso
bienal.

Nuestros patrocinadores merecen un agradecimiento especial. Su constante compromiso hacia ASEBIR y su colaboracién
son imprescindibles para que nuestro congreso sea una realidad.

Madrid es una ciudad cosmopolita, acogedora, abierta, cordialy libre, donde nadie se siente extrafio y todo el mundo es
bienvenido.

iConfiamos en que disfrutéis mucho durante vuestra estancia entre nosotros!

R Montserrat Boada Yolanda Minguez
15.17 Noviembre 2017 Presidenta ASEBIR 2013-2017 Presidenta Comité Organizador



6

Rev Asoc Est Biol Rep Junio 2017 Vol. 22 N° 1

ASPECTOS LEGALES SOBRE LOS ESTUDIOS GENETICOS
DE CRIBADO DE ENFERMEDADES RECESIVAS EN LOS
PROGRAMAS DE DONACION

Montse Boada, Xavier Vendrell, Inmaculada Campos, Arancha Galdn, Abel Gayo, Laura Marqués, Enri-
que Olaya, José Luis de Pablo, Josep Santald, Anna Serra, M® José Torello.

Junta Directiva de ASEBIR (2013-2017)

El conocimiento del estatus genético en relacion con las enfermedades recesivas, o recesivas ligadas al cromosoma X, es
muy importante desde el punto de vista anticipatorio, en el contexto del asesoramiento preconcepcién. En este sentido,
los estudios genéticos dirigidos a establecer la condicién de portador/a, o no portador/a, de enfermedades hereditarias,
han aparecido recientemente y de forma rotunda en el dmbito de la biomedicina reproductiva. Si bien pueden aplicarse en
distintas situaciones, estos estudios cobran una especial relevancia en los programas de donacién de gametos.

El continuo y rapido avance que se estd produciendo en los métodos de diagnéstico genético ha permitido que estos
estudios sean cada vez mas precisos y amplios, pudiéndose analizar un gran nlimero de enfermedades en un mismo ensayo.

El presente escenario ha propiciado la aparicién de un gran debate acerca de la requlacidn, pertinencia, e incluso alcance,
de estos estudios genéticos. El presente documento pretende establecer el posicionamiento actual de ASEBIR para que
pueda servir de guia en aquellas cuestiones que de forma mds recurrente plantean dudas.

ESTUDIOS GENETICOS PARA EL CRIBADO DE ENFERMEDADES RECESIVAS A LOS/LAS DONANTES

Ni la ley de reproduccion 24/2006 ni el Real Decreto ley 9/2014, sobre calidad y seguridad de las donaciones, imponen la
realizacién de ningln tipo de prueba genética concreta, ni a los donantes, ni a las parejas receptoras. Por lo tanto, en el
momento actual no es obligatorio hacer pruebas de emparejamiento genético (matching genético), pues no existe ninguna
norma que asi lo indique, ni dichas pruebas estdan incorporadas a las gufas clinicas del Sistema Nacional de Salud.

No obstante, el Real Decreto ley 9/2014 indica que, en las donaciones de células reproductoras fuera de la pareja, se
realizard una evaluacién de la carga genética en relacién a los genes autosémicos recesivos, de acuerdo al conocimiento
cientificoy a la etnia del donante, asi como una evaluacion del riesgo de enfermedades hereditarias conocidas y presentes
en la familia. En consecuencia, a partir de la entrevista clinica, habrd que valorar qué pruebas genéticas procede realizar,
en su caso.

Asimismoy teniendo en cuenta que el Articulo 5.6 de la Ley 14/2006 especifica que El estado psicofisico del donante deberd
cumplir las exigencias de un protocolo obligatorio de estudio de los donantes que incluird sus caracteristicas fenotipicas y
psicologicas, asi como las condiciones clinicas y determinaciones analiticas necesarias para demostrar, segtin el estado de
los conocimientos de la ciencia y de la técnica existentes en el momento de su realizacion, que los donantes no padecen
enfermedades genéticas, hereditarias o infecciosas transmisibles a la descendencia y debido a la existencia de estudios para
la realizacion de cribado genético, los pacientes deben serinformados de la existencia de estos estudios genéticos y valorar,
en cada caso, su realizaciéon tanto al donante como al receptor. Algo parecido sucedié con el cariotipo que, si bien la
normativa vigente no obliga a realizarlo, con el tiempo y de acuerdo a las recomendaciones de las sociedades cientificas,
mayoritariamente se ha terminado aceptando su necesaria realizacidn, tanto a donantes como a receptores, previamente
a cualquier TRA.

DONANTES PORTADORES/AS DE UNA ENFERMEDAD GENETICA CONOCIDA

Desde el punto de vista asistencial se considera que la mayoria de personas son portadoras de alguna mutacién en alguno
de los genes que se estudian y que, si se trata de un gen con herencia mendeliana autosémica recesiva, solo hay que
hacer el matching con otra persona que no sea portadora de ninguna mutacién en el mimo gen. Se desaconseja descartar
a los/as donantes por ser portadores pues su condicién de portadores/as es algo considerado “normal” en la poblacién.
En las donaciones de ovocitos, lo que se debe hacer es estudiar al marido/pareja masculina de la receptora de ovocitos y
confirmar que no tiene ninguna mutacién en el mismo gen. Si fuera asf, se buscarfa otra donante pero no se descartaria.
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Distinto es cuando una donante es portadora de una mutacién ligada al cromosoma X porque en este caso el riesgo de
transmisién de la enfermedad a la descendencia es alto y no puede evitarse si se trata de un hijo varény en determinados
casos, también si es de sexo femenino. Estos casos son considerados de alto riesgo reproductivo (a diferencia de las formas
autosémicas recesivas) y sideberian ser descartadasy ofrecer un adecuado asesoramiento genético a todas/os las donantes.

NECESIDAD DE ESTUDIO DE LA PAREJA DEL RECEPTOR/RA

La aparicion de los estudios genéticos para el cribado de portadores es muy reciente, por lo que no existe en el momento
actual ninguna norma que lo regule. En consecuencia, no podemos afirmar que sea obligatorio realizar el estudio a la
pareja, aunque teniendo en cuenta los trabajos publicados hasta el momento, cuando se haya realizado el cribado a el/
la donante y siempre que el equipo medico lo estime conveniente, pareceria recomendada su realizacién, para proceder
a un matching correcto (evitando la coincidencia de dos portadores de mutaciones en un mismo gen) y evitar descartar
donantes Gnicamente por su condicién de portador, lo que éticamente podria considerarse reprobable.

COMUNICACION DE LOS RESULTADOS DEL ESTUDIO GENETICO

Elarticulo 5 de la Ley 14/2006 dice textualmente que la donacién serd andnimay deberd garantizarse la confidencialidad
de los datos de identidad de los donantes pero también afirma que las receptoras de gametos y de los embriones asi como
los hijos nacidos o sus representantes legales tienen derecho a obtener informacion general de los donantes que no incluya
suidentidad ya que esta solo podria revelarse en circunstancias excepcionales.

Enelarticulo 18.3 de la misma ley, se puntualiza que los datos de las historia clinicas, excepto laidentidad de los donantes,
deberdn ser puestos a disposicion de la receptoray de su pareja, o del hijo nacido por estas técnicas o de sus representantes
legales cuando llegue a mayoria de edad, si asi lo solicitan. Por tanto, es recomendable informar de que se dispone de
la informacidon del perfil genético y, si se solicita, podrd informarse de aquello que tenga trascendencia clinica para los
receptores y su descendencia.

Posicionamiento de ASEBIR Consensuado en la Reunién de la Junta Directiva de ASEBIR celebrada el 19 de Mayo de 2016.
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Nuevos microinyectores para un
control muy preciso de sus muestras

Desde que en 1996 Eppendorf sacara al mercado sus
modelos de CellTram® Air, Oil y Vario, muchas clinicas
de reproduccion tanto del ambito publico, como del
privado, han confiado en estos microinyectores para
realizarlatécnicade Microinyeccion Intracitoplasmatica
de Espermatozoides (ICSI).

El extraordinario poder de sujecion del CellTram Air con
sistema sin aceite y la eficacia de un sistema hidraulico de
aceite para una perfecta aspiracion y dispensacién de los
espermatozoides del CellTram Oil, anadido a la presencia
de un segundo botén micrométrico para poder realizar
biopsias para Diagnostico Genético Preimplantacional
(PGD) del CellTram Vario, son algunas de las caracteristi-
cas que han hecho que estos microinyectores sean una re-
ferencia en los laboratorios de Fecundacion in vitro (FIV).

Este ano 2017, Eppendorf lanza los nuevos microinyecto-
res CellTram 4 Air/Oil, donde en ambos modelos se incor-
poran dos botones giratorios de accionamiento dual grue-
so/fino, y que en el caso del nuevo CellTram Oil, permite
realizar las mismas funciones que el antiguo CellTram
vario, que desaparece como tal.

Con los nuevos CellTram 4 Air y Oil, el embriélogo po-
dra configurar su estacion de micromanipulacién con mi-
croinyectores de aire o aceite tanto en el lado de sujecion,
como en el de inyeccién/biopsia. De esta manera, podra
declinarse por un sistema de aire totalmente libre de acei-

Y

El nuevo CellTram Oil incorpora los dos botones giratorios
greso/fino del antiguo CellTram Vario, permitiendo realizar
las mismas funciones que este.

te o por un sistema hidraulico con aceite donde, se mejora
también el sistema de llenado, minimizando los derrames
y el tiempo empleado en el proceso.

Ambos modelos han sido disenados con especial énfasis
para obtener una ergonomia excelente, facilidad de uso y
maxima precision.

Ademas, los CellTram 4m Air y Qil estan registrados como
dispositivos médicos (de acuerdo con la Directiva 93/42/
CEE relativa a procuctos sanitarios).

Contacte con nosotros:
eppendorf@eppendorf.es
www.eppendorf.com
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ACTIVIDAD ASISTENCIAL EN DGP: EL NUEVO REGISTRO DGP-ASEBIR.

GI Genetica

Xavier Vendrell

Presidente del Grupo de Interés de Genética y Reproduccion (GiGR)

ASEBIR

El diagnéstico genético preimplantacion
(DGP) es una de las formas de diagnéstico
genético mds precoces que existen.
Constituye uno de los ejemplos mas claros
de trabajo multidisciplinar, en el que cada
actor tiene una importancia capital para el
éxito del proceso. Intervienen expertos en
areas tremendamente distintas: la medicina
reproductiva, la embriologia y la genética.
En los dltimos anos, el DGP estd cobrando
un protagonismo especial gracias a los
avances a los que estamos asistiendo en
todas las dreas. En especial, la modalidad
de cribado cromosémico, el conocido como
PGS (preimplantation genetics screening),
CCS (comprehensive chromosome screening)
o estudio de “24 cromosomas”, se estd
consolidando como uno de los principales
criterios  de  seleccion  embrionaria,
simultdneamente a otros desarrollos
que tienen lugar en los laboratorios de
fecundacion in wvitro. Por otro lado, el
DGP estricto en casos de enfermedades
monogénicas, incorpora un elemento
crucial: la anticipacion. En este sentido, el
DGP se ha convertido en una de las opciones
reproductivas mas atractivas para las parejas
con riesgo genético, que pretenden evitar la
trasmisién de una determinada enfermedad
hereditaria, cumpliendo con uno de los
principios clave de la biomedicina preventiva.

En este escenario el conocimiento profundo
de las técnicas diagnésticas, lasindicaciones
clinicas, las enfermedades susceptibles
de aplicar el DGP y los resultados clinicos,
resultan  imprescindibles para  poder
conocer la evolucién del proceso de DGP y
poder intervenir en su desarrollo futuro.
En este punto, el registro de actividad
es especialmente necesario. Con esta
intencién, entre muchas otras inquietudes,

en octubre del afio 2011 en Murcia se cred
el grupo de interés en DGP, en el seno del
primer Congreso de ASEBIR, predecesor
del actual grupo de interés en genética y
reproduccién (GiGR). Una de las primeras
acciones consistié en elaborar un registro
de casos de DGP. El primer registro fue
publicado en el afio 2005 y recogia los
datos de los diagndsticos realizados desde
abril del 1993 hasta aquel momento. EL
GiGR ha ido manteniendo una actividad
constante relacionada con el seguimiento
del proceso asistencial del DGP en Espafia,
creando y manteniendo actualizado el
Registro DGP-ASEBIR. Desde entonces, el
registro tiene una naturaleza voluntaria y
una periodicidad anual, siendo la dltima
informacion recopilada la que recoge los
datos de los ciclos de DGP realizados durante
los afios 2012/2013. Este hecho ha permitido
consolidar el registro de DGP de ASEBIR como
la recogida de datos mas exhaustiva existente
en la actualidad en este campo.

Por otro lado, la modificacién introducida
en la Ley 14/2006, de 26 de mayo, sobre
técnicas de reproduccién humana asistida,
con la incorporacién de la disposicién
adicional sexta, exige a todos los centros de
Reproduccién Humana Asistida espafioles, a
través de las comunidades auténomas, que
participen de forma obligatoria en el Registro
de Actividad (Disposicion final primera de
la Ley 18/2015, de 9 de julio, por la que se
modifica la Ley 37/2007, de 16 de noviembre,
sobre reutilizacion de la informacién del sector
publico). Este hecho ha propiciado que el
registro de DGP de ASEBIR resulte de especial
interés para las Autoridades Sanitarias. En
este sentido, el GiGR a peticion de la Junta
Directiva elabord un informe que recogia los
datos del registro referente a la actividad
asistencial de los centros de espafioles
en el contexto del DGP de enfermedades
monogénicasy casos de DGP en combinacién
con la determinacién del genotipado HLA
con fines terapéuticos para terceros (DGP-
HLA). Este informe estd disponible en la
web de ASEBIR: http.//asebir.com/grupos-
de-interes/grupo-de-interes-de-genetica-y-
reproduccion, v su lectura resulta muy Gtil
para contextualizar la situacién del DGP.

Debido al interés suscitado por el registro
de DGP, asi como la necesidad de optimizar
la recogida de datos, la Junta Directiva y
el GiGR han apostado por una importante
actualizacién del sistema de recogida de
datos del registro, de forma que sea mas
agil y exhaustiva. EL método actual cuenta
con serias limitaciones, la recogida de los
datos se realiza mediante un cuestionario
voluntario, enviado por correo electrénico
a los centros que deciden participar. La
convocatoria se realiza a través de la lista
de correo de ASEBIR, por parte de nuestra
secretaria técnica. Los centros participantes
cumplimentan los campos predisefiados
en una hoja de calculo y la devuelven a
[a secretaria, en un plazo determinado.
Posteriormente, los datos se remiten al
GiGR de ASEBIR, que procede al analisis de
los resultados y a su publicacién. La idea
es informatizar la recogida y andlisis de los
datos, y poderincluiren los futuros informes,
datos relativos a todas las indicaciones de
DGP asi como a la evolucién de los ciclos.
Con este objetivo, la Administracién del
Estado ha decidido apoyar econémicamente
este proyecto y, con fondos adicionales de
ASEBIR, se esta disefiando una aplicacién
informatica, que permitira la creacién del
primer registro online de DGP. Esto abre
una linea de trabajo intensa y con intencién
de continuidad. En el futuro préximo se
pretende mostrar la aplicacion a todos
los socios, conseguir el mayor grado de
participacion en el registro e intentar que el
Registro de DGP-ASEBIR se convierta en el
registro oficial de esta actividad.

Desde el GiGR y la Junta Directiva de ASEBIR
somos conscientes de la envergadura del
proyecto, pero sabemos que este tipo de
acciones son necesarias para conocer en
profundidad la realidad de un proceso
diagnésticotan complejo como es el DGP. Los
cambios en este campo son exponenciales,
y los desarrollos tecnoldgicos superan
[a capacidad de actualizacion de los
prescriptores de este tipo de estudios. Muy
probablemente, el conocimiento y control
del proceso nos pueda ayudar a generar
masa critica y a una composicién mds exacta
del escenario real del DGP.


http://asebir.com/grupos-de-interes/grupo-de-interes-de-genetica-y-reproduccion
http://asebir.com/grupos-de-interes/grupo-de-interes-de-genetica-y-reproduccion
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VENTAJAS E INCONVENIENTES DE LA TRANSFERENCIA DE
EMBRIONES EN ESTADIO DE BLASTOCISTO YD+3 EN LA
REPRODUCCION ASISTIDA

ADVANTAGES AND DISADVANTAGES OF THE TRANSFER OF EMBRYOS IN BLASTOCYST
STAGE AND D+3 IN ASSISTED REPRODUCTION

Gabriela Gonzdlez Iglesias
embriogabriela@gmail.com

Resumen: Este trabajo se basa en comparar las ventajas e inconvenientes de la transferencia de embriones en estadio de division
en dia 3 (D+3) y de blastocisto en la reproduccion asistida. Saber cudl es el estadio mas adecuado para realizar la transferencia
embrionaria, nos permitird mejorar las tasas de embarazo y de recién nacido vivo. Valorando las ventajas y desventajas de
cada estadio, se llega a la conclusién de que las tasas de embarazo son mayores con la transferencia embrionaria en estadio de
blastocisto que las obtenidas en la transferencia embrionaria en estadio de division D+3. ELaumento de la tasa de embarazo, la

tasa deimplantacion, la tasa de partoy de recién nacidos vivos es mayor. El estadio de blastocisto es el estadio mds recomendado
para la transferencia embrionaria.

Palabras clave: reproduccion, blastocisto, estadio de division, tasa de embarazo, implantacion, parto y recién nacidos vivos.

Summary: This work is based on comparing the advantages and disadvantages of transfer of embryo stage in day 3 (D+3) and
blastocyst in assisted reproduction. Having the knowledge regarding at what stage is right for the time of embryo transfer
will enable us to improve rates of pregnancy and successful births. It will assess the pros and cons of each stage, coming to
the conclusion that pregnancy rates are higher with embryo transfer in the blastocyst stage, than embryo transfer obtained
in D+3. The increase in pregnancy rate, implantation rate, birth rate and live births is higher. The blastocyst stage is the most
recommended embryo transfer stage.

Keywords: reproduction, blastocyst, cleavage stage, pregnancy rate, implantation rate, delivery rate and newborns alive rate.

INTRODUCCION

Desde el nacimiento de la Reproduccién
Asistida, el esfuerzo de todos los
laboratorios se ha centrado en la
obtencion del embrién mas viable para
conseguir el nacimiento de un nifio
sano y por eso, numerosos autores han
realizado una serie de estudios donde
comparan las ventajas y desventajas que
se obtienen al transferir embriones en
dia 3 (D+3) versus embriones en estadio
de blastocisto.

Una correcta evaluacion de la calidad
embrionaria es determinante para lograr
el éxito de un programa de fecundacion
in vitro (FIV). En la mayoria de clinicas de
Reproduccién Asistida, esta valoracion se
basa principalmente en los criterios de
evaluacion morfolégica de los embriones
obtenidos. Los embriélogos deben ser
capaces de relacionar las caracteristicas

que van observando, con el potencial
de implantacion de cada uno de los
embriones en sus distintos estadios de
desarrollo. Aunque estudios recientes
basados en la captacion de imdgenes a
tiempo real (“time lapse”) a través de un
incubador, indican que el tiempo entre
cada una de las divisiones también es
relevante (Rodriguez et al., 2013).

Los blastomeros de los embriones tras
llegar al estadio de 8 células en dia tres,
comienzan a mostrar adhesion entre
ellos debido al aumento de las uniones
intercelulares, concretamente de “tight
Jjunctions”. En el cuarto dia de desarrollo,
empieza el inicio de la compactacion, en
este momento el embrién adquiere una
morfologia que hace que se denomine
moérula. En el quinto dia de desarrollo,
tras la compactacion celular, empieza
a formarse una cavidad denominada
blastocele y se produce la diferenciacién

celular, se diferencian las células del
trofoectodermo que dardn lugar a la
placenta y las células de la masa celular
interna (MCI) que dara lugar al feto. Esta
nueva morfologia embrionaria recibe el
nombre de blastocisto (Arteaga M, Garcia
MI, 2014). Los pardmetros morfolégicos
de clasificacion se basan en el grado
de expansion del blastocele, tamafo,
forma y grado de compactacion de la
MCI y estructura y ndmero de células
del trofoectodermo. Los blastocistos con
una gradacién éptima para estos tres
pardmetros muestran las mejores tasas
de implantacion. ELl tiempo y el grado
de expansién del blastocisto, también
han sido identificados como importantes
reveladores de la  implantacion
(Rodriguez et al., 2013).

No todos los embriones son capaces
de llegar a la fase de blastocisto, estd
descrito que entre el 40 % y el 60 %
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de los ovocitos fecundados in vitro
alcanzan este estadio, y esta capacidad
estd directamente relacionada con la
morfologia que presenta el embridn
en estadios mds tempranos. Se han

sugerido ciertos factores clinicos
relacionados con altas tasas de
blastulacién, como por ejemplo

mujeres jévenes, con paridad previa,
la utilizacién de la FIV convencional
y la administracién de bajas dosis de
gonadotrofinas en la estimulacion
ovarica (Thomas et al., 2010). Lla
mayoria de los embriones que tienen un
desarrollo correcto alcanzan la fase de
blastocisto el quinto dia de desarrollo
(112-120 horas post inseminacion),
pero algunos muestran un desarrollo
mas lento, diferencidndose el sexto dia
(136-140 horas post inseminacion).
La tasa de implantaciéon de estos
embriones es inferior, pero no
despreciable (Seli et al., 2004).

En cuanto a la tasa de gestacion mdltiple
trasuntratamientodefecundacioninvitro
en Europa es del 21,7 % comparado con
el 1,1 % de la concepcién natural (Nyboe-
Andersen et al., 2008). La transferencia
electiva de un dnico embrién para un
grupo de pacientes determinado ha
pasado a ser una practica habitual en
varias clinicas de todo el mundo, dados
los efectos adversos que conllevan
las gestaciones midltiples, como el
aumento de la morbilidad perinatal
y la mortalidad, las complicaciones
obstétricas y el elevado coste sanitario.
La principal razén para transferir 2 o
3 embriones es la percepcion de que
aumentando el nimero de embriones
se conseguiran mejores resultados. Esta
demostrado que la transferencia de mas
de un embrién da lugar a una mayor
tasa de implantacion (Pandian et al.,
2005), pero como consecuencia, tiene
muchas complicaciones obstétricas y
perinatales (Kissin et al., 2005), de
modo que la importancia de seleccionar
el embrién mas viable para transferir ha
intensificado los esfuerzos para mejorar
las técnicas actuales de seleccién
(Rodriguez et al., 2013).

El objetivo principal de este trabajo es
comparar las ventajas e inconvenientes
de la transferencia de embriones
en estadio D+3 y de blastocisto en
la reproduccién asistida. Saber qué

estadio es el adecuado para realizar
la transferencia embrionaria nos
permitird aumentar la calidad de los
resultados del éxito reproductivo, esto
es, mejorar las tasas de implantaciény
las tasas de embarazo.

MATERIAL Y METODOS

Seharealizadounabisquedabibliografica
en PubMed-NCBI, ScienceDirect
(Elsevier), Scope (Elsevier) y Google
Académico (Google) usando palabras
clave como “reproduction”, “blastocyst”,
“cleavage stage”, “pregnancy rate”,
“implantation rate”, “delivery rate” and
“newborns alive rate”.

La finalidad fue conocer las bases
tedricas que describen los dos estadios
en los cuales se procede a realizar la
transferencia embrionaria, asi como
reunir y analizar las evidencias a favor
y en contra de la transferencia en los
diferentes estadios embrionarios, para
poder saber cual es mds prometedor,
para lograr un embarazo y por lo tanto,
un recién nacido vivo en casa. Por ello, se
establecieron los siguientes criterios de
inclusién para los trabajos encontrados:
estudios que mostraran tasas de
embarazo, implantaciéon parto y recién
nacidos vivos.

RESULTADOS

1. TRANSFERENCIA DE EMBRIONES EN
ESTADIO DE BLASTOCISTO

1.1 Ventajas

Las ventajas que supone la transferencia de
embriones en estadio de blastocisto son:

e El aumento de la tasa de embarazo,
de la tasa de implantacién, de la tasa
de parto y de recién nacidos vivos
(Blake et al., 2005).

e la disminucién del ndmero de
embriones a transferir y por lo tanto
también menor riesgo de embarazos
mdltiples. La tasa de embarazo
ectépico también puede estar
disminuida (Kissin et al., 2005).

e la tasa de contracciones uterinas en
el momento de la transferencia de
embriones en estadio de blastocisto
es menor, por la progresion de la fase
ldtea (Kissin et al., 2005).

e Hay mayor sincronia entre embrién
y endometrio, porque el embrién
desciende a la cavidad uterina a
partir del dia 4 o0 5 en condiciones in
vivo (Guerif et al., 2009).

* Facilita la seleccién de embriones
a transferir tanto al embridlogo
como al clinico, y los sobrantes a
criopreservar (Blake et al., 2005).

* Elestadio de blastocisto es el estadio
embrionario mds recomendado para
transferir en ciclos de donacién de
ovocitos y permite la seleccion de
embriones con mayor potencial de
desarrollo (Blake et al., 2005).

* Los blastocistos tienen mejor
correlacion entre la morfologia y el
estado euploide, por lo tanto menor
riesgo de aneuploidias (Blake et al.,
2005).

1.2 Desventajas

Las desventajas que supone la
transferencia de embriones en estadio de
blastocisto son:

* La incertidumbre de si el embrién
llega a estadio de blastocisto y en
consecuencia, el riesgo de cancelar
transferencias que es mayor (Blake et
al., 2005).

e Las mujeres con fallos miltiples de
FIV, con una disminucion de la reserva
ovarica y mala calidad de embriones,
tienen muy poco beneficio con la
transferencia embrionaria en estadio
de blastocisto (Blake et al., 2005).

* Llevar el embrién hasta el estadio de
blastocisto aumenta el costo y podria
haber posibles efectos negativos
de los medios de cultivo sobre el
nifio, como por ejemplo cambios en
la expresion génica y alteraciones
epigenéticas (Staessen et al., 2004).

* Hay una mayor incidencia de gemelos
monocigotos (Blake et al., 2005).

2. TRANSFERENCIA DE EMBRIONES EN
ESTADIO DE D+3

2.1 Ventajas

Las ventajas que supone la transferencia
de embriones en dia 3 son:

e Aumenta latasa de embarazo en bajas
respondedoras (Blake et al., 2005).
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e Menos cancelaciones de ciclos, menor
costo econémico y menor tiempo de
cultivo (Kissin et al., 2005).

e Mejor prondstico en pacientes con
embriones que poseen un desarrollo
lento y un nidmero bajo de cigotos
(Kissin et al., 2005).

2.2 Desventajas

e La principal desventaja de la
transferencia de embriones en dia 3,
es que los criterios morfoldgicos que
regiran la seleccion es muy subjetivay
refleja con menos exactitud la calidad
génica (Staessen et al., 2004), por lo
tanto, es mds dificil de seleccionar el
embridén mds competente y de mejor
calidad (Kissin et al., 2005).

e latasadeembarazo,deimplantacién,
de parto y de recién nacidos vivos es
menor (Blake et al., 2005).

* Aumenta el ndmero de embriones
a transferir y por tanto, aumenta el
riesgo de embarazos miltiples (Kissin
etal., 2005).

e Las contracciones uterinas son mds
frecuentes en D+3 aumentando el
riesgo de un embarazo ectépico
(Guerifetal., 2009).

* Latransferencia de embriones en D+3
tiene también la desventaja de que
embrién y endometrio interaccionan
con mayor antelacién de lo normal,
pudiendo verse afectada su capacidad
deimplantacién (Guerif et al., 2009).

* En este estadio también hay mayor
riesgo de aneuploidias (Blake et al.,
2005).

e Transferir un embrién antes de que
se active su genoma, es transferir en
la etapa mas critica de su desarrollo,
disminuyendo asi la probabilidad de
implantacién (Blake et al., 2005).

3. TRANSFERENCIA DE EMBRIONES EN
ESTADIO DE D+4

Existe un estudio realizado por Deanne
Feil y colaboradores en el 2008, en
el que se promueve la transferencia
de embriones en dia 4 (D+4), ya que
refiere que posee también ventajas en
comparacion de transferirlo en D+3
o en estadio de blastocisto. Entre las
ventajas propuestas se aclara que
en D+4 el embrién desciende a la
cavidad uterina, el ambiente donde
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normalmente reside, por lo tanto
antes de la implantacién, permanece
mayor tiempo en el ambiente uterino y
menor tiempo en el entorno in vitro, lo
cual aumenta la tasa de implantacion
y también en ese momento, hay una
reduccion de la contractibilidad uterina
(Blake et al., 2005).

Los embriones en D+4 se transfieren
después de la activacion de su genoma,
por lo tanto, se puede seleccionar el que
tiene mayor potencial de desarrollo en
una cohorte (Feil et al., 2008).

DISCUSION

Existen diferencias en el éxito
reproductivo en funcion del momento
de la transferencia embrionaria como
se ven reflejados en los resultados de la
publicacién de Guerify colaboradores en
el 2009, siendo evidente la mayor tasa de
implantacion asociada a la transferencia
en blastocisto (Guerif et al., 2009). Un
estudiorealizado por Papanikolaouafirma
que la probabilidad de recién nacido vivo
después de la FIV, es significativamente
mas alta en la transferencia en estadio
de blastocisto comparando con la
transferencia de embriones en estadio
de divisién (D+3) (Papanikolaou et al.,
2008). También se encuentra una mayor
tasa de gestacion transfiriendo en
estadio de blastocisto, del orden 42,3
% comparado con embriones D+3 que
es del 32,4 %y la tasa de bebé sano con
transferencia de embriones en estadio en
blastocisto es del 27,4 % comparado con
embriones D+3 que es del 18 % (Wang
et al., 2010). Aunque un meta-analisis
realizado por Cochrane no encontré
diferencias significativas en las tasas
de recién nacido vivo o resultados de
embarazo entre las transferencias de
embriones en los dias 2-3 y 5-6 (Blake et
al., 2005).

Se ha comprobado que la transferencia
embrionaria en estadio de blastocisto
expandidoendia6serelacionacon peores
tasas de embarazo que la transferencia
en dia 5, sugiriendo una menor viabilidad
de los embriones con un desarrollo mas
lento o una menor sincronia endometrial.
Para evitar transferencias en dia 6 seria
conveniente transferir el embrién mas
evolucionado en dia 5, aunque no esté
expandido (Rodriguez et al., 2013).

Hay estudios que muestran un
menor porcentaje de aborto con las
transferencias en blastocisto, ya que el
embrion escogido para transferir viene
de una cohorte de embriones de dia 3 que
ha pasado por un proceso de seleccién
hasta dfa 5, de manera que muestran una
mayor capacidad deimplantaciénymenos
posibilidad de finalizar en aborto. La
disminucién en el porcentaje de abortos
con transferencias en dia 5, no solo esta
relacionada con una mejor seleccién del
embrién, sino que también juega un
rol importante la receptividad uterina
(Rodriguez et al., 2013). Parece ser que
losembriones quesetransfierenen D+3se
encuentran expuestos prematuramente
en la cavidad uterina, y esta asincronia
puede dar lugar a una menor tasa de
implantacién o abortos tempranos. De
igual modo, la transferencia en estadio
de blastocisto presenta una mayor
sincronizacién a nivel endometrial, ya
que in vivo los embriones alcanzan la
cavidad endometrial cuando comienza
la compactacién. Cuando se transfieren
el mismo ndmero de embriones en D+3
y en estadio de blastocisto, se observa
un mayor potencial de implantacién en
blastocisto (Rodriguez et al., 2013). En
consecuencia, la transferencia de un
Gnico embrién seria mas conveniente
realizarla en estadio de blastocisto, ya
que estos poseen una mayor capacidad
de implantacion (Practice Committee
of the SART, Practive Committee of the
ASRM, 2012).

En pacientes menores de 35 afios con
al menos cuatro embriones de buena
calidad en D+3 y en casos donde se
obtienen valores superiores a 3000pg/
ml de estradiol, la transferencia se hace
en estadio de blastocisto, mejorando
las tasas de embarazo y recién nacido
vivo. Valores superiores a 4200pg/ml
de estradiol se han identificado como
el umbral a partir del cual disminuye
drasticamente la tasa de embarazo
(Rodriguez et al., 2013). También se han
reportado datos que dan como valores
de corte niveles superiores a 1,5ng/
ml de progesterona, a partir de los que
observamos una notable disminucién de
las tasas de embarazo en pacientes con
transferencia en D+3. Esta disminucién
en las tasas de gestacion no se observa
en aquellas pacientes que se transfieren
en estadio de blastocisto (Rodriguez et

13
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al., 2013). Estos resultados sugieren
que en el quinto dia ldteo, el endometrio
se ha recuperado del impacto de las
concentraciones suprafisioldgicas
de hormonas esteroideas a las que
se ha visto expuesto. De manera
que en casos donde se obtenga una
elevada concentracion de estradiol, en
combinacién con la elevacién prematura
de la progesterona, la transferencia
en blastocisto resultaria beneficiosa,
compensando los efectos adversos sobre
la receptividad endometrial (Elgindy et
al., 2011).

La evaluacion morfolégica de los
embriones es subjetiva, la seleccién del
embridn con la mejor calidad en D+3
no nos asegura que este sea normal
cromosémicamente. Se ha demostrado

que una notable proporcién de
embriones morfolégicamente normales
en D+3 son cromosémicamente

anormales, contribuyendo en la pérdida
de la implantacién posterior. Aunque
algunos embriones genéticamente
anormales son capaces de alcanzar el
estadio de blastocisto, el riesgo de
presentar aneuploidias es menor en
blastocistos que en embriones mds
tempranos (Staessen et al., 2004).
Hasta el 60% de los embriones de
buena calidad que estdn en estadio
de division en D+3 pueden llegar a
ser aneuploides, mientras que el 30%
de los embriones de buena calidad en
estadio de blastocisto son aneuploides
(Staessen et al., 2004).

Cultivar los embriones hasta
blastocisto, donde el genoma
embrionario se ha activado

completamente, nos permite hacer una
seleccion mas precisa, esto es porque
en el paso a la activacién de su propio
genoma, hay muchos embriones que se
bloquean. De esta forma se va haciendo
una seleccién, descartando los ya
bloqueados (Rodriguez et al., 2013).
Prolongando el cultivo tiene lugar una
seleccion natural que permite reducir
el ndmero de embriones anormales
(Wang et al., 2010). La activacion
del genoma embrionario tiene lugar
cuando el embridn tiene alrededor de
8 células. El nivel de transcripcion es
minimo durante las primeras divisiones
celulares, utilizdndose el conjunto de
proteinas y RNAm que ha almacenado

el ovocito maduro. Un retraso del
desarrollo embrionario puede
relacionarse con una disminucién de
los niveles de RNAm, de manera que un
correcto desarrollo hasta blastocisto se
relaciona con una correcta transicién
materno-cigotica (Arteaga M, Garcia
MI, 2014).

En cuanto a la fragmentacion de ADN,
los embriones con mds de un 15 % de
fragmentacion dnicamente dan un
16,5 % de buenos blastocistos, y con
menos de un 15 % de fragmentacidn,
obtenemos un 33,3 % de buenos
blastocistos (Alikhani et al., 2000).

También se ha sugerido un posible
efecto paterno en el desarrollo
preimplantacional y en la formacion
del  blastocisto.  Pacientes  con
seminogramas normales tienen mayores
tasas de formacion de blastocisto que
aquellos con pardmetros alterados.
ElL ensayo TUNEL en espermatozoides,
que detecta roturas en el DNA, muestra
la correlacién negativa entre la
fragmentacion del DNA y el desarrollo
hasta blastocisto (Seli et al., 2004).

Existen diferentes criterios en los
laboratorios para implantar el cultivo a
blastocisto, que hacen referencia sobre
todoaldiaenquesetomaladecisién (por
ejemplo, nimero de foliculos, ovocitos
fertilizados, embriones a 8 células en
dia 3...) (Rodriguez et al., 2013). Si en
la cohorte no se dispone de suficientes
embriones de buena calidad se procede
a hacer la transferencia embrionaria
en D+3. Uno de los argumentos en
contra del cultivo a blastocisto es la
mayor incidencia de cancelaciéon de
transferencia debido a un bloqueo en
el desarrollo embrionario y un menor
ndmero de embriones disponibles para
criopreservar, pero se desconoce si
este bloqueo en el desarrollo de los
embriones de dia 3 hasta blastocisto
in vitro, también sucederia de haber
sido transferidos en un estadio mads
temprano (Racowsky et al., 2000). In
vitro, el desarrollo embrionario es mas
lento que 7n vivo, y algunos embriones
pueden detener su desarrollo. De hecho,
solamente un 41,9 % de los embriones
con 7-9 células en dia 3 dan buenos
blastocistos, siendo este porcentaje
del 13,8 % y del 27,5 % cuando los

embriones tienen menos de 7 células
0o mdas de 9 respectivamente. A pesar
de esto, en pacientes que tienen buen
prondstico, como aquellas menores de
35 afios o con un minimo de 4 embriones
de buena calidad disponibles a dia 3, se
han encontrado tasas de cancelacién
similares transfiriendo en dia 3y en dia
5 (Rodriguez et al., 2013).

CONCLUSIONES

e El estadio de blastocisto es el
estadio mds recomendado para la
transferencia embrionaria.

e Esevidente que el aumento de la tasa
de embarazo, latasa deimplantacion,
la tasa de parto y de recién nacidos
vivos es significativamente mayor.

e Elembrién escogido paratransferiren
estadio de blastocisto, viene de una
cohorte de embriones de dia 3 que ha
pasado por un proceso de seleccion
natural hasta dia 5, compitiendo
contra otros embriones que no han
llegado a esta fase, de manera que
muestran una mayor capacidad de
implantacién y menos posibilidad de
finalizar en aborto.

e La transferencia en blastocisto
permite realizar transferencias de
embrién dnico, disminuyendo los
riesgos de las gestaciones mdltiples.

* La transferencia embrionaria en D+4
podria ser una variante a investigar
en profundidad, aunque por el
momento la transferencia en D+5
esta mds estandarizada.
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Resumen: La disfuncién mitocondrial estd relacionada con enfermedades, con infertilidad ligada a la edad y con repetidos
ciclos fallidos de fecundacién in vitro (FIV). Las terapias de remplazo mitocondrial en ovocitos o cigotos como son la
transferencia pronuclear, la transferencia del huso meiético materno, o la transferencia del corptsculo polar podrian prevenir
la transmisién de ADN mitocondrial (ADNmt) mutado a la segunda generacion a través de la herencia materna, evitando asi la
transmision de enfermedades ligadas a estas anomalias. Ademds, pueden ser de utilidad para la transferencia citoplasmatica
en pacientes de edad avanzada con repetidos ciclos fallidos al presentar un citoplasma con deficiencias y, que con ésta
técnica se podrian beneficiar de una mayor tasa de embarazo después de someterse a un tratamiento de FIV. Aun asi, estas

técnicas englobadas en lo que se denomina FIV triparental, siguen ocasionando mucha controversia respecto a su eficacia y
a sus efectos futuros sobre los recién nacidos y, es por esto que necesitan de una mayor investigacién y de un mayor refuerzo
por parte de comités éticos que las regulen y las legislen.

Palabras clave: mitocondria, ADN mitocondrial, ADNmt residual, transferencia pronuclear, transferencia del huso meiético,
transferencia del corpisculo polar, FIV triparental.

Summary: The mitochondrial dysfunction is related with diseases, age related infertility and repetitive failed IVF
cycles. The mitochondrial replacement therapies in oocytes or zygotes as the pronuclear transfer, the maternal spindle
transfer or the polar body transfer could prevent the transmission of the mutated mitochondrial DNA (mtDNA) to the
second generation via maternal heritage, avoiding the transmission of diseases that are link to those abnormalities.
Thus, these techniques can be helpful for the cytoplasmic transfer on aged patients with repetitive failed IVF cycles as
they show a deficient cytoplasm and, they could take advantage of these techniques to improve their pregnancy rates
after undergoing and IVF cycle. However, these techniques included under the name of tri-parenthood fertilisation are
still having a great controversy due to their efficiency and their future effects on new-borns. Therefore, they need more
research and greater reinforcement by ethical committees that regulate and legislate them.

Keywords: mitochondria, mitochondrial DNA, mtDNA, pronuclear transfer, maternal spindle transfer, polar body
transfer, tri-parenthood fertilisation.

INTRODUCCION y ovocitos es inalcanzable en la

actualidad, la sustitucion parcial

regiones intergénicas, el ADNmt de los
mamiferos y otros vertebrados exhibe

Mutaciones en el ADNmt o en genes
nucleares que participan en la
funcién mitocondrial son la causa
de infertilidad y enfermedades
neuromusculares y degenerativas, no
s6lo en los individuos, sino también
en su descendencia (DiMauro and
Davidzon, 2005). La prevalencia de
padecer una enfermedad mitocondrial
sintomdtica debido a la mutacién
del ADNmt es de 1:8000 (Scarpulla,
2008). Dado que la deteccion fiable
y predecible de los trastornos
mitocondriales en los embriones

o completa de ADNmt mutado con
el ADNmt de donante a través de
manipulaciones de embriones ha
supuesto un enfoque alternativo
para abordar esta problemdtica. Los
métodos que estan potencialmente
disponibles en laactualidad para lograr
este objetivo son los que se engloban
bajo el nombre de Fecundacién in vitro
triparental.

En contraste con el genoma nuclear,
donde son habituales las familias de
secuencias repetitivas, intrones vy

una sorprendente economia en la
organizacion de susecuencia génica. El
genoma mitocondrial de vertebrados
se halla en forma de molécula circular
cerrada de ~16.5 kb cuya capacidad
de codificacion de proteinas es
exclusivamente destinada a la sintesis
de 13 proteinas que funcionan como
subunidades esenciales para los
complejos respiratorios I, III, 1V, V
(Clayton, 2003).

El hecho de que el ADNmt sea
un elemento extra cromosdémico
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compartimentado contribuye a un tipo
de herencia que difiere de la de los
genes nucleares. Las células somaticas
de mamiferos tienen generalmente
103-104 copias de ADNmt con ~2-10
genomas por organulo. Estos genomas
se replican de manera independiente
del ciclo celular que se rige por la
replicacién del ADN nuclear (Wilson
et al., 2016). En mamiferos, el ADNmt
se hereda por via materna y no sigue
un patrén de herencia mendeliana.
En humanos, el ADNmt paterno
se pierde durante la fecundacién
por un mecanismo dependiente de
ubiquitina mediado por endonucleasas
(Ferndndez-Silva et al., 2003).
Los beneficios de una herencia
mitocondrial uniparental es evitar el
paso de mutaciones deletéreas por
el gameto no sometido a control (las
mitocondrias espermdticas llegan a
los ovocitos con dafios en su ADN y sin
haber experimentado ningtn control).
Debido a este tipo de herencia se
reducen al minimo las copias del
genoma mitocondrial en un ovocito
produciendo un cuello de botella que
eliminaria las copias defectuosas. El

Cigoto donanta con
ADNmt

Cizoto da la pacients con
ADNmt mutado

\

hecho de que el ADNmt sea un genoma
de mdltiples copias hace que un
individuo pueda albergar mas de una
solasecuencia, unacondicién conocida
como heteroplasmia. Una variante
de la secuencia que contenga una
mutacién, y sea por tanto perjudicial,
puede ser tolerada en bajo nimero de
copias, porque el producto del gen
defectuoso que codifica no alcanza el
umbral para alterar la funcién celular.
Sin embargo, se conocen variantes de
lasecuenciaquesegreganrapidamente
desde heteroplasmia a homoplasmia al
pasar de una generacion a la siguiente
(Wilson et al., 2016). Esto puede
resultar en que la variante perjudicial
predomina en la descendencia, lo que
conduce a un fenotipo mitocondrial

defectuoso (Wilson et al., 2016;
Shoubridge, 2000).
Cabe destacar que el genoma

mitocondrial no estd protegido por
histonas por lo que su tasa de mutaciéon
es mas elevada que la del ADN nuclear. EL
estrés oxidativo en el ADNmt, junto con
undesequilibrio en la cadena respiratoria
mitocondrial y en la homeostasis del

Extraccion dal
prontcleo femenino

Extraccidn dal sezundo
corpisculo polar

Figura 1. Representacion esquemdtica de la trasferencia pronuclear en embriones en estadio de cigotos (Wolf, 2015)

Ca2+, la excitotoxicidad, la apoptosis,
los cambios en la permeabilidad
de membrana, y los sistemas de
defensa mitocondriales son las
causas notables del desarrollo de
enfermedades  neurodegenerativas
(Castro et al., 2012).

Alternativas a la terapia génica
de la linea germinal, como son el
diagnéstico prenatal y el diagndstico
preimplantacional (DGP), se han
descrito para las parejas en riesgo de
transmitir los trastornos derivados
de mutaciones en el ADNmt. Aunque
estas técnicas son potencialmente
Gtiles para las condiciones de baja
heteroplasmia, son ineficaces para
las condiciones de homoplasmia
donde la carga mutante de ADNmt
del paciente puede llegar a ser del
100% vy, ademads, la variacién entre
blastémeros de un mismo embrién
limita la efectividad de este tipo de
test. Las técnicas de transferencia
de genoma nuclear (la transferencia
pronuclear, la transferencia del
huso meidtico y la transferencia
del corplsculo polar) en un ovocito
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enucleado que contenga mitocondrias
sin mutaciones probablemente seria
una buena eleccién para prevenir
de manera efectiva la transmision

de enfermedades mitocondriales
(Mitalipov et al., 2014).

MATERIAL Y METODOS

La bdsqueda de esta revision

bibliografica se ha realizado mediante
las bases de datos PudMed (NCBI),
Google Académico (Google), las
revistas Fertility & Sterility y Human
Reproduction y la pdgina web de la
Human Fertilisation and Embryology
Authority (HFEA) con articulos
comprendidos entre 1983 a 2016. Las
palabras clave usadas en la bdsqueda
bibliografica fueron las siguientes:
‘mitochondria’, ‘mitochondrial DNA’,
‘mitochondrial diasease’, ‘pronuclear
transfer’, ‘maternal spindle transfer’,
‘polar body transfer’, “tri-parenthood
fertilisation’, ‘oocyte’, ‘gamete’ vy
‘embryo’. La finalidad de esta revision
fue conocer las bases tedricas que
sustentan las técnicas englobadas
bajo el nombre de fecundacién in
vitro triparental y la metodologia
usada (desde sus inicios hasta la
actualidad), asi como reuniry analizar
las evidencias a favory en contra de la
técnica, tanto a nivel de metodologia
como a nivel de normativa y conflictos
éticos asociados.

RESULTADOS
TRANSFERENCIA PRONUCLEAR

El estadio de cigoto en mamiferos
se caracteriza por la presencia de
dos pronicleos (PN) claramente
visibles y que contienen ADN nuclear
haploide proveniente o bien del
espermatozoide o bien del ovocito.
La transferencia pronuclear (PNT)
de cigoto a cigoto fue llevada a cabo
por primera vez durante la década de
los 80, cuando se demostré que los
ratones manipulados por esta técnica
daban lugar a descendencia. Ha sido
mas recientemente utilizada para la
terapia de reemplazo mitocondrial,
pero la técnica utilizada en ratones se
ha visto negativamente afectada por
los altos niveles de ADNmt residual en
las crias (Sato et al., 2005).

El prondcleo masculino y el pronticleo
femenino ambos altamente visibles y
de apariencia similar, son extraidos
(enucleacién)  después de un
tratamiento mediante inhibidores
del citoesqueleto (nocodazole vy
cytochalasin B), tanto del ovocito
de la paciente como del ovocito de
la donante mediante la aspiracion
de carioplastos usando técnicas de
micromanipulacion (ver Figura 1). Hay
que tener en cuenta que el carioplasto
proveniente del ovocito de la paciente
contiene tanto mitocondrias como
ADNmt, conocido como carryover
o residual. Los carioplastos que
contienen los PN de la paciente se
ponen en contacto con el citoplasma
de los ovocitos de la donante. Las dos
entidades se fusionan produciendo
un embrién reconstruido que estarfa
listo para el cultivo o la transferencia
embrionaria a la paciente. Debido a
que con la inyeccién de los PN de la
paciente se ha arrastrado también
parte de sus mitocondrias, el cigoto
reconstruido aln puede contener
cantidades inaceptables de ADNmt
mutado (McGrath and Solter, 1983).

Los resultados en ratones no fueron
buen presagio para las técnicas de
reemplazo mitocondrial (MRT) en
los seres humanos. Sin embargo, en
2010 se informé de la viabilidad de
la PNT en humanos usando cigotos
anormales, ya fuera con uno o mds
de dos PN, que normalmente se
desechaban durante la rutina de la
fecundacion in vitro. El 8% de los
embriones creados por transferencia
nuclear se desarrollaron hasta la
etapa de blastocisto con niveles bajos
de ADNmt residual (<2%). A pesar del
bajo rendimiento de embriones que
llegaban al estadio de blastocisto, los
autores concluyeron que este enfoque
arrojaba potencial a la técnica del
reemplazo mitocondrial. Sin embargo,
es imposible en la actualidad evaluar
la seguridad y la eficacia de PNT en
cigotos humanos normales sobre la
base de este informe preliminar, ya
quesetiene que seguir lainvestigacion
en primates no humanos antes de
llegar a una conclusién definitiva en
la viabilidad PNT como una técnica de
MRT en humanos (Cravenet al., 2010;
Tachibana et al., 2009).

TRANSFERENCIA DEL HUSO MEIOTICO

La transferencia del huso meiético
(ST) aplicada en ovocitos de macaco
(Macaca mulatta) demostré en 2009
que la transferencia por remplazo
mitocondrial podia ser usada en
estadio de ovocito no fecundado. Se
demostré la eficacia y la seguridad
de la técnica al obtener nacidos vivos
los cuales tenfan curvas normales de
crecimiento y bajos niveles de ADNmt
residual (Tachibana et al., 2012).

A diferencia de los cigotos, la
distribucién de las mitocondrias
en los ovocitos es uniforme, lo que
permite llevar a cabo la técnica de
transferencia del huso meiético sin un
significativo arrastre del ADNmt del
ovocito que dona el ndcleo (Tachibana
etal., 2012).

El huso meiético rodeado por un
pequefio volumen de citoplasma
y de membrana es extraido del
ovocito de la paciente y del ovocito
de la donante. Estos carioplastos
contienen sélo el 1.5% del volumen
del citoplasma. Los carioplastos de los
ovocitos de pacientes son fusionados
en el citoplasma de los ovocitos
donantes (previamente enucleados) y
fecundados por el esperma de la pareja
(ver Figura 2) creando un embrién libre
de mutaciones en el ADNmt (Tachibana
etal., 2013).

Se llevé a cabo un estudio en hembras
de macacos de origen indio y macacos
de origen chino portadoras de
diferentes haplotipos de ADNmt
wildtipe que fueron identificadas
basdndose  en  secuencias de
polimorfismos. Los carioplastos de los
macacos de origen chino se fusionaron
con ovocitos donantes de macacos de
origen indio y viceversa para crear
ovocitos reconstruidos con donantes
de ADNmt. Se fecundaron mediante
inyeccién intracitoplasmatica
de espermatozoides (ICSI) y los
embriones resultantes se cultivaron
hasta blastocisto. EL desarrollo
y la calidad de los embriones fue
comparable a la de los controles,
y se establecieron dos lineas de
células madre embrionarias (ESCs)
a partir de 8 embriones a los que se
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Huso meiodtico
(ADN nuclear)

e

ADN mt sano

Ovocito donante de ADN mt

ADNmt
mutado

Ovocito d= la paciente
con ADNmt mutado

Preparacion citoplasmatica

Huso metotico

(ADN nuclear)

citoplasmatica

Extraccion dal huso meiotico en un carioplasto

Figura 2. Representacion esquemdtica de la trasferencia del huso meiotico (Wolf, 2015).

les habfa realizado transferencia del
huso meidtico siendo la eficiencia
en la derivacién comparable a la de
los controles. Quince blastocistos se
transfirieron a nueve hembras, dando
lugar a tres embarazos y a cuatro
nacidos vivos. La eficiencia fue similar
a los resultados con embriones no
manipulados (embriones control).
Como se puede observar en la
Figura 3, las crias de los macacos
provenientes de la transferencia
de huso meidtico tenfan curvas de
crecimiento normales, cantidades
residual de ADNmt por debajo o igual
al 2%y niveles normales de ATP (Paull
etal., 2013).

Estos resultados en macaco alentaron
los estudios en humanos donde
donantes de ovocitos con diferentes
haplotipos de ADNmt fueren reclutados
con fines de investigacion. De 106
ovocitos donados a investigacion,
65 fueron sujetos a transferencia
reciproca del huso meiéticoy 33 fueron

usados como controles. Las tasas de
fecundacion en ovocitos a los que se
les habia practicado la transferencia
del huso fueron del 73%, muy similar a
lade los controles (75%). Sin embargo,
una porcion significativa de los cigotos
presentaba fecundacién anormal (la
mayoria de ellos con la presencia
de tres prondcleos). Este resultado
reflejaba la activacién prematura del
ovocito a causa de condiciones de
cultivo subdptimas. De los cigotos
que presentaban una fecundacidn
normal, sus tasas de desarrollo a
blastocisto (62%) y de aislamiento
de las células madre embrionarias
(38%) fueron comparables con los
controles, a la vez que se estimaron
que los niveles de ADNmt residual
eran indetectables (Tachibana et al.,
2013; Paull et al., 2013).

La viabilidad de los ovocitos humanos
con el huso meidtico transferido fue
examinada mediante la activacion
artificial para mimetizar la

. -~
CAC

Carioplasto: fusion

Fecundacion con semen
de 1a pareja

fecundacion y su posterior desarrollo.
Algunos embriones partenogenéticos
progresaron a blastocisto dando lugar
a la derivacion de ESCs. Los niveles
de ADNmt heteroplasmdtico en las
lineas de ESCs fueron menores al 1%.
Aunque este estudio fue llevado a cabo
con embriones partenogenéticos,
los resultados eran consistentes con
la conclusion de que la técnica de
transferencia del huso meiético podia
ser consumada en humanos con el
minimo nivel de ADNmt residual (Paull
etal., 2013).

TRANSFERENCIA DEL CORPUSCULO
POLAR

Los ovocitos humanos durante la
meiosis sufren dos divisiones con
reduccion de la carga cromosémica
con la segregacion desigual del
citoplasma y la extrusion de dos
corpisculos  polares. EL  primer
corpisculo polar contiene un set
diploide de cromosomas, y el segundo
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Corpisculos polaras
Pronucleos masculino v
femenino (ADN nuclear)
/ Carioplasto que contiene los
prontcleos da la paciente
Preparacién citoplasmitica Citoplasma donante

Cizoto donante
con ADNmt sano

Pronicleos masculino v
femenino (ADN nuclear)

Cigoto de la pacients
con ADNmt mutado

con ADNmt sano

Extraccion de los prontcleos en un carioplasto

Pronucleos de la paciente
con ADNmt sano

Figura 3. (A) Curvas de crecimiento basadas en las medidas del peso (kg) mostrando que la descendencia derivada de la transferencia del huso
meidtico estaba en el rango normal para los 30 primeros meses de vida. (B) Niveles de ADNmt residual (% de heteroplasmia) en cuatro macacos
(Mito, Tracker, Spindler y Spindy), medido en sangre del cordon umbilical en el nacimiento y en piel a los 19 meses. Los niveles se encontraban en
los limites de deteccion y no cambiaron significativamente durante el tiempo (Wolf, 2015).

corpisculo esta dotado de un set
haploide de cromosomas y se extruye
después de que el espermatozoide
haya fecundado el 6vulo (Wakayama
and Yanagimachi, 1998).

En la técnica de la transferencia del
corplsculo polar se usa un cigoto
donante con ADNmt sano al cual se
le extrae el pronicleo femenino.
Al cigoto donante se le fusiona el
segundo corplsculo polar proveniente
del cigoto de la paciente que contiene
ADNmt mutado tal y como se muestra
en la Figura 4 (Wakayama and
Yanagimachi, 1998).

Enratones,alosqueselesllevéacabola
transferencia del segundo corpisculo
polarseobservé eldesarrolloatérmino
de la descendencia (Wakayama and
Yanagimachi, 1998; Wakayama T.
et al., 1997). La transferencia del
corplisculo polar ha sido descrita
recientemente en el contexto de la
terapia por reemplazo mitocondrial.

Su justificacion es que los corplsculos
polares que contienen  pocas
mitocondrias podrian ser facilmente
visualizados y manipulados, mientras
su eficiente utilizacion podria doblar
el rendimiento de los ovocitos vy
cigotos reconstruidos mediante ST y
PNT. Usando un enfoque basado en
transferencias simultaneas del primer
corplsculo polarydel huso meiético de
27 ovocitos donantes, se produjeron
43 ovocitos reconstruidos. También
se llevaron a cabo transferencias
simultaneas del segundo corpisculo
polaryde prondcleos paraincrementar
el rendimiento de los cigotos
donantes. El ndmero de recién nacidos
vivos derivados de la reconstruccién
de ovocitos o de embriones fue muy
similar al de los controles, y el ADNmt
residual, en crias derivadas de la
transferencia del primer corpisculo
polar, de la transferencia del sequndo
corpusculo polar, de la transferencia
del huso meiético, pero no de la
transferencia de prontcleos, fue muy

bajo o indetectable. Las tasas de
nacimiento fueron comparables con
los controles, y todas las crias vivas
derivadas de ovocitos reconstruidos
respiraban normalmente y tenian
un rango de peso comparable a la
de los controles que no habian sido
manipuladas. La transferencia del
corpusculo polar no ha sido replicada
con éxito en otros mamiferos (incluidos
primates) a pesar de los considerables
esfuerzos. En muchas especies, los
corplsculos  experimentan  unas
altas tasas de degeneraciéon debido
a las presiones apoptéticas que
causan fragmentacién del ADN y su
degradacion (Wakayama T. et al.,
1997; Daughtry and Mitalipov, 2014).

En humanos, los esfuerzos se han
centrado en el andlisis genético del
corpusculo polar para la evaluacion
de enfermedades; sin embargo,
su capacidad funcional para la
transferencia del corpisculo polar
permanece sin determinar. Los
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Figura 4. Representacion esquemdtica de la transferencia del sequndo corpdsculo polar (Wolf, 2015).

esfuerzos por aislar corpdsculos
polares viables después de una
estimulacién ovdrica en pacientes
podrian ser contraproducentes si
hubiera alteraciones sustanciales
en los tiempos del cultivo de los
ovocitos y por consecuente, de sus
corpidsculos polares (Daughtry and
Mitalipov, 2014).

TRANSFERENCIA MITOCONDRIAL PARA
PACIENTES INFERTILES

La edad avanzada de la mujer (mayor
de 35 afios) es uno de los factores
determinantes cuando se habla de
infertilidad, abortos o defectos
en el nacimiento como puede ser
el Sindrome de Down. Diversos
estudios apuntan que a medida que
aumenta la edad de la paciente,
su calidad ovocitaria disminuye
siendo ésta la principal causa de su
infertilidad. En pacientes con edad
avanzada se observa una maduracién
citoplasmdtica despareja que podria
explicar el aumento en anomalias
y aneuploidias causadas por fallos
tanto en el proceso de meiosis como

en el de mitosis. Las deficiencias
citoplasmaticas de estos ovocitos se
observan en una deficiencia en sus
transcritos y proteinas que podrian
causar un impacto en el desarrollo del
embrién preimplantatorio (Minami
et al., 2007; Tanget al., 2007). Se
han observado asociaciones entre el
aumento de la edad de la pacientey el
aumento de la tasa de mutacion en el
ADNmt de los ovocitos, la disminucion
de la actividad metabélica
embrionaria, la disminucién en la
produccion de ATP, y la alteracién de la
homeostasis del calcio mitocondrial.
Ademds, se observa un aumento de
deleciones en el ADNmt descritas
en las células del cimulo que son
las que rodean al ovocito dandole
a su vez un aporte metabdlico. Las
deficiencias  citoplasmaticas  en
general y la disfuncion mitocondrial
en particular pueden contribuir a la
inestabilidad del genoma nuclear en
ovocitos provenientes de mujeres
en edad avanzada, resultando en un
embrién aneuploide. Pacientes de
edad avanzada que no poseen ovocitos
propios criopreservados durante una

edad temprana reproductiva, ven
como sus tratamientos de FIV se ven
limitados a la utilizacion de ovocitos
y embriones de donante. Con el uso de
la técnica del remplazo mitocondrial
este tipo de pacientes se podria
beneficiar del remplazo completo del
componente citoplasmatico a la vez
que se mantendria el ADN nuclear de
la mujer de la pareja para intentar
mejorar la calidad embrionaria
(Eichenlaub-Ritter et al., 2001).

En 1998-1999, la primera transferencia
citoplasmatica realizada por Cohen
et al. fue usada para transferir un
pequefio volumen de citoplasma (1-
5%) del ovocito donante en ovocitos
de pacientes que habian sufridos fallos
repetidos en ciclos de FIV. Han nacido
ya mas de 40 nifios y la técnica se
aplicé a una velocidad sorprendente
en los seres humanos, en ausencia de
una amplia investigacion para evaluar
la eficacia y los posibles riesgos del
método, por lo que se puso en duda
la técnica en distintas publicaciones
(Eichenlaub-Ritter et al., 2001; Cohen
etal., 1998).
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DILEMAS ETICOS Y LEGISLACION

La terapia génica en células
somdticas no ha causado grandes
controversias por lo referente a su
aceptaciéon  ética  principalmente
porque los cambios genéticos no se
transmiten a la descendencia. Por lo
contrario, la terapia génica en la linea
germinal lleva implicita la correccién
permanente de genes mutados en las
células germinales, resultando en la
transferencia de esas alteraciones
a las subsecuentes generaciones.
Si tomamos como significado de
modificacién laintroduccién de nuevo
material genético en los gametos (o
embrién temprano), en el caso de la
técnica de remplazo mitocondrial se
introduce ADNmt de la donante no
solo a la descendencia, sino también
a la siguiente generacion (esta vez
se restringe al linaje femenino).
Si, por el contrario, consideramos
modificacion de la linea germinal
Gnicamente la realizacién de cambios
en el ADN nuclear, las técnicas de
remplazo mitocondrial no supondrian
una modificacion de la linea germinal.
Cabe destacar que es bien sabido
que el ADNmt no codifica para
componentes determinantes en la
identidad genética o de parentesco
(Robertson, 1999).

En cuanto a la aplicacién de las técnicas
de transferencia citoplasmatica o de
las técnicas de remplazo mitocondrial,
se criticé sobre todo su introduccién
prematura, sefialdndose la ausencia
de investigacion bdsica y preclinica,
asi como de adecuados controles
experimentales y falta de discusion
publica ética y critica. En las primeras

aplicaciones de la transferencia
citoplasmatica, se informaron
un ndmero relativamente alto de

anomalias cromosémicas y defectos en
el recién nacido, por ello, a pesar de no
estar claro si estaba relacionado con la
técnica per se, ante la preocupacion de
los organismos reguladores, la Food and
Drug Administration (FDA) declaré en
2001 que latransferencia citoplasmatica
y los protocolos relacionados estaban
sujetosarevisionyaprobacion formales.
Asi, se prohibieron de forma prematura
los ensayos clinicos necesarios para
abordar estas cuestiones debido al

caracter controvertido que suscitaba la
manipulacién de gametos (Hawes et al.,
2002).

El  problema  conceptual entre
el remplazo mitocondrial y la
transferencia  citoplasmatica  se
basa en el hecho de si se entienden
o no como modificacién de la linea
germinal, lo que llevard a un diferente
analisis normativo de la misma, ya que
la modificacién de la linea germinal
humana es éticamente mucho mas
controvertida que la modificacion
genética de la linea somadtica. La
modificacion de la linea germinal
humana estd prohibida por érganos
internacionales, como el Consejo de
Europa. Sin embargo, algunos paises
hacen una distincion legal entre
ambas. La Ley holandesa de Embriones
(2002), por ejemplo, deja espacio
para la modificacion del ADNmt
pero prohibe la del ADN nuclear. La
evaluacién ética de la modificacion de
la linea germinal (en el contexto de
los trastornos de ADNmt) difiere de
si se trata de la transferencia del ST o
del PNT. Ambas implican la donacién
de ADNmt, pero la dltima implica la
creacion y destruccion de un embrién
durante el proceso de la técnica, lo que
puede chocar con ciertas ideologias
religiosas (Bredenoord et al., 2008).

En el Reino Unido, en febrero del
2015 se aprobd la ley que permite
el uso de la transferencia del huso
meiético materno y la transferencia
pronuclear para evitar enfermedades
mitocondriales severas. En la pdgina
web de la Human Fertilisation and
Embryology Authority (HFEA) se aclara
que antes de que una clinica pueda
poner en prdctica estas técnicas,
deberd seguir un proceso de licencia
que consta de dos pasos: necesitaran
aplicar para una licencia que les
permita realizar la transferencia del
huso meiético y/o la transferencia
pronuclear y luego pedir autorizacion
para llevar a cabo el tratamiento de
una paciente en concreto. Ademas, se
requerird que las clinicas presenten
informacién sobre las donantes de
mitocondrias, los pacientes que
van a ser tratados y el proveedor de
esperma, y del tratamiento al que se
someten (HFEA website).

Por otra parte, se deben examinar
las cuestiones éticas con respecto
a si los nifos resultantes de éstas
técnicas pueden ser correctamente
considerados como si tuvieran dos
o tres padres (la técnica se conoce
cominmente como FIV triparental).
Tras la transferencia citoplasmatica o
las técnicas de remplazo mitocondrial
el embrién hereda la gran mayoria
de su ADN de la madre y el padre
intencional, mas un porcentaje de
ADNmt de la donante de ovocitos. Para
poner esto en perspectiva: la donante
podriacontribuirenun0.1%de suADN,
mientras que los padres intencionales
contribuyen al restante 99.90% de
su ADN. Estrictamente hablando,
tendria tres padres. Algunos sostienen
que esta divisién de la maternidad
genética debe ser considerada como el
principal problema ético en el debate
sobre la técnica. Las consecuencias
psicolégicas, juridicas y sociales de
tener tres padres genéticos son en
gran parte desconocidas. Por otra
parte, es discutible si la donante
de ovocitos, que contribuye con su
ADNmt, debe ser considerada como
un ‘padre genético’. La variacién de
secuencias entre diferentes haplotipos
mitocondriales en la poblacion
humana es pequefia, ya que se trata
de unas pocas sustituciones de amino
acidos. Esto tendria facil solucién, ya
que es posible reducir las diferencias
en ADNmt usando donantes de
mitocondrias con el mismo haplotipo
(Mitalipov and Wolf, 2014).

Los datos disponibles son insuficientes
y no apoyan una decisién prudente
acerca de la aplicacion de la
transferencia citoplasmatica y de las
técnicas de remplazo mitocondrial. Las
razones por las cuales estas técnicas
conduzcan a un anormal desarrollo
del embridn transferido estan lejos de
aclararse. Por lo tanto, es necesaria
una exhaustiva labor cientifica y de
investigacién antes de introducir esta
técnica definitivamente en la practica
clinica.

CONCLUSION
La necesidad de la implementacion de

técnicas de remplazo mitocondrial y
de transferencia citoplasmatica parece
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evidente para familias portadoras de
enfermedades debido a mutaciones
en el ADNmty para aquellas pacientes
de edad avanzada (sin ovocitos
criopreservados en su edad fértil)
o con numerosos ciclos fallidos
de FIV. Si la necesidad existe, y la
ratio riesgo/beneficio es favorable,
entonces nos formulamos la pregunta
de cémo podriamos avanzar hacia la
implementacion de éstas técnicas.
Se trata de técnicas cuya eficiencia
deberia ser mejorada por lo que
seria necesario generar resultados
confirmatorios  adicionales.  Adn
dicho esto, la HFEA ha presentado
una revision bibliografica sobre los
resultados publicados sobre el ST
y el PNT que muestran que ambas
técnicas son potencialmente (tiles
para un grupo especifico y definido
de pacientes cuya descendencia
tendria una enfermedad severa o
letal producida por mutaciones en
su ADNmt, y los cuales no tienen
otra opcién para engendrar su
propia descendencia. El comité
concluyé que las evidencias que se
tienen actualmente no sugieren que
las técnicas sean ‘inseguras’. Sin
embargo, las primeras aplicaciones
clinicas deberfan ser llevadas a
cabo en clinicas especializadas en
enfermedades mitocondriales que
impliquen ensayos clinicos. Se deberfa
ofrecer una amplia informacién vy
apoyo a las familias inscritas en
dichos ensayos y su participacion
deberia estar comprometida a su
consentimiento para el seguimiento
de los hijos nacidos por estas técnicas.

Mirando mucho mds lejos en
el futuro, dltimamente estdn
emergiendo las tecnologias de
edicion del genoma y se erigen
como las técnicas que permitirian
la correccion dirigida de genes
mutados en células humanas. Estas
correcciones implican la modificacion
precisa de las secuencias de genes
afiadiendo, eliminando o corrigiendo
locis gendmicos especificos. Esos
avances probablemente permitirdn
la correccién selectiva de defectos
genéticos nucleares o mitocondriales
en gametos humanos o embriones
preimplantatorios, impidiendo asi en
Gltima instancia el paso de la mayoria

de las condiciones genéticas anémalas
yevitando eluso de ADNmt de donante
eliminando asi la participacion del
tercer ‘progenitor’ genético.
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CONTROL DE CALIDAD EN UN LABORATORIO DE FIV

Beatriz Amorocho Llanos
IVI MURCIA.
Beatriz.Amorocho@ivi.es

:QUE HAY DETRAS DE GAMETOS Y
EMBRIONES EN UN LABORATORIO DE FIV?

En un laboratorio de FIV, no solo hay
que tener en cuenta la rama de la
embriologia clinica propiamente dicha,
sino que se debe de implementar un
sistema de gestion de calidad siguiendo
las normativas legales para garantizar la
calidad del servicio que se les ofrece a los
pacientes.

Para que un laboratorio de fecundacion
in vitro tenga buenos resultados en
tasas de gestacion, implantacién y
recién nacido vivo en casa, se deben
de llevar a cabo ciertos requisitos los
cuales se engloban en un programa de
control de calidad.

Se entiende por control de calidad como
el seguimiento, supervisién y evaluacién
que asegure que cada trabajador y cada
unidad de trabajo alcance aquellos
estandares que consecuentemente
brinden servicios de buena calidad.
Actualmente existen muchas
posibilidades para que los resultados
reproductivos en FIV aumenten debido a
la introduccién y mejora de un programa
de control de calidad en los laboratorios
de Fecundacién in vitro (FIV); Para ello,
se requiere una Organizacién general,
Recursos Humanos y Recursos fisicos.
(Castilla et al., 2006)

1. ORGANIZACION GENERAL

Para la organizacién de un laboratorio de
reproduccién asistida, se necesitan tres
estructuras basicas:

J Sjstemas de gestion de calidad.
e Etica einvestigacion
e Seguridady Riesgos laborales

Sistemas de gestion de calidad

Para que un centro de reproduccién
tenga un reconocimiento oficial, debe
de tener implantados los estandares
oficiales internacionales como los

que ha desarrollado la Organizacién
Internacional para la Estandarizacién
(1IS0), y dentro de uno de los estandares
que se pueden considerar para la
asistencia clinica en la atenci6n a parejas
estériles esta la ISO 9001 y a nivel
nacional, la norma espafiola UNE 179007
sobre sistemas de gestion de la calidad
en laboratorios de reproduccién asistida.

La nueva Norma UNE 179007, creada
por iniciativa de la Asociacion para el
Estudio de la Biologia de la Reproduccién
(Asebir) y certificada por AENOR, es una
ampliacién especializada de la Norma
ISO 9001 de Sistemas de Gestion de la
Calidad, con la que se busca crear normas
sectoriales y unificar criterios para los
laboratorios de Técnicas de Reproduccién
Asistida (TRA).

Existe también la certificacion por parte
de un agente externo, segln el Real
Decreto-Ley 9/2014 que transpone a
nuestro marco juridico las directivas
europeas sobre calidad y seguridad en
las donaciones de gametos; Por lo tanto,
es obligatorio que cada laboratorio,
centro y/o banco, tenga implantado un
Sistema de Gestion de Calidad; Con las
certificaciones anteriores, se permite
que los centros que se dedican al campo
de la Reproduccién asistida, generen
crecimiento cientifico a través de las
nuevas tecnologias, una mejora en la
eficiencia a través de la estandarizacién,
ser referente en calidad asistencial,
conseguir la maxima satisfaccion del
paciente, aumentar la formacion y
motivacion del empleado a través de una
mejora continua y por dltimo, garantizar
la calidad del servicio mediante el
cumplimiento de la legislacion.

Por todas las razones anteriores,
la acreditacion proporciona cierta
“tranquilidad” a los pacientes, usuarios
clinicos y proveedores, el hecho de que
un laboratorio cumpla las normas de
organizacion y funcionamiento que le
permitan proporcionar un servicio de
alta calidad.

La gestion de un sistema de calidad
debe de estar detallada en un Manual
de Calidad, el cual contiene informacion
acerca de todas las actividades que se
realizan en un laboratorio y la politica
del control de calidad de la empresa,
registro de procesos desarrollados en el
laboratorio y sus responsables.

También, deben de existir indicadores
de calidad que permitan analizar si los
procedimientos se realizan con cierta
destrezay el resultado esperado. Elgrupo
deinterés de de Calidad de Asebir disefi6
un manual de indicadores de calidad en
el laboratorio de embriologia donde
se destacan los indicadores de calidad
considerando tres diferentes niveles:
6ptimo, deseable o minimo para cada
indicador (con un intervalo de confianza
del 95%). (Castila et al., 2016).

Cuando el valor del nivel del indicador
sea inferior al estdndar deseable, se
considera que el centro no alcanza
los niveles de calidad deseables
recomendados por Asebir para ese
indicador especifico; De tal manera que
se debe de reflexionar, estudiar y valorar
cada uno de los procedimientos para
mejorar este indicador de calidad en el
laboratorio de embriologia.

Etica e investigacion

En este aspecto, se deben de seguir los
cédigos deontoldgicos de las sociedades
cientificas y colegios profesionales, asf
como las recomendaciones establecidas
por los comités de ensayos clinicos, ética
einvestigacion autonémicos y locales.

Seguridad y Riesgos laborales

En cadalaboratorioycentro detrabajo, es
necesario instaurar un plan de Sequridad
y prevenciéon de riesgos laborales y
se deben de seguir atentamente las
siguientes recomendaciones:

e Todos los procedimientos se deben
de realizar en condiciones asépticas
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(lavado frecuente de manos con

jabén o detergente adecuado
tanto al entrar como al salir del
laboratorio).

e La ropa que se debe de usar dentro
del laboratorio es especifica
(pijama, gorro, mascarilla, guantes
desechables, zuecos). Para circular
fuera del laboratorio se recomienda
el uso de otro par de zuecos.

¢ Ademads, se debe de tener en cuenta
ciertos requisitos: Prohibido la
utilizacion de cosméticos, colonias
y perfumes. No se permite comer,
fumar, masticar chicle, almacenar
comida o bebida.

e Todo material biolégico debera
ser tratado como potencialmente
infeccioso. El material utilizado debe
ser estérily de un solo uso.

* En el laboratorio debe de haber
dos tipos de bolsas de basura:
una autoclavable para todos los
deshechos bioldgicos, placas tubos
etc. y otra donde se colocaran
materiales de papel, cartén y
plastico. Los residuos bioldgicos y
muestras peligrosas que van a ser
incinerados fuera del laboratorio
deben ser transportados en
contenedores cerrados, resistentes
e impermeables siguiendo las
normas especificas para cada tipo
de residuo.

La manipulacién de muestras debe ser
de forma individual.

Otras recomendaciones a tener en
cuenta son:

* Elacceso al laboratorio es exclusivo
para el equipo del laboratorio de
FIV, personal de limpieza y personal
autorizado (médicos, enfermeras,
auxiliares); Las puertas del
laboratorio deben de permanecer
cerradas.

e Las superficies de trabajo se deben
de limpiar diariamente, aliniciaryal
finalizar la jornada.

* No es recomendable colocar papel
o libros en la zona de trabajo. El
laboratorio debe permanecer limpio
y ordenado.

e la utilizacion de gafas protectoras
es de cardcter obligatorio en
la manipulacién de  muestras
crioconservadas en el momento de

sacar o guardar pajuelas con ovocitos,
embriones o muestras seminales.

e Pipetear con la boca no estd
permitido, en el mercado se
encuentran disponibles capilares/
pipetas para la manipulacion de
gametos, preembriones, medios de
cultivo, etc.

* En el momento de utilizar material
infeccioso, se deberd de utilizar
cestillos o envases/tubos cerrados. En
caso de rotura de tubo en el interior
de la centrifuga, se deberan esperar
30 minutos después de la parada
para la completa deposicion de los
aerosoles generados, en el caso de
que el material bioldgico centrifugado
pudiera presentar agentes hiolégicos
que se transmitan por via aérea.

e En relacion a los objetos punzantes
y cortantes, las agujas hipodérmicas
deben ser de un solo uso, y nunca se
debe de volver a colocar la capucha
a la aguja, deben de descartarse en
contenedores especiales. (Castilla
etal., 2003)

Es muy importante que cada laboratorio
de FIV, cumpla con un plan de Seguridad
y Riesgos laborales para evitar o
solucionar accidentes 6 incidentes que
se puedan presentar.

2. RECURSOS HUMANOS

Para que un laboratorio de FIV
funcione de forma adecuada y alcance
los indicadores de calidad de Asebir
comentados anteriormente, se debe
de tener en cuenta la experiencia del
personal del laboratorio de FIV. Este
personal debe de estar formado por:
director del laboratorio, supervisor
del laboratorio, embriélogos, técnico
de laboratorio (embriélogo técnico) vy
auxiliar administrativo en caso necesario.

Segln las recomendaciones de Asebir
y Eshre (European Society of Human
Reproduction and Embriology), las
clinicas querealizan 150 procedimientos
al ano, deben de tener como minimo
dos embriélogos, teniendo en cuenta
que este nidmero puede aumentar
dependiendo del nimero de ciclos
o de la complejidad de los mismos u
otras actividades como son la gestion
administrativa, control de calidad,
formacidn, educacién continuada, etc.

Laaplicacion de los controles de calidad se
garantiza mediante resultados constantes
en cada uno de los procedimientos
basados en los Protocolos normalizados
de trabajo (PNT).

Seglin sociedades tanto de indole
nacional (Asebir) como internacional
(Asrm  (American  Society  for
Reproductive ~ Medicine),  Eshre)
(Practice Committee of ASRM., 2014,
ESRHE Guideline Group., 2015),
establecen una organizacion detallada
de los integrantes del laboratorio) y
sus funciones como se describen en la
tabla 1.

Puesto que se debe de minimizar el
riesgo de error en el laboratorio de
FIV, se recomienda la figura del testigo,
puede ser cualquier miembro del
equipo, y se encargara de atestiguar
los procedimientos realizados en el
laboratorio de FIV.

Para la completa formacion de un
embridlogo clinico y su posterior
desarrollo en el laboratorio de FIV,
se deben de llevar a cabo ciertos
requisitos,  segln  procedimiento,
siguiendo las recomendaciones del
grupo IVI (Instituto Valenciano de
Infertilidad) (De los Santos etal., 2013)
que se describen en las tablas 2y 3.

Para subsanar la variabilidad en
los resultados clinicos de forma
individual, es necesario que cada
embriélogo conozca sus propios
resultados seglin cada uno de los
siguientes procedimientos: punciones,
capacitacion espermdtica, ICSI,
evaluacion de la fecundacién, eclosion
asistida, seleccion de embriones para
transferir, transferencia embrionaria
y criopreservacion. Esta informacion
se puede valorar como un control de
calidad interno.

Para la implantacién de un sistema
de calidad, es obligatorio participar
en el control de calidad externo de
laboratorio de reproduccién que ofrece
Asebir, el cual es una herramienta
que permite controlar la calidad del
laboratorio de FIV. Consiste en la
realizacion de un analisis sobre una
misma muestra de control, donde
los resultados de cada laboratorio
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Titulacion Experiencia | Titulacion Responsabilidades
académica superior
Director Biologia, 6 afos Méster/ *Conocimientos y Destreza en TRA
Laboratorio FIV | Medicina, doctorado *Comunicacion director clinica
Veterinaria, Certificacion *Promover mejora continua del equipo (cursos,
etc. Eshre en actualizaciones)
embriologia *Toma de decisiones
clinica o similar *Seleccion de materiales, equipos y procedimientos
*Implementacion de un programa de Control de
calidad y Prevencion de riesgos laborales
*Implementacion de indicadores de calidad
*Comunicacion de resultados clinicos y eventos
adversos
* Participacion en programas de investigacion
Supervisor Biologia, 3 afios Master/ * Mantener la organizacion eficiente del
Laboratorio Medicina, doctorado trabajo diario de cada una de sus dreas, mejora
Veterinaria, Certificacion Eshre | continua, formacién continuada de miembros del
etc. en embriologia departamento y estudiantes
clinica o similar
Embriélogo Biologfa, *Ejecucion de los protocolos normalizados de
Medicina, trabajo (PNT), participacién en la practica diaria,
Veterinaria comunicacién y organizacién y la contribucion a las
decisiones clinicas que se toman en el laboratorio
*Coordinar las tareas diarias de FIV
*Coordinar el programa de mantenimiento de
equipos, siendo el responsable en todo lo relacionado
con instalacion, funcionamiento y mantenimiento de
los equipos del laboratorio
*Coordinar lo relacionado con el drea de criobiologia
(puesta en marcha de los procedimientos de
criopreservacion,
organizacion del banco de preembriones y ovocitos) 7
Embridlogo Técnico de Ayudar en el desarrollo de la tarea diaria del
técnico/ laboratorio embridlogo. (Verificacion de temperaturas de
Técnico Diplomatura superficies calefactadas, bancos de ovocitos y
laboratorio universitaria en preembriones, temperaturay C02 de incubadores,
enfermeria medicién de pH de los medios de cultivo, valoraciones
espermdticas, limpieza del laboratorio, etc.).
Personal Auxiliar *Desemperfio de tareas administrativas propias de
administrativo | administrativo su cargo. (Llamadas telefonicas a pacientes para
informar fecundacién, desarrollo embrionario, fecha
de transferencia
* Gestion de preembriones congelados, etc.)
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Tabla 1. Requisitos para el personal del laboratorio de FIV

son
con los

participantes.
cada

informados
demas

comparandolos
laboratorios
Adicionalmente,

laboratorio participante debe

3. RECURSOS FISICOS

Diserio del laboratorio de FIV

e Localizacion del laboratorio

Este es uno de los requisitos mas
importantes para tener en cuenta

realizar catalogaciones embrionarias,
previamente realizadas por el grupo de
interés de Embriologia de Asebir. (Ruiz
de Assin et al., 2009).

Para que en un laboratorio en el que
se desarrollen técnicas de fecundacion
in vitro de manera 6ptima, se deben de
tener ciertos requisitos:

cuando se pretende crear un centro
de RA, debido a que la calidad del aire
es relevante en el manejo de gametos
y embriones; La calidad del aire se
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modifica de forma considerable,
dependiendo de la ubicacion geografica
del laboratorio, lo que quiere decir que
un laboratorio ubicado en un pequefio
pueblo lejos de la contaminacion, cerca
de bosques o parques, conservard una
mejor calidad de aire que aquel que
esté localizado en las zonas céntricas
de las grandes ciudades. (Calderén y
Costa et al., 2015). También se debe de
tener en cuenta un apropiado sistema
de ventilacién con el objetivo de aislary
proteger de la contaminacion externa a
los gametos y embriones humanos.

La primera recomendacién seria la
medicion de compuestos volatiles
organicos, del inglés VOCs (volatile
organic compounds) en el aire exterior.
Una vez analizados los resultados,
se procede al disefio del sistema de
ventilacion con la ayuda de ingenieros,
para cubrir las necesidades del sitio
escogido. El laboratorio de FIV no debe
de compartir el sistema de ventilacién
conelquiréfano, debe de sertotalmente
independiente.

Recientemente se estdn
comercializando médulos prefabricados
SMS (superficies de minerales sélidos)
para la construccion de laboratorios
de FIV, ofreciendo ventajas como las
de tener los acabados antibacterianos,
buen disefio, tamafio, alta flexibilidad y
mdxima asepsia. Otra ventaja es que son
bacteriostaticos, no porosos y faciles de
limpiar - desinfectar. (Calderdn y Costa.
2015).

Tanto gametos como embriones, deben
de permanecer fuera de los incubadores
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el disefio del laboratorio debe de
garantizar un flujo de trabajo éptimo,
reduciendo las distancias entre los
diferentes puestos de trabajo.

La gufa de buenas practicas de Eshre,
ESRHE Guideline Group., 2015) hace las
siguientes recomendaciones:

e Materiales

utilizados en la
construccion del laboratorio como
pintura, madera, muebles de
laboratorio, deben ser apropiados para
mantener los estandares de las salas
blancas, minimizando la liberacion de
VOCs y toxicidad embrionaria.

Los materiales

¢ Sistema de ventilacion

Se recomienda la instalacién de un
sistema de ventilacion independiente,
con filtros VOCs, HEPA (high efficiency
particle air) y filtros convencionales.
Adicionalmente el uso de un sistema
de luz ultravioleta debe ser incluido al
final del sistema de ventilacion para
que exista una eliminacién eficiente
de VOCs y una mejor proteccion contra
posible contaminacion de hongos, virus
y bacterias.

e Muebles- Equipos

El uso excesivo de muebles dentro
del aérea del laboratorio de FIV no
es recomendable. Las superficies vy
estanterias deben de ser de acero
inoxidable o de cristal.

La localizacién de equipos de laboratorio

queunaunidad detrabajo, consisteenuna
mesa anti vibratoria con un microscopio
invertido, adaptado a un sistema de micro
manipulacién, una cabina de flujo laminar
vertical con la superficie calefactada y un
incubador de trabajo.

e Acceso restringido-Acceso

Solamente  pueden  acceder al
laboratorio  personal  autorizado:
embriélogos y técnicos en primera
instancia. El personal de limpieza podra
entrar al area del laboratorio a primera
y Gltima hora de la tarde.

Es altamente recomendable establecer
un sistema de acceso limpio tanto para
el personal como para los materiales a
utilizar (cortinas de aire).

¢ Vestuariosy area de esterilizacion

Tanto los vestuarios como el drea de
esterilizacion deben de estar en otra
zona del centro de reproduccion.

¢ Trabajo administrativo

El drea disponible para el trabajo
administrativo debe de estar fuera del
area del laboratorio. En este espacio
se destina a toda la informacion
relacionada con las instrucciones de
los equipos, certificados y revisiones
de los equipos calibrados, verificados o
revisados.

Los PNT son documentos donde se
detallan de forma pormenorizada todos
los pasos de los procedimientos que
se realizan en un laboratorio de FIV,
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el minimo tiempo posible, por lo que es muy importante tenerla en cuenta, ya incluyendo los posibles problemas,
Busqueda Evaluacion CCO | Inseminacion | Fecundacion Decumulacion | Observacion
Ovocitos FIV (FIV) D2, D3,
Blastocisto

(casos) (casos) (casos) (casos) (casos) (embriones)

Observacion 50 50 12 15 15 100

Reahzac!on 10 50

compartida

Realizacion 30 FIV

auténoma 10 12 50 ICSI 30 20

Tabla 2. Procedimientos para embriclogos en formacion
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Transferencia Criopreservacion Decumulacion ICSI | ICSI Cultivo secuencial
embrionaria
(casos) (casos) (casos) (casos) (casos)
Observacion 50 50 15 25 25
Reallzac!on 25 10
compartida
Realizacion 25 30
de ensayo
Realizacion 10 150 ovocitos 100 ovocitos 30
autonoma

Tabla 3. Procedimientos para embridlogos en formacion

errores que puedan surgir con sus
correspondientes soluciones. (De los
Santos et al., 2013). Estos PNT pueden
permanecer en esta zona o de manera
informatica. Todos los PNT deben de ser
lo suficientemente claros, como para
que un biélogo recién incorporado o
ajeno al laboratorio, pueda desarrollar el
procedimiento segln PNT sin necesidad
de tener ninguna duda al respecto. Los
PNT deben de ser revisados y actualizados
de forma anual si fuera necesario.

* Pruebas especiales

Si el laboratorio dispone de un sitio
destinado a la realizaciéon de pruebas

especiales, puesto donde se utilizan
fijadores y sustancias tdxicas, una
cabina extractora es necesaria.

e Distribucion del laboratorio de FIV

El disefio del laboratorio de FIV
deberia incluir principalmente
tres salas o habitaciones; una para
criopreservaciéon, una segunda para
la preparacion de muestras seminales
y una tercera para el trabajo de
embriologia.

En caso de realizar pruebas especiales,
se recomienda otra sala con cabina
extractora.

Calidad del aire en el laboratorio de FIV

Para  optimizar las  condiciones
ambientales, el aire del laboratorio,
debe pasar por filtros HEPA y control de
VOCs. Y para minimizar la contaminacién
del aire, la presidn debe ser positiva.

Los procedimientos que involucran
a la manipulacion de gametos y
embriones deben de realizarse en un
ambiente controlado siguiendo las
normativas europeas; De tal manera,
que los laboratorios de FIV deben de
proporcionar un ambiente seguro, libre
de patégenos, sin téxicos y libre de
VOCs convirtiéndose en una sala blanca.

0.1pym 0.2pm 0.3pym 0.5pm 1pm 1pm
Clase ISO 1 10 ) 0 0 0 0
Clase IS0 2 100 24 10 4 0 0
Clase ISO 3 1.000 237 102 35 8 0
Clase ISO 4 10.000 2.370 1.020 352 83 0
Clase IS0 5 100.000 23.700 10.200 3.520 832 29
Clase ISO 6 1.000.000 237.000 102.000 35.200 8.320 293
Clase ISO 7 10.000.000 2.370.000 1.020.000 352.000 83.200 2.930
Clase ISO 8 100.000.000 23.700.000 10.200.000 3.520.000 832.000 29.300
Clase IS0 9 1.000.000.000 237.000.000 102.000.000 35.200.000 8.320.000 293.000

Tabla 4. Clasificacion ISO segtin concentracion y tamafio de las particulas
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Segtn la Norma ISO 14644-1, se define
como sala blanca, una habitacion
en la cual, la concentracion de
particulas  aéreas estd controlada.
Esta habitaciéon estd construida para
minimizar la introduccién, generaciény
retencién de particulas en su interiory,
controlar pardmetros relevantes como
temperatura, humedady presién. Segtn
eltamafioyconcentracion de particulas,
se establece una clasificacion que se
describe en la tabla 5.

De acuerdo a la directiva de Células y
Tejidos de la Unidn Europea (ETCD), el
procesado de células y tejidos se debe
realizar seglin Good Manufacturing
Practice (GMP) en un ambiente de grado A
pero con fondo ambiental de calidad tipo D.
Ademds, en caso que sea perjudicial utilizar
un grado A, algunos procesados se podrian
realizar en un ambiente grado D. (5)

Equipamiento del laboratorio

El laboratorio debe de tener los equipos
necesarios para el desarrollo de las
técnicas que se van a llevar a cabo en
un ndmero adecuado dependiendo de la
carga de trabajo.

Se hace mencién especial a los
incubadores debido a su relevancia, su
nlimero es critico, debido a que esta

relacionado con el nimero de ciclos que
se realicen en el centro de RA.

EQUIPO

Incubadores

Superficies calefactadas
de cabinas y microscopios

Congeladores

Refrigeradores

Bancos de ovocitos/embriones
Bloques calefactados

Pipetas automaticas

Entre  menos oportunidades se
abran las puertas de los incubadores
convencionales, las condiciones de
temperatura, €O, y pH seran mas
estables. Existen en el mercado otro
tipo de incubadores disponibles, tipo
time lapse, de sobremesa, donde la
recuperacion de los parametros de
temperatura, pH y de gases C0,/0, es
mds rapida.

Cada uno de los equipos debe de tener
su manual de instrucciones y deben
de mantenerse localizados para ser
revisados en determinados momentos
como averias, calibracion etc. De
igual forma, cada uno de los equipos
debe de tener un rango de uso y estar
registrado en su ficha de mantenimiento
de equipos. La temperatura y €O, de los
incubadores se deben de verificar de
forma rutinaria, asi como la temperatura
de las superficies calefactadas. También
se deben de verificar diariamente las
temperaturas de neveras, congeladores
y bancos de ovocitos/embriones como
se describe en la tabla 4. Sus mediciones
deben de permanecer dentro de un
rango aceptado y registrados. Cualquier
incidencia como alguna medida fuera del
rango debe de ser observaday corregida.

En el momento que un equipo no
funcione  correctamente  mediante
comprobacién del servicio técnico, se
debe de dar de baja y debe de quedar

Tipo de medida externa

Temperaturay CO,
Temperatura
Temperatura
Temperatura
Temperatura
Temperatura

Volumen

Tabla 5. Pardmetros y frecuencia de verificacion para la supervision de los equipos de laboratorio
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registrado en su ficha mediante una
etiqueta colocando “fuera de uso” para
evitar su utilizacién.

Para mantener una trazabilidad en los
resultados clinicos del laboratorio, se
recomienda como minimo una vezalafio
realizar una parada técnica que consiste
en limpiar a fondo el laboratorio de FIV,
incluyendo paredes, techos y suelos.
Los equipos también se deben de
limpiar de una forma pormenorizada
y aprovechando esta situacion, el
servicio técnico debe acudir para hacer

las correspondientes calibraciones,
verificaciones o revisiones de los
equipos.

e Calibracién/Verificacion de equipos

Los equipos criticos tales como
incubadores y banco de embriones,
deben ser calibrados/verificados por lo
menos una vez al afio. También deben
de ser verificadas cabinas y centrifugas.
Igualmente, los microscopios y lupas
deben ser revisados de forma anual.

Todas las calibraciones, verificaciones
se deben de realizar con aparatos
de medidas que previamente estén
calibrados y aportar esta informacion al
personal responsable de mantenimiento
de equipos. Los informes de calibracién
deben ser realizados por entidades
reconocidas en este campo. Debe de

Frecuencia medicion
Diaria
Diaria
Diaria
Diaria
Diaria
Diaria

Semestral/Anual

33
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existirun registro donde consten todas las
calibraciones/verificaciones/revisiones
de los equipos, con sus correspondientes
certificados de calibracion.

e Gases

Las bombonas de los gases deben de
estar localizadas fuera del area del
laboratorio de FIV dotado de un sistema
automadtico de recambio.

e Superficies calefactadas

El laboratorio de FIV debe de tener
instaladas en las cabinas un sistema
de calefaccion para la manipulacion
de los gametos y embriones, excepto
cuando se realizan procedimientos de
crioconservacion ovocitariay embrionaria.
Los microscopios también deben mantener
este sistema de calefaccion.

e Medidor de pH

Es importante realizar la medicién del pH
de los incubadores de forma semanal, ya
que es una herramienta fundamental para
correlacionar las medidas de CO,.

Durante los procedimientos de rutina y
el procesamiento de muestras (gametos,
embriones), éstos son especialmente
sensibles a los cambios de pH, que pueden
conducir a una alteracién en el pH interno
(pHi) y a un impacto en la funcién del
desarrollo posterior. La medicién de pH
es un pardmetro ambiental, no requiere
estricta atencién en la puesta a punto,
pero es muy susceptible a los cambios.

Tradicionalmente el pH externo (pHe)
es el resultado del balance entre las
concentraciones de CO, en el medio de
cultivo y la cantidad de bicarbonato en
el medio, o sea que el pH de los medios
de cultivo depende directamente del
porcentaje de CO, y de la concentracion de
bicarbonato sédico en el medio (de 17-25
mmol/Ll) (De los Santos et al., 2013).

ELl pHi regula una variedad de procesos
celulares tales como: Activacién de la
concentracion enzimatica, division,
comunicacién celular y diferenciacion,
Transporte de membranas y Sintesis de
protefnas, elementos delcitoesqueletoy
los microtdbulos. El pHe puede variar de
medio a medio. Estudios comparativos

han evidenciado pequefas variaciones
de pHe, y por ello la recomendacién
de un rango aceptable es de 7,2-7,4.
(Swain., 2010)

e Sistemas de alarma

Todos los equipos criticos (incubadores
y bancos de ovocitos/preembriones),
deben de estar permanentemente
monitorizados y tener sistema de alarma
cuando las mediciones estén fuera de
rango. También se deben de incluir
sensores de temperatura y humedad de
todas las dreas del laboratorio. Los valores
de la temperatura de un laboratorio son:
21-24°Cy la humedad relativa de 45-55%.
Debe de existir un sistema automdtico
en los equipos criticos que se active en
estados de emergencia.

Sala de crioconservacion

En la sala de crioconservacién donde
se encuentran los criobancos deben de
tener una adecuada ventilacién y alarmas
que detecten bajas concentraciones de
oxigeno, haciendo parte de un sistema de
seguridad.

Como vya se habia comentado
anteriormente, los criobancos estan
catalogados como equipos criticos, por
lo tanto, deben de estar monitorizados
de una forma permanente y tener un
sistema de alarma cuando las mediciones
se encuentren fuera de rango.

Para la manipulaciéon de las muestras
en los criobancos, es obligatorio el uso
de guantes y gafas como medidas de
proteccion.

Sistema_de_identificacion de pacientes y
trazabilidad de sus células reproductivas

Este es un aspecto muy importante en
un laboratorio de TRA, por lo que cada
laboratorio debe de tener un sistema
eficaz y preciso para identificar, rastrear
y localizar tanto ovocitos/muestras
seminales como embriones de forma
exclusiva durante cada uno de los
procedimientos que sevan a llevar a cabo.

Enelmercado se encuentran disponibles
sistemas informdticos de seguridad y
trazabilidad de muestras bioldgicas
en el laboratorio (Witness/“testigo”).

Este sistema utiliza la radiofrecuencia
para detectar las muestras. Es capaz
de identificar los chips informaticos,
que previamente se asignan a la pareja
0 a la paciente cuando comienza un
tratamiento. Sirve para asegurar
y controlar en todo momento la
trazabilidad de los dévulos, del semen y
de los embriones de cada pareja.

Material fungible

Todo el material que es utilizado en los
laboratorios de RA (capilares, pipetas,
jeringas, placas de cultivo, tubos,
etc.) debe de pasar por un control de
calidad que recibe el nombre de control
biolégico de embriotoxicidad para
poder estar en contacto con gametos y
embriones humanos. La mayoria de los
plasticos son téxicos o liberan VOCs,
afectando al desarrollo embrionario,
por esta razén se recomienda que todos
los plasticos que entren en contacto con
gametosyembriones, sean testados con
ensayos con embriones de ratén (mouse
embryo assay MEA) para comprobar que
el desarrollo embrionario no se vea
afectado.

De la misma manera, se sugiere airear
todos los plasticos como minimo 48
horas previas al contacto con gametos
y embriones.

En la actualidad, se encuentran
varios tipos de test para comprobar
la embriotoxicidad de los productos
utilizados en el laboratorio de FIV.
Los mas comunes son: prueba de
supervivencia espermdtica y la prueba
con embriones de ratén. (De los
Santos et al., 2013; Calderdn et al.,
2013). Estas pruebas consisten en
la exposicion del material fungible o
medio de cultivo que se desee probar. En
la prueba de supervivencia espermatica,
los espermatozoides son capaces de
mantener su movilidad en condiciones
de cultivo adversas y la prueba con
embriones de raton (MEA) donde se
estudia la probabilidad de la evolucién
embrionaria de ratones desde 1-2
células hasta el estadio de blastocisto.
Se considera que la prueba se supera
el 80% de los embriones llegan al
estadio de blastocisto expandido con
una adecuada masa celular interna.
(Gardner et al., 2005).
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Otra prueba sensible y especifica
disponible es Ensayo Amebocitos
Lysate (LAL) es para detectar la
presencia de niveles peligrosos
de endotoxinas en todo tipo de
materiales, medios de cultivo,
productos o equipos utilizados en el
laboratorio de FIV.

Cada lote de medio de cultivo
debe de tener una certificaciéon de
pH, osmolaridad, test de nivel de
endotoxina, ensayos con embriones
de ratéon (MEA), supervivencia
espermdtica, ensayo LAL Amebocitos
Lysate. Ademds, cada lote del material
utilizado en cada paciente (capilares,
diferentes medios de cultivo, canulas
de transferencia embrionaria, placas,
etc.) debe de estar registrados en
la ficha de cada una de ellas con
el objetivo de tener la facilidad
de trazabilidad en el momento de
identificar un determinado problema.

El material fungible utilizado no debe
ser reutilizado bajo ningidn concepto,
debe ser siempre de un solo uso.

CONCLUSIONES

Para tener un verdadero éxito en los
resultados clinicos en el ambito de la
medicina reproductiva, se deben de
tener en cuenta pardmetros como:
organizacién general, recursos
humanos y recursos fisicos.

Dentro del marco de la organizacién
general es importante la
implementaciéon de un sistema de
gestion de calidad, el desarrollo de
principios bdsicos de ética, una practica
correcta de los cédigos deontoldgicos
determinadas por las sociedades
cientificas y un plan de seguridad y
prevencién de riesgos laborales.

Relacionado con los recursos humanos,
el equipo del laboratorio de FIV,
compuesto por director, supervisor
y embridlogo /técnico, deben de
tener la suficiente experiencia para
la toma de decisiones en el drea de
la embriologia. La actualizacion
permanente mediante la asistencia
a cursos, congresos o talleres es una
de las claves fundamentales para una
mejora continua.

Los PNT se deben de cumplir de
forma minuciosa, asi se optimizan los
controles de calidad en los diferentes
procedimientos, al igual que cada
embriélogo debe de conocer sus propios
resultados clinicos como control de
calidad interno.

La participacién en controles de calidad
externo  (Asebir), es obligatoria,
siguiendo la UNE 179007.

Desde el punto de vista de recursos
fisicos, es relevante la ubicacion del
centro de RA, control de VOCs y sistema
de ventilacion con filtros HEPA.

El laboratorio de FIV debe de tener
al menos una parada técnica en
el afo para la limpieza, revision,
verificacion/calibracién de los equipos
de laboratorio y limpieza general del
laboratorio de FIV.

Las verificaciones de parametros como
niveles de CO, y temperatura tanto
en incubadores como en superficies
calefactadas, se deben de realizar de
forma rutinaria. De igual forma se
debe de verificar la temperatura de los
bancos de ovocitos y embriones.
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Finalmente ya ha sido publicado el primer Cuaderno de Andrologia Clinica, proyecto
realizado entre dos asociaciones hermanas ASEBIR y ASESA. Desde el inicio del proyecto
quedaron establecidas algunas premisas importantes que pensamos se han cumplido:

. Involucrar a dos sociedades cientificas para tratar un tema importante dentro de la

. Contar con la ayuda de expertos que se dedican al tema y realizar un enfoque desde

. Dar la oportunidad a socios de la base de GIA a participar en un proyecto asi

Hasta hace relativamente poco, existia un conocimiento limitado sobre los factores de riesgo que pueden afectar a la fertilidad del
hombre. Por este motivo, los profesionales que nos dedicamos a la Andrologia hemos sumado esfuerzos con objeto de ser capaces de
aumentardicho conocimiento, que en ocasiones serd decisivo para mejorar las expectativas reproductivas de nuestros pacientes. No
es una tarea fdcil, y por eso la colaboracion de todos es fundamental. Hoy en dia ademds de las pruebas diagnésticas rutinarias,
se hace mandatorio considerar la exposicién a contaminantes ambientales, y tener en cuenta los habitos de vida de nuestros

pacientes para poder establecer pautas de actuacion.

Con este cuaderno se ha dado un pequefio paso y aunque queda mucho por
hacer, entre todos se ha conseguido editar un manual que abarca distintas
temdticas relacionadas con factores ambientales: disruptores endocrinos,
contaminacion atmosférica, campos electromagnéticos, hdbitos de vida, y como
no podia ser de otra manera, se aborda el factor masculinoy el estrés oxidativo, asf
como el sistema antioxidante y la suplementacién exégena.

En el dltimo capitulo se recogen las recomendaciones que pensamos son
importantes transmitir adecuadamente al paciente, y también se detalla
informacion sobre los distintos tipos de exposiciones que puede tener el paciente,
asi como el conocimiento de los principales habitos de vida. En muchas ocasiones,
el hombre no es consciente de los efectos que pueden tener estos factores para
su salud reproductiva, y como ha sido publicado recientemente, el hombre sélo es
capaz de reconocer el 51% de los factores de riesgo (Daumler et al., 2016).

Este proyecto se presenté durante el XVIII Congreso Nacional de ASESA,
celebrado en Cartagena en abril de 2017, donde tuvo mucha aceptacién y desde
donde hay apoyo para dar continuidad a proyectos como éste o formar nuevos
equipos de trabajo. Pronto estara disponible desde la web y sera distribuido por
Laboratorios Angelini, a quienes agradecemos su colaboracién.

Os invitamos a disfrutar de la lectura de este manual, esperamos que os guste!.

Cristina Gonzdlez y Rafael Lafuente.

ASEBIR %

CUADERNOS DE ANDROLOGIA CLINICA

Contaminacién ambiental
y manejo del estrés oxidativo
en el factor masculino

12 Edicién - 2017
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:YA SOMOS MAS DE 1000!

Desde que ASEBIR se creara en 1993 con la idea de agrupar a los profesionales que trabajaban en el ambito de la Biologia de
la Reproduccion en Espafia, “ha llovido mucho”. No sin esfuerzo y gracias al trabajo que han desarrollado las distintas juntas
directivas que se han sucedido a lo largo de estos afios, lo que comenzé siendo el suefio de apenas un centenar de personas, se ha
convertido en una asociacién de mas de 1000 profesionales (la gran mayoria Licenciados o Doctores en Ciencias Biomédicas) que
trabajan como Embriélogos Clinicos en laboratorios de Reproduccién Humana Asistida y Genética Reproductiva, tanto en el ambito
publico como privado, o como profesionales que desde la Universidad realizan labores de investigacion.

ASEBIR es una asociacién cuya opinién se tiene en cuenta. Somos miembros de pleno derecho de la COMISION NACIONAL DE
REPRODUCCION HUMANA ASISTIDA del Ministerio de Sanidad y Politica Social, formando parte de su comité permanente; de la
CONFEDERACION de SOCTEDADES CIENTIFICAS de ESPANA (COSCE). Hemos participado como asociacién en Comisiones Ministeriales,
elaborando la cartera basica de servicios minimos del SNS, asi como en Comisiones Autonémicas como la que redacté la propuesta
de acreditacion y autorizacién de laboratorios de la Comunidad Auténoma de Madrid. También hemos participado conjuntamente
con AENOR en el Grupo de Trabajo AEN/CTN 179/GT9 “Reproduccién asistida” para la elaboracién de una norma UNE, colaboracién
que propicié la publicacién de una nueva norma especifica para los Laboratorios de Reproduccién Asistida, UNE 179007:2013 el 3
de diciembre de 2014.

Durante todo este tiempo hemos mantenido la misma ilusién, ganas de trabajar y las mismas expectativas de fomentar el espiritu
asociativo en un colectivo, cuya labor dentro del drea de la Reproduccién Asistida, tiene cada vez mas peso e importancia en

ASEBIR

ASEBIR EN TWITTER Y LINKEDIN

Felicidades a todos y 1000 gracias!

ASEBIR, ahora también en Twitter y Linkedin. Siguenos y recibe las dltimas noticias a golpe de click!!

ASEBIR, en su afan de llegar a todos los socios y a todos los rincones, abre un nuevo canal en Twitter y Linkedin. Buscamos la
comunicacion rapida y directa, para acercaros las Gltimas novedades cientificas y poner a vuestra disposicién una nueva plataforma
para opinary discutir sobre los temas de actualidad.

En ellas, ASEBIR os mantendra informados sobre congresos, eventos cientificos, asi como de nuestros cursos y noticias de dltima
de hora.

LINKEDIN

https://www.linkedin.com/in/asebir-asociacion-cientifica-2667a742/

TWITTER

https://twitter.com/ASEBIRreprod


https://twitter.com/ASEBIRreprod
https://www.linkedin.com/in/asebir-asociación-científica-2667a742/
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GANADOR DE LA BECA “AULA JOVEN “ASEBIR 2017

Una edicién mas queremos felicitar a todos los jovenes que han participado en el Aula Joven de la revista ASEBIR por los articulos
enviados, y agradecer su esfuerzo.

En este periodo (junio 2016 - junio 2017) se han publicado un total de 7 articulos que optaban a una beca Aula Joven consistente
en unainscripcion gratuita al IX Congreso de ASEBIR, que tendra lugar el préximo mes de noviembre en Madrid.

La ganadora ha sido Elisa Alvarez Socias, estudiante de postgrado y Embriéloga en Create Fertility (Londres) con el articulo
“Enfermedades mitocondriales. Fecundacién in vitro triparental”.

Los otros articulos que optaban al premio en esta convocatoria han sido:

¢ Influencia de los eventos citocinéticos en la calidad embrionaria convencional.
Autor: Nuria Zopeque

e Vitrificacion de espermatozoides.
Autor: Jose Gabriel Descals

¢ ;Existen diferencias en el sex-ratio de los nifios nacidos tras una TRA? Estudio retrospectivo en el CHGUV.
Autor: Rubén Dasi Crespo

e FIV de co-incubacion corta vs FIV convencional
Autor: Iris Martinez Rodero

e Problemas bioéticos del anonimato vs no anonimato en la donacién de gametos para la RHA
Autor: Laia Selva Pareja

 Ventajas einconvenientes de la transferencia de embriones en estadio de blastocistoy d+3 en la reproduccién asistida.
Autor: Gabriela Gonzdlez Iglesias

iGracias a todos por vuestra participacion!
Aprovechamos la ocasidn para animar a los socios junior de ASEBIR a seguir enviando articulos a la seccién Aula Joven.

Vocalia de Publicaciones.
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IX CONGRESO ASEBIR. MADRID 2017

|\

congreso
ASEBIR | ¥ |

) . . 1@
15-17 Noviembre, Madrid 2017

Centrode convenciones Hotel Melia Castilla

Va

FECHAS
15,16 y 17 de noviembre de 2017.

SEDE
Centro de Convenciones Hotel Melia Castilla Madrid (C/ Rosario Pino — Madrid 28020)

WEB
http://www.congresoasebir.es

COMITE CIENTIFICO Y ORGANIZADOR LOCAL
Presidenta Comité Cientifico y Organizador Local:
Yolanda Minguez Royo.

VOCALES COMITE CIENTIFICO:

e Vicente Badajoz Liébana

e Montserrat Boada Pala

¢ Yolanda Cabello Vives

e Inmaculada Campos Ramirez
e Jorge Cuadros Fernandez

e (ristina Gonzdlez Ravina

e Mark Grossmann i Camps

e MaVictoria Hurtado de Mendoza y Acosta
e MaDolores Lozano Arana

e José Muiioz Ramirez

e Rocio Ninez Calonge

e Nereida Ortiz Pifiate

e Xavier Vendrell Montén

VOCALES COMITE ORGANIZADOR LOCAL:
e Antonio Alcaide Raya

e Manuel Ardoy Vilches

e Iiiaki Arroyos Solaguren

e José Luis de Pablo Franco

e Elisa Escalante Bermidez

e (arolina Gonzdlez Varea

e Miriam Iglesias Nifiez

e Fernando Jesus Prados Mondéjar
e Sara Rafael Fernandez

e Félix Rodriguez Juarez

e Luz Rodriguez Ramirez

e MaJosé Torello Ybariez

e (Celia Villas Martin
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COMITE DE HONOR

e Excma. Sra. D2. Dolores Montserrat Montserrat. Ministra de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad .
e Excma. Sra. Da. Cristina Cifuentes Cuencas. Presidenta de la Comunidad de Madrid.

e Dr. D. Jesls Sanchez Martos. Consejero de Sanidad de la Comunidad de Madrid.

¢ Sr. Rector Magfco. D. Carlos Andradas Heranz. Universidad Complutense de Madrid

¢ Sr. Rector Magfco. D. Juan Fernando Galvan Reula. Universidad de Alcald

¢ Sr. Rector Magfco. D. José Maria Sanz Martinez. Universidad Auténoma de Madrid

CURSOS PRECONGRESO

En su compromiso con la Formacién continuada ASEBIR organiza los siguientes Cursos la mafnana del 15 de noviembre, previos a
lainauguracién del IX Congreso:

* FIRST JOINT MEETING ASEBIR & SIERR: FROM DONOR TO RECIPIENT. FROM SPAIN TO ITALY
* PRECONGRESS COURSE Ne 1: CULTURE, CLASSIFICATION AND VITRIFICATION / DEVITRIFICATION OF HUMAN BLASTOCYSTS
* CURSO PRECONGRESO Ne 2: EL PAPEL DEL TECNICO EN LOS LABORATORIOS DE REPRODUCCION ASISTIDA

AUSPICIOS CONCEDIDOS

Sociedad Espafiola de Fertilidad (SEF)

Sociedad Espafiola de Contracepcion (SEC)

Asociacion Espafiola de Andrologia, Medicina Sexual y Reproductiva (ASESA)
Colegio Oficial de Biélogos de la Comunidad de Madrid (COBCM )

PREMIOS Y GALARDONES

Las comunicaciones que segln la valoracién del comité cientifico, se presenten en formato oral optaran al PREMIO ASEBIR-EMB
2017. Elpremio estard dotado con diploma acreditativoy la cantidad de 5.000 € por gentileza del Grupo Equipos Médico-Biolégicos.
El premio serd entregado por el Director General de EMB, el Sr. Sergio Olivero Rigau y la Dra. Montserrat Boada Pala, presidenta de
ASEBIR.

Las comunicaciones que sean aceptadas en formato Péster podran optar al PREMIO ASEBIR AL MEJOR POSTER 2017. El premio estara
dotado con diploma acreditativo y 600 €. Los finalistas recibiran un certificado acreditativo. EL premio serd entregado por la Dra.
Montserrat Boada Pala, presidenta de ASEBIR.

ELII PREMIO CRIO MERCK ASEBIR 2017, promovido por Merck, se otorgard a la mejor comunicacién cientifica en el ambito de la
criobiologia aceptadas en el IX Congreso ASEBIR, en las que al menos uno de los autores sea miembro de ASEBIR. El premio estara
dotado con 1.500 €y sera entregado por la Dra. Montserrat Boada Pala, presidenta de ASEBIRy por un representante de Merck.

Mds informacién sobre los premios en http://congresoasebir.es/asebir/premios-asebir
SECRETARIA TECNICA

C/ Cronos, 20, Bloque 4, 1°, 62 — Madrid 28037
Telf.: +34 91377 14 23/ Fax: +34 91 377 49 65
E-mail: info@congresoasebir.es
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BOLSAS DE VIAJE PARA ESTANCIAS EN EL EXTRANJERO

En la II Convocatoria para estancias en el extranjero fueron concedidas 3 bolsas de viaje, y ya ha concluido su estancia una de las
becadas, Laura Abril Parrefio.

Laura harealizado su estancia en el Laboratorio de Medicina Reproductiva del Centro Biomédico de la Facultad de Medicina de
Pilsen (Reptblica Checa). Su objetivo ha sido llevar a cabo el proyecto de investigacion “Implicacion del sistema ubiquitina-
proteosoma (UPS) en la capacitacion espermatica”.

Como resultado de su estancia nos ha remitido una interesante memoria que publicamos a continuacién.

Animamos a todos los socios de Asebirinteresados en estas estancias a seguir enviando sus solicitudes.

VITA
TES' S Solucion eHealth para Medicina Reproductiva

Agendas Ttos. Fertilidad
Facturacidn Bancos

Estadisticas

—— - Se—
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i
E
“,_Illlm/"

ﬁ of Latorre n"147-153, 08203 Sabadel (Barcelona) nexus ISiS'.nf
&. 93 720 59 69 www.sisinf.com

g comercigl@nexus-sisinf.com
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IMPLICACION DEL SISTEMA UBIQUITINA-PROTEOSOMA (UPS) EN
LA CAPACITACION ESPERMATICA

Laura Abril Parreiio

INTRODUCCION

La evaluaciéon microscépica es una
piedra angular del andlisis del semen en
la andrologia humana, proporcionando
informacion Gtil de la muestra de
semen. Sin embargo, las pruebas
convencionalessebasanenlaevaluacion
subjetiva de las caracteristicas de los
espermatozoides y tienen un limitado
valor pronéstico de los resultados
de fertilidad. Ademds, algunos casos
de infertilidad masculina pueden ser
diagnosticados erréneamente como
idiopdticos, ya que ciertos tipos de
anormalidades espermaticas suceden
a nivel molecular, a veces con ausencia
de manifestaciones morfoldgicas. Para
abordar este problema, se recurre a
la identificacion de biomarcadores de
la calidad espermdtica y su posible
relacién con la baja calidad del semeny
la reduccién de la fertilidad.

Concretamente en este estudio
nos centramos en el analisis de la
implicacion del sistema ubiquitina-
proteosoma (UPS) en espermatozoides
de humano, ya que como es sabido los
espermatozoides de los mamiferos, con
un defecto visible u oculto, adquieren
ubiquitina en su superficie durante la
maduracién en el epididimo (Sutovsky
et al., 2001a, Sutovsky et al., 2001b)
para posteriormente ser eliminados.
Sin embargo, algunos de estos
espermatozoides consiguen llegar al
eyaculado al fallar los mecanismos para
su eliminacién.

Para el establecimiento de la
ubiquitina como un biomarcador de
infertilidad humana, Sutovsky et
al., (2004) realizaron un estudio,
en el cual examinaron la relacidn
entre el contenido de ubiquitina en
espermatozoides y los pardmetros
clasicos de un espermiograma, en
varones clinicamente infértiles por
diferentes etiologias. Sus resultados
mostraron que los pacientes infértiles

(n=28) tenian valores altamente
significativos de  espermatozoides
ubiquitinados, por lo que concluyen
que el incremento de ubiquitinacién
esta inversamente relacionado con la
concentracién espermatica, la motilidad
y el porcentaje de anormalidades
morfolégicas. Estos resultados
sustentan el uso de la ubiquitina como
un biomarcador de calidad del semen
humano y sugieren su uso en otras
especies (Sutovsky et al., 2004).

Por tanto, cabe esperar una relacién
entre parametros de calidad espermatica
y estado del ADN con la presencia de
ubiquitina en la superficie espermatica
mediante citometria de flujo.

MATERIALES Y METODOS

Las muestras de semen fueron obtenidas
de 24 pacientes de la clinica Genetika
(Pilsen, Republica Checa). En primer
lugar, segin la V Edicién del manual
de la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), calculamos la concentracién
espermdtica y la motilidad de cada una
de las muestras en la camara Makler.

Citometria de flujo

Tras medir la concentracién vy
motilidad de cada muestra mediante
microscopia, se evaluaron la
actividad mitocondrial (Mitotracker/
YoPro-1) y la fragmentacién del ADN
(Ensayo de la estructura cromatinica
del espermatozoide (SCSA)) mediante
citometriadeflujo. Elrestode muestra
se dividié en dos (una parte para
el control negativo). Ambas partes
fueron resuspendidas con medio
Biggers-Whitten-Whittingham (BWW)
y centrifugadas, para después ser
fijadas con paraformaldehido al 4%
durante 15minutos. Posteriormente
fueron lavadas con  PBS-NAN3
(suplementado con suero de cabra
al 1%) y bloqueadas con este mismo
suero al 5%.

A continuacién, las muestras fueron
incubadas con el anticuerpo Anti-
Ubiquitina conjugado con FITC (DyLightR
488, Abcam) a una concentracion de
1/100 durante 60 minutos. Mientras que
los controles negativos no se incubaron
con dicho anticuerpo. Finalmente, las
muestras fueron lavadas, resuspendidas
en PBS y analizadas mediante citometria
deflujo (BD FACS Verse, Becton Dickinson).

Anadlisis estadistico

Para el andlisis estadistico se utiliz6 el
programa SPSSv. 22 (SPSSInc, Chicago,
ITT). Se consideraron diferencias
significativas cuando P < 0.05. Se
estudiaron las correlaciones entre los
diferentes parametros espermaticos
evaluados. Ademds, para el estudio
de las diferencias entre pardmetros
espermaticos en diferentes grupos de
muestras (seglin su bajo o medio-alto
%DFIy subajo o alto %HDS) se utilizé un
modelo mixto lineal donde el individuo
fue considerado como efecto aleatorio.

RESULTADOS

Las poblacion de estudio consistié
en 24 pacientes, de los cuales se
obtuvo informacion de los pardmetros
espermdticos, actividad mitocondrial,
estado del ADN vy porcentaje de
espermatozoides ubiquitinados.
El porcentaje de espermatozoides
ubiquitinados no fue significativamente
correlacionado con los pardametros
de calidad espermdtica como la
concentracién espermdtica (r=-0,329;
P= 0,117) y motilidad progresiva (r=
-0,215; P=0,314). Tampoco se encontré
una correlacion significativa con la
actividad mitocondrial, en concreto
para nosotros los espermatozoides
de interés son aquellos viables con
actividad mitocondrial (Mitotracker+/
YoPro-1-) (r=-0,151; P=0,491).

Ademds, no fue significativa la
correlacion observada entre el indice
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de fragmentacion de ADN (%DFI,
Dna Fragmentation Index) que se
corresponde con el porcentaje de
espermatozoides con alto dafio en
el ADN y la media de intensidad de
fluorescencia de la ubiquitina ( r=0,060
; P=0,468). Tampoco se observé una
correlacion significativa entre la media
de intensidad de fluorescencia de la
ubiquitina y el porcentaje de células
espermaticas inmaduras (%HDS, High
Dna Stainability), (r=0,096 ; P=0,698).

Pero hemos de destacar que cuando
las muestras se agruparon teniendo
en cuenta su bajo o medio-alto
%DFI, aunque no se encontraron
diferencias respecto al porcentaje de
espermatozoides ubiquitinados, si se
encontraron diferencias significativas
entre grupos de muestras para el
porcentaje de espermatozoides no
progresivos (P= 0,008). Del mismo
modo, cuando las muestras seagruparon
en funcién de su bajo o alto %HDS, se
observaron diferencias significativas
entre grupos para los espermatozoides
con motilidad progresiva (P= 0,041);
aquellos con motilidad no progresiva
(P=0,014); y con los espermatozoides

viables con actividad mitocondrial
(P= 0,039). Tampoco encontramos
diferencias  significativas para el
porcentaje de espermatozoides

ubiquitinados entre grupos de muestras
con diferente %HDS.

Sin embargo, tendriamos que analizar
también la correlacion entre el
porcentaje de ubiquitinacién y la tasa
de fecundaciéon de cada una de las
muestras, las cuales nos serdn cedidas
por la propia clinica en los préximos
meses.

DISCUSION

Por tanto, teniendo en cuenta el
pequefio tamafio muestral (n= 24)
y nuestras condiciones de analisis
(ubiquitina en la superficie espermatica
evaluada mediante citometria de flujo),
la ubiquitina no es buen indicador de
calidad espermdtica.

Por ello, para concluir un resultado
robusto necesitariamos mayor tamano
muestral y obtener los datos de
fecundacién de la clinica. Ya que segln
muchos estudios, la citometria de flujo si

es una buena herramienta para valorar
la calidad seminal ya que la medida de
informacién es objetiva, rapida ya que
se miden miles de células por muestra,
automatica y robusta estadisticamente
para la obtencién de niveles relativos
de biomarcadores en las muestras de
semen humano. Aunque debemos de
tener muy presente que aunque esta
técnica ofrezca la ventaja de poder
medir biomarcadores la muestra no se
puede utilizar clinicamente.

Por ello, es importante plantearse el
siguiente paso en el analisis seminal
con técnicas no invasivas como los
microfluidos, espectroscopia RAMAN
o seleccion celular inmunomagnética
(MACS) de los espermatozoides como
hacemos hincapié en una revision
que realizamos durante la presente
estancia y que actualmente esta
aceptada y pendiente de su publicacién
(Stiavnicka M, Abril-Parrefio L, Nevoral
J, Kralickova M, Garcia Alvarez 0. Non-
invasive approaches for epigenetics-
based sperm selection. Med Sci Monit
2017, in press. IF = 1.403).
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AGENDA CURSOS ASEBIR 2017

FIRST JOINT MEETING ASEBIR & SIERR
FROM DONOR TO RECIPIENT. FROM SPAIN TO ITALY

Fecha: 15 Noviembre 2017

Sede: IX Congreso ASEBIR en Madrid

Secretaria técnica: Grupo Process (Betaprocess S.L.)
Email: info2@ongresoasebhir.es

Organizado por ASEBIR en el marco del IX Congreso ASEBIR

CULTURE, CLASSIFICATION AND VITRIFICATION /
DEVITRIFICATION OF HUMAN BLASTOCYSTS

Fecha: 15 Noviembre 2017

Sede: IX Congreso ASEBIR en Madrid

Secretaria técnica: Grupo Process (Betaprocess S.L.)
Email: info2@ongresoasebhir.es

PAPEL DEL TECNICO EN LOS LABORATORIOS DE
REPRODUCCION ASISTIDA

Fecha: 15 Noviembre 2017

Sede: IX Congreso ASEBIR en Madrid

Secretaria técnica: Grupo Process (Betaprocess S.L.)
Email: info2@ongresoasebir.es

Organizado por ASEBIR en el marco del IX Congreso ASEBIR

Organizado por los Grupos de interés de EMBRIOLOGIA Y
CRIOBIOLOGIA de ASEBIR en el marco del IX Congreso ASEBIR.

AGENDA DE CONGRESOS 2017

ESHRE 2017

Dates: 2-5 July 2017
Place: Geneva, Switzerland
For more information: https://www.eshre2017.eu

ASRM 2017

73rd ASRM Scientific Congress & Expo

Dates: October 28-November 01, 2017

Place: San Antonio, TX, USA

For More Information: ASRM

Tel: 205-978-5000,

Fax: 205-978-5018

Email: asrm@asrm.org

Web: https://www.asrm.org/awards/detail.aspx?id=11616

IX CONGRESO ASEBIR MADRID 2017

Fechas: 15-17 de noviembre de 2017

Sede: Centro de Convenciones Hotel Melia Castilla, Madrid
Secretaria técnica: Grupo Process S.L.

E-mail: info@congresoasebir.es

Teléfono: 91 377 14 23

Web: http://congresoasebir.es/
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A S E B I R Asociacién para el Estudio
de la Biologia de la Reproduccién

CONTROL DE CALIDAD
EXTERNO DEL LABORATORIO
DE EMBRIOLOGIA CLINICA

Pardametros sometidos a examen: Casos virtuales de pacientes con embriones
D+2 a D+5 en los que se evaluara:
- Caracteristicas morfologicas
- Clasificacion y decision clinica™
Test de citotoxicidad con medios tamponados
con HEPES para ensayo SMA
Caracteristicas especificas: Duracion: 1 ario.
IN° Especimenes: video y material esterilizado.
Envio de muestra: Uno
Envio documentacion: Uno
Envio de datos: Via pdagina web
Informes: Valoracion por consenso de laboratorios
Valoracion por consenso de grupo de expertos
Proceso de datos: Informatizado

PLAZO DE INSCRIPCION

DESDE 30/06/2017 HASTA 30/09/2017
http.//controldecalidad. asebir.com/

*Segiin criterios ASEBIR de valoracion 2015
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